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RESUMEN. El alto potencial nutritivo de las algas marinas ha hecho que cada vez mas estudios
centren su atencién en este recurso natural. En el caso de las algas pardas, estas presentan
carotenos biolégicamente activos como la fucoxantina, la cual ha demostrado tener multiples
aplicaciones en la prevencion de enfermedades en la salud humana. Si a este potencial se le
suma los arribazones del género Sargassum y el incremento masivo del género Dictyota que
afectan los arrecifes coralinos en el mar Caribe colombiano, el estudio de las algas pardas
puede resultar en una oportunidad de aprovechamiento con aplicaciones para la salud humana
y la consecucion de los ecosistemas marinos. A partir de la literatura, se adapté un protocolo
para evaluar el rendimiento de fucoxantina en algunas algas pardas del Mar Caribe colombiano.
Se obtuvieron extractos organicos de dos especies de Sargassum, tres de Dictyota, uno de
Turbinaria y otro de Spatoglossum schroederi. Las extracciones se realizaron con dos sistemas
de solventes: metanol y diclorometano:metanol (1:1) y posteriores fraccionamientos para
purificar la fucoxantina. Los extractos fueron analizados mediante cromatografia de capa fina
(TLC) para revelar la presencia de fucoxantina y cuantificarla mediante Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia (HPLC). Los criterios para identificar la fucoxantina en los extractos fueron los
valores de Rf (Factor de retencion) de TLC, los tiempos de retencién de HPLC y maximos de
absorcion visible (UV-VIS). Adicionalmente, se realizaron coinyecciones por HPLC con la
fucoxantina purificada y las muestras analizadas. Se empleé como estandar un extracto rico en
fucoxantina del alga comercial wakame (Undaria pinnatifida) proveniente de Japon. Se evalud
un mayor rendimiento del extracto en la mezcla de solventes DCM:MeOH 1:1 y se detecté un
mayor contenido de fucoxantina en Dictyota caribaea 10,30 mg g™ y Sargassum filipendula
(10,03 mg g™) de Santa Marta.

Palabras clave: Fucoxantina, Algas Pardas, Caribe, Dictyota, Sargassum.



Extraction, purification and analysis of the fucoxanthin content in brown seaweed from
the Caribbean Colombian Sea

ABSTRACT.

The high nutritive potential of seaweed has elicited many studies focusing on this natural
resource. Brown algae, have biologically active carotenoids as fucoxanthin which has shown
multiple applications in preventing several human diseases. The potential of seaweed derived
compounds combined with the massive quantities of drifting Sargassum and increased Dictyota
abundance in coral reefs as a consequence of ecosystem deterioration in the Colombian
Caribbean Sea, may result in an opportunity to benefit human health and marine ecosystems. A
protocol was adapted to assess the total yield of fucoxanthin from the several brown algae of the
Colombian Caribbean Sea. Extracts of two species of Sargassum, three from Dictyota, one from
Spatoglossum shroederi and one from Turbinaria, were obtained. Extractions were performed
with two solvent systems: methanol and dichloromethane:methanol (1:1). Organic extracts were
further fractionated to purify fucoxanthin. Extracts were analyzed by thin layer chromatography
(TLC) to reveal the presence of fucoxanthin and quantified by high performance liquid
chromatography (HPLC). The criteria for assessing the presence of fucoxanthin were Rf
(retention factor) in TLC, retention time in HPLC and absorption maxima by UV-VIS, and
furthermore, coinjections made with pure fucoxanthin. An extract of commercial japanese
wakame (Undaria pinnatifida) The mixture of dichloromethane:methanol was very efficient in
extracting fucoxanthin regardless of the algal species. Greater fucoxanthin content, were
detected in Sargassum filipendula and Dictyota caribaea (10,30 mg g*) and Sargassum
filipendula (10,03 mg g™*) from Santa Marta.

Keywords: Fucoxanthin, Brown algae, Caribbean, Dictyota, Sargassum.



INTRODUCCION

Las algas marinas tienen un gran potencial como fuente de sustancias novedosas
biol6gicamente activas y compuestos esenciales para la nutricion humana (Jiménez-Escrig et
al., 2012). Sin embargo, sobre las macroalgas marinas locales se conoce muy poco a pesar de
tener un potencial econdmico a nivel mundial (Martinez et al., 2002). Los derivados de las algas
marinas tienen un valor anual de produccion total estimado de US $ 6 mil millones (Kraan,
2012). Las algas pardas constituyen aproximadamente el 59% de produccién total en cosecha,
seguido de algas rojas (40%) y verdes (<1%) (D’Orazio et al., 2012). Las algas pardas en
Colombia pueden constituir un recurso natural diverso y abundante, y debido a las condiciones
ecoldgicas prometen numerosas aplicaciones futuras para el desarrollo econémico del pais en
diferentes areas como la farmacéutica, cosmética y alimenticia (Diaz-Ruiz, 2002; Alvarez et al.,
2007; Cardozo et al., 2007).

