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Introduccion

Las algas son un grupo de organismos eucariotes que incluye formas unicelulares y
pluricelulares, microscopicas (microalgas) y macroscépicas (macroalgas). Estos organismos
pueden ocupar cualquier habitat que les ofrezca iluminacién y humedad suficientes, por lo
tanto, pueden vivir y desarrollarse en aguas dulces y muchos ambientes marinos, en suelos
humedos, en la nieve o el hielo polar (Hambright et al., 2014; Ortiz y Dodds, 2018). Este grupo
polifilético esta formado por varias lineas de evolucion paralela, solo relacionadas por ser
fotosintéticas y por la ausencia de un sistema vascular auténtico (Sharif et al., 2017; Chia et

al.,, 2018).

Las algas juegan un papel importante en la ecologia de diversos ambientes marinos. Son
fuente de alimento para una gran variedad de herbivoros y constituyen la base de la red
tréfica de estos ecosistemas (Krienitz, 2009). Las algas pueden contribuir a la formacion de
los arrecifes y sirven de habitat para invertebrados y vertebrados de importancia ecoldgica y
econdmica. Ademas, las algas pueden jugar un papel critico en la degradacién de los
arrecifes, ya que su crecimiento puede verse favorecido por condiciones ambientales
diversas compitiendo con los corales. Esto puede resultar de la sobreexplotacion de peces
herbivoros, la sobrecarga por sedimentos o un exceso en el aporte de nutrientes. Sin
embargo, el tipo de impacto que las algas tengan en los arrecifes y ecosistemas asociados
depende en gran medida de cada grupo de algas en particular (resumido en Diaz-Pulido vy

McCook, 2008; Puyana, 2018).

Las algas son un recurso alimenticio y los derivados de estas tienen una alta demanda en el
sector industrial. El cultivo de algas es una importante industria a nivel mundial con una
produccion total de 28,5 millones de toneladas en 2014 (FAO, 2016). La mayor parte de la
produccion proviene de paises asiaticos, dominados por China e Indonesia, que en conjunto
producen el 91 % de la oferta del mercado mundial (Murray et al., 2013; Pal et al., 2014; FAOQ,

2016). La industria de las algas proporciona una amplia variedad de productos alimenticios



para consumo humano. De otra parte, los ficocoloides, que son hidrocoloides derivados de
las algas, tienen gran utilidad en las industrias farmacéutica, de alimentos fertilizantes, como
aditivos para concentrados animales; asimismo, en la industria cosmética. El mercado
mundial de ficocoloides alcanzé en afios recientes aproximadamente US$1,000 millones/afio
(Kraan, 2018). Para el afio 2015, la biomasa de algas cultivada con fines de obtencion de

hidrocoloides fue de 126.000 Ton (Qin, 2018a).

Un hidrocoloide es un biopolimero que tiene la capacidad de modificar las propiedades
fisicas de los sistemas acuosos. Los ficocoloides, derivados de algas, constituyen las
categorias principales de agentes estructurantes en la industria de alimentos y desempefian
un papel critico en su elaboracion y estabilidad (White et al., 2015). Los ficocoloides son
ahora ampliamente utilizados en la industria alimentaria en procesos de espesamiento y
gelificacién de soluciones acuosas, espumas estabilizantes, emulsiones y dispersiones,
inhibicion de formacion de cristales de hielo y la liberacion controlada de sabores (Qin,

2018b).

Las interacciones de los ficocoloides con otros componentes presentes en la formulacion de
los alimentos direccionan su ensamblaje molecular sobre la estructura final de los productos
alimenticios, teniendo asi un gran impacto en la textura, aspectos nutricionales y funcionales

de los alimentos (Gao et al., 2017; Qin, 2018b).

La biomasa algal, usada como alimento o en la industria, proviene de material recolectado
del medio o cultivos. El cultivo de algas marinas se ha expandido rapidamente ya que la
demanda ha superado la oferta disponible de estos recursos. La cosecha con fines
comerciales se realiza en cerca de 50 paises, en ambos hemisferios y en todas las latitudes
(FAO, 2016). El interés en los productos derivados de macroalgas se atribuye a diversos
factores, como las necesidades terapéuticas insatisfechas, la resistencia a antibidticos o

plaguicidas, la necesidad de nuevos productos para las industrias farmacéutica, cosmética y



alimentaria y la falta de estudios quimicos y bioldgicos completos de un gran nimero de
especies (Mohamed et al.,, 2012; Andrade et al.,, 2013). De otra parte, la extincién de
especies no estudiadas ni valoradas podria causar una pérdida irreparable de compuestos
farmacéuticamente interesantes (McChesney et al., 2007). Por esta razén la investigacién en
productos derivados de macroalgas representa un enorme potencial para el descubrimiento
de nuevos compuestos con aplicaciones industriales (Colegate y Molyneux, 2008; Peng et al.,

2015).

En la actualidad se usan como alimento aproximadamente 135 especies de algas, mientras
gue por sus derivados se usan casi 86 especies (Dhargalkar y Verlecar, 2009). De todas las
especies utilizadas, 125 corresponden a algas rojas, 64 a algas pardas y 32 a algas verdes
(Dhargalkar y Verlecar, 2009). A nivel mundial se reporta produccion de algas en 50 paises,
siendo los principales productores China, Corea del Norte, Corea del Sur, Japdn, Filipinas,
Chile, Noruega, Indonesia, Estados Unidos e India (Orts et al, 2000; McHugh, 2003;
Rameshkumary Rajaram, 2019). Las algas se consideran una fuente importante de alimentos
saludables por su bajo contenido de lipidos y alta concentracion en polisacaridos, por ser
fuente de acidos grasos insaturados, vitaminas A, B1, B12, C, Dy E, riboflavina, niacina, acido
pantoténico y dacido fdlico y minerales como calcio, fosforo, sodio, yodo, potasio vy
oligoelementos (Re et al., 1999; Lordan et al., 2011; Andrade et al., 2013; Mahadevan, 2015;
Radulovich et al., 2015; Qin, 2018b)

Asimismo, las algas son fuente de compuestos con un amplio espectro de actividad bioldgica,
entre las que se destacan propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antitumorales y
antivirales (Ferraro et al., 2010; Stengel et al., 2011; Lee et al., 2013; Tanna y Mishra, 2018).
En la actualidad hay mas de 400 patentes basadas en algas marinas relacionadas con la
cosmética, biomedicina, farmacos y agentes quimioterapéuticos, entre otros (Cardozo et al.,
2007; Lordan et al., 2011; D’Orazio et al., 2012; Dawes, 2016). Comparadas con otras clases

de algas, las algas rojas son consideradas la fuente mds importante de metabolitos



bioactivos. Ademads, son una reserva alimentaria y la principal fuente de recursos de la

industria de ficocoloides (Pangestuti et al., 2011; Samarakoon et al., 2012).

En el Caribe colombiano se han reportado cerca de 600 especies de algas, las cuales
representan un 45% de las especies reportadas para todo el Atlantico occidental tropical y
subtropical (Bula-Meyer y Norris, 2001; Diaz-Pulido y Garzén-Ferreira, 2002). Ademas de un
intenso esfuerzo de investigacion local, las peculiaridades ambientales y geograficas del
Caribe colombiano, la surgencia estacional en los departamentos del Magdalena y La Guajira
y la larga historia geoldgica de la regidn son posiblemente los factores determinantes para

que exista tan alta diversidad de algas en el Caribe colombiano (Diaz-Pulido, 2000).

En contraste con los numerosos estudios sobre taxonomia y distribucién geografica del
recurso algal en Colombia (Diaz-Pulido y Diaz-Ruiz, 2003), las investigaciones sobre el uso y
el valor nutricional o industrial de las algas rojas en nuestro pais es muy escaso. Por esta
razén el grupo de Bioprospeccién y Biotecnologia de la Universidad Jorge Tadeo Lozano ha
trabajado desde el afio 2005 en la evaluacion del recurso algal en Colombia. El principio de
la bioprospecciéon consiste en buscar compuestos promisorios, producidos por
microorganismos, plantas, algas o animales, que puedan tener alguna relevancia en beneficio
de la salud y alimentacion humana o también sirvan como insumos para la industria
(Melgarejo et al., 2002). Al considerar la gran cantidad de algas que no han sido estudiadas
en las costas del Caribe colombiano, es posible suponer que alli hay una fuente de
compuestos que podrian tener alguna actividad relevante para las comunidades humanas.
Adicionalmente, el conocimiento tradicional de los pueblos, en cuanto al uso de productos
derivados de la biodiversidad, puede servir de insumo para optimizar el uso de tales recursos

(Comision colombiana del Oceano, 2014).

El objetivo general de este trabajo fue estudiar la composicion quimica de algunas algas

usadas por comunidades del Caribe colombiano con el fin de corroborar, desde una
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perspectiva cientifica, las propiedades que se les atribuyen tradicionalmente y explorar
nuevas aplicaciones de las propiedades de las algas. El presente documento esta dividido en
cuatro capitulos que representan diferentes etapas y enfoques del estudio de la composicién
y aplicaciones de algas recolectadas en el Caribe colombiano. El planteamiento y relevancia

de las preguntas de investigacién de cada capitulo se discute en la siguiente seccion.

Planteamiento del problema general y estructura del documento

Colombia reconoce que uno de sus mas grandes problemas es el bajo apoyo que recibe el
campo. Y en especial los pequefios productores de alimentos diferentes a los de exportacion
(Departamento Nacional de Planeacion, 2018). Entonces desde hace algunos afios se han
generado iniciativas para apoyar el comercio de nuevos productos. Teniendo en mente el
interés en mejorar el apoyo al campo, se han hecho reuniones con el objetivo de “ayudar a
la comercializacion de alimentos exoticos parte de la diversidad poco explorada de

Colombia” (Ministerio de Agricultura y desarrollo rural, 2015).

Yo tuve la oportunidad de asistir a una de estas reuniones y escuchar las propuestas. A partir
de esta experiencia se hizo visible para mila idea de la disciplina de bioprospeccion al servicio
de las comunidades. Inicialmente los campesinos traen sus ideas, sobre aquellas cosas que
su tierra permite producir y las complementan con un poderoso conocimiento ancestral de
como estos nuevos productos pueden beneficiar la alimentacion y salud humana

(ProColombia, 2014; ProColombia, 2015).

El problema es que sin una base cientifica que soporte la existencia de estas propiedades
benéficas, es casi imposible montar toda la red de produccién y comercio para poder apoyar
el desarrollo del campo. El conocimiento cientifico es vital para cada uno de los pasos del
proceso, empezando por la optimizacion de las condiciones de cultivo de los productos, el
transporte en las condiciones e intervalos de tiempo precisos, el control de calidad para

cumplir con las normas nacionales e internacionales (Zach et al.,, 2012), el reporte del
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contenido nutricional y de las propiedades benéficas de los productos en compatibilidad con
las regulaciones correspondientes e incluso las estrategias de publicidad del producto
(Ndraha et al,. 2017; Proexport, 2013; Kahiya, 2018; Vega, 2008; Vasconcelos et al., 2013).
Por esta razén, es evidente que los campesinos no pueden emprender estos proyectos por

si solos y tomar beneficio de las plataformas que las entidades gubernamentales facilitan.

Esto a su vez se traduce en la imposibilidad de fomentar el crecimiento y desarrollo en el
campo, y por lo tanto supone una desventaja en un pais cuya economia esta fundamentada
en este sector precisamente (Brooks, 2006). Por todo esto, me planteo la pregunta de ¢ COmo
se puede asegurar el éxito de las estrategias para impulsar el desarrollo de las comunidades
rurales, si esta no esta acoplada a un organismo que pueda proveer la base la cientifica para
apoyar el conocimiento ancestral, y por tanto impulsar el avance en cada uno de los pasos

que implica la produccion y comercializacién de un producto nuevo?

