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GLOSARIO

Actividad biolégica: respuesta que se pueda generar en algun sistema biologico

(Por ejemplo: antitumoral, hemolitico, aglutinante, antifungico, antiviral, etc.).

Aldosterona: hormona esteroidea producida por la secrecién externa de la corteza
adrenal en la glandula suprarrenal, actua en la conservacion del sodio, secretando

potasio e incrementando la presién sanguinea.

Alginatos: polisacarido (ficocoloides) compuesto por dos acidos urénicos, el B-D-
Manurénico (M) y el a-L-Gulurénico (G), presentes en la pared celular y las regiones

intercelulares de las algas pardas.

Biomasa: cantidad de materia organica por unidad de area, en un nivel tréfico, una

poblacion o un ecosistema.

Células VERO: células de mono verde.

Coagulacién: desestabilizacién de las particulas coloidales causada por la adicidén
de un reactivo quimico llamado coagulante, el cual neutraliza sus cargas

electrostaticas y hace que las particulas tiendan a unirse entre si.

Espesante: sustancias que al agregarse a una mezcla, aumentan su viscosidad sin
modificar sustancialmente sus otras propiedades como el sabor. Proveen cuerpo,

aumentan la estabilidad y facilitan la formacién de suspensiones.
Extracto: mezcla compleja, con multitud de compuestos quimicos, obtenible por

procesos fisicos, quimicos y/o microbiolégicos a partir de una fuente natural y

utilizable en cualquier campo de la tecnologia.
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Ficocoloides: Carbohidratos complejos derivados de las algas pardas y rojas que

tienen la propiedad de formar coloides.

Forraje: alimento para animales preparado a base de plantas forrajeras.

Fucoidan: familia de polisacaridos conformados principalmente por L-fucosa, grupos
ester sulfato y pequefas cantidades de otros azucares como galactosa, xilosa,

manosa y acidos uronicos.

Hipoaldosteronismo: déficit aislado de aldosterona, con una produccion normal de
cortisol. Dicha patologia puede ocurrir por fallo, en alguno de los mecanismos
implicados en el estimulo, la sintesis y/o secrecion de aldosterona, con niveles
consecuentemente bajos de la misma (hipoaldosteronismo); se presenta
principalmente en pacientes con patologia tubular renal, clinica de
hipomineralocorticismo, pero con niveles normales o incluso incrementados de

aldosterona plasmatica, en cuyo caso hablamos de pseudohipoaldosteronismo.

Metabolitos: cualquier molécula producida por un organismo durante su

metabolismo.

Metabolitos secundarios: compuesto quimico producido por un organismo sin
funcién aparente. No estan involucrados en procesos primarios como la reproduccion

y el crecimiento. Dan ventaja competitiva frente a otros organismos.

Priapismo: enfermedad que causa intenso dolor, por la ereccion del pene de forma
prolongada (sus cuerpos cavernosos) no retorna a su estado flacido por un tiempo
prolongado (de mas de tres o cuatro horas de duracion). La ereccién es indeseada,

persistente y no es causada por estimulacion sexual o excitacion.
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Polisacaridos: biomoléculas formadas por la unibn de una gran cantidad
de monosacaridos. Se encuentran entre los glucidos y cumplen funciones diversas,

sobre todo de reservas energéticas y estructurales.



ABREVIATURAS

DPPH: siglas en inglés del radical libre estable; 2,2-diphenil-1-picrylhydrazil, utilizado

para la medicién de la actividad secuestrante de radicales libres (antioxidante).
ECso: minima cantidad de extracto necesaria para reducir el DPPH al 50%.

UFC: unidades formadoras de colonias bacterianas.
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1. RESUMEN

El alga café S. horridum esta ampliamente distribuida y presenta una gran biomasa
en la Bahia de La Paz, que podria ser explotada comercialmente. El analisis quimico
proximal de S. horridum mostré los siguientes promedios anuales: humedad (8.8% +
0.6), proteina cruda (6.8% + 1.1), extracto etéreo (0.3% % 0.1), fibra cruda (7.6% =
0.6), cenizas (34.7% = 4.2), carbohidratos (50.6% * 4.9) y energia (2,572.7 cal-g").
Se encontraron variaciones significativas (p<0.05) en el rendimiento de alginato,
fucoidan y extracto etandlico. EI maximo rendimiento del alginato (8.6%) se obtuvo
en agosto. La viscosidad de los alginatos fue baja durante todos los meses, con el
valor maximo en septiembre (73 m Pa-s). La maxima fuerza de gel se obtuvo en
mayo con 1,906 g-cm?y en el resto de los casos superd los 800 g-cm™. El maximo
rendimiento de fucoidan se obtuvo en mayo (6.8 %) y el de extracto etandlico en
septiembre (5.9%). La mayor capacidad antioxidante se obtuvo en julio (24.3%).
Cuatro de los extractos etanodlicos (22%) presentaron actividad antibacteriana
contra tres especies del género Vibrio y Staphylococcus aureus. La caracterizacion
parcial del fucoidan mostré que es un heterofucano, con actividad anticoagulante que
superé en mas de diez veces (>300 s) el tiempo de coagulacién con respecto al
control en el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada. Esta actividad se
duplic6 a una concentracion de 0.83 ug-mL'. La talla promedio deS.
horridum durante el periodo de estudio vario de 6 a 136 cm. La concentracién de
nutrientes (nitritos, nitratos y ortofosfatos) presenté una correlacién negativa con la
temperatura. La mayoria de los componentes quimicos del alga se incrementaron a
medida que el alga aumentaba su talla y estuvieron correlacionados con los
parametros ambientales. Se propone la explotacién sustentable de S. horridum al
término de su periodo reproductivo (mayo-junio), cosechando el alga con un método
que deje intacto el sujetador, para permitir la regeneracion vegetativa a partir de esta

estructura y favorecer la repoblacién en la siguiente temporada.



2. ABSTRACT

The brown seaweed S. horridum is widely distributed and has a large biomass in the
Bahia de La Paz, which could be commercially exploited. The chemical proximate
analysis of S. horridum showed the following annual averages: moisture (8.8% + 0.6),
crude protein (6.8% + 1.1), ether extract (0.1 £ 0.3%), crude fiber (7.6% % 0.6), ash
(34.7% =+ 4.2), carbohydrates (50.6% + 4.9) and energia (2,572.7 cal-g"). Significant
variations (p<0.05) were found in the alginate, fucoidan and ethanolic extract. The
maximum Yyield of alginate (8.6 %) was obtained in August. The alginate viscosities
were low during all months, with the maximum value in September (73 mPa s). The
maximum gel strength was obtained in May with 1,906 g-cm™ and in other cases
exceeded the 800 g-cm?. The maximum yield of fucoidan was obtained in May
(6.8%) and the ethanolic extract in September (5.9%). The highest antioxidant
capacity was obtained in July (24.3%). Four of the ethanol extracts (22%) had
antibacterial activity against three species of the genus Vibrio and Staphylococcus
aureus. Partial characterization showed that fucoidan is a heterofucan with
anticoagulant activity that surpass more than ten times (> 300 s) the clotting time
compared with the control, in the activated partial thromboplastin time assay. This
activity was duplicated at a concentration of 0.83 ug-mL'. The mean size of S.
horridum during the studied period ranged from 6 to 136 cm. The concentration of
nutrients (nitrates, nitrites and orthophosphates) showed a negative correlation with
temperature. Most of the seaweed chemical components increased as the algae
increased its height, which was correlated with the environmental parameters. We
proposed the sustainable exploitation of S. horridum harvesting the seaweed at the
end of the reproductive period (May-June), with a method that left intact the holdfast,
in order to allow the vegetative regeneration from this structure and favor the

repopulation for the next season.



3. INTRODUCCION
3.1 Bosques de Sargassum en la Bahia de La Paz, B.C.S., México

El género Sargassum C. Agardh comprende mas de 400 especies distribuidas en
aguas tropicales y templadas (Guiry & Guiry, 2014). Esta clasificado en el reino
Chromista, Phylum Heterokontophyta, Clase Phaeophyceae, Orden Fucales y
Familia Sargassaceae (Adl et al., 2005). En el Golfo de California sus mantos son
considerados un recurso potencialmente explotable debido a su gran biomasa y
cobertura ya que forman mantos que van desde unos metros hasta hectareas. En el
Golfo de California han sido identificados 22 mantos, con un area total de 194
hectareas y una biomasa total de 18,901 + 928 toneladas de peso humedo

(Hernandez-Carmona et al., 1990a, Fig. 1).

Se ha estimado una biomasa promedio de 18,901 toneladas (Hernandez-Carmona
et al., 1990a; Casas-Valdez et al., 1993; Mufeton-Gomez y Hernandez-Carmona,
1993, Paul-Chavez, 2005 y Suarez-Castillo et al., 2013). Esto convierte a las algas
del género Sargassum en especies de gran importancia ecolégica y econémica. Sin
embargo las investigaciones orientadas hacia el uso de Sargassum en la
alimentacion animal (Marin et al., 2003; Casas-Valdez et al., 2006a; 2006b),
composicién quimica y actividad bioldgica son escasos (Hernandez-Carmona, 1985;
Yabur et al., 2007; Rodriguez-Montesinos et al., 2008; Mufoz-Ochoa et al., 2009;
Munoz-Ochoa et al., 2010). Estudios previos sugieren que las especies del género
Sargassum tienen un potencial farmacoldgico importante como fuente de
compuestos bioactivos, como fucoidan y el extracto etandlico, por lo que se justifica

el estudio de las variaciones en sus principales componentes quimicos.
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3.2 Morfologia de Sargassum

Aerocistos_

Estipite

’ Eje primario (rama primaria)

T —————___Sujetador

Figura 2. Morfologia de Sargassum horridum. Tomado de Méndez-Trejo (2013).

Las especies de Sargassum se caracterizan ademas de su tono marrén, por poseer

un sujetador discoidal o de tipo apteroidal, un estipite que funciona como una
5



estructura de sostén, analoga al tallo de una planta, multiples ramas secundarias que
emergen de otras primarias, vesiculas gaseosas que utilizan para la flotacién, y
estructuras laminares en forma de hojas llamadas filoides (Méndez-Trejo, 2013; Fig.
2).

4. Antecedentes
4.1 Biomasa, crecimiento y fenologia del género Sargassum en B.C.S.

Para Bahia Concepcién, se han reportado 25 mantos cubriendo un area total de 212
hectareas y una biomasa total de 7,251 + 530 toneladas (Casas-Valdez et al., 1993).
En otro estudio, se describieron 22 mantos desde San Luis Gonzaga, B.C.N a Santa
Rosalia, B.C.S., con un area total de 1,113 hectareas y una biomasa total de 154,559
+ 16,139 toneladas (Pacheco-Ruiz et al., 1998), aunque la descripcion de la

metodologia empleada no permite verificar la veracidad de esta estimacion.

El crecimiento de S. sinicola (hoy en sinonimia de S. horridum, Paul-Chavez, 2005)
fue determinado en la Bahia de La Paz, encontrando que los meses de maximo
crecimiento son marzo-abril y los del minimo mayo-agosto (Espinoza y Rodriguez,
1989).

Se estudid el crecimiento y la talla maxima de S. horridum en tres localidades de la
Bahia de La Paz. Para San Juan de La Costa (Agua de Yepis) se reporté un maximo
crecimiento en los meses de febrero y marzo; y una talla maxima promedio de 108

cm en el mes de marzo (Mufietén-Gomez y Hernandez-Carmona, 1993).

La fenologia y estacionalidad de las especies del género Sargassum fueron
estudiadas en 1991 y 1992 en Bahia Concepcion (Nufez-Lopez y Casas-Valdez,
1996). Se identificaron ocho categorias correspondientes a cada uno de los estadios
de desarrollo que present6 el género Sargassum: Plantulas (<10 cm); Juvenil (>10
cm) con ramas secundarias y aerocistos; Joven a: con receptaculos en desarrollo, en
este estado la mayoria de las caracteristicas morfologicas estan bien definidas;

Joven b: con receptaculos desarrollados; Madura: planta bien desarrollada, frondosa
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y con alta densidad de receptaculos con conceptaculos y gametos completamente
desarrollados; Senescente a: planta deteriorada (en fase inicial de envejecimiento);
Senescente b: planta sumamente deteriorada constituida basicamente por estipes y
ramas primarias, sin fildides ni aerocistos y Senescente c: vestigio de Sargassum
representado basicamente por estructuras de fijacion y estipes, sin ramas primarias.
A partir de estos rizoides, se regenera la mayor parte de la poblacidén y una pequena
parte proviene de reproduccion sexual (Paul-Chavez, 2005).

4.2 Alternativas del género Sargassum, como parte de la dieta animal

Muchas algas marinas son utilizadas como alimento para consumo humano, forraje y
fertilizantes. Teniendo en cuenta las caracteristicas climaticas de la Peninsula de
Baja California, se buscan alternativas de alimento animal que puedan ser usados en
la época de sequia cuando los forrajes escasean. Las algas pueden ser utilizadas
como alimento ya que son fuente de minerales, carbohidratos y aminoacidos
esenciales. Debido a la composicion quimica de las algas marinas del género
Sargassum ha sido considerado por el National Council (Washington D. C) como
alimento energético ya que contienen menos de un 20% de proteina, menos del 18%
de fibra cruda y menos de un 35% de fibra celular o de fibra neutro detergente (N. R.
C., 1981). En este mismo grupo también estan incluidos forrajes como el arroz, la
avena, el centeno, la cebada, el sorgo, el trigo, el maiz y la remolacha azucarera
(Casas-Valdez et al., 2006b).

Las algas del género Sargassum han sido usadas experimentalmente como parte de
la dieta (25%) para alimentar ganado ovino y caprino. No se encontraron diferencias,
concluyendo que el suplemento de raciones con un 25% de algas es eficaz como
forraje para rumiantes. Estas investigaciones sugieren que este género puede ser
utilizado como un forraje alternativo de mediana calidad para el ganado ovino y
caprino (Marin et al., 2003; Casas-Valdez et al., 2006b).



Se ha encontrado que la incorporacion de la harina de Sargassum spp. (4%) en la
dieta de camardn café (Farfantepenaeus californiensis), reduce significativamente la
concentracion de colesterol y no afecta su crecimiento (Casas-Valdez et al., 2006a).
La adicion de harina de Sargassum (4, 6 y 8%), en la dieta de gallinas ponedoras
también reduce el colesterol en el huevo y mejora el color de la yema (Carrillo et al.,
2012).