En la regién Caribe se ha descrito, a través de los afios, un aumento en las interacciones y
procesos de competencia entre macroalgas bentdnicas y corales escleractineos,
particularmente en ambientes arrecifales sometidos a procesos de degradacion ecosistémica
(Diaz-Pulido y McCook, 2003). Las frecuentes interacciones negativas de algas fuertemente
competidoras como Dictyota (Mejia-Nifio y Garzon-Ferreira, 2003), sugieren un cambio de fase
en los ambientes arrecifales (Bruno et al., 2009) donde las algas son ahora organismos
dominantes asi como indicador de degradacion ambiental (McCook et al., 2001; Azevedo et al.,
2011). A pesar de la carencia de datos actualizados sobre la biomasa y cobertura real de
Dictyota en Colombia, los porcentajes de cobertura parecen incrementar con el tiempo. En el
Parque Nacional Natural Tayrona se han reportado valores entre 0-20% y 20-40% (Méarquez y
Guillot, 1983). Durante las épocas de surgencia estas algas pueden ser predominantes sobre el
sustrato alcanzando coberturas hasta de un 44% (Diaz-Pulido y Garzon-Ferreira, 2002). En el
litoral rocoso de la regidon de Santa Marta, los géneros Sargassum y Dictyota se ven favorecidos
en su abundancia y distribucién durante eventos de surgencia (Bula-Meyer, 1977, Camacho,
2003), sector en el cual se presentan uno de los principales nucleos de surgencia del pais
(Paramo et al., 2011). Los eventos de surgencia favorecen el crecimiento de estas macroalgas,
por la presencia de aguas frias y ricas en nutrientes (Diaz-Pulido y Garzon-Ferreira, 2002,
Cuesta-GOmez, 2009). El incremento de las macroalgas en detrimento de los corales se le
atribuye a diversas causas entre ellos, la reduccion de la herbivoria (Diaz-Pulido y McCook,
2003), mortalidad de erizos (Edmunds y Carpenter, 2001; Mumby et al., 2006), sobrepesca

1



(Hughes et al., 2007), aguas eutrofizadas (Thacker et al., 2001), alteracién de estrategias
reproductivas en las algas (Herren et al., 2006) y cambios de temperatura (Ateweberhan et al.,
2005) con relacion a los impactos indirectos del cambio climético (Hughes et al., 2007; Bruno et
al., 2009).

El consumo directo de algas pardas se ha venido implementando desde tiempo atras
principalmente en los paises asiaticos (Teas et al., 2004; Gomez-Gutierrez et al., 2011). Algas
como el wakame (Undaria pinnatifida), kombu (Saccharina japonica) y hizijiki (Sargassum
fusiforme) son consumidas especialmente en Japo6n y Corea (Asai et al., 2004). Tanto en Chile
como en algunos paises europeos (Dhargalkar et al., 2009) se han adoptado las algas pardas
en la dieta por sus excelentes cualidades nutricionales; bajo contenido calérico, alto contenido
de fibra, minerales y acidos grasos poliinsaturados (Cardozo et al., 2007; Kraan, 2012). La
tradicion ancestral del consumo de algas pardas ha hecho posible que la industria biomédica y
farmacéutica se interese en realizar estudios que demuestren sus beneficios (Funahashi et al.,
1999; Nguyen et al., 2014). Por ejemplo ensayos in vitro e in vivo con extractos de algas pardas,
y en particular de sus carotenos, fucoidanos y florotaninos, han demostrado una actividad
biol6gica muy interesante (Heo et al., 2012; Nguyen et al., 2014). Investigaciones recientes han
revelado que extractos organicos de algas pardas presentan potente actividad antioxidante en
pruebas in vitro (Miyashita et al., 2012). Entre los compuestos responsables de esta actividad se
destaca el carotenoide mas abundante de la familia de las xantdfilas, la fucoxantina, pigmento
responsable de la coloracién marrén amarillenta de las algas pardas (Phaeophyta) (Myong-
Kyun et al., 2008; Kim, 2012; Nguyen et al., 2014).

En contraste con las rutas biosinteticas de carotenoides en algas rojas y verdes, la ruta de la
fucoxantina en las algas pardas no se comprende del todo (Mikami y Hosokawa, 2013). La
fucoxantina, con formula C,,HssOs (Moghadamtousi et al., 2014), presenta un enlace alénico, un
epoxido y un grupo carbonilo conjugado con la cadena de polieno de la molécula (Figura 1). El
enlace alénico sirve como una estructura clave para la bioactividad de la molécula (Miyashita et
al., 2011). La fucoxantina es considerada como un agente preventivo frente a diversas
patologias debido a su capacidad para neutralizar el efecto dafiino de los radicales libres a nivel
intracelular, el dafio del ADN, entre otros (Yan et al., 1999; Maeda et al., 2008; Mikami y
Hosokawa, 2013). La actividad antioxidante de la fucoxantina se relaciona con la prevencion de
algunos tipos de cancer, la formacién de melanomas o el dafio neuronal (Yan et al., 1999;
Sugawara et al., 2002; Sachindra et al., 2007; Heo et al., 2008; Miyashita et al., 2011; Miyashita
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et al.,, 2012; Fung et al.,, 2013). La fucoxantina, parece tener efectos preventivos contra el
cancer a través de diferentes mecanismos de accion. La antiproliferacion, detencion del ciclo
celular e induccién de la apoptosis se han logrado en lineas de cancer de prostata, leucemia,
colon, higado, vejiga urinaria, seno, melanoma y linfoma (Mikami y Hosokawa, 2013;
Rengarajan et al., 2013; Nguyen et al., 2014; Kanda et al., 2014; Moghadamtousi et al., 2014).
También se ha demostrado su utilidad en tratamientos contra la obesidad (Heo et al., 2008;
Maeda et al., 2009), la diabetes (Jung et al., 2012.), contra procesos inflamatorios (Maeda et al.,

2008) y como un potencial agente antimicrobiano (Rajauria y Abu-Ghannam, 2013).