La Universidad Jorge Tadeo Lozano tiene como misidon apoyar propuestas académicas e
investigativas que permitan abordar problemas mediante soluciones con alto compromiso
social y respeto por el medio ambiente (Universidad Jorge Tadeo Lozano, 2019). Por lo
anterior, es apenas razonable imaginar a la Universidad como ese eslabodn de la cadena que
apenas esta buscando su lugar en los procesos de desarrollo econdmico del pais, y cuyo rol
es el de poner la tecnologia de Ultima generacidn y el conocimiento cientifico necesario para
apoyar a las comunidades en la buUsqueda de los argumentos necesarios para impulsar el
cultivo y comercializacion de nuevos productos naturales con propiedades favorables para
el bienestar humano. Se necesita arriesgarse con una apuesta por el conocimiento ancestral
de estas personas para emprender una investigacion que provea la evidencia cientifica para
gue el conocimiento popular, tradicionalmente confinado a la categoria del mito, se
materialice en productos con propiedades benéficas para el ser humano, como es el principal
objetivo de la bioprospeccion. Pero si este tipo de investigaciones logra encontrar principios

bioactivos, propiedades interesantes que permitan el avance de la medicina, o tecnologia,
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puede representar un marco base para fomentar el progreso de las poblaciones locales,

apoyo al campo y a la vez producir nuevos avances cientificos.

Esta investigacion se enfoca principalmente en las regiones costeras del pais en donde la
mayoria de los productos disponibles para el comercio y consumo son provenientes del mar.
Las algas son organismos generalmente ignorados en nuestro pais debido a que no se conoce
mucho de su biologia y no son un alimento popular en Sur América. Sin embargo, como se

menciond anteriormente, el interés en las macroalgas esta creciendo.

Nuestro trabajo surgio a partir del conocimiento que se obtuvo sobre el consumo de bebidas
a base de algas preparadas y consumidas por pobladores locales en la region Caribe. Estas
bebidas, particularmente en el Archipiélago de San Andrés, Providencia y Santa Catalina,
tienen un profundo arraigo cultural que se comparte con otras islas del Caribe angloparlante
(Smith, 2002). Las bebidas se consumen ocasionalmente e incluso son comercializadas en
pequefios negocios de economia informal. Dado que en otros paises el mundo, las algas
hacen parte de la dieta regular y son una importante fuente de nutrientes, surgio la pregunta
de investigacion sobre cuales son los principios activos presentes en las algas del Caribe

colombiano y cudl es el potencial energizante que a ellas se les atribuye.

Debido a la carencia en evidencia cientifica sobre los beneficios del consumo de las algas
usadas en bebidas tradicionales, un estudio detallado podria aportar un valor extra al
producto a base de algas, al asegurar al consumidor el contenido de proteina, vitaminas y
acidos grasos poliinsaturados, entre otros. Asi, las personas podrian ser conscientes del
contenido nutricional y los posibles beneficios de consumir tales bebidas. De igual forma,
esta informacion permitiria hacer una promocion del consumo de productos basados en
algas con un sustento cientifico. De alli que hayamos decidido emprender una investigacion

con este énfasis, con el animo de que los resultados que encontremos puedan servir como
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argumentos solidos en la cadena de comercializacién de nuevos alimentos obtenidos a partir

de la gran diversidad que tiene el pais.

Sin embargo, este no fue el Unico objetivo que contemplamos. La escasa caracterizacién de
compuestos derivados de algas del Caribe colombiano es un impedimento para estimar el
verdadero potencial de este recurso, bien sea como complemento de la dieta o en otras
aplicaciones. Teniendo en cuenta el énfasis del grupo de Bioprospeccion de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano, decidimos también hacer una caracterizaciéon quimica detallada en
busca de otras posibles aplicaciones de los compuestos derivados de los metabolitos
secundarios de las algas, con el objetivo de expandir los horizontes no solo en la investigacion
sino en el campo del aprovechamiento del recurso por las comunidades locales.

Por lo anterior, se trabajaron los tres ejes mas importantes de la bioprospeccién: nutricion,
salud y tecnologia. Estas subdivisiones se usaron como base para plantear las preguntas de
investigacion de cada uno de los cuatro capitulos de este documento. Las correlaciones se

muestran en el diagrama a continuacion (Diagrama 1).

Algas del Caribe Colombiano

Valoracion del recurso en beneficio de las comunidades

Carragenina
l Polimero de Ias algasrojas

Algaentera Extractos

Potencial energizante

éSon las algas un
alimento seguro para
combatir las deficiencias
nutricionalesen
Colombia?

Actividad antioxidante

¢Son los antioxidantes de
las algas compuestos con
actividad bioldgica
significativa para prevenir
enfermedades?

Presencia de Sulfatos

|

¢Es conveniente
administrar carragenina
como inmunoestimulante
paramejorar lasalud en
cultivos de peces?

Estructura reticular

|

¢Es posible disefiar un
complejo de fertilizante-
carragenina que permita
cultivos més amigables
con el medio ambiente?

1_‘_J L I ) L ' )
Algas como Fuente de Algas como Fuente de
alimento Nutracéuticos Biomateriales versatiles

Diagrama 1. Preguntas de Investigacidn en el Doctorado de la estudiante Gladys Rozo

Algas como Fuente de



El Capitulo 1 nace del potencial de las algas como energizantes reportado por las
comunidades locales, y en él se pretende describir la composicién quimica de cuatro especies
de algas recolectadas en el Caribe colombiano, evaluando si el aporte nutricional

corresponde a las necesidades nutricionales en el pais.

A partir del analisis de composicion realizado en el capitulo 1, se determind que los extractos
de alga tienen actividad antioxidante. Sin embargo, para determinar si es posible aprovechar
estas propiedades para aplicaciones en la medicina, es necesario medir si estos antioxidantes
tienen actividad bioldgica significativa. El Capitulo 2 expone la determinacion de la estructura
guimica de los compuestos con propiedades antioxidantes aislados del alga Hypnea
musciformis, junto con ensayos bioguiados que demuestran el potencial de los extractos de

alga para prevenir enfermedades.

Adicionalmente, a partir del andlisis realizado en el capitulo 1, fue posible determinar que un
gran contenido de fibra presente en el alga es debido al polimero Kappa carragenina. En el
afio 2012, como parte de investigaciones previas realizadas en nuestro laboratorio
desarrollamos un procedimiento para extraer y purificar kappa carragenina obtenida a partir
de Hypnea musciformis que dio origen a la primera patente de invencion de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano. Sin embargo, las numerosas aplicaciones de este polimero no habian
sido exploradas a profundidad. Considerando que un gran porcentaje del peso de alga
Hypnea musciformis esta dado por la presencia de este polimero, se decidid estudiar sus
propiedades quimicas en busca de potenciales aplicaciones en la tecnologia, y los resultados
de este proceso se muestran en los Capitulos 3y 4. Debido a la presencia de sulfatos en este
polimero, decidimos evaluar su aplicacién como compuesto inmunoestimulante, tratando
de encontrar una alternativa al uso de antibidticos en los cultivos de peces. El Capitulo 3
muestra el efecto de la administracion de este ficocoloide en el crecimiento y sobrevivencia
de tilapia (Oreochromis niloticus). Aprovechando la estructura reticular del polimero,

decidimos desarrollar una tecnologia que permita la liberacion gradual y controlada de
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fertilizante, para tratar de combatir las pérdidas generadas por procesos de lixiviacion y
evaporacion. El Capitulo 4, muestra los resultados obtenidos cuando se usa kappa
carragenina como biopolimero modificado para mejorar la administracién de fertilizantes en

cultivos de papa criolla, Solanum phureja, a mediana escala en la sabana de Bogota.

Esperamos que los resultados de nuestra investigacion sean puestos al servicio de los
pobladores locales y a su vez generen un referente para ampliar el interés en la investigacion
sobre las propiedades benéficas de las algas. Favoreciendo asi, la comercializacién de nuevos
productos no solo al interior de Colombia, sino también al exterior para nuevas

oportunidades para el crecimiento de nuestra economia, industria, e investigacion cientifica.
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concebidas por ellos. Esta situacion genera a su vez varios inconvenientes, es dificil identificar
el drea de experticia de cada autor, separar detalladamente los aportes individuales y
comprender las contribuciones de cada persona en el equipo de trabajo, asi como asumir
responsabilidades individuales por los contenidos consignados en cada manuscrito. En la
década de los 90 se propuso adjuntar a cada manuscrito una lista con las contribuciones de
cada autor (Venkatraman, 2010? ). Desafortunadamente, no todas las revistas publican estas
declaraciones de contribucién junto con la version final del manuscrito. Por esta razén, y con
el animo de aclarar los aportes de la estudiante doctoral en cada una de las publicaciones,
se incluye un breve resumen de las contribuciones de cada autor a cada capitulo de la Tesis

Doctoral.

Es importante reconocer y agradecer las contribuciones de los estudiantes de Pregrado y
Maestria que participaron en el desarrollo de este trabajo. El proceso de entrenamiento
realizado como parte de esta investigacion debe ser un referente positivo en los inicios de
su carrera y asi mismo, las preguntas de investigacion abordadas han despertado su
motivacion y curiosidad por la disciplina de la Bioprospeccidén combinada con los estudios en

Ciencias del Mar. Para mi como estudiante doctoral, la supervision de las tesis de estudiantes

1 Venkatraman, 2010. Conventions of Scientific Authorship. Writing Advice Non-disciplinary Science.
Science. April 16. doi:10.1126/science.caredit.a1000039
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en el inicio de sus carreras fue una manera de ejercitar habilidades comunicativas,
cognoscitivas, éticas y de liderazgo. Todo ello en total concordancia con los requerimientos
y el perfil del estudiante del programa de Doctorado en Ciencias del Mar de la Universidad

Jorge Tadeo Lozano y las otras instituciones involucradas en este programa.

Finalmente, la informacién aqui consignada debe servir también como un marco de
referencia para sefialar las areas de experticia de todos los participantes facilitando
colaboraciones futuras y nuevos proyectos. Todo esto con el danimo de fomentar la
investigacion interdisciplinar y el interés en el gran potencial presente en la diversidad de los

recursos naturales de Colombia.

Con el objetivo de determinar los sitios y la mejor época del afio para recolectar las especies
de algas estudiadas, se realizd un seguimiento durante los afios 2014 y 2015 en Santa Marta,
en salidas de campo cada tres meses, para evaluar la abundancia de las poblaciones locales
de algas en las playas de Gaira y del Aeropuerto Simon Bolivar. La recoleccion, limpieza e
identificacion de las muestras se realizd en los sitios de colecta. Las muestras fueron
recolectadas por Ramoén Alejandro Plazas (Estudiante de Pregrado de Biologia Marina,
UTADEO), mediante buceo auténomo y snorkel a 4 y 6 m de profundidad en los litorales

rocosos de las areas de estudio.

Articulo 1.
Rozo G, Rozo C, Puyana M, Ramos FA, Almonacid C, Castro H. 2019. Two compounds of the
Colombian alga Hypnea musciformis prevent human low-density lipoproteins LDLs from

oxidative damage. Journal of Functional Foods, 60: 103399. DOI: 10.1016/].jff.2019.06.001

Gladys Rozo. (Quimica, MSc, Estudiante Doctorado Ciencias del Mar)

Planteamiento y redaccion de un proyecto para disefiar y fabricar el reactor de extraccién vy

hacer los ensayos con la técnica de fluido super critico en modo dindmico. Este proyecto fue
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aprobado en la convocatoria 548-10 de la Universidad Jorge Tadeo Lozano. Asi mismo realizd
la determinacién de las condiciones de extraccion por Fluido Supercritico, polaridad del
solvente y concentracién de etanol, con base en los datos de actividad antioxidante
mostrados en el Capitulo 1 de este documento. Para este ensayo y teniendo en cuenta los
datos preliminares se seleccionaron unicamente las algas Hypnea musciformis y Gracilaria
mamillaris. Adicionalmente realizd el entrenamiento y asesoria del trabajo de tesis de

Maestria de la estudiante Monica Ospina.

