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RESUMEN

CARACTERIZACION DE POLISACARIDOS SULFATADOS NO GALACTANOS DE
ALGAS MARINAS Y FACTORES QUE INFLUENCIAN SU COMPOSICION

Las algas marinas son una fuente importante de polisacaridos iénicos. A diferencia de
lo que ocurre en plantas terrestres, en las algas marinas hay una mayor proporciéon de
polisacéridos idnicos respecto a los neutros. En particular, los polisacéridos sulfatados
(PS), ausentes en plantas terrestres, son los de mas amplia distribucion entre las
diferentes divisiones de macroalgas. Dentro de los polisacaridos sulfatados y de
acuerdo a los azucares que lo constituyen; cabe destacar la presencia de dos grupos
principales; aquellos formados por la galactosa, llamados galactanos sulfatados (PGS),
como en el caso de agar y carragenanos de algas rojas y en algunos grupos de algas
verdes. En el otro grupo son PS, donde el azucar principal, es diferente a la galactosa
(PSNG); estos ultimos, son aquellos formados por deoxiazucares sulfatados, tales
como la fucosa (Fucoidanes) que ocurre en algas pardas y la ramnosa (Ulvanes) que
se presenta en algas verdes (Ulvales). En este estudio, se evaluaron especies de
macroalgas pardas y verdes del Pacifico templado mexicano con el propdsito de
conocer su contenido de polisacéaridos sulfatados no galactanos (PSNG), asi como sus
caracteristicas quimicas. En una primera etapa, se evaluaron los métodos de
extraccion en funcion de los rendimientos obtenidos y contenido de grupos sulfato. El
alga parda Silvetia compressa se extrajo en diferentes medios acuosos (agua, HCI,
NaOH/CacCl, y CaCl,) a diferentes temperaturas (20, 60 y 80°C). El resultado obtenido,
mostré que las condiciones de extraccion influyen en el rendimiento y caracteristicas
del producto. Los mejores rendimientos en general se obtuvieron a través de una
extraccion acida (de 3.15 a 15.49% en peso seco del alga); sin embargo, el mayor
contenido de sulfatos correspondio a las extracciones con CaCl, (18.9 a 28.3%), que
por otra parte, a este medio correspondieron los menores rendimientos. Para todos los
casos probados se observé una correlacion positiva entre el rendimiento y la
temperatura de extraccion. Sin embargo, el incremento observado en el contenido de
sulfatos no fue proporcional al incremento obtenido en el rendimiento, esto sugiere que
temperaturas mayores, incrementan la solubilidad de materiales de composicidn
diferente a los polisacaridos sulfatados (ej. azUcares neutros). En funcion de los
rendimientos, contenido de sulfatos y caracteristicas de solubilidad de los extractos
obtenidos, se adoptdé como condiciones de extraccion el medio acido a 60°C para los
estudios siguientes.

En la segunda etapa, se realizé un monitoreo en diferentes especies de macroalgas
caracteristicas de las costas de Baja California. Se colectaron 12 especies de
macroalgas, de las cuales 8 fueron algas pardas: Silvetia compressa, Hesperophycus
californicus, Macrocystis pyrifera, Eisenia arborea, Halidrys dioica, Egregia menziesii,



Padina durvillaei y Sargassum johnstonii, ademas de 4 especies de algas verdes:
Codium fragile, Ulva lactuca, Ulva nematoidea y Ulva clathrata; se cuantificd el
contenido y composicion de los PS presentes. Los resultados muestran que el
contenido de PS varia entre especies y entre las divisiones algales. Mayores
rendimientos (10 a 30% en base seca) de polisacéridos sulfatados y con mayor
contenido de grupos hemiéster sulfato (7 a 32%) se obtuvieron para las algas verdes;
para las algas pardas, el rendimiento fluctué entre 6 a 14% (base seca), con un
contenido de sulfatos de 6 a 28%. En todas las algas pardas, se detecto la presencia
de fucosa; esta fue el azlcar predominante en especies intermareales como S.
compressa y H. californicus, asi como en la muestra comercial de Ascophyllum,
mientras que en E. arborea, M. pyrifera, E. menziesii, H. dioica y P. durvillaei, la fucosa
representd solo un porcentaje menor de los carbohidratos extraidos. En el mismo
sentido, las algas verdes de este estudio, dieron positiva la prueba para ramnosa;
donde, para las especies de Ulva fue el azucar principal (ulvan). Sin embargo, en
Codium, la ramnosa, representd solo un bajo porcentaje del total de carbohidratos
extraidos (< 10%), esto es una fuerte evidencia de que esta especie posee PS
diferentes a los ulvanos. Se pudo observar entonces que la composicion de los PSNG,
en las diferentes especies de macroalgas, guardan ciertas similitudes taxonomicas; en
este sentido dentro de las algas pardas de este estudio, aquellas especies que
pertenecen a la familia Fucaceae como S. compressa y H. californicus tienen mayor
semejanza con los polisacéaridos sulfatados que se obtienen de Fucus vesiculosus,
especie de la misma familia y de la cual se obtiene el fucoidan comercial.

Una vez definido el contenido de PS de las diferentes especies estudiadas, esta
investigacion se enfoc6 en caracterizar estos polisacaridos presentes en algas pardas
y verdes de la region. En las algas pardas se seleccioné a la macroalga intermareal S.
compressa, mientras que de las algas verdes se estudio a U. clathrata. En los
polisacaridos sulfatados de S. compressa, se evalud el efecto en la composicion de
factores ambientales, como, la localidad geografica en que crece y la temperatura y
factores biolégicos como tipo de tejido del cual se obtienen; adicionalmente, se
determind la heterogeneidad en su composicién quimica. Para evaluar diferencias en
relacion a la localidad geogréfica, se colectaron muestras en tres puntos de Baja
California (de norte a sur, Eréndira, San Quintin y El Rosario); aunque se observo que
el rendimiento de PS y contenido de sulfatos, se incrementan de norte a sur, el rango
de variacion obtenido entre localidades, fue cercano al 1%; para Eréndira localidad mas
nortefa, el contenido de PS fue de 15% con 11% de sulfatos, mientras que para El
Rosario fue de un 16% de PS con 12.1% de sulfatos. Por otra parte, para evaluar el
efecto de la temperatura, organismos de S. compressa, se sometieron durante 30 dias
a diferentes temperaturas de cultivo (10, 15 y 20°C); la variacion observada en el
rendimiento de polisacaridos sulfatados, entre las temperaturas probadas fue menor del
1%; el menor rendimiento de 9.59% ocurri6 a la temperatura mas baja; mientras que a



20°C se obtuvo un rendimiento de 10.25%. Sin embargo, el efecto de la temperatura de
cultivo, fue mas evidente en el contenido de sulfatos; estos, mostraron un patron
inverso respecto a la temperatura, donde un mayor contenido correspondio a la
temperatura menor de 10°C con 18.83% de sulfatos, mientras que el contenido
disminuyé hasta 13.65% a 20°C.

Para evaluar la composicion de los polisacéridos en funcién del tejido, se separaron
diferentes tejidos (basal, fruto y apices) de S. compressa mantenida en cultivo a 10°C.
Se encontraron diferencias en el contenido de sulfatos, donde el tejido nuevo (apices),
presentd el menor contenido, mientras que el fruto fue la parte mas sulfatada.

La heterogeneidad de los polisacaridos solubles de S. compressa, se demostro,
mediante una precipitacion con etanol al 50% con y sin sales de magnesio (MgCl,
0.1M). Se obtuvieron una fraccion soluble y una insoluble, ambas, de composicion
diferente. En ambas fracciones se detectdé fucosa y grupos hemiéster sulfato; la
fraccion soluble, mostré6 un mayor contenido de sulfatos; sin embargo, los acidos
urénicos estuvieron ausentes en esta fraccion y ocurrieron solo en la fraccion insoluble.
Por otra parte, con la presencia de magnesio en la precipitacion, la fraccion soluble,
contiene mayor contenido de fucosa y grupos hemiéster sulfato que la fraccion obtenida
solo con etanol. Los espectros de infrarrojo mostraron diferencias entre las fracciones
obtenidas.

Con el proposito de separar las moléculas en funcion de sus cargas, el polisacarido se
sometio a cromatografia de intercambio anidnico. Se emple¢ la resina (DEAE-52) y el
polisacarido, se eluyd, mediante un gradiente salino (NaCl de 0 a 2M). Se obtuvieron 4
fracciones, todas de composicion diferente; la primera fue una fraccion menor formada
por azucares neutros, la segunda fraccion, también menor, formada exclusivamente de
acidos uronicos; mientras que la tercera fraccion, la mayor en proporcion, se compone
principalmente de fucosa, con una pequefia cantidad de &cidos urénicos; la cuarta
fraccion obtenida, estd compuesta exclusivamente de fucosa. Por lo tanto, los
resultados obtenidos, confirman que los polisacaridos solubles de las algas pardas son
entidades heterogéneas constituidas por grupos de polisacaridos de composicion y
densidad de cargas diferentes.

En la dltima parte de este estudio, con la finalidad de obtener informacién acerca del
contenido y composicién de los polisacaridos solubles (PSNG) presentes en las algas
verdes (Ulvales), se estudiaron los polisacaridos presentes en el alga verde Ulva
clathrata. Para este propoésito, se realizé una extraccion secuencial a 60°C empleando
diferentes medios acuosos. Una primer fraccion (F-I) se obtuvo en tres medios
diferentes: Agua, EDTA y HCI; posteriormente en el material residual de cada
extraccion, se realizdé una extraccion secuencial ahora con NaOH 0.1M, fraccion Il (F-
II). El extracto seco obtenido en cada fraccidn, se analizo para evaluar el contenido de
carbohidratos totales, proteinas, ramnosa, acidos urénicos y sulfatos. Para cada uno de
los tratamientos probados, se obtuvieron diferencias en el rendimiento y composicion
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en ambas fracciones (F-1 and F-Il). En general para los tres medios empleados, se
obtuvo un rendimiento mayor para la primera fraccion (F-1), que el obtenido en la
extraccion secuencial (F-ll). Los mejores rendimientos obtenidos para ambas
fracciones, fueron los correspondientes al tratamiento con HCL (14.83 + 1.5y 5.96
1.1%, para F-I y F-IlI respectivamente). En relacion a la composicion, aunque ambas
fracciones presentaron los mismos componentes (ramnosa, acidos urénicos, proteinas
y grupos sulfato), F-1 en todos los casos fue la fraccion més sulfatada (con 27 a 35.8%)
y con mayor contenido de ramnosa (16.99 to 34.52%); por otra parte, en la fraccion Il
se obtuvo un contenido mayor de proteinas y un contenido ligeramente mayor de
acidos uronicos. En congruencia con los resultados del andlisis quimico, el espectro de
infrarrojo (FTIR), mostré que los polisacaridos solubles del alga verde U. clathrata,
corresponden a PSNG, similares al ulvan, obtenido de otras especies de Ulva; en este
sentido el espectro de *H-NMR, muestra en campo alto (1.2-1.3 ppm), la presencia de
la sefial caracteristica del metilo de la ramnosa.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF SULFATED POLYSACCHARIDES NON GALACTANS
FROM MACROALGAE AND FACTORS THAT AFFECT THEIR COMPOSITION.

The marine algae are an important source of ionic polysaccharides. In contrast of that
happen in terrestrial plants, in the seaweeds there is higher proportion of ionic
polysaccharides respect to neutral ones. Particularly, the sulfated polysaccharides (PS),
are widely distributed among the different macro algae divisions, but they are absent in
terrestrial plants. According to the constituents sugars, the PS, are classified in two
main groups; those formed by galactose or sulfated galactans (PGS), as in agar and
carrageenan from red seaweeds and in some green seaweeds. In the second group,
the PS is constituted by sugars different to the galactose (PSNG); the last one the
constituents sugars are deoxy sulfated sugars as fucose in brown seaweeds and
rhamnose in green seaweeds (Ulvales). In this study, were evaluated different brown
and green seaweeds species, from the Mexican pacific template sea, that with the
purpose to know and evaluate the PSNG content and their chemical characteristics.

In a first stage, the extraction methods were evaluated, that in function of yield and
sulfate groups content. As raw material, the brown seaweed Silvetia compressa, was
extracted in several aguose media (agua, HCI, NaOH/CaCl, y CaCl,) each one held at
different temperatures (20, 60 y 80°C). The obtained result, shown that the yield and
chemical characteristic of the products, were influenced by the extraction methods. In
general, better yield (from 3.15 to 15.49% in seaweed dry weight) was obtained with the
acid extraction; however this media didn’t have the better sulfate content. The best
sulfate content (18.9 a 28.3%), was achieved with the CaCl, extractions; in contrast, to
this media, corresponded the worst yields. In all cases, a positive correlation between
the yield and temperature was observed. However, the observed sulfate content
increase, was not proportional to the vyield increase; suggesting, that higher
temperature, increase the solubility of materials others than sulfated sugars (neutral
polysaccharides). In function of yield, sulfate content and solubility characteristic of the
obtained products, the HCI extraction at 60°C, was the adopted conditions for the next
study stage.

In a second stage, a survey of representative seaweeds from Baja California coast was
carried. Were collected 12 seaweed species, eight phaeophytas: Silvetia compressa,
Hesperophycus californicus, Macrocystis pyrifera, Eisenia arborea, Halidrys dioica,
Egregia menziesii, Padina durvillaei y Sargassum johnstonii, and four clhorophyta
species: Codium fragile, Ulva lactuca, Ulva nematoidea and Ulva clathrata. The PS
content and composition was evaluated. The results, shown variations of PS content
between species and between algae divisions. Better PS yield (10 to 30% dry weight)
with higher hemiester sulfate content (7 to 32%) was obtained for the green seaweeds;
in the brown seaweeds the yield was between 6 to 14% dry weight basis and the sulfate
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content between 6 to 28%. In all the brown seaweeds, the sugar fucose, was detected
and this was the main sugar for the intertidal species, as S. compressa and H.
californicus, and in the commercial sample of Ascophyllum nodosum; while in E.
arborea, M. pyrifera, E. menziesii, H. dioica and P. durvillaei, fucose represented a low
percentage of the total sugar extracted. In the same way in green seaweeds, the sugar
rhamnose was detected; this was the main sugar in Ulva species (ulvan). But in
Codium, rhamnose, only represented a low percentage of the total extracted
carbohydrate (< 10%), then that was a strong evidence that the PS of this specie, are
different to ulvans. With this was assessed that the PSNG composition between
macroalgal species, keeps taxonomic similarities; then PS of the brown seaweeds
belonging to Fucaceae family as S. compressa y H. californicus,are more related to PS
of Fucus vesiculosus, specie belonging to the same family, and source of the
commercial fucoidan.

Since the PS content of the different seaweeds species were defined, this research was
focused in characterize the PS present in brown and green seaweeds from the region.
For the next stage, the intertidal brown seaweed S. compressa and the green seaweed
U. clathrata were selected. In S. compressa, the effect of environmental factors in PS
composition was evaluated; factors as geographical locality, the temperature and
biological factors (tissue type); the chemical heterogeneity was determined. In order to
evaluate differences related to geographical locality, were collected samples in three
different points of the Baja California coast (Eréndira in the north, San Quintin in the
middle and El Rosario in the south); although the yield of PS and sulfate content,
increase southward, the variation range, between localities was only ca. 1%; in Eréndira
the northern locality, the PS yield of 15% with 11% sulfate content; while an 16% yield
with 12.1% sulfate content, correspond to the southern locality, EI Rosario. In the other
hand, the temperature effect was evaluated in S. compressa, held for 30 days at three
different temperatures (10, 15 and 20°C); as in the locality the differences between
temperatures was less than 1%; lower yield (9.59%) was for the lower temperature
(10°C); while a yield of 10.25% corresponded to 20°C. Nevertheless, the temperature
effect was more evident in the sulfate content; a inverse relationship with the
temperature was observed; higher sulfate content (18.83%) correspond to the lower
temperature (10°C), while the content decrease to 13.65% at 20°C.

In order to evaluate the PS composition as function of tissue type; S. compressa
growing in culture at 10°C, was divided in different parts (basal, fruit and apical).
Differences, in sulfate content were observed, the new tissue (apical) shown lower
sulfate content, while the fruit corps were more sulfated.

The chemical heterogeneity of the soluble polysaccharides of S. compressa, was
demonstrated by ethanol at 50% precipitation, with and without magnesium salts (MgCl,
0.1M). The obtained, soluble and insoluble fractions, were different in composition. Both
fractions, contained fucose and hemiester sulfate groups. The soluble fraction had

VII



higher sulfate content; but in contrast, the uronic acids were absent. In other side, the
presence of magnesium salts in the precipitation led to a higher fucose and sulfate
content than those obtained just with ethanol precipitation. In agreement with the
chemical results, the infrared (IR) spectra, shown differences between the fractions.
With the purpose

To separate molecules in function of their charge, the PS was subjected to an anionic
exchange chromatography. The anionic exchange resin DEAE-52, was used and the
polysaccharide was eluted in a salt gradient (NaCl from O to 2M). Four fractions of
different composition were obtained. The first, was a minor fraction, composed mainly
by neutral sugars; the second one, also a minor fraction, composed exclusively by
uronic acids; while the third, the main fraction, was mainly composed by fucose and
lower amount of uronic acids. The last, a minor fraction too, was exclusively composed
by fucose. Then based in the obtained results in function of sugar composition and
charge density, the PS heterogeneity was confirmed.

In the last part of this research, with the objective to get knowledge, on content and
composition of the soluble polysaccharides (PSNG) in green seaweeds (Ulvales), the
polysaccharides from U. clathrata, were analysed. In order to meet this purpose, a
sequential extraction at 60°C employing different agueous media. A first fraction (F-I)
was obtained for the three different media: Water, EDTA and HCI; afterwards, in the
residual material from each extraction, a sequential extraction was performed, now with
NaOH 0.1M solution; the fraction Il (F-1l) was obtained. The dry extract obtained in each
fraction, was analysed to evaluate, total carbohydrate, proteins, rhamnose, uronic acids
and sulfate content. For each of the tested treatments, differences in yield and
composition were obtained for both fractions (F-1 and F-1I). In general, for the three
employed media, higher yield corresponded to F-I, respect to the sequential F-II. For
both fractions the best yield (14.83 £ 1.5 and 5.96 + 1.1%, for F-1 and F-II respectively)
corresponded to HCI treatment. In relation to composition, even though the same
components (rhamnose, uronic acids, proteins and sulfate groups) were present in both
fractions; in all cases F-I was more sulfated (27 to 35.8%) and with higher rhamnose
content (16.99 to 34.52%); in contrast F-II had higher protein content and slightly uronic
acid percentage. In agreement with the chemical analysis results, the FTIR spectra,
demonstrated that the soluble polysaccharides, of the green seaweed U. clathrata, are
PSNG similar to ulvan rendered by others Ulva species. In the same way the *H-NMR
spectrum, showed a distinctive signal at high field correspondent to methyl group from
rhamnose.
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INTRODUCCION GENERAL

Las algas marinas, son un grupo de plantas muy heterogéneo; éstas, en funcion de sus
caracteristicas, se agrupan en varias divisiones (clorofitas, rodofitas y faeofitas); entre
las diferentes divisiones algales, solo existen relaciones remotas. Sin embargo, cuando
entre ellas, ocurren similitudes bioquimicas significativas, estas, deben ser de mucho

interés (Haug y Larsen, 1974).

Las macroalgas, son productores primarios; por lo que, emplean la energia solar y
mecanismos de la fotosintesis, para producir compuestos de carbono organico; quizas
sea por ello, que las plantas se componen predominantemente de carbohidratos
(Kloareg y Quatrano, 1988). Los carbohidratos en las algas marinas ocurren formando
una amplia variedad de polisacaridos, en donde cumplen diferentes funciones;
principalmente como reserva energética y estructurales (McCandless, 1981; Lobban y
Harrison, 1994).