Figura 1. Estructura molecular de la fucoxantina (tomado de Mikami y Hosokawa, 2013).

La evidencia cientifica revela el gran potencial que la fucoxantina tiene sobre la salud humana y
la investigacion sobre sus aplicaciones y su contenido en diferentes especies de algas pardas
ha venido incrementando en otros paises. La presencia de fucoxantina ha sido principalmente
reportada en algas pardas recolectadas en aguas tropicales del sur de Asia de los 6rdenes
Laminariales y Fucales (Kazuo Miyashita. National Institute of Advanced Industrial Science and
Technology (AIST). Tsukuba, Japo6n. 2015. Com. Pers.). Sin embargo, no se conocen ni en el
Caribe ni en Colombia estudios sobre el contenido de fucoxantina en algas pardas de la region.
Por este motivo en el presente trabajo se modificaron los protocolos de purificacion de
fucoxantina a partir de los trabajos de Haugan et al. (1992), Hosokawa (1999), Terasaki et al.
(2009), Kim et al. (2011), Jaswir et al. (2013) y Sudhakar et al. (2013). Seguidamente se
cuantifico la fucoxantina presente en cuatro géneros de algas pardas abundantes en el Caribe:

Dictyota, Sargassum, Turbinaria y Spatoglossum.



MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las algas pardas de los géneros Dictyota y Sargassum fueron recolectadas en Playa Calderon
(11°12'53,67" N, 74°13'59,96" O), Inca-Inca, ubicada al SW Santa Marta, Departamento del
Magdalena, entre Playa Blanca y Punta Cabeza de Negros, en Junio de 2015 (Figura 2C). La

otra parte del material algal, de los géneros Dictyota, Sargassum, Spatoglossum y Turbinaria,

fueron facilitadas por Ménica Puyana a partir de una recolecta en Julio del 2014 en dos

localidades de la isla de Providencia (Archipiélago de San Andrés y Providencia): Los Pinaculos
(13°22'42,61" N, 81°23'17,96" O) y Felipe’s place (13°23'5,64" N, 81°21'4,94" O) (Figura 2A-B).

Las algas se mantuvieron congeladas a -4°C hasta el momento de su andlisis.
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Figura 2. Ubicacion de las areas de recoleccion de algas en los arrecifes coralinos de
Providencia, Archipiélago de San Andrés y Providencia. A. Felipe’s Place B. Pinaculos. Y en el
litoral rocoso de Inca-Inca, bahia de Gaira, Santa Marta. C. Playa Calderon.

Ambas &reas se encuentran condicionadas por la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT),

generando dos épocas lluviosas y dos secas. De modo que los cambios en la temperatura, la

salinidad, la direccion de los vientos y el aporte de nutrientes, alteran la riqueza y abundancia

de macroalgas llegdndose a destacar sobre las demés area de Santa Marta (Zea, 1993). Por un
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lado, en la regién de Santa Marta incrementa su diversidad durante la época lluviosa de mayo-
noviembre (Bula-Meyer, 1989; Franco-Herrera, 2005). La temperatura del agua fluctia entre
22,5-26 °C, la salinidad entre 24,8-37 y la intensidad del oleaje es méaxima (Diaz-Ruiz, 2002).
Por otro lado, en el archipiélago de San Andrés y Providencia, es frecuente la llegada de
arribazones de macroalgas flotantes en mayor cantidad durante las épocas secas de enero-abril
y julio-agosto (Bula-Meyer, 2004; Gavio et al., 2015).

Recoleccidn e identificacion de las algas
En Providencia se recolectaron mediante buceo auténomo entre 5-6 m de profundidad las algas
Dictyota pinnatifida, Spatoglossum schroederi, Sargassum polyceratium, una mezcla de
Turbinaria tricostata y T. turbinata en los Pinaculos y Dictyota caribaea en el arrecife de Felipe’s
Place. En el litoral rocoso y formaciones coralinas de Inca-Inca en Santa Marta, fueron
recolectadas las algas Sargassum filipendula y Dictyota caribaea entre 2-3 m de profundidad.
La recolecta se realizO manualmente en bolsas plasticas oscuras con el fin de evitar la
degradacién de la fucoxantina. La identificacibn de las macroalgas se realizé usando los
trabajos de Littler y Littler (2000) y Camacho (2015). La identidad de S. schroederi fue realizada
por Freddy Duque, estudiante de maestria del grupo de investigacion Bioprospeccion y
Biotecnologia. Las algas se lavaron con agua de mar, hasta remover completamente
sedimento, arena y epifitos. Posteriormente se pesaron y congelaron para trasladarlas a

Bogotéa, donde se conservaron en oscuridad a -4°C hasta su procesamiento.

Las algas fueron secadas a 30 £ 3,5 °C en un horno de conveccion (Planta Piloto de Ingenieria,
UJTL). Se preservaron en recipientes herméticos en oscuridad hasta el momento de su
extraccion. Para obtener los extractos, el material seco se maceré mediante un procesador de
alimentos. Los solventes empleados para las extracciones fueron de grado analitico y se

realizaron en el laboratorio del grupo Bioprospeccién y Biotecnologia de la UJTL.