4.3 El género Sargassum como fuente de compuestos

Entre los extractos de algas pardas que se aprovechan en la actualidad se
encuentran los alginatos y el fucoidan. También se estudian actualmente los
compuestos de bajo peso molecular (extracto etandlico), ya que presenta alguna
bioactividad (antioxidante, antibacteriana, anticancerigena). Sin embargo, los

estudios que se han realizado en especies del género Sargassum han sido escasos.

4.3.1 Alginatos

Los alginatos son polisacaridos presentes en las paredes celulares y las regiones
intercelulares de las algas cafés. En su estado natural se encuentran unidos con
iones Ca*?, Na*, Mg*?, entre otros. El alginato purificado estd compuesto por dos
acidos uronicos, el B-D-Manurénico (M) y el a-L-Gulurénico (G). Estos dos acidos se
pueden encontrar unidos formando bloques MM, GG o MG mediante un enlace
glucosidico B (1-4). Estas uniones definen las propiedades visco-elasticas de los
alginatos, debido a esta propiedad se les conoce como ficocoloides

(Andriamanantoanina y Rinaudo, 2010; Hernandez-Carmona et al., 2012).

Los alginatos se utilizan actualmente en la industria alimenticia (lacteos, enlatados,
pasteleria, encurtidos, elaboracion de la cerveza), textil (impresion en telas) y en la
fabricacion de papel. En la industria farmacéutica se utilizan en la elaboracién de

vendajes, desintegracion de tabletas y elaboracion de material de impresion dental,
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asi como en el tratamiento de ulceras gastricas (Reyes et al., 2004), Los alginatos
también son utilizados en la inmovilizacion de organismos benéficos para el
tratamiento de las aguas residuales y como promotores del crecimiento vegetal
(Hernandez-Carmona y Rodriguez-Montesinos, 1990b; Nagaoka et al., 2000; Yabur
et al., 2007 y Hernandez-Carmona et al., 2012) entre otros. Las principales fuentes
comerciales son las especies de Ascophyllum y Laminaria (Europa y China),
Lessonia (América del sur), Durvillaea (Australia y Chile) y Macrocystis (California y
Baja California). Las especies de Sargassum y Turbinaria son recolectadas en aguas
mas calidas (McHugh, 2002; Bixler y Porse, 2011).

El contenido de alginato para las especies pertenecientes al género Sargassum
generalmente es bajo (10 a 20%), y lo mismos ocurre con la viscosidad (50 £+ 18 m
Pa- s) (Usov et al.,, 2005; Rioux et al., 2007; Rodriguez-Montesinos et al., 2008;
Zubia et al., 2008; Fenoradosoa et al., 2009; Camacho, O. y G. Hernandez-Carmona,
2012; Garcia-Rios et al., 2012).

En México se han realizado varios estudios referentes al contenido de alginato: se
conoce la variacion estacional de la concentracion de los alginatos en tres especies
de algas pardas: Macrocystis pyrifera, Sargassum sinicola y Eisenia arborea. El
rendimiento del alginato obtenido de S. sinicola varié entre 17.2% (verano) a 26.3%

(primavera) (Hernandez-Carmona, 1985).

Ademas del rendimiento de alginato, es de gran importancia conocer las propiedades
visco elasticas del alginato obtenido, ya que de estas depende el uso que pueda

tener para las industrias que lo requieran.

Se ha obtenido el alginato del alga café S. sinicola recolectada en la Bahia de La
Paz, para medir su viscosidad (13.5 m Pa-s) y su uso potencial en la inmovilizacion
de bacterias para la estimulacidon del crecimiento de plantas terrestres, con

resultados prometedores (Yabur et al., 2007).



Se ha estudiado la variacion estacional de la talla y componentes quimicos de S.
sinicola de la Bahia de La Paz y su relacidon con la concentracion de nutrientes en el
agua de mar. El alginato vari6 entre 7.2 y 13.7% con una viscosidad de 59 a 192 m
Pa-s. El alginato obtenido de los talos del alga recolectada en agua de mar con
mayor y menor contenido de nutrientes varié de 7 a 10% y su viscosidad de 41 a 163
mPa s, respectivamente. Las diferencias obtenidas tanto para el rendimiento del
alginato como para su viscosidad se atribuyeron al ciclo de crecimiento natural de la
especie, mostrando reducciones en el periodo de senescencia. El alginato obtenido
de S. sinicola no se ve afectado por concentraciones relativamente bajas de
nutrientes, y podrian considerarse como materia prima para la produccion de alginato

(Rodriguez-Montesinos et al., 2008).

El contenido de alginato y sus propiedades visco elasticas (viscosidad y fuerza de
gel) fueron evaluadas para dos especies del género Sargassum (S. cymosum y
Sargassum sp) recolectadas en la costa del Caribe Colombiano. Sargassum sp
presentd un mayor rendimiento (20.9%) que S. cymosum (15.9%). Aunque la
viscosidad del alginato se consideré baja para ambas especies (14.2 y 7 mPa s,
respectivamente), la fuerza de gel fue alta para las dos especies (866 y 709 g cm™2,

respectivamente) (Camacho y Hernandez-Carmona, 2012).

El rendimiento de alginato y fucoidan ha sido evaluado en otras especies
pertenecientes al orden fucales: Turbinaria turbinata (246 y 32.1%,
respectivamente), Sargassum filipendula (17.4 y 26%, respectivamente), Dictyota
caribaea (7.4 y 22.2%, respectivamente) y Padina perindusiata (5.4 y 21.6%,

respectivamente) (Garcia-Rios et al., 2012).

4.3.2 Fucoidan

El fucoidan es una familia de polisacaridos conformados principalmente por L-fucosa,
grupos éster sulfato y pequefias cantidades de otros azucares como galactosa,

xilosa, manosa y acidos urénicos. Estos estan presente en la matriz de la pared
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celular de las algas cafés y en algunos invertebrados marinos (Albuquerque et al.,
2004). En un principio este polisacarido fue llamado fucoidin y aislado de algas
pardas por Kylin en 1913; posteriormente debido a las reglas de nomenclatura
quimica de los compuestos organicos (IUPAC), fue renombrado como fucoidan (Li et
al., 2008).

El interés por el estudio del fucoidan se ha incrementado en los ultimos 30 afios,
abordando los aspectos de extraccion, caracterizacion y bioactividad. Los estudios
de bioactividad han demostrado que estos tienen un gran potencial farmacolégico
como anticoagulante, antitrombético, antitumoral, inmunomodulatorio, anti-
inflamatorio, para la reduccién de lipidos en la sangre, antioxidante, en la actividad
hepatica, uropatica, renal y gastrica y la relacion de estas con su estructura (During
et al., 1997; Chevolot et al., 1999; Chizhov et al., 1999; Shanmugam y Mody, 2000;
Preeprame et al., 2001; Ruperez et al., 2002; Zhang et al., 2003; Athukorala et al.,
2006; Alvares et al., 2006; Huang et al., 2006; Josephine et al., 2007; Li et al., 2008;
Yang et al., 2008; Ye et al., 2008; Kim et al., 2009; Sinha et al., 2010; Ale et al., 2011;
Wijesekara et al., 2011; Lee et al., 2012; Morya et al., 2012; Vijayabaskar et al., 2012;
Wijesinghe y Jeon, 2012; Pérez-Recalde et al., 2014). El rendimiento, composicion
quimica y bioactividad del fucoidan extraido de algas pardas puede variar teniendo
en cuenta: el método de extraccion, la época de recolecta de las algas, la variacion
en los parametros fisicos y quimicos del habitat o incluso por las condiciones
climaticas (Silva et al., 2005; O'Connell et al., 2008). Por esta razén cada vez que se
estudia el fucoidan debe ser considerado como una variante de este compuesto.
Actualmente la industria lo extrae mayoritariamente de Ecklonia cava, Ascophyllum

nodosum y Undaria pinnatifida (Wijesinghe y Jeon, 2012).

En la India se realiz6 una comparacion del rendimiento del fucoidan extraido de S.
plagiophyllum para varias partes del alga. EI mayor rendimiento se obtuvo para los
filoides (8.1%), seguido del talo (6.6%), y el alga entera (6%) y finalmente el minimo

rendimiento para el disco basal (2.1%) (Suresh et al., 2013).
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En cuanto al contenido de fucoidan en especies del género Sargassum del Golfo de

California no hay informacion.

4.3.3 Extracto etandlico

El extracto etandlico contiene compuestos de bajo peso molecular tales como,
florotaninos, terpenos, alcaloides, esteroles y acidos grasos. Estos compuestos
(metabolitos secundarios) cumplen varias funciones para asegurar la supervivencia
del organismo que lo produce brindandole ventajas competitivas frente a otros
organismos. Los usos de estos metabolitos incluyen favorecer la reproduccion y
evitar la colonizacidén de organismos epifitos tales como bacterias y otras algas, asi
como disuadir la depredacion entre otras (Bhadury y Wright, 2004). Los florotaninos
son exclusivos de las algas cafés, estos compuestos se incrementan en el alga
cuando estas presentan dafo por ramoneo, y se ha reportado que cumplen una
funcién importante en la cicatrizacion de las heridas del tejido, la disuasion de los
herbivoros, la infeccion microbiana, la quelacion de los iones metalicos, la proteccion
contra los rayos UV y la actividad antifungica (Amsler, 2008). Los estudios orientados
hacia estos compuestos han demostrado que presentan aplicaciones farmacologicas
como antibidtica, anti-VIH, anticoagulante, antibacteriana, antiinflamatoria,

antitumoral y antioxidante (Ayyad et al., 2011; Blunt et al., 2011).

La busqueda de nuevos compuestos naturales con bioactividad en fuentes no
tradicionales como organismos marinos es importante, ya que al ser el medio marino
un habitat con variaciones en sus condiciones fisicas y quimicas, los organismos que
habitan en él como las algas marinas estan produciendo diferentes metabolitos

secundarios para adaptarse rapidamente a dichas variaciones.
Aunque no se tienen registros del rendimiento del extracto etandlico para

especimenes del género Sargassum presentes en mantos en la Bahia de La Paz,

México, se han realizado estudios de bioactividad de estos extractos (Mufioz-Ochoa
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et al.,, 2010), encontrando que el extracto tiene un potencial antioxidante y

antibacteriano.

4.4 Bioactividad
4.4.1 Actividad anticoagulante
Cascada de coagulacién

La cascada de coagulacion es la secuencia de eventos fisioldgicos y bioquimicos que
generan la formacion de un coagulo sanguineo. El dafio de tejidos, vasos
sanguineos o el contacto de la sangre con el colageno u otra superficie cargada
negativamente, conduce a la activacion de dos vias de coagulacion (evaluadas en el
presente estudio): la via extrinseca y la via intrinseca. La coagulacion sanguinea es
ejemplificada como una cadena de reacciones que sufren las proteinas plasmaticas
llamadas factores de coagulacion y que finalizan con la formacion de la trombina. La
via extrinseca se activa debido a lesiones de algun tejido diferente al del sistema
vascular, cuyo dano libera tromboplastina tisular (Factor Ill) y fosfolipidos. La via
intrinseca se inicia con una lesion en el sistema vascular quedando el colageno
expuesto y en contacto con la sangre, lo cual activa el factor Hageman (Factor Xll)

(Diaz-Concepcion y Almagro-Vasquez, 2001; Fig. 3).

Las sustancias anticoagulantes son compuestos que previenen la coagulacion
sanguinea. Actualmente se utiliza la heparina, un polisacarido sulfatado aislado de
tejidos de mamiferos, el cual ha sido utilizado en los ultimos 60 afios para la
prevencion y tratamiento de trastornos tromboembdlicos. Sin embargo, se ha
documentado que el uso de este compuesto tiene efectos secundarios. Entre ellos
sangrado anormal, disminucion plaquetaria (trombocitopenia) y aumento de la
permeabilidad capilar, entro otros. Por lo tanto, la busqueda de farmacos alternativos
con bajos efectos secundarios 0 menores que la heparina constituyen una prioridad
(Li et al., 2008).
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Figura 3. Esquema de las reacciones en cascada que conducen a la formacién de
fibrina. Tomado de Mufioz-Ochoa (2006).

La actividad anticoagulante de los polisacaridos sulfatados de algas marinas es una
investigacion relevante ya que se intenta encontrar un sustituto de la heparina. En
especial se ha descrito la actividad anticoagulante de algas cafés como Eklonia cava,
Fucus evanescens, Padina gymnospora, Ascophyllum nodosum, Sargassum
fulvellum, Hizikia fusiforme, entre otras (Nishino et al., 1989; Nishino y Nagumo,
1992; Cumashi et al., 2007; Ushakova et al., 2009; Wijesinghe y Jeon, 2012). La
actividad anticoagulante del fucoidan se relaciona con el contenido y posicion de los

grupos sulfato, el peso molecular y la composicion de azucares (Li et al., 2008).

Los polisacéaridos sulfatados presentan actividad anticoagulante. Para la realizacion
de estos ensayos se han evaluado las dos vias de coagulacién con los ensayos de

tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activa (TTPa), para el
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fucoidan extraido de 21 especies de algas marinas recolectadas en Baja California
Sur. Se obtuvieron 41 extractos de los cuales, nueve mostraron actividad en el
ensayo TP y veintinueve en el ensayo TTPa. El extracto del alga que presento la
mayor actividad anticoagulante fue Eisenia arborera (TP >300s TPPa >300s), sin
embargo el de S. horridum también fue activo en el ensayo TTPa superando al
control en mas de 10 veces; en el ensayo TP no presentd actividad (Mufioz-Ochoa,
2006).

4.4.2 Actividad antioxidante o actividad secuestrante de radicales libres

El término antioxidante se define como cualquier sustancia que estando a bajas
concentraciones en comparacion con la de un sustrato oxidable, retrasa
significativamente o inhibe la oxidacion de ese sustrato. Los radicales libres que
contienen electrones desapareados, son poderosos oxidantes. Las modificaciones
mediadas por radicales libres de ADN, proteinas, lipidos y pequefias moléculas
celulares se asocian con un gran numero de procesos patoldgicos: incluyendo la
aterosclerosis, artritis, diabetes, cataratas, distrofia muscular, disfuncion pulmonar,
trastornos inflamatorios, dafos tisulares por isquemia y trastornos neuroldgicos tales

como la enfermedad del Alzheimer (Frlich y Riederer, 1995).

