INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL c

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS
CICIMAR-IPN

VARIACION EN LA COMPOSICION QUIMICA' Y
EN LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE Eisenia
arborea (LAMINARIALES: OCHROPHYTA)

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

PRESENTA

CRISTINA LANDA CANSIGNO

LA PAZ, B. C. S., JUNIO 2015



SIP-14 BIS
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de LaPaz,B.CS, siendo las 1000  horasdeldia 9 delmesde
Junio del 2015 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de Tesis designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de CICIMAR
para examinar la tesis titulada:

“VARIACION EN LA COMPOSICION QUIMICA Y EN LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

DE Eisenia arborea (LAMINARIALES: OCHROPHYTA)

Presentada por el alumno:
LANDA CANSIGNO CRISTINA

Apellido paterno materno nombre(s)
Conregistro:|B|l| 3 | 0 | 8 I 6 I 3 |

Aspirante de:
MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA
DEFENSA DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones
reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de Tesis

DR. GUSTAVO HERNANDEZ CARMONA MC. DORA LUPé HIGUERA

Director de Tesi. 2%, Directora de Tesis
- 4;‘ - /: 7
DR. RAFAEL CERVANTES DUARTE DRA. CLAUDIA JUDITH HERNANDEZ GUERRERO

V/f: ’77,1/-\ A\E'

DR. MAURICIO MUNOZ OCHOA

CICIMAR
NHIRECCION



INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de LaPaz,B.CS., eldia 11 delmes Junio delafio 2015

el (la) que suscribe CRISTINA LANDA CANSIGNO alumno(a) del
Programa de MAESTRIA EN CIENCIAS EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

con numero de registro B130863 adscrito al CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS

manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccién de:
DR. GUSTAVO HERNANDEZ CARMONA Y  MC. DORA LUZ ARVIZU HIGUERA

y cede los derechos del trabajo titulado:
“VARIACION EN LA COMPOSION QUIMICA Y EN LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

DE Eisenia arborea (LAMINARIALES: OCHROPHYTA)

al Instituto Politécnico Nacional, para su difusién con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este, puede ser obtenido escribiendo a la

siguiente direccién:  bio.lan mail.com - m - darvizu@ipn.mx

Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del

mismo.
CRISTINA ptfné CANSIGNO

nombre y firma




“None of us is as smart as we are together”
David M. Clore.



A la Sociedad Mexicana,
porque somos, hemos sido y seremos la mayor motivacion para la
generacion del conocimiento de nuestro pais.

A mi pequefia Sofia, mi compariera de vida, de pasos, de aprendizaje,

Que en la diferencia de geograftias,

Tu mirada onix fue el puente para que la distancia no existiera.
Tu voz, fuego inagotable de fu compariia;

Tu risa, sonido de tambpor y semillas.

Tu, mi corazon, mi vida,

El horizonte, la manana, la tarde, la siembra...

Amama y papa’. con mucho amor, porque este logro también es suyo. Su apoyo,
comprension, confianza y motivacion fueron la base para el desarrollo y culminacion de
¢sta etapa.

A Abraham, mi companero, complice y todo, tu amor, comprension y apoyo
incondicional son/somos en éstas paginas.

A los nifos de mi vida Alonso, Alex, Sarita y Natasha, a quienes espero el
conocimiento los lleve hasta donde ellos quieran



AGRADECIMIENTOS

A mi nueva casa de estudios y alma mater, el Instituto Politécnico Nacional, cuyos
valores y semblante historico estardn en mi siempre, buscando que mi hacer esté
al servicio de la Patria. A todos los que en conjunto forman al Centro

Interdisciplinario de Ciencias Marinas y a la biblioteca Reuben Lasker del IPN.

A las becas otorgadas por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) vy el programa de Beca de Estimulo Institucional de Formacion de
Investigadores (BEIFI) del IPN. A los proyectos SIP 20131081, SIP 20131204 y
CONACYyYT 224896. Al Permiso de Pesca de Fomento a Universidades emitido por
la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca No. PPF/DGOPA-025/14.

A mis directores de tesis, Dr. Gustavo Hernandez Carmona y M. en C. Dora Luz
Arvizu Higuera, por impulsar el desarrollo de ésta idea, por sus aportaciones, apoyo
y comprension. A mi comité: Dr. Mauricio Mufioz Ochoa, por toda sus ensefianzas,
comprension y amistad; a la Dra. Claudia Judith Hernandez Guerrero y al Dr. Rafael
Cervantes Duarte, por su tiempo y disponibilidad para compartir sus conocimientos,

resolver mis dudas y sus valiosas observaciones a mi trabajo.

A Antelmo Morales Castillejos, quien recolecté todas mis muestras durante el
periodo y a Jorge Luis Ojeda Godinez por su ayuda en la molienda de algas. Al
apoyo técnico del equipo de trabajo del Laboratorio de Quimica de algas. A la Dra.
Mireya Hernandez-Herrera.

Al Dr. David Alfaro Siqueiros Beltrones, por todas las aportaciones inteligibles y
filosoficas realizadas a mi trabajo, su amistad, apoyo y sus ensefianzas para
comprender la ciencia, potenciar mi capacidad critica e intelectual y reafirmar mi
herejia. Al Dr. Victor Cruz Escalonay al Dr. Rodolfo Ramirez Sevilla, por tomarse el
tiempo para empaparse de mi tema, realizar criticas, aportaciones a mi trabajo y su

disponibilidad para ayudarme.



Al Dr. Est. Yuri Okolodkov (Universidad Veracruzana), a Marcia M. Gowing
(University of California) y Kim Siewers por sus revisiones y edicion del idioma Inglés
en el Abstract. Al Ing. Armando Hernandez L6pez por su ayuda en la edicion del
mapa de Bahia Magdalena. A Alejandro Ramos Rodriguez, por su ayuda en la

obtencion de las imagenes de temperatura.

A mis entrafiables amigos Olinda Soriano y Marcelino Ruiz, por la maravillosa

coincidencia de habernos encontrado, por su amistad y apoyo incondicional.

A mis amigos Lucy, Amaru, Isa, Rosita, Hisol, Maria, Armando, Maria José, Juanda,
Erik, Daniela Lopez, y cualquiera que haya omitido, quienes me tendieron siempre

una mano, me escucharon, me acomparfaron y alimentaron deliciosamente.

A Estrella Ulaje, a quien no tengo palabras por todo lo que pudimos compartir este

altimo afo, todas las ensefianzas de vida, de crecimiento personal y de apoyo.

A mi familia y al grupo de trabajo del Jardin de Nifios Octavio Paz (Xalapa Ver.,),

por todo el apoyo que nos brindaron a Sofia y a mi en esta etapa.

A Sofia, por todas las horas de juego que quedaron pendientes.



INDICE

INDICE DE TABLAS.......oviveteeeececeeee et en e |
INDICE DE FIGURAS. ...ttt i
GLOSARIO. ...ttt iv
RESUMEN. ..o,

\'
ABSTRACT ... vi
INTRODUCCION. ... 1
ANTECEDENTES. .. ..ottt 3
CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS BOSQUES DE
KELP . ..o, 3
ALGINATOS. ..., 4
FUCOIDAN. ...t 5
METABOLITOS SECUNDARIOS........oiiiiieieeeeeeeeeeeee 5
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE .....ooviiieee e, 6
EiSENia @rbOr€a.............oouueenneeie et 7
COMPOSICION QUIMICA Y USOS DE E. arborea......................... 8
VARIACION EN LA COMPOSICION DE E. arborea........................ 10
JUSTIFICACION. ..o 12
OBUJETIVO GENERAL.......cooiiiiiiiiiiieiceee e 13
OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..o, 13
HIPOTESIS. ..., 13

SITIODE RECOLECTA. ... 14



MATERIALES Y METODOS.....cuuuiieeieeeeee e 16

RECOLECTAY SECADO DEL ALGA........ccovmvieieieeeieeeecaaee 16
COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL.........cuiiieiiiiiiieeeeeeeen, 16
OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS CRUDOS......... 17
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EtOH.......ccoooiiiii 17
EXTRACCION DEL FUCOIDAN CRUDO.........cccovviieieeieseeeen, 18
ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DEL FUCOIDAN...............ooue.... 19
CARACTERIZACION DEL FUCOIDAN. ... 20
EXTRACCION DEL ALGINATO DE SODIO........ccoooeei 21
DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD Y FUERZA DE GEL........... 21
DETERMINACION DEL COLOR Y pH DEL ALGINATO................... 22
CARACTERIZACION PARCIAL DEL ALGINATO........covvveeeeee, 22
DETERMINACION DE LA PROPORION M/G...........uvvvveeeaaaann, 22
TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR...........cciiiiiiiiieiae, 23
PROCESAMIENTO DE DATOS......uuiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
RESULTADOS ...ttt 24
ANALISIS DE QUIMICA PROXIMAL ......cocooiiiieiiieeeieeeeececin 24
EXTRACTO ETANOLICO CRUDO...........cooiiiiiieeiieeeeeeee, 26
RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO................. 26
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ......ouiiiiiiieieeeee e 26
FUCOIDAN. ... 27
RENDIMIENTO DEL FUCOIDAN.........ooeiiiiiieieiiie e, 27
AZUCARES TOTALES DEL FUCOIDAN.........ccoiieiiiiiiiiiiiieeee, 28

FUCOSA DEL FUCOIDAN. ..., 29



ESPECTROSCOPIA DE INFRAROJO POR TRANSFORMADA DE

FOURIER (FT-IRATR) ...oiiiiiee et 30
ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE POR ENSAYO DE TTPA.............. 32
ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE POR ENSAYO DE TP............... 33
ALGINATO. ... 34
RENDIMIENTO DEL ALGINATO.......oooiiiiiiiiiieiiceee 34
VISCOSIDAD Y FUERZA DE GEL.........cceeiiiiiiiiieeeee e, 35
ESPECTROSCOPIA DE INFRAROUJO.........ovvviiiiiiiiiiiiiieeaeaeeeeee 38
RELACION M/G DE LOS ALGINATOS......oovvviiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 40
COLORY pHDE LOS ALGINATOS.......ooiiiiiiiice 41
TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR...........ccoiiiiiiiii 42
DISCUSION. ..ot e, 43
CONCLUSIONES. ...ttt 57
RECOMENDACIONES........ooiiiiii e, 58
BIBLIOGRAFIA. ..., 59
ANEXOS ... 77
ANEXO |. CODIGOS DE MUESTRAS........ovviiieieieieeaaeeeeeeeeeea, 77
ANEXO Il. GASTO ETANOLICO EN LA OBTENCION DE

EXTRACTOS. ...t 78
ANEXO Ill. GASTO DE REACTIVOS EN LA EXTRACCION DE
ALGINATOS. ..., 80
ANEXO IV. RENDIMIENTOS DE FUCOIDAN............covviinnnnn, 82
ANEXO V. ANALISIS DE VARIANZA. ........ccoiiiiieiii, 84
ANEXO VI. PRUEBAS DE TUKEY.........cciiiiiiiieiceeeeeeaeeeeee 85

ANEXO VII. CURVAS DE CALIBRACION DE GLUCOSA Y FUCOSA 90



INDICE DE TABLAS

TABLA 1. COMPARACION DE LOS MAYORES CONSTITUYENTES
PROXIMALES DE E. arborea EN UN CICLO ANUAL..........ccvvvennnn. 10

TABLA 2. COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL EN LAS LAMINAS Y
ESTIPES DE EiSENIia albDOICa. ..o ettt 25

TABLA 3. RENDIMIENTO PROMEDIO DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS CRUDOS (EtOH) OBTENIDOS DE Eisenia arborea...... 26

TABLA 4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS CRUDOS OBTENIDOS DE LAMINAS Y ESTIPES DE
BiSENIa arbDOICA. ... 27

TABLA 5. CONCENTRACION DE AZUCARES TOTALES DEL
FUCOIDAN OBTENIDO DE LAMINAS Y ESTIPES DE Eisenia arborea 29

TABLA 6. CONCENTRACION DE FUCOSA EN EL FUCOIDAN
OBTENIDO DE LAMINAS Y ESTIPES Eisenia arborea.................... 29

TABLA 7. ABSORBANCIA DE LAS BANDAS 1125 Y 1029,
OBTENIDAS DE LOS ESPECTROS DE INFRAROJO DE LOS
ALGINAT OS .. 40

TABLA 8. PROPORCION M/G DE LOS ALGINATOS DE SODIO
OBTENIDOS DE LAMINAS Y ESTIPES DE E. arborea..................... 40

TABLA 9. TRANSMITANCIA A 510 NM DE LAS MUESTRAS DE
ALGINATOS DISUELTOS EN AGUA AL 1 %ouuuiiniiiiiiiiiiieeee 41



TABLA 10. COMPARACION DE LA ECso DE DISTINTOS
EXTRACTOS CRUDOS OBTENIDOS DE ALGAS PARDAS............... a7

TABLA 11. COMPARACION DEL RENDIMIENTO, VISCOSIDAD Y
FUERZA DE GEL DE DISTINTOS ALGINATOS........coviiiiiiieeee 55

INDICE DE FIGURAS

FIG. 1. MORFOLOGIA EXTERNA DE Eisenia arborea (COLIFLOR
DE MAR O SAGARAME). ... ittt 13

FIG. 2. SITIO DE MUESTREO. PUNTA ARENAS, BAHIA
MAGDALENA, BCS ... 15

FIG. 3. RENDIMIENTO DEL FUCOIDAN DE LAMINAS Y ESTIPES
DEL ALGA Eisenia arborea.... ... 28

FIG. 4. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DEL
FUCOIDAN OBTENIDO DE LAMINAS Y ESTIPES Eisenia arborea... 30

FIG. 5. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DEL
FUCOIDAN DE LAS LAMINAS.......ooitiiiiee e, 31

FIG. 6. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DEL
FUCOIDAN DE LOS ESTIPES..... ..o, 31

FIG. 7. CURVA DOSIS-RESPUESTA DE LA ACTIVIDAD
ANTICOAGULANTE (TTPA) DEL FUCOIDAN OBTENIDO DE
LAMINAS DE EiSenia arbora ........ooeeeeeeeee e, 32

FIG. 8. CURVA DE DOSIS-RESPUESTA DE LA ACTIVIDAD
ANTICOAGULANTE (TTPA) DEL FUCOIDAN OBTENIDO DE
ESTIPES DE EiSENIa ArbDOICA. . ... e 33

FIG. 9. ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE (TP) DEL FUCOIDAN DE
LAMINAS Y ESTIPES DE Eisenia arborea...........ocoeeeeeeieiiennn.., 34

FIG. 10. RENDIMIENTO DEL ALGINATO DE SODIO DE LAMINAS Y
ESTIPES DE EiS€NIa arDOI€A. .. ... 35



FIG. 11. VISCOSIDAD DE LOS ALGINATOS DE LAMINAS Y
ESTIPES DE EisSenia arbOr€a. ..o, 36

FIG. 12. FUERZA DE GEL DEL ALGINATO DE LAMINAS Y
ESTIPES DE Eisenia arbOrea. .....cooniee e, 37

FIG. 13. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DE LOS
ALGINATOS OBTENIDOS DE LAMINAS Y ESTIPES DE Eisenia
A0 A . 38

FIG. 14. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DE LOS
ALGINATOS OBTENIDOS DE LOS LAMINAS DE Eisenia arborea.... 39

FIG. 15. ESPECTROS DE INFRARROJO (FT-IRATR) DE LOS
ALGINATOS OBTENIDOS DE LOS ESTIPES DE Eisenia arborea..... 39

FIG. 16. COLOR DE LOS ALGINATIOS EN SOLUCION AL 1 % Y EN

FIG. 17. TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR EN BAHIA
MAGDALENA, DURANTE LOS DIAS DE MUESTREO.................... 42



GLOSARIO

Actividad bioldgica: capacidad de una sustancia de alterar una o mas funciones

fisiolégicas en una célula o en un organismo vivo. (Sin.: Bioactividad).

Alga: grupo de organismos autotrofos, fotosintéticos y que no constituyen una

categoria taxonOmica tal cual, con estructuras simples y sin tejidos diferenciados.
Bentdnico: Organismo que requiere vivir adherido a un sustrato.

Biogénica: Estructuras formadas por un organismo y que pueden proporcionar

condiciones de vida para otros al ofrecer recursos como alimento y proteccion.

Conespecificas: término utilizado cuando dos o mas poblaciones o taxones

pertenecen a la misma especie.

Estipe: estructura de soporte en las algas que asemeja lo que seria un tallo en

plantas superiores.

Extracto: es el producto concentrado obtenido de la interaccion periédica de un
organismo o parte de €l con un disolvente y que conserva las propiedades de dénde

proviene.

Florotaninos: son polifenoles derivados del floroglucionol que se encuentran sélo

en algas pardas.