Elaboracién de los extractos

Las algas se sometieron a un proceso de extraccion con dos solventes de diferente polaridad:
metanol (MeOH) y diclorometano:metanol (DCM:MeOH) 1:1. De cada muestra, se sometieron a
extraccion 5 g que fueron extraidos con los dos sistemas de solvente en una relacion 1:5 (p/v).
Posteriormente, se agitaron y se dejaron a temperatura ambiente y oscuridad durante 1 hora.
Los extractos se filtraron con papel de filtro Whatman No. 1, usando una bomba de vacio para
agilizar el procedimiento. Luego se realizaron dos repeticiones de 24 horas en las mismas
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condiciones y con nueva cantidad de solvente con el fin de garantizar la obtencion de un
extracto crudo rico en fucoxantina. Todo el proceso se realizd en oscuridad, con el fin de
minimizar la degradacion de los pigmentos. Los extractos fueron transferidos a balones de vidrio
para remover el solvente mediante rotaevaporacion (30°C). Los extractos se resuspendieron en
MeOH, se filtraron a través de pipetas Pasteur con tapones de algodoén y fueron traspasados a

viales. Se almacenaron en oscuridad a -4°C hasta su utilizacion.

Separacion y purificacion de la fucoxantina
El analisis de cromatografia de capa delgada TLC se llevé a cabo en laminas de Silica-gel
F#4"™ Una alicuota de cada extracto se aplicé sobre la placa de silica gel mediante un capilar
de 0,4 mm de didmetro. La placa se corrié en n-hexano:acetona (Hex:Ac) 7:3 como fase movil,
en una cdmara de cromatografia previamente saturada a temperatura ambiente. La placa se
secO a temperatura ambiente y se observaron macha que evidenciaron la separacion por
polaridad. La lamina fue revelada con aspersién acida (10% H,SO, en etanol) con posterior
calor a 100°C. EIl factor de retencién, de los compuestos aislados y del estandar fueron

calculados y comparados de acuerdo a la siguiente relacion.

_ Distancia del pigmento

"~ Distancia del solvente

Previo al analisis por HPLC, 100 mg de cada extracto fueron particionados dos veces
consecutivas en un embudo de separacion. La primera particibn se realiz6 con Hex y
MeOH:H,O 9:1. Se separaron dos fases, de la cual se tomé la fase mas densa (de coloracion
amarillo naranja), para separarse de las clorofilas, y se recuper6 en un balén de vidrio. Esta
fraccion se secO por rotoevaporacion. La segunda particion se realiz6 con acetato de etilo
(EtOAc) y H,0. La fraccidén superior se colectd en un vial &mbar y se concentré mediante

rotaevaporacion para ser analizada por HPLC (Figura 3).
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Figura 3. Proceso de purificacion de la fucoxantina presente en extractos obtenidos a partir de
algas pardas.

Preparacion del estandar de fucoxantina
El estdndar de fucoxantina se prepar6 a partir de una muestra de wakame (Undaria pinnatifida)
comprado en Japén. Para ello se emple6 la metodologia propuesta por Hosokawa (1999) y
Maeda et al. (2005). El extracto se prepar6 en 3 g de alga seca y molida usando MeOH.
Posterior, se realizaron tres particiones con EtOAc y H,O para remover clorofilas y carotenos.
La fraccion de EtOAc se rotaevaporé (30°C). Para la separacion de la fucoxantina, 20 mg del
extracto se resuspendieron en 2 ml de MeOH y con ayuda de un capilar se aplicaron sobre una
placa de vidrio TLC preparativa (20 cm x 20 cm; 1500 pum). La placa se corrié en una camara
cromatogréfica saturada con Hex:Ac 7:3 como fase movil. Después de secarse al aire, la franja
amarilla se rasp6é cuidadosamente con un bisturi y se recuperé en un recipiente ambar.
Posteriormente, se resuspendid en DCM:Ac 9:1 y se filtr6 con algodon desengrasado para
separar la silica. El solvente fue removido mediante rotaevaporacion (30°C) y se mantuvo a en

oscuridad a -4 °C hasta su utilizacion.



Curva de calibracion y Andlisis por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC)
Este procedimiento se realiz6 en un equipo HPLC Merck Hitachi equipado con Detector de
Diodos (L-4500), Bomba inteligente (L-6200,), Automuestreador (AS-2000,), Detector UV-VIS
(L-4200) e Interfase (D-6000,), del Laboratorio de Productos Naturales Marinos de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Bogoté4, con colaboracion del profesor Freddy Ramos y
la estudiante de maestria Farja Isabel Ayala. Todos los solventes utilizados en esta etapa
fueron de grado HPLC, previamente desgasificados. Se pesaron aproximadamente 2 mg de
cada extracto que fueron resuspendidos en 1 mL de MeOH vy filtrados a través de membranas
PVDF de 0,45 um de diametro. Se empled una columna X-terra en fase reversa C18 (250 x 4,6
mm ID, 5 ym) eluyendo con una fase moévil terciaria MeOH:H,O:ACN 1:1:8 isocratico, la cual
separa efectivamente carotenos y xantofilas, dado el caracter hidrofébico de estas moléculas
(Schoefs, 2002). Se inyectaron 20 pL, con un flujo de 1 ml-min™ durante 15 minutos. La lectura
espectral se realizé a 450 nm. Para la determinacién cuantitativa de la fucoxantina se utilizo el
area del pico cromatogréfico para correlacionarlo con la concentracion del analito en la muestra.
Como las areas de los picos cromatogréficos de las muestras quedaron comprendidas entre las
areas de los picos cromatograficos del estandar, se realizé una curva de calibracion por patron
externo usando como patron la fucoxantina aislada de U. pinnatifida (Figura 4). Con base en los
maximos de absorcion UV, los picos obtenidos en el cromatograma y los tiempos de retencion,
se verificd la presencia de la fucoxantina en los diferentes extractos. La variacion de la
fucoxantina en cada extracto, en comparacion con la fucoxantina purificada, se realizé mediante
estadistica descriptiva, debido a que no se conté con el numero de muestras suficientes por
tratamiento para efectuar una analisis por métodos paramétricos o no paramétricos, segun fuera

el caso.
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n /
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T 2 E+06 Z
1,E+06 — )
O,E+OO -, T T T T 1

