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RESUMEN

El fucoidan es un bioactivo, con potencial nutracéutico. Este polisacarido se encuentra principalmente en las
algas marinas cafés (clase Phaeophyceae). Para determinar la concentracién y propiedades del fucoidan de
Sargassum sinicola se realizaron seis colectas en varios puntos de las costas de Sonora. Las algas se clasificaron,
lavaron, y secaron (humedad, 4%), se molieron y tamizaron. Los lipidos y parte de los pigmentos se extrajeron
con etanol. Posteriormente se utilizaron dos métodos para extraer el fucoidan, el primero (A) en condiciones
acidas (0.1M HCI) y el segundo (B) a estas condiciones, y afiadiendo formaldehido [0.1%] final, con propdsito
de blanqueo. Se obtuvieron rendimientos de 3.4+0.58 % y 4.2+1.45% para Ay B, respectivamente, sin que
hubiera diferencia significativa (p>0.05) en el pardmetro de transparencia L* (56.80+5.47). Sin embargo, los
espectros de infrarrojo con transformada de Fourier mostraron que el método B produjo una desulfatacion del
fucoidan, lo cual se confirmé al observar una reduccién de la carga superficial obtenida mediante dispersion
dinamica de la luz donde la carga del fucoidan A fue de -18+0.25 mv y la del B de -9.8 £0.85 mV. El método
de extraccion es importante porque algunas bioactividades del fucoidan dependen de su grado de sulfatacién.
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ABSTRACT

Fucoidan is a biologically active sulfated polysaccharide synthesized y brown alga (class Phaeophyceae). To
determine the concentration and properties of the fucoidan from Sargassum sinicola, six collections were made
at various points along the coast of Sonora. The seaweeds were classified, washed and dried ((moisture content,
4%), ground, and sieved. The lipids and part of the pigments were extracted with ethanol. Subsequently, two
methods were used for fucoidan extraction, the first (A) under acid conditions (0.1M HCI) and the second (B)
under these conditions, and adding 0.1% formaldehyde final concentration, for bleaching purposes. Yields of
3.4+0.58% and 4.2+1.45% were obtained for A and B, respectively, with no significant difference (p>0.05) in
the transparency parameter L* (56.80+5.47). However, Fourier transform infrared spectra showed that method
B produced a desulfation of fucoidan, which was confirmed by observing a reduction in surface charge obtained
by dynamic light scattering where the charge on fucoidan. Fucoidan extracted by method A had a surface charge
of - 18+0.25 mv and that of B was -9.8 £0.85 mV. The extraction method is important because some
bioactivities of fucoidan depend on its degree of sulfation.
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INTRODUCCION

Las macroalgas, también conocidas como algas marinas, pertenecen a uno de varios grupos de algas
multicelulares; algas marrones, rojas y verdes. Esta biomasa ha sido utilizada como alimento,
medicamento y fuente de bioactivos por culturas que habitan Asiay el Norte de Europa. Un bioactivo
importante por sus propiedades anticancerigenas, antinflamatorias, antioxidantes y anticoagulantes es
el fucoidan. Actualmente se consume como nutracéutico y se estudia su potencial para incorporarlo
en alimentos funcionales (Deniaud-Bouét et al., 2017). El fucoidan es un polisacérido rico en L-
fucosas, las cuales pueden estar sulfatas; también se encuentran pequefias cantidades de otros
monosacaridos; Este carbohidrato forma parte de la pared celular de las algas pardas (Phaeophyceae)
y esta presente e algunos invertebrados marinos como los erizos y pepinos de mar (Li et al., 2008).
Comercialmente se obtiene a partir de las algas Ascophyllum nodosum y Fucus vesiculosus (Wang et
al., 2019). Tiene una masa molecular que varia de 13 a 950 kDa, y constituye del 3 % al 10 % de la
biomasa de algas secas, dependiendo de la especie y el periodo de recoleccion. (Deniaud-Bouét et al.,
2017). El grado de sulfatacion se encuentra relacionado a la bioactividad del fucoidan, sobre todo en
aquellas actividades en las que la carga negativa es importante para que este carbohidrato interaccione
con otras moléculas, por ejemplo, para el caso de evitar la formacion de codgulos y aminorar los
efectos de la hipertension (Wang et al., 2019).