Los polisacéaridos de reserva energética, son principalmente, polimeros de la glucosa
(glucanos). Sin embargo, dependiendo de la division algal a la que pertenecen,
presentan diferentes caracteristicas estructurales. En las algas verdes, el polisacarido
presente, es el almidon, éste polisacarido, tiene una gran similitud con el almidon
terrestre, esta formado, por una fraccién lineal de a-D-glucosa enlazada en (1-4)
llamada amilosa y una fraccion ramificada o amilopectina, esta ultima incluye puntos de
ramificacion en a (1-6) glucosa; se diferencia del almidon terrestre, por ser de menor
peso molecular. En las algas rojas, el polisacarido presente, es el almidon florideano,
éste, es similar a la fraccion ramificada del almidén (amilopectina). Por otra parte, el
polisacarido de reserva en las algas pardas, es el laminaran; aunque el laminaran, en
similitud con el almidén, tiene una fraccion lineal y una fraccion ramificada, difiere de
este, en que los enlaces entre las glucosas tienen la configuracion 8 (B 1-3 D-glucosa y
B1-6 D-glucosa) (McCandless, 1981; Painter, 1983).



En relacion a los carbohidratos estructurales, la situacion es mas compleja; este grupo
comprende el material esqueletal insoluble de la pared celular y los polisacéridos
solubles de la matriz inter y extracelular. A diferencia de lo que ocurre en plantas
terrestres en los carbohidratos estructurales de las algas marinas, los componentes de
la matriz se encuentran en una proporcion mayor que los componentes esqueletales,
ademds se caracterizan en que en ellos prevalescen los polisacéridos anidnicos sobre

los neutros (Kloareg y Quatrano, 1988; Lobban y Harrison, 1994).

Los polisacéridos esqueletales son de caracter neutro e insolubles, formados por
celulosa y hemicelulosa. Donde la celulosa, es un glucano de cadena lineal formado
por la B (1-4) D-glucosa; mientras que la hemicelulosa se compone en la mayoria de
las algas, principalmente por xilanos (Mackie y Percival, 1959) y en algunas algas por
mananos (Iriki y Miwa, 1960; Kloareg y Quatrano, 1988; Popper y Tuohy, 2010).

Los polisacaridos de la matriz inter y extracelular, estan formados por polisacaridos
idnicos solubles. Estos polisacaridos, se caracterizan por contener grupos carboxilo
(COQO)) en alginatos de algas pardas (Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988), grupos
hemiester sulfato (OSO3) en agar y carragenanos de algas rojas (Painter, 1983;
Craigie, 1990) o ambos grupos (COO" y OSOj3’), como en fucanos de algas pardas
(Percival, 1979; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988) y en galactanos y ramnanos
de algas verdes (Percival, 1979; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988; Pomin y
Mourao, 2010).

Entonces, en las algas marinas, Los polisacaridos sulfatados son los mas ampliamente
distribuidos; esto contrasta con la ausencia de ellos en plantas de agua dulce y plantas
terrestres, (Lobban y Harrison, 1994). Ademas de las algas marinas, los polisacaridos
sulfatados, también se presentan en invertebrados marinos (Pomin y Mourao, 2008), en
una amplia variedad de tejidos de virtualmente todos los animales (Yang, 2000; Toida
et al., 2003) y recientemente se identificd la presencia de ellos en el pasto marino

Rupia maritima (Aquino et al., 2005).



A pesar de su amplia distribucién, la estructura y composicién de los polisacaridos
sulfatados, varia entre los diferentes organismos marinos; aquellos que ocurren en las
algas marinas, su estructura y composicién es muy compleja y heterogénea (Pereira et
al., 1999; Berteau y Mulloy, 2003). En contraste, los polisacaridos presentes en las
angiospermas marinas e invertebrados, son de estructuras mas simples vy
homogéneas; (Mourao, 2004, 2007; Aquino et al., 2005; Pomin, 2010).

La distribucion y caracteristicas de los polisacéridos sulfatados, en los diferentes
organismos marinos, parece tener implicaciones evolutivas (Pomin y Mourao, 2010).

En particular, los polisacaridos sulfatados, de mas amplia distribucion entre diferentes
grupos de organismos, son aquellos, que poseen a la galactosa (PGS) como unidad
estructural; se presentan en algas rojas y verdes, asi como en algunos erizos de mar,
en angiospermas marinas y en tunicados. Estos, son polisacaridos altamente
conservativos, formados por la B-(1-3) D-galactosa. Sin embargo, en algunos grupos
taxonomicos de organismos marinos, difieren en su patron de sulfatacion, por ej. en
macroalgas y angiospermas marinas, muestran una fuerte tendencia hacia la presencia
de galactosa 4-sulfato, mientras que en invertebrados marinos ocurren como galactosa
2-sulfato (Figura 4) (Pomin, 2010; Pomin y Mourao, 2010).

Otro grupo importante de polisacaridos sulfatados, aunque de menor distribucion entre
organismos marinos, son aquellos en los que su unidad estructural es diferente a la
galactosa (PSNG); estos se encuentran en algas pardas, en algunos grupos de algas
verdes y en equinodermos (Kloareg y Quatrano, 1988; Lobban y Harrison, 1994,
Pomin, 2010; Pomin y Mourao, 2010). En algas pardas y equinodermos, la unidad
estructural de sus polisacaridos sulfatados, estd formada por la fucosa y en algas
verdes (Ulvales, Acrosiphonales y Urosporales), la ramnosa es el azucar principal
(Percival, 1979; Painter, 1983) (Figura 5).

En afios recientes algunas firmas farmacéuticas, en la busqueda de nuevas sustancias
a partir de productos naturales, han puesto su atencibn en organismos marinos

incluyendo las macroalgas (Figura 1, 2 y 3) (Smit, 2004; Gu-ping et al., 2011). A pesar



de que las algas producen una amplia diversidad de metabolitos secundarios (Lobban y
Harrison, 1994); en Baja California su aprovechamiento comercial, se ha restringido a
su empleo como materias primas para la obtencion de ficocoloides (Zertuche-Gonzalez,
1993; Hernandez-Garibay et al., 2006). Fuera de esta linea de aprovechamiento, la

obtencion de productos extraidos de las algas marinas en nuestro pais es muy limitada.
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En las costas de México, se desarrolla una gran variedad de macroalgas; sin embargo,
muy poco se conoce sobre su contenido y composicion de los metabolitos presentes,
los cuales, pudieran tener propiedades importantes en aplicaciones farmacéuticas,
tales como compuestos antivirales, anticancerigenos, anticoagulantes, antitumorales,
etc. En particular, para macroalgas del Pacifico templado mexicano, no existen
estudios sisteméaticos sobre los polisacaridos sulfatados no galactanos presentes; tal es
el caso de los fucanos sulfatados de algas pardas y los ramnanos sulfatados de las
algas verdes, los cuales en épocas recientes, han cobrado importancia por sus
diversas aplicaciones, como anticoagulantes, agentes antitromboliticos, antitumorales y
antivirales, entre otros (Maeda et al., 1991; McLellan y Jurd, 1992; Chevolot, 1999;
Chizov, 1999; Shanmugam y Mody, 2000; Mao, et al., 2006; Murillo-Alvarez et al.,
2006; Li et al., 2008).

En relacion a los fucanos sulfatados, el término fucano, se aplica en general para
aquellos polisacaridos cuya unidad monomeérica principal es la fucosa (6-deoxi-L-
galactopiranosa) (Fig. 5a); sin embargo, dado que éstos polisacaridos, se encuentran
tanto en algas marinas, asi como en invertebrados marinos, entonces, para
diferenciarlos respecto a los de macroalgas, se les ha denominado fucanos sulfatados,
mientras que el término fucoidan, se aplica para los polisacaridos sulfatados de las
algas pardas (Pomin y Mourao, 2006).

En el caso de los ramnanos presentes en las algas verdes, contienen en su estructura
el azdcar ramnosa (6-deoxi-L-manopiranosa) (Fig. 5b), a estos, se les aplica el término
de ulvan (Lahaye, 1991).



Figura 5. Formula estructural de Haworth y conformacion 1C4 de las unidades

monomericas de fucanos y ramnanos, a) a-L- fucopiranosa y b) a-L- ramnopiranosa.

El fucoidan, es el componente de un complejo proteoglicano de las algas pardas, que
exhibe una amplia diversidad estructural. Dentro de las algas, el fucoidan se entrelaza
con proteinas y otros polisacaridos (eg. alginatos y celulosa); posee contenidos
variables de fucosa, xilosa, galactosa, acidos urdnicos y grupos sulfato (McCandless y
Craigie, 1979; Painter, 1983). Este complejo proteoglicano, puede fraccionarse en
polisacaridos de composicion diferente por métodos quimicos; por ello, debe ser
considerado como una familia de polisacéaridos dispersos (Schweiger, 1962; Larsen et
al., 1970).

En este sentido, debe entenderse a los polisacaridos que contienen fucosa de las algas
pardas, como sistemas formados por un espectro de moléculas de polisacaridos de

composicion diferente; desde aquellas que son ricas en acidos urénicos y bajas en



fucosa sulfatada (Larsen, 1967; Larsen et al., 1966; Mian y Percival, 1973) hasta
aquellas con fucano sulfatado relativamente puro con un bajo contenido de &cidos

urénicos (Hogsett y Quatrano, 1975).

Aunque probablemente todas las algas cafés contienen algo de fucoidan, el contenido y
composicion en las diferentes especies es variable (Chang-Hu et al., 2001). Este
polisacarido se encuentra en el tejido intercelular o en la matriz mucilaginosa de las
algas; se le atribuye la funcion de proteger a la planta de la desecacion y puede
participar en las funciones de intercambio i6nico de las mismas (Percival y McDowell,
1967; Painter, 1983; Lobban y Harrison, 1994).

En concordancia con la funcion que el fucoidan desempefia en las macroalgas, una
mayor proporcion de este compuesto, ocurre en aquellas especies de algas pardas que
habitan la parte superior de la zona intermareal y que pasan el mayor tiempo fuera del
agua (Black, 1954); de esta manera, las especies mas prominentes que contienen

fucoidan, pertenecen al grupo de las fucales (Painter, 1983).

Se considera al fucoidan como un polisacarido que es altamente heterogéneo, por lo
tanto su composicion puede variar de acuerdo a la fuente de la cual se obtiene (Black,
1954). En este sentido, entonces, es posible que la composicién del fucoidan, en las
diferentes especies, siga un patron de sintesis particular, el cual puede ser afectado por
factores de tipo biologico (Mian y Percival 1973; Hogsett y Quatrano 1975), ambientales
(foto-periodo, periodo de exposicion, temperatura, etc.) (Black et al., 1952) o bien por
efecto del método de obtencion empleado (Mabeau et al., 1990; Silva et al., 2005). Es
por ello, que es necesario conocer los componentes moleculares de este tipo de
polisacaridos de las diferentes macroalgas y sus variaciones; asi en funcion a su

composicién, orientar estos compuestos hacia la aplicacion mas apropiada.

En lo que respecta al ulvan de algas verdes, similar a lo que ocurre para el fucoidan,

este, también es un polisacarido complejo que esta formado por cantidades variables



de ramnosa, xilosa, glucosa, acido glucurdnico e idurénico y grupos hemiéster sulfato
(Percival y McDowell, 1967; Ray y Lahaye, 1995; Lahaye, 2001).

La investigacion en busca de sustancias farmacolégicamente activas en macroalgas,
en particular de los polisacaridos sulfatados de algas pardas (fucoidan) y verdes
(ulvan), el punto de partida debe iniciar con un monitoreo de flora especifica, donde se
analizan especies que guarden cierta similitud con aquellas que contienen compuestos
con actividad bioldgica comprobada (Chapman y Chapman, 1980; Blunden et al., 1981;
Ragan, 1984; Pesando y Caram, 1984). Posteriormente, de aquellas especies que
resulten mas interesantes por el contenido de sus compuestos activos, entonces el
paso a seguir es profundizar mas acerca de las caracteristicas quimicas de éstos

compuestos.

En este estudio se hace una contribucion al conocimiento de los polisacaridos
sulfatados (PS) de especies de algas pardas y verdes caracteristicas del Pacifico
templado mexicano. Para cumplir con este propdsito, este estudio se presenta en

cuatro capitulos.

En el capitulo I, se evaluaron diferentes condiciones de extraccion, para definir el
método mas adecuado en funcion del rendimiento, contenido de grupos sulfato y

caracteristicas de solubilidad del producto.

En el Capitulo Il se realiz6 un monitoreo de especies de macroalgas caracteristicas de
la region incluyendo algas pardas y verdes, se reportan los rendimientos y

caracteristicas de los PS de las diferentes macroalgas.

Una vez definidas las caracteristicas generales de los polisacaridos sulfatados
presentes en las diferentes especies en el estudio, en el Capitulo Ill, se hace énfasis
en los polisacaridos del alga parda Silvetia compressa, especie mas afin desde el
punto de vista taxondmico a Fucus vesiculosus, fuente original del fucoidan. Se evalua

el rendimiento y caracteristicas del fucoidan de esta especie, en funcién de la localidad
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geogréfica, tipo de tejido y el efecto de la temperatura en que la planta crece. Ademas,
se evalla la heterogeneidad de los polisacaridos obtenidos de esta especie.
Finalmente en el Capitulo IV, para definir las caracteristicas de los polisacaridos
sulfatados de algas verdes (Ulvales), se describen los PS del alga verde U. clathrata,

en funcion de su solubilidad en diferentes medios de extraccion.

HIPOTESIS

1. Las macroalgas son una fuente importante de polisacaridos; en particular en las
algas pardas y verdes del orden Ulvales, los polisacaridos solubles presentes, son
polisacaridos sulfatados del tipo no galactanos (PSNG). En las macroalgas del Pacifico
templado mexicano, es posible que el contenido y composicion de los PSNG, varie
entre especies, sin embargo pueden presentar similitudes en relacion a su familia

taxondmica.

2. A los polisacaridos sulfatados en las algas pardas, se les atribuyen propiedades de
intercambio ionico y en el alga es material que evita la desecacion; acorde a estas
funciones, ocurren variaciones en la composicion de PS en funcion de:

a) Factores biologicos (tipo de tejido: apical vs basal).

b) Fisicos (localidad geogréfica y temperatura en que se desarrollan).

3. Los polisacéaridos solubles del alga parda S. compressa, estan formados por una
mezcla heterogénea de moléculas de composicion diferente. Las diferentes
macromoléculas que constituyen el polisacérido total, tienen diferentes propiedades de
solubilidad; entonces, es posible separar por métodos quimicos y cromatograficos,

fracciones de composicion diferente.

4. Los polisacaridos solubles del alga verde Ulva clathrata, son polisacaridos sulfatados
no galactanos del tipo ulvan, formados por una mezcla de moléculas, cuya composicion

depende del método de extraccién empleado (Capitulo 1V).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento sobre especies de macroalgas de importancia en el Pacifico
templado mexicano, en funciéon del contenido y composicion de los polisacaridos

sulfatados presentes y conocer el efecto de factores ambientales en su composicién.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Determinar el método de extraccion 6ptimo de polisacaridos sulfatados en algas

pardas y verdes en funcion del rendimiento y contenido de grupos hemiéster sulfato.

2. Evaluar el contenido y caracteristicas de los polisacaridos sulfatados de macroalgas

pardas y verdes de la region.
3. Evaluar la composicion y caracteristicas de los polisacaridos sulfatados no
galactanos (PSNG) de Silvetia compressa en funcidén de la temperatura en que crecen,

edad de la planta y localidad geografica.

4. Mediante técnicas quimicas y espectroscopicas, evaluar la heterogeneidad de los

PSNG del alga parda Silvetia compressa.

5. Caracterizar los polisacéaridos sulfatados del alga verde Ulva clathrata en funcion de

sus caracteristicas de solubilidad.
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CAPITULO |

OBTENCION DE POLISACARIDOS SULFATADOS NO GALACTANOS

indice
pagina
00 I oo o ¥ T o3 o o T 13
2 1T o T (=T 16
1.3 OBJELIVOS. ..t 17
1.3.1 Objetivo general...... ..o 17
1.3.2 Objetivos particulares..........ccoooviiiiiiiieee, 17
I.4 Materiales y MEtodoS. .......oviiiiii 17
[.4.1 MAterias PrimMas. . ......oueeiuieiieie e eee 17
1.4.2 Extraccion de polisacaridos sulfatados......................... 20
[.4.3 Analisis de sulfatos...........cviiiiiii e 21
1.4.4 Pruebas estadistiCas...........cooeviiiiiiiiiiiiiiieeieee, 21
.5 RESUIAAOS. ... 22
1.6 DISCUSION. ...t 26

.1 INTRODUCCION

Los carbohidratos son de las moléculas biolégicas mas abundantes en la naturaleza;
de acuerdo a algunas estimaciones cada afio, por el proceso de biosintesis, se
producen cerca de 104 petagramos por afio (Field, 1998). Estos compuestos,
constituyen la ruta central en que la energia del sol es capturada y transformada en
formas que pueden ser utilizadas por el hombre y otros animales (ej. almidon,

celulosa).
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En las plantas, los carbohidratos desempefian diferentes funciones bioldgicas, entre
estas, destacan su funcionamiento como reserva energética y material de sostén
(estructural). En particular, en los vegetales marinos, el papel principal de los
carbohidratos es su funcién estructural (Kloareg y Quatrano 1988; Mabeau y Kloareg,
1997). Forman parte de la pared celular, asi como de la matriz inter y extracelular,
donde, generalmente se encuentran formando una mezcla compleja, interaccionando
con diferentes polisacaridos y proteinas, de forma tal, que le dan a la planta, las
caracteristicas estructurales necesarias para enfrentar las exigencias del medio

ambiente marino (Dawes, 1991).

La pared celular de las algas marinas, es un organelo que protege a la célula y le
proporciona su forma y estructura. Se compone de dos fases, una cristalina y una
amorfa; la primera, esta formada por polisacaridos de tipo fibroso, los cuales son
polisacaridos de cadena lineal, neutros e insolubles en agua; mientras que en la fase
amorfa 0 matriz encontramos polisacaridos que generalmente poseen grupos iGnicos y
gue constituyen a los polisacaridos acidos; éstos, son solubles en agua e imparten

ciertas caracteristicas de viscosidad (McCandless, 1981).

Una diferencia de las macroalgas con respecto a las plantas superiores es que en las
algas marinas, prevalecen los componentes de la matriz sobre los componentes
esqueletales (polisacaridos polianiénicos sobre los polisacaridos neutros) (McCandless,
1981; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988).

La composicién de los polisacaridos de la matriz, es mucho mas compleja que los
polisacaridos fibrosos y en general difieren para cada divisién algal. En particular, los
polisacaridos de la matriz se caracterizan por su caracter polianidnico, propiedad
debida a la presencia de grupos carboxilo (COO"), como en alginatos de algas pardas,
0 grupos hemiéster sulfato (OSO3) presentes en los galactanos sulfatados de algas
rojas (agar y carragenanos) (Painter, 1983, Craigie, 1990) o bien a la presencia de

ambos, en polisacaridos mas complejos como los fucanos de algas pardas y ulvanos y
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galactanos de algas verdes (Percival y McDowell, 1967; Lahaye y Robic, 2007). Los
polisacaridos de la matriz son estructuralmente mas complejos y generalmente
interaccionan entre si y con otras biomoléculas; de esta manera, se encuentran
formando un complejo con los polisacéaridos fibrosos y proteinas de la pared celular
(Percival, 1979; McCandless, 1981; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988).

Otra caracteristica distintiva de las macroalgas respecto a plantas terrestres es la
presencia de polisacaridos sulfatados, mientras que las plantas terrestres carecen de
ellos (Kloareg y Quatrano, 1988, Lobban y Harrison, 1994).

El conocimiento de los polisacaridos algales y sus caracteristicas fisicoquimicas,
particularmente en su estado nativo, es aun muy limitado y por lo general se describen
en funcion de sus caracteristicas de solubilidad y unidades componentes (Kloareg y
Quatrano, 1988; Lobban y Harrison, 1994). Como se mencioné antes, los polisacaridos
fibrosos son neutros e insolubles, mientras que los de la matriz, debido a sus
caracteristicas ionicas, son solubles en agua; éstos Ultimos frecuentemente son
polielectrolitos, como en el caso de las algas pardas, donde el alginato, es el
polisacarido principal, y dentro de este polisacarido, se encuentra inmerso el fucoidan
sulfatado (Painter, 1983, Kloareg y Quatrano, 1988).

Algo similar ocurre en las algas verdes, donde el ulvan sulfatado, que se encuentra en
la matriz, interacciona con xiloglucanos y glucuronanos solubles en alcali (Lahaye y
Robic, 2007).