0 0,5 1 15 2 2,5

Concentracion Fx (mg mL™1)
Figura 4. Curva de calibracion por patron externo de la fucoxantina aislada de U. pinnatifida.
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RESULTADOS

Patron de pigmentos en algas pardas
Los compuestos presentes en los extractos crudos fueron separados mediante TLC y TLC
preparativa. En ambos casos, los perfiles cromatograficos de los extractos se observaron bajo
luz visible, indicando la presencia de seis compuestos principalmente (Figura 5A-B). Los
pigmentos amarillos (a) con a un valor R¢= 0,99, seguido de manchas grises oscuras (b) R¢=
0,79, verde oscuras (¢) R¢= 0,69, amarillo palido y gris palido (d) R;= 0,38, amarillo-naranja (e)
R¢= 0,26 y verde palido (f) R; = 0,03.

De acuerdo con los valores R; y la coloracion de las manchas reportadas en la literatura, las
manchas amarillas correspondieron a: a) B-caroteno , b) grises oscuras a fedfitina, el producto
de degradacion de la clorofila (Gross, 1991; Reiss, 1994), c) verde oscuras a clorofila-a y
clorofila-c (Jefrey, 1961; Griffin et al., 2004), d) otros carotenos de mayor polaridad como
Zzeaxantina y anteraxantina y f) otros de menor polaridad como violaxantina y neoxantina, que
se encuentran presentes en algas pardas (Burtin, 2003; Barsanti y Gualtieri, 2006; Reviers et
al., 2007). La banda principal fue la amarillo-naranja la cual corresponde a la fucoxantina (e),
gue es el carotenoide mas abundante en las algas pardas. Con base en los resultados de la
Figura 5, el valor R; corresponde a los reportados por Mikami y Hosokawa (2013) y Haugan et
al. (1992). Con el fin de comprobar la autenticidad, el compuesto se purificé usando TLC
preparativa de U. pinnatifida para aislar la banda y mediante HPLC comparar los tiempos de

retencion.
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Figura 5. A. Separacion de los pigmentos de siete extractos de algas pardas por TLC. B. TLC
preparativa de U. pinnatifida. 1) S. filipendula MeOH, 2) S. schroederi MeOH, 3) S. filipendula
DCM:MeOH, 4) S. polyceratium MeOH, 5) S. schroederi DCM:MeOH, 6) Turbinaria spp. MeOH,
7) U. pinnatida. a) B-caroteno, b) Feofitina, ¢) clorofila a y ¢, d) zeaxantina y anteraxantina, e)
fucoxantina, f) violaxantina y neoxantina.

Contenido de fucoxantina
La fucoxantina purificada a partir de U. pinnatifida se analizé por HPLC para verificar su pureza.
El cromatograma mostré tres picos. El primero (1), corresponde a la fucoxantina purificada (1)
con un tiempo de retencion alrededor de 6,58 min. Los siguientes dos picos de menor tamafio
(2 y 3) tuvieron tiempos de retencion de 7,34 min y 8,10 min respectivamente (Figura 6A). La
deteccion de la fucoxantina se realizé a 450 nm para la muestra patron y los extractos de algas
(Figura 6B), lo cual permite corroborar la cuantificacion de la molécula de interés. Todos los
extractos presentaron fucoxantina, con una mayor cantidad en aquellos que fueron extraidos
con DCM:MeOH 1:1 (Tabla 1). EI mayor contenido de fucoxantina los presentd S. filipendula
DCM:MeOH (10,03 mg g*) seguido de D. caribaeca MeOH (8,36 mg g?) y D. pinnatifida
DCM:MeOH (6,77 mg g*). En contraste, los de menor contenido fueron D. pinnatifida MeOH
(0,76 mg g™*) y S. filipendula MeOH (0,90 mg g™). El contenido de fucoxantina se present6 con

relacién al peso seco del alga.
10



Ab
S0
rb
an
cia
(A
U)

A.

Figura 6. A. Cromatograma de la fucoxantina purificada de U. pinnati

U. pinnatifida

A o

250

R P V7 V. ViV

300 350

S. filipendula

0,35 3 _—————— = - }
0,30 —
0,25 —:
0,20 —=
0,15 —:
E 2
0,10 — .
3 g
0,05 — :3:".;"‘ -3
3 = /
0,00 = ——d '
0 2 4 = & 10 14
Tiempo de retencién (min) B.

T T
400

500

500

450

fida. B. Espectro de
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tienen un maximo de absorcién (Ayn.x) de 450 nm.