Los antioxidantes son importantes para la proteccion del cuerpo contra el estrés
oxidativo. Estos pueden actuar en diferentes niveles, en una secuencia oxidativa. Las
reacciones en cadena de radicales libres dentro de un material pueden inhibirse
mediante la adicion de productos quimicos que retardan la formacién de estos
radicales (antioxidantes preventivos) o mediante la introduccion de sustancias que
compitan por los radicales libres existentes y sacarlos del medio de reaccion

(antioxidantes de rétula en cadena) (Park et al., 2003).

En el medio natural las algas marinas se encuentran expuestas constantemente a
una combinacién de luz y altas concentraciones de oxigeno y buscan sobrevivir en
un entorno altamente competitivo. Esto conduce a la formacion de radicales libres y

otros agentes oxidantes fuertes. Sin embargo rara vez sufren algun dafo
15



fotodinamico grave, ya que desarrollan estrategias de defensa que resultan en la
produccion de una gran diversidad de compuestos antioxidantes en diferentes vias
metabdlicas, tales como compuestos lipofiticos como acidos grasos insaturados,
clorofila, carotenoides y compuestos hidrofilicos como polifenoles, vitamina C,
minerales, compuestos de azufre, polisacaridos, etc. (Blanchette, 1997; Cardozo et
al., 2007; Jiménez-Escrig y Gomez-Ordofez, 2012; Martins et al., 2013).

La propiedad de secuestrar radicales libres es una de las cualidades que presentan
los compuestos obtenidos de las algas que mas ha llamado la atencion de los
investigadores, ya que varias enfermedades degenerativas como el cancer y otros
tumores son originados por la generacién de radicales libres. Investigadores de
varios paises han centrado su atencién en esta actividad (Xue et al., 2001; Rocha de
Souza et al, 2007; Jiménez-Escrig et al., 2012). Sin embargo en México las
investigaciones orientadas sobre este tema han sido escasas, particularmente las

orientadas a especies del género Sargassum.

Se han evaluado los extractos de 48 macroalgas (17 clorophytas, 8 phaeophytas y
23 rodophytas) recolectados en las costas de Yucatan y Quintana Roo. La actividad
antioxidante fue medida con el método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH por sus
siglas en inglés). Todos los extractos probados pertenecientes a las phaeophytas
mostraron actividad secuestrante del radical DPPH. Sargassum ramifolium y S.
pteropleuron, presentaron una actividad relativamente alta en el ensayo de DPPH
con un ECso= 6.64 y 7.14 mg-mL"' respectivamente. Estas especies pueden ser
consideradas en aplicaciones meédicas, conservacion de alimentos y por la industria

cosmética (Zubia et al., 2007).

En la Bahia de La Paz, B.C.S., se realiz6 un estudio con el alga Padina mexicana
mostrando que tiene potencial antioxidante, ya que presentd un valor de ECso= 45.5
ug-mL" (Muiioz-Ochoa, 2010).
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4.4.3 Actividad antibacteriana

La creciente resistencia y el surgimiento de nuevos tipos de bacterias resistentes a
los antibidticos, hace crecer la demanda de nuevos antibiéticos. Las algas marinas
son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos por diferentes vias
metabdlicas. En las algas se han reportado mas de 15,000 metabolitos primarios y
secundarios con diferentes aplicaciones biomédicas (Newman et al., 2003; Grosso et
al., 2011). La actividad antibacteriana de los extractos puede estar influenciada por
muchas variables, dentro de estas podemos citar: la presencia de organismos
simbiontes y el cambio de las condiciones fisicas y quimicas del ambiente, la
especie, época de recolecta, tipo de compuesto y método de extraccion. Muchos de
estos extractos han mostrado una actividad muy especifica (Rao et al., 1987) y otros
han mostrado ser de amplio espectro, ademas de presentar un nulo o escaso grado
de toxicidad (Martinez-Nadal et al., 1964; Pesando y Caram, 1984; Castro-Reyes,
1997).

Actualmente se han orientado algunas investigaciones a estudiar la resistencia de
bacterias a los antibidticos, o como antimicrobiano en productos farmacéuticos o en
alimentos (Smit et al., 2004; Salvador et al., 2007; Al-Haj et al., 2009; Vallinayagan et
al., 2009; Arunkumar et al., 2010; Spavieri et al., 2010).

Se evalud la variacion estacional de la actividad antibacteriana de los extractos
etandlicos de S. sinicola y Laurencia johnstonii recolectadas en la Bahia de La Paz.
El extracto de S. horridum mostré actividad contra B. subtilis, S. aureus y
Pseudomonas aureginosa y los extractos de L. johnstonii presentaron actividad

estacional contra B. subtilis, S. aureus y S. faecalis (Castro-Reyes, 1997).

Se ha evaluado el efecto sinérgico entre extractos algales y antibidticos (ampicilina y
eritromicina) en contra de bacterias patdogenas que presentaban resistencia a estos
antibiéticos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus y S. pyogenes), utilizando el

método de difusion en agar con discos. Adicionalmente se evalué la actividad contra
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Mycobacterium tuberculosis y la citotoxicidad contra células VERO (células de mono
verde). El extracto etandlico de S. horridum mostroé actividad en combinacion con
ampicilina contra S. aureus, y una alta actividad contra M. tuberculosis; ademas de
moderada toxicidad contra células VERO y un efecto reversor de la resistencia a los
antibidéticos de S. aureus y S. pyogenes contra la ampicilina y eritromicina
respectivamente. Se ha concluido que S. horridum es fuente de compuestos con
potencial farmacologico para combatir enfermedades infecciosas como la
tuberculosis (Mufioz-Ochoa, 2010; Pardo-Fuentes, 2012).

5. JUSTIFICACION

En los ultimos 60 afios los descubrimientos en los usos y aplicaciones de los
extractos algales ha crecido. Aunque México y especialmente el Golfo de California,
albergan un gran numero de especies algales, los estudios encaminados hacia la
variacion estacional de los compuestos de interés comercial y su bioactividad han
sido escasos. Los alginatos, el fucoidan y el extracto etandlico obtenido de algas
pardas son actualmente estudiados vy/o utilizados por muchas industrias
(farmacéutica, textil, cosmética, cervecera y alimentaria). Aunque las especies del
género Sargassum poseen una gran biomasa y son consideradas recurso
potencialmente explotable en el estado de Baja California Sur, las investigaciones
orientadas hacia su composicién quimica y actividad bioldégica aun no han sido
concluidas. Por esta razén es necesario investigar la variacion mensual de su
composicion quimica proximal (bromatolégico) y de otros compuestos (alginatos,
fucoidan y compuestos de bajo peso molecular) asi como la de su actividad bioldgica
en especies de este género. Los resultados generados seran de utilidad, para que

las industrias puedan plantear un aprovechamiento sustentable de este recurso.
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6. HIPOTESIS

Las variaciones morfolégicas asociadas a la edad del alga Sargassum horridumy a
las condiciones ambientales, produciran variaciones en la composicion quimica del
alga, incluyendo la composicion proximal, el rendimiento de alginatos, fucoidan y
extracto etandlico, asi como una variacion en las propiedades de sus componentes y

su actividad biolégica.

7. AREA DE ESTUDIO, RECOLECTA Y PROCESAMIENTO DEL ALGA CAFE

Sargassum horridum
Area de recolecta de especimenes

La Bahia de La Paz esta ubicada al suroeste de la Peninsula de Baja California,
México (Fig.1). Tiene una longitud de 90 km y un ancho de 60 km, con un area
aproximada de 4,500 km?. Limita al norte y oriente con el Golfo de California y las
islas Espiritu Santo y la Isla Partida (Jiménez-lllescas et al., 1997; Obeso-Nieblas,
2003).

La radiacién maxima en la bahia ocurre al finalizar el verano y la minima al inicio del
invierno (Obeso-Nieblas, 2003). La distribucién espacio-temporal de la temperatura,
salinidad y densidad superficial de la bahia es muy homogénea. Durante el invierno-
primavera, los menores niveles de insolacion y la influencia de los vientos del
noroeste son responsables del enfriamiento de las aguas superficiales (21-24°C) y
para el verano-otofio se presenta las temperaturas mas elevadas (27-31°C), ya que
se presenta una mayor insolacion y vientos mas deébiles del sureste, acarreando
aguas mas calidas del tropico hacia el Golfo de California por adveccion (Martinez-
Flores et al., 2006).
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8. Objetivos

8.1 General

Determinar la composicion quimica proximal, rendimiento de alginato, fucoidan y

extracto etandlico obtenidos a partir del alga café Sargassum horridum, recolectada

en la Bahia de La Paz, Baja California Sur, y su correlacion con la variacion mensual

en la talla y parametros ambientales en 2013.

8.2 Especificos

v

v

Determinar la composicién quimica proximal del alga café S. horridum.

Cuantificar la variacion mensual en el rendimiento del alginato, fucoidan vy
extracto etandlico obtenido a partir del alga café S. horridum en la Bahia de La

Paz.

Determinar la variacion mensual y la correlacién de la viscosidad y la fuerza de

gel del alginato.

Cuantificar y caracterizar el fucoidan por medio de técnicas quimicas y
espectroscopicas, asi como la variacion mensual en el contenido de azucares

totales, fucosa y acidos uroénicos.

Determinar la actividad anticoagulante del fucoidan por los métodos de tiempo
de tromboplastina parcial activada (TTPa) y tiempo de protrombina (TP) y su

variacion mensual.

Evaluar la variacion mensual de la actividad antioxidante y antibacteriana de

los extractos etandlicos obtenidos de cada muestra.

Determinar la variacion mensual de la talla (cm) del alga S. horridum y su

correlacion con el rendimiento de los componentes obtenidos.
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v' Determinar la variacién mensual de la temperatura y el contenido de nutrientes
(amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos) y su correlacion con el rendimiento de

los componentes quimicos del alga.

9. Materiales y métodos
9.1 Recolecta, trasporte y tratamiento del alga café S. horridum

Las algas (S. horridum) se recolectaron por buceo libre o equipo SCUBA, cortando
las algas manualmente, en tres diferentes localidades (réplicas) de la costa de la
Bahia de La Paz: Agua de Yepis, El Sauzoso y Tarabillas (Fig. 1), entre las 9:00 y
14:00 hrs, con una frecuencia mensual de abril a septiembre del 2013. En cada
localidad se realizé una poda parcial del manto a una profundidad de 2 a 6 metros,
cortando especimenes mayores de 10 cm de largo, sin incluir el disco basal, para

permitir la regeneracion de las plantas.

Las algas fueron transportadas en sacos de malla abierta, previamente lavados.
Posteriormente estas fueron lavadas con agua dulce para eliminar organismos
epifitos, sedimentos y sales; se secaron al sol, se midieron con ayuda de una cinta

métrica plastica, se molieron y se tamizaron (45 mallas).

9.2 Analisis quimico proximal

El analisis quimico proximal se realizé en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste S. C. (CIBNOR). La humedad fue determinada por diferencia de peso a
105°C por 4 h. Las cenizas por diferencia de peso seco, después de calcinacién a
600°C durante 5 hrs. Las proteinas y el nitrdgeno total se determinaron por el método
de Dumas (1833) usando el Equipo LECO FP528. El extracto etéreo se determind
por el Método Soxtec-Avanti 2050 Tecator. La fibra cruda se determiné por el Método

de hidrdlisis y la energia bruta utilizando una bomba calorimétrica de Parr.
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9.3 Extraccion de alginato

Veinte gramos del alga seca y molida se hidrataron por 12 h con 180 mL de una
solucién de formaldehido al 0.1%. La solucién fue drenada y las algas fueron tratadas
con 300 mL de una solucion de HCI a pH 4 por 15 min. Posteriormente se realizé la
extraccion alcalina, en 400 mL de agua destilada y ajustando el pH a 10 con una
solucién de Na2COs al (0.1%). La solucion se mantuvo en bafio Maria, a una
temperatura de 80°C y agitacion continua con propela a 800 rpm por 2 horas. El
extracto se filtré al vacio sobre una cama de tierra de diatomeas (Celite) y la solucion
obtenida se precipitd con un volumen igual de etanol (96%). El precipitado se
recuperd extrayendo las fibras de alginato con un agitador de vidrio, agitando
lentamente en forma circular. El alginato obtenido se sec6 en una estufa a 55°C por
24 h. Transcurrido este tiempo se colocd en un desecador por 22 horas para extraer
la mayor cantidad de humedad (Hernandez-Carmona et al., 1991 y Arvizu-Higuera et
al., 2002).

El rendimiento de cada extracto se calculd en base al peso seco de la muestra de

acuerdo a la siguiente formula:

Rendimiento (%)= (Peso del alginato seco/Peso de la muestra de alga)*100

9.3.1 Medicion de la viscosidad del alginato

Se preparé una solucion al 1% con el alginato obtenido y se midié con un
viscosimetro Brookfield LVT, a 20°C, a una velocidad de rotacion de 60 rpm, con la
aguja apropiada, antes y después de afadir hexametafosfato de sodio, el cual

secuestra el calcio residual (Hernandez-Carmona et al., 1999).

Viscosidad = Valor obtenido (viscosimetro) * Factor (dependiente de la velocidad y la

aguja utilizada).
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9.3.2 Medicién de la fuerza de gel del alginato

Se llenaron dos tubo de membrana de dialisis (Spectra/Por de 2.9 cm de diametro x
15 cm de largo) con la misma solucion empleada para la medicion de la viscosidad
(1%) y se amarraron los extremos. Cada tubo se sumergio en una solucion de cloruro
de calcio (10%) durante una noche para permitir la formacién de los geles. Después
de 12 horas se saco6 de la membrana el gel, se recortaron las puntas redondeadas y
se corté en 3 cilindros de 3 cm de alto y 2.9 cm de diametro. La fuerza de gel se
midié con un analizador de textura TA.XT Plus, programado para llevar a cabo una
penetracion de la sonda de 2 cm, a una velocidad de penetracion de 0.4 cm-s™. El
programa de computo del equipo (Texture Exponent) trazé una curva, con el maximo
valor en el punto del rompimiento del gel. El valor en la cima de la curva se registré
en g-cm?2. Se calculé el promedio de las mediciones de tres geles por muestra

(Camacho y Hernandez-Carmona, 2012).