El aislamiento de polisacaridos a partir de algas marina consiste en una serie de procesos que incluyen
la preparacién del alga, el pretratamiento, la extraccion de los polisacaridos y su aislamiento; si
quieren purificarse, se tendran que afiadir operaciones unitarias adicionales (Dobrin¢i¢ et al., 2020).
La preparacion consiste en secar el alga a temperatura ambiente y posteriormente molerla para
aumentar el area de contacto con los solventes que se usaran para la extraccion de los polisacaridos
(Lim et al., 2017). El pretratamiento se realiza con la finalidad de evitar o reducir la extraccion de
componentes no deseados como pigmentos, lipidos y polifenoles. Para esto, se pueden usar solventes
con diferente grado de polaridad como el hexano, éter etilico, cloroformo y etanol, entre otros
(Fernando et al., 2019).

Las técnicas convencionales para la extraccion de polisacaridos de las algas marinas consisten en el
uso de agua o soluciones acuosas acidas a altas temperaturas. Comunmente se utiliza agua o acido
clorhidrico en una concentracion 0.1 M para romper la pared celular del alga y, dependiendo de la
especie, se aplican diferentes condiciones de tiempo y temperaturas altas para optimizar el proceso.
La composicion y la cantidad de fucoidan estan altamente influenciados por el pH, la temperatura
(30-90 °C) y el tiempo de reaccidn (1-5 horas), por lo que estos factores deben ser optimizados de
forma simultanea (Flérez-Fernandez et al., 2018). Después de solubilizar a los polisacaridos, el
alginato se puede extraer con carbonato de sodio (Na.COs) para realizar la conversion de acido
alginico a alginato de sodio y posteriormente se purifica. Otra alternativa es la utilizacion de cloruro
de calcio (CaCl,) para formar alginato de calcio. Después de separar el alginato, la solucién remanente
que contiene al fucoidan se somete a una purificacion para remover proteinas, acido alginico y otros
compuestos de bajo peso molecular (Dobrin¢i¢ et al., 2020). El fucoidan crudo se extrae por
precipitacion utilizando etanol como solvente. Esta precipitacion permite al mismo tiempo separar
impurezas de bajo peso molecular no deseadas. Para remover componentes disueltos que no se
pudieron separar, se utilizan métodos de purificacién como la separacion por membranas, intercambio
i6nico, cromatografia por exclusion de tamafio y cromatografia de afinidad (Dobrinci¢ et al., 2020).

Los sargazos pertenecen a la familia Sargassaceae, orden Fucales, clase Phaeophyceae y género
Sargassum. La mayoria de sus especies crecen fijas a las rocas, aunque existen algunas pocas especies
pelagicas, entre las que se encuentran aquellas que arriban desde el 2011 a las playas del Caribe
mexicano. En este estudio nos enfocamos a Sargassum sinicola por ser la especie mas abundante en
el Golfo de California, constituyendo mas del 70% de los bosques de algas marinas de esta regién
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(Casas-Valdez et al., 2016). El alga se fija en las superficies de piedras, rocas o cantos rodados por
medio de un rizoide conico. A partir del rizoide se forma el eje central o estipe con sus respectivas
ramificaciones (Norris, 2010). El largo al que crecen se encuentra entre 0.6 a 2.1 m, pudiendo
encontrarse desde el golfo de Santa Clara en la costa noroeste de Sonora hasta el Cabo San Lucas en
Baja California Sur (Casas-Valdez et al., 2016). La especie se ha estudiado como alimento para
ganado caprino y aviar. Sin embargo, no se utiliza comercialmente. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto del tratamiento de extraccién en el rendimiento, caracteristicas moleculares
(evaluadas mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier), carga superficial y
tamafo de particula, de fucoidan extraido a partir de Sargassum sinicola del Golfo de California. El
fucoidan se obtuvo mediante el método acido, comparandolo con un método acido modificado a fin
de obtener un compuesto més claro. Debido que este método de aclaramiento se ha probado para la
extraccion del alginato, que es el otro polisacarido obtenido a partir de las algas pardas, la hipétesis
inicial fue que dicho tratamiento no afecta la estructura del fucoidan.