Tabla 1. Contenido de fucoxantina en cada uno de los extractos obtenidos a partir de las algas
pardas recolectadas en las dos localidades del estudio.

mg fucoxantina g™ peso

Extracto Localidad Solvente
seco del alga
- MeOH 0,9
Sargassum filipendula Santa Marta
DCM:MeOH 10,03
. : ) MeOH 1,7
Sargassum polyceratium Providencia
DCM:MeOH 3,09
. . MeOH 8,36
Dictyota caribaea Santa Marta
DCM:MeOH 10,3
. . . , . MeOH 0,76
Dictyota pinnatifida Providencia
DCM:MeOH 6,77
. . ) ) MeOH 1,02
Dictyota caribaea Providencia
DCM:MeOH 5,05
o , . MeOH 2,23
Turbinaria spp. Providencia
DCM:MeOH 2,67
. . ) MeOH 2,35
Spatoglossum schroederi Providencia
DCM:MeOH 1,99
Undaria pinnatifida Japon MeOH 2,62

11

I
500



Rendimiento por especie
De acuerdo al método de extraccion se calculé el rendimiento, donde se observo una tendencia
de mayor rendimiento en aquellos extractos obtenidos con la mezcla de solventes DCM:MeOH
1:1, en especial de las especies de los géneros Sargassum y Dictyota. Las algas recolectadas
en Santa Marta (S. filipendula y D. caribaea) presentaron el mayor rendimiento (1,00% y 1,03%,

respectivamente) (Figura 7).

Undaria pinnatifida
Spatoglossum schroederi

Turbinaria spp.

[%2])
% Dictyota caribaea PRV
©
£ Dictyota pinnatifida mDCM:MeOH
w . .
Dictyota caribaea SM MeOH

Sargassum polyceratium

Sargassum filipendula

00 0,2 04 06 08 1,0 1,2
Rendimiento (%)

Figura 7. Rendimiento de extractos organicos en las siete especies de algas analizadas y el
estandar. PRV: Providencia, SM: Santa Marta.

DISCUSION DE RESULTADOS

Extraccion, purificacién y cuantificacion de la fucoxantina
Para la extracciéon de la fucoxantina se han empleado técnicas con buenos rendimientos como
extraccion con fluido supercritico (Myong-Kyun et al., 2008, Kitada et al., 2009, Conde et al.,
2014), extraccion Soxhlet (Kanda et al.,, 2014), Extraccion Liquida Presurizada (PLE) y
Extraccién Asistida por Ultrasonido (UAE) (Kim et al., 2011), entre otros, pero que implican altos

costos y una infraestructura especifica.

El andlisis de la fucoxantina es complicado por su inestabilidad. La fucoxantina es una molécula
que tiende a sufrir isomerizaciones por la facilidad con la que se oxida debido a su foto y
termolabilidad (Piovan et al., 2013). ElI método de extraccién implica la degradacién de una
parte de la fucoxantina, afectando la concentracion natural de ésta, por eso, para lograr dar una
aproximacion lo méas exacta posible de la concentracion natural de las especies, las

extracciones se realizaron evitando la exposicion a la luz y se conservaron en congelacion para
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evitar pérdidas cuantitativas. Para evitar la alteracién de la composicién quimica se controlaron
factores como la temperatura, la preservacion del material biolégico y de los extractos, y la
fotoxidacion. Algunos autores indican que mediante el método de liofilizacion el rendimiento es
mayor (Mise et al., 2011). Sin embargo, en ausencia de un liofilizador, el método de secado en
horno fue eficiente en este estudio. La fucoxantina tiende a formar enlaces fuertes con proteinas
y clorofilas para formar complejos, el incremento de la temperatura de manera controlada
(menor a 40°C) puede ayudar a romper estos enlaces y mejorar el rendimiento de extraccion
(Kim et al., 2011).

El método empleado con la mezcla de solventes DCM:MeOH permiti6 obtener un mejor
rendimiento de la fucoxantina en comparacién con el MeOH. Esta mezcla actia muy bien para
extraer un amplio rango de compuestos lipofilicos en el material seco en un solvente de baja
polaridad (DCM; indice de Polaridad= 3,1) y otro de alta polaridad (MeOH; indice de Polaridad =
5,1), contrario a extraer con un solo solvente (Cronin et al., 1995). Teniendo en cuenta que la
fucoxantina forma complejos de fucoxantina-clorofila a-proteina en los tilacoides actuando como
un carotenoide primario para absorber luz y transferirla en forma de energia (Kim, 2012), se
puede ver alterada la polaridad de la molécula. Lo anterior implica que los extractos presentaron
compuestos con polaridades diferentes, tal como se evidenci6 en las TLC realizadas, donde se
observé un mayor nimero de pigmentos en las muestras extraidas con DCM:MeOH. Esta
mezcla es comunmente utilizada para extraer lipidos totales en tejidos de plantas (Cequier-
Sanchez et al., 2008) ya que puede penetrar y tener una mayor accién intercelular e intracelular
gue el MeOH solo. Estos resultados justifican como la presencia de solventes polares aproéticos
como el DCM, logran extraer compuestos lipofilicos por la afinidad en polaridad con el solvente
(Cequier-Sanchez et al., 2008).

