Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo, A.C.

CARACTERISTICAS MACROMOLECULARES Y
PROPIEDADES BIOACTIVAS DE POLISACARIDOS
SULFATADOS DE Chaetoceros muelleri

Por:

Valeria Miranda Arizmendi

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS DE ORIGEN ANIMAL

Como requisito parcial para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora Agosto 2022



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revisién de la tesis de Valeria Miranda
Arizmendi, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial
para obtener el grado de Maestria en Ciencias.

Dra. Elizabeth Carvajal Millan
Directora de Tesis

Dra. Diang/Fimbrés Olivarria
Integrante del comité de tesis

j//ﬁﬁ_f\//j[f/’\

}%Agustln Rascon Chu
Integrante del comité de tesis

-

Dr. Jaimé Lizarfli Mendoza
Integrante del comité de tesis



DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en la tesis “Caracteristicas Macromoleculares y Propiedades
Bioactivas de Polisacaridos Sulfatados de Chaetoceros muelleri” es propiedad intelectual del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las
citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial de la autora Valeria Miranda
Arizmendi, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproduccidn parcial o total de
la tesis con fines académicos, se debera contar con la autorizacidon escrita de quien ocupe la

titularidad de la Direccién General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en

esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacién de Programas Acgdpmicos

C lAD Dr. Pablo Wong

Director General



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada para la
realizacion de mis estudios de posgrado.
Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD. A.C.) y a su coordinacion
por brindarme las herramientas y la disposicion que permitieron la realizacion de mis estudios de
maestria y tesis.
Al proyecto CONACYT "Estudio de las caracteristicas macromoleculares y las propiedades
gelificantes y bioactivas de los polisacéridos sulfatados de algas marinas" (FOP16-2021-01) clave
000000000319684, que proporciond los recursos necesarios para la realizacion de esta
investigacion.
A mi directora de tesis, la Dra. Elizabeth Carvajal Millan por recibirme como estudiante y
transmitirme el conocimiento para crecer tanto académica como personalmente. Por su gran
dedicacion, apoyo y paciencia que me ayudaron a encontrar soluciones para cada imprevisto que
puedo presentarse y me motivaron a sacar el mayor provecho de cada experiencia.
A los miembros de mi comité de tesis, la Dra. Diana Fimbres Olivarria, Dr. Agustin Rascon Chu,
Dr. Jaime Lizardi Mendoza y la M.C. Karla Martinez Robinson. Por su dedicacion para que todo
saliera en tiempo y forma. Gracias por orientarme, compartirme sus conocimientos y su pasion por
la ciencia.
A mis comparieros de laboratorio por hacer esta experiencia tan provechosa y a la vez divertida.
A mis amigos y a los que acompafaron en el camino, por su carifio y sus palabras de animo.
A mis padres por su apoyo incondicional, por darme el valor y el impulso para seguir superandome,
por darme las herramientas para alcanzar mis metas y motivarme a dar lo mejor de mi.
A mi hermana Pau por siempre estar, por su apoyo emocional y por alegrarme el dia con sus

ocurrencias.



CONTENIDO

APROBACION. ...ttt se sttt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL w...vuveveeteetesee et ses s ses s sssn s assensenannenns 3
AGRADECIMIENTOS ..ottt sttt a s e et et st ntenreanenne e 4
CONTENIDO ...ttt bbbttt bbb bbb et e st et nbe bt e b e ens 5
LISTADE FIGURAS ...ttt sttt st bbb e e et st saenbeeneene e 7
LISTA DE CUADROS. ...ttt bbbttt bbbt ne e 8
RESUIMEN ... .ottt ettt st et e e se st e st et et e tesbesbe et e e Reeseens et et e neententenreaneens 9
ABSTRACT Lottt b bt b e Rt et et b e bRt R et e bbb re e enes 10
1. INTRODUGCCION.......citiiiiieicieietetss sttt 11
2. ANTECEDENTES ...ttt b e bbbt et e e e sbe st nbesbenneas 13
2.1. Compuestos Bioactivos de Origen Marin0..........ccocureeieieieneni e 13
2.2. Compuestos Estructurales y Bioactivos en Microalgas...........c.ccoeveveveeiveviesieseese s 14
2.3. Ficocoloides y Polisacaridos Sulfatados de Algas ..........cccocevereininiinienenee e 14
2.4. Polisacaridos de MICr0algas ..........cueiiiveiieiiicie ettt 16
2.5. Diatomeas Y SUS POIISACAITAOS. .......cveuieiiriiieiisiesieie e s 17
2.5.1. Caracteristicas Bioldgicas y Clasificacion Taxondmica de Chaetoceros muelleri ..21

B HIPOTESIS ..ottt et e s e s et et et et e tesreeneeneeneenee s 23
4, OBJIETIVOS ..ottt sttt b e b e s e et e e e nte st e benteanenneas 24
4. 1. ODJELIVO GENEIAL ...ttt bbb 24
4.2. ODJetiVOS ESPECITICOS ...ocviiiiiiiiiieiic ettt ettt sae e 24

5. MATERIALES Y METODOS ....ooiiiieeeeeeesee et veees et ssn s s s senen s 25
5.1 Cultivo de Microalgas y Extraccion de PoliSaCaridos ...........ccccvvevveveieeieevieseese e 25
5.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) .......ccccvvvvviviieiicienne 25
5.3. Microestructura y Composicion Elemental ...............cccooeiiiiiiii i, 26
5.4. Caracteristicas MaCromOIECUIAIES ..........c.cveierierieiese e 26
5.5. ANALISIS QUIMICO ...cuviiiiicie ettt ettt e s be e ebe e s be e ebeesnbeesbeesabeesaeeenbeesaeeas 27
TG T O (0] (0 ) [ o - T SRS 27
5.6.1. CUIIVO CRIUIAT.....veetieiieie ettt 27
5.6.2. Determinacion de la Proliferacion Celular ............cccooeiveiiiiiiiece e, 27

5.7. Capacidad ANtIOXIHANE ..o, 28
5.8. INAICE GIUCEMICO. ... .eeiiieie ettt e e sra e teeneesneenne e 28
5.9 ANALISIS ESTAUISTICO ...ovvevieieiecie sttt 29

6. RESULTADOS Y DISCUSION........oeviiiiiiieeeteeeieee e ene st nes s 30
6.1. Cultivo Celular de C. MUEBHEIT........ooiiie e 30
6.2 Extraccion y Analisis Quimico de Polisacaridos de C. muelleri...........cccoovevviieiveinieenen. 31
6.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de FOUrier..........ccovviviiieiie e s, 32



CONTENIDO (continuacion)

6.4. Microestructura'y Composicion Elemental ............ccccooviiiiiiciieiice e 33
6.5. Caracteristicas MaCrOmMOIECUIAIES .........cuevieiiiiiieiieeeeee e 36
B6.6. CILOTOXICIAAU .....veviiieiieiiee bbbttt bbb enes 37
6.7. Capacidad ANtIOXIAANTE ..o 38
6.8. INdiCe GIUCEMICO (IG) ..eiuiiieieii ettt ns 40
7. CONCLUSIONES ... ..ottt et e et e s e anae e e snbeeesnaee e e 42
8. RECOMENDACIONES. ...ttt bbbttt sbe st b nneas 43

9. REFERENCIAS ...ttt 44



Figura

o~

LISTA DE FIGURAS

Modelo conceptual de los diferentes polisacaridos presentes en diatomeas
benténicas. = Modificado de  Shniukova 'y  Zolotareva, (2015).

EPS=€XO0POIISACAITUOS ......ccviiviieiiiisieeee e s

(a) Esquema de una frustula de silice de diatomeas. (b) Secciones transversales
esquematicas de frastulas de silice de diatomeas durante una division celular.

Tomada de Alipour et al., (2015) ....ccceiiiieiieie e

Micrografia de C. muelleri, donde sefiala; 1) las frastulas ligeramente silificadas,
2) celdas contiguas por setas retorcidas, 3) presencia de rimoportula, esporas
endogenas en reposo producidas. Tomada de: diatoms.org Tomada de:

diatoms.org (Burge y EAIUNd, 2017) ......coveiieieee e
Curva de crecimiento de la microalga C. muelleri...........ccocoviiiiiiiiiiii s

Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) de PSCM. Las flechas

indican las principales bandas de abSOrcion...........ccccocevereeneneiniene e

Microscopia electronica de barrido (SEM) a 500x (a) y 1000x (b) y anélisis de

espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS) (c) de PSCM ...............