9.4 Extraccion del fucoidan

Veinte gramos del alga seca y molida fueron hidratados con 350 mL de agua
destilada, con agitacion continua por 2 horas a 55°C. La mezcla obtenida se filtré y
las algas fueron sometidas nuevamente al mismo proceso de extraccion en las
mismas condiciones. Las soluciones obtenidas se mezclaron y fueron clarificadas por
centrifugacion a 1,700 x g por 15 min, para separar los sélidos. Posteriormente se
adicionaron 20 mL de CaClz al 10% para precipitar el alginato soluble residual y el
precipitado fue recuperado por centrifugacion a 1,700 x g por 15 min. El
sobrenadante obtenido en este proceso fue precipitado con tres volumenes de etanol
al 96%, y el precipitado (fucoidan crudo) fue recuperado por centrifugacion, secado
en una estufa a 50°C durante 24 horas y almacenado a -20°C hasta el momento de
su analisis (Mufioz-Ochoa et al., 2009). El rendimiento de cada extracto se calculé en

base al peso seco de la muestra.
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9.4.1 Caracterizacioén quimica y espectroscopica del fucoidan

Para caracterizar al fucoidan se determiné el porcentaje de azucares totales, fucosa
y acidos uroénicos. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se calculd
el promedio y la desviacion estandar. Adicionalmente se determind la relacion
azucar-sulfato y el patrén de sustitucién de grupos sulfato por espectroscopia de

infrarrojo (IR).
9.4.1.1 Azucares totales

El contenido de azucares totales se determiné siguiendo el método colorimétrico del
acido-fenol sulfurico descrito por Dubois et al. (1956), utilizando glucosa como
estandar. Se tomo 1 mL de muestra disuelta en agua (100 ug-mL™"), se colocé en un
tubo de ensayo y se adicion6 1 mL de solucion de fenol (5%) y 5 mL de H2SO4
concentrado; se agitdé y se dejo reposar en oscuridad por 10 min, posterior a este
tiempo se midi6 la absorbancia a 490 nm. Las lecturas se interpolaron con una curva

de concentracion realizada con glucosa en el intervalo de 0 a 100 ug-mL-".
9.4.1.2 Fucosa

La concentracion de fucosa se determind por colorimetria, utilizando el método
descrito por Dische (1955). Cien ug-mL™" de muestra se colocaron en un tubo de
ensayo enfriado con agua y hielo. Se agregaron 4.5 mL de una solucion de acido
sulfurico preparado con 100 mL de agua destilada y 600 mL de acido sulfurico
concentrado. Se enfrié por 1 min y se colocé en bafio Maria a 100°C por 10 min.
Transcurrido este tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregé una
solucion de cisteina (3%), se mezclé y se dejé en reposo por 30 min en oscuridad.
Se midi6 la absorbancia a 396 y 427 nm. La absorbancia atribuida a la fucosa se

calculd con la férmula: Afucosa= A396nm-A427nm

La concentracion de fucosa se determiné interpolando la absorbancia en una curva

estandar construida con L-fucosa (Fluka)
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9.4.1.3 Acidos urénicos

El contenido de &cidos urdnicos se determiné siguiendo el método colorimétrico
descrito por Blumenkrantz y Asboe (1963). Un mililitro de muestra (100 pg-mL-"' de
fucoidan) se enfri6 durante 30 s en bafo con hielo. Se adicionaron 6 mL de una
solucion de borato de sodio (0.0125 M) en &cido sulfurico concentrado y se dejé
enfriar por 1 min en bano con hielo. La mezcla se coloc6 en un bafio de agua a 100
°C por 5 min. Posteriormente se enfrié en hielo por un min. Se adicionaron 100 pL de
3-fenilfenol al 0.15% en hidréxido de sodio al 0.5% y se midi6 la absorbancia a 520
nm en un intervalo de tiempo no mayor a 5 min. La concentracién de acidos urénicos
se determind por interpolacion de la absorbancia en una curva estandar construida

con acido galacturénico (Sigma).
9.4.1.4 Espectroscopia de Infrarrojo (IR)

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron en un espectrometro Perkin Elmer
TWO equipado con ATR (reflectancia total atenuada, por sus sigla en inglés). Cada
espectro se obtuvo por la realizacién de 14 escaneos a una resolucion de 4 cm™, en
el rango espectral de 500-4,000 cm'. Se obtuvo la relaciéon de sulfatos-carbohidratos
(SO4-CHOH) con la relacion entre la intensidad de la transmitancia de las bandas a
los 1,040 y 1,256 cm™".

9.4.2 Actividad anticoagulante del fucoidan

Se evalud la actividad anticoagulante del fucoidan por medio de los ensayos de
tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial activa (TTPa),

utilizando plasma sanguineo humano citrado a una relacién de 9:1.

Para determinar el tiempo control para el ensayo TP se tomé 100 yL de plasma
citrato y se le adicionaron 200 uL del reactivo TP, previamente incubado a 37°C.
Inmediatamente se determiné el tiempo de coagulacion con un cronémetro. Para el
ensayo TTPa se precalentd una solucion de cloruro de calcio al 10% vy el reactivo
TTPa a 37°C. A 100 pL de plasma citrado se le adicioné 100 pL de reactivo TTPa, se

mezclé y se incubdé a 37°C durante 3 minutos, posterior a este tiempo se le
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adicionaron 100 pL de la solucion de cloruro de calcio y se midié el tiempo de

formacion del coagulo.

Las muestras fueron evaluadas por duplicado. Para ello 10 yL (100 pg) de una
solucién preparada con 10 mg-mL™" de fucoidan crudo fueron mezclados con 90 pL

plasma sanguineo y se continu6 con el protocolo establecido para cada ensayo.
9.5 Obtencion del extracto etandlico

Cincuenta gramos de cada muestra (alga) fueron macerados por separado con 120
mL de etanol al 100% por 3 veces, realizando recambios de alcohol cada tercer dia.
La mezcla obtenida fue separada por filtraciéon y la solucién recuperada fue
concentrada a sequedad y a presion reducida en un rota-evaporador a 45°C. El
extracto etandlico obtenido fue almacenado en frascos viales etiquetados a -20°C
(Mufioz-Ochoa et al., 2010).

9.5.1 Actividad antioxidante del extracto etanélico

La actividad antioxidante se evalud por el método colorimétrico utilizando el radical
libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) midiendo la absorbancia a 517 nm
(Goupy et al.,, 1999). Para cada extracto se evalué la actividad de cinco
concentraciones diferentes (6, 12, 25, 50 y 100 yg-mL™"). Un mL de cada solucion fue
mezclado con 4 mL de solucion metandlica de DPPH (0.02%), la mezcla de reaccion
se mantuvo en oscuridad por 30 min, a temperatura ambiente y posteriormente se
leyd la absorbancia de la solucion en un espectrofotometro a 517 nm. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. Con el extracto que presenté la mayor
actividad se realizé una curva de dosis-efecto, la cual fue construida graficando los
valores del porcentajes de reduccion del DPPH, los cuales fueron calculados con la
siguiente férmula: Pl= [(Ab-Am) / Ab] x 100 contra la concentracion del extracto

utilizado.

Ab= Absorbancia del blanco, Am= Absorbancia de la muestra
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9.5.2 Actividad antibacteriana del extracto etanodlico

La actividad se evalué empleando la técnica de difusion en agar con discos (papel
filtro Whatman No. 4 de 6.4 mm). Se preparé una solucién stock conteniendo 20
mg-mL-" del extracto de prueba y se adicionaron 100 uL a cada disco, para contar
con una concentracién de 2 mg/disco. Los discos se colocaron sobre la superficie de
placas de agar Mueller-Hinton, previamente inoculadas con una suspension del
microorganismo de prueba, ajustada a una densidad Optica de 1.0 a 585 nm,
equivalente a una densidad de 4.5 X 108 UFC. Para la prueba se utilizaron 5 cepas
bacterianas: Vibrio harveyi (ATCC 14126), V. parahaemolyticus (ATCC 17802), V.
alginolyticus, Staphylococcus aureus (ATCC BAA-42) y Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853). Las placas fueron incubadas a 37°C por 24 h y se midi6 el halo de

inhibicion al finalizar el proceso de incubacion.
9.6 Medicién de tallas (cm) de especimenes de S. horridum

Simultaneamente a la recolecta de las algas se realizé la medicién in situ de la talla
maxima de treinta especimenes de S. horridum en cada localidad. Otros 16
especimenes recolectados se midieron en el laboratorio, utilizando una cinta métrica
plastica de 100 cm. Durante este proceso, se realizé la observacion del estado
reproductivo de las algas. Los datos de campo fueron registrados en tablas de

acrilico y procesados en hojas de calculo.
9.7 Temperatura y nutrientes del agua de mar en Agua de Yepis

De abril a noviembre de 2013 se realizé un muestreo de agua de mar por triplicado
en Agua de Yepis. Tres muestras fueron tomadas por los buzos en el fondo del mar,
simultdneamente a la recolecta de las muestras de algas en el mismo punto. El
muestreo del agua se realizd en botellas plasticas de 400 mL previamente lavadas
con HCI (1N) y enjuagadas con agua destilada. Estas fueron transportadas en hielo a
las instalaciones del CIBNOR, donde fueron congeladas inmediatamente hasta su
analisis. Los analisis de amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos se realizaron de

acuerdo a las técnicas de Strickland y Parsons (1972).
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Los datos de temperatura en Agua de Yepis fueron registrados mediante un sensor
de temperatura (HOBO) y proporcionados por Tonatiuh Chavez Sanchez (estudiante
de Doctorado del CICIMAR-IPN).

Analisis estadistico

A las variables analizadas en el estudio se les aplico un analisis estadistico
exploratorio en el programa Excel (Office 2007). Los valores de rendimiento fueron
calculados como promedios de las muestras obtenidas en las tres localidades
(replicas). La cantidad de extracto utilizado para los analisis de bioactividad se
expresa en ug-mL' y segundos (s). Los valores de los nutrientes del agua de mar
(UuM-mL"), la temperatura mensual (°C), y las tallas de los especimenes (cm) fueron
comparados mediante un analisis de varianza de dos vias (ANDEVA), para encontrar
diferencias significativas entre el compuesto obtenido, la réplica y el mes. Las
diferencias especificas fueron obtenidas mediante el analisis de Tukey (Statistica 7,
StatSoft, Inc).

10. Resultados
10.1 Composicion quimica proximal

El valor de humedad en S. horridum fue menor al 10% para todos los meses. Este
valor se considera apropiado para la preservacion de las algas. Las proteinas (5.25-
8.40%) y el extracto etéreo (0.10-0.40%) presentaron el valor minimo en mayo y el
maximo en marzo. La fibra cruda tuvo un valor minimo en julio (6.69%) y el maximo
en junio (8.35%). El menor contenido de cenizas se present6 en febrero (28.02%) y
el mayor en marzo (39.56%) y julio (39.26%). El minimo de extracto libre de
nitrogeno (carbohidratos) se presentd en marzo (44.15%) y el mayor en febrero
(567.70%) y mayo (56.62%). El aporte de energia presenté un valor promedio anual
de 2,572 cal-g™" (Tabla. 1).
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Tabla 1. Composicion quimica proximal de S. horridum recolectada en Agua de
Yepis.

Mes Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Media
Humedad (%) 7.91+0.19 8.61+0.10 896+026 828+012 961+0.39 9381015 858+0.16 8.76 + 0.60
Proteina (%) 6.32 £ 0.47 840+0.15 6.14+0.06 5.25+0.11 6.79+025 656+0.02 7.93+0.28 6.77 £ 1.08
Extracto etéreo (%) 0.32+0.04 0.40+0.07 0.15+0.00 0.10+0.00 0.30x0.07 037+0.04 0.32+0.03 0.28 £ 0.11
Fibra cruda (%) 7.64+0.77 750+0.14 730+0.14 765+0.07 8351021 6.69+0.01 8.35+£0.35 7.64 +£0.58
Cenizas (%) 28.02+0.07 3956+0.16 35.05+0.15 30.38+0.17 35.13+0.11 39.26+0.19 3531+0.17 34.67+4.25
Carbohidratos (%) 57.7 4415 51.36 56.62 49.43 4711 48.08 50.64 +4.98

Energia (calg”) 276198%3.3 245329+65 2556.80+4.5 2659.59 +6.8 252820+ 3.4 2453.77 +6.7 25953285 2572.71+1114

10.2 Rendimiento de alginato

El minimo rendimiento de alginato se registré en septiembre (3.91%) y el maximo en
agosto (8.6%). El analisis de varianza mostré que hay diferencia significativa en el
rendimiento del alginato, entre los meses (p<0.001). Entre las réplicas y su

interaccidon con el mes no presento diferencia significativa (p>0.7, Fig. 4) (Anexo 1).

M
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Figura 4. Alginatos extraidos de S. horridum. Las barras verticales representan la

desviacién estandar del valor promedio.
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10.2.1 Viscosidad del alginato

La viscosidad varié entre los meses. El maximo se presentd en septiembre (73 mPa-
s) y el minimo en junio (38 mPa-s). El analisis de varianza mostré que hay diferencia
significativa en el rendimiento del alginato, tanto para los meses, réplicas y la

interaccion de estas (p<0.001, Fig. 5) (Anexo 1).
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Figura 5. Viscosidad (mPa-s) del alginato extraido de S. horridum. Las barras

verticales representan la desviacidon estandar del valor promedio.

10.2.2 Fuerza de gel del alginato

La fuerza de gel varié entre 815 y 1,906 g-cm. Los minimos valores se obtuvieron
en junio (815 g-cm?) y el maximo en abril, mayo y septiembre (1,712, 1906 y 1,651
g-cm, respectivamente). El analisis de varianza mostro diferencias significativas

entre los meses, réplicas y la interaccion de estos (p< 0.02, Fig. 6) (Anexo 1).
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Figura 6. Fuerza de gel (g-cm™) del alginato extraido de S. horridum. Las barras

verticales representan la desviacion estandar del valor promedio.

10.2.3 Correlacion de la viscosidad y la fuerza de gel del alginato

La figura 7 muestra la correlacion lineal de viscosidad y fuerza de gel del alginato
para las tres localidades en el afio 2013. Con un valor de R? de 0.89, 0.77 y 0.80
para el alginato de S. horridum de la Bahia de La Paz (Agua de Yepis, El Sauzoso y
Tarabillas, respectivamente). El valor de R? para todas las zonas es positivo y
cercano a uno, lo cual confirma que los parametros analizados estan altamente

correlacionados (Fig. 7).
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Figura 7. Correlacion lineal viscosidad-fuerza de gel del alginato en a. Agua de Yepis,

b. El Sauzoso y c. Tarabilla en el 2013. eViscosidad, mFuerza de gel.