A falta de un estandar comercial de la fucoxantina, el estdndar realizado con U. pinnatifida
mostré espectros similares al de las muestras (UV 450 nm), en general estas xantéfilas son
detectadas en un rango de 425-478 nm (Alberte y Andersen, 1986) que coincide con la region
azul del espectro de absorcion (Ramus et al., 1977). El pico 1 (Figura 6A) fue identificado como
fucoxantina de acuerdo a las caracteristicas del espectro de absorcion (Fung et al., 2013) y los
tiempos de retencién 6,5 min (Haugan, 1992), comparandolos con el de la fucoxantina aislada
por Guarantini (2009). Ademads, las coinyecciones permiten corroborar si al agregar una
cantidad del estdndar a una muestra hay un incremento del area o altura del pico en el
cromatograma del estandar al que se le agregé una mayor cantidad (Yeverino, 1997). Bajo
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estos supuestos fue posible garantizar la presencia de la fucoxantina de una forma mas
practica, a falta de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
mediante la cual generalmente se corrobora con mayor certeza la molécula de interés. Los
picos 2 y 3 son isémeros tipo cis de la fucoxantina (Haugan y Liaaen-Jensen, 1989, Haugan et
al., 1992, Yan et al., 1999, Kim et al., 2011).

Andlisis del contenido y rendimiento de fucoxantina
Debido a que en Colombia y en el Caribe no se conocen reportes a la fecha sobre el contenido
de fucoxantina en algas pardas, los resultados obtenidos a partir de extractos de Sargassum y
Turbinaria se compararon con reportes de especies de los mismos géneros presentes en el
Indopacifico. Dado que para Spatoglossum no existen reportes y en Dictyota soélo se
encontraron dos estudios sobre D. dichotoma cuyos resultados no son comparables por el
enfoque del estudio y el método utilizado (Katoh et al., 1989; Uhrmacher et al., 1995,), se
procedié a contrastarlos con reportes de especies del Indopacifico cuyo contenido de

fucoxantina se considera alto.

Para el caso de S. filipendula DCM:MeOH el contenido de fucoxantina fue 10,03 mg g™, mayor
que los reportados en la Tabla 2. Mientras que en los demas extractos de Sargassum el
contenido de fucoxantina fue similar a los valores reportados. Por otro lado, ambas extracciones
de Turbinaria superan lo reportado por Jaswir et al. (2013) en T. turbinata alrededor de 0,6 mg

-1

g-.

Para el género Dictyota, los resultados fueron muy variables en relacion al solvente y el lugar de
recoleccion. Dictyota caribaea de Santa Marta presentd los valores méas altos del estudio,
mayores incluso que los reportados por Miyashita (2009) en U. pinnatifida (3,9 + 1,7 mg g™) y
Fucus distichus (4,7 + 0,7 mg g™), Fung et al. (2013) en U. pinnatifida (4,96 + 0,45 mg g™),
Analipus japonicus (6,3 + 2,9 mg g™), Melanosiphon intestinalis (3,8 + 2,0 mg g™), Cystoseira
hakodatensis (8,9 + 2,0 mg g*) y Silvetia babingtonii (5,8 + 0,7 mg g), entre otros. Sin
embargo, Piovan et al. (2013) reportaron en U. pinnatifida valores superiores a 12 mg g*. Cabe
resaltar, que todos los estudios mencionados emplearon MeOH para preparar los extractos,

razon por la cual los rendimientos fueron posiblemente subestimados.
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Tabla 2. Contenido de fucoxantina en algas pardas del género Sargassum del Indopacifico.
mg fucoxantinag™

Especie Localidad Solvente Fuente
peso seco del alga

Sargassum horneri Japén MeOH 1,09 Airanthi et al.,

2011
Sargassum siliquastrum Corea MeOH 0,19 Heo et al., 2008
Sargassum binderi . MeOH 0,73+0,39 .
Sargassum duplicatum Malasia MeOH 1,01+0,10 Jaswir etal,, 2012
Sargassum plagyophyllum Malasia MeOH 0,71+0,01 Jaswir et al., 2013
Sargassum confusum MeOH 3,7£1,9
Sargassum fusiforme MeOH 2,715
Sargassum horneri Japén MeOH 8,6+3,8 Miyashita, 2009
Sargassum patens MeOH 4,6+3,1
Sargassum thunbergii MeOH 4,31+2,3
Sargassum horneri MeOH 3,7£1,6
Sargassum thunbergii Japén MeOH 1,8+1,0 Terasaki et al.,
Sargassum fusiforme b MeOH 1,1+0,6 2009
Sargassum confusum MeOH 1,6+£0,8

El presente estudio es el primero en reportar la variabilidad espacial de la fucoxantina en algas
pardas del mar Caribe. La variabilidad en la cantidad de fucoxantina entre géneros es explicado
principalmente por factores ambientales locales como el lugar, profundidad, radiacién UV,
temperatura y niveles de nutrientes (Nomura et al., 2013). Sin embargo, factores intrinsecos
como variaciones genéticas, edad y estado ontogénico (Fung et al., 2013), podrian ser mas
explicativos que otros factores en mayor escala como gradientes latitudinales y época climéatica
(Lann et al., 2012).