Basado en lo expuesto en parrafos anteriores, se infiere que los sistemas biologicos
son complejos y los diferentes componentes interaccionan entre si para cumplir con su
funcién dentro de la planta. Entonces, la obtencion de los polisacaridos sulfatados,
implica su separacion del complejo en que se encuentran dentro de la matriz algal; en
principio, se debe buscar obtener los mejores rendimientos, la mayor pureza y la menor
degradacion del polisacéarido objetivo; se debe minimizar la extraccién colateral de otros
componentes que no sean parte del polisacérido, pero que se encuentran en la misma

macroalga. Esto se puede lograr aprovechando las caracteristicas particulares de
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solubilidad y o diferentes interacciones con agentes quelantes de cada sistema de
polisacaridos presentes (Rinaudo, 2006).

Este trabajo esta enfocado en obtener un método de extraccién que provea el mejor
rendimiento y caracteristicas de los polisacaridos sulfatados no galactanos (PSNG), en
este grupo se encuentra el fucoidan de algas pardas y el ulvdn de algas verdes del
orden Ulvales. Para este propdsito, como materia prima para realizar la evaluaciéon de
la extraccion, se empled el alga parda del 6rden Fucales Silvetia compressa, con esta
materia prima, se llevaron a cabo diferentes pruebas de extraccién utilizando diferentes
medios acuosos (agua, acido, alcali y una solucién de calcio) y diferente temperatura

de extraccion.

1.2 HIPOTESIS

En las algas pardas, coexisten polisacaridos con diferentes grupos ionicos, los cuales
les imparten propiedades de solubilidad diferentes. Mediante el uso de diferentes
medios de extraccion y temperaturas, es viable modificar positivamente el rendimiento

y contenido de grupos sulfato de los polisacaridos obtenidos.
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1.3 OBJETIVOS

[.3.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el método de extraccion de polisacéridos sulfatados en macroalgas, en
funcion de su rendimiento, el contenido de grupos hemiester sulfato y sus

caracteristicas de solubilidad.

[.3.2 OBJETIVO PARTICULAR

Evaluar las diferencias en rendimiento y solubilidad de los polisacaridos sulfatados en
diferentes medios acuosos (acido, neutro y alcalino) variando la temperatura de

extraccion.

.4 MATERIALES Y METODOS

[.4.1 MATERIAS PRIMAS

Durante marzo de 2007, en el intermareal superior de la localidad de Punta Baja, en El
Rosario, B. C. (Fig. 1.1), se colecté una muestra del alga parda del orden Fucales
Silvetia compressa (Fig. 1.2). La muestra de aproximadamente 3 kg frescos, consistio
de estipes de al menos 15 plantas diferentes en la zona en que esta especie forma
bandas paralelas a la costa (Fig. 1.3). La muestra, se traslado al laboratorio en fresco
dentro de una hielera. Se sec6 con corriente de aire a 45°C por 72 horas. La muestra
seca, se molié en molino de cuchillas Willey, hasta un tamafio de particula < 40 mesh

(0.42 mm); para su analisis, se conservo seca y molida en recipiente cerrado.
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Figura 1.1 Distribucion de las especies de algas pardas de la familia Fucaceae en la
costa del Pacifico de México. Hesperophycus californicus, Silvetia compressa subsp.
compressa y S. compressa subsp. deliguescens (modificado de Aguilar-Rosas et al.,

2002). La localidad de colecta de los ejemplares de este estudio es El Rosario, B. C. .
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Figura 1.2 Aspecto general de un talo de Silvetia compressa (escala 2 cm) (tomado de
Aguilar-Rosas et al., 2002).
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Figura 1.3 Pradera intermareal de macroalgas en Punta Baja (El Rosario, B. C.); donde
se muestra la distribucion caracteristica en bandas paralelas a la costa, de las especies

intermareales en el Pacifico templado mexicano.

.4.2 OBTENCION DE POLISACARIDOS SOLUBLES

El procedimiento consistié en someter muestras del alga parda S. compressa, seca y
molida (8 < 1 mm) a 4 medios acuosos distintos (agua, HCI 0.1 M, NaOH 0.1 M/ CaCl,
y CaCl, 0.1M) cada uno sometido a 3 temperaturas de extraccion (20, 60 y 80°C).

Cada tratamiento fue como sigue:

Para cada uno de los medios, se pesaron 3 g de alga seca y molida (g < 40 mesh), se
colocaron en 45 mL de la solucién acuosa respectiva (agua, HCI 0.1 M, NaOH 0.1 M /
CaCl, y CaCl, 0.1M) y se extrajo por 120 minutos bajo agitacion en bafio maria, a 3
temperaturas (20, 60 y 80°C). La solucién resultante se centrifugd por 5 minutos a

1,500 rpm, se colecto el sobrenadante, mientras que el residuo sélido, se re-extrajo por
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60 minutos adicionales con 30 mL del mismo medio y temperatura; se centrifugd y el
sobrenadante, se combiné con el obtenido en la primera extraccion. La solucion
resultante, se filtr6 a vacio empleando tierra de diatomeas; se le adiciondé NaCl soélido,
hasta lograr una concentracion de 0.1 M y se precipité con 3 voliumenes de etanol
concentrado. Se dej6 en reposo por un minimo de 60 minutos y posteriormente, se
centrifugé a 1,500 rpm por 10 minutos; el sobrenadante (alcohol-agua) se decanto y
para eliminar sales y humedad del precipitado, se lavé secuencialmente, 2 veces con
15 mL de etanol al 70% y 1 vez con etanol concentrado por 30 minutos cada vez. Se
seco a 60°C en estufa de conveccion por 72 h y se pesé. Cada procedimiento se hizo

por triplicado.

1.4.3 ANALISIS DE SULFATOS

Los grupos hemiéster sulfato en el extracto seco, se cuantificaron por medio del
método turbidimétrico de BaCl,-Gelatina, usando K,SO, como estandar (Tabatabai,
1974, modificado por Craigie y Wen, 1984).

|.4.4 PRUEBAS ESTADISTICAS

Cada factor, rendimiento y contenido de sulfatos, se procesaron mediante el andlisis de
varianza (ANAVA) de dos factores; el medio de extraccién con 3 niveles (agua, HCI
0.1M y CacCl, 0.1M) y la temperatura con 3 niveles (20, 60 y 80°C), previamente los
datos fueron sometidos a pruebas de normalidad y homocedasticidad de Bartlett (Zar,
1999). En caso de obtener diferencias significativas (P < 0.05), para establecer la
diferencia de medias entre la interaccion de factores, se aplicd una prueba a posteriori

de comparaciones multiples de Tukey (Zar, 1999).

21



.5 RESULTADOS

El rendimiento obtenido con los diferentes medios y temperaturas probados, fluctu6 de
3.15% a 15.49% en base seca (Tabla I.1). En todos los casos, se observé que el medio
de extraccion y la temperatura influyen en el rendimiento. En general el medio acido y
el agua, produjeron mejores rendimientos, que el medio alcalino y el medio con sales
de calcio. Por otra parte, se obtuvé una correlacion positiva entre la temperatura y el
rendimiento obtenido para los diferentes medios probados (Tabla 1.3.1). EI menor
rendimiento (3.15% en base seca) correspondioé a la menor temperatura de extraccion
(20°C), mientras que el maximo correspondi6 a 80°C en ambos casos fue para la
extraccion con HCI (Tabla I.1).

Se encontraron diferencias significativas en el rendimiento de polisacéaridos solubles (%
en base del alga seca) y su contenido de sulfatos (% en base del polisacarido seco), en
funcidn del medio de extraccion y la temperatura (P = 0.05) e interaccion de factores

medio x la temperatura de extraccion (M x T).

El contenido de sulfatos evaluado en los extractos secos, fluctué de 14.14% a 28.31%,
donde los mayores contenidos, fueron para la solucion de CaCl, para todas las
temperaturas probadas. En la interaccion de factores medio y temperatura, el mejor
contenido de sulfatos correspondio a la temperatura de 60°C para el CaCl,; mientras
gue el minimo se obtuvo a la menor temperatura con HCl no ocurrieron diferencias
significativas a 60 y 80°C para los medios de extraccion: Agua y HCI (Tabla 1.2 y
1.3.2C). Por otra parte, en relacion a la temperatura, el contenido de sulfatos, vario para
los diferentes medios; sin embargo, el comportamiento en todos los medios, de 20 a
60°C, tuvo una correlacion positiva con la temperatura; y posteriormente ocurre una
disminucién al incrementar la temperatura a 80°C. La temperatura con el mejor
rendimiento de sulfatos fue 60°C, mientras que a 20 y 80°C no mostraron diferencias

significativas (Tabla 1.3.2B).
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Un hecho relevante se observé en relacién a la solubilidad de los polisacaridos;
aquellos obtenidos con sales de calcio, presentaron mayor dificultad para disolverse

para su andlisis.

Tabla 1.1 Rendimiento de polisacaridos obtenido del alga parda Silvetia compressa en
diferentes medios (Agua, HCI, NaOH/CacCl,, CaCl,) y temperaturas (20, 60 y 80°C).

Temperatura de extraccién (°C)

Medio 20 60 80

(% en base seca + D. Estandar)
Agua 5.77 £0.44 6.36 + 0.66 11.61 £ 0.53
HCI 0.1 N 3.15+0.06 13.69 £+ 0.42 15.49+0.78
NaOH 0.1 M/ CaCl; 5.09+0.29 5.84 + 0.67 6.46 £ 1.21
CaCl,; 0.1M 3.70 £0.18 3.83+0.37 8.56 + 0.29

Tabla 1.2 Contenido de sulfatos en los polisacaridos del alga parda Silvetia compressa

extraidos en diferentes medios y temperaturas.

Temperatura de extraccion (°C)

Medio 20 60 80

(% + D. Estandar)
Agua 16.12 £ 0.23 18.02 £ 0.47 17.34 £ 0.39
HCI 0.1 N 1414 +1.14 17.19+£1.15 15.75+£0.42
CaCl, 0.1M 22.58 +1.40 28.31+1.48 18.91 + 0.95
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Tabla 1.3.1 Comparacién mdultiple a posteriori en el rendimiento de polisacaridos, en
funcion del medio (A), temperatura (B) de extraccion y (C) ambos factores (Tukey para
diferente n), donde las medias que no comparten las mismas letras (mindsculas), son
significativamente diferentes (P< 0.05) La numeracion en los encabezados representa a

grupos homogéneos.

A
Medio Rend 1 2 3
Promedio% Dif.
CaCl, 5.94 Fkkk c
H-0 7.91 Fkxk b
HCI 11.25 Rk g
B
Temperatura Rend 1 2 3
Promedio% Dif.
20 4.49 kkk c
60 7.67 Rk b
80 11.63 ok a
C
Temperatura Medio Rend 1 2 3 4 5 6 Dif.
°C Promedio%
20 HCI 3.15 rokxk e
20 CaCl, 3.70 Fhkk - xkkk ed
60 CacCl, 3.83 Fhkk - xkkk ed
20 H-0 5.77 Fhkk - xkkk d
60 H>0 6.36 Rk cd
80 CacCl, 8.56 ok c
80 H-0 11.61 Rk b
60 HCI 13.69 Rk kkkk ab
80 HCI 15.49 il a
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Tabla 1.3.2 Comparacién multiple a posteriori en el contenido de sulfatos en funcion del
medio (A), temperatura (B) de extraccion y ambos factores (C) (Tukey para diferente n),
donde las medias que no comparten las mismas letras (minusculas), son

significativamente diferentes (P< 0.05).

A
Medio % S0Os3 1 2 Diferencias
Promedio
HCI 16.03 rxckok b
H,O 17.16 i b
CaCl, 23.44 hxk a
B
Temperatura % SO3 1 2
Promedio
20 17.61 rkkk b
80 17.84 rkxk b
60 21.17 kx a
C
Temperatura  Medio % SO3 Grupos homogéneos
°C Promedio
1 2 3 4 5 Diferencias
20 HCI 14.14 kkk e
20 H.O 16.12 rkkk Hkx ed
80 H Cl 16 . 77 *kk*k *kk%k *kk*k d
60 HCI 17.19 Fhkk kkkk cd
80 H.O 17.34 TRk Kk cd
60 H.O 18.02 TRk Kk cd
80 CaCl, 19.43 Hkx c
20 CaCl, 22.58 ok b
60 CaCl, 28.31 Fhkk a
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1.6 DISCUSION

Los polisacaridos sulfatados (PS) de las algas pardas se encuentran inmersos en una
matriz heterogénea, interaccionan con otros sistemas de polisacaridos con
caracteristicas estructurales y de solubilidad diferentes, algunos neutros como
laminaran, celulosa y hemicelulosa y otros con caracteristicas idnicas como el alginato
(Painter, 1983; Lobban y Harrison, 1994). En este contexto, es posible que el fucoidan
tenga un papel importante en la organizacién de la pared celular algal (Kloareg y
Quatrano, 1988; Bisgrove y Kropf, 2001) y pudiera estar implicado en los enlaces
cruzados entre alginato y celulosa (Mabeau et al., 1990). Esto hace necesario que el
método de extraccion que se adopte; deba en lo posible, ser selectivo, capaz de extraer

solo los PS de esta matriz, sin extraer polisacaridos con diferente grupo funcional.

Algunos polisacaridos de bajo peso molecular, tanto neutros, como ionicos, pueden
solubilizarse casi con cualquier medio acuoso; sin embargo, los polisacaridos i6nicos
gue contienen acidos urdnicos, como los alginatos, son insolubles a pH acido y en la
presencia de metales divalentes, como el calcio, estroncio, bario, etc. (Smidsrod, 1973;
Rinaudo, 2007). En este sentido, se espera que el medio acido y las sales de calcio
empleadas en la extraccion impidan la solubilizacion de los alginatos, ya que éste es un

medio mas selectivo para la obtencion de los polisacaridos sulfatados de algas pardas.

Los métodos tradicionales, empleados en la obtencion comercial de fucoidan,
generalmente implican extracciones a temperaturas mayores a 50°C y pueden
realizarse en agua (Percival y Ross, 1950) o en medio acido (Black, 1954; Larsen,
1978; Nishino et al., 1989; Patankar et al., 1993; Ponce et al., 2003). El medio
empleado en la extraccion, afecta tanto el rendimiento, asi como la composicion del
producto extraido; esto queddé demostrado con los estudios de Percival y Ross (1950)
gue analizan los polisacaridos extraidos en agua, del alga parda Fucus vesiculosus,
proponen la estructura para la molécula del fucoidan formada por un nudcleo de a 1-2
fucosa, con ramificaciones de fucosa en posicién 3 (Fig. 1.4A); sin embargo Patankar et

al., (1993), mediante una extraccién acida, proponen una estructura diferente a la
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anterior, donde establecen, que la posicion de enlace para la molécula de fucoidan se

encuentra en a (1-3) fucosa con ramificaciones de fucosa en posicion 2 y 4 (Fig.1.4B).

0 @]
O OH
CH, CH,
HO -
0SS0 0SS0, .
jeg
CH, g
HO
0SSO,
SO®*—> 4Fucati
2
Fucal—» 2Fucal1—» 2Fucal1l — 3 Fuca1l
4 L 4 4 T 4 T
SO so™ so® so®
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Figura 1.4 Modelo de la estructura original propuesta para el fucoidan (a) (Percival

y Ross, 1950) y (b) nuevo modelo propuesto (Patankar et al., 1993).

En concordancia con lo expresado en parrafos anteriores, los resultados obtenidos en
este estudio, muestran que tanto el medio empleado en la extraccion (pH, sales. etc.),
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asi como la temperatura, influyeron en la eficiencia de extraccion de los polisacéridos
solubles y en su composicion. Los polisacaridos acidos de la matriz celular algal,
debido a la presencia en estos de diferentes grupos ionicos (carboxilo o hemiester
sulfato), son extremadamente solubles en medios acuosos. Sin embargo, existen
interacciones internas (puentes de hidrégeno) entre los diferentes componentes de la
matriz (celulosa, hemicelulosa, polisacaridos solubles y proteinas) que mantienen una
estructura definida, por lo que la remosién en este sistema de un polisacarido en

particular estara influenciada por las condiciones de extraccion empleadas.

En particular, en la pared celular de las algas algal los polisacaridos que poseen grupos
hemiester sulfato interaccionan con polisacaridos como los alginatos en algas pardas,
ademas de otros polisacaridos con caracteristicas neutras como celulosa y
hemicelulosa. En este sistema, cuando el pH disminuye por debajo de 3.2 los grupos
carboxilo de los acidos urdnicos se protonan y se insolubilizan (Haug, 1964; Rinaudo,
2006; Robic, 2008). Sin embargo, a ese pH los grupos sulfato permanecen audn
ionizados y por lo tanto, permite la dispersion de agregados donde estos polisacaridos
participan, de esta manera los polisacaridos sulfatados se solubilizan mientras las

moléculas de alginato y celulosa permanecen insolubles.

En contraste, un incremento del pH promueve interacciones ionicas entre carboxilos y
grupos sulfato, debilita los puentes hidrogeno y asi, la extraccion ya no es selectiva,
ésto da como resultado, la obtencién de una mezcla de polisacaridos donde ocurren

ambos grupos funcionales (Rinaudo, 2006; Robic, 2008).

En este estudio en el procedimiento donde la extraccion se realiz6 a pH alcalino se
incluy6 una sal de calcio (CacCl,), el cual como ya se menciond, afecta la solubilidad de
los sistemas de polisacaridos presentes y no solo a los acidos urénicos (Rinaudo,
2006). Esto explica los bajos rendimientos obtenidos en los tratamientos donde estuvo

presente el calcio.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, los extractos con calcio presentaron un
contenido mayor de sulfatos (Tabla 1.2); sin embargo, para éste medio, el rendimiento
del extracto crudo fue menor; ademas el producto final seco fue poco soluble, lo que

dificulto su caracterizacion posterior.

A excepcion de la extraccion a 20°C, la extraccion en medio &cido, resultd en
rendimientos mayores de polisacaridos solubles, junto con esto, el contenido de grupos
sulfato llegd a su maximo rendimiento en proporcién del polisacarido extraido tal como

se muestra en la Tabla I.2.

Respecto a la temperatura de extraccion, es evidente que afecta el rendimiento y
composicion. Si bien las bajas temperaturas (20°C) extrajeron en proporcion
polisacaridos con mayor contenido de sulfatacion, sus rendimientos fueron inferiores;
en contraste, la mayor temperatura empleada (80°C) resultdé en mayores rendimientos
del polisacéarido. Sin embargo, puede observarse en la Tabla 1.2, para todos los casos
(Excepto en agua) que el contenido de sulfatos disminuy6 para la temperatura mayor
(80°C), esto sugiere que el incremento observado en el rendimiento a dicha
temperatura, se deba a la extraccion colateral de otros polisacaridos, probablemente
azlcares neutros provenientes de la celulosa y hemicelulosas o incluso acidos

urénicos, componentes de la cadena de alginatos.

En concordancia con lo expresado, Ponce et al., (2003) reportaron para Adenocystis
utricularis extraido a temperatura ambiente, la obtencion de un fucoiddn compuesto de
fucosa, galactosa y hemiéster sulfato (galactofucan), mientras que con la extraccion a
70°C, la composicion del polisacarido obtenido cambid, donde se compone ahora
principalmente por fucosa, acompafiado por otros monosacaridos como manosa,
glucosa, xilosa, ramnosa, galactosa y presenta cantidades significantes de acidos
urénicos y baja proporcion de ester de sulfato (“uronofucoidan”); entonces, de lo
anterior, podemos inferir que tanto el medio, como la temperatura empleada, afectan el

contenido y la composicion de los polisacaridos sulfatados.
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La temperatura se correlaciona positivamente con el rendimiento; sin embargo tal como
se describié en el parrafo anterior, la temperatura debe elegirse en primera instancia,
que favorezca el mejor rendimiento, pero también que asegure la mayor pureza del
producto y en lo posible evitar la degradacién térmica, que pudiera presentarse a

temperaturas extremas.