Rendimiento: producto total obtenido de una determinada cantidad de alga con
base al peso inicial utilizado para realizar dicha obtencion.

Talo: se denomina asi a un alga. También se utiliza como talofitas para hablar de

varias. Se refiere al organismo completo.

Polisacéarido: compuestos formados por muchas unidades de azucar unidos por

enlaces glicosidicos.



RESUMEN

Eisenia arborea es un alga parda abundante en la costa occidental de la Peninsula
de Baja California y que representa un recurso pesquero poco investigado en Bahia
Magdalena (BM), BCS, México. Dado que la composicidn quimica de las algas varia
con la estacionalidad el objetivo de este trabajo fue describir la variacién bimestral
en la composicién quimica, en la actividad biologica y propiedades de extractos
obtenidos de laminas y estipes de E. arborea recolectada en BM de septiembre
2013- julio 2014. A las algas secas y molidas se les realiz6 un andlisis de quimica
proximal (AQP), el cual mostré que los mayores constituyentes correspondieron a
carbohidratos y cenizas tanto en laminas (53.85 y 28.44 %, respectivamente) cOmo
en estipes (47.65 y 33.90 %). El extracto etandlico crudo durante todo el periodo fue
mayor (p<0.05) en ldminas asi como la actividad antioxidante (AAOX). Septiembre
y noviembre mostraron los mayores rendimientos del EtOH en laminas (5.40 y 4.00
%) asi como la mayor AAOX (ECso= 82.7 y 55 ug mL1); en estipes mayo presentd
el mayor rendimiento (2.07 %) y la mayor AOOX (ECs0=320.3 pg mL1). El
rendimiento de fucoidan crudo obtenido en laminas fue mayor (p<0.05) que lo
obtenido para estipes; los mayores rendimientos se obtuvieron en septiembre
(20.06 %) y marzo (16.00 %) para laminas y en marzo (8.73 %) para estipes. La
actividad anticoagulante del fucoidan fue mayor en enero para laminas y en mayo
para estipes. El alginato presenté diferencia entre partes del alga (p<0.05), de
noviembre a marzo tuvo el mayor rendimiento con un promedio de 20.28% para
laminas y 22.52 % para estipes. La viscosidad y fuerza de gel mas alta se encontro
en enero para laminas (464 m Pa sy 3239 g cm™) y estipes (1008 m Pa sy 3336 g
cm?). El periodo de noviembre a marzo es la mejor época de cosecha, debido a que
se encuentran los mayores rendimientos y la mayor actividad biolégica y mejores
propiedades de los extractos. Se sugiere utilizar solo las laminas si el interés del
recurso es la obtencion de extractos crudos como los etandlicos y el fucoidan, para
obtener los mayores rendimientos. Por otra parte, si el interés de extraccion son los
alginatos, se sugiere utilizar ambas partes del alga por las distintas propiedades que

presentan.



ABSTRACT

Eisenia arborea is an abundant brown seaweed on the west coast of the Baja
California Peninsula and is a marine resource that has been little studied in
Magdalena Bay (MB), Baja California Sur, Mexico. Because chemical composition
of seaweed may vary seasonally, the objective of this study was to describe a
bimonthly variation in the chemical composition and in the bioactivities and
properties of the extracts obtained from blades and stipes of E. arborea collected in
MB over a period from September 2013 to July 2014. The proximate chemical
analysis was carried out on dry milled algal samples and showed that the major
constituents in both blades and stipes were carbohydrates (53.85 and 47.65 %,
respectively) and ash (28.44 and 33.90 %). The crude ethanolic extract (EtOH) yield
was higher (p<0.05) in blades (3.25 %) than in stipes (1.3 %) throughout the period;
this was also true for antioxidant activity (AAOX). September and November showed
the highest EtOH vyields (5.40 & 4.00 %) and AAOX (ECso= 82.7 & 55 pug mL?) in
blades, while in stipes May showed the highest EtOH yield (2.07 %) and AAOX
(EC50=320.3 ug mL™). The yield of crude fucoidan obtained from blades was higher
(p<0.05) than that obtained from stipes. The highest fucoidan yields were obtained
in September (20.06 %) and March (16 %) for blades, while for stipes the fucoidan
yield was highest in March (8.73 %). The anticoagulant activity of fucoidan was
higher in January for blades and for stipes in May. The alginate showed significant
difference (p>0.05) within blades and stipes. Both blades and stipes showed the
highest yield from November to March with a mean of 20.28 % and 22.52 for blades
and stipes respectively. The highest viscosity and gel strength were determined in
January in both blades (464 m Pa s 'y 3239 g cm) and stipes (1008 m Pa s y 3336
g cm2). Our results suggest that the period from September to March is the best for
collecting the alga due to highest yields and bioactivity and better properties of
extracts. We suggest using only blades when a major yield of EtOH and fucoidan
are needed. Moreover, if alginates are resource of interest, using both blades and
stipes is recommended, because of the unique properties of each alginate.

vi



INTRODUCCION

Eisenia arborea J. E. Areschoug, 1876 (Laminariales: Ochrophyta)

(www.algaebase.com, 2015), también llamada sagarame o coliflor de mar, es un

alga parda abundante en las costas del Pacifico Occidental. En Japdn constituye

parte de la alimentacidon del hombre y es apreciada por su sabor.

En México puede encontrarse desde Tijuana Baja California hasta Bahia
Magdalena, Baja California Sur (Druehl, 1970; Aguilar-Rosas et al., 1990). En los
planes de manejo de macroalgas se ha sugerido que esta especie sea considerada
como un recurso pesquero (DOF, 2012), cuya importancia econdmica radica en que
puede ser utilizada como materia prima para la extraccion de alginatos (Hernandez-
Carmona, 1985; Arvizu et al., 2007), asi como para consumo humano o animal
(Hernandez-Carmona et al., 2009) y para la obtencion de compuestos bioactivos
(Mufioz-Ochoa, 2006; Mufioz-Ochoa et al., 2009; Sugiura et al., 2009; 2013).

En particular, Bahia Magdalena es una zona de alta actividad pesquera, la cual
sustenta a un gran namero de familias (SAGARPA, 2007; Funes-Rodriguez, 2007;
Ojeda-Ruiz de la Pefia & Ramirez-Rodriguez, 2012). Por lo que E. arborea ofrece
la posibilidad de ser un recurso de pesca en ésta zona y que ademas puede ser

utilizado para el consumo directo por las familias que aqui viven.

No obstante, es importante considerar que Bahia Magdalena es una zona que
posee una estacionalidad definida, la cual esta fuertemente influenciada por la
Corriente de California (CC) y en menor media por la Corriente Subtropical (Lynn &
Simpson, 1987; Lluch-Belda et al., 2000; Durazo & Baumgartner, 2002; Cervantes-
Duarte et al., 2007; Durazo et al., 2010; Durazo, 2015). Esta consideracion es
derivada del hecho de que en las macroalgas, los constituyentes quimicos de valor
econdémico pueden fluctuar en el tiempo y en la parte del alga (Black, 1950; Russell
& Sivrastava, 1984; Hernandez-Carmona, 1985; Rodriguez-Montesinos &
Hernandez-Carmona, 1991; Serviere-Zaragoza et al., 2002; Usov et al., 2005;
Arivzu et al., 2007; Hernandez-Carmona et al., 2009; Adams et al., 2011; Wu et al.,


http://www.algaebase.com/

2014; Schiener et al., 2015), como una respuesta adaptativa a la variabilidad
ambiental, lo cual puede verse reflejado en cambios en los porcentajes de los
constituyentes quimicos y en algunos casos en sus propiedades fisicas o bioactivas
(Lobban & Harrison, 1994; Amsler, 2008).

Una comprension adecuada de las variaciones quimicas de interés econémico
ayuda a discernir si el recurso es apropiado para su explotacién y a seleccionar las
mejores épocas de cosecha. A pesar de que E. arborea en Bahia Magdalena esta
expuesta a una variacion estacional, al momento no se han observado cambios
quimicos en la especie en esta zona, los cuales han sido observados para la especie
en Bahia Asuncion y Punta San Roque BCS (Serviere-Zaragoza et al., 2002;

Hernandez-Carmona et al., 2009), sitios ubicados al norte de Bahia Magdalena.

Dado que en Bahia Magdalena la especie ha sido muy poco estudiada y las
investigaciones han estado enfocadas a la obtencidén de alginatos con una baja
frecuencia de muestreos (Hernandez-Carmona, 1985; Arvizu et al., 2007) y con
poca informacion acerca de éstos, se justifica la necesidad de realizar estudios de
variacion estacional que permitan seleccionar el recurso para ser aprovechado,
competir en el mercado y elegir las mejores épocas de cosecha. Lo cual, aunado a
estudios ecoldgicos y biolégicos permitan el aprovechamiento del recurso y den

sustento para un adecuado plan de manejo.

Bajo este contexto, esta investigacion describe las variaciones bimestrales en el
porcentaje de los constituyentes quimicos proximales (CQP), del extracto etandlico
crudo (EtOH), del fucoidan y del alginato de sodio, asi como los cambios en las
propiedades o actividad biologica de los polisacaridos y el extracto crudo durante el
periodo de septiembre 2013- julio 2014.



ANTECEDENTES

"Si he logrado ver mas lejos, ha sido porque he subido a hombros de gigantes"

Isaac Newton.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS BOSQUES DE
KELP

Los bosques de Kelp estan conformados por especies pertenecientes al orden
Laminariales, el cual se caracteriza porque agrupa a las especies de algas pardas
con las mayores tasas de crecimiento y que producen las mas grandes estructuras
biogénicas encontradas en los sistemas marinos benténicos (Van den Hoek et al.,
1995; Dayton 1985) las cuales constituyen comunidades altamente productivas
(Mann, 1973).

Dichas comunidades conforman asociaciones que son definidas por las tallas que
alcanzan (Dayton, 1985) con poblaciones de dosel flotantes que superan los 40 m,
cuyo principal representante es Macrocystis pyrifera (Abbott & Hollenberg, 1976),
aunque se encuentran doseles menores conformados por especies como
Nereocystis luetkeana, Alaria fistulosa y Ecklonia maxima, que alcanzan 10 m de
longitud (Dayton, 1985). Otro tipo de asociacion son las formas de laminas con
estipe, que generalmente alcanzan los 5 m, aunque algunas especies llegan a medir
10 m y entre los que se encuentran los géneros Laminaria, Pterygophora, Ecklonia
y Eisenia. Finalmente, se encuentran los bosques de kelp postrados, gue son mucho
mas pequefios y cubren el bentos con sus frondas, estos incluyen a muchas

especies de Laminaria (Lobban & Harrison, 1994).

Tal como en la mayoria de los ecosistemas marinos, los bosques de kelp estan
sujetos a constantes presiones ambientales como son cambios de temperatura,
cambios en la concentracion de nutrientes, alta irradiancia y movimientos de las

masas de aguas a los que deben responder rapidamente (Darley 1987; Lobban &



Harrison, 1994; Dawes 1998), lo cual le confiere caracteristicas particulares a cada
especie. En el caso de las especies de interés comercial, es importante conocer
cuales son estas caracteristicas y las razones por las que se manifiestan, para tener
un mejor panorama de los posibles usos y aplicaciones del recurso que permitan

optimizar su explotacion.
ALGINATOS

El principal interés econdémico por las laminariales es la obtencion de alginatos,
descubiertos por Stanford en 1881. El alginato es un componente estructural de la
pared celular del alga que le confiere flexibilidad al talo (Andersen et al. 1977;
McHugh, 1987). Los alginatos son utilizados como aditivos en las industrias
alimentaria, quimica, textil, cosmética, dental y farmacéutica, ya que son utilizados
por sus propiedades espesantes, gelificantes y estabilizantes (Chapman &
Chapman, 1980; Draget et al., 2005; Barsanti & Gualtieri, 2006; Hernandez-
Carmona et al., 2012). Debido a esto han alcanzado un gran valor comercial; tan
solo en 2009, se tuvo una demanda mundial de 26,500 t, con un valor total de US$

318 millones (US$ 12 por kilogramo) (Herndndez-Carmona, et al., 2013).

Los alginatos son sales del acido alginico, un polisacarido constituido por un
copolimero binario no ramificado de los acidos 3-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico
(G), estructurado en secuencias de bloques MM, MG unidos por enlaces B(1-4) y
bloques GG, GM unidos por enlaces a(1-4). La estructuracion y proporciéon de los
bloques depende de la especie, la parte del alga empleada y las condiciones de
crecimiento de la especie (Chapman & Chapman, 1980; Siraj et al., 1988; Draget et
al., 2005; Usov et al., 2005; Murillo-Alvarez & Hernandez-Carmona, 2007). La
proporcion de los bloques le confiere diferentes propiedades fisicas a los alginatos
(Reyes-Tisnado et al., 2004; Draget et al., 2005; Barsanti & Gualtieri 2006; Agostini
de Moraes & Masumi-Beppu, 2013), las cuales se ven reflejadas en la viscosidad y

fuerza de gel de éstos y determina el uso que puede darsele a los alginatos.



FUCOIDAN

El fucoidan en las algas pardas es un polisacarido mucilaginoso altamente
higroscopico (Percival & McDowell, 1967). Es considerado como una molécula de
refuerzo para las paredes celulares y que al parecer esta asociada con la proteccion
contra los efectos de desecacion a los cuales se exponen las algas en las mareas
bajas (Percival and McDowell, 1967; Park et al., 1997). Fue aislado por primera vez
por Kylin en 1913, el cual constituye una familia de polisacaridos que estan
compuestos principalmente por fucosa y grupos sulfatos, ademas pueden poseer
pequefias cantidades de otros monosacaridos (manosa, galactosa, glucosa y
xilosa), acidos urénicos e incluso grupos acetilicos y proteinas (Li et al., 2008). El
fucoidan posee una alta heterogeneidad natural en su estructura quimica, por lo
gue, de la misma forma que los alginatos, su composicion varia con las especies, la
parte del alga de la que se extraen, el método de extraccion y la estacion de cosecha
(Jiao et al., 2011).

Ha sido estudiado en diversos campos de investigacion como un recurso para la
obtencion de nuevos farmacos y alimentos benéficos para la salud o suplementos
debido a las distintas actividades biolégicas que presenta, entre las que se
encuentran las antitrombdtica, antiviral, antiinflamatoria, inmunomoduladora,
antioxidante, antifungica y antibacteriana (Chevolot et al., 1999; Mufioz-Ochoa et
al., 2009; Frikha et al., 2011; Jiao et al., 2011; Ale et al., 2011; Abu et al., 2013). La
actividad anticoagulante del fucoidan es una de las méas estudiadas y se ha
reportado que la estructura general del fucoidan es importante en dicha actividad,
incluyendo la composicién del azlcar, el peso molecular, el grado de sulfatacion y
la posicién de los grupos sulfatos en la cadena de azlcar (Jiao et al., 2011; Ale et
al., 2011).

METABOLITOS SECUNDARIOS

Por mas de treinta afios las algas han sido reconocidas como fuente potencial de
compuestos con propiedades farmacolégicas (Freile-Pelegrin, 2001) y actualmente

el interés en la busqueda de ésta fuente sigue creciendo, ya que habitan en



ecosistemas donde soportan cambios ambientales bruscos a los que responden
rapidamente gracias a que poseen enzimas protectoras y moléculas antioxidantes
similares a las de las plantas vasculares (Zubia et al., 2007). Asi, la quimica de
productos naturales de origen marino ha sido objeto de intensas investigaciones
gue han permitido descubrir nuevas sustancias con propiedades farmacologicas y
medicinales (Freile-Pelegrin, 2001; Blunt et al., 2014). Debido a esto, se han
orientado esfuerzos para detectar propiedades bioactivas: hemaglutinantes,
hemolisantes, antibacterianas, antivirales, antitumorales, anticancerosas,
antialérgicas, antifingicas, anticoagulantes y antioxidantes (Charzeddine & Farifias
2001; Zubia et al. 2007; Blunt et al., 2008, 2014).

Dichas propiedades han sido reportadas para numerosos metabolitos secundarios
de las algas (Amsler 2008; Blunt et al., 2008, 2014). En particular en el Phylum
Ochrophyta se ha reportado que tiene una quimica dominada por terpenos y
compuestos fendlicos (Blunt et al., 2014). Segun el grado de polaridad de estos
compuestos, pueden ser extraidos con diferentes solventes y formar mezclas
denominadas extractos que tienen caracteristicas particulares para cada especie y
que poseen distintas aplicaciones farmacoldgicas, cosméticas, alimenticias e

industriales.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Una actividad biologica importante en macroalgas es la antioxidante, producto de
los compuestos que metaboliza para proteger su organismo contra las especies
reactivas de oxigeno formadas por el metabolismo o por factores externos como
contaminacion, estrés y radiacion UV. Asi, las algas son un recurso importante de
compuestos antioxidantes de diferente naturaleza como la vitamina E (a-tocoferol),

carotenoides, polifenoles, ficobiliproteinas y esteroles (Plaza et al., 2008).