Estandarizacidn de las técnicas contenido total de fenoles (TPC), decoloracion del 4cido 2,2-
azinobis-3-etil benzotiazolina- 6-sulfénico (ABTS) y formacidon de sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS). Realizacién de los ensayos de presencia de compuestos bioactivos en
las algas Hypnea musciformis y Gracilaria mamillaris en el laboratorio de Bioprospeccion de

UTADEO.

Extraccion de lipidos para ensayos e identificacion de extractos ricos en antioxidantes.

Presentacion del proyecto a los potenciales donantes (25 estudiantes del Colegio Mayor de
Cundinamarca mayores de 18 afios y 20 estudiantes de colegios distritales con acudientes,
autorizados por la Secretaria de Educacién). Se presentd la justificacion de la investigacion,
el propdsito del estudio, los riesgos asociados y la manifestacion de poder retirarse en

cualquier momento.

Verificaciéon de los requerimientos de los donantes y determinacion de los valores basales en

suero de colesterol, HDL, LDL-colesterol y triglicéridos en los laboratorios del Colegio Mayor

de Cundinamarca.
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Extraccion de LDLs y ensayos de cuantificacion de la inhibicion de la oxidacion con los 30
extractos de algas (15 de Hypnea musciformis y 15 de Gracilaria mamillaris). En el articulo

s6lo se publicaron los resultados de Hypnea musciformis.

Aislamiento y purificacion de los compuestos con actividad antioxidante usando

cromatografia Flash y HPLC.

Elucidacion estructural a partir de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear RMN vy

actividad éptica.

Procesamiento estadistico y analisis de resultados. Preparaciéon y sometimiento del
manuscrito. Correcciones al manuscrito en respuesta al concepto de los revisores

internacionales.

Rozo Claudia (Bidloga, MSc. Profesora de Catedra UTADEOQ )
Seleccién de las muestras de mejillones Perna viridis, apoyo en la extraccién de lipidos y
material necesario en los ensayos para identificar extractos ricos en antioxidantes. Soporte

en los ensayos de actividad antioxidante.

Puyana Mdnica (Biéloga Marina, PhD Oceanografia, UTADEO)

Directora Tesis. Asesoria en bioensayos. Supervision de todo el procedimiento experimental
incluyendo el aislamiento y purificacién de los compuestos con actividad antioxidante
usando cromatografia Flash y HPLC. Supervisién del analisis de resultados. Redaccién del

documento. Traduccidn y revision de estilo.

Ramos Freddy Alejandro (Quimico Dr.Sc Quimica, Universidad Nacional de Colombia)
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Soporte en el proceso de la toma de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear.
Asesoria en la elucidacion estructural de los compuestos responsables de la actividad

antioxidante y protectora de la oxidacién de LDLs.

Almonacid Urrego Carmen Cecilia (Bacteridloga, PhD en Ciencias Médicas, Colegio Mayor de
Cundinamarca)

El apoyo de la Dra. Almonacid fue fundamental para la realizacion del ensayo de oxidacién
de LDLs humanas ya que UTADEO no cuenta con la infraestructura para tomar muestras de

sangre humanas.

Asesoria en el proceso de seleccion de los donantes de LDLs humanas. Ayuda en el proceso
de toma y manipulacién de muestras para asegurar el maximo cuidado y rigor médico
requerido. Custodia de las muestras no usadas y los residuos de la extraccion de LDLs.

Redaccion y aseguramiento juridico del consentimiento informado.

Castro Henry (Grupo de investigacion en Quimica de Alimentos de la Universidad Nacional
de Colombia).
Soporte en la selecciéon de las condiciones de extraccién con fluido supercritico vy

construccion de la celda del reactor.

Adicionalmente, para la realizacién de este capitulo se conté con el apoyo de Mdnica Ospina
(Estudiante de Maestria en Quimica de la Universidad Nacional de Colombia) para la
estandarizacion de las condiciones de extraccion y obtencion de los extractos a diferentes
condiciones de presién y temperatura de las algas Hypnea musciformis y Gracilaria
mamillaris. Las muestras fueron evaluadas como antioxidantes en aceites vegetales
comestibles como parte de su trabajo de Maestria en el Laboratorio de Fluidos Supercriticos
de la Universidad Nacional bajo la direccion del Profesor Fabian Parada y la codireccion de

Gladys Rozo.
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Por su parte, Natalia Arias (Estudiante joven investigadora del grupo ECZA del Colegio Mayor
de Cundinamarca) colabord en la toma de muestras de sangre en los ensayos preliminares
para seleccionar el donante, asi como la toma de muestras del donante para posterior
extraccion de LDLs y brindd su apoyo en la verificacién de los requerimientos de los donantes
y determinacion de los valores basales en suero de colesterol, HDL, LDL-colesterol y

triglicéridos en los laboratorios del Colegio Mayor de Cundinamarca.

El Dr. Rodrigo Castrilldon (Médico UTADEO) supervisé la compra de medicamentos

restringidos.

Articulo 2.

Villamil L., Infante S., Rozo G. & Rojas J. 2019. Effect of dietary administration of kappa
carrageenan extracted from Hypnea musciformis on innate immune response, growth, and
survival of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Aquaculture International. 27, Issue 1, pp 53—

62. https://doi.org/10.1007/s10499-018-0306-7.

Luisa Villamil. (PhD Biologia Marina y acuicultura).

Concebimos y redactamos el proyecto titulado: Efecto de bacterias nativas y kappa
Carragenina como inmunomoduladores de tilapia nilética (Oreochromis niloticus). Este
proyecto fue financiado por la Universidad Jorge Tadeo Lozano, sede Santa Marta
Convocatoria 2013.

Trabajé en busqueda de bacterias nativas con actividad inmunopotenciadora para su
aplicacion en el cultivo de tilapia nildtica.

Realizé el estudio de la expresion de transferrina, interleucina 1B (IL-1 ) y hormona del

crecimiento (GH).
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Gladys Rozo (Quimica, MSc, Estudiante Doctorado Ciencias del Mar)
Planteamiento y redaccién del proyecto.
Realizé la extracciéon de kappa carragenina de alta calidad a partir de Hypnea musciformis

utilizando el método patentado? y determind las propiedades fisicoquimicas del polimero.

Realizo los ensayos de Actividad toxica y citotoxica de kappa carragenina y extractos polares
y no polares de las algas Hypnea musciformis y Gracilaria mamillaris. La actividad téxica con
ensayos de letalidad en Artemia salina y Brachionus plicatilis, la citotdxica determinada
utilizando huevos del erizo de mar Lytechinus variegatus y la hemaglutinante evaluada en
células de cordero (Ensayos por publicar).

Procesamiento estadistico y analisis de resultados. Preparaciéon y sometimiento del
manuscrito. Correcciones al manuscrito en respuesta al concepto de los revisores

internacionales.

Juliana Rojas y Sandra Infante
Estudiantes de la Universidad Jorge Tadeo Lozano colaboraron en el mantenimiento del

cultivo, el cuidado de la dieta para los peces y el estudio inmunomodulador.

Ménica Puyana (Biéloga Marina, PhD Oceanografia, UTADEO)

Directora Tesis. Asesoria en bioensayos.

Supervision del procedimiento experimental de la evaluacion de la actividad téxica con
ensayos de letalidad en Artemia salina y Brachionus plicatilis, la citotdxica determinada
utilizando huevos del erizo de mar Lytechinus variegatus y la hemaglutinante evaluada en

células de cordero en los extractos de Hypnea musciformis y Gracilaria mamillaris (Ensayos

2 Rozo, G. y Rozo, C. 2012.Procedimiento para la extraccién y purificacion de kappa carragenina obtenida de
Hypnea musciformis. Patente nimero 08043691. Certificado Numero 29475. Gazeta No 597. Colombia

23



por publicar). Supervision del anélisis de resultados. Redaccion del documento y revision de

estilo.

Los articulos presentados en los anexos 3 y 4 son el producto de la aplicacion de las algas
como fuente de biomateriales, asi el compuesto kappa carragenina extraido del alga roja
Hypnea musciformis se usé como base para la sintesis de biopolimeros capaces de retardar
la migracién de nutrientes de un fertilizante al medio. Para la financiacién, concebimos y
redactamos conjuntamente con Johanna Santamaria el proyecto titulado: Estrategias de
optimizacién en el uso de fertilizantes para el aumento de la productividad y la disminucion

del impacto ambiental; que fue financiado por Colciencias. No. 1202-669-45888.

Articulo 3.

Santamaria Vanegas J., Rozo Torres G. y Barreto Campos B. 2019. Characterization of a k-
carrageenan hydrogel and its evaluation as a coating material for fertilizers. Journal of
Polymers and the Environment. 27, Issue 4, pp 774-783 https://doi.org/10.1007/s10924-
019-01384-4

Johanna Santamaria (PhD Soil water and environmental science)
Disefio de las columnas suelo
Disefio de experimentos para las medidas de las tasas de lixiviacion de N-NH4*, P-PO473, y K*

Soporte en la siembra, seleccion y adquisicion de la semilla y mantenimiento del cultivo.

Gladys Rozo (Quimica, MSc, Estudiante Doctorado Ciencias del Mar)
Concebimos y redactamos el proyecto que financié este articulo.
Formulacién y sintesis del hidrogel de k-carragenina con alta capacidad de retencién de agua

gue reduce la lixiviacion de nutrientes del fertilizante al medio ambiente.
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Seleccién de tipos de carrageninas comerciales comparables a la extraida de Hypnea
musciformis, mediante estudios de espectroscopia infrarroja, determinacién de tamafio de
la molécula, estructura y textura del polimero.

Estudios de microscopia electronica, reologia, punto de fusién y gelificacion, propiedades
mecanicas, analisis de textura, cinética de hinchamiento y absorcion de agua en funcion de
variables fisicoquimicas.

Disefio, formulacién del recubrimiento y encapsulacion de fertilizante.

Disefio experimental para el estudio del efecto del fertilizante encapsulado en un cultivo de
papa de la especie Solanum phureja en el invernadero de la Universidad Nacional de
Colombia. Disefio y elaboracién de una sintesis a escala del fertilizante encapsulado para
aplicar a cultivos de dos hectareas.

Estudios del efecto del fertilizante encapsulado en un cultivo de papa midiendo las
propiedades fisicas y el rendimiento del cultivo.

Procesamiento estadistico y anadlisis de resultados. Preparacion y sometimiento del
manuscrito. Correcciones al manuscrito en respuesta al concepto de los revisores

internacionales.

Briyith Barreto Campos (Estudiante de pregrado)
Construccion y mantenimiento de las columnas suelo.
Colaboro en las medidas de las tasas de lixiviacion de N-NH4*, P-PO473, y K* en experimentos

con columnas de suelo en invernadero.
Ménica Puyana (Biéloga Marina, PhD Oceanografia, UTADEO)

Directora de Tesis y directora del Grupo de Bioprospeccion UTADEO. Revisién y aprobacion

de textos, para presentar en la tesis doctoral. Supervisiéon de resultados.
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Articulo 4.

Gladys Rozo, Laura Bohorgues and Johanna Santamaria. 2019. Controlled release fertilizer

encapsulated by a k-carrageenan hydrogel. Polimeros vol.29 (3). e2019033. Epub October
http://dx.doi.org/10.1590/0104-1428.02719

Gladys Rozo (Quimica, MSc, Estudiante Doctorado Ciencias del Mar)

Disefio y encapsulacion de fertilizantes para un cultivo de dos hectareas en dos fincas en la
Sabana de Bogota.

Desarrollo de nuevas capsulas de fertilizante, capaces de almacenar un alto contenido de
nutrientes, para optimizar los requerimientos del cultivo. (nuevos estudios fisicoquimicos)
Medida de la cinética de migracién de cada uno los nutrientes desde el interior de las
capsulas de fertilizante al medio.