Las algas pardas de la zona tropical se encuentran expuestas a elevadas temperaturas, una
fuerte intensidad luminica y altas concentraciones de oxigeno, siendo susceptibles a la
formacion de radicales libres (Batista et al., 2009), principalmente aquellas de la zona litoral
como las especies de la familia Sargassaceae. A manera de respuesta adaptativa, han
adquirido la capacidad de resistir a esta combinacion de factores generando compuestos
antioxidantes que los protegen del estrés oxidativo (Matsukawa et al., 1997). En especies
tropicales, como Sargassum sp., la fucoxantina no solo desempefa un papel importante en la
captacion de la luz en el complejo antena (Caron et al., 1996), sino que también cumple una
funcion foto-protectora. Heo y Jeon (2009) demostraron la capacidad de la fucoxantina, extraida
de Sargassum siliquastrum, para proteger contra el estrés oxidativo inducido por la radiacion
UV.
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Existen estudios que evidencian cambios significativos sobre los pigmentos y los niveles de
fucoxantina en las algas pardas en relacién a la calidad y cantidad de radiacion recibida (Lann
et al., 2012). Experimentos realizados in situ con Ascophyllum nodosum (Fucales) demuestran
una correlacion entre la exposicion luminica y la pigmentacién. Ramus et al. (1977) observaron
un incremento de fucoxantina:clorofila-a en A. nodosum y Fucus vesiculosus al aclimatarlas de
4 m de profundidad a 0 m durante una semana. Es decir, que hubo una menor concentracion de
fucoxantina a medida que aument6 la profundidad (Repeta, 1989). La atenuacién de la
penetracion de la luz, dada por sobrecrecimiento de las mismas algas o el alto grado de
epifitismo (Obs. pers.) podria explicar la menor cantidad de fucoxantina detectada en
Sargassum polyceratium. De otra parte, dado que Sargassum filipendula vive en la zona
intermareal se encuentra expuesta a altas temperaturas, luz y oleaje, sugiriendo que la

fucoxantina se encuentra en mayor cantidad por una eventual funcién protectora.

Dictyota es un alga muy competitiva de rapido crecimiento y altas tasas metabdlicas que
pueden recurrir en una mayor produccién de fucoxantina para permitirle sobrevivir a las
condiciones de intensidad luminica locales, estando sujetas al aumento de la sombra del dosel
experimentado durante la fase de crecimiento. A menor profundidad estas algas son
susceptibles a la fotoinhibiciéon. Un ensayo realizado con Dictyota dichotoma demostro el efecto
de la exposicion de la luz luego de 10 minutos y 30 min de exposicion, observandose
fotoinhibicion del 20% y 50% respectivamente (Nultsch, 1987). El contenido de fucoxantina,
como estrategia del organismo, se justifica con la finalidad de optimizar la captacion luz y

conservar la energia para otros usos, como el crecimiento (Dean y Hurd, 2007).

Potencial nutracéutico de la fucoxantina

Ha habido un interés creciente por desarrollar productos con fucoxantina para aplicaciones
nutracéuticas debido a su actividad biologica y los posibles beneficios para la salud al ser
humano. El alto contenido de este pigmento encontrado en las algas del género Sargassum y
Dictyota sugiere el desarrollo de més estudios enfocados en su extraccién y consumo. Dictyota
podria ser un alga viable para aislar sustancias con potencial para suplementos alimenticios,
como la fucoxantina, dado que estas algas pueden llegar a ser dominantes y han incrementado
de forma masiva en algunos sectores del Caribe (Diaz-Pulido y Garzén-Ferreira, 1997; Cuesta-
GOmez, 2009). Algunos estudios reportan que especies del género Sargassum pueden ser
usadas no sélo como una fuente natural y accesible de antioxidantes, sino también como un
agente nutracéutico (Heo et al., 2008). Se ha demostrado que la fucoxantina es un compuesto
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seguro, a la fecha no ha presentado toxicidad ni mutagenicidad en condiciones experimentales
(Peng et al., 2011; D’'Orazio et al., 2012; Rengarajan et al., 2013;). Esto demuestra, que se
necesitan estudios sobre las especies locales para desarrollar un suplemento alimenticio y

posiblemente, un agente terapéutico.

CONCLUSIONES

Las especies Sargassum filipendula y Dictyota caribaea de Santa Marta presentaron el mayor
contenido de fucoxantina que las especies de Providencia evaluadas. Por esta razén, estas
especies se constituyen como promisorias por su produccion de fucoxantina en razén a que

también son abundantes localmente.

La mezcla DCM:MeOH permitié obtener un mayor rendimiento de extracto en compracion con
MeOH, aunque este Ultimo sea generalmente el solvente mas usado para la extraccion de

pigmentos en material vegetal.

Debido a que las algas pardas del género Dictyota se encuentran abundantes en los arrecifes
del Caribe colombiano, es posible considerarlas fuentes de aprovechamiento de moléculas de

interés comercial como la fucoxantina.

RECOMENDACIONES

Para posteriores estudios enfocados en la extraccion de fucoxantina, es necesario tener en
cuenta algunos factores para evitar pérdidas de material. La extraccion debe realizarse en el
menor tiempo posible, utilizar una atmésfera de nitrégeno o argén durante todos los pasos de la
extraccion, protegerlas lo mas posible de la luz, evitar temperaturas superiores a 40°C y extraer
el agua mediante liofilizacion. Se recomienda también realizar réplicas para tener una mayor
solidez estadistica y bioensayos sobre la actividad antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria,

entre otras.

Se recomienda evaluar el rendimiento de extracto y fucoxantina usando etanol y/o fluido
supercritico. Ademas, evaluar el contenido Lobophora sp. un alga parda abundante en los

arrecifes del Caribe colombiano.
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Posteriores estudios permitiran una identificacion mas precisa de los pardmetros ambientales
responsables de estas variaciones observadas entre localidades, por lo cual se sugiere medir
pardmetros ambientales como: temperatura, luz y nutrientes. En lo posible realizar estudios

comparativos de su contenido entre épocas climaticas, de surgencia y no surgencia.
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