Efecto de PSCM a distintas concentraciones en la proliferacion de células sanas

de colon CCD 841 CoN en relacion con el tratamiento control.........cccccvveevvveeennnnen.

Actividad antioxidante de PSCM y su comparacién con el valor registrado en

vitamina C bajo las condiciones de estudio utilizadas .............ccceovviniiinninnnnn.

indice glucémico en ratas Wistar determinado a partir de la administracion por

sonda oral de 1 ml de solucion de glucosa 0 PSCM a 25 mg/mL .......ccceovveveiinnns

Pagina



LISTA DE CUADROS

Cuadro Pagina
1 Composicién de los polisacéridos extraidos C. muelleri.........ccocovvevvevereneniiesnseenns 32
2 Caracteristicas macromoleculares de PSCIM ......coooioooeeeeeeeeeeeeeeeee et 37

3 Grado de sulfatacion y potencial Z de PSCM ..o



RESUMEN

Las algas son consideradas una fuente valiosa de polisacaridos con propiedades bioactivas
importantes, dado que aportan beneficios a la salud humana como antitumorales, antioxidantes y
antivirales, entre otras. Chaetoceros muelleri es una diatomea planctonica cosmopolita presente en
el Mar de Cortez, su biomasa es de gran importancia en acuacultura, ya que es fuente de productos
de alto valor. Existen diversos estudios sobre los polisacaridos de macroalgas, sin embargo, la
informacion sobre polisacéaridos de microalgas es escasa. El objetivo de esta investigacion es
generar conocimiento sobre las caracteristicas macromoleculares y las propiedades bioactivas de
los polisacaridos sulfatados de Chaetoceros muelleri (PSCM). Para ello, se cultivo esta diatomea
bajo condiciones controladas de laboratorio. A partir de la biomasa obtenida se realizé la extraccion
de PSCM, obteniendo un rendimiento de 2.2 % (p/p de biomasa seca). Los PSCM fueron analizados
por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier presentando algunas bandas
relacionadas con este tipo de polisacaridos en un rango de 3405 cm™ a 590 cm™ y un grado de
sustitucion con sulfato de 0.1. La cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un detector
dinamico de dispersion de luz registr6 un valor de peso molecular (Mw), indice de polidispersidad
(PDI), viscosidad intrinseca [n] y radio hidrodinamico (Rh) de 4.13 kDa, 2.0, 4.68 mL/g y 1.3 nm,
respectivamente para PSCM. Estos polisacaridos no presentaron citotoxicidad en células sanas de
colon CCD 841. La actividad antioxidante y el indice glicémico de los PSCM fue de 23% y 49,

respectivamente.

Palabras clave: Microalgas, Diatomeas, Polisacaridos sulfatados, Bioactividad



ABSTRACT

Algae are considered a valuable source of polysaccharides with important bioactive
properties, since they provide benefits to human health such as antitumor, antioxidant and antiviral,
among others. Chaetoceros muelleri is a cosmopolitan planktonic diatom present in the Sea of
Cortez, its biomass is of great importance in aquaculture since it’s a source of high-value products.
There are several studies on polysaccharides from macroalgae; however, information on
polysaccharides from microalgae is limited. The objective of this research is to generate knowledge
about the macromolecular characteristics and bioactive properties of polysaccharides (PSCM) from
Chaetoceros muelleri. Accordingly, this diatom was cultivated under controlled laboratory
conditions. PSCM extraction was carried out from the biomass obtained, obtaining a yield of 2.2%
(w/w of dry biomass). The PSCM were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy
showing some bands in a range from 3405 cm™ to 590 cm™ and a sulphate substitution degree of
0.1. High-performance liquid chromatography coupled to a dynamic light scattering detector
yielded molecular weight (Mw), polydispersity index (PDI), intrinsic viscosity [n], and
hydrodynamic radius (Rh) values of 4.13 kDa, 2.0, 4.68 mL/g and 1.3 nm, respectively for PSCM.
This polysaccharide did not presented cytotoxicity in CCD 841colon cells. The antioxidant activity

and glycemic index of PSCM was 23% and 49, respectively.

Keywords: Microalgae, Diatoms, Sulfated polysaccharides, Bioactivity
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1. INTRODUCCION

Se estima que la explotacion de los recursos ocednicos alcanzara una escala industrial de 3
billones de ddlares estadounidenses para el afio 2030 (OECD, 2016). Mientras que los océanos
cubren més del 71 % de la superficie terrestre, mas del 80 % del océano no ha sido explorado.
Considerando que el océano cubre la mayoria de la superficie terrestre, el conocimiento y la
utilizacion de organismos como las algas a un nivel industrial sigue en los primeros pasos. La
basqueda de conocimiento sobre las algas da lugar al desarrollo de una industria basada en
materiales extraidos a partir de estos organismos con un potencial sin explotar (Beaumont et al.,
2021).

Los ficocoloides son polisacaridos asociados a la pared celular y los espacios intercelulares de las
algas marinas y son valiosos ingredientes que se han utilizado ampliamente en preparaciones
industriales. Las carrageninas y el agar son los principales polisacéridos sulfatados empleados en
la industria alimentaria, farmacéutica, cosmetica, papelera y textil como agentes espesantes,
estabilizadores, emulsionantes y gelificantes (Glicksman, 1987). Para comprender mejor las
diferentes aplicaciones potenciales de los polisacéridos se debe tomar en cuenta su estructura,
caracteristicas fisicoquimicas y propiedades reoldgicas, dado que estos pardmetros determinan sus
propiedades funcionales (Geresh et al., 2002). Por lo tanto, investigar esta relacion estructura-
funcién en polisacaridos de fuentes inexploradas como aquéllos presentes en algunas microalgas
puede representar el punto de partida en el desarrollo de nuevos biomateriales.

Los polisacaridos son polimeros de monosacaridos que constan de al menos 10 monosacaridos
unidos mediante enlaces glucosidicos que pertenecen a una clase de macromoléculas cruciales para
el crecimiento y desarrollo de multiples organismos (Yi et al., 2020). Las estructuras de los
polisacaridos son complejas y diversas, sin embargo, las estructuras basicas de su cadena principal
son a menudo glucano, fucano, xilano, manano, galactano, etc. (Shi, 2016). La concentracién de
polisacaridos totales en las distintas especies de algas oscila entre el 4 y el 76% del peso seco
(Kraan, 2012).

Las algas son consideradas como una fuente valiosa de polisacaridos con propiedades bioactivas
dado que aportan beneficios a la salud humana como antitumorales, anticoagulantes, antivirales,

entre otras (Wijesekara et al., 2011). Por ejemplo, la actividad antioxidante de la carragenina se ha
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determinado mediante varios métodos y adicionalmente se ha observado como aquellas con pesos
moleculares mas bajos tienen una mayor actividad antioxidante (Sun et al., 2010). Asi mismo, se
ha reportado que los polisacaridos sulfatados presentan distintos tipos de bioactividad (Khan et al.,
2019) que podrian estar relacionados con las diferencias de componentes quimicos y estructura.
Sin embargo, la citotoxicidad de polisacaridos extraidos de microalgas ha sido evaluada en pocas
lineas celulares y es necesario realizar investigacion adicional al respecto.