Ensayos de liberacién de nutrientes en medio acuoso y estudio de la cinética de liberaciéon
de nutrientes en campo. Estudio y evaluacién de los modelos matematicos de cinética de
liberacion controlada de nutrientes.

Procesamiento estadistico y anadlisis de resultados. Preparacion y sometimiento del
manuscrito. Correcciones al manuscrito en respuesta al concepto de los revisores

internacionales.

Laura Bohorques (Estudiante de Pregrado)
Siembra mantenimiento del cultivo

Contribuyd en la toma de muestras para los ensayos de liberacién de fertilizante en campo.

Johanna Santamaria (PhD Soil water and environmental science)

Participd en la encapsulacion del fertilizante, toma de datos en campo y en el andlisis de

resultados.
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Médnica Puyana (Bidloga Marina, PhD Oceanografia, UTADEOQ)
Directora de Tesis y directora del Grupo de Bioprospeccion UTADEO. Revisién y aprobacion

de textos, para presentar en la tesis doctoral. Supervisién de resultados.
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Capitulo 1: Composicién quimica de algas del Caribe colombiano

1.1 Introduccion

La necesidad de encontrar y desarrollar productos para mejorar y complementar la nutricién
humana es particularmente relevante en un pais como Colombia, en el que, por ejemplo, el
54,2 % de la poblacion tiene dificultades para conseguir alimentos, la anemia en mujeres
gestantes es del 8 %, la desnutricion cronica en niflos es del 13 %y 1 de cada 4 nifios presenta
déficit de vitamina A (ICBF, 2016). En consecuencia, la poblacién colombiana podria
beneficiarse si se caracterizan y desarrollan nuevos recursos alimentarios de facil acceso,
complementarios a aquellos alimentos tradicionales. En este capitulo se reporta el hallazgo
de una amplia variedad de compuestos, con potencial importancia comercial, farmacéutica
y nutricional, provenientes de cuatro especies de algas rojas del Caribe colombiano, Hypnea

musciformis, Gracilaria mamillaris, Laurencia papillosa 'y Eucheuma isiforme.

1.2 Seleccidn y recoleccién del material

Para el estudio se recolectaron muestras de Hypnea musciformis, Gracilaria mamillaris y
Laurencia papillosa en la zona intermareal del sector del Aeropuerto de Santa Marta
(11°7'33.94" N, 74°13'58.50" W). Las muestras fueron recolectadas por el bidlogo marino
Ramodn Alejandro Plazas, bajo el “Permiso Marco de Colecta IDB 0401” (Resolucion 1271 del
23 de octubre de 2014, Ministerio de Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible), en diciembre
de 2015. De otro lado, las muestras de Eucheuma isiforme fueron donadas por la bidloga
Marina Trisha Forbes en septiembre 2016, muestras que posiblemente fueron recolectadas
en Cayo Serrana, donde los pescadores raizales las usan para preparar la bebida tradicional
denominada sea moss.

1.3 Metodologia

1.3.1 Composicidon proximal de las muestras de algas

La composicion proximal de un alimento incluye la determinacién de humedad, cenizas,

lipidos, proteinas y carbohidratos. Las proteinas, los lipidos y los carbohidratos expresados
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en porcentaje peso a peso (% p/p) contribuyen al contenido total de energia de un
organismo, mientras que el agua y las cenizas solamente contribuyen con la masa. Estos
componentes alimentarios pueden ser de interés en la industria para el desarrollo de
productos, el control de calidad o con fines reglamentarios (Parimelazhagan, 2016). Los
analisis se realizaron con los métodos oficiales analiticos adoptados por la AOAC (Association

of Official Analytical Chemists).

1.3.1.1 Determinacién enzimatica de digestibilidad y fibra dietaria

Para la determinacién enzimatica de digestibilidad vy fibra, se siguié la norma AOAC 999.43
(AOAC, 2000a) aceptada por el Codex Alimentario (Garcia et al., 2018) . Para ello se usé un
equipo Fibertec 1023. El resumen de la metodologia se muestra en la Figura 1. Para el
analisis, cada muestra de alga se secé a temperatura ambiente. Posteriormente se molié con
un procesador de alimentos y se homogenizd hasta obtener un tamafio de particula de
aproximadamente 0,3 mm. A continuacion, 1,00 g de muestra de alga se tratd con buffer a
pH 6,0, se tratd con 0,1 mL de a-amilasa termostable y se sometio a ebullicion durante 10
minutos. Posteriormente, la mezcla se dejé enfriar a temperatura ambiente y se ajusté el pH
a 7,5 con una solucién de NaOH 0,275 N. Para la hidrélisis de proteinas, se incubd la muestra
por 30 minutos a 60 °C con 5 mg de proteasa y se dejo enfriar. Luego que la muestra
alcanzara la temperatura ambiente, se afiadieron 10 mL de HCI 0,325 N para alcanzar un pH
final de 4,0-4,6. Para la hidrdlisis de carbohidratos, la muestra se incubd durante 30 minutos

a 60 °C con 0,3 ml de amiloglucosidasa.
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Figura 1. Diagrama de Flujo del Método AOAC 999.43 (AOAC, 2000a) para la determinacién de fibra dietaria
en alimentos.
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El precipitado obtenido con este procedimiento correspondié a la fibra dietaria insoluble.
Posteriormente, al filtrado se le adicionaron 280 mL de etanol al 95 % precalentado a 60 °C.

El precipitado se lavo, secd y peso, el cual correspondid a la fibra dietaria soluble.

1.3.1.2 Determinacién de humedad
La humedad se determind por secado hasta peso constante a 100 °C siguiendo el método

AOAC 925.09 (AOAC, 2010a).

1.3.1.3 Determinacion de cenizas y minerales

Las cenizas se determinaron calentando tres muestras de cada una de las especies de algas,
en una mufla a 500-550 °C, hasta peso constante, de acuerdo con el método AOAC 940.26
(AOAC, 2000b). Para el analisis de minerales se siguio el método AOAC 975.03 (AOAC, 1999).
Las muestras de cenizas fueron tratadas con HNOs, HCIO4 y agua desionizada. El contenido
mineral de las muestras digeridas se determind por espectrofotometria de absorcidn
atémica de llama en un equipo Unicam modelo 969 y [dmparas de catodo hueco para cada

elemento.

Se determiné el contenido de calcio, sodio, potasio, fosforo, magnesio y algunos minerales
traza (hierro, cobre, manganeso, zinc). Los limites de deteccién utilizados para la
cuantificacién fueron Cay Na 0,005 mg/kg; Fe, Mg, Mny Zn 0,001 mg/kg; Cuy P 0,002 mg/kg
y K0,012 mg/kg. De igual forma, se determinaron metales sin funcién biolégica conocida y
gue pueden ser considerados toxicos, cadmio, mercurio y plomo. El limite de deteccién para

cada uno de estos elementos fue de 0,002 mg/kg.
Para asegurar la precision en la medicidon, todas las lineas de calibracién tuvieron un

coeficiente de correlacién (COR?) de 0,999 o mayor y fueron construidas con un minimo de

5 puntos a la longitud de onda correspondiente de absorcién o emisién de cada elemento.
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1.3.1.4 Determinacion de proteina y andlisis cuantitativo de aminoacidos

El contenido de proteina de la muestra se determind de acuerdo con el principio del método
Kjeldahl (Método AOAC 46.10) (AOAC, 2000c). Para ello, 1,00 g de muestra se sometié a
digestidn con 15 ml de acido sulfurico concentrado. El producto resultante se diluyd y luego
se tratd con 50 ml de NaOH al 40 %. Se destilaron rapidamente los vapores de amoniaco
sobre 25 ml de acido bdrico al 4 % y se titulé con acido clorhidrico 0,2N. Para calcular el
contenido de proteina se utilizé como factor de conversion 6,25 (FAO, 1997; FAO, 2004).
Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados se expresaron en g/100

g en base seca de muestra (Bagchi, 2008; Spiller y Kritchevsky, 1975).

Para el andlisis cuantitativo de aminodacidos se usé la técnica de electroforesis capilar EC, que
permite la separacion y cuantificacidén de especies cargadas contenidas en una muestra en
solucién, de forma rapida, sensible y simple (Soga y Neiger, 2000; Segura et al., 2009; Otter,
2012).

El andlisis se llevd a cabo en el Grupo Interdisciplinario de Estudios Moleculares de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales y el Instituto de Quimica de la Universidad de Antioquia. Para
el andlisis se utilizd un sistema de electroforesis capilar (EC) Hewlett-Packard HP-CE equipado
con un detector UV-Vis de arreglo de diodos. El control del instrumento y el procesamiento

de datos fue realizado con el Software Chemstation HP-CE version A06.03.

La solucién buffer fue preparada con 20,0 mM de PDC (acido 2,6-piridin dicarboxilico) y 0,5
mM de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), el cual se utilizd para invertir el sentido del
flujo electroosmotico (EOF). El pH de este electrolito se ajustd con NaOH 1,0 M hasta un valor
de 12,3. Se usé un capilar de silice fundido de 56,0 cm de longitud total y 50,0 cm de longitud
efectiva con un voltaje de -30 KV y una temperatura de 15 °C. La deteccion fue indirecta a
350 nm con 230 nm como referencia. La muestra se inyectd a una presion de 50 mbar por

6,0 segundos; a continuacion, se inyecto solucion buffer a 50 mbar por 2,0 segundos.
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La cuantificacién de los aminodacidos se realizd por curva de calibracién. Se prepararon
estandares de aminodcidos disolviendo patrones de los mismos en una solucion de NaOH
0,1 M o en HCI 0,01 M con el fin de tener todos los aminoacidos en su forma anidnica. Se
prepard una mezcla de los 15 aminoacidos y diluciones consecutivas para obtener un

intervalo de concentraciones amplio en las curvas de calibracién.

Para el analisis, la muestra de algas secas y molidas se sometié a digestién con una mezcla
de HCly HCIO4 0,1 N, durante 10 horas. Posteriormente, se filtré con un filtro de acetato de
celulosa con tamafio de poro 0,20 mm y se aford a un volumen de 25,0 mL con agua
desionizada. La muestra se inyectd bajo las mismas condiciones de los estandares. La
identificacion de los aminodcidos se realizd comparando los tiempos de migracion de las
sefiales obtenidas para los estandares con las obtenidas para cada muestra. El analisis de

cada muestra de algas se realizo por triplicado.

1.3.1.5 Grasa total

La determinacion de grasa total se realizé siguiendo el Método AOAC 922.06 (AOAC, 2010b).
En un extractor Soxhlet, se midieron 250 mL de éter de petréleo (30-60 °C) como solvente
de extraccion y se pesaron 10,000 g + 0,001 de la muestra molida y seca. Luego de calentar
durante 3 horas se evapord el disolvente. Se dejé enfriar en desecador a temperatura

ambiente y se peso. El procedimiento fue realizado por triplicado para cada muestra de alga.

1.3.1.6 Energia contenida en algas
La energia expresada en Kilocalorias por cada 100 g se calculé considerando el contenido
calérico de proteinas, grasa y carbohidratos, segun las normas del Instituto Colombiano de

Bienestar Familiar (ICBF) (ICBF, 2005) expresadas en la ecuacion 1.

Kcal
100g

= (% proteina * 4) + (% grasa * 9) + (% carbohidratos * 4) Ecuacion. 1
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1.3.2 Determinacion de la concentracidn de acidos grasos saturados y poliinsaturados

La determinacidon cuantitativa de los acidos grasos se realizé por cromatografia de gases
segun las normas ISO 5508 (Animal and vegetable fats and oils-analysis by Gas
chromatography of methyl ester of fatty acids) e 1ISO 5509 (Animal and vegetable fats and
oils-preparation of methyl ester of fatty acids). Los datos fueron tomados en el Laboratorio

de Cromatografia de la Universidad Industrial de Santander.