La busqueda de moléculas que tengan esta actividad es de gran interés para el
hombre debido a que en el tejido celular se producen especies reactivas de oxigeno
(ROS) de forma enddgena, tales como el radical hidroxilo (OH), radical superéxido

(O2), radical hidroperoxilo (HO2) y oxigeno (*O2), que pueden causar dafio oxidativo
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al DNA, a las proteinas, lipidos y otros componentes celulares que frecuentemente
estdn asociados a enfermedades cronicas como son la artritis, diabetes,
envejecimiento, desdrdenes neuroldgicos (Alzheimer, Parkinson), etc.; ademas de
qgue las ROS pueden descomponer alimentos produciendo sabores rancios que
hacen que estos pierdan su calidad y seguridad al producir metabolitos secundarios
potencialmente toxicos (Alencar et al., 2014; Vinayak et al., 2011a, b; Wang et al.,
2011, Yangthong et al., 2009; Oliveira et al., 2009; Andreo & Jorge, 2006).

Eisenia arborea

E. arborea posee un esporofito que consta de un sujetador densamente ramificado,
un estipe terete de color marron obscuro y lefioso que se bifurca en la porcién
superior formando dos pseudo-estipes cuyas porciones apicales terminan en
laminas lanceoladas de color pardo a verde olivo y con el margen dentado
(Hollenberg, 1939; Abbot & Hollenberg, 1976; Dayton, 1985). Se encuentra desde
British Columbia, Canada hasta Bahia Magdalena, Baja California Sur, México,
desde la zona intermareal hasta los 30 m de profundidad (Druehl, 1970; Aguilar-
Rosas et al., 1990). Es muy abundante en la costa occidental de Baja California,
con densidades de 19-36 algas m (Arvizu et al., 2007; Parada et al., 2009). Es una
especie perenne, sin embargo la mayor proporcion de esporofilos se observa en los
periodos de julio a noviembre para especies submareales y julio para especies
intermareales (McPeak, 1978; Parada et al., 2009).

E. arborea compite con Macrocystis pyrifera (L.) C. Agardh en procesos de
recolonizacién post-El Nifio en la zona submareal (Ladah et al., 1999; Hernandez-
Carmona, et al.,, 2001, 2005) ya que posee adaptaciones fisiolégicas para
almacenar nitrégeno en sus tejidos que le ayuda a resistir condiciones de bajos
nutrientes que traen consigo las aguas con temperaturas altas (Dayton et al., 1992;

Hernandez-Carmona, et al., 2001).

Posee dos morfotipos genéticamente diferenciados los cuales corresponden a una
respuesta adaptativa a los movimientos de las masas de agua (Roberson & Coyer,

2004, Denny & Loretta, 2002) que le permiten asimilar una mayor cantidad de



nutrientes (Roberson & Coyer, 2004). Estos morfotipos pueden incluir laminas
angostas y lisas o anchas y bulbosas; sus estipes pueden estar huecos o0 no y
disminuir su tamafio a mayores profundidades (Roberson & Coyer 2004; Denny &
Loretta, 2002; Parada et al., 2009, 2012; Matson & Edwards 2006, 2007).

Estas respuestas de E. arborea son un indicio de que pudieran existir otras
adaptaciones, v. gr., a nivel quimico que generen respuestas a las diferentes
condiciones ambientales en las que habita la especie. Ello suscita la necesidad de
conocer la respuesta generada de estas adaptaciones, y que poseen un potencial

econdmico.

COMPOSICION QUIMICA Y USOS DE E. arborea

Eisenia es un género representado por 8 especies, algunas de ellas conespecificas,
de las cuales E. bicyclis y E. arborea son utilizadas para consumo humano en Japén
y Corea. E. arborea es utilizada en tratamientos ginecolégicos en la medicina
alternativa, posee compuestos con actividad antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral, ha mostrado efectos contra enfermedades alérgicas in situ y en
modelos con ratas (Nakamura et al. 1996; Nagayame et al., 2003; Shibata et al.,
2002, 2003; Sugiura et al., 2006, 2007 2008, 2009. 2013).

En las costas de la Peninsula de Baja California E. arborea ha mostrado ser una
fuente potencial de alimento con valores nutricionales apropiados para el hombre y
animales (Serviere-Zaragoza et al., 2002, 2003; Arvizu et al., 2007; Hernandez-
Carmona et al., 2009; Zertuche et al., 2013). También es un recurso potencial para
la extraccion de alginatos, los cuales se encuentran en porcentaje mayores al 20 %
con base en el peso seco y que poseen acido manuronico (M) y gulurénico (G) en
proporciones (M/G) de 1.08 y una longitud de los blogues de mono-gulurénico de 7
unidades (Hernandez-Carmona, 1985; Arvizu et al., 2007; Murillo-Alvarez &

Hernandez-Carmona, 2007).

En lo referente a las investigaciones sobre la actividad biologica, se ha demostrado
que el fucoidan obtenido de E. arborea posee una alta actividad anticoagulante, que

es superior a la heparina (Mufioz-Ochoa et al., 2009). El extracto crudo de la especie
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presenta actividad antibacteriana contra Polaribacter irgensii y Pseudoalteromonas
elyakovii y Vibrio spp., ademas muestra actividad inductora del crecimiento de la

microalga Cosmarium spp. a concentracion de 25 uyg mL* (Mufioz-Ochoa, 2010).

> “

Bifurcacion

Sujetador

Fig. 1. Morfologia externa de Eisenia arborea (coliflor de mar o sagarame). Imagen tomada de:

http://www.miegyoren.or.jp/fisheries-in-mie/uopedia/sagarame/.



http://www.miegyoren.or.jp/fisheries-in-mie/uopedia/sagarame/

VARIACIONES EN LA COMPOSICION QUIMICA DE E.

arborea

En la costa occidental de la peninsula de Baja California las investigaciones sobre
las variaciones quimicas en la especie estan claramente divididas en
investigaciones abocadas a describir la variacién de la composicion quimica con
respecto al valor nutricional de la especie (Serviere-Zaragoza et al., 2002;
Herndndez-Carmona et al., 2009) y por otra parte a describir la variacion estacional

del alginato obtenido de la especie (Hernandez-Carmona, 1985; Arvizu et al., 2007).

Trabajos realizados por Serviere-Zaragoza et al., (2002) y Hernandez-Carmona et
al., (2009) en Punta San Roque y Bahia Asuncion, BCS, sefialan que existen
diferencias significativas en los constituyentes proximales (cenizas, proteinas,
carbohidratos y fibra cruda) a lo largo de los ciclos anuales en los que se realizaron.
Asi mismo, en ellos se reportan altos contenidos de cenizas en las épocas de
invierno y primavera, sin embargo el patron de los demas constituyentes no es igual
a pesar de ser la misma especie y haber sido recolectada en zonas geograficas
cercanas. En la tabla se puede observar la época en la que se encuentran los

mayores porcentajes de proteina, fibra y carbohidratos de acuerdo al autor.

Tabla 1. Comparacién de los mayores constituyentes de Eisenia arborea a lo largo de un ciclo anual.

Composicion Verano Otofio Invierno Primavera
guimica proximal de
Eiseniaarborea | 2U™ [ 21| Ag0 | Sep [ Oct | Nov [ Dic | Ene | Feb | Mar f Abr | May
Proteina
Serviere-Zaragoza et 14.2-14.9 % Cenizas Carbohidratos
al., 2002 Fibra Lipidos 24.1 % 68.2 %
10.7 % 0.9%

Proteina

11.68 %
Hernandez-Carmona Carbohidratos Cenizas

et al., 2009 54.3-53.3 % 29.3 %
Fibra
6.28- 6.44 %
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Por otra parte, se encuentran dos trabajos sobre variacion estacional de alginatos,
ambos realizados con muestras obtenidas de Bahia Magdalena, BCS. El primero
fue el trabajo realizado por Hernandez-Carmona (1985), el cual Unicamente
comparo la variacion estacional del rendimiento de alginatos durante un afio. El
segundo es el realizado por Arvizu et al., (2007), en el cual compararon la variacion
del rendimiento de alginatos, los porcentajes de cenizas, fibra cruda y manitol,
separando las partes del alga en dos estaciones del afio (otofio y primavera). Ambos
estudios indican que el rendimiento del alginato no presenta variaciones en las
estaciones del afio. Ademas, Arvizu et al.,, (2007) no encontré diferencias
significativas de las cenizas y el manitol entre las estaciones. Los porcentajes de
cenizas y fibra cruda en las ldminas no presentaron diferencias estacionales, sin
embargo las variaciones si fueron observadas entre laminas y estipes en ambas

temporadas.
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JUSTIFICACION

“La ciencia es una actividad humana creativa cuyo objetivo es la comprension de la

naturaleza y cuyo producto es el conocimiento” Ruy Pérez Tamayo.

México se caracteriza por tener una amplia zona costera y poseer recursos algales
potencialmente explotables y con diversas aplicaciones, tal es el caso de E. arborea.
Sin embargo, antes de utilizar estos recursos, es necesario generar mayor
conocimiento del comportamiento de algunos productos naturales de interés
comercial que converjan con otros estudios en un plan de manejo adecuado para la

especie 0 una guia en la busqueda de compuestos bioactivos.

E. arborea, es una especie sugerida para ser utilizada como recurso pesquero
utilizando solo las laminas (DOF, 2012) sin embargo el conocimiento que se tiene
de la especie en el pais aun es fragmentado para ser considerado como tal y que

pueda ser explotado de manera sustentable.

Desde el punto de vista industrial uno de los factores clave para la seleccion de una
especie como recurso para ser explotado es la calidad de los compuestos o
extractos de interés que contiene. Debido a las variaciones ambientales a las que
se encuentran expuestas las macroalgas en el océano, los constituyentes quimicos
de importancia econdémica presentan variaciones de macroescala como pueden ser
la estacionalidad y de microescala como puede ser la parte del alga examinada.
Estas variaciones pueden verse reflejadas en las concentraciones, la actividad
biolégica o propiedades de los compuestos de interés comercial, por lo que es
importante describir las variaciones para elegir las mejores épocas de cosecha de
acuerdo al interés que se tenga del recurso y en el caso de E. arborea conocer el
valor real que tienen las laminas, dado que son la parte del alga apropiada para ser
utilizada (DOF, 2012)
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OBJETIVO GENERAL

Describir la variacion bimestral durante el periodo de septiembre de 2013 a julio de
2014 en la composicidén quimica, actividad biolégica y propiedades fisco-quimicas

de los extractos obtenidos a partir de laminas y estipes de Eisenia arborea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Describir la variacion en la composicion quimica proximal.

— Describir la variaciéon del rendimiento del extracto etandlico y la
variacion de su actividad antioxidante.

— Describir la variacion en el rendimiento, propiedades y caracterizacion
parcial del alginato.

— Describir la variacion en el rendimiento y caracterizacion parcial del

fucoidan crudo y de su actividad anticoagulante.

HIPOTESIS (Ho)

Los constituyentes quimicos de Eisenia arborea en la zona de Bahia Magdalena
permanecen constantes en el tiempo, por lo que la especie no presenta variacion
en su composicion quimica, en la actividad bioldgica y propiedades de los extractos

obtenidos durante un periodo temporal.
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SITIO DE RECOLECTA

Bahia Magdalena (BM), ocupa un area de 565 km?. Esté4 situada en la parte central
del complejo lagunar Bahia Magdalena-Almejas, se localiza en la costa sur-
occidental de la peninsula de Baja California Sur (24° 16" Ny 25° 45" Ny 111°20°
Wy 112° 18" W). Estd comunicada con mar abierto, a través de una amplia boca de
acceso de 5.6 km de ancho, con 40 m de profundidad maxima (fig. 2).

Es un cuerpo de agua que posee una fuerte influencia hidrodinamica de las aguas
oceanicas adyacentes en las cuales se ha reportado que existe una zona tipica de
surgencias costeras que son generadas por el viento (Bakun & Nelson, 1977). La
surgencias en la zona se encuentran en un intervalo de 50 a 280 m? s! por cada
100 m de la costa (Zaitsev et al., 2003) y poseen un patrén bien definido en el que
la actividad de surgencias presenta su maxima intensidad durante la primavera
(abril-mayo) y un segundo incremento de menor intensidad en otofio (octubre-
noviembre), las cuales se manifiestan regularmente en los campos hidrolégicos
superficiales (Zaitsev et al., 2003; Zaitsev et al., 2007; Cervantes-Duarte et al.,
2010).

La temperatura superficial de éste cuerpo de agua tiene un ciclo bien definido en el
gue los meses de menor temperatura se encuentran de marzo-mayo (16-18°C) y el
maximo en los meses de agosto-septiembre (27-28 °C) (Lluch-Belda et al., 2000;
Sanchez-Montante, 2004; Cervantes-Duarte et al., 2010; Zaitsev et al., 2010;
Zaitsev et al., 2014).

Respecto a los nutrientes en la zona, éstos presentan una variacion que se puede
observar en dos temporadas, una fria en los meses de febrero, abril y junio y una
calida en agosto, octubre y diciembre. Estas variaciones muestran un patron en el
gue en los meses frios los nitritos, nitratos, fosfatos y silicatos se encuentran en
porcentajes altos, mientras que en los meses calidos estos nutrientes estan en

proporciones bajas (Cervantes-Duarte et al., 2010; Alvarez-Borrego et al., 1975).
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Fig. 2. Sitio de muestreo. Punta arenas, Bahia Magdalena, BCS.
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECTA Y SECADO DEL ALGA

Las muestras fueron obtenidas con el Permiso de Pesca de Fomento emitido por la
Comision Nacional de Acuacultura y Pesca No. PPF/DGOPA-025/14. Se
recolectaron 30 individuos de E. arborea elegidos al azar cada dos meses los dias
28-sep-2013, 10-nov-2013, 31-ene-2014, 16-mar-2014, 21-may-2014 y 21-jul-
2014. Las muestras se obtuvieron por medio de buceo semi-autbnomo Hooka a una
profundidad de 5-6 m, en Punta Arenas, Bahia Magdalena, BCS. Cada talo fue
cortado por la base del estipite con un cuchillo y transportado en panga a la costa.
Se separaron las laminas y estipes, éstos ultimos fueron cortados en pequefios

trozos cuando estaban frescos, para facilitar su molienda después del secado.

Posteriormente las partes separadas de las algas fueron secadas al sol. Cuando
perdieron la mayor cantidad de humedad fueron transportadas a las instalaciones
del CICIMAR (Anexo 1), en dénde las laminas se terminaron de secar al sol y los

estipes fueron colocados en una estufa a 55 °C durante 12 horas.

Una vez seco el material, las laminas y los estipes de las muestras fueron molidas

en un molino pulverizador marca Pulvex.

COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL

Los andlisis de quimica proximal se realizaron siguiendo las indicaciones de la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, 1995) en el Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), dénde fueron determinados los
porcentajes de: humedad por diferencia de peso a 105 °C/4 h; cenizas por diferencia
de peso después de calcinacion a 600 °C/5 h; proteina por el método de Dumas,
usando el Equipo Leco FP 528; fibra cruda por el método de hidrdlisis sucesiva
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(acido/base), lipidos por el método Soxtec-Avanti 2050 TECATOR y carbohidratos

por diferencia de 100 - (% proteinas + % lipidos + % fibra cruda + % cenizas).

OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS CRUDOS
(EtOH)

Las extracciones etandlicas se realizaron por triplicado para cada muestra. En el
caso de las laminas se utilizaron 300 g secas y molidas y 80 g para los estipes. Las
muestras fueron colocadas en frascos &mbar con diferentes voliumenes de etanol al
96% previamente destilado (Anexo Il). Cada tercer dia el etanol se filtro y fue
vaciado en frascos ambar y almacenados en obscuridad a temperatura ambiente;
éste proceso se repitio por 3 veces. A partir del tercer filtrado se dejé en extraccion
durante 10 dias mas. El extracto liquido obtenido se concentré a presion reducida
en un rotavapor a 40 °C. Una vez seco el extracto se peso y se calculé el rendimiento
con base al peso seco del alga. El tejido algal sobrante fue secado en una estufa a
55 °C durante 16 horas.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EtOH.