MATERIALES Y METODOS

Lugar, &rea de trabajo

El proyecto se desarrollo en el Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de Alimentos Orientados a la
Salud (CyTAOS), en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Autonoma de Coahuila
(UAdeC) en Torredn, Coahuila, y en el Laboratorio de Funcion y Funcionalidad de Proteinas y
Glicanos del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD) en Hermosillo,
Sonora.

Recoleccion y preparacion de las algas

Para la caracterizacion del sargazo y la extraccion de fucoidan, se realizaron seis colectas de S.
sinicola en las costas sonorenses del Mar de Cortés. Los muestreos se llevaron a cabo en Bahia de
Bacochibampo, San Pedro Nolasco y playa Estero del Soldado, durante los meses de junio de 2018 y
2019. Las algas se clasificaron, enjuagaron con agua dulce y se extendieron en un secador solar hasta
gue alcanzaron una humedad < a 4 %. Posteriormente, se tamizaron para eliminar impurezas, se
molieron (Nbulet 900, Homeland Housewares, LLC, China) y se tamizaron nuevamente. La harina
obtenida se envaso en recipientes plasticos a temperatura ambiente, hasta su posterior analisis.

Pretratamiento de harina de S. sinicola para la extraccion de lipidos y pigmentos

Se mezcld harina de S. sinicola con etanol al 96 % en una relacion de 1:10 (p/v). La mezcla se dejé
en agitacion (SP131325 Stirring Digital, Thermo Scientific USA) constante durante 16 h a 25°C.
Posteriormente, los sélidos se separaron por decantacion y se repiti6 la operacién hasta que el etanol
quedo claro. Los sélidos se extendieron en una superficie de vidrio secandose a temperatura ambiente
antes de continuar con la extraccion.

Extraccion de fucoidan

Para el Método A, se procedidé como sigue. A la harina de alga se le afiadio acido clorhidrico 0.1 M
en proporcion 1:20 colocando la mezcla en bafio Maria con agitacion a 65°C durante 1h.
Posteriormente se filtré a vacio agregando al NaOH 3 M gota a gota hasta pH neutro. El sobrenadante
se ajusto a una concentracion final de etanol de 70%, utilizando etanol al 96 %; se dejé precipitar a
6 °C durante 24 h, recuperando el precipitado por centrifugacién a 3000 rpm durante 30 min, a 4 °C.
(Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) . EL precipitado se resuspendid
en agua deionizada, agregandole una solucién de CaCl, 3 M hasta ajustar a una concentracién de
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CaCl; 2 M. La mezcla se dejé en constante durante 4 h a 25 °C; posteriormente se centrifugd a 3000
rpm durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante se utilizé para extraer el fucoidan, afiadiéndole acido
tricloroacético en cristales hasta ajustar a una concentracion de acido del 10 % dejandolo en reposo a
25°C por 4 h para precipitar a las proteinas presentes, las cuales se separaron por centrifugacion a
3000 rpm durante 30 min, a 25 °C. Al sobrenadante se le afiadi6 etanol frio al 96 % dejandolo a 6 °C
por 24 h para precipitar al fucoidan. Después de obtenerlo por centrifugacién (3000 rpm durante 30
min y 4 °C), se dejé secar a temperatura ambiente en un desecador herméticamente sellado. Para el
método B se siguié el mismo procedimiento con la diferencia de que al sobrenadante de la extraccion
con HCl se le afiadi6 formaldehido al 37 % hasta obtener una concentracion final del 0.1 %, dejandolo
en reposo durante 1 h a 50 °C y a continuacidn filtrando al vacio, antes de continuar con la primera
adicion de etanol (McHugh, 1987). Se realizaron un total de 10 extracciones independientes, para
cada método.