Previo a la cuantificacion, los lipidos fueron extraidos utilizando el método reportado por
Erickson (1993), con algunas modificaciones. A una muestra de algas secas (5 g) se
adicionaron 10 ml de una mezcla de cloroformo y metanol 2:1. La mezcla de algas y solvente
se agitd en un vortex por aproximadamente 2 minutos y el extracto se filtré a través de papel
Whatman 41. El residuo se volvié a extraer con 5 ml de la misma mezcla de solventes durante
30 segundos y se filtré de nuevo. Los dos filtrados se agruparon y se secaron a temperatura

ambiente.

El analisis de acidos grasos se llevd a cabo mediante la cuantificacion de metil-ésteres por
Cromatografia de Gases en un equipo AT 6890N (Agilent Technologies con detector de
ionizacién por llama (CG-FID). Se usaron estandares de Supelco ™ 37. La columna empleada

en el analisis fue DB-23 (J y W Scientific, Folsom, CA, EEUU).

1.3.3 Cuantificacidn de B- Caroteno

El procedimiento experimental se basd en el método desarrollado y calibrado por Biswas et
al. (2011). Se midio la absorbancia en un espectrofotometro UV-Vis Evolution 300 Thermo
Scientific y las curvas fueron analizadas con el software Vision Pro. La concentracién se
expresd en miligramos de B-caroteno por gramo de alga seca. Se empled B-caroteno con
93% de pureza (Sigma Aldrich) como estandar externo, que absorbe en la regién del espectro

visible a una longitud de onda de 449 nm. Las concentraciones preparadas para la curva de
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calibracion fueron desde 0,5 a 4 mg/L (Curva de calibracién: y = 69,535x-0,0052; R?=0,999).

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

1.3.4 Determinacion de la actividad antioxidante
Para cada una de las muestras de las algas H. musciformis G. mamillaris L. papillosa y E.
isiforme, se prepararon dos extractos, uno en solucién acuosa (EA) y otro en solucion

etandlica, de acuerdo con la metodologia descrita por Colegate y Molyneux (2008).

1.3.4.1 Preparacion de los extractos en fase acuosa (EA) y fase etandlica (EE)

Para la preparacion del extracto acuoso (EA) se mezclaron 20 g de la muestra de algas secas
con 250 ml de agua destilada a 100 °C durante 10 horas, dicha mezcla se separd por filtracion
al vacio, se rotaevapord y se pesd. Para obtener el extracto etandlico, se sometieron a
extraccion 20 g de muestra de algas secas en 250 ml de etanol al 96 % y se agitd por 10 horas
a temperatura ambiente. La mezcla posteriormente se centrifugd, filtrd al vacio, rotaevaporo
y peso. (Hostettman et al., 2008). Los ensayos de actividad antioxidante se realizaron usando

los métodos DPPH (naa difenil-B-picrilhidrazil) y FRAP (Ferric reducing antioxidant power).

1.3.4.2 Determinacion de la actividad antioxidante con el ensayo DPPH

El método DPPH mide la desaparicion del radical DPPH a través de la disminucion del valor
de la absorbancia leida a 518 nm, (Sharma y Bhat, 2009; Marston, 2011). Para ello, se
mezclaron 3,9 mL de solucién 60uM de DPPH preparada en metanol con 0,1 mL de extractos
etandlicos o acuosos de las macroalgas a las concentraciones (0,5; 0,7; 1,4; 2,1; 8,0 y 10,0
mg/mL). Se leyd la absorbancia cada minuto durante treinta minutos y luego cada 5 minutos
durante 30 minutos o hasta que las lecturas consecutivas fueran iguales. A continuacién, se
prepararon concentraciones 1, 3, 10, 100 y 500 ppm de los antioxidantes usados como
controles positivos (Sharma y Bhat, 2009; Marston, 2011). Los antioxidante patrones fueron
los compuestos butil hidroxitolueno (BHT) (Sigma Aldrich), (+) catequina (Sigma Aldrich) y

acido ascorbico (Sigma Aldrich). Se procedié de la misma manera que con los extractos de
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algas para determinar el tiempo durante el cual el radical se mantuvo estable. La
concentracién del radical DPPH en la mezcla de reaccidn se calculd a partir de una curva de

calibracién. El porcentaje de DPPH restante (% DPPHREM) se calculé con la ecuacién 2.

[DPPH]r

* 100 Ecuacion 2
[DPPH]TO

%DPPHREM =

Donde T es el tiempo cuando se determind la absorbancia (1-60 min) y To es el tiempo cero.

1.3.4.3 Determinacion de la actividad antioxidante con el Ensayo FRAP

El método FRAP (ferric reducing antioxidant power) permite determinar la capacidad de una
sustancia para reducir el Fe (lll) a Fe (1) en una solucién. A pH &cido el Fe* se reduce a su
forma ferrosa Fe*? por la accion de los antioxidantes presentes en los extractos de algas,
desarrollando un intenso color azul que tiene una absorbancia maxima a 595 nm. El reactivo
FRAP se prepard mezclando en una solucion buffer de pH 3,6 2,5 mL del reactivo TPTZ (2,4,6-
tri (2-piridil)-s-triazina) 10 mM preparado en HCI 40 mM con 2,5 mL de solucion 20 mM de
FeCls (Pulido et al., 2000).

A 900ul del reactivo FRAP se le adicionaron 30uL de extracto antioxidante y se leyd la
absorbancia cada 15 segundos durante 30 minutos, manteniendo la temperatura de
reaccion a 37 °C. Para la cuantificacion de la actividad se realizd una curva de calibracién con
Trolox, el andlogo hidrosoluble de la vitamina E, &cido (%)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico. Los resultados se expresaron como equivalentes Trolox
(umol equiv Trolox/L). Para la curva de calibracion se prepararon soluciones etandlicas con
Trolox de concentraciones 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 750uM. Todos los reactivos
fueron marca Sigma Aldrich. El tratamiento de los datos se realizd con el paquete estadistico

R (R, 2016) y los analisis de varianza ANOVA se calcularon con un nivel de significancia p<0,05.
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1.4 Resultados y analisis

1.4.1 Cenizas en base seca y contenido de minerales

En la Tabla 1 se muestra el contenido calculado de cenizas para cada una de las algas,
teniendo en cuenta la humedad de las muestras. Las algas presentaron resultados
significativamente diferentes solo para H. musciformis y E. isiforme. El contenido de cenizas
encontrado en H. musciformis, G. mamillarisy L. papillosa fue menor que los reportados para
algas pardas como Fucus vesiculosus (30 %), Laminaria digitata, (37 %), Undaria pinnatifida
(39 %). (Rupérez, 2002; Kumar et al., 2015). Si bien las cenizas constituyen la segunda
fraccion mayoritaria después de la fibra alimentaria en casi todos los alimentos (Cofrades et
al., 2008; Gémez et al.,, 2010), no se encontraron reportes para las especies estudiadas, por
lo tanto, no se pueden comparar. Sin embargo se han estudiado algas rojas como Chondrus
crispus y Porphyra tenera que reportan contenidos de cenizas que varian entre el 21y 31 %
(Rupérez, 2002) y que son comparables a los encontrados en la presente investigacion. Por
su parte, E. isiforme presentd el menor valor de cenizas indicando un bajo contenido de

minerales.

Tabla 1. Contenido total de cenizas (porcentaje + desviacion estandar DS) en algas rojas del

Caribe colombiano

Especie % Cenizas £ DS

H. musciformis 221,39 + 0,002
G. mamillaris €20,01 £ 0,002
L. papillosa €19,25 £ 0,002
E. isiforme b1,32 + 0,002

DS: Desviacién estdndar. Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre muestras. Los datos estan
calculados con base en biomasa seca.
Las cenizas estan constituidas por los minerales presentes en la muestra, por lo tanto, un

analisis de absorcion atdomica de las cenizas nos muestra el aporte mineral de estas algas si

son consumidas en la dieta. Los resultados obtenidos del andlisis por absorcién atémica se
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muestran en la Figura 2. Se evidencia un alto contenido en hierro para H. musciformis, G.
mamillaris y L. papillosa las cuales presentaron el mayor contenido de cenizas. Estas algas

también tienen manganeso y otros elementos en menor concentracion.
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Figura 2. Contenido de minerales en algas rojas del Caribe colombiano. Contenido de
minerales expresado en mg/Kg de alga seca.

Ademas de la contribucién de los minerales que se reportan en la Figura 2, es importante
resaltar la baja concentracién de sodio que presentaron las algas analizadas (Tabla 2). El
sodio es un elemento esencial que regula el volumen de sangre, la presion arterial, el
equilibrio osmotico y el pH en el cuerpo (Saieh et al., 2015). Sin embargo, el alto consumo de
sodio es causa de hipertensidon, accidentes cerebrovasculares, cancer de estdémago,
osteoporosis y enfermedades en los rifiones (He y MacGregor, 2009). A pesar de que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda 2 g/dia como maxima ingesta de sodio
(equivalente a 5 g sal comun NaCl/dia) para adultos (WHO, 2012), en Colombia la encuesta
sobre la situacion nutricional (ENSIN) (Ministerio de proteccidon social, 2016) reporté una
ingesta promedio de 5,3 g de sodio/dia (13,7 g de NaCl/dia) en hombres y de 3,9 g de
sodio/dia (10,1 g de sal NaCl/dia) en mujeres (Ministerio de proteccion social, 2015). Por ello,

el consumo de estas algas podria suponer un beneficio en general para la salud de los
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colombianos y estaria enmarcado en la actual estrategia nacional para la reduccion del
consumo de sal NaCl/sodio como meta para el afio 2021 ( Ministerio de proteccién social,

2015).

De otra parte, la OMS recomienda aumentar la ingesta de potasio a través de los alimentos,
hasta un nivel minimo de 3,510 g de K/dia en adultos para reducir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, la encuesta ENSIN (2015) reportd que mas de un tercio de la
poblacion colombiana presenta un consumo insuficiente de frutas, verduras y legumbres,
Unicas fuentes de potasio, lo cual indica un posible desequilibrio entre los niveles de sodio y
potasio. Las directrices de la OMS sobre la disminucién del consumo de sodio no se deben
interpretar como una sugerencia de que el potasio puede sustituir al sodio, sino como una
manera de asegurar las proporciones correctas de estos dos minerales. Por ello, se debe
promover el consumo de alimentos con relaciones Na/K bajas. En este sentido se pueden
considerar las algas estudiadas como una buena fuente de sodio y potasio, que podria ser
incorporada en alimentos, tal vez a costos mas asequibles para las poblaciones del Caribe.

En las especies estudiadas, H. musciformis presentd la menor relacion Na/K (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido (promedio +0,001 DS)

de sodio (Na) y potasio (K) en algas del Caribe colombiano

Especie Na (ppm) K (ppm) Na/K
H. musciformis 8,55 0,71 12,00
G. mamillaris 8,01 0,50 16,00
L. papillosa 7,00 0,30 23,33
E. isiforme 6,30 0,20 31,50

Los valores fueron determinados por Espectrometria de Absorcion atémica.

En Asia, algas de consumo generalizado y masivo, como wakame (Undaria pinnatifida) y nori
(Pyropia y Porphyra spp.), contienen altas proporciones de sodio y potasio. Al evaluar el

efecto de la ingesta de estas algas en ratones, se reportd que estos animales mostraron
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retenciones de sodio del 60,03 % cuando fueron alimentados con wakame y 48,86 % cuando
fueron alimentados con el alga nori. En cuanto al potasio, los ratones mostraron retencion
del 38,3 % al ser alimentados con wakame y 17,51 % con nori (Urbano y Gofii, 2002). El
contenido de sodio y potasio en estas dos algas es muy alto comparado con las algas

consideradas en este estudio.