A los extractos crudos obtenidos de la extraccion etandlica se les evalué la actividad
antioxidante por el método colorimétrico del ensayo de actividad secuestrante de
radicales libres utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), de acuerdo con el
protocolo descrito por Goupy et al., (1999), lo cual se realizé por triplicado para cada
muestra. Se disolvieron los extractos secos en etanol en concentraciones de 250,
100, 50 y 25 pyg'mL* para laminas y 200, 100 y 50 yg-mL* para estipes. La actividad
se mididé en tubos de ensayo agregando 1 mL de muestra y 4 mL de la solucion
DPPH al 0.02%, posteriormente fueron almacenadas en obscuridad durante 30
minutos y se midio la absorbancia en un espectrofotometro (Milton Roy Company
SPECTRONIC 20D) a una longitud de onda de 517 nm. Con los resultados
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obtenidos se calcul6 el porcentaje de reduccion y se elaboraron curvas de dosis

efecto.

Se utilizé acido ascorbico como estandar y el porcentaje de reduccion se obtuvo con
la siguiente formula:

AB — AM

X1
1B 00

Dénde:
AB: Absorbancia del blanco
AM: Absorbancia de la muestra.

La concentracion minima para reducir el DPPH al 50% (ECso) fue calculada por el
método grafico de correlacion lineal. Para esto, a las curvas de dosis-efecto se les
agrego la linea de tendencia y se calcul6 la ecuacion de la recta. Los calculos se

realizaron interpolando los puntos obtenidos en el grafico.

EXTRACCION DEL FUCOIDAN CRUDO

Se extrajo el fucoidan crudo siguiendo el método de Mufioz-Ochoa et al., (2009) con
algunas modificaciones. Brevemente, 20 g de algas secas, molidas y previamente
extraida con etanol se les adicion6 200 mL de agua destilada (volumen 1:10) y se
colocaron en bafio Maria a 55°C y con agitacion continua durante 2 horas. El
sobrenadante fue filtrado y el proceso anterior se repiti6 dos veces mas.
Posteriormente el liquido obtenido fue clarificado por centrifugacion, se le adiciono
cloruro de calcio al 10% y se colocé en refrigeracion durante 24 h para separar los
residuos de alginato de calcio del fucoidan. Al término de ese tiempo el alginato de
calcio fue separado por centrifugacion y la solucion de fucoidan se precipitd con
etanol en proporcion 1:2 (solucion-etanol) dejandolo en reposo durante 16 h.

Posteriormente el fucoidan precipitado fue recuperado y secado durante 16 h a
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55°C. Una vez seco, se peso y se calculd el rendimiento (Anexo IV) con base al

peso seco del alga y fue almacenado en refrigeracion hasta su uso.

ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE DEL FUCOIDAN

La actividad anticoagulante del fucoidan se evalué mediante el ensayo de Tiempo
de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA). El ensayo fue realizado con plasma
humano obtenido de individuos sanos. El plasma fue mezclado con una solucion de
citrato de sodio al 3.5% en proporcion 9:1 (v/v) y centrifugado durante 15 minutos.
Se hicieron diluciones hasta encontrar la concentracion necesaria para duplicar el
blanco. Todos los ensayos fueron realizados por duplicado y con los datos obtenidos

se realizaron curvas de dosis efecto.

Las muestras se prepararon a una concentracion de 10 mg mL, debido a que la
actividad fue mayor a los 300 s a ésta concentracion, se buscé duplicar el blanco a
partir de una concentracion de 2 mg mL y posteriormente se hicieron diluciones.
Se utilizaron 10 pL del extracto de prueba y se mezclaron con 90 puL de plasma
humano citrado. La mezcla fue incubada durante 1 min a 37 °C. Posteriormente se
le adicionaron 100 uL de reactivo de TTPA (Biopool® by Trinity Biotech, plc) y esta
mezcla se dejé incubar por 3 min. Al término de este periodo se agregaron 100 pL
de cloruro de calcio (CaCl2) al 0.25 M y se midio el tiempo de coagulacion.

Adicionalmente a las muestras de septiembre, noviembre, enero y marzo se les hizo
la prueba de Tiempo de Protrombina (TP). Para éste ensayo se prepararon
muestras a una concentracion de 10 mg mLL. Este ensayo consistié en mezclar 10
puL de la muestra a evaluar con 100 pL del plasma citrado, la mezcla se dej6
incubando 1 min en un bafio maria a 37 °C. Al finalizar el tiempo de incubacién se
agregaron 200 pL del reactivo TP (Biopool® by Trinity Biotech, plc) previamente
incubado a 37 °C por 10 min., y se midi6 el tiempo que tardé en formarse el coagulo
una vez agregado el reactivo. Se hicieron diluciones de las muestras de prueba sin
alcanzar a duplicar el blanco. Posteriormente se hicieron curvas dosis efecto para

observar el comportamiento de la muestra.
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CARACTERIZACION PARCIAL DEL FUCOIDAN

La caracterizacion parcial estructural del fucoidan se realiz6 por medio de
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) en un espectro
Perkin Elmer TWO, equipado con atenuador de reflectancia total (ATR). Los
espectros fueron obtenidos después de 28 escaneos a una resolucion de 4 cm™, en
un rango de 500-4000 cm™.

La concentracion de azucares totales se cuantifico por el método colorimétrico de
Dubois et al. (1956). Un mL de muestra de fucoidan disuelto en agua destilada a
una concentracién de 100 pg mL, se le adicioné 1 mL de solucién de fenol al 5% y
después se le agregaron 5 mL de &cido sulfarico concentrado (H2S0Oa4). El tubo de
ensayo fue agitado en un vortex y puesto en obscuridad durante 10 min. Al finalizar
el tiempo, se midi6 la absorbancia a 490 nm. Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado. Para determinar la concentracion de azlcares totales se interpolo la
absorbancia de la muestra en una curva estandar elaborada con glucosa. Los datos
de la curva fueron procesados en Excel y se grafico la concentracion contra la
absorbancia: se obtuvo la ecuacién de la recta y se calcul6 el coeficiente de
determinacion (R?). Con la ecuacion de la recta se calculd la concentracion de

azucares de las muestras, sustituyendo la absorbancia en la ecuacion.

Finalmente se determind la concentracion de fucosa por el método colorimétrico de
Dische (1955). Se prepar6 una solucion de fucoidan en concentracion de 100 pg
mL1. Un mL de la solucién se agreg6 en tubos de ensayo previamente colocados
en agua-hielo. Una vez fria la muestra, se adicionaron 4.5 mL de H2SOa4, los tubos
fueron agitados en un vortex y colocados en un bafio Maria a 100 °C durante 10
minutos. Posteriormente fueron colocados 1 minuto en hielo, se les agrego 100 pL
de cisteina al 3%, se agitd en un vortex y se coloco la mezcla en obscuridad durante
30 minutos. Finalmente, se midid la absorbancia a 396 y 427 nm y se calculd la
diferencia entre estas (Afucosa= A396nm-A 427nm). Todos los ensayos fueron realizados
por triplicado y la concentracion de fucosa se obtuvo por la interpolacion de la
absorbancia de la fucosa en una curva estandar construida con L-Fucosa (Marca
Fluka).
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EXTRACCION DEL ALGINATO DE SODIO

La extraccion se hizo siguiendo el método de Arvizu et al., (2002), con la diferencia
de que para la extraccion se utilizo el tejido algal resultante de la extraccion de
fucoidan. Brevemente, 20 g de tejido algal al que previamente se le extrajo fucoidan,
se le adicion6 180 mL de una solucion de formaldehido al 0.1% y se dejé durante
16 horas en reposo. Se removié la solucion de formaldehido y se comenzé la pre-
extraccion 4cida, para lo cual se adicionaron 300 mL de agua destilada y se colocé
en agitacion continua durante 15 min, a un pH ajustado a 4 con &cido clorhidrico
(HCI) 1 N (Anexo IlIl). Al término de la pre-extraccidn se filtrd y al tejido recuperado
se le adicionaron 500 mL de agua destilada (proporcion 1:25 alga: agua), se coloco
en bafio maria a 80 °C durante 2 h con agitacion continua y con un pH ajustado a
10 con carbonato de sodio al 10%. Al finalizar el tiempo de extraccion se filtro al
vacio con tierra de diatomeas. La solucion filtrada se precipité en etanol al 96%, en
proporcién 1:1. Las fibras suspendidas de alginato fueron recuperadas y secadas
durante 12 h en una estufa a 55°C. Se pesaron y se calcul6 el rendimiento con base

al peso seco de la muestra.

DETERMINACION DE LA VISCOSIDAD Y LA FUERZA DE
GEL

Se midi6 la viscosidad a una solucion de alginato de sodio al 1% (peso/volumen) a
una temperatura de 22 °C, en un viscosimetro Brookfiel modelo LTV, con la aguja
apropiada (3 o 2). Las mediciones se realizaron a una velocidad de rotacion de la
aguja de 60 rpm y se obtuvo la viscosidad utilizando la tabla correspondiente que

proporciona el fabricante (Hernandez-Carmona et al., 1999a).

Para medir la fuerza de gel, el alginato de sodio solubilizado se coloc6é en una
membrana de dialisis de la marca Spectra/Por®, de 29 mm de diametro, cortados
en tramos de 15 cm de longitud, previamente hidratada y sellada por la base. La

bolsa se llen6 con un volumen suficiente para ocupar una longitud de 12 cm y se
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cerrd con una pinza de presion en la parte superior. Los cilindros fueron colocados
en una solucién de CaClz al 10% durante 12 h. Al término de este tiempo, los
bloques solidos fueron cortados en unidades de 2.5 cm de largo, asegurando
obtener tres unidades por réplica (Camacho & Hernandez-Carmona, 2013). La
fuerza de gel se midi6 en el equipo Texture Analyzer modelo TA.TX Plus. El valor
de maxima resistencia se obtuvo al momento en que el gel se fracturd, tomando la

lectura con el programa Exponente que acompafa al equipo.

DETERMINACION DEL COLOR Y pH DEL ALGINATO

Se preparo una solucién de alginato de sodio al 1 % y se midio la transmitancia de
la solucion en un espectrofotometro de luz UV-VIS a 510 nm (Hernandez-Carmona
et al., 1999b). El pH fue determinado de manera cualitativa utilizando papel pH para

ello.

CARACTERIZACION PARCIAL DEL ALGINATO

La caracterizacion parcial estructural del alginato se realiz6 por medio de
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) en un espectro
Perkin Elmer TWO, equipado con atenuador de reflectancia total (ATR). Los
espectros fueron obtenidos después de 28 escaneos a una resolucion de 4 cm, en
un rango de 500-4000 cm™.

DETERMINACION DE LA PROPORCION M/G

Para la determinacién de la proporcion de blogues de acido manurénico y
gulurénico, se utilizé el método semicuantitativo de Fillipov & Kohn, 1976. Se utilizd
la absorcion de las bandas de 1125 y los 1030 que corresponden a las sefales de

acido gulurénico y manuronico respectivamente. Se calculd la relacion Aii2s/A1o30.
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TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR

La variacion de la temperatura superficial del mar fue obtenida a través de imagenes
de satélite. Las cuales fueron extraidas de la base del Group for High Resolution of

Sea Surface Temperature (www.GHRSST.org). Las imagenes corresponden al

promedio de la temperatura de los dias en que se recolectaron las algas y tuvieron

una resolucién espacial de 1 Km.

PROCESAMIENTO DE DATOS

Se realizd un andlisis exploratorio de los datos en el programa R Project 3.01.
Debido a que las réplicas de cada muestra tenian una n=3, se utilizaron las réplicas
de todos los meses separando las partes del alga y se prob6 la normalidad con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las pruebas de normalidad aceptaron la hipotesis
de que los datos se distribuyen de manera normal. Unicamente la variable de
rendimiento de fucoidan en estipes rechazo esta hipoétesis, debido a valores atipicos
que se presentaron en el mes de marzo. Por lo tanto se realizé un analisis de
varianza multifactorial (MANOVA) para determinar si habia diferencias significativas
entre las partes del alga y los meses de recolecta (Statgraphics Centurion XVII).
Posteriormente se aplico la prueba de Tukey para identificar cuales fueron las
muestras significativamente distintas. Con las tablas de medias y desviacion
estandar se elaboraron los gréficos con ayuda de los programas SigmaPlot 11 y
Excel 2013.

23


http://www.ghrsst.org/

RESULTADOS

ANALISIS DE QUIMICA PROXIMAL

Los mayores constituyentes de E. arborea tanto en laminas como en estipes (Tabla
2) son los carbohidratos, encontrandose en proporcion significativamente mayor
(p<0.05) en las laminas. En Julio se registré el mayor porcentaje (55%) para las
laminas y mayo para los estipes (49.7%). Las cenizas secundaron como mayores
constituyentes tanto en laminas como en estipes, estas a diferencia de los
carbohidratos, se encuentran en mayor proporcion (p<0.05) en los estipes y el
mayor porcentaje de cenizas se encontré en marzo para estipes con un 37.4% y

enero para las laminas con 33.7 %.

En menor proporcion se encontraron las proteinas y la fibra cruda. En el caso de la
proteina, ésta fue significativamente mayor en las laminas (p<0.05) y sus maximos
porcentajes se observaron en mayo tanto en las laminas (12.5%) como en los
estipes (10.2%). La fibra cruda, por su parte, fue mayor en los estipes que en las
laminas. Sus maximos porcentajes se observaron en Julio para laminas (5.6%) y

noviembre para los estipes (9.9%).

Finalmente, los lipidos constituyeron menos de 1% de los componentes quimicos
proximales y los porcentajes de éstos fueron superiores en estipes. Respecto al
periodo de muestreo, los meses en lo que el porcentaje de lipidos fue mayor

correspondieron a enero para las laminas (0.25%) y julio en los estipes (0.36%).
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Tabla 2. Composicion quimica proximal en las laminas y estipes de Eisenia arborea en el periodo
septiembre 2013-julio 2014. Porcentaje promedio de las réplicas (n=3) y la desviacion estandar.

Promedio
Septiembre Noviembre Enero Marzo Mayo Julio anual
%

Carbohidratos

Laminas 61.43 53.03+0.43 48.62+0.01 52.78+0.25 54.21+0.18 55.07 +0.15 53.85

Estipes 48.15 47.94 +0.17  47.25+0.63 44.47 £0.29 49.75+0.20 48.35+0.28 47.65
Cenizas

Ladminas 21.72 29.89+0.27 33.72+0.06 30.05+0.07 27.66 +0.06 27.60 +0.16 28.44

Estipes 34.05 32.89+0.21 35.41+0.24 37.39+0.28 30.83+0.09 32.87 +0.17 33.90
Proteina

Laminas 12.06 11.62 £+0.08 12.27 £+0.06 12.27 £0.06 12.52 +0.04 11.42 +0.08 12.02

Estipes 8.69 8.91 +0.08 9.26 +0.08 9.26 +0.08 10.23 £0.02  9.84 +0.07 9.36
Humedad

Ladminas  9.21 8.72 +0.14 8.55 +0.01 8.49 +0.05 8.35 +0.07 8.79 £0.16 8.68

Estipes 9.92 10.93+0.05 10.04 +0.08  9.10+0.05 9.88+0.01  9.57 +0.08 9.90
Fibra cruda

Ladminas  4.63 5.22+0.11 5.42 +0.05 4.62 +0.23 5.42 +0.05 5.65 +0.11 5.16

Estipes 8.85 9.98 £0.005 8.51 +0.30 8.51 +0.15 8.81 +0.21 8.54 +0.15 8.86
Lipidos

Ladminas  0.15 0.21 +0.02 0.25 +0.07 0.24 +0.05 0.16 +0.02 0.23 £0.02 0.17

Estipes 0.25 0.24 +0.05 0.34 +0.05 0.27 +0.05 0.34+0.05 0.36 +0.02 0.3
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RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO CRUDO

El rendimiento del extracto etandlico crudo (EtOH), presenté una variacion
significativa tanto en partes del alga como en los meses de recolecta (Tabla 3). En
todo el ciclo, el rendimiento del extracto crudo fue significativamente (p<0.05) mayor
en las laminas. Los mayores rendimientos se observaron para laminas en

septiembre con 5.40% y para estipes en mayo con 2.07 %.

Tabla 3. Rendimiento de los EtOH obtenidos de Eisenia arborea en el periodo septiembre 2013- julio
2014. Porcentaje promedio de las réplicas (n=3) y su desviacién estandar

Rendimiento

o Septiembre  Noviembre Enero Marzo Mayo Julio
0

Laminas 540 +0.13 4.49+0.12 231+0.16 2.78+0.10 1.87+0.14 2.65+0.06

Estipes 1.03 +0.076 1.04 +0.026 0.84+0.03 1.33+0.15 2.07+0.3 1.50 +0.02

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La ECso (Tabla 4) mostré que los EtOH obtenidos de las ldminas presentan una
mayor actividad antioxidante comparado con el EtOH obtenido de los estipes. La
mayor actividad a lo largo del ciclo se observé en noviembre para las laminas (ECso=
55 ug mL1), la cual fue 3.5 veces menos activa que el acido ascérbico. En los
estipes la mayor actividad fue detectada en mayo (ECso= 352.83 pug mL™?), lo cual

implica que fue aproximadamente 22 veces menor la actividad que las laminas.
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Tabla 4. Actividad antioxidante de los extractos etanodlicos crudos obtenidos de laminas y estipes de
Eisenia arborea. Se reporta la ECso calculada por el método gréfico de correlacion lineal.