Rendimiento

El rendimiento del fucoidan extraido por ambos métodos se obtuvo en base al peso de la muestra
mediante la formula siguiente:

peso del alginato seco

Rendimiento (%) = 100 Ec. (1)

peso del polisacarido seco

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier y Reflexion Total Atenuada (FTIR-
ATR)

El analisis de los grupos funcionales del fucoidan, se llevé a cabo mediante FTIR-ATR en un
espectroscopio Cary 630 FTIR (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Se utiliz6 un rango espectral de
4000 a 650 cm™ con una resolucion de 4 cm™. Los analisis se hicieron por triplicado graficando el
promedio de las absorbancias obtenidas en cada réplica. Se utilizo el software SigmaPlot versién 11
para obtener los espectros los cuales fueron analizados en base a las absorbancias de los grupos
funcionales presentes en polisacaridos y polisacéridos sulfatados.

Dispersién dindmica de la luz (DLS)

El tamafio de la molécula de fucoidan y el indice de dispersién del tamafio, se determinaron en un
equipo Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instrument Ltd., Worchestershire, UK) utilizando agua
desionizada como diluyente. Se prepararon soluciones de 1 mg mL™. Las mediciones se hicieron por
triplicado con 100 lecturas para cada una de las réplicas. Antes de analizar cada muestra, se llevo a
cabo una homogenizacion durante 3 min un en vortex, para evitar la formacion de agregados. La
carga de la molécula se determind también por DLS, utilizando el mismo equipo, programandolo para
medir la potencial zeta. Las determinaciones se hicieron por triplicado

Estimacion del contenido de proteina

La concentracién de proteinas en el fucoidan se estim6 mediante el método Bradford (1976),
utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. Los resultados se expresaron como mg
de proteina/g de peso seco del polisacarido.

Determinaciéon de color y actividad de agua

Para la determinacion del color del fucoidan se obtuvo el parametro L* que indica luminosidad
(0O=negro, 100= blanco), Se utiliz6 un colorimetro Konica Minolta CR-400/410 (Minolta, Jap6n). Se
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realizaron por lo menos tres mediciones para cada extraccion. La actividad de agua (Aw) se determino
con un medir de Aw AQUALAB PAWKIT (Espafa).

Analisis estadistico

Todos los analisis fueron por triplicado. Se presenta la estadistica descriptiva (media y desviacion
estandar de los resultados). Para el caso del color se realiz6 un ANOVA de una via y andlisis de
Tuckey para determinar diferencias (p< 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de fucoidan extraido en base al peso del alga utilizada fue de 3.4+0.58 y 4.2+1.45 %
para los métodos A y B respectivamente. El color del fucoidan obtenido en ambos métodos fue café
claro el cual es caracteristicos de los aislados de fucoidan (Azeem et al., 2017). No hubo diferencia
significativa (p>0.05) al determinar el pardmetro L* en los dos fucoidanes L* (56.80+5.47), indicando
que el tratamiento de blanqueo no fue efectivo para este carbohidrato, mientras que el contenido de
proteina fue de 28.6+3.3 y 30.2+2.3 mg de proteina /g de fucoidan para los fucoidanes obtenidos por
el método 1y el método 2, respectivamente. Estos contenidos son similares a los reportados por otros
autores (Wangy Chen, 2016). La Aw fue de 0.18+0.00 y 0.19+0.01para los fucoidanes de los métodos
Ay B, respectivamente, indicando que el polvo obtenido puede tener una larga vida de anaquel.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier con Reflexion Total Atenuada
(FTIR_ATR)