Existen diversos estudios sobre la obtencidn y aprovechamiento de polisacaridos de origen marino
y en ellos se menciona el potencial de los polisacaridos sulfatados presentes en las macroalgas. Sin
embargo, la informacidn sobre polisacéridos sulfatados de las microalgas es escasa. Por lo tanto,
la presente investigacion pretende generar conocimiento acerca de las caracteristicas
macromoleculares y las propiedades bioactivas de los polisacaridos sulfatados extraidos de la

microalga Chaetoceros muelleri, microalga cosmopolita que se encuentra en el Golfo de California.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Compuestos Bioactivos de Origen Marino

El incremento en la busqueda de sustancias novedosas para el tratamiento de enfermedades como
cancer, infecciones microbianas y procesos inflamatorios ha motivado la exploracion de sus
compuestos bioactivos (Lordan et al., 2011). El descubrimiento de nuevos materiales bioactivos es
un trabajo que requiere de multiples disciplinas. Uno de los primeros pasos de esta tarea es logar
la identificacién de un compuesto con potencial o caracteristicas que puedan ser modificadas
guimicamente para incrementar actividad, mejorar su metabolismo o perfil farmacocinético.
Dentro de las fuentes para el descubrimiento de nuevos productos naturales se encuentran los
organismos terrestres como plantas y hongos, los microbios y organismos de origen marino que
cuentan con compuestos estructuralmente diversos y bioldégicamente activos. En bases de datos
recientemente publicadas sobre compuestos producidos por plantas, bacterias y organismos
marinos se ha estimado que existen en la literatura aproximadamente 45,000 compuestos naturales,
de los cuales la mayoria son de origen vegetal. Sin embargo, en el medio marino se encuentran la
mayoria de los productos naturales bioactivos, aunque todavia hay una gran parte sin explorar
(Ntie-Kang y Svozil, 2020).

El océano se puede considerar como la fuente de recursos naturales més rica en el planeta. Gracias
a su gran diversidad de organismos y las condiciones a las que se ven sometidos, en ocasiones son
extremas, del mar se pueden extraer numerosas sustancias biolégicamente activas (Hamed et al.,
2015). Los organismos marinos se consideran el mejor reservorio potencial de tales compuestos
bioactivos. Se han reportado multiples compuestos marinos como péptidos aislados de peces y
polisacaridos aislados de algas que presentan actividades anticancerigenas, anticoagulantes,
antioxidantes, entre otras (Lordan et al., 2011).
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2.2 Compuestos Bioactivos en Algas

Entre la gran variedad de vida marina, aproximadamente el 90% de las especies de flora marina
son algas y son las responsables de alrededor del 50% de la fotosintesis global (John, 1994). Segln
estadisticas reportadas por Brasil et al. (2017) se producen aproximadamente 7000 toneladas de
biomasa de algas secas anualmente en todo el mundo y el mercado mundial de esta biomasa tiene
un valor entre 3.8 y 5.4 mil millones de dolares. Estos valores demuestran la popularidad que las
microalgas estan ganando en el mundo y el potencial de utilizarlas e incorporarlas en una amplia
variedad de productos industriales. Entre las caracteristicas que poseen las microalgas que permiten
ser aprovechadas ampliamente es la tasa de crecimiento rapido, los requisitos de cultivos simple y
la capacidad de sobrevivir en condiciones dificiles o al ser sometidas a estrés (Tang et al., 2020).
Varios estudios cientificos han demostrado el gran potencial de las algas como materia prima y
fuente de diversos recursos bioldgicos valiosos. Los cuales incluyen inhibidores de enzimas,
florotaninos, polisacaridos, lipidos, péptidos bioactivos, alcaloides, terpenoides halogenados y
pigmentos (Rengasamy et al., 2020; Tang et al., 2020). En revisiones por Rengasamy et al. (2020)
compilaron estudios de compuestos bioactivos aislados de algas marinas y su papel en el

tratamiento de multiples enfermedades como cancer, diabetes, inflamacion y demencia.

2.3. Ficocoloides y Polisacaridos Sulfatados de Algas

Los polisacaridos son biopolimeros que consisten en largas cadenas formadas por unidades de
monosacéaridos. La gran variabilidad estructural que presentan se debe a la cantidad de azlcares
simples disponibles (en su mayoria hexosas y pentosas), asi como a las posibilidades de enlaces
glucosidicos. Entre el enlace de un monosacarido simple, como la glucosa, el carbono anomérico
en conformacion o o B y los cinco hidroxilos de una segunda glucosa, se puede dar lugar a 11
isdbmeros estructurales diferentes. Por lo tanto, la estructura de los polisacaridos depende tanto de
su composicion como del tipo de uniones glucosidicas presentes, lo que le confiere a la vez una

gran flexibilidad conformacional (Prybylsk, 2020). La complejidad de los glucanos se ve
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influenciada por la flexibilidad de la cadena, dada la naturaleza de los azucares implicados. Ademas
de la naturaleza de la estructura carbonatada, si estd constituida por homopolisacéridos o
heteropolisacaridos y/o acidos neutros. Por ultimo, el peso molecular, los grupos funcionales que
presenta la cadenay la presencia otras moléculas unidas covalentemente como proteinas (Prybylsk,
2020).

Las algas se valoran fundamentalmente por su contenido de polisacaridos de alto peso molecular;
en estos organismos se denominan ficocoloides. Los ficocoloides tienen numerosos roles en las
algas; son los principales componentes estructurales de sus paredes celulares y pueden estar
involucrados en los mecanismos de reconocimiento entre las algas y los patdgenos (Cardozo et al.,
2007). Estos polisacaridos desempefian desde funciones estructurales, aportan rigidez, acumulan
mucilago en su pared celular y brindan proteccion ante desecacion o condiciones de estrés
(Pangestuti y Kim, 2014). Ademas, por su capacidad para retener cantidades significativas de agua,
su capacidad para formar geles y la quelacién de metales, los ficocoloides se utilizan para una
variedad de propositos comerciales en las ciencias farmacéuticas, tecnologia alimentaria,
biotecnologia, cosmética, ingenieria, etc. (Venugopal, 2008).

El tipo de carbohidrato varia mucho entre las algas; las fibras solubles son alignatos, fucanos y
laminaranos en el caso de las algas pardas. Mientras que las rojas presentan fibras solubles con
galactanos sulfatados (agares y carragenanos), xilanos y almidoén florideano (Kraan 2012). Las
algas verdes contienen almidon, xilanos, mananos y polisacaridos i6nicos que contienen grupos
sulfato (Zaporozhets et al., 2014). El resultado de la variabilidad estructural de estas biomoléculas
es una gran diversidad en la composicion y el rol de los carbohidratos en los seres vivos. En el caso
de las microalgas, estas desempefian tanto funciones de almacenamiento y estructurales como de
activadores bioldgicos, soportes de adhesion, metabolismo o reguladores del contenido de agua
(Singh y Saxea, 2015). Los polisacaridos de las microalgas se pueden clasificar en tres grupos
principales: a) intracelulares, estructurales y extracelulares (Delattre et al., 2016). Los principales
azucares presentes en microalgas son la celulosa en la pared celular y el almidén en los plastidios.
Los monosacaridos basicos presentes en estos organismos son glucosa, galactosa, manosa,
ramnosa, arabinosa, xilosa, ribosa y fucosa (Vuppaladadiyam et al., 2018).

Las macro- y microalgas son conocidas como fuentes de polisacaridos de interés, en especial los
que se encuentran sulfatados. Estos organismos contienen polisacaridos ricos en sulfato en sus

paredes celulares (Raposo et al., 2015). Con base en el pigmento que presentan se pueden clasificar
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en tres grupos principales: las Phaeophyceae (algas pardas), principalmente de color marron debido
a su contenido de fucoxantina. Las Chlorophyceae (alga verde) dominada por pigmentos de
clorofilaay b, y xantofila. Por ultimo, las Rhodophyceae (algas rojas) pigmentadas principalmente
de ficocianina y ficoeritrina (Cunha y Grana, 2016; O ’Sullivan et al., 2010).

Los polisacaridos de alto peso molecular y sus productos de degradacién de bajo peso molecular
son econdmicamente muy importantes debido a las numerosas propiedades bioldgicas con minima
toxicidad. La mayoria de los polisacaridos se utilizan como estabilizadores, espesantes y
emulsionantes en las industrias alimentarias. Dentro de los polisacaridos importantes que se
encuentran en las algas marinas estan los alginatos, agar, carragenina, fucoidan, laminarina y

ulvanos (Tseng, 2001; Rengasamy et al., 2014).

2.4. Polisacaridos de Microalgas

El interés por las microalgas es cada vez mayor debido a los compuestos que producen y las
ventajas que presentan por el hecho de ser faciles de cultivar y la cosecha no depende de algln
clima o estacion. Lo que permite que la produccion de polisacaridos o cualquier otro compuesto se
pueda realizar durante todo el afio. Los polisacaridos y los exopolisacaridos en particular son
liberados por multiples especies de microalgas y se ha reportado que tienen actividad como agentes
antivirales, antioxidantes, antinflamatorios, inmunoreguladores y lubricantes biomédicos (Raposo
etal., 2013).