Actividad antioxidante ECso (ug mL™) Acido ascorbico

16
Laminas Estipes

Septiembre 83 499
Noviembre 55 584
Enero 122 352

Marzo 116 508

Mayo 113 320

Julio 108 357

FUCOIDAN

RENDIMIENTO DEL FUCOIDAN

El fucoidan obtenido de ambas partes del alga mostr6 diferencias significativas,
siendo mayor en las laminas (p<0.05, Anexo VI). El mayor rendimiento (fig. 3) del
fucoidan obtenido de las laminas se presenté en septiembre (20.6 £+ 0.5 %) y el
menor en julio (7.82 % + 0.5). En el caso del fucoidan obtenido de estipes, el mayor
rendimiento fue en marzo (8.73 % + 0.5), mientras que los demas meses estuvieron

en un intervalo de 3.57-4.63 % sin mostrar diferencias significativas.
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Fig. 3. Rendimiento del fucoidan de laminas y estipes del alga E. arborea recolectada durante el

periodo de septiembre 2013-julio 2014. Promedio de las réplicas (n=3) y su desviacion estandar.
—&— [Laminas y —O— Estipes.

AZUCARES TOTALES DEL FUCOIDAN

Los azUcares totales mostraron diferencia significativa tanto en partes del alga como
en los meses de recolecta. Durante todo el ciclo las ldminas tuvieron una mayor
concentracion de azucares. Los meses de septiembre (78.49 pg mL?) y marzo
(78.66 pg mL1) se observé la mayor concentracién en laminas y en el periodo de

noviembre a marzo se observo en los estipes (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracién de azUcares totales del fucoidan obtenido de laminas y estipes de E. arborea.

Promedio de las réplicas (n=3) y desviacion estandar.

Azucares totales del fucoidan (ug mg™)

Laminas Estipes
Septiembre 78.49(+ 4.76) 20.15 (+ 5.11)
Noviembre 56.55 (+ 7.34) 26.68 (+ 4.59)
Enero 52.19 (+ 4.16) 29.22 (+ 4.23)
Marzo 78.66 (+ 2.96) 26.56 (+ 4.03)
Mayo 58.69 (+ 3.68) 17.3 (+ 0.85)
Julio 4557 (+ 2.51) 21.00 (+ 1.16)

FUCOSA DEL FUCOIDAN

La concentracion de fucosa presentd diferencias significativas entre laminas y
estipes y entre los meses. Fue mayor en las laminas en los meses de noviembre

(154 pg mL1), mayo y julio y en los estipes la mayor concentracion se observé en

enero y mayo (Tabla 6).

Tabla 6. Concentracion de fucosa en el fucoidan obtenido de laminas y estipes Eisenia arborea.
Promedio de réplicas (n=3) y desviacién estandar.

Fucosa del fucoidan (ug mg™?)

Laminas Estipes
Septiembre 12.04 + (2.18) 8.68 (+ 2.76)
Noviembre 15.14 (+ 6.03) 10.13 (£ 2.09)
Enero 12.17 (£ 1.67) 11.43 (= 2.50)
Marzo 12.83 (+ 2.89) 8.9 (+ 2.76)
Mayo 17.17 (+1.40) 11.50 (+ 1.43)
Julio 15.25 (+ 1.13) 10.22 (+ 0.90)
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ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IRATR)

Los espectros de infrarrojo mostraron bandas caracteristicas de fucoidan, estas se
encuentran cercanas a las sefiales que estan marcadas en la figura 4 y las cuales

fueron consistentes en todos los espectros de ldminas y estipes (fig. 5, fig. 6).
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Fig. 4. Espectro de infrarrojo (FT-IRATR) del fucoidan obtenido de laminas (L) y estipes (E) de
Eisenia arborea. Se muestra las sefales de absorbancia aproximadas que presentaron todos los
espectros.
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Fig. 5. Espectro de Infrarrojo (FT-IRATR) del fucoidan obtenido de las laminas durante el periodo

septiembre 2013 — julio 2014 (a) Septiembre, (b) Noviembre, (c) Enero, (d) Marzo, (e) Mayo y (f)
Julio.
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Fig. 6. Espectro de Infrarrojo (FT-IRATR) del fucoidan obtenido de los estipes durante el periodo de

septiembre 2013 — julio 2014: (a) Septiembre, (b) Noviembre, (c) Enero, (d) Marzo, (e) Mayo vy (f)
Julio.
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ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE POR ENSAYO DE TIEMPO
DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ACTIVADA (TTPA)

Se encontré una alta actividad anticoagulante del fucoidan obtenido tanto en
laminas como en estipes. Con las curvas de dosis-efecto se observé que las
muestras de mayor actividad en el caso de las ldminas fueron las de enero (fig. 7) y

en el caso de los estipes las de mayo (fig. 8). Esto se obtuvo empleando la
concentracion a la que la muestra duplico al blanco (27 s).
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Fig. 7. Curva de dosis-respuesta de la actividad anticoagulante del fucoidan obtenido de las laminas
de E. arborea. El eje X muestra las concentraciones del fucoidan y en el eje Y el tiempo que tardé

en formarse el coagulo por el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA).
Septiembre —@-, Noviembre'* O, Enero "W ", Marzo-- =4\ -, Mayo -3 y Julio 13-
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Fig. 8. Curva de dosis-respuesta de la actividad anticoagulante del fucoidan obtenido de los estipes
de E. arborea. El eje X muestra las concentraciones del fucoidan y en el eje Y el tiempo que tardo
en formarse el coagulo por el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA).

Septiembre —@-, Noviembre* O, Enero "W, Marzo-- =4\ -, Mayo -3 y Julio -1}~

ACTIVIDAD ANTICOAGULANTE POR ENSAYO DE TIEMPO
DE PROTROMBINA (TP)

La actividad anticoagulante por este ensayo también fue alta, pese a que no se
alcanzé a duplicar el blanco (13 s), se pudo observar la alta actividad que
presentaron las muestras por éste ensayo. Las muestras mas activas fueron las de

laminas de noviembre y estipes de marzo.
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Fig. 9. Actividad anticoagulante del fucoidan obtenido de ldminas y estipes de E. arborea. El eje X
muestra las concentraciones del fucoidan y en el eje Y el tiempo que tard6 en formarse el coagulo

por el ensayo de tiempo de protrombina (TP). Ldminas: Septiembre ‘.', Noviembre - O, Enero
W Marzo --—\--; Estipes: Septiembre-# , Noviembre <3~ , Enero ~——-, Marzo <~

ALGINATO

RENDIMIENTO DEL ALGINATO

El rendimiento de los alginatos presentd diferencias significativas entre meses y
parte del alga. Los estipes presentaron un mayor rendimiento en contraste con las
laminas (fig. 10). En los meses de noviembre, enero y marzo es cuando se
obtuvieron los mayores rendimientos de alginato, tanto en laminas (21.3, 21.05 y
18.5 %) como en estipes (21.2, 24.5, 21.86 %). La tendencia que sigue es a

incrementar de septiembre a enero y posteriormente un decremento hasta mayo.

34



26 -

24

22 A

N
o
1

18 A

16 A

Rendimiento (%)

14

12 -

10 A

8 T T T T T T
Sep Nov Ene Mar May Jul

Fig. 10. Rendimiento del alginato de sodio obtenido de Laminas —®— y Estipes—O— de Eisenia
arborea durante el periodo septiembre 2013-julio 2014. Promedio de las réplicas (n=3) y su
desviacion estandar.

VISCOSIDAD Y FUERZA DE GEL

La viscosidad del alginato obtenido presentd diferencias significativas entre las
partes del alga asi como entre meses y fue mayor en los estipes (fig. 8). En el caso
de los estipes se obtuvo una variacion de 440-1009 m Pa s. En el caso de las
laminas la variaciéon fue de 140-464 m Pa s. Tanto en laminas cdmo en estipes las
mayores viscosidades fueron observadas en enero con valores de 464 y 1008 m Pa

S respectivamente.
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Fig. 11. Viscosidad de los alginatos obtenidos de Laminas ( —®—) y Estipes (—O—) de Eisenia
arborea durante el periodo septiembre 2013-julio 2014. Promedio de las réplicas (n=3) y su
desviacion estandar.

La fuerza de gel del alginato (fig. 12) fue significativamente (p>0.05) diferente entre

los meses y entre las partes del talo. Los valores mas altos de fuerzas de gel se
observaron en enero tanto en laminas (3239 g cm2) cdmo en estipes (3336 g cm™).
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Fig. 12. Fuerza de gel del alginato obtenido de laminas (—@-) y estipes (—>—) de Eisenia arborea
durante el periodo septiembre 2013-julio 2014. Los puntos representan el promedio de las réplicas
(n=9) y su desviacion estandar.

37



ESPECTROSCOPIA DE INFRAROJO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IRATR)

El espectro de infrarrojo (fig. 13) mostro bandas caracteristicas de alginato entre los
3300-3400 que corresponden a las vibraciones de los grupos —OH. Bandas en los
1407 y 1594 que indican vibraciones de los grupos carboxilos de acido urénicos.
Las bandas en los 1027, 816 y 885 son caracteristicas de los residuos de acido
manuronico y las bandas en los 1081, 724-730 pertenecen a las vibraciones de los
residuos de acido gulurénico. Dichas bandas fueron observadas en los espectros

de todas las muestras (figs. 14, 15).
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Fig. 13. Espectros de infrarrojo (FT-IRATR) de los alginatos obtenidos de laminas (L) y estipes (E)
de E. arborea.
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Fig. 14. Espectros de infrarrojo (FT-IRATR) de los alginatos obtenidos de las laminas de Eisenia
arborea. Entre paréntesis se indica el mes de recolecta: (a) Septiembre, (b) Noviembre, (c) Enero,
(d) Marzo, (e) Mayo vy (f) Julio.
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Fig. 15. Espectros de infrarrojo (FT-IRATR) de los alginatos obtenidos de los estipes de Eisenia
arborea. Entre paréntesis se indica el mes al que pertenecia la muestra: (a) Septiembre, (b)
Noviembre, (c) Enero, (d) Marzo, (e) Mayo y (f) Julio.
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RELACION M/G DE LOS ALGINATOS

Las absorbancia de las bandas 1125y 1029 se muestran en la tabla 7. Los alginatos
tanto de laminas como de estipes mostraron proporciones M/G menores a 1 (Tabla
8). Los valores indican que los alginatos de ambas estructuras poseen una mayor

proporcion de bloques de acido gulurdnico. Este patron se observé durante todo el

ciclo.

Tabla 7. Absorbancia de las bandas 1125 y 1029, obtenida de los espectros de infrarrojo de los

alginatos.

Absorbancia de las bandas de Infrarrojo

Laminas Estipes
MES A1125 A1029 A1125 A1029
Septiembre 0.026 0.094 0.027 0.084
Noviembre 0.015 0.057 0.007 0.021
Enero 0.023 0.076 0.029 0.088
Marzo 0.021 0.071 0.014 0.041
Mayo 0.02 0.067 0.013 0.04
Junio 0.009 0.033 0.025 0.068

Tabla 8. Proporcién M/G del alginato de sodio obtenido de laminas y estipes de E

. arborea.

Proporcién M/G de los alginatos

Sep Nov Ene Mar May

Jul

Laminas

Estipes

0.28 0.27 0.30 0.30 0.30
0.32 0.33 0.32 0.34 0.32

0.28
0.37
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COLOR y pH DE LOS ALGINATOS

Otra caracteristica observada en los alginatos fue la diferencia de color (fig. 16) Se
obtuvieron alginatos de color marron a amarillo claro en las laminas, mientras que
en los estipes los alginatos tuvieron colores amarillo claro a blanquecino. Estas
tonalidades se pueden observar también los geles que se elaboraron. La tabla 9
muestra la transmitancia a 510 nm de las soluciones de alginato al 1 %. El pH de

los alginatos se encontrd en el intervalo de 8-9 tanto en ldminas cOmo en estipes.

Tabla 9. Transmitancia a 510 nm tomada a las muestras de alginato disueltas en agua al 1 %.

Transmitancia a 510 nm

Laminas Estipes
Septiembre 47 55
Noviembre 21 80
Enero 72 80
Marzo 71 86
Mayo 60 81
Julio 54 81

Fig. 16. Color de los alginatios en solucion al 1 % y en gel. Las figuras superiores corresponden a
la muestra de enero y las figuras inferiores a la muestra de marzo. Las muestras se encuentran
separadas por laminas (L) y estipes (E).
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TEMPERATURA SUPERFICIAL DEL MAR

La temperatura en la zona present6 una variacion que tuvo un gradiente entre los
17-27 °C (fig. 17). Mostrando dos épocas una calida en los meses de julio,
septiembre y noviembre y una fria en los meses de enero, marzo y mayo.

) 112°W 40

Fig. 17. Temperatura superficial del mar en Bahia Magdalena, durante los dias de muestreo. Meses:
septiembre (a), noviembre (b), enero (c), marzo (d), mayo (e), julio (f).
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DISCUSION

COMPOSICION QUIMICA PROXIMAL

El analisis de quimica proximal de E. arborea, muestra que la humedad obtenida
con el método de secado al sol, se encuentra dentro de los valores requeridos (12%)
para que pueda ser almacenada por largos periodos sin ser colonizada por hongos
0 bacterias, lo cual coincide con lo anteriormente reportado para la misma especie
(Arvizu et al., 2007).

Los carbohidratos en E. arborea, se encontraron en un intervalo del 44-62 %, lo cual
es consistente con los porcentajes reportados para otras especies de algas pardas
(Dawes, 1999) y también para la especie (Serviere et al.,, 2002; Hernandez-
Carmona et al., 2009; Fleurence et al., 2012). Estan constituidos principalmente por
azucares como el manitol, laminaran, fucoidan y alginatos, los cuales al estar en
porcentajes altos constituyen una fuente para la produccion de biocombustibles (van
Hal et al. 2014).

En lo referente a las cenizas el porcentaje que se reporta en ambas partes del alga
se encuentra en un intervalo de 21-33 % en laminas y 30-37 % en estipes. Dichos
intervalos se encuentra en proporciones muy similares a lo reportado en estudios
previos con la misma especie, en los cuales se sefialan porcentajes del 19-29 %
para el talo (Hernandez-Carmona et al, 2009), mientras que para las laminas se
reportaron un 31.8 % y para estipes un 38.7 %, lo cual confirma que los estipes

poseen mayor porcentaje de cenizas (Arvizu et al., 2007).

Las cenizas en las macroalgas integran macroelementos como el calcio, magnesio,
sodio, cobre, hierro, manganeso y zinc (Adams et al., 2014; Kumar et al., 2015;).
Dichos elementos la hacen una fuente rica en minerales, los cuales son importantes
tanto para la dieta del humano como para la dieta de otros organismos como el
ganado, sumado a que pueden ser importantes para el sector agrario debido a su

posible utilidad en la formulacion de extractos que funjan como bioestimulantes de
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crecimiento en cultivos terrestre (Fleurence et al., 2012; Bricefio et al., 2013;

Hernandez-Herrera et al., 2014).

Al comparar el porcentaje de cenizas de E. arborea con el de Undaria, Fucus,
Ascophylum, Sargassum, Costaria costata, y Macrocystis pyrifera, se puede
observar que todas se encuentran en un intervalo proximo al de E. arborea (Lgvstad
Holdt & Kraan 2011; Carrillo-Dominguez et al.,, 2002; Rodriguez-Montesinos &
Herndndez-Carmona, 1991). Dado que estas especies se venden comercialmente,
se sugiere que E. arborea podria competir con estos géneros en el mercado por su

contenido de cenizas.

En el caso de las proteinas, en las algas pardas se ha reportado que el aporte
proteico de éstas es bajo llegando hasta un 15 %. El intervalo de proteina
encontrado para E. arborea fue de 11.42-12.52 % para laminas y de 8.69-10.23 %,
estos intervalos estan dentro de lo reportado para Macrocystis pyrifera (5-12)
Sargassum wightii (8-12 %), Laminaria digitata (8-15 %) y Ascophyllum nodosum
(3-15) (Rodriguez-Montesinos & Hernandez-Carmona, 1991; Darcy-Vrillon, 1993;
Denis et al., 2010; Fleurence et al., 2004; Kumar et al., 2015), Pese a que el aporte
proteico es bajo y tendria poco valor para la dieta en humanos, este es adecuado

para su uso en la alimentacion de algunos rumiantes (Fleurence et al., 2012).