Las algas H. musciformis, G. mamillaris y L. papillosa presentaron contenidos de hierro
alrededor de 1500 mg/kg de alga, los cuales se ajustan a los valores recomendados por la
OMS segun biodisponibilidad del metal alta, media y baja (recomendado diario entre 3,5 a
20 mg de hierro) (WHO, 2012). De igual manera, las algas estudiadas mostraron tener
valores importantes de manganeso entre 12 a 25 mg/100 g de muestra. Al comparar estos
valores con tomates (0,13 mg/100 g), acelgas (28 mg/100 g) o remolachas (0,25 mg/100 g)
(ICBF, 2015), es evidente que las algas estudiadas aportarian un contenido importante de
Mn, si se incluyeran en la dieta. La OMS recomienda un consumo de 0,3-5 mg Mn/dia en
adultos, valor que podria ser facilmente suministrado por estas algas. El Mn es importante
porque regula muchas reacciones celulares incluyendo la sintesis de algunas hormonas (Keen

et al., 2013).

En la Tabla 3 se muestra el contenido global de minerales en las algas estudiadas comparado
con los denominados alimentos de origen vegetal correspondientes a tallos, hojas,
inflorescencias, bulbos, legumbres o raices de verduras, hortalizas y derivados, que son parte
de un plato principal en preparaciones que contengan sal en Colombia segun el ICBF (2015).
Para esta comparacion no se tuvo en cuenta el contenido de sodio y potasio. Las algas H.
musciformis, G. mamillaris y L. papillosa presentaron un contenido de minerales superior a
aquellos reportados por el ICBF para zanahorias, tomates, acelgas, espinacas y lechuga
romana. Solamente E. isiforme presenté un contenido menor de minerales que las verduras

y hortalizas que se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Comparacién (promedio+Ds) del contenido de minerales de las algas del
Caribe colombiano con algunas verduras y hortalizas consumidas por los hogares

colombianos y reportadas por el ICBF (2015).

Alga o alimento Contenido de minerales mg/100g
H. musciformis *236,3 +0,001
G. mamillaris *218,3+0,001
L. papillosa *163,3 DS +0,001
E. isiforme *3,1 DS +0,001
Acelga 166,9 (Fe, Ca, P)
Zanahoria 73,2 (Fe, Ca, P, Zn, Mn ,Mg)
Repollo 65,5 (Fe, Ca, P, Zn, Mn. Mg)
Tomate 506 (Fe, Ca, P)
Espinaca 181 (Fe, Ca P, Zn, Mn, Mg)
Lechuga romana 75 (Fe, Ca, P, Zn, Mn, Mg)

Los datos fueron tomados de la tabla de composicion de alimentos colombianos del ICBF

(2015). *Método de determinacion: Espectroscopia de Absorcién Atémica. Los métodos para

las determinaciones estan parcialmente descritos en el ICBF al igual que los valores de DS.
Las algas estudiadas en este trabajo supondrian un aporte importante de minerales como
Zn, Mg, Mn y S. La incorporacion de estas algas en los alimentos podria ayudar a alcanzar la

ingesta diaria recomendada de minerales esenciales, con la ventaja de ser una interesante

alternativa para la reduccion de NaCl.

Las algas pardas y rojas pueden absorber metales pesados presentes en el agua (Davis et al.,
2003), por lo cual se consideran eficientes en la remocion de metales contaminantes de
aguas y suelos (McCutcheon et al.,, 2008; Son et al.,, 2018). En las muestras de algas
estudiadas no se detectaron metales toxicos como cadmio, mercurio o plomo por encima de
los limites de deteccion para cada elemento (0,002 mg/kg). Estos valores pueden deberse a
gue las algas estudiadas se recolectaron en sitios que posiblemente no tienen la incidencia
directa de efluentes contaminados. Pero también se corrobora su interesante potencial

nutricional y sin toxicidad por metales pesados.
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1.4.2 Determinacion de digestibilidad y fibra dietaria

Segun el Comité Cientifico Asesor Sobre Nutricién (Scientific Advisory Committee on
Nutrition, 2015), no existe una definicion universal del término “fibra dietaria”. Sin embargo,
los efectos fisioldgicos que el consumo de fibra produce en un organismo, se deben a la
composicion quimica que presenta la fibra dietaria. En términos estructurales, los
polisacaridos que forman la fibra dietaria son muy diversos en estructura y tamafio. Estos
incluyen polisacaridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas que estan presentes en
las paredes celulares de las plantas. Mezclas que no son hidrolizadas por las enzimas
presentes en el tracto digestivo humano. Sin embargo, se llama fibra soluble a los
polisacaridos que tienen una mayor capacidad para interactuar con el agua y las enzimas,
para generar una fermentacién completa o parcial por bacterias residentes en el colon
(Gidley y Yakubov, 2019). Su importancia nutricional radica mas en su solubilidad relativa
gue otras propiedades fisicoquimicas de los polisacaridos (Qi y Tester, 2019). Por su parte,
la fraccién insoluble de la fibra se refiere al conjunto de compuestos que no sufren

fermentacion en el colon (Qi y Tester, 2019).

En la Figura 3 se presenta el contenido de fibra soluble e insoluble para cada una de las algas

estudiadas del Caribe colombiano.
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Figura 3. Contenido de fibra total, soluble e insoluble en algas del Caribe colombiano. Valores promedio +DS.

Para todas las algas evaluadas se determind un aporte mayor en fibra soluble respecto a la
fibrainsoluble. E. isiforme tuvo un alto contenido (91,03 %) de fibra soluble que corresponde
al polisacarido sulfatado kappa carragenina constituyente de la estructura de su pared
celular (Santos, 1989). De igual manera, H. musciformis, presentd un 45,40 % de contenido
de fibra soluble identificado también como el polisacérido sulfatado kappa carragenina (Rozo
y Rozo, 2012). Por su parte, G. mamillaris mostré un contenido de fibra de 44,14 %,
posiblemente mezclas de agaropectina y agarosa, reportadas en este género de algas
(Valiente et al., 1992). L. papillosa presentd 11 % de fibra soluble, que posiblemente
corresponde a una mezcla de los polisacaridos sulfatados kappa, iota y lambda carragenina
(Murad et al., 2017). De otra parte, en todos los casos se encontraron bajos contenidos de
fibra insoluble que en las algas corresponde a celulosa, hemicelulosa y el almiddn floridean
(Usov, 2011; Ibrahim et al., 2017). Estos resultados hacen de este grupo de algas, alimentos
prometedores para satisfacer las necesidades de fibra establecidas por la FAO (25-35 g/dia)

(FAO, 1998; Gray, 2006; FAO, 2016).

Los resultados obtenidos en este estudio son comparables aquellos reportados para otras

especies de algas. Por ejemplo, las algas con mayor contenido en fibra soluble son las algas
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rojas de los géneros Chondrus y Porphyra con 15% y 22%, respectivamente (Holdt y Kraan,
2011). Para las algas pardas se reportan valores mayores, pero teniendo en cuenta la fibra
total; por ejemplo, 58 % de fibra total en Undaria pinnatifida y 50% en Fucus vesiculosus
(Dawczynski et al., 2007). Algas de los géneros Fucus y Laminaria poseen un alto contenido
de fibra insoluble, mientras que Undaria pinnatifida (wakame) tiene alto contenido de fibra
soluble (22%) (Holdt y Kraan, 2011). Aun asi, las algas estudiadas parecen tener una mejor
relacion fibra soluble/fibra insoluble. Es interesante sefialar que Eucheuma isiforme, usada
por los raizales de la Isla de Providencia en la preparacién de bebidas, estd compuesta casi
totalmente por fibra soluble.

En la Tabla 4 se presentan los valores de fibra para algunos alimentos seleccionados de la
tabla de composicion de alimentos del ICBF. Es evidente que las algas contribuirian de una
manera importante al aporte de fibra soluble en una dieta que contemple su uso en
preparaciones alimenticias. Solamente el carurd (Phytolacca rivinoides) que tiene un
contenido de fibra del 34,8 % es comparable con las algas estudiadas. Sin embargo, el caruru
es un fruto nativo de algunos grupos indigenas del Vaupés (Rivas et al., 2010) y no es

accesible para la mayoria de la poblacion colombiana.

Tabla 4. Contenido de fibra aportado por algas en comparacion con algunos alimentos

colombianos. En las algas estudiadas se reporta (promedio+DS).

Nombre del alimento % Fibra dietaria
Espinaca* 2,6

Pulpa de mango maduro* 3,9

Asai* 22,3

Caruru (alimento nativo)* 34,8

H. musciformis 49,3 +0,26

G. mamillaris 45,7 £ 0,64

L. papillosa 16,2 + 1,05

E. isiforme 93,7+ 0,55

*Los datos fueron tomados de las tablas del ICBF, 2015. La determinacion reportada

por el ICBF es indirecta en algunos casos (diferencia de 100 del analisis proximal).
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Solamente, el fruto del asai se puede comparar con L. papillosa en términos de contenido de
fibra. Pero este fruto no es un alimento comun para el consumidor colombiano. Las frutas
suelen tener pectinas que actian como fibra; sin embargo, el valor mas alto, como el del
mango maduro (3,9 %), estd muy lejos de aquellos encontrados en las algas marinas.
Finalmente, es necesario resaltar que los polisacaridos presentes en las algas marinas, como
fibra soluble, son modificadores importantes de la digestibilidad de proteinas, acidos grasos

y minerales de la dieta (Holdt y Kraan, 2011).

1.4.3 Determinacion de proteina
Como no se dispone de informacion sobre la proteina en algas, se usé el factor de conversion
para alimentos sugerido por la FAO (FAO, 2004) y la OMS (FAO, 1997), el cual consiste en

multiplicar el contenido de nitrégeno por un Unico factor de conversion de 6,25.

En la Figura 4 se muestran los resultados del contenido de proteina en las algas estudiadas.
A excepcion de E. isiforme, que parece estar constituida de polisacaridos en su mayor parte,
en las otras tres especies, el contenido proteico se encontré alrededor del 10 %. Este valor
es comparable con los aportes de alimentos como la pasta (10 %), el maiz (8,7 %) y las arvejas
crudas (8,2 %), pero es mayor que aquellos reportados para hortalizas, verduras y derivados

con valores entre 0,5y 1,4 % (ICBF, 2015).
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Figura 4. Contenido de proteina (promedio +DS) en algas del Caribe colombiano. Los
valores son reportados en peso seco de biomasa algal.

El contenido proteico en algas rojas se ha reportado entre 10 y 47 %. La variacién en las
determinaciones estd asociada a cambios estacionales, de temperatura y el régimen mareal
(Marinho-Soriano et al., 2006; Admassu et al., 2015; Cian et al., 2015; Bleakley y Hayes,
2017). También, se encontraron algas pardas de los géneros Saccharina y Laminaria,
recolectadas en el estado Espirito Santo (Brasil), con contenidos maximos de proteina
durante los meses de febrero a mayo (Gressler et al., 2009). Una variacién similar se presenta
en especies de algas rojas recolectadas en las costas brasileras, con un maximo de contenido
de proteina en el verano y una considerable reduccién durante el invierno (Gressler et al.,
2009; Holdt vy Kraan, 2011; Ejlertsson et al.,, 2017. Los resultados que aqui se reportan
corresponden al contenido de proteina para una sola muestra, recolectada durante la época
climatica seca en el Caribe colombiano. Estudios previos han mostrado que hay variacion en

el contenido de proteina para el alga roja H. musciformis a lo largo del afio (Rozo, 2011).

1.4.4 Determinacion del contenido de aminoacidos
Debido a que el contenido real de proteina cuantificada por el método Kjeldahl puede verse
sobrestimado por la presencia de constituyentes no proteicos, como pigmentos

fotosintéticos, nitratos, nitritos, sales de amonio y acidos nucleicos (Samek et al., 2013), en
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este estudio se evalud la composicion de aminoacidos, sobre muestras hidrolizadas en cada

alga. En la Figura 5 se muestra como ejemplo el electroferograma de composicion de

aminodcidos para el alga H. musciformis.
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Figura 5. Electroferograma del hidrolizado del alga Hypnea musciformis. La cuantificacion de aminoacidos
se realizd por curva de calibracién, con estandares disueltos en NaOH 0,1 M o en HCI 0,01 M.