Las investigaciones reportadas hacen énfasis en como el peso molecular, el contenido de grupos
sulfato, y la carga negativa pueden ser responsables de las multiples actividades bioactivas de este
polisacarido. Los exopolisacaridos sulfatados sintetizados por distintas microalgas son
heterogéneos y muy diferentes estructuralmente, lo que hace que su investigacion sea desafiante.
A diferencia de las macroalgas, las microalgas tienen la ventaja de poder ser cultivadas en
condiciones controladas. Lo que puede hacer que la composicion quimica, la estructura y el
comportamiento reoldgico de sus polisacaridos sea mas estable sin importar los periodos de
recoleccion (Raposo et al., 2013).

A pesar de la reconocida importancia de estos organismos, la estructura de los polisacaridos de las
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microalgas ha sido practicamente inexplorada en contraste con la de las macroalgas. Sélo se han
resuelto pocas estructuras de polisacaridos de microalgas debido a las dificultades encontradas en
la extraccion de muestras puras y la complejidad de su estructura quimica. Por ejemplo, se dispone
de datos estructurales avanzados para solo tres polisacaridos de microalgas: sobre el polisacarido
extracelular de la microalga roja Porphyridium sp., el polisacarido de la pared celular de Chlorella
sp. y los polisacéridos de teca de Tetraselmis sp. (Le Costaouéc et al., 2017).

Para comprender mejor los usos y las aplicaciones potenciales de los polisacaridos extracelulares
es necesario conocer su estructura y propiedades fisicoquimicas. Las cuales incluyen propiedades
reoldgicas y peso molecular ya que resultan determinantes en su comportamiento (Raposo et al.,
2013). Geresh et al., (2002) reportaron que en el caso de la microalga Porphyridium, la
caracterizacion de sus exopolisacaridos dependia también de factores como el nimero de azlcares,

la resistencia del polisacarido a la digestion enzimatica y a su tendencia de agregarse en solucion.

2.5. Diatomeas y sus Polisacaridos

Las diatomeas (Bacillariophyta) son consideradas el grupo mas diverso dentro del fitoplancton
oceénico, con un estimado de entre 10° y 107 especies, y son un grupo de suma importancia dado
que contribuyen con aproximadamente el 40% de productividad primaria en los ecosistemas
marinos y el 20% de la fijacion de carbono global (Norton et al., 1996). Las diatomeas pertenecen
a la division heterokontophyta y se dividen en dos grupos taxonémicos basados en la forma de la
célula, donde las diatomeas centrales presentan una simetria radial y las diatomeas penadas
presentan una simetria bilateral. Las diatomeas centrales son predominantemente planctonicas,
mientras que las diatomeas penadas pueden encontrase adheridas a superficies o creciendo y
trasladandose por el sedimento (Van den Hoek et al., 1995).

En afos recientes, se ha estudiado de manera paralela el potencial de las diatomeas en
nanotecnologia y como fuente de compuestos bioactivos sobre todo en la industria alimentaria
(Glgi et al., 2015). Dependiendo de la movilidad de la microalga (bentdnica o plancténica) y las
condiciones ambientales, estos organismos producen diferentes cantidades de sustancias

extracelulares poliméricas, siendo estas principalmente carbohidratos. Debido a las miles de
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especies con las que cuenta el grupo de las diatomeas y a la gran variedad de formas y simetrias
disponibles, tanto la composicion de monosacaridos como la de sus glico-conjugados suele ser
altamente especifica. Estos organismos consisten en una célula con un protoplasto incrustado en
una frastula (nombre de la pared celular de las diatomeas) que se encuentra entre dos valvulas o
tecas superpuestas, donde la epiteca superior es mas grande que la hipoteca inferior

La frastula se compone de tres capas sucesivas: 1) la capa organica méas interna, denominada
diatotepum y que esta en contacto con el plasmalema; 2) una capa mineral silificada que contiene
materia organica; y 3) una capa organica externa que gqueda atrapada en el mucilago secretado, al
cual se le denomina “exopolisacarido” y se encuentra unido a la pared celular. En diversas
diatomeas se han investigado los polisacaridos de la pared celular, los de almacenamiento (alimento
intracelular) y el mucilago producido (Figura 1). Dichos estudios han revelado que el contenido,
composicion y caracteristicas de estos polisacaridos varia con las condiciones ambientales y las

técnicas de extraccion utilizadas (Underwood & Paterson, 2003; Ggi et al., 2015).

Carbohidratos intracelulares
(B 1-3 glucanos) y asociados a la
pared celular.

EPS adheridos. Con mas del 80% de contenido de
glucosa. Producidos en funcién de la luz. Similar al
presente en biopeliculas naturales.

EPS coloidales, producidos independientemente
de la luz. Presentes en cultivos y sedimentos.

Exudados de bajo peso molecular producidos con

/ la luz y utilizados rapidamente en sedimentos.

Figura 1.- Modelo conceptual de los diferentes polisacaridos presentes en diatomeas bentonicas.
Modificado de Shniukova y Zolotareva (2015). EPS=exopolisacaridos.

La pared celular de las diatomeas esta compuesta principalmente de silice amorfo hidratado
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(Si02.nH20) y macromoléculas, entre ellas proteinas y polisacéaridos. Durante la sintesis, el &cido
silicico se polimeriza en silice formando las frastulas de las diatomeas (Figura 2). Alipour et al.,
(2016) argumentan que la silice hidratada posiblemente se deposita sobre capas organicas debido
a que los aminoacidos como serina y treonina presentan altos porcentajes de grupos OH. Se ha
propuesto que el Si (OH)4 disuelto se deposita en las capas de proteina a través de la reaccién de
deshidratacion con aminoécidos portadores de OH (Hecky et al., 1973) y que estas capas presentan
una alta relacion Si-OH/Si-O-Si y un bajo grado de polimerizacion Si-O. Durante el proceso de
crecimiento de las frastulas de silice y por consecuente la formacion de capas méas gruesas, se
desarrollan capas mas deshidratadas y polimerizadas. Sin embargo, los mecanismos responsables

de estas reacciones ain no estan claros (Alipour et al., 2016).

(a) H;.D HED qu HEO H?D

bHDHD"HGHDHQHOHDHDIHUHDHGHDHGHDHCHGHDH

|
_h_u_u_{ |;]'I_|_{ M H M % I Polisacaridos

—Asp H ser H Ser H cty H o } | Ser} |5H HAs.pH ser || G\, |- Proteinas ricas en OH
aminoacidos (Ser. Thr)

Silice hidratada amorfa

Silice polimerizada
(tetraedros S104 enlazados)

Silice hidratada amorfa

(b) Epivalva
Epivalva /3|| ;]
Epiteca ‘[ | | Hipovalva
L'~ Hipovalva
spatcca E-I:[;:--:n.'m]"a'awII [ 1
Puentes de hidrogeno B S
Epivalva

Figura 2.- (a) Esquema de una frastula de silice de diatomeas. (b) Secciones transversales
esquematicas de frastulas de silice de diatomeas durante una division celular. Tomada de Alipour
etal., 2015)
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Los polisacdridos reportados en diatomeas estan relacionados principalmente con el
almacenamiento intracelular, sequido por los encontrados en la matriz extracelular denominados
exopolisacaridos y finalmente los polisacaridos asociados a la frastula o pared celular,
principalmente polisacaridos sulfatados (Gugi et al., 2015). Mas alla de las aplicaciones como
agentes gelificantes o emulsificantes que se les da actualmente a los polisacéridos de algas en la
industria alimentaria, en diatomeas, estas moléculas poseen actividad biologica de alto valor
agregado en campos biotecnologicos (Beaumont et al., 2021). Se han reportado multiples efectos
benéficos de distintos polisacaridos de diatomeas en la salud humana. Uno de ellos es la
crisolaminarina, estructuralmente compuesto por un esqueleto de B-glucosa en una proporcion de
11:1 de (B-1,3)-glucosa y (B-1,6)-glucosa, respectivamente (Hildebrand et al., 2017), la cual ha
reportado inhibicion en la proliferacion de células tumorales de colon.