Las extracciones obtenidas con CaCl, y agua tuvieron alto contenido de sulfatos, sin
embargo los rendimientos fueron bajos (excepto agua a 80°C), ademas los extractos
obtenidos con dichos medios, una vez secos, se dificultd su solubilizacion posterior en
agua, por tal motivo, de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio y basado
en los antecedentes, de que la mayoria de los procesos comerciales reportados
emplean medios acidos para la obtencion de fucoidan, se considera que la extraccion
en medio acido a 60°C, condicion en la que el extracto crudo tuvo los mejores
rendimientos; aunque éste tratamiento no correspondio al mayor contenido de sulfatos;
la combinacion de rendimiento y % de sulfatos encontrado, nos muestra una mayor

selectividad que el tratamiento con el mismo medio a una temperatura mayor.
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II.1 INTRODUCCION

Las macroalgas se caracterizan por contener una gran diversidad de polisacaridos de
reserva y estructurales, los cuales, similar a como ocurre con los pigmentos, los
sistemas de polisacaridos son caracteristicos de grupos taxonémicos mayores (Lobban
y Harrison, 1994); de tal manera que los sistemas de polisacaridos en las algas
marinas, pueden usarse como marcadores taxonémicos (Parker, 1970; Domozych et
al., 1980).

Una de las caracteristicas distintivas de las algas marinas respecto a plantas
terrestres, en relacion a los polisacaridos estructurales, es el hecho de que los
polisacaridos de la matriz se encuentran en una mayor proporcion que los polisacaridos
fibrosos (celulosa y hemicelulosa) y la otra es la presencia de polisacaridos sulfatados
(PS) los cuales estan ausentes en plantas vasculares superiores (Quatrano y Stevens,
1976; McCandless, 1981; Kloareg y Quatrano, 1988; Cassaro and Dietrich, 1977; Yoon
et al., 2002).

En todas las divisiones de las algas marinas, se encuentra al menos un tipo de
polisacarido sulfatado; donde, en algunos casos, pueden representar hasta el 40% del
peso seco de la pared celular algal (Kloareg, 1984). Los polisacaridos sulfatados, se
presentan en las tres principales divisiones algales; particularmente en algas rojas y
algunas algas verdes (Codiales) los polisacaridos presentes son los galactanos
sulfatados (PSG), mientras que en algas pardas los polisacaridos sulfatados estan
representados por los fucanos y en algas verdes (Ulvales) por los ramnanos sulfatados
(ulvanos) (Percival y McDowell, 1967; Medcalf et al., 1972; Percival 1978; Painter,
1983; Kloareg y Quatrano, 1988; Lahaye 2001), para el propésito de este estudio, a

este ultimo grupo lo llamaremos polisacéaridos sulfatados no galactanos (PSNG).

Mientras que en el mundo y en México existen numerosos estudios sobre especies de

macroalgas y polisacaridos de importancia comercial, particularmente del tipo de
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galactanos sulfatados, tales como, agares y carragenanos de algas rojas; contrasta con
lo que ocurre con los polisacaridos sulfatados no galactanos, ya que su estudio es aln
muy limitado; particularmente en las algas verdes, esto es todavia mas critico; debido
al hecho de que hasta el momento no se obtienen productos de valor comercial de
estas materias primas (Lahaye, 2001).

Sin embargo, en los Ultimos afios, a nivel mundial, ha habido un interés creciente en el
estudio de los polisacéaridos sulfatados no galactanos de algas pardas y verdes, ya que
a ellos, se les ha asociado a importantes propiedades bioactivas (Pereira et al., 1999;
Nagaoka et al., 2000; Ponce et al.,, 2003), tales como antivirales, antitumorales,
antioxidantes y anticoagulantes, entre otras (Lee et al., 1994; Ponce et al., 2003;
Lahaye y Robic, 2007; Mao et al., 2006; Mufioz-Ochoa, 2006; Murillo-Alvarez, 2006;
Reséndiz-Aguilar et al., 2010).

La bioactividad que este tipo de compuestos presentan, esta estrechamente ligada a
sus caracteristicas estructurales, tales como, grado de sulfatacion, azUcares
componentes y peso molecular, entre otros (Patankar et al., 1993; Ruperez et al., 2002;
Mao et al., 2006).

Los polisacéaridos sulfatados no galactanos de las algas pardas, son polisacaridos cuya
unidad estructural es la fucosa (fucanos sulfatados); éstos, se encuentran en todas las
algas pardas; sin embargo, entre diferentes organismos, ocurren grandes variaciones

en el tipo y composicidn de sus polisacaridos presentes.

En el caso de las algas verdes, los polisacaridos sulfatados no galactanos, su unidad
estructural, es la ramnosa (ramnanos sulfatados). Mientras que los fucanos sulfatados
se encuentran entodas las algas pardas, en las algas verdes los ramnanos sulfatados
ocurren solo en ulvales.

Sin embargo, no se puede decir, que estos polisacaridos son entidades homogéneas,
ya que pueden mostrar diferencias en el contenido y composicion entre las diferentes

especies de macroalgas, en funcidbn de la division algal o por efecto de las
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caracteristicas ambientales en que éstas se desarrollan (Percival y McDowell, 1977,
McCandless, 1981; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988; Craigie, 1990).

Con el propdsito de contribuir a un mejor aprovechamiento futuro de las macroalgas en
México, con productos de mayor valor agregado; en el presente estudio, se analizan
especies de macroalgas caracteristicas del Pacifico templado mexicano (ocho especies
de faeofitas y cuatro de clorofitas); en ellas se evalué el contenido y caracteristicas

guimicas de los polisacaridos sulfatados que poseen.

1.2 HIPOTESIS
Las divisiones algales, se caracterizan por poseer caracteres bioquimicos distintivos
entre si; tales como el sistema de pigmentos, polisacaridos de reserva y estructurales
entre otros. En particular, los polisacaridos sulfatados que ocurren en las macroalgas,
el contenido y composicién entre las diferentes especies, esta relacionado con su

clasificacion taxondmica.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar especies de macroalgas representativas del pacifico templado mexicano en
funcion del contenido y composicion de los polisacaridos sulfatados-no galactanos
(PSNG) presentes.

[1.3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

a) Evaluar las caracteristicas de los polisacaridos sulfatados de algas pardas
abundantes en las costas de Baja California.
b) Evaluar las caracteristicas de los polisacaridos sulfatados de algas verdes

abundantes en las costas de Baja California.

1.4 MATERIALES Y METODOS
I.4.1 COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO

Durante marzo de 2006, en las localidades del Pacifico de Baja California, Eréndira,
San Quintin y El Rosario y en el golfo de California en Bahia de los Angeles (Figura
I1.1); se colectaron diferentes especimenes de macroalgas caracteristicas de la region.
Se abarcaron diferentes géneros, con diferente distribucion en el perfil de mareas. La
identificacion de los organismos a nivel especie se realiz6 mediante claves de
identificacion y comparacion con ejemplares de herbario (Facultad de Ciencias

Marinas).
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Figura 2.1 Localidades de colecta de los ejemplares de este estudio. Las algas pardas:

Silvetia compressa, Hesperophycus californicus, Halidrys dioica, Egregia menziesii,

Eisenia arbdrea, Macrocystis pyrifera, en el Pacifico, mientras que Padina durvillaei y

Sargassum johnstonii en el Golfo de California. Las algas verdes Ulva lactuca, U.

nematoidea y Codium fragile se colectaron en las localidades de San Quintin y El

Rosario B.C., mientras que U. clathrata proviene de tanque de cultivo en el 110-UABC.
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Figura 2.2 Algas del pacifico templado mexicano empleadas en este estudio. En el
Pacifico, las algas pardas, Silvetia compressa (1), Hesperophycus californicus (2),
Halidrys dioica (3), Egregia menziesii (4), Eisenia arborea (5), Macrocystis pyrifera (6);
del golfo de California, las algas pardas Padina durvillaei (7) y Sargassum johnstonii
(8). Ademas, las algas verdes del Pacifico, Ulva lactuca (9), U. nematoidea (10). U.
clathrata (11) y Codium fragile (12), asi como una muestra comercial de harina del alga

parda, Ascophyllum nodosum (13).
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http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://justseaweed.com/wdpress/wp-content/uploads/2010/08/knottedwrack.jpg&imgrefurl=http://justseaweed.com/wdpress/products&usg=__MAV0J0-EoYxJG0cMZFEyvwyTZCw=&h=194&w=259&sz=16&hl=es&start=189&zoom=1&tbnid=NJ-3QQ5wC9mHdM:&tbnh=84&tbnw=112&ei=jmbETbnCH8y2tgeYwYGNBA&prev=/search?q=ascophyllum+nodosum&hl=es&sa=X&rlz=1T4ADFA_esMX417MX417&biw=1419&bih=589&tbm=isch&prmd=ivns&itbs=1
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Tabla Il.1 Listado de especies del Pacifico templado mexicano, empleadas en este

estudio; se incluye, division localidad y fecha de colecta.

Género/especie Divisién  Posicion en Lugar de Fecha de
el perfil colecta colecta
1 Silvetia compressa Phaeophyta Intermareal Eréndira, San Marzo 2007
superior Quintin y El
Rosario.
2 Hesperophycus Phaeophyta  Intermareal El Rosario Marzo 2007
californicus superior
3 Halidrys dioica Phaeophyta Intermareal El Rosario Marzo 2007
medio
4 Egregia menziesii Phaeophyta  Submareal El Rosario Marzo 2007
5 Eisenia arborea Phaeophyta  Submareal El Rosario Marzo 2007
6 Macrocystis pyrifera  Phaeophyta  Submareal El Rosario Marzo 2007
7 Padina durvillaei Phaeophyta Intermareal Bahia de los Abril 2007
medio Angeles
8 Sargassum Phaeophyta  Submareal Bahia de los Abril 2007
johnstonii Angeles
9 Ulva lactuca Chlorophyta  Intermareal  San Quintin Marzo 2007
superior
10 Ulva nematoidea Chlorophyta  Intermareal Eréndira Marzo 2007
superior
11 Ulva Clathrata Chlorophyta  Intermareal Pozas de Marzo 2007
cultivo lIO y
Mochis Sin.
12 Codium fragile Chlorophyta  Intermareal El Rosario Marzo 2007
medio
13 Ascophyllum Phaeophyta Intermareal Muestra 2009
nodosum superior Comercial
(Irlanda)
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Tabla 1.2 Autoridad de las especies empleadas.

Género/especie

Autoridad

© 00 N o 0o A~ W DN

e e =
w N Pk O

Silvetia compressa

Hesperophycus californicus
Macrocystis pyrifera
Eisenia arborea
Egregia menziesii
Halidrys dioica
Sargassum johnstonii
Padina durvillaei
Ulva lactuca

U. clathrata

U. nematoidea
Codium fragile

Ascophyllum nodosum

(J. Agardh) Serrao, Cho,
Boo, et Brawley

P.C. Silva

(Linnaeus) C.A. Agardh
Areschoug

(Turner) Areschoug
N.L. Gardner

Setchell and Gardner
Bory

Linnaeus

(Roth) C. Agardh

Bory de Saint-Vincent
(Suringar) Hariot

(Linnaeus) Le Jolis

Cada muestra, dependiendo del tamafio de los organismos, consistié de un minimo de
10 ejemplares. Una vez colectados se transportaron frescas al laboratorio en
Ensenada, donde se deshidrataron en un secador de placas, con corriente de aire a
temperatura controlada de 40°C; posteriormente se molieron hasta un tamafio de

particula <1 mm de diametro. Se conservaron en recipientes herméticos para su

analisis.
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11.4.2 EXTRACCION Y PURIFICACION DE POLISACARIDOS SULFATADOS
SOLUBLES

Basados en los resultados obtenidos en la seleccion del método de extraccion del
capitulo anterior, la extraccion de polisacéridos solubles se realizé, mediante una
modificacién del método para fucoidan, propuesto por Larsen (1978). Brevemente, el
método consistio, en colocar 3 g de alga seca y molida en 60 mL de HCI 0.1 N a bafio
maria a 60°C durante 2 horas; se centrifugd y el residuo se re-extrajo con 30 mL de HCI
0.1 N por 60 minutos adicionales. Se centrifugd y los extractos se combinaron; se filtro
a vacioé con tierra de diatomeas, se concentrd y precipité con 3 volimenes de etanol.
Las extracciones se realizaron por triplicado. Los grupos hemiéster sulfato se
cuantificaron por el método turbidimétrico de BaCl,-Gelatina, usando K,SO, como
estandar (Tabatabai, 1974, modificado por Craigie y Wen, 1984).

11.4.3 CARACTERIZACION QUIMICA

En todos los métodos espectrofotométricos empleados, se realizé una modificacion de
la técnica. La modificacion consistio en reducir proporcionalmente todos los reactivos a

un volumen final de 1 mL.

Carbohidratos totales (Chos): en el extracto seco, se determinaron colorimétricamente
por el método de fenol-acido sulfurico (Dubois et al., 1956). Donde galactosa, fucosa y

ramnosa respectivamente, se usaron como estandar.
Fucosa para algas pardas y ramnosa para los extractos de algas verdes; se
cuantificaron colorimétricamente por el método de cisteina (Dische, 1955); donde,

como estandar, se emplearon fucosa y ramnosa respectivamente.

Acidos urénicos: se cuantificaron por el método modificado de Carbazol (Bitter y Muir,

1962), donde se uso6 acido glucurénico como estandar.
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Espectros de infrarrojo: se adquirieron mediante un espectrofotometro Beckman
modelo FTIR-100. Para analizar la muestra, aproximadamente 3 mg del extracto seco,
obtenido de cada una de las especies, se homogeneizaron con KBr sélido y bajo
presion, se form6é wuna pastilla; esta pastilla, se coloc6é en el soporte del
espectrofotometro, para obtener el espectro correspondiente. Se corrié contra el aire, y
el espectro se adquiri6 en modo de transmisién en el rango de 400 to 4000 cm™ con
una resolucién de 4 cm™, para cada muestra, se hicieron 10 barridos aplicando las

transformadas de Fourier.

I.4.4 CUANTIFICACION INDIRECTA DE FUCOIDAN

Para evaluar el contenido de fucoidan, directamente de las algas secas, se empleo el
método espectrofotométrico propuesto por Larsen (1978). Se pesaron por duplicado,
muestras de 20 a 50 mg de alga seca y molida (g < 1 mm), se colocaron en tubos
eppendorf con 1 mL de HCI 0.2 N y se calentaron en bafio maria por 1 h a 60°C; se
centrifugé para separar el extracto liquido, mientras que el sdélido remanente, se
sometié a una segunda extraccion en las mismas condiciones; se centrifugo y los dos
extractos se mezclaron. Se mide el volumen del extracto total y se analizé el contenido
de fucoidan, acidos uroénicos y carbohidratos totales; una alicuota del extracto (0.5 mL)

se hidrolizé en HCI 2 M por dos horas a 100°C para analisis de sulfatos.
Una muestra comercial de harina del alga parda Ascophyllum nodosum (Arramara

Teoranta, Irlanda) con contenido conocido de fucoidan se someti6 al mismo

procedimiento de cuantificacion.
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1.4.5 RAZON MOLAR DE COMPONENTES

Una vez que se evalud el contenido de cada uno de los componentes del fucoidan
obtenido de los productos que resultaron de las diferentes técnicas, como una medida
de comparacién entre especies, se determind la razén molar de sus componentes en
relacién a la fucosa para algas pardas (fucosa : sulfatos : acidos urénicos) y para algas

verdes la ramnosa (ramnosa : sulfatos : &cidos urénicos).

1.5 RESULTADOS

Los resultados muestran que, de todas las especies de macroalgas empleadas en el
estudio, es posible extraer en medio acido una fraccidén de los polisacaridos presentes,

los cuales poseen como grupo iénico principal al grupo anionico, hemiester sulfato.

[1.5.1 RENDIMIENTO

En general para todas las macroalgas empleadas en este estudio, los mayores
rendimientos de polisacaridos solubles, se obtuvieron para las algas verdes, donde, el
rendimiento para las especies de Ulva estuvieron en el rango de 15 a 30%; sin
embargo, la excepcion, se presentd en el alga verde Codium fragile, donde, el

rendimiento obtenido, estuvo por debajo de este rango (10%) (Fig. 2.3).

En relacién a las algas pardas, el rendimiento, fluctu6é de 6 a 14%, donde, el contenido
mayor de polisacaridos solubles, fue para la especie intermareal de la familia fucaceae
Silvetia compressa, que presentd un contenido de 14.18%; en contraste, el contenido
minimo se obtuvo para una especie del submareal Macrocystis pyrifera con 7.1 % (Fig.
2.3).
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[1.5.2 CONTENIDO DE SULFATOS

De manera similar, el mayor contenido de grupos hemiester sulfato se presento en las
algas verdes, en particular en las especies de Ulva; donde para Ulva lactuca se
determiné un contenido de 31% (Tabla I1.1).

El rango de sulfatos encontrado para todas las especies estuvo entre 4.8 a 31%, donde
el mayor contenido de grupos hemiéster sulfato en general lo presentaron las algas
verdes en particular las especies de Ulva con 31% para U. lactuca. En el caso de las
algas pardas, Padina durvillaei, especie intermareal, mostré6 un grado de sulfatacion
cercano al maximo obtenido para el alga verde Ulva con un contenido de grupos
hemiéster sulfato de 28.7%; por otra parte, el minimo de sulfatos, se presenté en el

alga parda del submareal Egregia sp.

Tabla 1.3 Rendimiento de carbohidratos solubles y contenido de grupos hemiéster
sulfato (OSO3") en especies de macroalgas de la regién. Método gravimétrico. En %

del peso seco del alga n=3

Especie Rendimiento D.  Sulfatos D.Est.
% Est. %

Egregia 7.42 0.56 4.8 0.13
Eisenia 13.07 0.75 6.6 0.40
Halidrys 9.55 1.20 5.69 0.13
Hesperophycus 6.24 0.35 12.08 0.40
Macrocystis 9.16 0.84 13 0.29
Padina 11.58 1.64 28.7 0.12
Sargassum 13.07 1.30 14.94 0.49
Silvetia 14.18 0.85 12.81 0.27
Ulva clathrata 15.75 1.15 23.7 0.26
Ulva nematoidea 25.43 1.81 17.3 0.20
Ulva lactuca 30.00 1.23 31 1.75
Codium 10.06 0.34 6.95 0.23

44



11.5.3 POLISACARIDOS SULFATADOS DE ALGAS PARDAS (FUCOIDAN)

Los resultados obtenidos mediante la cuantificacion espectrofotométrica directa de
fucoidan en las algas pardas, expresados en relacion al peso original de la muestra
empleada, en la mayoria de los casos, son consistentes con el rendimiento de
polisacaridos sulfatados obtenidos gravimétricamente. Los resultados, como puede
observarse en la Tabla Il.I, muestran que el polisacéarido soluble obtenido de las
especies regionales de algas pardas contiene fucoidan, como polisacarido principal
(fucosa), con un grado variable de sulfatacion y contenido de acidos urénicos. Mediante
este método, la especie intermareal de la familia Fucaceae Silvetia present6 el mayor
contenido de fucoidan, seguido de especies como Eisenia y Sargassum ambas con un
rendimiento de 13.07%. Por otra parte, el contenido menor de fucoidan correspondié a
especies submareales como Egregia sp y Macrocystis pyrifera. En todos los casos el
contenido de acidos uronicos (0.72 a 4.79%) fue menor al contenido de sulfatos
excepto para Egregia sp. y Halidrys (Figura 2.4).

11.5.4 POLISACARIDOS SULFATADOS DE ALGAS VERDES (ULVAN)

Similar a lo encontrado para algas pardas, todas las algas verdes analizadas contienen
ramnosa, grupos hemiester sulfato y acidos urdnicos (Fig. 2.5). En las especies de
Ulva, el residuo ramnosa es el componente principal del polisacéarido extraido, mientras
gue en Codium, la ramnosa representd, menos del 10% del polisacarido total extraido.
El contenido de sulfatos y acidos urénicos siguié un patron similar al contenido de
ramnosa, donde las especies de Ulva estuvieron mas sulfatados (3.45 a 16.5%) y con

mayor contenido de acidos uronicos que el extracto de Codium.

Ulva clathrata mostré el mayor contenido de sulfatos y acidos urénicos (16.5 y 3.93%,

respectivamente) que las otras especies de Ulva analizadas.
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[1.5.5 INFRARROJO

Los espectros obtenidos para las diferentes especies de algas pardas y verdes
analizadas, son congruentes con la composicién quimica, ya que muestran las sefiales
caracteristicas para acidos urénicos (1617, 1414 cm™) y varias sefiales relacionadas a
los grupos sulfato, como la sefial a 1240 cm™ atribuida a la vibracién del enlace S=0'y
la sefial a 840 cm™, que se relaciona a la vibracién de un grupo sulfato en posicién
axial (4 sulfato). Esta misma sefal presenta una pequefia protuberancia en 820-830
cm™, la cual pudiera corresponder a un grupo sulfato en posicién ecuatorial (2 sulfato),
aunque esto no se presenta en los espectros de todas las especies.