Los contenidos de aminodcidos esenciales presentes en las cuatro algas estudiadas se
muestran en la Figura 6. Alli se aprecia que las proteinas en H. musciformis estan
enriquecidas en aminodacidos como serina, acido aspartico, acido glutamico y el aminodcido
esencial treonina. En G. mamillaris, L. papillosa y E. isiforme se presentan los mismos
aminodacidos, a excepcion de treonina. De nuevo, la especie con menor aporte de

aminoacidos fue E. isiforme.

Los resultados obtenidos son similares a los reportados para las algas rojas G. domingensis

G., birdiae, L. filiformis y L. intricata recolectadas en Brasil (Gressler et al., 2010).
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Figura 6. Aminoacidos presentes en las algas recolectadas en el Caribe colombiano (promedio + DS). Los
resultados se expresan en peso seco de las muestras. (FAO/IZINCG, 2018).

La calidad nutricional de una proteina esta determinada por el contenido vy la disponibilidad
de los aminodcidos esenciales. Por esta razén se calculé el perfil de aminodcidos en las algas

estudiadas. En la Tabla 5 se aprecia el aporte de aminoacidos por especie de alga.

Tabla 5. Aporte de aminodacidos de macroalgas recolectadas en el Caribe colombiano.

Especie % Aminodcidos % Aminodcidos NO % Aminodcidos
esenciales esenciales condicionales

H. musciformis 76,5 1,2 22,3

G. mamillaris 52,9 2,7 44 .4

L. papillosa 52,1 4,6 43,3

E. isiforme 27,0 28,7 443

Aminoacidos esenciales: aquellos para los cuales existe una imposibilidad quimica para su biosintesis.
Aminodcidos no esenciales: se pueden sintetizar bioquimicamente. Aminodcidos condicionales: solamente
son esenciales en momentos de estrés celular (Greenfield y Southgate 2006; Sareen et al., 2018).

De acuerdo con los resultados obtenidos, las algas H. musciformis, G. mamillaris y L. papillosa
contienen un mayor porcentaje de aminoacidos esenciales en comparacién con E. isiforme,
aunque esta Ultima estd enriquecida en aminoacidos condicionales. Estos resultados son

comparables con los de Gresslet et al. (2009) para algas de los géneros Gracilaria 'y Laurencia,
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recolectadas en las costas brasileras, en las cuales 50% de los aminodcidos presentes
corresponden a aminodacidos esenciales. De igual manera, los hallazgos del presente estudio
son semejantes a valores reportados para 17 especies de algas rojas recolectadas en Japon,
Corea y China (61-64 % de aminoacidos esenciales) y mayores que aquellos reportados para

17 especies de algas pardas (31-40 % de aminoacidos esenciales) (Dawczynski et al., 2007).

La composicion de aminodcidos de G. mamillaris y L. papillosa presentd resultados muy
parecidos a aquellos reportados para estas especies recolectadas en las costas brasilefias en
el aflo 2007, las cuales en su momento se propusieron como una alternativa de acuicultura

en paises tropicales y subtropicales (Gressler et al., 2009).

El porcentaje de aminoacidos esenciales de H. musciformis esta altamente influenciado por
el contenido de treonina. La treonina es un aminoacido esencial para el desarrollo de los
leucocitos, previene la apoptosis y promueve la produccién de anticuerpos. Se ha
demostrado que alimentos enriquecidos con treonina hacen que aumente la sintesis de
inmunoglobulinas I1gG, IgA e IgAs (Malinovsky, 2017). Este aminodcido se puede encontrar
en altas concentraciones en la carne magra (2244 mg), el pescado (800 y 6500 mg) y el pavo
(1090 mg). Los requerimientos nutricionales de treonina para un adulto son 27 mg/Kg de
peso por dia (Herndndez-Triana, 2012). Estos valores indican que H. musciformis podria suplir

los requerimientos diarios de treonina de un adulto.

Es importante resaltar que H. musciformis presenté la mayor cantidad de aminodcidos por
gramo de proteina comparada con las otras especies estudiadas. Respecto a los aminodacidos
presentes en verduras u hortalizas de consumo regular en Colombia, no se puede establecer
ninguna relacion porque en la tabla de composicion de alimentos del ICBF no se reportan
datos. Sin embargo, si se observa el contenido de aminoacidos en avena molida nacional, se
puede concluir que el alga roja H. musciformis tiene una concentracion mayor en cada uno

de estos componentes, pero desde luego, la avena tiene 4 aminoacidos adicionales (Figura

49



7). En todo caso, se pueden proponer las algas rojas estudiadas como una fuente importante

de aminoacidos.
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Figura 7. Contenido de aminoacidos de algas rojas del Caribe colombiano comprados con el contenido de
aminoacidos en avena molida nacional. Datos de la avena tomados de la tabla de composicion de alimentos del
ICBF (ICBF,2015). H. musciformis presentd la mayor concentracion de aminoacidos respecto a las algas
estudiadas.

1.4.5 Composicién proximal y valor caldrico de las algas rojas del caribe colombiano
Con el propdsito de completar el conocimiento cientifico sobre la composicion nutricional
de las algas rojas presentes en el Caribe colombiano, se determind la composicién proximal

de las algas rojas H. musciformis, G. mamillaris, L. papillosa y E. isiforme.

En la Figura 8A se aprecian los resultados obtenidos para carbohidratos totales que incluyen
la fibra digerible y no digerible. Los resultados no mostraron diferencias considerables entre
H. musciformis y G. mamillaris, mientras que en E. isiforme el contenido de carbohidratos
supero el 90% del peso del alga. En algunas investigaciones se reportan contenidos de
carbohidratos entre 29-75 % en algas rojas y pardas comestibles de la costa espafiola (Wong

et al., 2000; Diaz-Rubio et al., 2009; Gémez-Orddfiez et al., 2010). Estos valores tan variables
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estan relacionados con las condiciones de crecimiento, factores climaticos y salinidad del

medio donde crecen las algas (Rajauria et al., 2015).

El contenido de grasa en las algas estudiadas (Figura 8 B) no superd el 2 % en peso seco, lo

cual indica que estas algas no se consideran alimentos de alto contenido caldrico.

“ 100
i)
@ 2.0
© 80 @
< w
8 T 15
=3 60 o
(SIS 3=
v & 8 10

3 o a
o= 40 TR
© S
g 20 s 05 .
5 [] 7
)

0 0.0
H. musciformis  G. mamillaris L. papillosa E. isiforme H. musciformis  G. mamillaris L. papillosa E. isiforme
Especie Alga Especie Alga
A B

Figura 8. Contenido de carbohidratos totales y grasa en algas rojas (promediotDS). A. Contenido de
carbohidratos totales determinados por el método AOAC 999.43. B. Contenido de grasas extraidas con el
método AOAC 920.85 (AOAC, 2010c). Los valores fueron calculados en base seca.

Los contenidos de fase lipidica o grasa en otros alimentos y para algunas algas se muestran
en la Tabla 6. Se puede apreciar que las algas recolectadas en el Caribe presentaron mas
grasa que las hortalizas y verduras, con valores mas cercanos a las frutas. Para hacer la
comparacién se selecciond la espinaca como ejemplo de hortalizas y verduras y algunas
frutas con contenido medio de grasa que aparecen en la tabla de composicién de alimentos

del ICBF.
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Tabla 6. Comparacion del contenido de grasa en algas recolectadas en el Caribe colombiano

con otras especies de algas, asi como hortalizas y frutas, segin el ICBF.

Contenido de grasa

Especie (% promedio p/p) £DS Referencias

H. musciformis 1.8+0.05 Presente estudio

G. mamillaris 1.1+0.04 Presente estudio

L. papillosa 1.5+0.07 Presente estudio

E. isiforme 0.4740.047 Presente estudio

G. domingensis 1.3+0.1 Gressler et al. (2009)
G. cervicornis 0.4240.05 Marinho-Soriano et al. (2006)
G. birdiae 1.310.1 Gressler et al. (2009)
L. filiformis 6.240.2 Gressler et al. (2009)
L. intricata 1.1+0.0 Gressler et al. (2009)
Espinaca 0.2+0.1 ICBF (2015)
mangostino 2.610.1 ICBF (2015)

ciruela 1.840.1 ICBF (2015)

Arazd 1.240.1 ICBF (2015)
Granadilla madura 1.610.1 ICBF (2015)

DS. Desviacion estandar

Con los valores de proteina, grasa y carbohidratos se calculd el valor caldrico de las algas
estudiadas, los cuales se muestran en la Figura 9. Las verduras, hortalizas y derivados tienen
aportes caldricos entre 10 a 18 Kcal/100 g. En este sentido, L. papillosa mostrd valores
comparables con la espinaca (10 Kcal/100 g), las acelgas (13 Kcal/100 g) y los pepinos (10
Kcal/100 g). Por su parte, H. musciformis y G. mamillaris mostraron aportes mayores (25

Kcal/100 g), comparables a frutas como las fresas (25 Kcal/100 g) y las feijoas (20 Kcal/100 g)
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Figura 9. Aporte energético (promedio + DS) de las algas estudiadas en el Caribe Colombiano. Este se calculd
con base en el contenido de proteinas, grasa y carbohidratos segln las normas del Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar (ICBF) (ICBF, 2005).

Aunque las algas no se consideran alimentos con alto contenido calérico si solo se tiene en
cuenta su contenido de grasa, el alto contenido de carbohidratos de E. isiforme (93 %p/p), la
hace comparable con la harina de trigo (343 Kcal/100 g), el maiz amarillo (376 Kcal/100 g) o
la avena 371 Kcal/100 g y por lo tanto puede ser considerada un alimento calérico (Aporte
387,1 Kcal/100 g). Todos los datos usados como referencia fueron tomados de las tablas

nutricionales del ICBF (ICBF, 2015).

En la Figura 10 se muestra la composicién proximal de algas del Caribe colombiano. Esta
grafica consiste en un resumen de los datos analizados y se considera un insumo muy
importante para el desarrollo de las tablas de composicion de alimentos, asi como la

evaluacién de la oferta de alimentos del pais.
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Figura 10. Composicién proximal de algas del Caribe colombiano. La composicién se
reporta de acuerdo con las bases de datos globales establecidas por la FAO
(FAO/INFOODS Databases, 2017)

En la Figura 10 se aprecia el importante aporte de las algas como fuente de carbohidratos,
compuestos en su mayor parte por fibra soluble, con una porcién considerable de proteina,
asi como un bajo contenido en grasa. Esto permite proponer a estas algas como una fuente
importante de alimentos que podrian conducir a un cambio en los habitos alimentarios de la
poblacion colombiana. Por estas propiedades, estas algas también pueden ser aprovechadas
en dietas veganas y vegetarianas o como alimentos medianamente procesados para

cualquier plato principal colombiano.

Las proteinas presentes en las algas estudiadas pueden ser un buen sustituto de los
alimentos para animales, mientras que los carbohidratos vy las fibras se pueden utilizar en el

desarrollo de productos alimenticios derivados.

Seria importante verificar el tipo de proteina presente en las algas estudiadas, ya que las
algas rojas pueden contener proteinas bioactivas especializadas Unicas. Por ejemplo, en un

analisis de 34 diferentes especies de algas rojas se encontraron aminodcidos tipo
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micosporinas (26,6 g proteina/100 g peso de alga) que presentan actividad fotoprotectora y
también se reportaron ficobiliproteinas (Dawczynski et al., 2007; Rastogi et al., 2010). De

esta forma, las algas del Caribe colombiano podrian ofrecer proteinas bioactivas.