En diatomeas, los exopolisacaridos se producen como resultado de la fijacion fotosintética del
carbon inorgénico (Decho, 1990). Estos polimeros realizan varias funciones, entre ellas, se pueden
encontrar formando envolturas de mucilago y coberturas que forman un microambiente alrededor
de las células y las protege de cambios ambientales repentinos y adversos. La presencia de grupos
carboxilo y sulfato en estos exopolisacaridos aseguran la desintoxicacion causada por metales
pesados y la inmovilizacién de sustancias toxicas, ademéas de evitar que las células se sequen
durante marea baja (Ordain et al., 2003; Shniukova et al., 2015).

Una de las razones por la cual las diatomeas bentdnicas dominan sobre otras algas es la capacidad
de moverse gracias a que secretan una sustancia mucilaginosa que brinda unién al sustrato y les
permite deslizarse a través de éste. Dicho movimiento es caracteristico de las diatomeas penadas
con rafe y campos porosos apicales que permiten asociacion con el sustrato, sin embargo, algunas
diatomeas céntricas también pueden secretar mucilago a partir de procesos valvares de una manera
menos frecuente (Lee 2008; Buendia-Flores et al, 2015). Estos polisacaridos de diatomeas
bentonicas se incorporan a la cadena alimentaria marina como fuente de materia organica para
animales marinos tanto plancténicos como benténicos (Decho, 1990; Shniukova et al., 2015).

El mucilago extracelular que producen las diatomeas estd conformado por un alto contenido de
carbohidratos y tal matriz puede incluir otro tipo de biopolimeros. Los polisacéaridos sulfatados se
encuentran en la pared celular de estas microalgas. Los compuestos de azufre se involucran en la
formacion de la frastula y tanto la cantidad como la configuracion varia de acuerdo con las

condiciones ambientales. Se ha reportado que en condiciones de estrés ocurre un aumento en el
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contenido de &cido urdnico, sulfatos y fucosa para ayudar a la diatomea a adaptarse a cambios
repentinos (Gugi et al., 2015). En un estudio realizado por Fimbres-Olivarria et al., (2018), se
evaluaron los polisacaridos sulfatados de Navicula sp. obteniendo un rendimiento de 4.4% peso
seco con un contenido de sulfato de 0.33%. Adicionalmente estos autores reportaron la formacién
geles a un 1% (peso/volumen) de polisacéarido en agua con 0.4% (peso/volumen) de FeCls, asi
como capacidad antioxidante (Fimbres-Olivarria et al., 2016) demostrando el potencial de los

polisacaridos de este origen.

2.5.1. Caracteristicas Bioldgicas y Clasificacion Taxonomica de Chaetoceros muelleri

Chaetoceros muelleri es una diatomea planctdnica céntrica que mide un diametro de 8.4 a 19.5 um
(Figura 3). Se distribuye de manera cosmopolita, pero se encuentra con mayor frecuencia en
ambientes salinos endorreicos. Sus células forman colonias filamentosas de valvas con forma
eliptica, con valvas y setas ligeramente salificadas unidas por setas retorcidas, frastulas disociadas
que conectan las caras de las valvas continuas (Burge y Edlund, 2007). Gracias al rapido
crecimiento y facil mantenimiento se ha utilizado en la acuicultura como alimento para larvas de
camarén en criaderos comerciales de muchas regiones (Wang et al., 2014; Malibari et al., 2018).
A partir de la biomasa de C. muelleri se pueden generar productos de alto valor como acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga, proteinas y carbohidratos para la industria alimentaria (Lopez-
Elias et al., 2020), lo que la ha convertido en una de las especies de microalgas mas importantes
de la industria acuicola (Rahmadi et al., 2020).
Clasificacion taxondmica por Lemmermann, 1898:
Reino: Chromista
Filo: Ochrophyta
Clase: Bacillariophyceae
Orden: Centrales
Familia: Chaetocerotaceae
Género: Chaetoceros
Especie: C. muelleri
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Figura 3.- Micrografia de C. muelleri, donde sefiala; 1) las frastulas ligeramente silificadas, 2)
celdas contiguas por setas retorcidas, 3) presencia de rimoportula, esporas enddgenas en reposo
producidas. Tomada de: diatoms.org (Burge y Edlund, 2017).
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3. Hipotesis

La microalga Chaetoceros muelleri contiene polisacaridos sulfatados que presentan

propiedades bioactivas definidas por sus caracteristicas macromoleculares.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar las caracteristicas macromoleculares y las propiedades bioactivas de los polisacaridos

sulfatados extraidos de la microalga Chaetoceros muelleri.

4.2. Objetivos Especificos

e Extraer polisacaridos sulfatados de la biomasa de Chaetoceros muelleri y determinar sus
caracteristicas macromoleculares y morfoldgicas.

e Investigar la citotoxicidad de los PSCM sobre una linea celular de cancer de colon.

e Evaluar la actividad antioxidante de los polisacaridos sulfatados extraidos de Chaetoceros
muelleri (PSCM), utilizando un método in vitro.

e Determinar, en un modelo murino, el indice glucémico de los PSCM.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo de Microalgas y Extraccion de Polisacaridos

La cepa de Chaetoceros muelleri se obtuvo del Departamento de Investigaciones Cientificas y
Tecnologicas de la Universidad de Sonora (DICTUS). El cultivo se realizd bajo condiciones
controladas en el Laboratorio de Tecnologias para el Cultivo de Organismos Marinos de la
Universidad Estatal de Sonora utilizando el medio "F" de Ryther y Guillard (1962), luz blanca
(3,500 luxes), 23 °C y aireacion continua. Se realizaron recuentos celulares diarios. La biomasa se
floculo con Alx(SOs)3 y se cosecho al comienzo de la fase estacionaria del cultivo. La biomasa
recuperada fue liofilizada. Posteriormente se suspendieron 20 g de biomasa liofilizada en 200 mL
de agua destilada y la mezcla se agité durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, la
biomasa suspendida se centrifugd durante 10 min a 20 000 xg para obtener un sedimento celular.
Al sedimento celular resultante se le afiadié etanol al 95 % (200 ml) y luego se calent6 a 42 °C y
se agitd durante 1 hora a 350 rpm para eliminar los pigmentos y los lipidos. Después de la
centrifugacion, el sedimento celular se lavo tres veces con 100 ml de etanol al 95 % para eliminar
completamente los pigmentos y las proteinas. El sedimento celular resultante se extrajo con 400
ml de &cido sulfarico (50 mM) en un bafio de agua a 60 °C durante 30 min. Los sobrenadantes se
recogieron por centrifugacién y se precipitaron con cuatro volimenes de etanol al 95 % a -20 °C
durante 24 h. El precipitado se sedimentd por centrifugacion, se resuspendié de nuevo, se filtrd
(45um) vy se liofilizé para obtener los polisacaridos sulfatados de Chaetoceros muelleri (PSCM)
(Lai et al., (2020).

5.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El analisis FTIR del polvo seco de PSCM se realizd en un espectrometro Nicolet iS50 FT-RI
(Madison, W1, EE. UU.). Se registro el espectro desde 4000 hasta 400 cm™* (Fimbres-Olivarria et
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al., 2018). A partir del espectro FTIR se estimo el grado de sulfatacion de acuerdo con el método

reportado por Rochas et al. (1986).

5.3. Microestructura y Composicion Elemental

La microestructura de PSCM se estudiéo mediante microscopia electronica de barrido (JEOL
5410LV, JEOL, Peabody, MA, EE. UU.) a bajo voltaje (20 kV). La imagen SEM se obtuvo en el
modo de imagenes de electrones secundarios (SEI). La composicion quimica se realizé mediante
espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS) (INCA-200 Oxford Instruments, Reino
Unido).