En todos los espectros, puede notarse la presencia de una sefial menor a 890 cm™, la
cual pudiera estar relacionada a la vibracion de las moléculas de fucosa o ramnosa

desulfatada, (Fig. 2.6 y Fig. 2.7 respectivamente).

En el caso de las algas verdes, en particular en las especies de Ulva, el espectro de
infrarrojo muestra las sefiales anteriores, mas una sefial adicional a 790 cm™ (Fig.2.7b
y d). En lo que respecta al espectro obtenido para Codium fragile, donde ademas de las
sefiales para el enlace C= O de los &cidos urénicos (1642 cm™y 1420 cm™) y los
enlaces sulfato S= O (1260 cm™), se presentan sefiales distintivas para esta especie a
870, 810 y 759 cm™ (Figura 2. 7a).

11.5.6 RAZON MOLAR DE COMPONENTES

La razon molar de componentes en los extractos, es una herramienta util para evaluar
la heterogeneidad de un compuesto, en este caso puede observarse que en la mayoria
de las algas pardas analizadas, el grado de sulfatacion corresponde a mas de un grupo
sulfato por unidad monomérica. En algunos casos los acidos urénicos se encuentran en
proporciones altas del compuesto extraido, en particular en el alga parda Egregia
donde corresponde un valor de 3 moles de &cidos urénicos por unidad de fucosa (Tabla
11.3).
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En el caso de las algas verdes, particularmente en Codium, se presenta algo similar en
la proporcién de componentes, donde el contenido de sulfatos es alto en relacion al
contenido de ramnosa; esto en consecuencia, indica la presencia de otro tipo de

azucares sulfatados diferentes a la ramnosa (Tabla 1.3, 4).
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Figura. 2.3 Rendimiento de carbohidratos solubles en especies de macroalgas de la
region. Método gravimétrico. Se muestra su contenido de grupos hemiéster sulfato

(0S03), donde las barras verticales representan el error estdndar n=3.
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Tabla Il.4 Composicion de los polisacaridos solubles de especies de macroalgas
pardas de las costas de Baja California. Evaluadas por el método indirecto (Larsen,
1978). Se realizaron 4 réplicas.

% Ac
CHOs  Fucoidan Sulfatos Uronicos

Silvetia 15.1 13.7 5.2 4.4
Eisenia 13.2 4.1 3.1 2.6
Macrocystis 2.9 1.8 1.9 1.9
Egregia 2.1 0.8 0.8 1.7
Sargassum 1 6.4 4.8 3.5 1.8
Sargassum 2 5.6 2.9 2.6 2.0
Sargassum 3 7.5 3.7 3.1 2.8
Halidrys 55 3.0 1.3 2.5
Hesperophycus 12.0 10.0 6.8 2.2
Padina 3.2 2.1 4.0 0.7
Ascophyllum 14.6 11.6 4.9 3.8
Silvetia Autoclave 17.4 11.0 4.2 4.8

1. Bahia Guadalupe, 2. B. Alacran 3. B. Alcatraz

Tabla 11.5 Composicion de los polisacaridos solubles de algas verdes de las costas de
Baja California. Evaluadas por el método indirecto (Larsen, 1978). Se realizaron 4
réplicas.

% Ac

CHOs Ramnano Sulfatos Uronicos
Codium 10.2 0.8 3.4 0.8
Ulva clathrata 10.3 10.8 16.5 3.9
Ulva nematoidea 10.4 9.9 6.6 2.9
Ulva lactuca 11.2 12.0 11.8 3.5
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Tabla 1.6 Contenido de polisacaridos solubles en algas de la region. Prueba a

posteriori, para grupos homogéneos. Para n desiguales. Donde letras iguales, no hay

diferencias significativas a= 0.050, Error entre el cuadrado de las medias= 4.0413, g.l. =

18. La numeracién en el encabezado representa a grupos homogéneos.

12

10

11

ESPECIE Promedio 1 2 3 Significancia
Macrocystis 7.0 Fkkk c
Egregia 7.5 ok c
Hesperophycus 8.1 Fkkk c
Halidrys 8.7 orkk c
Padina 8.7 ok c
Sargassum 9.9 ok c
Codium f 11.0 Hkkk Hkkk bc
Eisenia 12.4 Fhkk Rk bc
Silvetia 135 Hkkk ok bc
Ulva clathrata  16.4 Rk b
U. nematoidea 24.6 ok a
U. lactuca 29.6 ok a
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Tabla 1.7 Contenido de sulfatos en los polisacaridos solubles de macroalgas de la
region. Prueba a posteriori, para grupos homogéneos. Para n desiguales. Donde letras
iguales, no hay diferencias significativas o= 0.05, Error entre el cuadrado de las
medias= 0.55, gl = 44

ESPECIE PROM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 SIG.
4  Egregia 4.8 exk I
5  Halidrys 5.4 Fhkk kokokok hi
11  Codium 7.0 Fkkk kokokok gh
2  Eisenia 7.0 orkk g
6  Hesperophycus 12.1  **** f
1  Silvetia 12.8  Hkx f
3  Macrocystis 13.0  xr** f
8  Sargassum 14.9 xk e
12 Ulva hkk d

nematoidea 173
9 U. clathrata 23.7 HHE c
7  Padina 28.7 HHkk b
10 U. lactuca 31.0 ek a
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Tabla 1.8 Contenido de polisacéridos solubles en algas de la regién (Método indirecto
Larsen, 1978). Prueba a posteriori, para grupos homogéneos. Para n desiguales.
Letras iguales, no hay diferencias significativas a= 0.05, Error entre el cuadrado de las
medias = 1.14, gl = 37.

Especie Promedio 1 2 3 4 Diferencias
4 Egregia 0.84 rwx* d
3 Macrocystis 1.76  FRrx kkxk cd
11 Padina 2.05 ek dkkex cd
6 Sargassum 2 211  HE e cd
5 Sargassum 1 2.76  FFFE wkx cd
9 Halidrys 3.03  FEx drwk cd
8 Sargassum3 3.31 R e cd
7 Sargasum 3 3.69  HERE wk cd
2 Eisenia 4.15 hokkk c
10 Hesperophycus 9.98 hkk b
13 Sllvetla 1103 *kkk *kkk

(autoclave) ab
12 Ascophyllum 11.26 Fhkk  dkkkk ab
1 Silvetia 13.68 ok a
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Tabla 1.9 Contenido de ramnosa en algas verdes. Prueba a posteriori de Tukey
para grupos homogéneos a = 0.05; Error: Entre el cuadrado del promedio =
0.57, gl = 12 Letras iguales no hay diferencias significativas.

Varl Var2 Promedio 1 2 3  Significancia
Especie 101.00
Codium fragile 0.75 Fhkk c
Ulva nematoidea 9.93  Frx* b
Ulva clathrata 10.77  Fxxx kkkk ab
Ulva lactuca 12.03 ok a

Tabla 11.10 Razon molar de componentes Fucosa: Sulfatos: Ac. Urdnicos, calculada

para los extractos acidos obtenidos de las diferentes especies de algas pardas.

ESPECIE FUCOSA SULFATOS ACIDOS
URONICOS
Silvetia compressa 1.0 1.0 0.5
Eisenia arborea 1.0 2.0 0.9
Eisenia arborea Juvenil 1.0 4.9 1.9
Macrocystis pyrifera 1.0 2.8 1.6
Egregia menziesii 1.0 2.6 3.0
Sargassum johnstonii
(Bahia Guadalupe) 1.0 2.0 0.6
Sargassum johnstonii
(Bahia Alacran) 1.0 2.4 1.0
Sargassum johnstonii
(Bahia Alcatraz) 1.0 2.3 1.1
Halidrys dioica 1.0 1.1 1.2
Hesperophycus
californicus 1.0 1.8 0.3
Padina durvillaei 1.0 5.2 0.5
Ascophyllum nodosum 1.0 1.1 0.5
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Tabla 1.11 Razon molar de componentes Ramnosa: Sulfatos: Ac. Urénicos, calculada

para los extractos acidos obtenidos de las diferentes especies de algas verdes.

ESPECIE RAMNOSA SULFATOS AC}IDOS
URONICOS
Codium fragile 1.0 12.3 1.6
Ulva clathrata 1.0 4.1 0.5
Ulva nematoidea 1.0 1.8 04
Ulva lactuca 1.0 2.6 04

ESPECTROS DE INFRARROJO.
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Figura 2.4 Espectros de infrarrojo de polisacaridos solubles obtenidos en medio acido de

algas pardas; a) Macrocystis pyrifera, b) Halidrys dioica y c) Eisenia arbérea.
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Figura 2.5 Espectros de infrarrojo de polisacéaridos solubles en medio acido obtenido
de especies de algas verdes. a) Ulva clathrata- EDTA b) U. clathrata, C) U. lactuca y d)

Codium fragile
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I1.6 DISCUSION

En este estudio se determind el contenido y composicion de los polisacaridos solubles
en medio acuoso de diferentes algas pardas y verdes de la regién. Los resultados
muestran que la extraccién &cida, produce polisacéaridos idnicos, los cuales poseen
diferente contenido de grupos hemiéster sulfato y acidos urénicos. En el polisacarido
presente en las algas pardas, la fucosa es el aztucar predominante; de ahi que deba
considerarse a estos polisacaridos, miembros de la familia del fucoidan (Percival, 1967;
Kloareg y Quatrano, 1981; Painter, 1983).

En relacion a las algas verdes, en el polisacarido obtenido, se detecta también la
presencia de grupos hemiester sulfato y acidos uronicos; sin embargo, si bien en todas
las algas verdes analizadas, se detecta la presencia del azicar ramnosa, solo en las
especies de Ulva, la ramnosa, es el componente principal. Lo anterior, concuerda con
el hecho que en las ulvales se reporta la presencia de xiloramnanos sulfatados
(Percival, 1967; Ray y Lahaye, 1995). Sin embargo, en el alga verde Codium, el
comportamiento es diferente; en esta especie, el polisacarido soluble obtenido, el
azucar ramnosa, es solo un componente menor (< 10%) del total del polisacarido
extraido; este resultado, es congruente con el hecho de que en las especies de
Codium, los polisacaridos presentes, son del tipo de los galactanos sulfatados (Kloareg
y Quatrano, 1988, Lobban y Harrison, 1994, Farias et al., 2008). En este mismo sentido
Ciancia et al., (2007) encuentran en Codium vermilara que el polisacarido sulfatado

presente corresponde a un arabino-galactano sulfatado.

Entonces de acuerdo a lo expresado, en algas pardas y verdes (Ulvales) el polisacarido
soluble en medio &cido, son polisacaridos sulfatados del tipo “no galactano” (PSNG);

fucanos para algas pardas (fucoidan) y ramnanos o ulvan para ulvales (Lahaye, 2001).

Es importante mencionar que en todos los casos, se detectd también, la presencia de
cantidades variables de &cidos uronicos. Los acidos uronicos detectados en los
extractos, pudien ser, parte componente del sistema de polisacaridos sulfatados tipo

fucoidan, tal como lo refieren diferentes investigadores, quienes mencionan al acido
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glucurénico como componente del fucoidan de diferentes materias primas (Mian y
Percival, 1973; Nishino et al., 1991; Tako et al., 2000; Silva et al., 2007; Li et al., 2008).
Sin embargo, en particular para algas pardas, la presencia de este componente,
pudiera, también, deberse en parte a la extraccion concomitante de alginatos,
presentes en la matriz celular algal; dado que el proceso de obtencion se realizd en
medio acido, condicién en que los alginatos se deben mantener insolubles, entonces la
interferencia por éstos debiera ser minima. Sin embargo, a pesar de lo anterior, aln
cabria la posibilidad, de que algo de los acidos urdnicos detectados, sean parte del
sistema de alginatos presente en las algas pardas; debido principalmente al hecho de
gue algunos tipos de alginatos, pueden mostrar cierta solubilidad en medios acidos,
tales como alginatos de bajo peso molecular; ademas, los alginatos enriquecidos en
fraccion alternante de acido manurénico y acido gulurénico (MG), también muestran
cierta solubilidad en medios acidos (Haug, 1964; Smidsrod, 1973; Rinaudo, 2007).

Para las algas verdes la presencia de los acidos uronicos, esta plenamente demostrado
gue éstos son parte componente del sistema de polisacaridos sulfatados; en particular
del ulvan, el cual, se considera que esta formado principalmente por acidos
ulvanobiurénicos y en menor grado por ulvanobiosas (Percival y wold, 1963; Percival y
McDowell, 1967; Lahaye y Ray, 1996; Lahaye et al., 1997; Lahaye, 2001; Mao et al.,
2004).

El analisis de infrarrojo es una herramienta Gtil para el analisis de este tipo de
compuestos ya que nos permite determinar la composicion de los polisacaridos en
funcién de sus grupos funcionales sustituyentes, tales como los acidos urénicos y
particularmente los grupos hemiéster sulfato, los cuales pueden ocupar diferente

posicion dentro de la cadena del polisacéarido.

En el caso particular de los extractos de las algas pardas, los espectros de infrarrojo,
muestran sefiales caracteristicas reportadas para el fucoidan de Fucus vesiculosus
(Patankar et al., 1993). Se presentan sefiales en 1250, 1617, 1414, 840 cm™; ademas
de una sefial pequefia a 890 cm™. Donde las sefiales a 1250 cm™ y 840 cm™ son

indicativas de la presencia de sustituciones por esteres de sulfato (Lloyd et al. 1961;
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Rochas, 1986; Tako et al., 1999). Las sefiales a 1617, 1414 cm™ son atribuidos a la
vibracion asimétrica y simétrica respectivamente del enlace C=0 en los carboxilos (Rao
1967; Bociek y Welti 1975; Casu et al., 1978).

Por otra parte los espectros obtenidos para los extractos de U. clathrata muestran
sefales similares a las encontradas para algas pardas, las cuales, indican la presencia
de grupos sulfato (1240-1250 cm™) y &cidos urénicos (1637-1417 cm™); se presenta
una sefial clara a 840 cm™, relacionada a la presencia de un grupo sulfato en posicion
axial; una sefial a 790 cm™, caracteristica para los ulvanes, probablemente debida a la
presencia de azucares ciclicos (Castro et al., 2006; Robic, 2008; Robic et al., 2009).
Similar a las sefiales para las algas pardas, en el espectro de esta especie, también se
observa una pequefia sefial a 890 cm™, esta, pudiera estar relacionada a la
configuracion B del enlace glicosidico (Barker et al., 1954). El caso de Codium fragile,
ademas de las sefiales correspondientes a los acidos uronicos y grupos sulfato se
presenta una sefial a 870 y otra a 810 cm™, estas sefiales son reportadas para una
fraccion de manopiranosil con un bajo contenido de sulfatos de Codium fragile (Estevez
et al., 2009).

Con lo anterior expresado, no se pretende decir que la composicion de los
polisacaridos solubles de las algas verdes (Ulvales) es similar en el sentido estricto a la
composicion del extracto obtenido de las algas pardas; sin embargo, es importante
reconocer que la similitud mostrada se debe a la presencia de grupos funcionales
equivalentes como ramnosa (deoxi-azucar, similar a la fucosa), grupos hemiester
sulfato y acidos urdnicos tal como lo menciona McCandless, (1981) (Percival,
1964,1978, Castro et al., 2006; Mao et al., 2006; Lahaye y Robic, 2007). Aunque no
hay ninguna correlacion filogenética entre algas pardas y verdes, ambos grupos

contienen polisacaridos sulfatados del tipo no galactanos (PSNG).
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[11.1 INTRODUCCION

Los organismos marinos, son una fuente importante de polisacaridos anionicos;
particularmente, destaca la presencia de polisacéridos sulfatados. Entre los principales
grupos de polisacéridos sulfatados, destacan los galactanos sulfatados; los cuales, se
encuentran ampliamente distribuidos en algas rojas, verdes, angiospermas marinas,

tunicados y erizo de mar (Aquino et al., 2005; Pomin y Mourao, 2008).

Sin embargo en el medio marino, hay otros grupos de polisacaridos sulfatados
importantes; uno de ellos es el que se encuentra en las algas pardas y en
equinodermos, éstos son los fucanos sulfatados, y un tercer grupo, es el que ocurre en
algas verdes de la familia Ulvaceae, que possen polisacaridos formados por la
ramnosa sulfatada, (Percival, 1979; Painter, 1983; Kloareg y Quatrano, 1988).

Los carbohidratos son de los componentes principales de las macroalgas, en ellas,
cumplen funciones de reserva energética y estructural y pueden representar mas del
50% del peso seco de la planta (Darcy-Vrillon, 1993; Mabeau and Fleurence, 1993). De
esta manera, las macroalgas se consideran como una fuente importante de fibra
dietaria, ya que de los polisacaridos presentes en la pared celular mas del 50% son

solubles en agua (Lahaye, 1991).

Cada division algal tiene un sistema de polisacaridos caracteristicos; en el caso
particular de las algas pardas, dentro de los polisacaridos estructurales solubles en
agua, se encuentran dos grupos principales; los alginatos y los fucanos sulfatados o
fucoidanos. El primero de ellos es el grupo principal en las algas pardas y se compone
de acidos uronicos mientras que el segundo grupo constituye un porcentaje menor del
peso seco del alga, pero es de una composicibn mas compleja, donde el azlcar
principal es la L-fucosa el cual, contiene una cantidad variable de grupos hemiester
sulfato, acido glucurénico y cantidades traza de azlcares neutros como galactosa y
xilosa (Painter, 1983; Patankar, et al., 1993; Bilan et al., 2002; Li et al., 2008). Mientras

que los alginatos tienen un mercado bien definido dentro de la industria de los
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ficocoloides, los polisacéaridos sulfatados que contienen fucosa, se considera tienen un
alto potencial como compuestos bioactivos (anticoagulante, antiviral, anticancerigeno
entre otros) (McLellan y Jurd, 1992; Chevolot, 1999; Chizov 1999; Shanmugam y Mody
2000; Li et al., 2008).

El término fucano se aplica en general, para polisacaridos de algas pardas y de
equinodermos, formados por la fucosa, pero el término fucoidan, se aplica en particular
para el fucano presente en las algas pardas; en ambos casos éstos polisacaridos, se
caracterizan por poseer un grado variable de sulfatacion; hasta la fecha no han sido
reportados en la naturaleza, la ocurrencia de fucanos sin grupos sulfato (Berteau y
Mulloy, 2003).

En relacion a la estructura, los fucanos de las algas pardas, se caracterizan por
presentar estructuras complejas, a diferencia de lo que ocurre en los invertebrados

marinos, cuyas estructuras son mas simples (Alves et al., 1997; Pomin y Mourao 2008).

En cuanto a la funcién que el fucoidan desempefia en las algas pardas; se le atribuye la
funcidbn de proteger a la planta de la desecacion y participar en actividades de
osmoregulacion (Percival, 1979; Kloareg y Quatrano,1988); se encuentra en la pared
celular, formando parte de un complejo proteoglicano, donde se entrelaza con los
alginatos y la celulosa algal (McCandless, 1981); en particular este complejo, esta
formado por cantidades variables de fucosa, xilosa, galactosa, acidos urénicos y grupos
sulfato (Percival, 1968; Medcalf et al., 1978; McCandless y Craigie, 1979; Painter,
1983; Kloareg et al., 1986).

Debido a su complejidad y a las variaciones que ocurren entre diferentes fuentes, este
proteoglicano debe ser considerado como una familia de polisacéaridos dispersos de las
algas pardas que contienen fucosa, por lo tanto, abarcan un amplio espectro de
moléculas; desde aquellas que son ricas en acidos urbnicos y bajas en fucosa
sulfatada, hasta aquellas con fucan sulfatado relativamente puro con un bajo contenido

de &cidos urdnicos (Larsen et al., 1966, 1967; Mian y Percival, 1973; Hogsett y
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Quatrano, 1975). Este polisacarido complejo puede fraccionarse, por diferentes medios,
en estructuras de composicion diferente (Schweiger, 1962; Larsen et al., 1966, Bidwell
et al., 1972).