En cuanto a la fibra cruda y los lipidos fueron los constituyentes de menor porcentaje
en el alga. La fibra, estd generalmente compuesta por fracciones solubles e
insolubles, las cuales pueden estar correlacionadas con efectos
hipocolesterolémicos e hipoglicémicos, decremento del tiempo en el transito
intestinal, aumento en los movimientos peristalticos y sensacion de saciedad, dichos
efectos han sido reportados benéficos en la salud debido a que reducen algunas
enfermedades como la obesidad y la diabetes (Gomez-Orddéfiez et al., 2012). Por
su parte, los lipidos se encontraron por debajo del 1% en el alga, lo cual implica un
bajo aporte de grasas por parte de la especie. A pesar de que el porcentaje de
lipidos es bajo, estos son importantes ya que se trata de lipidos de gran valor

nutricional como el Omega 6 y 3 (Herndndez-Carmona et al., 2009).
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VARIACION DE CONSTITUYENTES QUIMICOS PROXIMALES

Todos los constituyentes quimicos proximales mostraron variacion a lo largo del
periodo tanto en la parte del alga como en los meses de recolecta. En el caso de
los carbohidratos se observo que en las laminas el intervalo de variacion fue de
48.62-61.43 % y que los meses en los que hubo mayor porcentaje fueron
septiembre y julio, mientras que en estipes el intervalo fue de 44.77-49.75 %, con
Su mayor porcentaje mayo y sosteniendo altos porcentajes en los meses de julio,
septiembre y noviembre (época célida). Lo anterior indica que tanto en laminas
como estipes los meses de septiembre y julio son los meses en los que se

obtendrian los mayores rendimientos de éstos.

En las macroalgas, se ha reportado que los periodos de altas temperaturas
coinciden con la mayor sintesis de carbohidratos, con los periodos de maximo
crecimiento y un incremento en la actividad fotosintética (Munda & Kremer, 1977,
Rosemberg & Ramus, 1982; Perfeto, 1998; Marinho-Soriano et al., 2006). Lo
anterior explica los altos porcentajes de carbohidratos observados en los meses de
septiembre y julio en ldminas, puesto que las mayores temperaturas en Bahia

Magdalena correspondieron a los meses de julio, septiembre y noviembre.

Por otra parte, durante los meses de enero, marzo y mayo constituyeron la época
fria de la zona y en la que se presentaron tanto en laminas como en estipes las
mayores concentraciones de cenizas (30.05-33.7 %, respectivamente), proteinas
(12.52 % y 10.23 %) y lipidos (0.25 y 0.30 %). Esta época se caracteriza por tener
una mayor influencia de la Corriente de California, una mayor actividad de
surgencias, ademas mayores concentraciones de nutrientes y bajas salinidades
(Cervantes-Duarte et al., 2013; Durazo, 2015). Por lo que podriamos esperar que
éstas caracteristicas del océano promovieran una mayor produccion de éstos

constituyentes quimicos.

El nitrato es la forma del nitrégeno que las macroalgas asimilan (Lobban & Harrison,
1994) y en E. arborea se ha reportado que ésta almacena mayores contenidos de
nitrdgeno en sus tejidos durante la primavera y posteriormente disminuyen de julio

a octubre (Hernandez-Carmona et al., 2001). Durante ésta época se encuentra el
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mayor porcentaje de otros constituyentes cOmo las proteinas, que poseen nitrégeno
en su estructura. Esto refuerza la tendencia en la especie de asimilar una cantidad

de nitratos cuando estan en mayor biodisponibilidad.

En el caso de las cenizas, se ha reportado en especies como Sargassum wightenii,
que tienden a disminuir cudndo hay una influencia de aguas con menor salinidad,
gue son las que se pueden observar durante ésta época en Bahia Magdalena y que
es una caracteristica de la Corriente de California (Durazo et al., 2015). Sin embargo
en este caso ocurrid de manera inversa, lo que sugiere que la reduccién de salinidad
no es un indicativo de encontrar menor contenido de cenizas en E. arborea,
posiblemente porque los elementos como calcio, sodio y potasio se encuentran en

el alga unidos a otro constituyente, que es el acido alginico.

EXTRACTO CRUDO ETANOLICO (EtOH) Y ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

Los extractos crudos se encuentran catalogados dentro de los productos naturales
y contienen una mezcla de diversos compuestos (Sarker et al., 2006). Los extractos
pueden variar en su composicion asi como en su rendimiento de acuerdo a factores
como son el organismo empleado y el solvente que es utilizado (Sarker et al., 2006;
Bambang et al., 2013) Es por eso que los reportes sobre el rendimiento son
importantes ya que permiten cuantificar cuanto obtendremos de un recurso. En este
sentido, el rendimiento del extracto crudo etanodlico de E. arborea obtenido en esta

investigacion constituye el primer reporte para la especie.

El promedio del extracto crudo de E. arborea fue de 3.25 % para laminas y 1.3 %
para estipes, es decir que fue 2.5 veces mayor en laminas que en los estipes. El
etanol es un solvente que particularmente atrae compuestos polares (Sarker et al.,
2006; Matanjun et al., 2007; Bambang et al., 2013), por lo que la diferencia en el
rendimiento de ambas partes del alga, podria indicar una mayor presencia de

compuestos polares en las laminas.

El extracto crudo generalmente estad conformado por una gran variedad de

metabolitos secundarios que han adquirido gran valor, debido a su bioactividad. La
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actividad antioxidante en E. arborea, mostro ser 3.8 veces mayor en las laminas que
en los estipes, esto indica la presencia de compuestos mucho mas activos en las

[Aminas.

La ECso, es la concentracion eficaz media a la que una sustancia induce el 50 % del
total de su capacidad inhibitoria. En el ensayo del DPPH, la ECso promedio de las
laminas (99.45 ug mL™) fue mayor a lo reportado para extractos crudos de especies
del género Laminaria sp. y Undaria sp. (Tabla 10). A diferencia de las laminas, el
promedio de la ECso de los estipes (436.78 pg mL™) presentd una menor actividad,

la cual fue menor incluso a lo reportado para el género Undaria.

De la misma forma que en el rendimiento, es posible que la actividad del extracto
se vea afectada por el tipo de compuestos que son extraidos con el etanol, ya que
la actividad puede variar dependiendo de la especie y el tipo de solvente utilizado
para extraer. Por otra parte, los extractos al ser una mezcla compuestos podrian
tener un efecto sinérgico o antagodnico, el cual pueda estar enmascarando la

activdad real que tengan los compuestos que componen el extracto.

Tabla 10. Comparacion de la EC50 de distintos extractos crudos obtenidos de algas pardas. EtOH=
extracto etanélico; DCM: M= diclorometano: metanol; M=metanol.

Actividad Antioxidante (DPPH)

Extracto Especie EC50 (ug mL™) Autor

EtOH Laminaria sp. 860 Ismail & Hong, (2002).
EtOH Undaria sp. 420 Ismail & Hong, (2002).
70% M Ecklonia cava 20 Senevirathne et al., (2006).
DCM:M (1:1) Alaria esculenta 6430 Zubia et al., (2009).
DCM:M (1:1)  Dictyota dichotoma 4730 Zubia et al., (2009).

EtOH E. arborea laminas 99.4 Este estudio

EtOH E. arborea estipes 436.7 Este estudio
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La actividad antioxidante puede deberse a la presencia de compuestos como
fucoxantinas, carotenoides, tocoferoles, aminodcidos, polisacéridos, polifenoles,
terpenos, florotaninos y flavonoides, que en las algas pardas han sido reportados
con dicha bioactividad (Zubia et al., 2007; Cornish & Garbary, 2010; Ye et al., 2008;
Sachindra et al., 2007; Alstyne, 1999). Si bien estos grupos de compuestos pueden
estar presentes y ser los responsables de la actividad, existen algunos ya aislados
de E. arborea como los florotaninos 6.6’-bieckol y el 6,8’-bieckol, que son derivados
del floroglucinol (Sugiura et al., 2006, 2008) y que pudieran también estar presentes

en éstos extractos.

La funcién de éstas moléculas antioxidantes en las algas es proporcionarles
proteccion contra la radiacion UV o el dafio fotodinamico, contra las altas
concentraciones de oxigeno que conducen a la formacién de radicales libres y otros
agentes oxidativos, ademas de proteger al organismo contra patdgenos y epifitos
(Matsukawa et al., 1997; Amsler, 2008). Los mayores rendimientos, asi como la
mayor actividad se observo en las laminas, esto sugiere que es la parte del alga con

mayor exposicion a estos factores dafinos para el organismo.

En lo que respecta a la variacion del extracto crudo observamos que los
rendimientos y la actividad antioxidante del extracto proveniente de las laminas son
mayores en la época de mayor temperatura, lo cual podria indicar que la produccion
de los compuestos que integran dichos extractos, esta en respuestas a condiciones
de estrés por factores abibticos, como pudo ser las altas temperaturas, alta
irradiancia y baja concentracion de nutrientes, asi como factores biodticos entre los
gue podemos mencionar el epifitismo y la herbivoria. (Lobban & Harrison, 1994;

Hernandez-Carmona, et al., 2000).

El mayor rendimiento de los extractos crudos durante la época calida también puede
ser explicado con la hipétesis del balance carbono-nutrientes (CNB, por sus siglas
en inglés). Debido a que la fotosintesis es el proceso fundamental en donde las
plantas capturan y procesan luz solar y CO2 como el principal recurso ecolégico
para el crecimiento y reproduccion del individuo (Smith et al., 1992), cuando los

nutrientes se encuentran disponibles el carbono fotosintético es destinado a éstos
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procesos de supervivencia y por lo tanto la produccion de metabolitos secundarios
debe ser generada a un bajo costo energético (Tuomi et al., 1988). No obstante, al
haber una condicion de nutrientes limitada pero con disponibilidad de luz, la
produccion de metabolitos secundarios se incremente utilizando los nutrientes
disponibles. Esta disponibilidad de luz y bajas concentraciones de nutrientes se
encuentran presentes en ésta zona durante la época en que los rendimientos de los

extractos fueron mayores.

En el caso de los estipes, el mayor rendimiento (2.07 %) y la mayor actividad
antioxidante (ECso= 320.29 pug mL1) se observaron en mayo, el mes tipicamente
mas frio y con alta concentracion de nutrientes. De acuerdo a lo planteado por la
hipétesis CNB, éste seria un mes de baja produccion de metabolitos secundarios
debido a que la produccion de carbono fotosintético estaria destinado al crecimiento
del organismo. Empero, en E. arborea, la zona meristeméatica de crecimiento se
encuentra préxima a las laminas, por lo que el crecimiento es principalmente en ésta
parte del alga y los productos de metabolismo primario son posteriormente
traslocados a los estipes. Esto sugiere que en los estipes existe una produccion de
metabolitos secundarios durante el crecimiento ya que el metabolismo primario esta

enfocado en crecer.

Cabe mencionar que en las muestras de las laminas de septiembre y noviembre se
presentaron epifitos, principalmente briozoarios y rhodophytas no identificados (obs.
pers.), algunos isépodos de la especie Paracerceis sculpta (Méndez-Trejo, coms.
pers.) y asociaciones de diatomeas epifitas, dominadas por Pteroncola sp., las
cuales tuvieron sus mayores abundancia en la muestra de septiembre (Siqueiros-
Beltrones et al., no publicado). Dado que el epifitismo estimula la produccién de
metabolitos secundarios (Amsler, 2008), estas observaciones sugieren que algunos
de éstos grupos pudieran estar estimulando la sintesis de compuestos con actividad
antioxidante puesto que en éstas muestras fue en las que se observo la mayor
actividad antioxidante, sin embargo, dado que las interacciones epifitos-alga no
fueron el objetivo de ésta investigacion es requerido precisar estas interacciones en

E. arborea.
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FUCOIDAN: RENDIMIENTO, CARACTERIZACION Y ACTIVIDAD
ANTICOAGULANTE

El rendimiento en las laminas estuvo en el orden de 7.8-20 % y en el caso de los
estipes este fue menor, 3.7-8.7 %. Pese a que los valores de rendimiento de
fucoidan, sobre todo en laminas, pueden llegar hasta el 20 %, es importante
destacar que se trata de fucoidan crudo, en el que probablemente se estén
cuantificando residuos de otros componentes ya sean otros azlcares como la
galactosa, manosa, xilosa o acidos urénicos e incluso proteinas (Berteou & Mullay,
2003). Muioz-Ochoa et al., (2009), extrajeron fucoidan de E. arborea y realizaron
una precipitacion fraccionada, con lo que obtuvieron rendimientos del orden de 0.65
al 2.50 % con base al peso seco. Dado que el método de extraccion utilizado fue el
mismo que los autores (op. cit), esto confirma la presencia de residuos distintos al
fucoidan en la especie y sugiere que conforme se purifica el fucoidan el rendimiento
disminuye. A pesar del hecho de que el fucoidan no ha pasado por un proceso de
purificacion, podemos asegurar que todas las muestras extraidas fueron fucoidan

crudo, basado en la caracterizacion parcial realizada.

La espectroscopia de infrarrojo (FT-IRATR) indicé que tanto el fucoidan de las
laminas cémo el de los estipes presentaban bandas entre los 3400 cm debidas a
las vibraciones de los enlaces O-H; las bandas entre los 1606, 1620 y 1420 cm
corresponden las vibraciones de los enlaces de los grupos carboxilo, las bandas
entre los 1030 y 1089 correspondieron a las vibraciones de los anillos
hemiacetalicos de azlcar; las bandas entre los 1224, 1205, 1250 y 1220 cm
correspondieron a las vibraciones de los grupos éster sulfatos. Las bandas entre los
900, 918, 960 corresponden a los poliuronatos (Bruno & Svoronos, 1989; Sartori et
al., 1997; Ronghua et al., 2003; Sinhong et al., 2004; Mufioz-Ochoa, 2006; Mao et
al., 2008; Pereira et al., 2013; Shanmugam et al., 2013; Shanti et al., 2014).

Tanto el fucoidan de las laminas como el de los estipes presentaron bandas en los
820-824 lo cual corresponde con grupos sulfatos en posicion ecuatorial en C3y C4

del anillo de fucosa y bandas entre los 847 y 849 indican la presencia de sulfatos
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axiales en posicion O-4 del anillo de fucosa (Patankar, et al., 1993; Chevolot et al.,
1999; Chizhov et al., 1999; Mufioz-Ochoa, 2006; Mufioz-Ochoa et al., 2009)

La principal diferencia del fucoidan entre estructuras, fue que la intensidad de las
bandas fue menor en los estipes, lo cual indica que las proporciones de los distintos
grupos que conforman al fucoidan se encuentran en menor concentracion en los
estipes. Esto pudo confirmarse con las determinaciones cuantitativas, en las que se
observé que la concentracion de azucares totales y fucosa fue menor en los estipes

durante todo el ciclo.

El fucoidan es un carbohidrato, y como tal es un producto del metabolismo de las
macroalgas, en general se encuentran acumulado hacia las partes distales del
organismo, donde posteriormente son traslocados hacia las zonas meristematicas,
esto es consecuencia del crecimiento alométrico y de la accion de los meristemos
intercales que normalmente resultan en tejidos con distintas actividades
metabdlicas (Gémez, 2012), lo que sugiere que su concentracion sea mas baja en

los estipes.

El fucoidan obtenido tanto de laminas cdmo estipes mostré una alta actividad
anticoagulante por los ensayos de Tiempo de Protrombina (TP) y Tiempo de
Tromboplastina Parcial Activada (TTPA), con tiempos superiores a los 300 s. En el
proceso de coagulacion, interfieren una serie de procesos fisiol6gicos que han sido
denominados en conjunto como la cascada de coagulacion, la cual consta de la
activacion de factores y proteinas que son activados y liberados para actuar por las
via intrinseca y via extrinseca de dicho proceso (Butenas & Man, 2002). Dado lo
anterior, el fucoidan de los estipes y de las laminas de E. arborea pueden ser Utiles

para su aplicaciébn como anticoagulante por ambas vias.

Los meses de mayor actividad para las laminas fueron enero y julio, mientras que
para los estipes fue marzo. Se ha sefialado que factores como la concentracion de
fucosa, grupos sulfatos y el peso molecular del fucoidan se encuentran relacionados
con la actividad anticoagulante (Nishide et al., 1990; Nishino & Naguno, 1991;
Chizhov et al., 1999; Jiao et al., 2011). En este sentido, las muestras que tuvieron

la mayor actividad no fueron las que tuvieron la mayor concentracion de fucosa. Por
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ejemplo, la concentracion para la muestra de laminas de enero fue de 124 +17 ug
mL, mientras que la de septiembre fue de 123 +22 ug mL?, ésta Ultima fue la
muestra menos activa para las laminas, por ende la concentracion de fucosa no es
relevante para la actividad anticoagulante por la via extrinseca (TTPA) del fucoidan
obtenido de laminas. En el caso de los estipes ocurrié algo parecido, en este se
observo que las mayores concentraciones de fucosa se encontraron en los meses
de enero y mayo (117 pg mL?), pese a que fueron las concentraciones mas altas

de fucosa s6lo mayo tuvo una alta actividad.