5.4. Caracteristicas Macromoleculares

El polvo de PSCM se dispersé en NaNOs 100 mM/NaN3 al 0.02 % a 5 mg/mL y se filtrd (0.45 pm,
Millipore). La muestra filtrada se analizd en un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, CA, EE. UU.) por exclusion por tamafio (SEC).
Se utilizaron las columnas Shodex OH-pak SBH-Q-804 y 805 (Shodex Showa Denco KK, Tokio,
Japén) a 0.7 mL/miny 25 °C. Este sistema estuvo acoplado a un detector de dispersion de luz laser
multiangulo (MALS) DAWN HELQOS-II 8, un viscosimetro ViscoStar-11 y un detector Optilab T-
rex de indice de refraccion (RI1) (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, EE. UU.). Se utiliz6
el programa ASTRA 6.1 (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, EE. UU.). Las
caracteristicas macromoleculares determinadas fueron la masa molar promedio en peso (Mw), la
masa molar promedio en nimero (Mn), la viscosidad intrinseca ([n]), el radio hidrodindmico (Rh)
y el indice de polidispersidad (I = Mw/Mn) (Fimbres-Olivarria et al., 2018).

El potencial Z de los PSCM se determind por dispersién dinamica de luz (DLS) en un equipo
MobiuC (Wyatt Technology Corp., Santa Barbara, CA, USA) a 532 nm y un angulo de deteccion
de 163.5°
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5.5. Analisis Quimico

El contenido de proteinas se determind por espectrofotometria mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). El contenido de carbohidratos se obtuvo por colorimetria mediante el método de
Dubois et al. (1956). El contenido de cenizas fue determinado mediante el método AOAC 920,153.

5.6. Citotoxicidad

5.6.1. Cultivo Celular

Se utilizo la linea celular de colon humano, CCD 841 CoN (ATCC® CRL1790™) de la American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.) Las células se cultivaron en Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS), 1% de
aminoacidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina. Las células
se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO2 en una incubadora humidificada (Thermo Fischer Scientific,
San José, CA, EE.UU.) (Chen et al., 2020) y el medio de cultivo se renové dos veces por semana.
Para tripsinizar las células cultivadas se utilizd solucion al 0.25% [p/v] de tripsina-EDTA 0.53 mM
durante un maximo de 7 min hasta alcanzar aproximadamente el 80% de confluencia y se

subcultivaron (1 x 10* células/cm?) en DMEM fresco suplementado con 10% FBS.

5.6.2. Determinacién de la Proliferacion Celular

El efecto de los PSCM sobre la proliferacion de la linea celular de colon se determind siguiendo el
ensayo estandar de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Chen et al.,
2020) con algunas modificaciones (Hernandez et al., 2007). Las células (1 x 10* células / 50 pl) se
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sembraron en microplacas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h a 37 °C en una atmosfera de
CO- al 5% para permitir la adhesion celular. EI medio de cultivo se utilizé como control (100%
proliferacion celular) y el farmaco citotoxico 5-fluorouracilo (5-FU) se utiliz6 como control
positivo (farmaco citotdxico). En las ultimas 4 h del periodo de incubacion, se pipetearon 10uL de
soluciéon de MTT (5 mg/mL) en cada pocillo. La viabilidad celular se midié por la capacidad de las
células metabolicamente activas para reducir la sal de tetrazolio a cristales de formaran de color
purpura. Los precipitados coloreados resultantes formados se disolvieron con alcohol isopropilico
acido (0.4%). La absorbancia de las muestras se medi6 a una longitud de onda de prueba de 570
nmy una longitud de onda de referencia de 650 nm utilizando un lector de placas ELISA (Thermo
Scientific MultiSkan Go, Madrid, Espafia). Los resultados se expresaron como el nimero de células
viables expuestas a los tratamientos en comparacién con el nimero de células de control (medio

solo).

5.7. Capacidad Antioxidante

Se utilizé el ensayo de actividad de eliminacion de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).
Se prepard una solucion etandlica de DPPH (0.1 mM). Se afiadié una alicuota de la muestra (25-
200 mg/mL) a la solucion de DPPH (1:1 v/v) (Hou et al., 2002). La absorbancia se midi6 a 517 nm
en un espectrofotometro GENESYS ™ 10UV (Thermo Scientific). Se incub6 durante 30 minutos
en la oscuridad a temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron por triplicado. Se utilizd
vitamina C como control positivo. La estabilizacion de los radicales DPPH por los polisacaridos
sulfatados se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

DPPH — actividad estabilizante (%) = [1-Amuestra517nm — Ablanco517nm) / Acontro517] x 100

5.8. indice Glucémico

Para el experimento se utilizaron ratas Wistar macho (244-278 g) donadas por la Universidad de
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Sonora. Los organismos se alojaron individualmente en jaulas de malla de acero inoxidable en un
ambiente controlado (23 £ 2 °C, 60 £ 5 % de humedad relativa y ciclo dia/noche de 12 h). Se utilizd
una dieta estandar (LabDiet 5001) y agua ad libitum durante 15 dias de aclimatacion. El
experimento fue aprobado por el H. Comité de Etica de Investigacion del Centro de Investigacion
para la Alimentacion y el Desarrollo (CIAD), de acuerdo con los lineamientos del comité de control
y supervision de experimentos con animales (NOM-062-Z0O0-1999) en México. Después del
periodo de aclimatacion, las ratas se mantuvieron en ayuno durante 10 h y se asignaron
aleatoriamente a 2 grupos (n=3/grupo), grupo de glucosa y grupo de PSCM, que recibieron 1 mL
de solucion de glucosa 0 PSCM a 25 mg/mL, respectivamente, por sonda oral Unica. Se recogio
sangre de la vena de la cola antes del tratamiento y luego a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos
después de la administracién. Los niveles de glucosa en sangre se midieron utilizando un medidor
de glucosa en sangre Accu-Check Active (Roche, Mannheim, Alemania). El valor de GI se calculo
a partir del &rea de la curva de respuesta glucémica de glucosa (So) y de PSCM (SPSCM) segun lo
informado por Li et al., (2021):

Gl = (SPSCM / So) x 100

El area bajo la curva se calculd utilizando el programa OriginPro2021 (OriginLab Corp.,
Northampton, Massachusetts, EE. UU.).

5.9 Andlisis Estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva. Se reporto el valor de la media * desviacidn estandar.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cultivo Celular de Chaetoceros muelleri

Chaetoceros sp. es una de las especies de diatomeas mas importantes en la industria, con una
produccién de biomasa muy variable con excelente valor nutricional en acuacultura, alcanzando
una concentracion promedio de 1x10° células/mL y (Lopez-Elias et al., 2004). Diversos autores
han reportado que C. muelleri es una de las microalgas mas adecuadas para producir biomasa a
gran escala, asi mismo, es una especie que puede ser cultivada tanto en exteriores como interior
bajo condiciones controladas para uso comercial (Becerra-Dorame et al., 2010). La concentracion
celular resultante del cultivo celular en este estudio fue de aproximadamente 1 500 000 células/mL
(Figura 4). Mediante la regresion del log2 de la concentracion celular se determiné que el cultivo
entro en la fase estacionaria el dia 3 después del indculo. El rendimiento de biomasa calculado fue
de 2.8 g/L, valor mayor al reportado por Wang et al. (2014) para esta misma especie (0.54 g/L),
esto pudiendo deberse al uso de Al>(SO4)s como agente floculante para facilitar la cosecha. El
rendimiento de polisacaridos fue de 2.2% (p/p), valores cercanos a los reportados para otras
especies de diatomeas como Gomphonema olivaceum con 3% (p/p) (Huntsman y Sloneker, 1971)

y Navicula sp. con 4% (p/p) (Fimbres-Olivarria et al., 2016).
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Figura 4. Curva de crecimiento de la microalga C. muelleri.

6.2 Extraccion y andlisis quimico de polisacaridos de C. muelleri

El rendimiento de extraccion de polisacaridos de C. muelleri fue de 2.2 % (p/p). El extracto
obtenido present6 un 78% de carbohidratos totales (Cuadro 1). Varios factores ambientales, como
la temperatura, la exposicion a la luz, los nutrientes y la salinidad, pueden afectar la cantidad de
carbohidratos presentes en las algas (Tiwari et al., 2021). Sin embargo, es necesario optimizar
técnicas de caracterizacion para los polisacaridos de C. muelleri para poder dilucidar la
composicion del resto de azucares neutros presentes en la muestra. En el caso de proteinas, se
encontrd un contenido de 5%. Valores que coindicen con reportado para los polisacéridos de la
diatomea Phaeodactylum tricornutum, donde Le Costaouéc et al., (2020) reportaron que el
contenido de proteinas medido en las muestras purificadas mostré un contenido de alrededor del 7
% (p/p) de proteinas, lo que nuevamente sugiere una fuerte interaccion del polisacérido con las

proteinas de la pared celular.
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Cuadro 1. Composicién de los polisacéridos extraidos C. muelleri.