Figura 3.1 Estructura repetitiva encontrada en el Fucoidan de Fucus vesiculosus y
Ascophyllum nodosum (L-fucopiranosil 2,3 disulfato a (1-3) a-L-fucopiranosa 2 sulfato),
(Berteau y Mulloy, 2003).

Aunque probablemente todas las algas cafés contienen algo de fucoidan, el contenido y
composicion en las diferentes especies es variable (Chang-Hu, et al., 2001, Ushakova
et al., 2009), tal como qued6é demostrado en el capitulo anterior. En concordancia con
la funcion que este polisacarido se supone desempefa en las macroalgas que es de
proteger contra la desecacion (Percival, 1979); entonces, es de esperar que mayores
proporciones se presenten en especies de macroalgas que habitan en la parte superior
de la zona intermareal y que pasan el mayor tiempo fuera del agua (Black, 1954). De
esta manera, las especies mas prominentes que contienen fucoidan pertenecen al
grupo de las fucales (Painter, 1983), especies que distintivamente habitan en la
posicion superior del intermareal tal como ocurre en el Pacifico de Baja California con

Silvetia compressa y Hesperophycus californicus (Mondragéon y Mondragén, 2003).
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Como se menciond antes, la composicion del fucoidan puede variar entre especies. Sin
embargo, sus caracteristicas se conservan entre division (Pomin y Mourao, 2008); en
este sentido es posible entonces, que la composicién del fucoidan, en las diferentes
especies, siga un patrén de sintesis particular, el cual es afectado por factores de tipo
biolégico (estadio reproductivo, tipo de tejido etc.) (Mian y Percival 1973; Hogsett y
Quatrano 1975), ambientales (foto periodo, periodo de exposicion, temperatura etc.)
(Black et al., 1952) o bien por efecto del método de extraccién empleado (Mabeau et
al., 1990, Silva et al., 2005).

Es conocida la heterogeneidad del fucoidan y es probable que la bioactividad que se le
atribuye a éste tipo de polisacaridos, esté relacionada a su composicion quimica.
Algunos estudios han demostrado que esta bioactividad esta en funcién del grado y
posicion de los grupos hemiester sulfato en la molécula, asi como la configuracion
general de la molécula del fucoidan (Berteau y Mulloy, 2003; Ghosh, et al., 2009;
Ushakova et al., 2009).

Con el proposito de determinar la heterogeneidad quimica del fucoidan del alga parda
Silvetia compressa y conocer los factores que influyen en su composicion, se
caracterizd quimicamente el extracto acido nativo, obtenido del alga parda S.
compressa, asi mismo, se evaluaron los extractos de organismos sometidos a

diferentes procesos quimicos y condiciones ambientales.

1.2 HIPOTESIS

[1.2.1 En las algas pardas, los polisacaridos sulfatados, desempefian una funcion
estructural se encuentran en la matriz celular actian como sustancias que protegen
contra la desecacién de las algas marinas, donde; por lo que el contenido y
composicién de estos compuestos, varian en funcion de factores biolégicos (tipo de

tejido) y fisicos como la temperatura en que crece la planta.
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[11.2.2 Acorde a la funcién que desempefan los polisacaridos sulfatados en las algas
marinas, estdn formadas por una mezcla heterogénea de moléculas, las cuales en
relaciébn a sus caracteristicas, pueden ser separadas en moléculas de composicion

diferente.

1.3 OBJETIVOS

[11.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de los polisacaridos sulfatados del alga parda

Silvetia compressa.

[11.3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

[11.3.2.1 Evaluar la composicion y caracteristicas de los PSNG de Silvetia compressa en

funcidn de a) la localidad geografica b) temperatura en que crece y c) tipo de tejido.

[11.3.2.2 Empleando diferentes técnicas de fraccionacion, evaluar la heterogeneidad de

los PSNG de Silvetia compressa.
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1.4 MATERIALES Y METODOS

[11.4.1 MATERIAS PRIMAS
Silvetia compressa se colect6 en tres localidades de Baja California, sitios, donde esta

especie forma una franja caracteristica en el nivel superior del intermareal: Ejido

Eréndira, La Chorera en San Quintin y Punta Baja en el Rosario (Fig. 3.2).
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Figura lll.2 Localidades de cosecha de S. compressa, en la costa del pacifico de Baja

California.
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111.4.1.1 VARIACIONES GEOGRAFICAS

En cada localidad, de las arriba mencionadas, se colectaron aproximadamente 15
plantas completas. Cortando todos los estipes de la planta, justo arriba del 6rgano de
fijacion. Las plantas cosechadas se conservaron a temperatura ambiente en hieleras.
Se transportaron a laboratorio, donde se deshidrataron en secador con corriente de aire
a temperatura controlada de 40°C; se molieron en un molino de cuchillas con tamiz de
60 mesh.

111.4.1.2 SEPARACION DE TEJIDOS

De las plantas secas de Silvetia compressa, se separaron los diferentes tejidos, tal

como se muestra en la figura 111.3:

Apices: Porciones nuevas de la planta desprovistas de vesiculas o fruto.

Fruto: Se considero el fruto las vesiculas presentes en las terminaciones de las

dicotomias de la planta.

Basal: Esta fue la porcion de la planta comprendida sobre el érgano de fijacion, hasta

las dicotomias secundarias.
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Apical

Basal

Figura 111.3 Talo del alga parda Silvetia compressa, donde se muestra los diferentes

tejidos.

[11.4.1.3 CULTIVO DE S. compressa A DIFERENTES TEMPERATURAS

Para evaluar el efecto de la temperatura, se colectaron frondas completas provenientes
de la Chorera en San Quintin B.C. En el laboratorio se separaron talos de las plantas
gue se colocaron en matraces de cultivo de 2 litros, los cuales se ponen dentro de

camaras de incubacion con temperatura controlada a 10, 15 y 20°C respectivamente.
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Figura lll.4 Esquema que muestra los tratamientos a que se sometio S. compressa.
Las temperaturas a las que se sometieron las plantas, se eligieron en funcion de las

fluctuaciones de temperatura que ocurren naturalmente en el medio ambiente en que

se desarrollan.

Se hicieron recambios de agua semanalmente con agua de mar natural sin filtrado
adicional ni adicion extra de nutrientes; las muestras correspondientes a cada
temperatura se colectaron después de transcurrido un mes de permanencia de las
plantas en las condiciones descritas. Cada muestra obtenida se secO en estufa de

conveccion a 60°C hasta peso constante.

111.4.2 EXTRACCION DE FUCOIDAN

3 g de alga seca y molida se colocaron en 45 mL de HCI| 0.2M y se extrajo bajo
agitacion en bafio maria a 60°C por 120 minutos. La solucion resultante se centrifugé
por 5 minutos a 1,500 rpm y el residuo sélido se re-extrajo por 60 minutos adicionales

con 30 mL de HCI 0.2M bajo las mismas condiciones de temperatura. Posteriormente,
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se centrifugd, se combinaron las dos extracciones y se filtr6 a vacio para lo cual, se

empled tierra de diatomeas como facilitador de la filtracion.

Para hacer més eficiente la precipitacion, se incrementé la fuerza ionica de la solucion
filtrada agregando NaCl hasta lograr una concentraciéon de 0.1 M. Al extracto se le
agregan 3 volumenes de etanol concentrado (cambio de polaridad del disolvente) con
lo que precipita el polisacarido. Se centrifugd por 5 minutos a 1,500 rpm y para eliminar
sales y agua, la pastilla obtenida se lavé dos veces por 30 minutos con 30 mL de etanol
al 70% y dos veces con etanol concentrado, entre cada lavado se centrifugé para
separar cada fase. Para evaluar el rendimiento, el producto obtenido, se sec6 a 60°C
en estufa de conveccion por 72 horas y se pesO. Las extracciones se hicieron por

triplicado.

111.4.3 FRACCIONACION QUIMICA DE LOS PS

Empleando las condiciones de extraccion arriba descritas, se hicieron extracciones por
triplicado. Cuando se obtuvo la solucion clarificada, se neutraliz6 con NaOH 1M, el
extracto obtenido se concentré por roto-evaporacion hasta lograr una concentracion
aproximada de 1% (evaluado con la técnica de fenol-acido sulfarico). El extracto
concentrado obtenido se separ6 en dos partes iguales para hacer la fraccionacion con

etanol al 50% con y sin sales de magnesio.

111.4.3.1 FRACCIONACION CON SALES DE MAGNESIO- ETANOL

El extracto concentrado y neutralizado obtenido, se mezclé con un volumen igual de
MgCl, 0.1M vy se precipité agregando un volumen de etanol concentrado. Se centrifugo
para separar las fracciones soluble e insoluble. La fraccién insoluble obtenida, se seca
en estufa de conveccién a 60°C, mientras que a la fraccion soluble resultante, se le
agrega etanol concentrado hasta alcanzar una concentracion superior al 70% en

volumen, con ello precipitan los polisacaridos presentes (fraccion soluble), se seca a
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60°C. Una vez secas, ambas fracciones se analizaron por separado por espectroscopia
de infrarrojo, carbohidratos totales, sulfatos, fucosa y acidos urénicos.

111.4.3.2 FRACCIONACION CON ETANOL SIN SALES DE MAGNESIO

Se siguié el protocolo del inciso anterior, solo que se omitié la sal de magnesio. Las
fracciones obtenidas Insoluble y soluble respectivas se analizaron por espectroscopia

de infrarrojo, carbohidratos totales, sulfatos, fucosa y acidos urénicos.

l11.4.4 ANALISIS QUIMICOS

Carbohidratos totales en el extracto seco, se determinaron colorimétricamente por el
método de fenol-acido sulfurico (Dubois et al., 1956) galactosa y fucosa se usaron

como estandares.

Fucosa se midi6é colorimétricamente por el método de cisteina para deoxi-azucares

(Dische, 1955) con fucosa como estandar.

Acidos urénicos se cuantificaron por el método modificado de carbazol (Bitter y Muir,

1962) usando acido glucurénico como estandar.
Sulfatos se determinar6n en un hidrolizado &acido del extracto seco, por el método
turbidimétrico del Cloruro de Bario-Gelatina (Craigie y Wen, 1984) usando K,SO, como

estandar.

Cabe mencionar que en todas las técnicas analiticas espectrofotomeétricas, los analisis

se ajustaron proporcionalmente a un volumen aproximado del mL.
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111.4.5 RAZON MOLAR DE COMPONENTES

Una vez que se evalu6 el contenido de cada uno de los componentes del fucoidan,
obtenido mediante las diferentes técnicas de fraccionacion descritas, como una medida
de comparacion con el fucoidan de otras fuentes, se determind la raz6n molar de sus

componentes en relacion a la fucosa (Fucosa:Sulfatos:Acidos Urdnicos).

I11.4.6 ESPECTROS DE INFRARROJO

De cada una de las muestras obtenidas por los diferentes procesos de fraccionacion,
se pesaron aproximadamente 3 mg del extracto seco. Se homogeneizaron con KBr
sélido en un mortero de agata, se prensé para formar una pastilla. El espectro de
infrarrojo, se adquiri6 en modo de transmitancia en el rango de 400 a 4000 cm™ con
una resolucién de 4 cm™, se hizo la integracién de un total de 10 barridos en un

espectrofotometro FTIR- Perkin-Elmer modelo Spectrum 100.
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111.4.7 FRACCIONACION POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Se prepar6 una columna de 1.5 x 12 cm con 7.5 g de resina de intercambio anionico
(DE-52) (volumen aproximado de 15 mL) (Figura 3.5); para evitar irregularidades en la
superficie de aplicacion, en la parte superior de la columna, se colocé una capa de fibra
de vidrio. Previo a la aplicacion de la muestra, la resina se acondiciond lavando con 4

volumenes de buffer de acetato 50 mM pH 5.

PURIFICACION

A\ 4

SEPARACION EN BASE A
CARGAS

[ EXTRACTO CRUDO ] ﬁ

Resina de
NaCl : 0, 0.25,0.5, 1.0, Intercambio
1.5y 2.0 M. Anidnico

é DE-52

Flujo 1 mL
/min

Fracciones de
5mL

v F1.. ... FN
CARACTERIZACION

Figura 3.5 Esquema que muestra la fraccionacion del fucoidan de S. compressa en
una columna de resina de intercambio aniénico (DEAE-celulosa Whatman DE-52) de

1.5x12 cm.
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La muestra del polisacérido, se prepar6 disolviendo 100 mg del extracto seco en 5 mL
de buffer de acetato. Una vez disuelto, empleando una pipeta pasteur, se colocé en la
parte superior de la columna. Para que la muestra quede embebida en la parte superior
de la resina, se permiti6 el flujp a través de la columna hasta que deja libre la
superficie. Para eluir el polisacérido a través de la columna, en primer instancia se
aplicaron 30 mL (2 volumenes en relacion al volumen de la columna) del buffer de
acetato y enseguida en forma secuencial, se aplicaron 30 mL de cada una de las
soluciones salinas en concentracion ascendente (NaCl 0.25, 0. 5, 1.0, 1.5y 2.0 M,

todas ellas preparadas con el buffer de acetato.

Se colectaron fracciones de 5 mL y en cada fraccion colectada, se evalu6 el contenido
de azucares totales (Dubois et al., 1956), fucosa (Dische, 1955) y acidos urénicos
(Bitter y Muir, 1962); en todos los casos se aplico la micro-técnica (1 mL) descrita en

parrafos anteriores.

[11.5 RESULTADOS

Efecto de la temperatura de cultivo en el contenido y composicion de los PS en el alga

parda Silvetia compressa.

Las plantas se mantuvieron en la temperatura seleccionada por un periodo de dos
meses; durante este periodo, se observo que la aereacion para mantener el alga en
movimiento dentro del matraz fue perjudicial, ya que en pocas horas se observo la
presencia de tejido necropsado por lo cual se evitd la inyeccién de aire al matraz.
Durante el primer mes de cultivo, las plantas en todas las temperaturas probadas,
conservaron su apariencia saludable, no hubo incremento de biomasa pero tampoco se
observo una disminucion notable de la misma. Durante el segundo mes de cultivo,
aunque el tejido se conservo saludable, la disminucion de biomasa fue mas evidente,

particularmente en la temperatura de 15 y 20°C. Al finalizar el primer y segundo mes,
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se separaron muestras de tejido de las plantas sometidas a cada temperatura, se
secaron y molieron para su conservacion y extraccién posterior de los polisacaridos
sulfatados; sin embargo debido a que durante el segundo mes hubo una disminucion

de biomasa, no se realizaron andalisis de esas muestras.

El rendimiento de polisacaridos sulfatados obtenido de las muestras sometidas a
diferentes temperaturas, en todos los casos hubo una disminucién de 1 a 2% respecto
al rendimiento inicial (Tabla 111.1). Entre las diferentes temperaturas probadas, el menor
rendimiento de 9.59% ocurrié a la temperatura mas baja (10°C); aunque hubo un ligero
incremento del rendimiento con el incremento de temperatura, las diferencias no son

significativas (Tabla Il11.1).

En relacion del contenido de sulfatos en el polisacarido de las muestras sometidas a las
diferentes temperaturas, respecto del valor inicial solo incrementaron para el
tratamiento a 10°C donde increment6 el contenido de sulfatos de 12.83% en la muestra
inicial a 18.83% para 10°C. Por otra parte en los tratamientos a 15 y 20°C el contenido
de sulfatos fue mucho menor que el correspondiente a 10°C y solo ligeramente mayor

gue el contenido mostrado por la muestra al inicio del experimento (Tabla II1.1).

18 -
16 - T =
14 - = 1

12 -
10 -
% | |
™ Fucoidan

O Sulfatos

O N B O
1

Localidad

Figura 3.6 Contenido fucoidan de Silvetia compressa de tres localidades de Baja
California y su contenido de grupos sulfato (1.- Eréndira 2.- San Quintin  3.- El

Rosario). Donde las barras verticales muestran el error estandar, (n=3).
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Tabla Ill.1 Rendimiento de polisacéaridos sulfatados y su contenido de grupos hemiester

sulfato, obtenido de muestras de S. compressa sometida a diferentes temperaturas (t=

30 dias y n=3).
Condicién Inicial 10 °C 15°C 20 °C
Rendimiento de 11.59+0.28 9.59 +0.92 10.13+1.14 10.25+£0.02
PS (%)
Contenido de SO; 12.83 £ 0.32 18.87 £ 0.43 13.95+£0.13 13.65+0.13
(%)

Respecto a las diferencias en composicion de los polisacéaridos en funcion del tejido, el
analisis realizado en S. compressa mantenida en cultivo a 10°C. El menor contenido de
sulfatos se obtuvo para el tejido nuevo (apices), mientras que el fruto fue la parte mas
sulfatada (Tabla 111.2).

Tabla Ill.2 Relacion de componentes evaluado en los
polisacaridos sulfatados de componentes del fucoidan de

Silvetia compressa en funcion del tejido.

% Ac

CHOs Fucoidan Sulfatos Uronicos
Eisenia Juvenil 5.7 2.4 4.5 3.3
Silvetia Fruto 9.8 10.0 4.2 2.1
Silvetia Apices 10.1 8.7 2.1 2.3
Silvetia Estipe 20.7 16.7 5.9 4.1
Silvetia cultivo* 7.4 6.3 1.8 1.5
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Tabla Ill.3 Razon molar de componentes del fucoidan de Silvetia compressa en funcion

del tejido.
TEJIDO FUCOSA SULFATOS AC. URONICOS
Fruto 1.0 11 0.3
Apices 1.0 0.6 0.4
Estipe 1.0 0.9 0.4
(Completa) 1.0 0.8 0.3

111.5.1 FRACCIONACION CON ETANOL CON Y SIN MgCl,.

El incremento de la concentracion de etanol hasta un 50% del volumen total del
extracto, provoco la separacion de una fraccion insoluble, mientras que la fase soluble
remanente, al aumentar la concentracion de etanol hasta aproximadamente un 70%,
produjo un nuevo precipitado (soluble). Con la precipitacion obtenida con etanol en la
presencia de la sal de magnesio, el rendimiento de la fraccion insoluble fue mayor que
la fraccion soluble (45.2 contra 54.8% respectivamente), mientras que sin MgCl, se

presentd un comportamiento inverso (Tabla 111.3).

La diferencia en composicién entre la fase insoluble y soluble fue clara; mientras que la
fase insoluble, en los dos casos, contiene fucosa y grupos hemiéster sulfato y estuvo
enriquecida con acidos uronicos, en la fase soluble no se detecté la presencia de
acidos uronicos, esto en ambos tratamientos con y sin MgCl,. El uso de la sal
magnésica en la precipitacion, resulté en una fraccion soluble con mayor contenido de
fucosa y grupos hemiester sulfato, que la correspondiente fraccion obtenida sin esta sal
(Tabla I1I.3). La razén molar de componentes (Fucosa: Sulfatos: Ac. UrGnicos) muestra
diferencias claras entre la fase soluble e insoluble, sin embargo las diferencias, son

menos marcadas cuando se usan las sales de magnesio (Tabla 111.3).
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[11.5.2 ESPECTROS DE INFRARROJO

Los espectros de infrarrojo obtenidos para las fracciones soluble e insoluble, en ambos
casos muestran las sefales caracteristicas descritas para el fucoidan: 1614y 1417 cm’
! relativas a grupos carboxilo de los &cidos urénicos, una sefial fuerte a 1250
correspondiente a la vibracién del enlace S=O y una sefial a 840-850 cm™ que se

atribuye a un grupo sulfato en posicion axial.

En la fraccion soluble se puede apreciar un decremento de la sefial a 1417 cm™, esto
coincide con la ausencia de acidos urénicos en esta fraccion (Tabla II1.3), este
decremento en la mencionada sefial fue mas marcado en el espectro correspondiente a
la fraccion soluble obtenida con MgCl, (Fig. lll.5a). De la misma manera, en esta
fraccion las sefiales correspondientes a los sulfatos 1250 y 840 cm™ se incrementaron
comparados al espectro del compuesto total y del obtenido para la fraccion insoluble
(Fig. lll.5 a 'y b).