Por lo tanto es posible que la actividad esté méas relacionada con la concentracion
de grupos sulfatos o el peso molecular del polisacarido. En ésta investigacion solo
se realiz6 una caracterizacion parcial, por lo que el fraccionamiento, purificacion y
reevaluacion de la actividad anticoagulante deben ser precisados para entender

mejor la relacion estructura-bioactividad.

Se ha sugerido que el fucoidan tiene un papel estructural en las algas pardas
(Kloareg & Quatrano, 1988). Se ha sugerido que los movimientos de masa de agua
tienen una gran influencia en éstos cambios (Kraemer & Chapman, 1991), por lo
gue es posible que los picos observados en marzo tanto en laminas cOmo estipes
sean una respuesta a los movimientos de masas de agua, principalmente derivados
de la actividad de surgencias que ocurren durante ésta época en Bahia Magdalena
(Zaitsev et al., 2003; Zaitsev et al., 2007; Cervantes-Duarte et al., 2010; Durazo,
2015).

También es posible que otros factores estuvieran explicando éstas diferencias,
particularmente para los estipes, que no tuvieron grandes diferencias en la variacion
del rendimiento y sélo muestra un pico en marzo. Sin embargo el conocimiento per
se del fucoidan aun no deja claro su papel biologico o fisioldgico (Jiao et al., 2011),
lo cual dificulta entender su variacion particularmente dentro del mismo organismo

y refuerza la necesidad de que esto sea investigado.

Finalmente, se sugiere que el fucoidan sea obtenido de las laminas en el mes de

marzo y septiembre, puesto que los mayores rendimientos son durante ésta época.
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ALGINATOS: RENDIMIENTO, PROPIEDADES Y
CARACTERIZACION

El rendimiento de alginato obtenido tanto en laminas cOmo en estipes mostrd un
contraste significativo con lo reportado anteriormente para muestras obtenidas en
la misma zona. Hernandez-Carmona (1985) reportdé un rendimiento de 26.2 % en
verano a 28.6% en otofio, esto es una variacion de 2.8%. Arvizu-Higuera et al
(2007), encontraron una variaciéon aun menor (0.9%). Estos autores concluyeron
que la especie no presentaba variaciones significativas en temporadas. En este
estudio se demuestra que la variacion estacional del contenido de alginatos es del
orden del 5 % en laminas y del 13 % en estipes, lo cual demuestra que los estudios
con baja frecuencia de muestreos no permiten observar variaciones en los
constituyentes quimicos, por lo que no son apropiados para seleccionar épocas de

cosecha.

En general el rendimiento de los alginatos de E. arborea es menor al de muchas
especies, que son utilizadas comercialmente particularmente como especies de
Laminaria y Undaria (Tabla 11). Pese a que sea menor, resulta interesante, ya que
al tener rendimientos por arriba del 20% en una época del afio representa que por

cada 5 kg de alga seca se puede obtener 1 kg de alginato de E. arborea

Respecto a la viscosidad, el promedio anual de los estipes fue dos veces mayor
(538 m Pa s) que el de la viscosidad observada en laminas (252 m Pa s). Los
intervalos de viscosidad de las laminas (140-464 m Pa s) y de los estipes (315-1009)
fueron menores a lo reportado anteriormente por Arvizu-Higuera et al., (2007) tanto
en laminas (1270-2210 m Pa s) como estipes (793-1260 m Pa s), quienes ademas
sefalan que la viscosidad es mayor en las laminas que en los estipes en mas de un
30%. El comportamiento de la viscosidad en este trabajo fue inverso a lo sefialado
por los autores (Op. cit.), puesto que durante todo el ciclo las laminas presentaron

menor viscosidad que los estipes.

Los resultados muestran que los alginatos de las laminas poseen una viscosidad

baja y los estipes una viscosidad media-alta (Protan 1986; Hernandez-Carmona et
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al., 2012). El éxito de uso de los alginatos depende de sus propiedades como
espesantes o estabilizantes de soluciones, por lo tanto los alginatos de E. arborea
de las laminas tendrian aplicaciones para la impresion textil en equipos de alta
velocidad de rodillo (McHug et al. 2003) y en el caso del alginato obtenido de estipes
bien podria encontrar aplicacibn como espesante, elaboracion de jarabes y
cubiertas para helado los cuales requieren una viscosidad entre 400-800 m Pa s
(McHugh, 1987).

Respecto a la fuerza de gel, existen pocos reportes que hayan medido la fuerza de
gel que poseen los alginatos. En E. arborea ésta fue mucho mayor tanto en laminas
cdmo en estipes en contraste con especies como Costaria costata y especies del

género Sargassum (tabla 11).

Los alginatos mostraron ademas distintas coloraciones. La coloracion de los
alginatos se atribuye a la presencia de compuestos como la fucoxantina y
polifenoles, los cuéles en algunas ocasiones se remueven dejando al tejido en una
solucion de formol (Hernandez-Carmona et al., 1999b). En la industria generalmente
el color se quita mediante un proceso de blanqueado con cloro. Por lo que la
coloracién de los alginatos representaria un gasto menor de cloro u otros reactivos

utilizados para blanquear.

Cabe mencionar, que las muestras utilizadas para la obtencién de alginato pasaron
por un proceso de extraccion etandlico y posteriormente la extraccion de fucoidan,
lo cual reduce la coloracion del alginato al haberse extraido parte de éstos

compuestos previamente.

Las proporciones de acido M/G encontradas con la espectroscopia de infrarrojo
indicaron que los alginatos de E. arborea tienen una mayor proporcion (M/G <1) de
bloques de &cido gulurénico que manurdnico (Sakawa et al., 2004), lo cual indica
que eéstos geles son fuertes y rigidos. Esto los hace apropiados para la
encapsulacion celular para aplicaciones biomeédicas o ambientales (Cruz et al.,
2013).
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Tabla 11. Comparacion del rendimiento, viscosidad y fuerza de gel de alginatos obtenidos de

distintas especies.

Rendimiento | Viscosidad | Fuerzade gel

Especie (%) (m Pas) (g cm™) Autor

Alaria fistulosa

estipes 14.1 Usov et al., (2005)

A. fistulosa laminas 27.5 Usov et al., (2005)

Costaria costata 22-29 980-1449 Wu et al., 2014

Eisenia arborea 24.6-28.6 Hernandez-Carmona (1985)

E. arborea estipes 23.3 793-1260 Arvizu-Higuera et al., (2007)

E. arborea ldminas 22.8 1270-2210 Arvizu-Higuera et al., (2007)

E. bicyclis 34 Asakawa et al, (1984)

Laminaria digitata

estipes 44.01 Fertah et al., (2014)

L. japdnica 17-25 Honya et al., (1993)

L. valdosa estipes 4.6-11.2 Chandia et al., (2004)

L. digitata laminas 51.8 Fertah et al., (2014)

Lessonia valdosa

laminas 7.5-17.6 Chandia et al., (2004)

Lobophora Viswanathan & Nallamuthu,

variegata 27.57 (2014)

Macrocystis pyrifera 25.8 1,350 Russell & Sivrastava, (1984)

M. pyrifera 1,016 Hernandez et al., (1999)

Nereocystis

luetkeana 23.4 1,498 Russell & Sivrastava, (1984)

Padina spp. 16.93 Mushollaeni, (2011)
Camacho & Hernandez-

S. cymosum 15.9 709 Carmona, (2012)
Rodriguez-Montesinos et al.,

S. sinicola 7.2-13-7 58.7-191.7 (2008)

Sargassum

crassifolium 30.3 39 Mushollaeni, (2011)

Undaria pinnatifida

l[Aminas 51 Skriptsova et al., (2004)

E. arborea laminas 15-21 140-464 1755-3122 Este estudio

E. arborea estipes 12-25 315-1009 2504-3516 Este estudio
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Esta mayor proporcion de acidos gulurénicos que manurénicos contrasta con lo
anteriormente reportado por Arvizu et al., 2007 y Murillo-Alvarez & Hernandez-
Carmona, (2007), quienes encontraron que las proporciones de bloques M/G se
encuentra en valores mayores a 1, es decir, que los geles del alginato reportados
por estos autores poseian una mayor cantidad de bloques de acido manuronico por
lo que se esperaba que los geles de alginato de E. arborea fueran suaves y
quebradizos, sin embargo, este estudio encontré que los geles formados por los
alginatos de E. arborea recolectada en Bahia Magdalena son geles fuertes y

elasticos, derivados de sus altas proporciones de acidos guluronicos.

El mayor rendimiento asi como la mayor viscosidad y fuerza de gel de los alginatos
se observaron en la temporada de noviembre a marzo, por lo que si el interés de
aprovechamiento de este recurso son los alginatos se sugiere realizar extracciones
durante la temporada de enero a marzo. A pesar de que E. arborea es una especie
perenne, si se extrae el recurso durante esta temporada tampoco se interrumpiria
sus maximas épocas de reproduccion que son en los meses de julio a hoviembre
(McPeak, 1978).
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CONCLUSIONES

En Bahia Magdalena el alga parda Eisenia arborea presenta cambios temporales y
entre estructuras en su composicion quimica. Estos cambios solo se pueden

detectar con muestreos de alta frecuencia.

Las laminas recolectadas durante la época calida (julio-noviembre) presentan altos
porcentajes de fucoidan, carbohidratos y extracto etandlico crudo. Mientras que en
la época fria (enero-mayo) se obtienen los mas altos porcentajes de cenizas,

proteinas, lipidos y alginatos.

Las laminas de E. arborea pueden ser consideradas para su uso en forraje e incluso
para consumo humano, debido a que son una fuente de altos aportes de energia
(carbohidratos) y minerales, baja en grasa. Ademas posee propiedades

antioxidantes y anticoagulante, lo cual les da un valor nutricional agregado.

Los estipes se pueden aprovechar principalmente para la obtencion de alginatos,
ya que tienen un alto rendimiento y sus propiedades de viscosidad y fuerza de gel
les permiten competir en los mercados como aditivos alimenticios, farmacéuticos,

ambientales e industriales.

Solo si el interés del recurso son los alginatos, pueden utilizarse ambas partes del
alga. Para su uso en la alimentacion y busqueda de moléculas bioactivas, sélo es
necesario utilizar las laminas, realizando cosechas arriba de la parte meristematica
o de crecimiento (CONAPESCA, 2012).
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RECOMENDACIONES

Debido a que Eisenia arborea habita en una zona de cambios estacionales
significativos se sugiere realizar estudios que incluyan medidas in situ de factores
como la temperatura, nutrientes, salinidad, irradiancia y surgencias, que permitan
realizar inferencias mas precisas sobre la variabilidad. Asi mismo estar
monitoreando de forma constante para observar también las variaciones

interanuales.

Tanto para ésta especie, como para cualquier organismo que habite en zonas
pesqueras es requerido un permiso de recolecta otorgado por la CONAPESCA, el
cual puede tardar en llegar hasta un afio, por lo que es importante considerar esto,
para evitar realizar extracciones ilicitas. Acercarse a las cooperativas pesqueras es
otra opcion, puesto que ellos cuentan con permisos y ademas con el equipo de

pesca.

Para todo ensayo se debe considerar un minimo de 5 réplicas para poder obtener
un tamafio de muestra (n) con la cual sea posible hacer pruebas estadisticas

robustas para cada mes.
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ANEXOS

Anexo |. Codigos de muestras

Las muestras recolectadas pertenecen al laboratorio de quimica de algas del IPN-

CICIMAR, dichas muestras pueden ser localizadas con los siguientes codigos:

Fecha de recolecta Cdédigos de muestra
28-septiembre-2013 CLC-13021-L; CLC-13021-E
10-noviembre-2013 CLC-14003-L; CLC-14003-E
31-enero-2014 CLC-14005-L; CLC-14005-E
16-marzo-2014 CLC-14006-L; CLC-14006-E
21-mayo-2014 CLC-14015-L; CLC-14015-E
21-julio-2014 CLC-14026-L; CLC-14026-E

Donde:

CLC: son las iniciales del autor.

XXXX: son el ID correspondiente con la bitacora de recolectas.
E: para sefialar que la muestra provenia de los estipes.

L: para sefialar que la muestra provenia de las laminas.
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Anexo Il. Gasto etandlico en la obtencidn de extractos.

Muestra alga seca Gasto de etanol Extracto crudo Rendimiento (%)
@ (mL) seco (9)
CLC-13-021-L (1) 300 542 15.9265 5.30883333
CLC-13-021-L (R1) 300 627 16.8758 5.62526667
CLC-13-021-L (R2) 300 465 15.9042 5.3014
Media 540.6380319 16.2292649 5.40975495
Septiembre M1 CLC- | Desviacion estandar 81.03291512 0.55462815 0.18487605
13021 CLC-13-021-E (1) 160 309 1.6826 1.051625
CLC-13-021-E (R1) 160 293 1.5213 0.9508125
CLC-13-021-E (R2) 160 264 1.7622 1.101375
Media 288.0558341 1.65228001 1.03267501
Desviacion estandar 22.81081615 0.12273729 0.07671081
CLC-14003-L(1) 300 1051 13.1663 4.38876667
CLC-14003-L(R1) 300 1061 13.3661 4.45536667
CLC-14003-L(R2) 300 1133 13.9029 4.6343
Media 1081.05885 13.474871 4.49162368
Noviembre M2 CLC- | Desviacion estandar 44.73626419 0.38093172 0.12697724
14003 CLC-14003-E (1) 80 125 0.8286 1.03575
CLC-14003-E (R1) 80 135 0.8569 1.071125
CLC-14003-E (R2) 80 117 0.8154 1.01925
Media 125.4516991 0.83345456 1.0418182
Desviacion estandar 9.018499506 0.02120291 0.02650364
CLC-14005-L(1) 300 558 7.5154 2.50513333
CLC-14005-L(R1) 300 556 6.717 2.239
CLC-14005-L(R2) 300 566 6.6218 2.20726667
Media 559.9833839 6.94013368 2.31337789
Enero M3 CLC- Desviacion estandar 5.291502622 0.49075224 0.16358408
14005 CLC-14005-E(1) 80 115 0.67885 0.8485625
CLC-14005-E(R1) 80 112 0.6478 0.80975
CLC-14005-E(R2) 80 127 0.7099 0.887375
Media 117.8256546 0.67837627 0.84797034
Desviacion estandar 7.937253933 0.03105 0.0388125
CLC-14006-L(1) 300 549 8.4889 2.82963333
CLC-14006-L(1) 300 561 8.5871 2.86236667
MarzoM4-CLC14006
CLC-14006-L(1) 300 571 8.0164 2.67213333
Media 560.2610592 8.36037528 2.78679176
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Desviacion estandar 11.01514109 0.30512237 0.10170746
CLC-14006-E(1) 80 140 0.9334 1.16675
CLC-14006-E(R1) 80 143 1.1865 1.483125
CLC-14006-E(R2) 80 146 1.0892 1.3615
Media 142.9790179 1.06450504 1.33063131
Desviacion estandar 3 0.12767181 0.15958976
CLC-14015-L(1) 300 563 5.1889 1.72963333
CLC-14015-L(1) 300 565 5.6469 1.8823
CLC-14016-L(1) 300 600 6.0564 2.0188
Media 575.7527633 5.61952986 1.87317662
Desviacion estandar 20.80865205 0.4339759 0.14465863
Mayo M5-CLC14015
CLC-14015-E(1) 80 120 1.3949 1.743625
CLC-14015-E(R1) 80 124 1.7356 2.1695
CLC-14015-E(R2) 80 124 1.9031 2.378875
Media 122.6520672 1.6639928 2.07999099
Desviacion estandar 2.309401077 0.25897232 0.3237154
CLC-14026-L(1) 300 517 7.7735 2.59116667
CLC-14026-L(1) 300 520 8.1679 2.72263333
CLC-14026-L(1) 300 525 7.9705 2.65683333
Media 520.6562228 7.96900673 2.65633558
Desviacion estandar 4.041451884 0.19720003 0.06573334
Julio M6-CLC14026
CLC-14026-E(1) 80 181 1.232 1.54
CLC-14026-E(R1) 80 182 1.229 1.53625
CLC-14026-E(R2) 80 185 1.1892 1.4865
CLC-14026-E(R3) 80 180 1.2013 1.501625
Media 181.9904291 1.21273872 1.5079818
Desviacion estandar 2.160246899 0.0209783 0.02550398
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Anexo lll. Gasto de reactivos en la extraccion de alginatos