Componente % (p/p)
Carbohidratos totales 78+0.3
Proteina 5+0.7
Cenizas 17+0.2

Promedio y desviacion estandar de tres repeticiones.

6.3. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

La espectroscopia FTIR es una técnica analitica que permite estudiar estructuras moleculares
identificando las vibraciones entre diferentes atomos presentes en una muestra (Chen et al., 2021).
Se identificaron tres bandas principales en el rango de niimero de onda de 3405 a 1137 cm™ (Figura
5) en el espectro de los polisacéridos extraidos de Chaetoceros muelleri analizados en este estudio.
Segun la literatura, la banda de 3405 cm™ es caracteristica de la vibracion del grupo OH y ha sido
reportada en polisacaridos extraidos de algas verdes y pardas (Shao et al., 2013; Saboural et al.,
2014). La banda detectada a 1656 cm™ ha sido asociada con amidas en proteinas reportadas en
otras microalgas (Stehfest et al., 2005). La banda de 1035 cm™ se considera basica en la estructura
del polisacarido porque representa las vibraciones de estiramiento del puente glucésido (C-O-C)
(Pereira et al. 2013). Por ultimo, Pielesz et al., (2014) atribuyen a las bandas en un rango de 622 y
583 cm la deformacion simétrica y asimétrica de los enlaces O=S=0 de los sulfatos en extractos

de fucoidan.

32



coC
1137

© 590
‘G MN-H =0
_E 1656 l ,
|
3 l .
.
4000 30 0 Z0 A 1400 W 00

Numero de onda cm

Figura 5. Espectro infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) de PSCM. Las flechas indican
las principales bandas de absorcién.

6.4. Microestructura y Composicion Elemental

La pared celular en algas se caracteriza por la presencia de mucilago sobre el esqueleto, asi como
por contar con una abundante matriz intercelular y por contener macromoléculas sulfatadas de
caracter polianionico (Stiger-Pouvreau y Zubia, 2020). Los componentes estructurales de pared
celular de las algas, entre ellos los polisacaridos sulfatados, brindan a las células de las algas
resistencia mecanica ante la deformacion. Ademas, estos compuestos mejoran las propiedades
mecanicas de sus redes al incorporar CaCO3z asociado a MgCOs y estroncio (Sr). Permiten también
el aumento de intercambios idnicos por captacion de iones como Ca?* o Na?* y brindan una gran
adaptacion ante la deshidratacion por la presencia de los grupos sulfato (Hentati et al., 2020).

En el presente estudio, la microscopia electronica de barrido con analisis elemental (Figura 6)
revel que las particulas de PSCM secas extraidas de Chaetoceros muelleri consisten en polvo de
forma irregular con angulos no agudos. Este resultado es consistente con la descripcion reportada
para otros polisacaridos sulfatados extraidos de algas (Alboofetileh et al., 2019). El analisis de

composicion de elementos arrojo principalmente la presencia de carbono, oxigeno, azufre, fosforo,
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hierro y calcio (25.34, 50.45, 4.76, 7.06, 4.37 y 1.88% respectivamente) (Figura 6¢). Elementos
como el calcio fueron identificados en la muestra probablemente debido a los macronutrientes
esenciales y la naturaleza de los metales alcalinotérreos de la fuente de extraccion. Estos elementos,
entre otros, se han descrito en Chaetoceros spp. por Lobus et al., (2021), sin embargo, la
informacion de esta naturaleza aun es escasa y las concentraciones elementales pueden variar
significativamente entre diferentes especies dependiendo de su entorno y disponibilidad de
nutrientes (Tesson 2009).

En una investigacion Ibrahim et al. (2021) analizaron muestras de Ulva lactuca por espectroscopia
de rayos X de dispersion de energia (EDX) presentaron valores muy cercanos a los del presente
estudio en el contenido de carbono, oxigeno y calcio (26.92%, 48.87% y 2.00% respectivamente).
Sin embargo, el valor de azufre encontrado en Chaetoceros muelleri es 4.76%, valor més bajo en
comparacion con el reportado para Ulva Lactuca (9.11%), lo cual sugiere que Chaetoceros muelleri

podria poseer exopolisacaridos sulfatados en pequefias cantidades.
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Figura 6. Microscopia electronica de barrido (SEM) a 500x (a) y 1000x (b) y analisis de

espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDS) (c) de PSCM.
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6.5. Caracteristicas macromoleculares

Las caracteristicas macromoleculares de los PSCM se presentan en el Cuadro 2. El peso molecular
(Mw) y la viscosidad intrinseca ([n]) de los PS fueron 4.13 kDa y 4.68 mL/g, respectivamente. El
indice de polidispersidad (PI) indica la distribucion del tamafio de las cadenas presentes en el
polimero (Danaei et al., 2018). Para los polimeros monodispersos, el PDI es 1, mientras que el PDI
inferior a 1.2 y superior a 2 generalmente se consideran de dispersion estrecha y dispersion amplia,
respectivamente (Guo et al., 2017). Los PSCM analizados mostraron un valor de PDI de 2, lo que
indica una polidispersidad amplia de las cadenas. Estudiar el Mw de los polimeros es de gran
importancia ya que determina las propiedades fisicogquimicas de una macromolécula especifica
(Meyer y Chilkoti, 2002). La [n] mide la contribucion de un polimero a la viscosidad de una
solucion cuando su concentracion tiende a cero y dependera de la conformacion y Mw del polimero
en solucion (Del Rio et al., 2017). El Rh de una muestra es el radio de una esfera tedrica que posee
la misma masa y densidad que se calcula para la muestra a partir de su peso molecular y viscosidad
intrinseca en este caso el valor del Rh de los PS fue de 1.3 nm. Mientras que para el caso de radio
de giro (RG) y las constantes k y a no es posible obtener valores confiables debido a la difusion
isotropica y al tamafio tan pequefio del polisacarido (Hadj et al., 2015).

La informacidn sobre las caracteristicas macromoleculares de PS de microalgas, particularmente
diatomeas, es escasa. Para comprender mejor los usos y potenciales aplicaciones de los
polisacaridos extracelulares, es necesario realizar ensayos de caracterizacion para conocer tanto su
estructura como sus propiedades macromoleculares, entre las que se encuentran las propiedades
reoldgicas y el peso molecular, ya que son determinantes en su comportamiento (Raposo et al.,
2013). El estudio de nuevas fuentes de polisacaridos en microalgas ofrece multiples ventajas frente
al trabajo con macroalgas al obtener polisacaridos en condiciones controladas generando

informacion sobre nuevas fuentes y posibles aplicaciones.
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Cuadro 2. Caracteristicas macromoleculares de PSCM.

Mw (kDa) 4.13
Mn (kDa) 1.94
Pl (Mw/Mn) 2.1
[n] (mL/g) 4.68
Rh (hm) 1.3

Mw: masa molar promedio en peso; Mn: masa molar promedio en
numero; PI: indice de polidispersidad; [n]: viscosidad intrinseca;
Rh: radio hidrodinamico.

En el Cuadro 3 se presenta el grado de sulfatacion y el potencial Z de los PSCM. Los PSCM
presentaron un valor de potencial Z positivo. El bajo grado de sulfatacion de PSCM sugiere que
Chaetoceros muelleri podria poseer polisacaridos sulfatados en pequefias cantidades lo cual explica
que el potencial Z no presente carga negativa. De acuerdo con Bastias Solis (2017), un potencial
zeta positivo es considerado una ventaja desde el punto de visto farmacéutico si lo que se busca es
mayor contacto celular ya que favorece la interaccion con membranas celulares de carga opuesta

(en las superficies celulares predominan las cargas negativas).

Cuadro 3. Grado de sulfatacion y potencial Z de PSCM.

Caracteristica Valor
Grado de sulfatacién (proporcion 0.10+0.01
sulfato/carbohidrato)
Potencial Z (mV) +1.91 + 0.33

Promedio y desviacion estandar de tres repeticiones.