10.3 Rendimiento de fucoidan

El fucoidan varié entre los meses. EI minimo rendimiento se obtuvo en abril y
septiembre (4.3%) y el maximo en mayo (6.8%). El analisis de varianza mostré
diferencias significativas entre los meses, replicas (p<0.001) y la interaccién de estos

no mostro diferencias significativas (p>0.3, Fig.8) (Anexo 1).
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Figura 8. Fucoidan extraido de S. horridum. Las barras verticales representan la

desviacién estandar del valor promedio.

10.3.1 Composicion quimica y espectrofotométrica del fucoidan
10.3.1.1 Contenido de azucares totales presentes en el fucoidan

El contenido de azucares totales varié entre los meses. El minimo contenido de
azucares totales se presentd en abril (14.9%) y el maximo en septiembre (21.8%). El
analisis de varianza mostrd diferencias significativas en los meses, réplicas y su

interaccion (p<0.01, Fig. 9) (Anexo 1).
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Figura 9. Contenido de azucares totales presentes en el fucoidan. Las barras

verticales representan la desviacion estandar del valor promedio.

10.3.1.2 Contenido de fucosa

El minimo contenido de fucosa se obtuvo en abril (1.5%) y el maximo en junio (4.7%).
El analisis de varianza mostré diferencias significativas en los meses, réplicas y la

interaccion de estos (p<0.01, Fig. 10) (Anexo 1).
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Figura 10. Contenido de fucosa presente en el fucoidan. Las barras verticales

representan la desviacion estandar del valor promedio.

10.3.1.3 Contenido de acidos uroénicos

El minimo contenido de acidos urdnicos se obtuvo en julio (5.76%) y el maximo en
septiembre (9.3%). El andlisis de varianza mostré diferencias significativas entre los

meses, réplicas y la interaccion de estas (p<0.001, Fig. 11) (Anexo 1).
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Figura 11. Contenido de acidos urénicos presentes en el fucoidan. Las barras

verticales representan la desviacion estandar del valor promedio.

10.3.1.4 Caracterizacion parcial del fucoidan por analisis de FTIR-ATR

En la figura 12 se muestra el espectro de infrarrojo del fucoidan obtenido de S.
horridum en el mes de abril, este espectro fue tomado como base para identificar las
principales sefales de los grupos funcionales presentes en el fucoidan. El espectro
muestra bandas de absorcion tipica de un polisacarido sulfatado. La banda alrededor
de 3,300 cm™ es debida a la vibracion del enlace O-H. Las bandas alrededor de los
2,924 - 2,982 cm™ corresponde al estiramiento del enlace C-H. Las bandas a 1,604 -
1,611 cm™ y las obtenidas a 1,409 - 1,420 cm™ son atribuidas a las vibraciones de
los enlaces del grupo carboxilo. En el espectro también se pudo observar bandas a
los 1,019 - 1,113 cm™; estas sefales corresponden a las vibraciones del enlace
hemiacetalico del anillo de azulcar, las bandas traslapadas a los 1,250 - 1,265 cm-!

son atribuida a los grupos sulfato en general S=0O, que se corrobora con la banda
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alrededor de los 580 cm™'. Se presentaron bandas de absorcion entre los 824-828
cm, atribuidas a todos los polisacaridos sulfatados (C-O-S), y la torsion de los
enlaces del éster sulfato en posicion ecuatorial del anillo de azucar (Tako et al., 2000;
Munoz-Ochoa et al., 2009), los valores de las bandas de absorcion de fucanos
(Patankar et al., 1993; Chizhov et al., 1999) indican que la banda alrededor de los
830-820 cm™', corresponde a grupos sulfatos en posicion ecuatorial de los C2 y Cs de
los residuos de fucosa (Fig. 12y 13).

Porcentaje de Transmitancia (%T)

Longitud de Onda {crmi)

Figura 12. Espectro de Infrarrojo (IR) del fucoidan de S. horridum de abril en la Bahia
de La Paz, B.C.S en 2013. Longitud de onda (cm) vs Porcentaje de transmitancia

(%T) de los grupos funcionales caracteristicos del fucoidan.

La relaciéon entre la banda de 1,250 y la de 1,080 cm™ de los grupos sulfato y
azucares totales (SO4/CHOH), respectivamente, nos indica un alto contenido de
grupos sulfato (SOa4), debido a que la relacién es mayor a 1, es decir por cada unidad

de azucar hay mas de una de sulfato (Tabla 2).
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Porcentaje de transmitancia (%T)
e

Figura 13. Espectro de Infrarrojo (IR) del fucoidan de S. horridum de abril-septiembre
de la Bahia de La Paz, B.C.S. Longitud de onda (cm™) vs Porcentaje de

transmitancia (%T) de los grupos funcionales caracteristicos del fucoidan.

Tabla 2. Relacion grupo sulfato (SO4)-Carbohidratos (CHOH) del fucoidan.

Mes Replica 1 Replica 2 Replica 3
Agua de Yepis = Sauzoso Tarabillas
Abr 1.06 1.08 1.07
May 1.06 1.07 1.09
Jun 1.04 1.05 1.04
Jul 1.07 1.04 1.08
Ago 1.04 1.04 1.03
Sep 1.07 1.06 1.05

10.3.1.5 Ensayo de la actividad anticoagulante (TP) del fucoidan obtenido a

partir de S. horridum

En esta prueba, el tiempo de coagulacion en el ensayo de TP para el blanco fue de
15.5s.
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Figura 14. Tiempos de coagulacion en el ensayo TP, utilizando fucoidan obtenido de
S. horridum como reactivo anticoagulante. Las barras verticales representan la

desviacién estandar del valor promedio.

El minimo tiempo de coagulacion en el ensayo de TP se presentd en abril (20 s) y el
maximo en septiembre (23.5 s). El andlisis de varianza mostré diferencias
significativas entre los meses, réplicas y la interaccion de estos (p<0.001, Fig. 14)
(Anexo 2).

10.3.1.6 Variacion de la actividad anticoagulante del fucoidan por el método de
TTPa

En el ensayo de TTPa el tiempo de coagulacion del blanco fue de 42.8 s y en todas
las muestras, se obtuvo un tiempo mayor a 300 s por lo que el resultado se reporta
para la concentracion de fucoidan (ug-mL™") que duplicé el tiempo de coagulacion del

control.
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Figura 15. Concentraciéon de fucoidan de S. horridum utilizado como reactivo
anticoagulante en el ensayo TTPa. Las barras verticales representan la desviacion

estandar del valor promedio.

La mayor actividad anticoagulante TTPa se presentd en junio (0.83 yg-mL™") y la
menor en septiembre (2.36 ug-mL"). El analisis de varianza mostré diferencia
significativa entre los meses, réplicas y la interaccién de estas (p<0.001, Fig. 15)
(Anexo 2).

10.4 Rendimiento del extracto etanélico

El minimo rendimiento del extracto se presenté en abril (2.6%) y el maximo en
septiembre (5.9%). El analisis de varianza mostré diferencia significativa entre los

meses, réplicas y la interaccion entre estos (p<0.001, Fig. 16) (Anexo 1).
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Figura 16. Variacion mensual del extracto etandlico de S. horridum. Las barras

verticales representan la desviacion estandar del valor promedio.

10.4.1 Evaluacion de la actividad secuestrante de radicales libres del extracto

etandlico de S. horridum

El valor minimo de actividad secuestrante, se presentd en septiembre (16.52%) y el
maximo en julio (24.38%). El analisis de varianza mostro diferencia significativa entre

los meses, réplicas y la interaccion de estos (p<0.01, Fig. 17) (Anexo 2).
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Figura 17. Actividad secuestrante en funcion de la reduccién del reactivo DPPH (%)
del extracto etandlico extraido de S. horridum. Las barras verticales representan la

desviacién estandar del valor promedio.

10.4.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana

De los 18 extractos analizados, el 22% (4) fueron activos. Los extractos de mayo
presentaron actividad contra las cepas de Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus y Staphylococcus aureus. El extracto de julio mostré actividad contra
Staphylococcus aureus. Ningun extracto mostré actividad contra Pseudomona

aeruginosa.
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10.5 Variacion mensual de la talla promedio de S. horridum en tres localidades
de la Bahia de La Paz, B.C.S

La talla de S. horridum varié entre 6 y 136 cm, en el periodo estudiado. El valor
minimo se presentd en septiembre (6 a 7 cm = 2) y el maximo en julio en Agua de
Yepis (62 cm = 20), en mayo en El Sauzoso (80 cm + 30) y también en mayo en
Tarabillas (133 cm £ 71). El analisis de varianza mostré diferencia significativa entre
los meses, réplicas y la interaccion de estas (p<0.01). Las tallas maximas en El
Sauzoso y Tarabillas presentan diferencia significativa (p<0.01) con las tallas de los
otros meses. Las tallas minimas obtenidas en septiembre no presentaron diferencia

significativa con la obtenida en abril en Agua de Yepis (p>0.05, Fig. 18).
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Figura 18. Variacién mensual de la talla promedio de S. horridum en la Bahia de La
Paz, B.C.S: eAgua de Yepis, mEl Sauzoso y ATarabillas. Las barras verticales

representan la desviacion estandar del valor promedio.
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10.5.1 Correlacion de la talla y el rendimiento (alginato, fucoidan y extracto

etandlico) de S. horridum

La figura 19 y 20 muestra la correlacion, polinémial (a, b, c, d, e) y lineal (f) entre la
talla y el rendimiento del alginato y fucoidan de S. horridum para las tres localidades.
Con un valor de R? de 0.32, 0.65 y 0.84 para alginato y 0.53, 0.50 y 0.79 para
fucoidan, respectivamente. El valor de R? para todas las localidades es positivo. El
alginato obtenido de S. horridum en Tarabillas esta mas altamente correlacionados,
que el obtenido en Agua de Yepis y El Sauzoso. El fucoidan presentd correlacion
positiva para las tres localidades (Fig. 19 y 20).

La figura 21 muestra la correlacion polinémial entre la talla (cm) y el rendimiento del
extracto etandlico de S. horridum para las tres localidades en el afio 2013. El valor de
R? fue de 0.30, 0.53 y 0.28, en Agua de Yepis (A.Y), El Sauzoso (S) y Tarabillas (T),
respectivamente. El extracto etandlico obtenido de S. horridum en El Sauzoso esta
mas altamente correlacionado que el obtenido de S. horridum en Agua de Yepis y
Tarabillas (Fig. 21).
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10.5.1.1 Correlacion talla-rendimiento (alginato)
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Figura 19. Correlacion de la talla (cm) y el rendimiento de alginatos de S. horridum: a.

talla-alginato en Agua de Yepis (A.Y). b. talla alginato en El Sauzoso (S). c. talla-
alginato en Tarabillas (T) e Rendimiento.
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10.5.1.2 Correlacion talla-rendimiento (fucoidan)
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Figura 20. Correlacioén de la talla (cm) y el rendimiento del fucoidan de S. horridum: a.

talla-fucoidan en A.Y. b. talla-fucoidan en S. c. talla-fucoidan en T. e Rendimiento.

46



10.5.1.2 Correlacién talla-rendimiento (extracto etandlico)
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Figura 21. Correlacion de la talla (cm) y el rendimiento del extracto etandlico de S.
horridum: a. talla-rendimiento en A.Y. b. talla-rendimiento en S. c. talla-rendimiento

en T. eRendimiento.

10.6 Variacion mensual del contenido de nutrientes (amonio, nitritos, nitratos y

ortofosfatos) y temperatura (°C) en Agua de Yepis en 2013 (marzo-noviembre)

El contenido de amonio varié de <0.100 a 3.4 yM. EI minimo valor se present6 para
los meses de marzo-junio (<0.100 uyM) y el maximo para octubre (3.4 pM). El analisis
de varianza mostré6 que hay diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de

amonio entre los meses (marzo-noviembre) (p<0.05). Entre los meses de marzo-junio
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no se presento diferencias significativas (p>0.05). La concentracion de octubre no fue
significativamente diferente (p>0.05) con septiembre (p=0.23) y noviembre (p>0.05)
(Fig. 22a, Anexo 3).

El contenido de nitritos varié de <0.100 a 1.78 pyM. El valor minimo se presenté de
julio a octubre (<0.100 pM) y el maximo en abril (1.78 uM). El anadlisis de varianza
mostré que hay diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de nitritos entre los
meses (marzo-noviembre) (p<0.05). Abril difiere significativamente (p<0.05) con

todos los otros meses analizados (p<0.05) (Fig. 22b, Anexo 3).
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Figura 22. Variacion mensual del contenido de amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos
(MM) en Agua de Yepis, Bahia de La Paz, B. C. S., en el aino 2013 (marzo-
noviembre). Las barras verticales representan la desviacion estandar del valor

promedio.
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El contenido de nitratos vari6 entre <0.111 y 11.78 uM. EIl valor minimo se presento
en septiembre (0.111 uyM) y el maximo en abril (11.78 pM). El analisis de varianza
mostré que hay diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de nitratos para los
meses de abril a noviembre (p<0.05). Abril fue significativamente diferente que el

resto de meses analizados (p<0.05) (Fig. 22c, Anexo 3).

El contenido de ortofostafos varié entre 0.12 y 1.31 yM. EI minimo valor se presenté
en octubre (0.12 yM) y el maximo en mayo (1.31 yM). El analisis de varianza mostro
que hay diferencia significativa (p<0.05) en el contenido de ortofosfatos para los
meses de abril a noviembre (p<0.05). En mayo, se presento la maxima concentracion
de ortofosfatos y no fue significativamente diferente con marzo y abril, (p>0.05). Sin
embargo difiere significativamente con los otros meses analizados (junio-noviembre)
(p<0.05) (Fig. 22d, Anexo 3).

Las figuras 23 y 24 muestran la correlacion polinomial positiva entre nutrientes-
alginato (a, b, ¢, d) y fucoidan (e, f, g, h) extraido de S. horridum en Agua de Yepis.
El alginato esta altamente correlacionado con los nutrientes (amonio, nitritos, nitratos
y ortofosfatos), con un valor de R? de 0.73, 0.84, 0.83 y 0.92, respectivamente. El
fucoidan esta mas altamente correlacionado con los nitritos (0.64), que con el amonio
(0.30), nitratos (0.30) y ortofosfatos (0.24). El extracto etandlico presenté una mayor

correlacion con el amonio (0.46) y los ortofosfatos (0.43) (Fig. 23, 24 y 25).
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Figura 23. Correlacion nutrientes-rendimiento de alginato (A) a. amonio-A. b. nitritos-
A. c. nitratos-A. d. ortofostafos-A. eRendimiento (%), mNutriente (UM).
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Figura 24. Correlacién nutrientes-rendimiento de fucoidan (F). a. amonio-F. b. nitritos-

F, c. nitratos-F. d. ortofosfatos-F. eRendimiento (%), mNutriente (uM).
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Figura 25. Correlacién nutrientes-rendimiento de extracto etandlico (E.E). a. amonio-
E.E. b. nitritos- E.E. c. nitratos- E.E. d. ortofostafos- E.E. eRendimiento (%),
mNutriente (uM).