Muestra sA(l,?:i Formaldehido HCL Cdaerk;%r&?(t)o a::;;?r?gtg?jle Rendimiento
© al 1% (mL) (mL) (mL) sodio (g) (%)

CLC-13-021-L (1) 20 180 05 25 3.1351 15.6755
CLC-13-021-L (R1) 20 180 0.4 25 3.4685 17.3425
CLC-13-021-L (R2) 20 180 0.4 25 3.0306 15.153
Media 3.2114 16.057

M1 CLC. Desviacion estandar 0'228;0367 1.14351836
13021 CLC-13-021-E (1) 20 180 0.8 25 2.8797 14.3985
CLC-13-021-E (R1) 20 180 0.6 25 2.4044 12.0022
CLC-13-021-E (R2) 20 180 0.7 23 2.0601 10.3005

Media 244800066 |12 2337333

Desviacion estandar 0'41134115 2.05878769
CLC-14003-L(1) 20 180 1 27 4.6207 23.1035
CLC-14003-L(R1) 20 180 0.8 26 4.4298 22.149
CLC-14003-L(R2) 20 180 0.7 26 3.7521 18.7605

Media 426753333 |91 3376667

M2 CLC- Desviacion estandar 0'456:;16943 2.28234717
14003 CLC-14003-E (1) 20 180 1 35 4.3559 21.7795
CLC-14003-E (R1) 20 180 0.8 30 4.3061 21.5305
CLC-14003-E (R2) 20 180 0.8 35 4.0608 20.304

Media 424093333 | 212046667

Desviacion estandar 0'15737475 0.78987378
CLC-14005-L(1) 20 180 0.8 45 4.4884 22.442
CLC-14005-L(R1) 20 180 0.8 35 4.0994 20.497
CLC-14005-L(R2) 20 180 0.8 35 4.0496 20.248

Media 421240006 |51 0623333

M3 CLC- Desviacion estandar 0'240525905 1.20129527
14005 CLC-14005-E(1) 20 180 0.9 35 4.8988 24.494
CLC-14005-E(R1) 20 180 0.9 35 4.9925 24.0625
CLC-14005-E(R2) 20 180 0.9 30 5.0237 25.1185

Media 497186606 | 54 5583333

Desviacion estandar 0'0652 0402 0.53093134
M4- CLC-14006-L(1) 20 180 0.7 30 3.7887 18.9435

CLC1400

6 CLC-14006-L(1) 20 180 0.7 30 3.6726 18.363
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CLC-14006-L(1) 20 180 0.7 25 3.677 18.385
Media 3'712776666 18.5638333
Desviacion estandar 0'065g9698 0.32898493
CLC-14006-E(1) 20 180 0.6 35 4.3174 21.587
CLC-14006-E(R1) 20 180 0.6 35 4.3262 21.631
CLC-14006-E(R2) 20 180 0.6 35 4.4497 22.2485
Media 4'364;:'3333 21.8221667
Desviacion estandar 0'07329 7407 0.36987036
CLC-14015-L(2) 20 180 0.6 20 2.8328 14.1614
CLC-14015-L(2) 20 180 0.6 20 3.0954 15.48
CLC-14016-L(1) 20 180 0.6 20 3.6056 18.028
Media 17733333 15 8898
M5- Desviacion estandar 0.39295518 | 1.96560447
CLC1401
5 CLC-14015-E(1) 20 180 0.5 25 2.7506 13.753
CLC-14015-E(R1) 20 180 0.5 25 2.9274 14.637
CLC-14015-E(R2) 20 180 0.5 25 3.0227 15.1135
Media 2'900??3333 14.5011667
Desviacion estandar 0.13806927 0.69034635
CLC-14026-L(1) 20 180 0.4 35 3.7097 18.5485
CLC-14026-L(1) 20 180 0.4 30 3.3104 16.552
CLC-14026-L(1) 20 180 0.4 30 3.2091 16.04
Media 340973333 | 17.0468333
M6- Desviacion estandar 0'264§ 7040 | 4 37543883
CLC1402
6 CLC-14026-ECH(1) 20 180 0.5 25 3.5133 17.5665
CLC-14026-ECH(R1) 20 180 0.5 25 3.009 15.045
CLC-14026-ESH(1) 20 180 0.5 25 4.3155 21.5775
CLC-14026-ESH(R1) 20 180 0.5 20 4.6508 23.254
Media 399176066 |19 9588333
Desviacion estandar 0'86735562 4.33727813
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Anexo. IV. Rendimientos de fucoidan

Muestra Alga seca Fucoidan (g) Rendimiento
() (%)

M1 CLC- CLC-13-021-L (1) 20 3.7183 18.5915
13021 CLC-13-021-L (R1) 20 4.6937 23.4685
CLC-13-021-L (R2) 20 3.9814 19.907
Media 20 4111167665 20.55583833
Desviacion estandar 0.504644769 2.523223847
CLC-13-021-E (1) 20 0.8234 4.117
CLC-13-021-E (R1) 20 0.8331 4.1655
CLC-13-021-E (R2) 20 0.8114 4.057
Media 0.822585406 4.11292703
Desviacion estandar 0.822314054 0.05435148
M2 CLC- CLC-14003-L(1) 20 2.1266 10.633
14003 CLC-14003-L(R1) 20 2.2017 11.008
CLC-14003-L(R2) 20 2.2588 11.294
Media 2.19503059 10.97498679
Desviacion estandar 0.066303921 0.331497109
CLC-14003-E (1) 20 1.1711 5.85
CLC-14003-E (R1) 20 0.9298 4.649
CLC-14003-E (R2) 20 0.7308 3.654
Media 0.926674802 4.631922864
Desviacion estandar 0.22048839 1.099609173
M3 CLC- CLC-14005-L(1) 20 2.1741 10.8705
14005 CLC-14005-L(R1) 20 2.2936 11.468
CLC-14005-L(R2) 20 2.3251 11.6255
Media 2.263321648 11.31660824
Desviacion estandar 0.07965917 0.398295849
CLC-14005-E(1) 20 0.7336 3.668
CLC-14005-E(R1) 20 0.7296 3.648
CLC-14005-E(R2) 20 0.7138 3.569
Media 0.725616078 3.628080391
Desviacion estandar 0.010469639 0.052348193
M4- CLC-14006-L(1) 20 3.1174 15.587
CLC14006 CLC-14006-L(1) 20 3.1723 15.8615
CLC-14006-L(1) 20 3.1507 15.7535
Media 3.146718874 15.73359437
Desviacion estandar 0.027657006 0.138285032
CLC-14006-E(1) 20 1.6002 8.001
CLC-14006-E(R1) 20 1.9919 9.5955
CLC-14006-E(R2) 20 1.7206 8.605
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Media 1.7709 8.733833333

Desviacion estandar 0.200635964 0.805019306

Muestra | Alga seca Fucoidan (g) Rendimiento

() (%)

M5- CLC-14015-L(1) 20 2.2963 11.4815
cLcl4015 CLC-14015-L(1) 20 2.32206 11.603
CLC-14016-L(1) 20 2.1136 10.568

Media 2.243986667 11.07341429

Desviacion estandar 0.11365037 0.565754585
CLC-14015-E(1) 20 0.727 3.635
CLC-14015-E(R1) 20 0.7412 3.706
CLC-14015-E(R2) 20 0.6759 3.3795

Media 0.714141201 3.570706003

Desviacion estandar 0.034343704 0.17171852

M6- CLC-14026-L(1) 20 2.5024 12.512
CLC14026 CLC-14026-L(1) 20 2.1356 10.678
CLC-14026-L(1) 20 2.0801 10.4005

Media 2.2317915 11.1589575

Desviacion estandar 0.229477588 1.147387939
CLC-14026-E(1) 20 0.8498 4.249
CLC-14026-E(R1) 20 0.7956 3.978
CLC-14026-E(R2) 20 0.7205 3.6025
CLC-14026-E(R3) 20 0.706 3.53

Media 0.765795036 3.82897518

Desviacion estandar

0.067214204

0.336071018
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Anexo V. Andlisis de varianza

Anélisis de Varianza para EtOH - Suma de Cuadrados Tipo llI

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Parte del alga 42.9613 42.9613 3554.38 |0.0000
B:Mes 10.7696 5 2.15392 178.20 0.0000
INTERACCIONES
AB 15.0771 5 3.01542 249.48 0.0000
RESIDUOS 0.302171 25 10.0120869
TOTAL (CORREGIDO) 69.155 36

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Andlisis de Varianza para Fucoidan - Suma de Cuadrados Tipo llI
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Parte del alga 611.563 1 611.563 749.14 0.0000
B:Mes 233.508 5 46.7017 57.21 0.0000
INTERACCIONES
AB 142.348 5 28.4695 34.87 0.0000
RESIDUOS 20.4087 25 (0.816349
TOTAL (CORREGIDO) 1008.32 36

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Anélisis de Varianza para Alginato - Suma de Cuadrados Tipo IlI
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Parte del alga 9.31676 1 |9.31676 2.67 0.1150
B:Mes 391.917 5 78.3834 22.43 0.0000
INTERACCIONES
AB 57.7739 5 11.5548 3.31 0.0199
RESIDUOS 87.3474 25 13.4939
TOTAL (CORREGIDO) 545.155 36

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Anélisis de Varianza para Viscosidad - Suma de Cuadrados Tipo llI
Fuente Suma de Cuadrados Gl [Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Parte del alga 819440. 1 |819440. 87.59 0.0000
B:Mes 927599. 5 [185520. 19.83 0.0000
INTERACCIONES
AB 228383. 5 45676.6 4.88 0.0030
RESIDUOS 233892. 25 [9355.69
TOTAL (CORREGIDO) 2.17306E6 36

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Analisis de Varianza para Fuerza de gel - Suma de Cuadrados Tipo lll
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Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Parte del alga 7.19106E6 7.19106E6 46.55 0.0000
B:Mes 1.3455E7 5 2.69099E6 17.42 0.0000
INTERACCIONES

AB 7.53122E6 5 1.50624E6 9.75 0.0000
RESIDUOS 1.63741E7 106 [154473.
TOTAL (CORREGIDO) 4.72488E7 117

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

ANEXO VI. Pruebas de Tukey

Pruebas de Multiple Rangos para EtOH por Mes

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Mes Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Enero 6 1.58285 0.0448829 X

Julio 7 1.93486 0.0419841 X
Marzo 6 2.06258 0.0448829 X

Mayo 6 2.26676 0.0448829 X
Noviembre 6 2.76743 0.0448829 X
Septiembre 6 3.22322 0.0448829 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Enero - Julio * -0.352015 0.18944
Enero - Marzo * -0.479737 0.195653
Enero - Mayo * -0.683913 0.195653
Enero - Noviembre * -1.18458 0.195653
Enero - Septiembre * -1.64037 0.195653
Julio - Marzo -0.127722 0.18944
Julio - Mayo * -0.331899 0.18944
Julio - Noviembre * -0.832564 0.18944
Julio - Septiembre * -1.28836 0.18944
Marzo - Mayo * -0.204176 0.195653
Marzo - Noviembre * -0.704842 0.195653
Marzo - Septiembre * -1.16063 0.195653
Mayo - Noviembre * -0.500665 0.195653
Mayo - Septiembre * -0.956458 0.195653
Noviembre - Septiembre * -0.455792 0.195653

* indica una diferencia significativa.
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Pruebas de Multiple Rangos para EtOH por Parte del alga

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Parte del alga Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Estipe 19 1.22531 0.0253676 X

Laminas 18 3.38726 0.0259132 X

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

Estipe - Laminas * -2.16195 0.0746852

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Fucoidan por Parte del alga

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Parte del alga Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Estipe 19 4.78736 0.208478 X

Laminas 18 12.9443 0.212962 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Estipe - Laminas * -8.15694 0.613784

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Fucoidan por Mes

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Mes Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Julio 7 5.83317 0.345038

Mayo 6 7.46 0.368861 X

Enero 6 7.475 0.368861 X
Noviembre 6 7.84333 0.368861 X

Marzo 6 12.2302 0.368861 X
Septiembre 6 12.3533 0.368861 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Enero - Julio * 1.64183 1.55688
Enero - Marzo * -4.75517 1.60793
Enero - Mayo 0.015 1.60793
Enero - Noviembre -0.368333 1.60793
Enero - Septiembre * -4.87833 1.60793
Julio - Marzo * -6.397 1.55688
Julio - Mayo * -1.62683 1.55688
Julio - Noviembre * -2.01017 1.55688
Julio - Septiembre * -6.52017 1.55688
Marzo - Mayo * 4.77017 1.60793
Marzo - Noviembre * 4.38683 1.60793
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Marzo - Septiembre -0.123167 1.60793
Mayo - Noviembre -0.383333 1.60793
Mayo - Septiembre * -4.89333 1.60793
Noviembre - Septiembre * -4.51 1.60793

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Alginato por Parte del alga

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Parte del alga Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Laminas 18 17.9361 0.440574 X

Estipe 19 18.9429 0.431298 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Estipe - Laminas 1.00679 1.26979

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Alginato por Mes

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Mes Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Septiembre 6 13.5533 0.763096 X

Mayo 6 15.1917 0.763096 XX
Julio 7 17.6237 0.713811 XX
Marzo 6 20.1967 0.763096 XX
Noviembre 6 21.2667 0.763096 X
Enero 6 22.805 0.763096 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Enero - Julio * 5.18129 3.22085
Enero - Marzo 2.60833 3.32648
Enero - Mayo * 7.61333 3.32648
Enero - Noviembre 1.53833 3.32648
Enero - Septiembre * 9.25167 3.32648
Julio - Marzo -2.57296 3.22085
Julio - Mayo 2.43204 3.22085
Julio - Noviembre * -3.64296 3.22085
Julio - Septiembre * 4.07037 3.22085
Marzo - Mayo * 5.005 3.32648
Marzo - Noviembre -1.07 3.32648
Marzo - Septiembre * 6.64333 3.32648
Mayo - Noviembre * -6.075 3.32648
Mayo - Septiembre 1.63833 3.32648
Noviembre - Septiembre * 7.71333 3.32648
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* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Viscosidad por Parte del alga

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Parte del alga Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Laminas 18 251.917 22.7983 X

Estipe 19 550.5 22.3182 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites

Estipe - Laminas * 298.583 65.7076

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Viscosidad por Mes

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Mes Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Julio 7 239.75 36.9374 X
Septiembre 6 319.833 39.4877 XX
Noviembre 6 331.667 39.4877 XX
Mayo 6 369.0 39.4877 XX
Marzo 6 410.667 39.4877 X
Enero 6 736.333 39.4877 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Enero - Julio * 496.583 166.669
Enero - Marzo * 325.667 172.135
Enero - Mayo * 367.333 172.135
Enero - Noviembre * 404.667 172.135
Enero - Septiembre * 416.5 172.135
Julio - Marzo * -170.917 166.669
Julio - Mayo -129.25 166.669
Julio - Noviembre -91.9167 166.669
Julio - Septiembre -80.0833 166.669
Marzo - Mayo 41.6667 172.135
Marzo - Noviembre 79.0 172.135
Marzo - Septiembre 90.8333 172.135
Mayo - Noviembre 37.3333 172.135
Mayo - Septiembre 49.1667 172.135
Noviembre - Septiembre 11.8333 172.135

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Fuerza de gel por Parte del alga

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Parte del alga Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Laminas 54 2466.79 53.4846 X
Estipes 64 2969.8 50.74 X
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Contraste

Sig. |Diferencia

+/- Limites

Estipes - Laminas

* 503.01

146.164

* indica una diferencia significativa.

Pruebas de Multiple Rangos para Fuerza de gel por Mes

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Mes Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Noviembre 18 2187.14 92.6381 X

Mayo 19 2451.9 90.2925 XX
Septiembre 18 2636.78 92.6381 XX
Julio 27 2804.22 80.227 X
Marzo 18 2942.13 92.6381 XX
Enero 18 3287.61 92.6381 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
Enero - Julio * 483.394 355.681
Enero - Marzo 345.483 380.239
Enero - Mayo * 835.709 375.456
Enero - Noviembre * 1100.47 380.239
Enero - Septiembre * 650.828 380.239
Julio - Marzo -137.911 355.681
Julio - Mayo * 352.315 350.563
Julio - Noviembre * 617.072 355.681
Julio - Septiembre 167.433 355.681
Marzo - Mayo * 490.226 375.456
Marzo - Noviembre * 754.983 380.239
Marzo - Septiembre 305.344 380.239
Mayo - Noviembre 264.757 375.456
Mayo - Septiembre -184.882 375.456
Noviembre - Septiembre * -449.639 380.239

* indica una diferencia significativa.
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Anexo VII. Curvas de calibracion de glucosa y fucosa.

Curva de Calibracion de Glucosa
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