77



a) Fracci6
1634 1426 1260 849
830 /H
‘/AM Insoluble Normal
b
W,
I|'|

78



b) Fraccién Soluble

I o
o
Total
W
\/\ /‘\ A
\J Soluble Mg
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zn:n.o 1500 cm-1 1000 '4:50

Figura 3.7 Espectros de infrarrojo del fucoidan obtenido mediante fraccionacion con

etanol con y sin MgCL,; donde a) es la fraccién insoluble y b) fraccion soluble.
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111.5.3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO

Mediante la elucion del polisacarido soluble de S. compressa a través de la resina de
intercambio anidnico (DE-52) con un gradiente de NaCl de 0 a 2 M, se logré la
separacion de cuatro fracciones. La fraccion | (tubos del 3 al 7) se obtuvo con buffer de
acetato pH 5 sin NaCl, fue la fraccion menor representé el 8.34% del total, esta fraccion
esta formada por azlcares neutros. La fraccion I, eluida con NaCl 0.5 M (tubos del 17
al 20) corresponde a un 12% del material, estuvo formada principalmente por acidos
urénicos. La fraccion Ill, obtenida con con NaCl 1.0 M (tubos del 23 al 27), fue la
fraccion mayor con 64.87% del total, en esta fraccion el azlucar principal fue la fucosa y
contiene un bajo porcentaje de acidos urénicos. La fraccion IV eluida con NaCl 1.5 M
(tubos del 29 al 32), representd 10.17% del total, formada exclusivamente de fucosa
(Figura 3.8).

Tabla Ill.4 Composicién quimica de las fracciones del fucoidan de Silvetia compressa,
obtenidas mediante fraccionacion con 50% de etanol con y sin sales de magnesio
(MgCl; 0.1M) (% = D. Estandar n=3).

% del FUCOSA SULFATOS  AC. URONICOS
FRACCION Total
Insoluble MgCl, 45.20 18.88 + 0.59 8.82 +0.30 33.43 £ 0.40
Insoluble 50% etanol 55.28 19.68 + 0.20 8.51+ 0.04 33.00+0.16
Soluble MgCl, 54.80 44.50 + 0.64 22.17 +0.83 0.00
Soluble 50% etanol ~ 44.72 16.90 + 0.10 10.40 + 0.03 0.00
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Tabla IIl.5 Razén molar de componentes (Fucosa: Sulfatos: Ac. Urbnicos) de las

fracciones obtenidas del fucoidan de S. compressa.

Ac.
Fraccion Fucosa Sulfatos Uronicos
Magnesio Soluble  1.00 0.90 0.00
Insoluble 1.00 0.85 1.44
Etanol 50% Soluble  1.00 1.12 0.00
Insoluble 1.00 0.78 1.37

N
o

Millares

Mg/ mL

== CarbohidratosTotales

) Eluato
Acidos urénicos ==>¢=Fucosa == Gradiente de NaCl

- 1.5

Gradiente
de NaCl

-1

- 0.5

Figura 3.8 Fraccionacion de fucoidan por cromatografia de intercambio anidnico:

Separacion de un extracto acido (Fucoidan) de Silvetia compressa en columna de

intercambio aniénico (DE-52) mediante un gradiente de concentracién de NacCl (0-2M).

Donde a) Azucares totales b) Fucosa y c¢) Acidos urénicos.
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[11.6 DISCUSIONES

La pared celular de las macroalgas se caracteriza por contener abundantes
polisacéridos de la matriz, los cuales se encuentran en mayor proporcion que los
polisacaridos de la pared celular. Estos polisacaridos, estan formados principalmente
por azucares con caracter acido (Painter, 1983). Dado que los factores ambientales
influencian el crecimiento de las algas, éstos pueden tener un efecto sobre la quimica
de la pared celular. Particularmente el alga parda Silvetia compressa que habita el
extremo superior de la zona intermareal, aparte de estar expuesta a fluctuaciones
extremas de temperatura e irradiancias, el estrés fisico impuesto por la emersion de la
marea es particularmente severo para esta especie (Davidson y Pearson, 1996). S.
compressa similar a lo que ocurre con otras especies de las fucales, puede estar
expuesta al aire por periodos de mas de 8 horas y aun asi mantiene su habilidad para
realizar fotosintesis. Por otra parte, se desconoce con precision el mecanismo por el
cual estas especies pueden tolerar el estrés osmaotico extremo; sin embargo algunas
investigaciones sobre la fisiologia de algas intermareales, identifican a los
carbohidratos intracelulares como compuestos osmaoticamente activos (McCully, 1968;

Iwamoto y Shiraiwa 2005).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que factores ambientales,
como la temperatura influyen en el metabolismo de las macroalgas, en este caso se
observé que variaciones en la temperatura a que fue sometida el alga parda S.
compressa, produjo cambios en el contenido y composicion de los polisacaridos

sulfatados de la pared celular (fucoidan).

Durante los 30 dias que durd el tratamiento, se observé una ligera reduccion en
relacion al valor inicial en el rendimiento (11.59%) para todas las temperaturas
ensayadas de 10, 15 y 20°C (9.59, 10.13 y 10.25% respectivamente). Las diferencias
en rendimiento entre los tratamientos fue minimo (Tabla 1V.1); sin embargo si se

observé un afecto sobre el contenido de sulfatos. El contenido de sulfatos de la
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muestra inicial 12.83 + 0.32 % incrementd 6% sometida a 10°C, mientras que el
incremento a 15y 20°C fue muy ligero. A pesar de que hubo muy poco cambio con las
diferentes temperaturas, la tendencia que se observa, es que ocurre una disminucién
del contenido de sulfatos al incrementar la temperatura de cultivo. En el alga verde Ulva
clathrata cultivada a diferentes temperaturas, se encontré un comportamiento similar en
el contenido de sulfatos, donde ocurre una relacion inversa entre el contenido de
sulfatos y la temperatura (Mesa-Soria, 2006); lo anterior, contrasta con el
comportamiento para algas agarofitas y carragenofitas, donde el contenido de sulfatos
en agar y carragenanos, incrementan con la temperatura en la que crece la planta
(Kloareg y Quatrano, 1988; Craigie, 1990).

Respecto a las diferencias encontradas en funcion del tejido, el tejido mas joven
(a4pices) mostré el menor contenido de sulfatos, esto coincide con los trabajos de
Quatrano y Stevens (1976), que encontraron que al momento en que ocurre la
fertilizacion del cigoto, se inicia la formacion de la pared celular, donde inicialmente solo
se encuentra celulosa y alginatos y carece de fucosa (< 1 h); pero a medida que pasa
el tiempo, ocurre un incremento paulatino en el contenido de fucosa y su proporcion de
sulfatos (= 12 h), este comportamiento continla, hasta que la planta posee un alto

contenido de fucosa sulfatada (Quatrano y Stevens, 1976) (Tabla IV.2).

En funcién de la localidad geogréfica, tambien ocurrieron cambios; se observa un ligero
incremento en el contenido, donde ocurre un gradiente de norte a sur (Fig. 3.2). Lo
anterior, de acuerdo al efecto observado en la temperatura, se pudiera inferir, que
temperaturas menores ocurren en la localidad mas surefia (El Rosario), esto pudiera de
algun modo justificarse por el hecho de que en esta localidad, durante el afio ocurren
surgencias en forma recurrente (Durazo y Baunmgartner, 2002). Sin embargo el
comportamiento observado no debe considerarse concluyente, debido a que en el
medio ambiente natural, estan implicados muchos factores que afectan en general el
metabolismo algal (temperatura, nutrientes, irradiancias, periodos de emersién, etc),
por ello seria necesario realizar un analisis donde se evalie composicién y rendimiento

de PS en relacién directa con factores ambientales bien delimitados.

83



Por otra parte, tanto la composicidon quimica, como la razén molar (Fucosa: Sulfatos:
Ac. Urdnicos) obtenida en este estudio (Tabla 111.2 y 111.3) muestran claramente que los
polisacaridos solubles de S. compressa, corresponden a fucanos sulfatados que
contienen &cidos urénicos en su composicion. Tal como lo describen otros autores
(Percival and Ross, 1950; Schweiger, 1962, Larsen et al., 1966; Medcalf et al., 1978;
Kloareg et al., 1986).

Este estudio comprueba que los polisacéridos solubles de S. compressa, es un grupo
heterogéneo de macromoléculas y por lo tanto, pueden ser separados por diferentes
técnicas cromatogréficas; por ejemplo en funcién del tipo y densidad de cargas que
posee, ya que esto se relaciona directamente con la solubilidad de las macromoléculas
(Smidsrod, 1967; Kloareg et al., 1986; Rinaudo, 2006).

En congruencia con el precepto anterior, la precipitacion fraccional realizada en este
estudio con etanol y etanol-MgCl,, se logré separar fracciones de composicion
diferente. Una fraccion insoluble se obtuvo con etanol al 50%, esta, fue la fraccion con
el menor grado de sulfatacion, pero con mayor contenido de &acidos uronicos (U-
Fucoidan); mientras que la fraccion que permanecié soluble, fue mas alta en grupos
hemiester sulfato y menor o nulo contenido de acidos urénicos (F-Fucoidan) (Tabla
[11.3) esta dltima fraccidon, se asemeja en composicion a la definicion estricta del
fucoidan (Larsen et al., 1966; Larsen, 1967; Mian y Percival, 1973; Hogsett y Quatrano,
1975; Larsen, 1978; Bilan et al., 2006).

Este comportamiento va de acuerdo con lo establecido en parrafos anteriores de que
mayores contenidos de grupos hemiester sulfato confieren mayor solubilidad; es por
ello que la fraccion con mayor contenido de sulfatos requiere cantidades mayores de
solvente para inhibir la solubilidad de estos polisacaridos sulfatados (Kloareg et al.,
1986). Es también necesario puntualizar que el uso de las sales de magnesio (MgCl,)
para promover la precipitacion, resulté en la obtencién de fracciones mas homogéneas
(Figura 3.b), ya que el magnesio (metal divalente) se une a los grupos carboxilo de

unidades monoméricas de los acidos urénicos, provocando con ello una precipitacion
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mas eficiente de la fraccion que contiene acidos urénicos con el cambio de solvente
(Larsen et al., 1966; Larsen, 1978).

Mediante el empleo de cromatografia de intercambio anionico (DEAE-52), se logré
también demostrar que los polisacaridos solubles de las algas pardas estan formados
por grupos de polisacaridos de composicion diferente que va, desde la presencia de
azucares neutros (probablemente fracciones de laminaran o celulosa) con poca o nula
retencion en la matriz de la resina, hasta polisacaridos altamente iénicos; lo anterior en
base al patron de elucién obtenido (Fig. 3.6) donde polisacaridos con una mayor
densidad de cargas negativas (sulfatos o acidos urénicos) poseen mayor afinidad a la

resina anionica y por lo tanto esa fraccion tendra una mayor retencion.

De acuerdo al orden de elucion obtenido con la resina de intercambio anionico (DEAE-
52) (Fig. 3.6), la fraccion | corresponde a azucares neutros, mientras que la fraccion IV
con la mayor retencion dentro de la columna y que fue eluida con la concentracion mas
alta de NaCl (1.5 - 2 M) debe corresponder a un polisacarido con una alta densidad de
cargas negativas. Al no detectarse acidos uronicos en esta fraccion (Fig. 3.6), se infiere
entonces que la densidad de cargas en la molécula, se debe exclusivamente a la
presencia de grupos hemiester sulfato, lo cual en el sentido estricto también concuerda

con la definicién de fucoidan (Larsen, 1978, Bilan et al., 2006).

Debido a que qued6 demostrada la heterogeneidad de los PS de algas pardas; la
composicion, varia de acuerdo a la fuente, entonces para un aprovechamiento optimo
de estas sustancias, es necesario obtener a partir de diferentes especies algales,
extractos purificados de composicién definida con los que se realicen bioensayos,

mismos que permitiran evaluar de forma precisa la bioactividad de cada componente.
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CAPITULO IV

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS POLISACARIDOS
SOLUBLES DEL ALGA VERDE ULVA CLATHRATA (ROTH) C. AGARDH.
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IV.1 INTRODUCCION

Las algas verdes y en particular las especies de Ulva, tienen una distribucion mundial,
crecen en las zonas intermareal y submareal, adheridas a sustrato rigido, aunque se
pueden desarrollar bien en forma libre. Las especies de Ulva, son consideradas
especies oportunistas y proliferan en aguas costeras eutroficadas (Borowitzka, 1972;
Teichberg et al., 2010).
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A diferencia de las otras divisiones algales (rodofitas y faeofitas) donde muchas de las
especies son ampliamente utilizadas, para las clorofitas los usos es més limitado. Entre
sus principales aplicaciones, encontramos que en Japon, algunas especies de Ulva son
usadas como alimento ej. el producto comercial, conocido como “aonori” o “green laver”
es una mezcla de las algas Ulva pertusa, Enteromorpha prolifera Monostroma
latissimum (Nisizawa et al., 1987). También en Europa, Ulva ha tenido aplicaciones en
alimento para aves ya que mejora la coloracion de la carne y de la yema de huevo
(Indergaard y Minsaas, 1991).

A pesar de que las algas verdes son una fuente importante de polisacaridos complejos,
hasta el momento no se ha identificado ningun hidrocoloide de importancia comercial.
En el caso particular de las especies de Ulva estan, los polisacaridos presentes, estan
formados por cuatro familias, dos principales, el ulvano soluble y la celulosa insoluble;
asi como dos menores, el xiloglicano lineal soluble en alcali, asi como un glucuronano
(Lahaye y Robic, 2007). Mientras que la celulosa, es un polisacarido lineal neutro, el
ulvano es un polisacarido anionico, sulfatado, soluble en agua. Esta formado
principalmente por el azucar ramnosa (6-deoxi-manosa), grupos sulfato y acidos
urénicos (Percival y McDowell, 1967; Medcalf et al., 1972; Robic et al., 2009); ocurre
principalmente como &cido aldobiurdnico (4-O-B-D-glucuronosil- a -L-ramnosa) o como
ulvanobiosas, donde los &cidos uronicos son reemplazados por la 1-4 B-D-xilosa o la
xilosa 2-sulfato (Lahaye, 2001) (Fig. IV.1).

Las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas del ulvano son altamente dependientes de
su composicién quimica, azUcares componentes, densidad de cargas y de su peso
molecular. Tal como ocurre en otras divisiones algales, en las algas verdes, el
rendimiento y composicién de sus polisacéaridos, es dependiente de las especies de las
cuales se obtiene y es afectado por las condiciones ambientales en donde se
desarrollan (Lahaye y Robic, 2007), la estacion del afio (Abdel-Fattah y Edrees, 1973;
Lahaye et al., 1999; Medcalf et al., 1975; and Robic et al., 2009c), asi como el método
de extraccion empleado (Percival, 1964; Medcalf, 1975; Ray y Lahaye, 1995; Robic et
al., 2008).
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En relacién a los usos en México, particularmente en el estado de Sinaloa, el alga
verde Ulva clathrata (Roth) C. Agardh, se ha estado empleando como alimento directo
en las granjas de camaroén, bajo el argumento adn no probado de que esta especie es
un auxiliar en la prevencién de la incidencia del virus de la mancha blanca (Cruz-
Suarez et al., 2009). La bioactividad anterior, puede atribuirse a la presencia en estas
algas de polisacaridos sulfatados, ya que a éstos compuestos se le atribuyen varias
actividades bioldgicas y fisiolégicas, tales como anticoagulante, antihiperlipidémico,

antiviral, antitumoral y antioxidante, entre otras (Pereira et al., 1999; Colliec et al.,

1994).
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Figura 4.1 Estructura de las principales estructuras disacaridas repetitivas presentes
en los polisacaridos de Ulva (ulvano); los &cidos ulvanobiurénicos A3s y B3s y las

ulvanobiosas U3s y U’s3s (Lahaye, 2001).
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IV.2 HIPOTESIS

Las algas verdes dentro de su pared celular, poseen una mezcla de polisacéaridos de
estructura compleja, éstos, interaccionan entre si, mediante diferentes uniones como,
ionicas, puentes de hidrégeno, etc., de ésta manera permanecen dentro de la planta
cumpliendo su funcién estructural. De la mezcla de polisacaridos presentes en Ulva
clathrata, mediante el uso de diferentes medios, como, el agua, EDTA y HCI, es posible

solubilizar polisacéridos de composicion diferente.

IV.3 OBJETIVO

IV.3.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de los polisacaridos presentes en el alga verde Ulva

clathrata.

IV.3.2 OBJETIVO PARTICULAR

Evaluar el efecto del medio de extraccion en la composicidn de los polisacaridos

solubles del alga verde U. clathrata.

IV.4 MATERIALES Y METODOS

IV.4.1 MATERIAS PRIMAS

Ulva clathrata, se colecté en una poza de cultivo de camarén en Los Mochis, Sinaloa

México, ubicada en las coordenadas: 25° 35’ 28” Lat N, 109° 05’ 54” Long W (Fig. IV.2).

La muestra colectada, se secé a la sombra y se molié (tamafio < 0.5 mm); para su
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almacenamiento se coloco6 en bolsas de plastico y se conservé a temperatura ambiente

para sus analisis.
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Figura 4.2 Localidad de colecta de Ulva clathrata. Proviene de una granja comercial

productora de camaron en Mochis, Sinaloa, México.

IV.4.2 EXTRACCION

Los polisacaridos solubles de U. clathrata se obtuvieron en dos fracciones extraidas
secuencialmente; el desarrollo experimental se muestra en la figura IV.3. Se
procesaron por triplicado muestras de 2 g de U. clathrata molida y seca; donde la
fraccion 1 (F-I) se obtuvo extrayendo con 3 soluciones diferentes: a) agua, b) acido
etileno diamino tetra acético, sal disodica (Na,EDTA) y ¢) HCL 0.2N; para la extraccion,
se colocaron en 20 mL del medio respectivo (1:10 peso/volumen), se mantuvieron en
agitacion por dos horas dentro de un bafio maria a 60°C. Se centrifug6 y se colecté el
sobrenadante, mientras que el material residual se re-extrajo por 60 minutos

adicionales con 20 mL del mismo medio; se centrifugd y el sobrenadante se mezclé con

90



el obtenido en la primer extraccion, mientras que el alga residual se separ6 para
realizar la extraccion secuencial. La fraccion soluble combinada de las dos
extracciones, se filtr6 a vacio con tierra de diatomeas y se precipitdé con 3 volumenes
de etanol. El precipitado obtenido, se recuper6 por centrifugacion y se lavé 3 veces con
15 mL de etanol al 70% (v/v) y 2 veces con 15 mL de etanol concentrado; para
determinar el rendimiento, se sec6 en estufa de conveccion a 60°C hasta peso

constante.

El material residual de cada una de las extracciones anteriores se utilizé para realizar
la extraccion secuencial en solucién alcalina (NaOH) (Fig. 4.3). La fraccién 2 (F-1l) se
obtuvo al tratar el alga residual de cada uno de los tratamientos anteriores; con 20 mL
de NaOH 0.1 M en un en bafio maria a 60°C por dos horas; el extracto obtenido se
centrifugd por 5 minutos a 1500 rpm, se colectd el sobrenadante, se filtr6 a vacio con
tierra de diatomeas y se precipito en forma similar a la fraccion F-I con 3 volumenes de

etanol, se recuperé como se describi6 en la fraccion anterior.
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Figura 4.3 Diagrama de flujo que muestra la extraccion secuencial de polisacaridos

solubles del alga verde Ulva clathrata.

IV.4.3 ANALISIS

Del extracto seco obtenido de cada fraccion, se prepararon soluciones en agua a una

concentracion apropiada para analisis ej 100 ug/mL.

Carbohidratos totales, se estimaron por el método espectrofotométrico del fenol-acido
sulfurico (Dubois et al., 1956) galactosa y ramnosa se usaron como estandares.
Brevemente, en puebas por duplicado en tubos de ensayo de 16 x 20 mm se coloco 1
mL de muestra o estandar (0 a 100ugr), se le adicionaron 250 uL de solucion de fenol
al 3% y en forma rapida 2.5 mL de &cido sulfurico concentrado. Se reposa por 30

minutos y se lee absorbancia a 485 nm.
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Ramnosa, se midié colorimétricamente por el método de cisteina para deoxi-azlcares

(Dische, 1955), ramnosa se usé como estandar.

Acidos urdnicos se cuantificaron por el método de carbazol (Bitter y Muir, 1962) &cido

glucurénico se usé como estandar.

Proteinas se determinaron por el método de Bradford (Bradford, 1976), albimina de

suero de bovino (BSA) se empleé como estandar.