10.6.6 Variaciéon mensual de la temperatura (°C) en Agua de Yepis, Bahia de La

Paz, B. C. S. en el afio 2013 (febrero-noviembre)

La temperatura del agua de mar en Agua de Yepis varid de un minimo en febrero
(22.1°C) a un maximo en agosto (29.7°C). El andlisis de varianza mostré diferencia
significativa (p<0.05) en la temperatura para febrero a noviembre de 2013. Para los
meses de junio-octubre no mostré diferencia significativa, cuando se presentaron los
maximos valores de temperatura (27-29°C). En mayo, se presentd el minimo valor de
temperatura y no fue significativamente diferente a febrero (p<0.05, Fig. 26) (Anexo
3).
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Figura 26. Variacion mensual de la temperatura (°C) en Agua de Yepis, Bahia de La
Paz, B. C. S. Las barras verticales representan la desviacion estandar del valor

promedio.

10.6.6.1 Correlacion temperatura-nutrientes en Agua de Yepis

La figura 27 muestra la correlacion lineal positiva entre la temperatura y el amonio. El
valor de R? es de 0.63. La temperatura presenta una correlacion lineal negativa con
los nitritos, nitratos y ortofosfatos. El valor de R? para cada uno de ellos es 0.37, 0.45
y 0.67, respectivamente. Los ortofosfatos es el nutriente que presenta la mayor

correlacion con la temperatura (Fig. 27).
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Figura 27. Correlacion temperatura-nutrientes. a. temperatura-amonio, b.

temperatura-nitritos, c. temperatura-nitratos y c. temperatura-ortofosfatos. enutriente
(MM).

10.6.6.2 Correlacion temperatura-rendimiento (alginato, fucoidan y extracto

etandlico) de Agua de Yepis en el 2013

La figura 28 muestra la correlacion polinémial positiva entre la temperatura y el
rendimiento de alginatos, fucoidan y extracto etandlico. El valor de R? para cada uno
de ellos es 0.30, 0.19 y 0.46, respectivamente. El extracto etandlico estd mas

altamente correlacionado que el alginato y el fucoidan (Fig. 28).
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Figura 28. Correlacion temperatura-rendimiento: alginato (A), fucoidan (F) y extracto
etandlico (E.E). a. temperatura-rendimiento (A), b. temperatura-rendimiento (F), c.
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11. Discusion
11.1 Composiciéon quimica proximal

El alga café S. horridum de la Bahia de La Paz es fuente principal de carbohidratos
(44 a 57.7%). Estos valores sugieren que la cantidad de extractos de uso comercial
que se puede obtener del alga, como alginatos y fucoidan, puede llegar a representar
la mitad de los carbohidratos presentes en el alga, el resto de los carbohidratos
comprenden la celulosa, manitol y laminaran. S. horridum puede ser una mejor

fuente de carbohidratos en comparacion a otras especies de algas pardas como S.
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sinicola (38.2%), S. herporizum (43.5%) y una especie aun no identificada de
Colombia (41%) lo que justifica su potencial utilizacion como alimento para ganado,
produccion de bioetanol y sustrato para la elaboracion de compostas vy
biofertilizantes. En este sentido, esta alga es compatible con otras especies
abundantes en México del orden laminariales, como Eisenia arborea y Macrocystis
pyrifera que contienen cantidades similares de carbohidratos (43-54 y 46%,
respectivamente) (Hernandez-Carmona et al., 2009, Tabla 3).

Las cenizas en S. horridum presentan un valor promedio de 34% con el maximo valor
en marzo Yy julio (39%). Esto indica que S. horridum acumula un mayor contenido
mineral que Eisenia arborea (24%) (Hernandez-Carmona et al, 2009) y similar al
valor reportado para S. sinicola (38%) (Carrillo-Dominguez et al, 2002), debido a que
esta ultima esta en sinonimia con S. horridum. Las cenizas reportadas para M.
pyrifera (31-41%) (Rodriguez-Montesinos y Hernandez-Carmona, 1991) fueron
similares a las reportadas para S. horridum en el presente estudio. Si bien el
contenido de cenizas no tiene un valor nutricional, la gran cantidad de oligoelementos
que presenta es de suma importancia para la industria agroalimentaria, ya que
provee de nutrientes esenciales para el mejor crecimiento y desarrollo de las plantas,
por lo que es factible el uso de S. horridum para la elaboracion de extractos liquidos
de algas como bioestimulantes en cultivos terrestres (FAO, 2003, Bricefio et al., 2013

y Hernandez-Herrera et al., 2014).

Tabla 3. Composicidon quimica de las principales algas cafés de la peninsula de Baja

California.
Especie Proteinas (%) Cenizas (%) Fibra (%) Carbohidratos (%) Referencia
Rodriguez-Montesino y Hernandez-Carmona 1991
M. pyrifera 5--7 31--41 4.4--8.8 46 Carrillo-Dominguez et al., 2002
Castro et al., 1994
E. arborea 5--11 19--29 4.3--6.4 43--54 Hernandez-Carmona et al., 2009
S smlcpla 6.97 383 6.46 38.2 Carrillo-Dominguez et al., 2002
S. herporizum 5.12 36.7 5.82 43.5
Sargassum.sp 12.7 41 Gojon-Baez et al., 1998
S. horridum 5.7-7.8 30.4-39 7.1-8.2 45--55 Este estudio
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A pesar de que se ha reportado que el contenido de proteinas, en las algas pardas
como S. horridum es inferior al de otros grupos de algas como las verdes y las rojas,
el suministro como alimento con 6.7% no es despreciable y puede ser util en zonas
donde se tiene poco alimento para el ganado, como es el caso de la Peninsula de
Baja California. El extracto etéreo (grasas, vitaminas y pigmentos) se encuentra en
bajas concentraciones y no contribuira al suministro de grasas en los consumidores.
La cantidad de fibra cruda reportada para S. horridum fue superior a lo reportado
para especies del mismo género, como S. sinicola (6.5%) (Carrillo-Dominguez et al.,
2002; Hernandez-Carmona et al., 2009). La fibra cruda, no tiene un valor nutricional,

pero ayuda en mantener los movimientos peristalticos intestinales.

El valor caldrico presentado por las algas marinas es muy bajo, en el caso particular
de S. horridum (2,572 cal-g'), es inferior al reportado para cereales y leguminosas
(3,700 cal-g™"). Este contenido ha creado una mayor demanda de las algas como
alimento en oriente y va en aumento en otros paises de Europa ya que son

consideradas como alimento balanceado y dietético.

11.2 Alginato

En el afio 2012 se realizd un estudio previo a la realizacion de este trabajo, para
calibrar métodos de extraccion, encontrando el maximo rendimiento en mayo
(20.2%). Esto sugiere que el rendimiento obtenido en el afio 2013 fue anémalo para
la especie. Por lo tanto se sugiere tomar con reserva el valor 8.6% y considerar que
esta alga en el caso de explotacion tendra un rendimiento de alginato mas cercano al
20%. Oftros trabajos realizados con la misma especie en afos pasados confirman
esta suposicion (Tabla 4). Por ejemplo, los trabajos de Hernandez-Carmona et al.,
1985 y Rodriguez-Montesinos et al., 2008, reportan rendimientos superiores al 13%.
Adicionalmente el manto Agua de Yepis en el 2012 mostrd un crecimiento normal en
el periodo de febrero a septiembre, sin embargo en 2013, el crecimiento del manto se
retrasd hasta abril, mes donde se encontraron apenas reclutas jovenes de unos

cuantos centimetros ya que los meses anteriores el manto total se encontraba
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sepultado por arena, debido a un periodo de lluvia anormal en la zona. La época de

reproduccion (abril-mayo) se presento para el mes de junio.

El rendimiento del alginato de S. sinicola (en sinonimia con S. horridum) (7-13%)
(Rodriguez-Montesinos et al., 2008), es menor al reportado en el presente estudio,
sin embargo se reportan en la misma época de recolecta mayor contenido de
alginato para S. sinicola (25 a 35%) (Hernandez-Carmona, 1985).

Tabla 4. Comparacion del rendimiento (%) de alginatos de S. horridum con el de
otras algas.

Especie Rendimiento (%) Estacion Autor
Sargassumsiliquosum 41 Ragaza and Hurtado, 1999
S. sinicola 25.31-35.90 Primavera-Verano Hernandez-Carmona, 1985
S. myriocystum 15.9-34.5 Agosto Chennubhotla et al ., 1982
S. carpophyllum 32 Ragaza and Hurtado, 1999
S. ilicifolium 22.3-30.8 Febrero Chennubhotla et al., 1982
S. polycystum 27.64 Febrero Sundararaju et al. 2003
S. duplicatum 20.71-27.63 Istini et al., 1994
S. vulgare 25.46 Rao y Alankararao , 1978-1988
S. fluitans 245 Thomas et al., 2004
S. ilicifolium 23 Ragaza and Hurtado, 1999
S. horridum 8.6 Agosto Este estudio
S.sp 209+3.5 Abril-Mayo Camacho y Hernandez Carmona, 2012
S. oligocystum 20.5 Thomas et al ., 2004
S. tenerrimum 18.32 Redekar and Raje, 2000
S. filipendula 174+1.6 Mayo Garcia-Rios et al., 2012
S. vulgare 16.9 Torres et al., 2007
S. cymosum 159+1.2 Abril-Mayo Camacho y Hernandez Carmona, 2012
S. sinicola 13.7 Primavera Rodriguez-Montesinos et al., 2009
S. mangarevense 9.3 Zubia et al., 2008
Ecklonia cava 31.56-33.95 Istini et al ., 1994
Laminaria japonica 31.62-32.16 Istini et al ., 1994
Macrocystis Pyrifera 28.9-31.52 Primavera-Verano Hernandez-Carmona, 1985

Eisenia arborea 28.64 Otofo Hernandez-Carmona, 1985

Turbinaria turbinata 246+3.3 Septiembre Garcia-Rios et al ., 2012
Dictyota caribaea 7411 Enero Garcia-Rios et al ., 2012
Padina perindusiata 54+0.2 Mayo Garcia-Rios et al ., 2012

En esta investigacion se encontr6 un rendimiento maximo de alginato en agosto

(8.6%). Este valor es inferior al obtenido para otras especies del género, por ejemplo:
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S. licifolium (23%), S. carpophyllum (32%) y S. siliquosum (41%) (Ragaza y Hurtado,
1999), S. tenerrimum (18.32%) (Redekar y Raje, 2000), S. oligocystum (20.5%);
Sargassum sp. (20.9%) y S. filipéndula (17%), especies recolectadas en la costa del
caribe colombiano (Camacho y Hernandez-Carmona, 2012). Sin embargo los valores
reportados en este estudio son mayores a los reportados a otros previamente
publicados para Dictyota caribaea (7.4%) y Padina perindusiata (5.4%), especies
recolectadas en la peninsula de Yucatan (Garcia-Rios et al., 2012).

Viscosidad y fuerza de gel del alginato

La viscosidad para el alginato obtenido en este estudio fue baja (38 a 73 m Pa-s). Sin
embargo, otros estudios han reportado valores de viscosidad similares para especies
del mismo género: 12.-21 m Pa-s (Camacho y Hernandez-Carmona, 2012) y 41-191

m Pa-s (Rodriguez-Montesinos et al., 2008).

Estos valores son considerados bajos para muchas aplicaciones de los alginatos. Sin
embargo, en algunos casos, la industria alimenticia y la farmacéutica requiere
alginato de baja viscosidad (<150 m Pa-s). En alimentos son utilizados como agente
gelatinizador, espesante, defloculante, helados de crema, estabilizador en bebidas,
restructurados, mermeladas, productos de carne, entre otros. En |la farmacéutica son
usados en mascarillas faciales, para aumentar la viscosidad de agentes de
estabilizacién para cosméticos y para la eliminacién de metales pesados del cuerpo

humano (http://spanish.alibaba.com/product-gs/ultra-low-viscosity-sodium-alginate-

food-grade-1388577221.html?s=p). La fuerza de gel del alginato de S. horridum tuvo

valores superiores a 800 g-cm para todos los meses. Estos valores son favorables
para el uso de los alginatos en algunas aplicaciones comerciales como la elaboracion
de microencapsulados de bacterias benéficas, para la liberacion lenta de productos y

para mejorar el crecimiento de plantas terrestres (Yabur et al., 2007).

La correlacion de viscosidad-fuerza de gel del alginato obtenido fue altamente

significativa. Se observé una correlacion lineal positiva de 0.89, 0.78 y 0.81 en Agua
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de Yepis, El Sauzoso y Tarabillas, respectivamente. Estos valores sugieren que las
propiedades viscoelasticas de los alginatos obtenidos estan estrechamente
relacionadas entre si y constituye un nuevo hallazgo, ya que esta correlacion no

habia sido descrita anteriormente.

Aunque el rendimiento del alginato no fue mayor al 8.6% (agosto), este presenta
valores de viscosidad y fuerza de gel propios de alginatos de uso industrial,
especialmente después de la etapa reproductiva de la especie. Esto nos sugiere que
S. horridum es fuente potencial de alginato y se podria cosechar en el mes de
agosto, cuando ha concluido su época reproductiva, presenta su mayor rendimiento

de alginato y su fuerza de gel es superior a 1000 g-cm™.

11.3 Fucoidan

En el estudio previo del 2012 en Agua de Yepis, el maximo rendimiento se obtuvo en
mayo (13%). Sin embargo para 2013 en esta misma localidad y el mismo mes, el
mayor rendimiento fue de 6.8%. Aunque es superior al reportado para otras especies
como S. horneri (4.3%), S. tenerrimum (3.1%) y S. plagiophyllum (6%) (Preeprame et
al., 2001; Sinha et al., 2010 y Suresh et al., 2013). Los resultados previos sugieren
que el rendimiento puede llegar a 13%, debido a que consideramos el crecimiento de
S. horridum durante 2013 andmalo, lo cual explicaria los bajos rendimientos
obtenidos. En comparacion al fucoidan extraido de otros géneros se obtuvo un
rendimiento mayor al de Laminaria japénica (1.9%), Saccharina longicrusis (1.3%) y
Ascophyllum nodosum (2.6%) (Zhang et al., 2003 y Rioux et al., 2007),
respectivamente (Tabla 5). Otras especies de algas pardas presentan un rendimiento
de fucoidan mayor al 20%, como el de Turbinaria turbinata, Fucus distichus, Dictyota
caribaea y Padina pirindusiata (Bilan et al., 2004; Garcia-Rios et al., 2012).