La figura 1 muestra el espectro tipico del fucoidan obtenido por el método 1. Se present6é una banda
entre los 3000 y 3500 cm-1 que se atribuye a los grupos OH, (muy abundantes en los polisacéridos,
por ser de naturaleza polihidroxilica. EI pico observado en valores cercanos a los 2900 cm-1 se
atribuye a grupos C-H. La huella dactilar de los carbohidratos se presenta en la regién de 1800 a los
800 cm™. La banda a 1600 a 1622 cm™ se asocia con el grupo C=0, de 4cido urénico presente en
pequefias cantidades en el fucoidan. Las bandas entre 1418 y1420 cm™ se atribuyen a la vibracion de
tension del grupo —COOH mientras que la sefial caracteristica de los polisacaridos sulfatas y debida
a los grupos S=0, se presento alrededor de los 1220 cm™, esta es una prueba de lo que se extrajo es
fucoidan ya que el alginato no esta sulfatado. La sefial cercana a los 1000 cm- se atribuye a los enlaces
glucosidicos tipicos de los polisacaridos. La vibracion de flexion del enlace C-O-S quedo registrada
entre los 820 y los 840 cm-1, esto sugiere que los grupos sulfato se encuentran mayoritariamente en
los C4y C2 de la fucosa (Zou et al., 2021).
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Figura 1. Espectro FTIR-ATR tipico de fucoidan de S. sinicola extraido por el método 1.

La Figura 2 muestra el espectro del fucoidan obtenido en este trabajo mediante en método 1 con el
espectro del fucoidan de Sargassum bindieri obtenido por Saepudin et al. (2017); se puede observar
gue ambos presentan el mismo patron, aunque con diferencias principales en los grados de
sulfatacion. Esto confirma que lo que se extrajo fue fucoidan.

S. sinicola

S. binderi

Figura 1. Comparacion de espectros FTIR-ATR de S. sinicola y S. binderi.

En la figura 3. Se muestran los espectros de varias extracciones de fucoidan obtenido por el método
2. Lo que resulta mas notable al compararlos con la figura 1 es la desaparicion del pico
correspondiente a los grupos S=0O lo que puede estar indicando una desulfatacién del fucoidan, ya
que el pico correspondiente a los C-O-S (820 cm-1) si aparece. Los picos asignados a los enlaces
carboxilicos también disminuyeron indicando que la presencia del formaldehido pudo haber afectado
a la estructura del fucoidan.
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Figura 3. Espectros FTIR-ATR de las extracciones de fucoidan utilizando el método 2.

La molécula de fucoidan extraida de S. sinicola por el métodol, presentd una carga de -18.3 £ 0.25
mv. En contraste, la molécula obtenida por el método 2 fue muy heterogénea presentando cargas
superficiales de - 9.81m+0.85 (Figura 4). Esto es un indicio de que la molécula pudo de desulfatarse
durante la obtencion. El indice de polidisperidad del fucoidan obtenido por el primer método fue de
0.45 mientras que el del método 2 fue de 0.9. El indice de polidisperidad indica la diversidad de
poblaciones de diferentes tamafios presentes en una muestra, es una medida adimensional cuyo valor
maximo es 1. Por tanto, las poblaciones de moléculas con diferentes tamafios presentes en el fucoidan
extraido mediante el método dos fueron mayores que las del método siendo un indicativo indirecto
de que pudo haberse presentado degradacion de la molécula debida a la presencia del formaldehido.
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Figura 4. Carga superficial de la molécula de fucoidan a) Método 1; b) Método 2

CONCLUSION

Los resultados obtenidos sugieren que el método de blanqueo utilizando formaldehido no es efectivo
para aclarar el color del fucoidan y puede afectar su estructura, particularmente su grado de
sulfatacién, el cual esta ligado a algunas de sus actividades biolégicas.
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