Grupos sulfato, se determinaron por el método turbidimétrico de cloruro de bario-
gelatina, donde el K;SO, se us6é como estandar (Tabatabai, 1974, modificado por
Craigie y Wen, 1984).

El espectro de infrarrojo se adquirié en un espectrofotdmetro FTIR-100 Beckman, para
lo cual se usaron aproximadamente 3 mg del extracto seco de cada fraccion. La
muestra correspondiente se homogeneizé en un mortero de agata con bromuro de
potasio (KBr) sdlido; se formé una pastilla por medio de una prensa. El espectro de
infrarrojo se adquiri6 en modo de transmitancia en el rango de 400 a 4000 cm™ con
resolucion de 4 cm™; para cada muestra, se realizaron 10 barridos y los espectros se

obtuvieron aplicando transformadas de Fourier.

Se realiz6 resonancia magnética nuclear de proton (RMN-H'), para ello
aproximadamente 5 mg del extracto seco de U. clathrata, se disolvieron en agua
deuterada (D;O) y el espectro se adquiri6 a temperatura ambiente usando un
espectrofotometro Varian FT H-NMR a 300 MHz. Los desplazamientos quimicos se

expresaron en partes por millén (ppm).
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IV.5 RESULTADOS

El alga verde U. clathrata posee aproximadamente un 20% de polisacaridos solubles
en agua. El rendimiento y composicién de los polisacaridos obtenidos en una
extraccion secuencial, varian entre los métodos de extraccion empleados. En todos los
casos probados, el rendimiento obtenido en la primera fraccion (F-I) (agua, Na;EDTA 'y
HCI) fue mayor que el rendimiento obtenido en la segunda fraccién (F-Il) que
corresponde a la extraccion secuencial en NaOH (Fig. 1V.4). El mayor rendimiento de
polisacaridos solubles en F-1 se obtuvo en la extracciéon con HCI (14.83%), mientras
que en la extraccion en agua fue el menor rendimiento (7.72%). La extraccion
secuencial en NaOH, sigui6 el mismo comportamiento, donde la extraccion
correspondiente al acido fue la mayor con 5.92% y la extraccion secuencial del agua
fue la menor con un 2.67% (Tabla IV.1).

En relacion a la composicién, esta fue diferente tanto entre tratamientos en cada

fraccion, asi como entre las 2 fracciones obtenidas.

El contenido de carbohidratos totales cuantificado, se mantuvo en un rango similar para
ambas fracciones F-1y F-Il (de 26.68 a 44.62% y de 27.03 a 43.27% respectivamente);
sin embargo, si hubo diferencias en el contenido sulfatos, proteinas y en azlcares

componentes (ramnosa y acidos urénicos).

En todos los casos, la fraccion F-I, fue mas sulfatada (de 27.87 a 35.8%) y tuvo un
contenido ligeramente mayor de ramnosa (16.99 a 32.52%) que lo encontrado en la

fraccion F-11 (5.61 a 7.36% para sulfatos y 14.01 a 25.91 para ramnosa).
Por otra parte la fraccion correspondiente a la extraccién secuencial alcalina (F-11), fue

mayor en contenido de proteinas (8.41 a 9.07%) y acidos urodnicos (8.95 a 13.35%) que
los encontrados en F-I (0.39 a 0.56% y 7.15 a 11.55% respectivamente) (Tabla 1V.1).
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En la tabla IV.2, se muestra la raz6n molar entre los componentes, calculada a partir de

los resultados obtenidos en este estudio.

Tabla IV.1 Composicién quimica de los polisacaridos soluble de U. clathrata, extraidos en

medios diferentes (agua, Na, EDTA y HCI) Fraccién | y Fraccion Il obtenida por extraccion

secuencial con NaOH 0.1 M (n=3).

Fraccion | Fraccion |l
Agua(l) EDTA(Z) HCL(3) NaOH(l) NaOH(l) NaOH(3)

Rendimiento 772+1.1 1089+10 1483+15 2.67+0.2 3.44+0.3 596+1.0
Proteinas 0.56 +0.1 0.51+0.1 0.39+0.1 8.41+1.3 9.07+13 8.72+1.1
Carbohidratos 26.68+2.2 3049+29 4462+1.1 27.03+1.6 32.06 +0.8 43.27+2.0
Totales

Ramnosa 1699+1.2 2033+x1.2 3252+0.5 14.01+1.9 17.53+0.9 2591 +1.1
Sulfato 3580+1.1 3252+09 27.87+0.8 561+05 6.06 £ 0.2 7.36 0.3
Acidos 7.15 +0.8 751+05 1155+0.2 8.95+0.6 1052 +1.2 13.35+1.3
Urénicos
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Tabla IV.2 Razdon molar de componentes (Ramnosa: Sulfatos: Acidos Uronicos)

calculada para las fracciones F-lI y F-1l obtenidas por extraccion secuencial de U.

clathrata.
Fraccion | Fraccion |l
Medio Ramnosa Sulfatos Acidos Ramnosa Sulfatos Acidos
Urdénicos Uroénicos
Agua 1.0 2.9 0.3 1.0 0.5 0.5
EDTA 1.0 2.3 0.3 1.0 0.5 0.5
HCL 1.0 1.2 0.3 1.0 0.4 0.4

Tabla IV.3 Razén molar teérica (Ramnosa: Sulfatos: Acidos Urdnicos: Xilosa) y el
contenido (%) en base a
Lahaye (2001).

las estructuras idealizadas del ulvano, propuestas por

% Razdn Molar
Estructura Ramnosa Sulfatos Acidos Xilosa Ramnosa Sulfatos Acidos Xilosa
idealizada Uronicos Uronicos
Ulvano
1A3s 34 24 41 1 1 1 0
2B 3s 34 24 41 1 1 1 0
3U3s 38 27 35 1 1 0 1
4U2’ s 35 30 43 27 1 2 0 1
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Los espectros de infrarrojo (FTIR) muestran sefales similares para las 2 fracciones
secuenciales F-l y F-II, sin embargo el espectro para la primer fraccion F-I (Fig. 4.3a)
fue mas complejo que el correspondiente para la fraccion alcalina F-Il (Fig. 4.3b). Se
presentan dos bandas una a 1646 y la otra a 1410 cm™, las cuales corresponden al
grupo carboxilo (C=0), la primer sefial se desplaza a 1750 cm™ en el extracto acido
correspondiente (Fig. 4.3b%. Es notoria una sefial fuerte a 1260 debida a la vibracion
del enlace del éster sulfato (S=0), se detecta también una sefial fuerte a 1055, la cual
es comun para todos los polisacaridos sulfatados y dos sefiales menores, una
relacionada a un grupo sulfato en posicién axial a 840 cm™ y otra a 790 cm™,
relacionada a los azucares ciclicos (Robic et al. 2009a) (Fig. 4.3a, b).

El espectro de resonancia magnética nuclear de protén (RMN-H') obtenido para la
fraccion correspondiente al extracto acido F-I de U. clathrata se muestra en la Figura
4.4. Muestra las sefiales caracteristicas para los protones de azlcares; en particular la
sefal con desplazamiento quimico de 5.36 ppm, pudiera atribuirse a la presencia de
protones asociados a grupos sulfato, ademas, hay una sefal principal en campo alto a
1.26 ppm, esta es congruente con la presencia de los protones del metilo de los deoxi-

azucares como la ramnosa (Mao et al., 2006)
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Figura 4.4 Espectro de infrarrojo (IR) obtenido de extractos aislados de Ulva clathrata, donde

a y b corresponden a los espectros de las fracciones F-l1 y F-ll respectivamente. En cada

fraccion, los nimeros de los espectros 1,2 y3, corresponden al medio de extraccion, agua,

Na,EDTA y HCL respectivamente.
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Figura 4.5 Espectro de resonancia magnetica nuclear de proton (RMN-HY) de los

polisacaridos soluble en HCI, aislados de Ulva clathrata.

IV.6 DISCUSIONES

Las algas pertenecientes a las clorificeas, son una fuente importante de polisacaridos
solubles en agua, en particular a los polisacaridos obtenidos de las Ulvales, se les ha

aplicado el término de ulvanos (Lahaye y Robic, 2007).

En este estudio se extrajeron secuencialmente los polisacéaridos solubles del alga verde
Ulva clathrata, donde una primer fraccion (F-1) se obtuvo, mediante la extraccion con
diferentes medios acuosos, tales como a) agua, b) Na,EDTA y c¢) solucion de HCI;
mientras que la segunda fraccion (F-I1), se obtuvo mediante la extraccion secuencial en

medio alcalino del material residual.

Bajo las condiciones descritas en este estudio fue posible la extraccion de

polisacaridos del alga verde Ulva clathrata; el rendimiento obtenido, varié de 10.39 a
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20.79% del peso seco del alga, estos rendimientos estdn dentro del rango de 8% a
29% en peso seco, reportado para diferentes especies de Ulva (Lahaye y Robic, 2007).
Hubo diferencias en rendimiento y composicion entre las diferentes condiciones de

extraccion probadas (Tabla 1V.1).

Para todos los casos la F-1 resultdé con mayores rendimientos (7.72 a 14.83%) que la
correspondiente extraccion secuencial alcalina F-11 (2.67 a 5.96%). Lo anterior coincide
con el comportamiento obtenido por Percival (1964), quién en dos extracciones
sucesivas reporté mayores rendimientos (22%) en una primer extraccién (agua y clorito

de sodio) que en las extracciones alcalinas suscesivas correspondientes (14.2%).

En nuestro estudio, los mayores rendimientos para F-1 se obtuvieron con HCI (Tabla 1),
esto, puede atribuirse a la mejor solubilidad en este medio de los polisacaridos acidos y
neutros. En forma similar la mayor eficiencia para la fraccion F-Il, correspondio a la
extraccion alcalina sucesiva de la extraccion con HCI; esto puede explicarse en parte
por la remosion de cationes que ocurre durante la extraccion acida previa;
especialmente de metales divalentes como el calcio, los cuales interfieren en la
solubilidad de los polisacaridos (Rinaudo, 2006). En congruencia con lo antes
expresado, la extraccion con el agente secuestrante de calcio, el Na;EDTA, éste, tuvo
también mayor eficiencia que el agua pura. En este sentido entonces, el uso de
agentes quelantes de metales polivalentes ej. calcio (oxalato o EDTA), pueden ser
auxiliares para la extraccion de polisacaridos y mejorar su solubilidad posterior
(Rinaudo, 2006; Robic, 2008).

Se ha reportado que la composicion de los polisacaridos solubles de las especies de
Ulva, es heterogénea y puede contener L-ramnosa, acido D-glucurdnico, D-xilosa y
cantidades variables de grupos sulfato (Percival, 1964; Medcalf et al., 1975; Lahaye et
al., 1999; Lahaye, 2001; Lahaye y Robic, 2007). Debido a esta heterogeneidad, es
entendible que diferentes medios empleados en la extraccion resulten en diferencias en

la composicion (Tabla 1V.1); las cuales, pueden atribuirse a las propiedades de

100



solubilidad de los diferentes grupos de polisacaridos presentes (Lahaye, 2001;
Rinaudo, 2006).

En la primer fraccién F-1, se solubilizé el material mas acidico, que corresponde a
polisacaridos con un mayor contenido de sulfatos (27.87 a 35.8%) y baja cantidad de
proteinas (0.39 a 0.56%); lo anterior, de acuerdo a Percival (1964), las proteinas
presentes en los extractos de Ulva, pueden ser consideradas como material
contaminante y no propiamente parte del polisacarido. En contraste la fraccién alcalina
(F-11), es menos i6nica, posee menor contenido de sulfatos, pero fue mayor el
contenido de proteinas (Tabla IV>1). La liberacion de proteinas observada en esta
tltima fraccion, se explica por el rompimiento de puentes hidrégeno y posterior
solubilizacion de este material en la solucion alcalina (Robic et al., 2008). En esta
misma fraccion se detectdé un mayor contenido de acidos uronicos, este hecho es
probable que se deba a la mayor solubilidad de este componente en medio alcalino, tal

como ocurre en alginatos (Haug, 1964).

En relacion a los espectros de infrarrojo obtenidos para los polisacaridos de U. clathrata
(Fig. IV.3 a, b), éstos, son similares a los mostrados para otras especies de Ulva (Ray
y Lahaye, 1995; Castro et al., 2006; Robic et al., 2009a).

Se presenta un par de bandas asimétricas a 1650 y 1400 cm™, las cuales se relacionan
a grupos carboxilo (C=0) probablemente de los acidos urénicos (Colthup, 1950; Rao,
1967; Robic et al., 2009a). En el caso del espectro que corresponde al extracto en HCI
de F-I(Fig. 3a°), se observa una banda adicional a 1750 cm™, la cual puede
relacionarse al grupo carboxilico protonado (Colthup, 1950). La presencia de una sefial
fuerte a 1260 cm™ se debe a la vibracién del enlace S=O, indica la presencia de los
grupos ester sulfato (Lloyd et al., 1961), dos sefiales pequefias a 850 y 790 cm™ son
tipicas para los ulvanos (Robic et al., 2009a); donde la sefial a 850 cm™ se atribuye a la
presencia de grupos éster sulfato en posicion axial (Rochas et al.,, 1986). La
correspondencia de esta sefial (850 cm™) con grupos sulfato, se comprueba con los

espectros de IR para ulvano de U. rigida desulfatado-resulfatado donde ocurre la
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desaparicion-aparicién de esta sefial (Castro et al., 2006). La sefial a 790 cm™, se
puede correlacionar a la presencia de azucares ciclicos B. Se distinguen también
sefiales fuertes alrrededor de la region de 1055 cm™, estas, son debidas al estiramiento
de la sefial C-O de los enlaces hemiacetalicos de las unidades de ramnosa y acido
glucurénico, esta sefial, ocurre en todos los ulvanos (Robic et al., 2009a). En relacion al
IR para la fraccion alcalina (F-11) (Fig IV3a), en todos los casos, presentan las mismas
sefiales que la fraccion F-I; sin embargo, hay una mejor definicibn de las sefales,
probablemente se deba al hecho de que en la primer fraccion (F-1) ocurre una mezcla
mas compleja de polisacaridos, muchos de los cuales ya estan ausentes en el extracto

alcalino.

En relacion a las sefales obtenidas en el espectro de resonancia magnética nuclear de
proton (RMN'), en campo alto se presenta la sefial caracteristica de los protones del
grupo metilo (carbon primario) de la deoxi-manosa la a-L ramnosa; entre 3 y 4.5 ppm
se encuentran las sefales caracteristicas de protones de los azucares ciclicos,
mientras que a campo bajo la sefial a 5.3 ppm se relaciona al proton anomérico de la
ramnosa sulfatada; en general, las sefiales encontradas en el espectro RMN' de U.
clathrata, se correlaciona bien con los datos publicados para Ulva spp. (You et al.,
1997; Mao et al., 2006; Lahaye y Robic, 2007).

Como se mencion6 con anterioridad, el método de extraccion tiene influencia en la
composicion del polisacarido (Percival, 1964; Medcalf, 1975; Rayy Lahaye, 1995;
Lahaye et al., 1996; Robic et al.,, 2009a). En nuestro estudio el principal polisacarido
extraido de U. clathrata, corresponde a un polisacarido altamente sulfatado, mas que
aquellos reportados para U. armoricana (10.3 a 13.8%) y U. rotundata (9.2 a 12.5%)
(Robic et al., 2009a, c), pero es similar a la sulfatacién obtenida para U. conglobata
(23.04 a 35.2%) (Mao et al., 2006). De manera similar a lo encontrado en este estudio,
los polisacéaridos de las especies antes mencionadas el aztcar ramnosa fué el residuo
principal y en todas las especies el polisacarido contenia cantidades variables de

acidos urénicos y proteinas (Mao et al., 2006; Robic, et al., 2009 a, c).
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En funcion de la estructura quimica idealizada propuesta por Lahaye (2001) para los
ulvanes (Fig. IV.1), se obtiene la razén molar tedrica de los componentes (Tabla 3).
Relacionado a la estructura quimica idealizada para el ulvan y considerando que los
acidos urodnicos estuvieron presentes en todos los extractos, entonces nuestros
resultados concuerdan bien con las estructuras idealizadas de los &cidos
ulvanobiurénicos A3s y B3s (Fig. IV>4.1), ya que las ulvanobiosas se forman por xilosa
y ramnosa; por lo tanto, en base a las razones molares de componentes, consideramos
que las fracciones de polisacaridos obtenidas de Ulva clathrata en este estudio,

corresponden a una estructura desviante de los acidos ulvanobiurénicos (Tabla 2).

Con el proposito de establecer aplicaciones especificas de los ulvanos y correlacionar
con sus propiedades bioactivas, es necesario realizar mas trabajo para definir la
estructura quimica de los polisacaridos presentes en las diferentes especies de Ulva y

sSus variaciones.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el presente trabajo, se analizan especies de macroalgas pardas y verdes
abundantes en las costas de Baja California y se aportan datos acerca de sus
polisacéridos sulfatados.

Los polisacéaridos sulfatados, se distribuyen en todas las divisiones algales; en
particular los presentes en algas rojas como agar y carragenanos, son sistemas de
polisacaridos ampliamente estudiados; sin embargo aquellos que se encuentran en
algas pardas y verdes, es aun necesario, definir con certeza sus propiedades acordes a

Su composicion quimica.

Debido a que el sistema de polisacaridos en algas marinas es muy complejo, la
temperatura y el medio de extraccion influyen en el rendimiento y composicion de los
polisacaridos sulfatados. La temperatura, influye positivamente en el rendimiento, sin
embargo presenta una correlacion negativa con la selectividad.

El medio de extraccion afectd el rendimiento y composicion de los polisacaridos
sulfatados de algas pardas, la extraccion con sales de calcio produjo polisacaridos con
mayor contenido de sulfatos, probando ser un medio mas selectivo; sin embargo, el
medio acido, produjo los mejores rendimientos con mejores caracteristicas de
solubilidad.

En las dos divisiones de macroalgas estudiadas, los polisacaridos solubles obtenidos
corresponden a polisacéridos sulfatados no galactanos, donde, para algas pardas
fucosa, es el azucar principal y ramnosa en las algas verdes Ulvales.

Mientras que en ambos casos se ocurren cantidades equivalentes de acidos uronicos;

las algas verdes presentan un mayor grado de sulfatacion.

Los polisacaridos solubles de algas pardas y algas verdes, son entidades
heterogéneas, donde ademas de su azucar constituyente (fucosa y ramnosa
respectivamente), poseen en su composicion, cantidades variables de grupos

hemiéster sulfato y acidos urénicos, entre otros azucares, de ahi que en funcion de su
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carga i6nica y o diferentes pesos moleculares, presenten diferencias que pueden ser
aprovechadas para separar las moléculas de polisacaridos presentes, por diferentes
métodos quimicos y cromatograficos, tal como quedd demostrado en este estudio.

La biosintesis de polisacaridos sulfatados, es afectada por los pardmetros ambientales,
ya que estos afectan el metabolismo algal; en particular se observé que el grado de
sulfatacién muestra una relacién inversa con la temperatura, esto contrasta con lo que
ocurre en los PS de algas rojas, donde el contenido de sulfatos se incrementa con la

temperatura.

A pesar de que las condiciones de cultivo, a que se sometio el alga parda S.
compressa, no controlaron todas las variables, los resultados son congruentes con el
patron biosintético de sulfatacion propuesto, que menciona que primero ocurre la
biosintesis del polisacarido y la incorporacion del sulfato es un evento posterior, en este

estudio el tejido joven presentd un menor nivel de sulfatacion.

RECOMENDACIONES

Muchas de la bioactividad que se le atribuye a los polisacaridos sulfatados (fucoidan y
ulvan), generalmente, se basan en la aplicacion de extractos crudos; la separacion de
entidades de composicion definida es una mejor alternativa en la busqueda de los

principios activos.

Aunque gran parte de la bioactividad, que presentan éste tipo de compuestos,
generalmente se asocia a la cantidad de grupos sulfato presentes; es necesario
estudiar y caracterizar los polisacaridos presentes en las macroalgas de la regién; ya
gue dentro de la gama de productos podria haber cierta especificidad como antivirales,
anticancerigenos etc.

Un punto interesante seria, elucidar la estructura y composicion de los extractos

obtenidos mediante degradacion enzimatica y separaciones cromatograficas.
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