La proporcion en el contenido de fucoidan en las algas pardas es variable (1.1-
32.1%) (Tabla 5). Esto se debe a la diferencia en el desarrollo de la especie y a la

influencia de otros factores, como las condiciones ambientales del lugar en el que se
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desarrolla (temperatura, nutrientes, salinidad, intensidad luminosa, entre otros), la
época del afio y el método de extraccion (Lobban y Harrison, 1994). En nuestro
trabajo consideramos que las anomalias ambientales mencionadas para el 2013
fueron responsables de los bajos rendimientos. Sin embargo y a pesar del bajo
rendimiento, el fucoidan es un producto de alto valor agregado. El precio por gramo
de fucoidan de grado reactivo oscila alrededor de los $ 6,000 pesos

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/f5631?lang=en&region=).

Si consideramos que S. horridum tiene un rendimiento cercano al 10% estamos
hablando de $ 60,000 pesos por cada 100 g de alga seca procesada, lo que la hace

una especie altamente rentable.

Composicion quimica y espectrofotométrica del fucoidan

Los espectros de IR del fucoidan obtenidos en todas las muestras de S. horridum
muestran similitudes a los reportados por Tako et al. (2000) para la especie
Cladosiphon okamuranus y para Eisenia arborea por Munoz-Ochoa et al. (2009).
Todos los espectros de infrarrojo del fucoidan obtenido de S. horridum son similares,
esto sugiere que es el mismo tipo de fucoidan. El contenido de azucares totales,
fucosa y acidos urdnicos del fucoidan variaron a lo largo de los meses estudiados, su
concentracion es variable, pero tiende a incrementar a medida que el alga va
creciendo, con valores altos a partir del mes de junio. Los resultados obtenidos
sugieren que la variacion en la proporcion de azucares afecta la variacion mensual

de la actividad anticoagulante obtenida.

Actividad anticoagulante

El fucoidan extraido de S. horridum, presentd actividad en el ensayo TP y en el
TTPa, en éste ultimo incrementé en mas de 10 veces el tiempo de coagulacion del

control. En general los resultados demuestran que el ensayo TTPa es mas sensible o
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el fucoidan actua principalmente por un mecanismo de accion que involucra a la via
intrinseca (alguna enzima o cofactor esencial), y en menor medida a la via extrinseca

(ensayo TP), aun a bajas concentraciones de fucoidan (0.83 ug mL™").

Tabla 5. Comparacion del rendimiento (%) del fucoidan presente en otras algas

marinas.
Especie Rendimiento (%) Recolecta Fuente
Sargassum stenophyllum 8.5 Febrero Duarte et al., 2001
S. horneri 4.3 Preeprame et al., 2001
S. tenerrimum 3.1 Sinhaetal., 2010
S. filipendula 26.0+1.9 Mayo Garcia-Rios et al., 2012
S. plagiophyllum 6+0.3 Noviembre Suresh et al ., 2013
S. horridum 6.8+2 Mayo Este estudio
Chonda filum 10.5-21 Chizhov et al., 1999
Fucus vesiculosus 3.4-25.7 Rupérez et al., 2002
Laminaria japonica 1.9 Zhang et al., 2003
Fucus distichus 21.5-10.1 Bilan et al., 2004
Alaria fistulosa 2.9-14.5 Usov et al., 2005
Fucus vesiculosus 1.4-2.6 Rioux et al ., 2007
Saccharina longicruris 1.1-1.3 Rioux et al., 2007
Undaria pinnatifida 8.8 Yang et al., 2008
Ascophyllum nodosum 1.4-2.6 Rioux et al ., 2008
Turbinaria turbinata 321+3.3 Septiembre  Garcia-Rios et al., 2012
Dictyota caribaea 222+3 Enero Garcia-Rios et al., 2012
Padina perindusiata 21625 Mayo Garcia-Rios et al., 2012

Para el fucoidan extraido en agua a 25°C y 80°C, de S. horridum, ya se habia
reportado actividad TTPa, sin embargo para el ensayo TP, la actividad reportada no
habia superado al blanco (Munoz-Ochoa et al., 2009). Esta actividad también ha sido
reportada para el fucoidan extraido de otras especies de algas cafés: Fucus
vesiculosus (Durin et al., 1997), Ascophyllum nodosum (Chevolot et al., 1999),
Saccharina longicruris (Cumashi et al., 2007) y Laminaria japdénica (Wang et al.,

2010). Nuestros resultados hasta el momento sugieren que el fucoidan de S.
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horridum tiene gran potencial de utilizacion como reactivo anticoagulante. Sin
embargo su uso como farmaco requiere la realizacion de pruebas que permitan
demostrar la inocuidad del fucoidan para su uso en humanos o animales. En esta
etapa, ya es posible considerarlo para el control de la coagulacién sanguinea en

pruebas de analisis clinicos.

11.4 Extracto etandlico

De todos los extractos obtenidos (fucoidan, alginato y extracto etandlico), a partir de
S. horridum, el extracto etandlico fue el que presentd menor rendimiento, pero con

una importante actividad.

Se observé una variacion significativa entre los meses, réplicas y la interaccion de
estos (p<0.001). Este extracto mostrd ser activo contra las cepas de Vibrio harveryi,

V. parahaemolyticus, V alginolyticus y Staphylococcus aureus.

Teniendo en cuenta que no existe un reporte que dé a conocer la variacibn mensual
del rendimiento del extracto etandlico en ningun alga de la Bahia de La Paz, este
trabajo se considera el primer reporte de la variacion de extracto etandlico en S.

horridum en México.

Actividad antioxidante del extracto etandlico

La busqueda de compuestos antioxidantes naturales es de gran interés para los
investigadores. En los ultimos afos se han incrementado los reportes de actividad
antioxidante de las algas marinas, de los tres grupos (rojas, cafés y verdes) (Suresh
et al., 2012).

En nuestro estudio, la actividad antioxidante, analizada mediante la reduccion del
DPPH, no superé el 24%. Se ha estudiado la actividad antioxidante en otras especies

pertenecientes al género Sargassum. Para S. polycystum, se reporté actividad
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superior al 60% de reduccion de DPPH a concentraciones de 200, 300, 500 y 750 mg
mL-' (Raghavendra et al., 2005). El extracto metandlico de S. micracanthum fue mas
activo que el reportado en este estudio para S. horridum, ya que se obtuvo una
reduccion de 50% del DPPH a una menor concentracion del extracto (ECso= 34
ug-mL7'). Para S. horridum se realizaron pruebas de reducciéon del DPPH a
concentraciones superiores a 100 uyg-mL" (200, 300, 400 y 500 pg-mL"), sin
embargo no se presento un porcentaje de reduccion superior al 24%.

Se realizé un estudio comparativo de la actividad antioxidante (radical DPPH), para
48 algas (rojas, cafés y verdes) recolectadas en la Peninsula de Yucatan, donde
utilizaron como solvente una solucion diclorometanol:metanol en una proporcion 2:1
durante 20 horas. Entre las algas estudiadas se encontraron dos especies del género
Sargassum (S. ramifolium y S. pteropleuron), las cuales redujeron el radical libre
estable DPPH a la mitad a una concentracién de 6.64 mg-mL"' y 7.14 mg-mL™",
respectivamente. En este mismo estudio la mayor actividad antioxidante para
especies de algas pardas se reportd para Lobophora variegata (0.32 mg-mL"), para
las rodophytas se reporté en Chondria baileyana (2.84 mg-mL™") y en las clorophytas
fue Avrainvillea longicaulis (1.44 mg-mL") (Zubia et al., 2008). La cantidad de
fucoidan utilizado para estas especies fue superior al utilizado en el presente estudio,
aunque no obtuvimos una reduccion del 50% del radical libre estable DPPH a la

concentracion maxima de prueba (500 pg-mL™").

Otras especies de algas pertenecientes a la clase phaeophyceae han mostrado
actividad antioxidante. Se ha reportado actividad antioxidante para extractos
organicos y acuosos de Bifurcaria bifurcata, Himantalia elongata, Saccharina
latissima y Chondracanthus acicularis, Dumontia contorta, Gigartina pistillata,
Mastocarpus stellatus, Nemalion helmintoides y Osmundea pinnatifida. La especie
que presentd mayor actividad fue Bifurcaria bifurcata, la cual fue atribuida al
contenido de fenoles que presentd el extracto. El resultado de esta investigacion
demuestra el potencial de compuestos con actividad antioxidante que tienen las

algas pardas (Jiménez-Escrig et al., 2012). Para otras especies de algas se ha
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obtenido una mayor actividad antioxidante. Por ejemplo, la actividad presentada por
U. lactuca (14.20%) (Meenakshi et al., 2012) y en S. tenerrimum el porcentaje de
actividad fue de 64.66% (Vijayabaskar et al., 2012).

En el extracto etandlico se obtiene la mayor proporcion de los componentes de bajo
peso molecular, compuestos cuya polaridad va desde baja como lipidos (acidos
grasos, esteroles, terpenos etc.) hasta muy polares, como es el caso de los
florotaninos, que son los principales responsables de la actividad secuestrante
mostrada por las algas, adicionalmente a la concentracion de acido ascorbico que
puedan presentar. Es probable que esta gama de compuestos interfiera con la
actividad de los florotaninos, provocando un efecto de dilucién. Se recomienda un
fraccionamiento cromatografico, donde se separen los grupos de polaridad similar, y

experimentar si la actividad secuestrante aumenta considerablemente.

En la mayoria de los reportes de este tipo de actividad, se hace referencia a
extractos o fracciones de mediana polaridad hasta fracciones o extractos polares, sin
embargo, el nivel de actividad mostrada por el extracto etandlico de S. horridum aun
se considera aceptable, tomando en consideracion que la maxima concentracion de
prueba fueron 500 ug-mL-" y en los trabajos de referencia en la mayoria de los casos
las concentraciones sobre pasan los 1000 pyg-mL™', como en los casos de S.
ramifolium y S. pteropleuron que reportaron una ECso= 6640 y 7140 pg-mL™,

respectivamente.

Actividad antibacteriana del extracto etandlico

El extracto etandlico mostré actividad contra tres cepas pertenecientes al género
Vibrio (Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus), sin embargo hay que
destacar que el halo de inhibicion que se presentd fue superior a 1 milimetro.
También se observé actividad para S. aureus en el mes de mayo, pero ningun
extracto fue activo para Pseudomona aeruginosa. El hecho de que no se presentara

el halo de inhibicion para el resto de los meses, ni en todas las cepas bacterianas,
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sugiere que se presenta una variacion natural en la actividad antibacteriana del
extracto etandlico. Es recomendable realizar un fraccionamiento del extracto y

ensayar con las fracciones en las cepas analizadas.

La inactividad del extracto contra P. aeruginosa también fue reportada en el alga café
S. wightii (Vallinayagan et al., 2009). A diferencia de S. horridum, no mostr6 actividad
para S. aureus. Sin embargo el extracto de S. horridum mostré actividad para otras
bacterias: V. cholera, S. dysentriae, S. paratyphi, S. bodi y K. pneumoiae. Se ha
reportado actividad antibacteriana con extractos de otras especies algales (Ulva
lactuca, Padina gymnospora y Gracilaria edulis) contra P. aeruginosa (Vallinayagam
et al., 2009). Otros trabajos también han reportado actividad antibacteriana de

extractos de Euchema denticulatum contra S. aureus. (Al-Haj et al., 2009).

Munoz-Ochoa et al. (2010) reportaron actividad antibacteriana contra Mycobacterium
tuberculosis para el extracto etandlico crudo de S. horridum, atribuyendo esta
actividad al efecto de los acidos grasos insaturados como el acido miristico, oleico,
linoléico, entre otros presentes. Esta misma actividad fue estudiada tanto para el
extracto etandlico crudo de S. horridum asi como a sus fracciones llegando a la

misma conclusion (Mufioz-Ochoa et al., 2010; Pardo-Fuentes, 2012).

En algas cafés se han reportado compuestos esteroidales como el fucosterol y su
derivado, el saringosterol (Wachter et al., 2001). Estos compuestos estan
ampliamente distribuidos entre las feofitas por lo que podrian ser los responsables de

la actividad mostrada en este estudio (Mufioz-Ochoa, 2010).

Un hecho importante es que la actividad antibacteriana se presenté practicamente
solo contra bacterias del género Vibrio, lo cual puede implicar cierta seleccién sobre
el organismo blanco. Esto sugiere que puede tener aplicaciones en el ramo de la
acuacultura, ya que uno de los principales factores que generan cuantiosas pérdidas
econdmicas en cultivos de camardn son las enfermedades bacterianas donde las
bacterias del género Vibrio figuran como una de las principales causas de mortalidad
(Saulnier et al., 2003).
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11.5 Variacion mensual en la talla (cm) de S. horridum en la Bahia de La Paz,
B.C.S en 2013

El alga café S. horridum inicia su desarrollo durante los primeros meses del afo,
cuando la temperatura del agua es baja (21-22°C). En el presente estudio las tallas
minimas para la especie se presentaron al inicio del periodo juvenil (marzo-abril) y
también en la etapa de senescencia del alga, que ocurre en septiembre. Las tallas
maximas se obtuvieron en Tarabillas (133 cm) y El Sauzoso (80 cm) en mayo,
mientras que en Agua de Yepis la maxima (62 cm) ocurrié dos meses después (julio).
En estos meses las algas se encontraron en etapa de madurez. Se ha reportado
tallas maximas en los meses frios de marzo y abril para S. sinicola (Espinoza y
Rodriguez, 1989) y S. horridum (108 cm) (Mufietén-Gémez y Hernandez-Carmona,
1993) para Baja California Sur, y también se reporto la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) en la talla promedio alcanzada por S. horridum, entre los
meses y localidades. Esto era de esperarse ya que los cambios en la talla de
especies del género Sargassum estan relacionados con cambios morfolégicos y con
los diferentes estadios del alga. Estudios previos han reportado tallas mayores para
algas del género para algas maduras de S. sinicola (197 cm), S. herporhizum (170
cm) y similares a las de este estudio para S. lapazeanum (110 cm) (Nufez-Lopez y
Casas-Valdez, 1997).