6.6. Citotoxicidad

La evaluacion de la citotoxicidad de un compuesto puede llevarse a cabo mediante pruebas
quimicas, bioldgicas in vitro (lineas celulares) y bioensayos en animales y humanos tras la ingesta
de éstos. Los estudios in vitro con cultivos celulares son una herramienta de diagndstico de gran

utilidad ya que es posible reproducir diversos estados fisioldgicos a nivel laboratorio, lo cual
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facilita la manipulacion y condiciones de ensayo (Chen et al., 2020). Asi, en el presente trabajo de
investigacion se evalud la citotoxicidad in vitro de los PSCM, para posteriormente estudiar sus
posibles propiedades bioactivas y con ello revalorizar esta microalga y sus polisacaridos.

Los resultados de toxicidad de PSCM se presentan en la Figura 7 donde se observa que, en general,
la proliferacion celular de los cultivos con PSCM es similar a la del control. Se considera que un
compuesto tiene un efecto toxico cuando este valor es inferior al 75% (Veciana Galindo et al.,
2014). En el presente estudio el rango de proliferacion celular fue del 91 a 116 % en las células
expuestas a PSCM. Los resultados indican que los PSCM no presentan citotoxicidad sobre la linea

celular de colon CCD 841 CoNs en el rango de concentraciones evaluado.
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Figura 7. Efecto de PSCM a distintas concentraciones en la proliferacion de células sanas de
colon CCD 841 CoN en relacion con el tratamiento control.

6.7. Capacidad antioxidante

Los antioxidantes pueden ayudar a anular los efectos dafiinos de algunos radicales libres presentes
en las células. Las personas con dietas ricas en antioxidantes tienen un menor riesgo de cancer y

de enfermedades cardiacas, asi como de algunas enfermedades neuroldgicas menores. Estos efectos
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sugieren que los compuestos con actividad antioxidante pueden prevenir algunos padecimientos
relacionados con una nutricion deficiente y la neurodegeneracion causada por el estrés oxidativo
(Lordan et al., 2011).

Los antioxidantes también han sido relacionados con la prevencion del envejecimiento prematuro
y las enfermedades cronico-degenerativas, como la hipertension, la artritis reumatoide, y el
endurecimiento de las arterias, entre otras enfermedades. Los niveles adecuados de antioxidantes
en la dieta son esenciales para una buena salud, es por ello por lo que existe un gran interés sobre
este tipo de compuestos, asi como una busqueda constante de nuevas fuentes o estructuras
moleculares que presenten esta propiedad (Khan et al., 2019).

Los polisacéridos de algas presentan actividad antioxidante. Por ejemplo, la se ha reportado que la
carragenina con pesos moleculares mas bajos tiene una mayor actividad antioxidante que la
molécula de pesos moleculares altos (Sun et al., 2010). Es posible que este efecto esté relacionado
con los extremos reductores presentes en el polisacarido.

Los PSCM presentaron una actividad antioxidante del 23% lo cual representa aproximadamente la
cuarta parte del valor registrado para vitamina C en el presente estudio (84%) (Figura 8). El
porcentaje de actividad antioxidante registrado para PSCM (23%), es mayor al reportado por Xia
et al. (2014) en los polisacaridos (crisolaminarinas) de la diatomea Odontella aurita a una
concentracion de 25 mg/mL (aproximadamente 20%), utilizando el mismo metodo (DPPH)
empleado en la presente investigacion. Estos autores sugieren que las caracteristicas estructurales
del polisacarido como el peso molecular y la conformacién de las cadenas determinan la capacidad
de la molécula para estabilizar radicales libres. Es posible que la actividad antioxidante de PSCM

esté relacionada con su bajo peso molecular (4.13 kDa) y la presencia de sulfato en la molécula.
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Figura 8. Actividad antioxidante de PSCM y su comparacidn con el valor registrado en vitamina
C bajo las condiciones de estudio utilizadas.

6.8. Indice Glucémico (1G)

El indice glucémico (IG) se define como el aumento del nivel de glucosa en sangre por encima del
nivel de referencia (nivel de ayuno) durante un periodo de 2 horas siguiente al consumo de una
cantidad definida de carbohidrato en comparacién con la misma cantidad de un carbohidrato de
referencia. El IG representa un parametro para clasificar los carbohidratos por su impacto en los
niveles de glucosa en sangre debido a su facilidad de digestion y absorcion. Representa ademas
una manera de examinar los riesgos relativos de las dietas con el fin de prevenir las enfermedades
cardiacas y la obesidad. Algunos carbohidratos se digieren y son absorbidos rapidamente causando
un rapido aumento de los niveles de glucosa en sangre (IG alto). En este caso, la insulina liberada
en respuesta puede conducir posteriormente a una caida rapida incluso bajo el nivel de ayuno. Otros
carbohidratos se digieren y son absorbidos lentamente (IG bajo) lo cual se refleja en un aumento
mas lento y prolongado de glucosa en sangre, asi como un nivel maximo mas bajo tanto de glucosa
como de insulina y una caida gradual de las mismas. La mayoria de los estudios sobre IG utilizan
como referencia la glucosa o el pan blanco asignandole una puntuacion de 100 (Gropper et al.,
2009). Si un alimento tiene un 1G inferior a 56 se considera que tiene una potencia glucémica baja.
Adherirse a una dieta con bajo IG permite un mejor control glucémico y a largo plazo ayuda a
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reducir el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (Lu y Chen, 2022).

Se ha demostrado que los carbohidratos complejos que forman parte de la fibra dietética ayudan a
mantener un peso regular y aumenta la actividad intestinal, entre otras bioactividades que
benefician la salud humana lo cual la convierte en parte de la familia de biomoléculas funcionales
(Braithwaite et al., 2014). En este sentido, varios autores en los Gltimos afios se han centrado en
estudiar la digestion, la fermentacion e incluso el potencial antiobesidad de los polisacéridos
complejos de las algas (Chin et al., 2019; Li et al., 2021).

El estudio de los niveles de glucosa en sangre con los tratamientos de glucosa y PSCM mostro un
mayor aumento de glucosa en sangre con la solucion de glucosa que con la solucion de PSCM.
Este resultado podria estar relacionado con una estructura compleja en los PSCM, lo cual ha sido
previamente reportado para otros polisacaridos de algas (Li et al., 2021). Utilizando estos
resultados se calculd un valor de IG de PSCM de 49, el cual corresponde a un bajo IG, es decir que
es considerado un polisacarido de baja potencia glucémica. (Figura 9). En este sentido, se ha
reportado que los polisacaridos de algas con bajo valor de Mw (4-20 kDa) presentan un menor |G
debido a que promueven la secrecion de insulina, protegiendo asi el pancreas y mejorando la

resistencia a la insulina (Lu y Chen, 2022).
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Figura 9. Indice glucémico en ratas Wistar determinado a partir de la administracién por sonda oral
de 1 ml de solucion de glucosa o PSCM a 25 mg/mL.
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7. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de estudio utilizadas, la extraccion de PSCM provenientes de la
biomasa de Chaetoceros muelleri genera un rendimiento de 2.2% (p/p). Estos polisacéridos
presentan un peso molecular (Mw), viscosidad intrinseca [n], radio hidrodinamico (Rh), grado de
sulfatacion y potencial Z de 4.13 kDa, 4.68 mL/g, 1.3 nm, 0.1 y +1.91 mV, respectivamente. La
microscopia electronica de barrido con analisis elemental revela que las particulas de PSCM
presentan forma irregular y contienen azufre. No se registra efecto citotoxico de estos polisacéridos
en la linea celular de colon CCD 841 CoNs. Los PSCM presentan actividad antioxidante en el
rango reportado para otros polisacaridos de diatomeas (23%) y un indice glucémico bajo (49). Los
resultados indican que las caracteristicas macromoleculares, en especial el bajo valor de Mw,

favorece las propiedades bioactivas de estos polisacaridos.
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8. RECOMENDACIONES

Se sugiere integrar un analisis que permita determinar la estructura quimica fina de los
PSCM. En futuras investigaciones sobre las propiedades bioactivas de PSCM seria interesante
considerar estudiar sus propiedades antivirales e inmunoestimuladoras. Otro aspecto que seria
importante explorar es el efecto de las condiciones de cultivo de C. muelleri sobre las caracteristicas
macromoleculares y bioactivas de PSCM.
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