La desviacion estandar muestra que en estos meses se encontraron algas en
diferentes etapas de crecimiento, esto sugiere que el alga S. horridum tiene periodos
de repoblacion en mas de un mes al afo, hasta que la temperatura del agua
aumenta y empieza a degradarse el alga. La correlacion entre la talla y el
rendimiento del alginato y el fucoidan confirma la relacién que existe entre estas
variables. El rendimiento de estos dos componentes disminuye a medida que el alga
se aproxima a su etapa de senescencia, cuando la temperaturas del agua de mar se
incrementada hasta 29.6°C, en los meses de julio y agosto. Finalmente desaparece
su forma macroscépica en el mes de septiembre, quedando en el fondo el sujetador,

de donde se regenera un nuevo individuo el ano siguiente. Se ha observado que
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algunas plantas se reclutan por reproduccion sexual, pero la magnitud de este evento

no ha sido estudiada.

Existe una correlacion positiva en la talla-alginato y talla-fucoidan extraido de S.
horridum, especialmente en la localidad de Tarabillas, con un R? de 0.84 y 0.79,
respectivamente. El aumento de la talla y el rendimiento del extracto etandlico,
mostraron correlacion, sin embargo la correlacion en las localidades no fue superior a
0.54.

11.6 Variacion mensual en la temperatura y los nutrientes del agua de mar en

Agua de Yepis

S. horridum habita cerca de la costa en aguas someras, en donde se presentan
amplias variaciones de temperatura. La temperatura superficial del agua varié de
21.9 a 29.6°C, entre los meses de febrero-noviembre. Estas temperaturas son
similares a las reportadas en otros estudios, para el sur del Golfo de California.
Aunque Espinosa y Rodriguez (1987 y 1989) reportaron las mayores tallas para S.
sinicola, en los meses en los cuales se presentan bajas temperatura (Tabla. 6). En el
presente estudio se encontré que la mayor talla de S. horridum se present6 en el
mes en el que se reportd un valor alto de temperatura de 28.5°C. Esto sugiere que la
temporada en que estas algas llegan a su maximo desarrollo puede haber cambiado.
La correlaciéon temperatura-rendimiento (alginato, fucoidan y extracto etandlico)
mostré claramente la disminucion del rendimiento en los compuestos a medida que

la temperatura aumentaba (29°C).

Se han reportado las tallas maximas para las especies S. sinicola (216.8 cm), S.
herporhizum (194 cm) y S. lapazeanum (110 cm) en Bahia Concepcion, B. C. S., en
la primavera. En esta estacion se reportan bajas temperaturas (20-22°C). Sin
embargo en el verano S. sinicola (sinonimia de S. horridum) presentd una talla de

88.7 cm (Nufiez-Lépez y Casas-Valdez, 1997).

69



Los nitritos y nitratos, en mayo (maxima concentracion), presentaron una marcada
diferencia con todos los otros meses analizados (p<0.05). Las maximas
concentraciones de estos nutriente en el mes de mayo, aunado a los valores de
temperatura, hace propicio el desarrollo y estado de madurez del alga S. horridum,
asi como el incremento de su contenido de alginatos y fucoidan, reportado en mayo

para la especie.

Tabla 6. Intervalos de temperatura (°C) reportados para ambientes de Sargassum
spp., del Golfo de California y la costa del Océano Pacifico de Baja California

(modificado de Sanchez-Rodriguez y Cervantes-Duarte, 1999).

Intervalo de Tem (°C) Golfo de California Referencias
<14 a 30 Norte McCourt, 1984
14 a20 Central (W) Pacheco-Ruiz et al., 1998
20a32.8 Central. Bahia Concepcién Nufiez-Lopez y Casas-Valdéz, 1997
23 a 31 Sur. Bahia de La Paz Espinoza y Rodriguez, 1989
19 a 31 Sur. Bahia de La Paz Espinoza y Rodriguez, 1987
21.9-29.6 San Juan de la costa (Bahia de La Paz) este estudio
Costa pacifico
14a24 Tijuana y Ensenada Aguilar-Rosas y Machado-Galindo, 1990
16 a 26 Bahia Tortugas Espinoza, 1990
17a29.5 Bahia Magdalena Sanchez-Rodriguez y Cervantes-Duarte, 1999

Los mayores valores de ortofosfatos se presentaron en marzo, abril y mayo. Estos
meses tuvieron valores mas altos en el contenido de este nutriente y coincide cuando

la especie tuvo una mayor tasa de crecimiento (juvenil-madura-senescente).

Los nutrientes (amonio, nitritos, nitratos y ortofosfatos), presentaron variaciones
significativas (p<0.05) y estan correlacionados con la temperatura. El amonio mostré
una correlacion negativa con la temperatura (al aumentar la temperatura, los niveles
de amonio disminuyen), R?>=0.65. Los nitritos y los nitratos solo fueron altos en abril y
mayo Yy coinciden con el mayor desarrollo de las algas, asi como con los valores mas
altos de la mayoria de sus componentes. Estos también presentan una correlacion

positiva alta, R?=0.99 y presentaron correlacion positiva con la temperatura con
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R?=0.47. Los ortofosfatos estan altamente correlacionados negativamente, con la

temperatura y el amonio, R>=0.76 y 0.71, respectivamente.

En general el analisis de correlacion entre los nitritos, nitratos y ortofosfatos,
confirman que a mayor contenido de estos nutrientes, el alga S. horridum tiene un
aumento de su crecimiento y en consecuencia un aumento de produccién de

alginatos, fucoidan y extracto etandlico.

12. Conclusiones

El alga Sargassum horridum presenta un alto contenido de carbohidratos (=50%)
propicio para ser utilizado en industrias para la obtencion de bioetanol, fertilizantes,

bioestimulantes y compostas.

S. horridum presenta un alto contenido de minerales (cenizas) apto para su uso

como fuente de oligoelementos en bioestimulantes para el sector agricola.

S. horridum tiene un bajo contenido de energia y alta proporcion de fibra cruda por lo
cual, constituye un recurso potencial para la nutricion balanceada de animales,

incluyendo a los humanos.

El alginato presenta una baja viscosidad, pero una alta fuerza de gel (>800 g-cm), lo

cual sugiere que puede tener una utilidad en la industria alimentaria.

Este estudio reporta por primera vez la variacion en el rendimiento de fucoidan para
una especie de alga café presente en la Bahia de La Paz. Asi mismo la variacion
mensual en su actividad anticoagulante. La variacion en el contenido de azucares
totales, fucosa, acidos uronicos y el analisis IR sugieren que el fucoidan extraido de

S. horridum es un heterofucano.

Es posible el aprovechamiento de S. horridum para la obtencion de fucoidan con
actividad anticoagulante (0.86 ug-mL-") con uso potencial en la industria farmacéutica

o reactivo clinico y con alto valor econémico.
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S. horridum es fuente de compuestos con actividad antioxidante y antibacteriana
contra Vibrio harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y S. aureus. Estos
compuestos activos pueden tener uso en la industria farmacéutica, cosmética,

acuacultura y principalmente agroquimica.

El alga café S. horridum presenta diferencia significativa en el promedio de su talla
entre meses. Los meses en los que se presento la talla maxima del alga, son cuando
el alga se encuentra en etapa de madurez. Esto es directamente proporcional al
estado de desarrollo del alga, ya que va aumentando la talla hasta alcanzar la etapa
de madurez. A partir de esta etapa se observa una disminucién en la talla de los
especimenes ya que al entrar en la etapa de senescencia el alga va perdiendo su
fronda. En esta etapa también se presenté una disminucion del rendimiento de
fucoidan y alginatos. El analisis de correlacion talla-rendimiento confirma la relacion

directa que existe entre estas variables.

S. horridum tolera una amplia variacion de temperatura (21 a 29°c). Se observé que
cuando inicia el aumento de la temperatura, aumenta la disponibilidad de los
nutrientes (nitritos, nitratos y ortofosfatos) (marzo-abril). El alga en estado joven,
aumentd su talla, presentandose la aparicion de las estructuras flotantes y
reproductivas y un color mas claro al que presentan las algas jovenes en los meses
de marzo-abril (donde se tenian menores temperaturas), hasta llegar a la etapa
reproductiva. Cuando la temperatura fue superior a 29°C empezé la etapa de
senescencia de la especie y con esto el desprendimiento y la descomposicion de
estas. La variacion en el rendimiento de los extractos es directamente proporcional a

la talla del alga.

Conclusién general

Se observo una alta correlacidon de la talla con alginato y fucoidan, con un valor de
R?=0.84 y 0.78, respectivamente. Los nutrientes se correlacionaron con el contenido

de alginato, fucoidan y el extracto etandlico. Los valores mas altos de correlacion, se
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observaron para el alginato con amonio (0.73), nitritos (0.84), nitratos (0.83) y
ortofosfatos (0.92). La talla de S. horridum permite realizar una explotacion
sustentable del recurso a partir del mes de julio (40 cm), teniendo en cuenta que para
esta época ha pasado la etapa reproductiva de la especie, se presentan tallas >40
cm y el alga ha acumulado la mayor cantidad de sus componentes. Por lo anterior,
se acepta la hipotesis de que las variaciones morfolégicas asociadas a la edad del
alga Sargassum horridum y a las condiciones ambientales producen variaciones en

la composicion quimica del alga.

13 Recomendaciones

Realizar monitoreo de cdmo estos productos van variando a lo largo de los afos, en
los meses en los que el alga muestra una talla superior a 40 cm, teniendo en cuenta
que antes de llegar al estado maduro el alga no presenta una alta biomasa y que el
alga en estado juvenil no ha concentrado sus compuestos y aun no ha llegado a su

estado reproductivo.
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15. ANEXOS

Anexo 1. Tabla 7. Resultado del analisis de varianza. Efecto del mes de recolecta en
la concentracién de fucoidan, concentracion de azucares totales, fucosa y acidos
urdnicos; extracto etandlico; alginatos y propiedades visco-elasticas, de Sargassum

horridum recolectado en la Bahia de La Paz.

Extracto SS Degr of Freedom MS F P
Fucoidan
Intercept 1704.95 1 1704.95 5096.46  0.000000
Mes 50.26 5 10.05 30.05 0.000*
Localidad 0.66 2 0.33 0.99 0.383
Mes*Réplica 38.79 10 3.88 11.59 0.000*
Error 12.04 36 0.335
Caracterizacion fucoidan
Azucares Totales
Intercept 17502.30 1 17502.30  32393.01 0.00
Mes 344.90 5 68.98 127.67 0.00
Localidad 163.65 2 81.82 151.44 0.00
Mes*Localidad 1642.93 10 164.29 304.07 0.00
Error 19.45 36 0.54
Fucosa
Intercept 604.33 1 604.33 977.68 0.0000
Mes 57.44 5 11.49 18.58 0.000*
Localidad 8.04 2 4.02 6.50 0.004*
Mes*Localidad 295.71 10 29.57 47.84 0.000*
Error 22.2525 36 0.6181
Acido urénico
Intercept 3198.44 1 3198.441 | 5297.80 0.000
Mes 83.72 5 16.75 27.74 0.000*
Localidad 205.40 2 102.70 170.11 0.000*
Mes*Localidad 378.72 10 37.87 62.73 0.000*
Error 21.734 36 0.604
Extracto Etanélico
Intercept 765.74 1 765.74 10340.97 0.000
Mes 62.25 5 12.45 168.13 0.000*
Localidad 16.18 2 8.09 109.26 .000*
Mes*Localidad 67.46 10 6.75 91.10 0.000*
Error 2.6658 36 0.074
Alginato
Intercept 2179.93 1 2179.93 462.65 0.000
Mes 129.80 5 26.00 5.50 0.000*
Replica 2.30 2 1.16 0.24 0.780
Mes*Réplica 16.60 10 1.66 0.35 0.960
Error 169.6 36 4,712
Propiedad alginato
Viscosidad (mPas)
Intercept 139288.5 1 139288.5 141310  0.000000
Mes 6686.3 5 1337.30 1356.70 0.000*
Localidad 58.5 2 29.3 29.7 0.000*
Mes*Localidad 22729.4 10 2272.9 2305.9 0.000*
Error 355 36 1
Fuerza de gel
Intercept 107071079 1 107071079 4550.99 = 0.000000
Mes 7870951 5 1574190 66.91 0.000*
Localidad 243020 2 121510 5.17 0.011*
Mes*Localidad 5375137 10 537514 22.85 0.000*
Error 836972 36 23527
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Anexo 2.

Tabla 8. Resultado del analisis de varianza. Efecto de la bioactividad (actividad

anticoagulante del fucoidan y antioxidante del extracto etandlico) del alga café S.

horridum de la Bahia de La Paz.

Bioactividad
Actividad anticoagulante

Tiempo de protrombina(TP (s))

Intercept 26048.07 1 26048.07  21978.06 0.000*
Mes 56.87 5 11.37 9.60 0.000*
Localidad 53.73 2 26.87 22.67 0.000*
Mes*Localidad 324.66 10 32.47 27.39 0.000*
Error 42.67 36 1.19
liempo de tromboplastina parcial activa (TTPa)
Intercept 127.95 1 127.9586  1040.529 0.000000
Mes 14.00 5 2.80 22.78 0.000*
Localidad 9.20 2 4.61 37.47 0.000*
Mes*Localidad 4.90 10 0.49 4.01 0.000*
Error 4.4 36 0.1213
Actividad antioxidante
Intercept 26515.51 1 26515.51 21729072 0.00*
Mes 377.25 5 75.45 61831 0.00*
Localidad 418.17 2 209.08 171342 0.00*
Mes*Localidad 232.93 10 23.29 19088.00 0.00*
Error 0.04 36 0
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Anexo 3.

Tabla 9. Resultado del analisis de varianza. Efecto del mes de recolecta en el

contenido de nutrientes y temperatura (°C) del agua de mar en Agua de Yepis en
2013.

Degr of

Fuente SS Freedom MS F p
Nutrientes
Amonio 44.57 8 5.571 52.35 .000*
Error 1.92 18 0.1
Nitritos 7.58 8 0.95 14.8 .000*
Error 1.15 18 0.64
Nitratos 367.84 8 45.98 16.23 0.000
Error 51.00 18 2.83
Ortofosfatos 3.46 8 0.43 12.34 .000*
Error 0.63 18 0.04
Temperatura 214.8 9 23.87 85.69 .000*
Error 5.57 20 0.28
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