La fibra dietaria enlas algas estudiadas se correlaciona principalmente con la presencia de
carragenina (H. musciformis, L. papillosa y E. isiforme) y agar (G. mamillaris). Estos
compuestos tienen propiedades coloidales y por lo tanto se usan en forma de extractos como
agentes espesantes y estabilizantes (Rajauria et al., 2015). Claramente las algas estudiadas
tienen multiples propiedades que pueden ser aprovechadas para enriquecer diversos
productos alimenticios. Utilizar las algas como alimento podria también potenciar el valor
alimenticio de algunas preparaciones tradicionales y ayudaria a minimizar el déficit de fibra

metabdlica en muchas personas.

De otro lado, la composicion de las algas mostrada en las Figuras 9 y 10 indica que H.
musciformis, L. papillosa y G. mamillaris contienen muy pocas calorias para ofrecer una
nutricion completa, pero son valiosas como ingredientes para complementar otros

alimentos.

1.4.6 Determinacion de la concentracidn de acidos grasos saturados y poliinsaturados

Aunque el analisis proximal tiene en cuenta solamente el valor de grasa total (extraccién
lipidica), las algas contienen otros componentes grasos, como los acidos grasos saturados y
polinsaturados, de interés y valor nutricional; por lo tanto, se realizé un analisis de la fraccion

lipidica encontrada en las algas del estudio. Los resultados se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Contenido (promedio + DS) de acidos grasos poliinsaturados PUFAs de importancia nutricional en
algas del Caribe colombiano. Acidos grasos calculados como gramos de acido por cada 100 g de extracto graso.

Segln el estudio de alimentacion y nutricion (FAO, 2012), dentro de los acidos grasos
insaturados de cadena corta, los acidos linoléico y linolénico son considerados como acidos
grasiesenciales primarios debido a que no pueden ser sintetizados por el cuerpo humano. En
las especies estudiadas se encontraron estos dos compuestos en pequefias cantidades, pero

en mayores concentraciones en E. isiforme.

Con el fin de prevenir los sintomas de deficiencia de acidos grasos esenciales, se sugiere que
2,5 % de la energia total diaria sea provista por el acido linoléico y 0,5 % del valor diario sea
suministrada por el acido linolénico (FAO, 2012). Las especies estudiadas pueden proveer los

requerimientos diarios de PUFAs para una persona adulta.

H. musciformis y L. papillosa presentaron un alto contenido de acido oleico. Este acido es el
principal acido graso monoinsaturado y estd presente también en el aceite de oliva y las
nueces, alimentos fundamentales en dietas saludables como la dieta mediterranea
(Granado-Casas y Mauricio, 2019). Se espera que en una dieta balanceada, el 20 % de la

energia total provenga de acidos grasos como el acido oleico (Palomer et al., 2018). Por lo
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anterior, se considera que las algas H. musciformis y L. papillosa pueden ser consumidas

como fuentes de este importante acido graso.

De otro lado, en la Figura 12 se muestra la composicion de la fraccién grasa en acidos
saturados. Las tres especies de algas presentaron altos contenidos de acido palmitico y otros
acidos grasos saturados en menor proporcion. Solamente el dcido miristico y el acido laurico

estuvieron cercanos al 10 % de la grasa extraida para H. musciformis y L. papillosa.

El consumo de alimentos con niveles excesivamente altos de acidos grasos saturados esta
asociado a altos niveles de colesterol en plasma y, por tanto, a mayor probabilidad de
desarrollar enfermedades cardiovasculares (Torrejéon y Uauy, 2011). Sin embargo, las algas
estudiadas presentaron altos contenidos de fibra soluble (entre 45- 90 %), que podrian
modificar la regulacion de la absorcion de los dcidos saturados disminuyendo su potencial
efecto perjudicial sobre los niveles de colesterol y de lipoproteinas de baja densidad-LDL. E.
isiforme solo presentd un bajo porcentaje de acido palmitico, aunque no aporta acidos
polinsaturados. Finalmente, en Colombia no hay hortalizas o verduras que tengan niveles de
PUFAS equivalentes a los de las algas rojas estudiadas, por ello estas algas representan una

nueva fuente de alimento nutritivo para las comunidades costeras
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Figura 12. Acidos grasos saturados presentes en algas del Caribe colombiano. Valores reportados como gramos
de acido por cada 100 g de extracto graso (promedio+DS). Los acidos grasos saturados encontrados fueron
behenico (22:0), heptadecanoico (C17:0), ldurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0) y pentadecanoico
(C15:0).

1.4.7 Determinacién de B-caroteno
Los carotenoides son pigmentos naturales lipofilicos responsables del color amarillo, naranja
o rojo de muchos alimentos vegetales y conocidos por su diversidad estructural y multiples

funciones bioldgicas (Rodriguez-Amaya, 2018).

En la Figura 13 se observa el contenido de B-caroteno en las muestras de algas rojas
estudiadas. G. mamillaris y L. papillosa presentaron las mayores concentraciones, 4,58 mg/g
de alga seca y 3,95 mg/g alga seca, respectivamente. Por su parte, E. isiforme presentd un
bajo valor de 0,1 mg/g, lo cual puede deberse a una degradacién rapida de sus pigmentos

una vez es extraida del agua y en contacto con la luz solar.
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Figura 13. Contenido de B-caroteno en las cuatro especies de algas del Caribe colombiano. Los datos estan
expresados como mg de B- caroteno por g de alga seca.

En la Tabla 7 se presentan algunos valores de B caroteno encontrados en algas rojas

comestibles y algunos vegetales reportados por el Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos USDA (UDSA, 2019).

Tabla 7. Contenido de B caroteno en algas rojas y otros alimentos

Especie

Contenido de B caroteno

Referencias

H. musciformis

G. mamillaris

L. papillosa

E. isiforme

Gracilaria corticata
Gracilaria sp.
Gracilaria changgi
Pterocladia capillacea
Espinaca

Chile rojo

broccoli

2,6340,01 mg/g
4,58+0,04 mgg
3,95+0,04 mg/g
0,10+0,01 mg/g
0,431 mg/g
0,054 mg/g
0,054 mg/g
0,07mgg

5,63 mg/100 g
0,534 mg/100 g
0,361 mg/100 g

Presente estudio
Presente estudio
Presente estudio
Presente estudio
Alves et al. (2014)
Alves et al. (2014)
Norziah y Ching (2000)
Khairy y El-Sheikh (2015)
USDA (2019)

USDA (2019)

USDA (2019)

Se mantienen las unidades reportadas en cada investigacion.
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De acuerdo con la informacién disponible, las algas estudiadas se caracterizan por un alto
contenido en [ caroteno. El ICBF expresa las unidades de medida de a y B caroteno como
equivalentes de retinol, ya que estos pigmentos se puede convertir en retinol en el cuerpo
humano (He et al., 2018). El retinol desempefia un papel fundamental en el crecimiento, la
regulacion y la diferenciacién celular (Rodriguez-Amaya, 2018). Otros carotenoides como
licopeno, luteina, zeaxantina y cantaxantina pueden también estar presentes en las algas,
pero estos no se pueden convertir en retinol en el cuerpo humano. Aun asi, estos
carotenoides pueden tener efectos bioldgicos independientes de la actividad de la vitamina

A. AUn se requieren mas estudios para evaluar esta hipotesis.
Enla Figura 14 se comparan los resultados del contenido de caroteno en las algas estudiadas
con algunos alimentos de la dieta colombiana segun la tabla de composicidn nutricional del

ICBF (ICBF, 2015).
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Figura 14. Comparacién de equivalentes de retinol aportados por las algas evaluadas y algunos alimentos de la
dieta colombiana 1 Equivalente Retinol (ER) son 6 ug de B caroteno (Sangeetha et al., 2010).
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Las algas H. musciformis, G. mamillaris y L. papillosa tienen equivalentes de retinol superiores
o0 comparables a verduras y hortalizas como como la espinaca, el pimenton y la zanahoria,
alimentos considerados en Colombia como fuentes tradicionales de vitamina A (grupo de
carotenos capaces de producir retinol). Se puede apreciar, ademas, que las algas evaluadas

presentaron 5 veces mas equivalentes de retinol que las frutas y los tomates.

El B caroteno es capaz de captar radicales libres, aceptar y donar electrones e interrumpir la
peroxidacién lipidica (Batista et al., 2009; Gupta et al., 2011; Stengel et al., 2011;
Bhuvaneswari et al., 2013; Widomska et al., 2019) Por tanto, las algas H. musciformis, G.
mamillaris y L. papillosa pueden tener actividad antioxidante. Los carotenos proporcionan
una actividad antioxidante significativa para el cuerpo humano cuando son incluidos en la

dieta (Biswas et al., 2011).

1.4.8 Determinacion de la actividad antioxidante

El ser humano constantemente busca mejorar su calidad de vida. De esta manera, hay un
gran interés por desarrollar productos que puedan retrasar los signos del envejecimiento, al
mismo tiempo alimentarse sanamente y aumentar la esperanza de vida. Para ello,
normalmente se tienen en cuenta diversos factores como la dieta, el ejercicio y el uso de

suplementos alimenticios.

Existe la hipdtesis que los antioxidantes, al ser consumidos de manera regular, protegen las
biomoléculas dentro del cuerpo de la oxidacion y por lo tanto pueden contribuir a ralentizar
la tasa de envejecimiento de las células (Massaro et al., 2019). Tanto asi, que una nueva
disciplina cientifica, conocida como estudio del estrés oxidativo, ha evolucionado a partir de
la interpretacion de los mecanismos vy la actividad redox de los antioxidantes frente a las
moléculas que se forman en las células y que no pueden ser degradas por mecanismos

endogenos en el cuerpo humano (Sies et al., 2019).
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Para la determinacion de la actividad antioxidante se prepararon dos extractos, etandlico y

en fase acuosa. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Rendimiento (promedio+DS) de los extractos etandlicos y acuosos para algas del
Caribe colombiano

Especie Rendimiento % Extracto
Etandlico Acuoso
H. musciformis 4,0£0.1 2,0+0,2
G. mamillaris 3,0+0.1 1,0+0,1
L. papillosa 3.5%0,1 1.0+0,1
E. isiforme 1,0+01 0,5+0,1

N=3. DS: Desviacion estandar.

Los rendimientos fueron mayores para todos los extractos etandlicos en comparacion con
los acuosos. Los extractos etandlicos presentaron un rendimiento superior a aquellos
obtenidos en fase acuosa. Estos datos son comparables con otros estudios, por ejemplo, en
Hypnea sp., recolectada en el golfo de Mannar en India, se presentaron rendimientos

cercanos al 4,8 % para extractos metandlicos (Chakraborty et al., 2015).

La actividad antioxidante para dichos extractos se determind mediante el ensayo DPPH,
comparando tres concentraciones de extracto de cada una de las algas 0,7, 1,4y 2,1 mg/mL.
En la Figura 14 y en la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos. La Figura 15 representa,
a manera de ejemplo, Unicamente los resultados obtenidos para H. musciformis. Sin
embargo, para todas las especies de algas y en todas las concentraciones evaluadas, se
presentd el mismo comportamiento, un rapido descenso en la concentracion de DPPH en los

primeros minutos y luego una fase en la que la concentracién de DPPH se vuelve constante.
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Figura 15. Comportamiento cinético del extracto etandlico de H. musciformis a diferentes
concentraciones por reaccion con solucion etandlica de DPPH.
Todos los extractos acuosos y etandlicos presentaron curvas de reaccion con el DPPH como
las mostradas en la Figura 15. Al aumentar la concentracién del extracto, el porcentaje de
DPPHgem aumento en los primeros 10 minutos de reaccion, pero en los Ultimos 20 minutos
la respuesta fue inversa, como se esperaba. Por ejemplo, en las concentraciones 0,7, 1,7 y
2,1 mg/ml de extracto etandlico para H. musciformis a un minuto de reaccién parece que
hay mas DPPH remanente a mayor concentracién, pero después de 30 minutos el DPPH
remanente es casi igual para todas las concentraciones (DPPH REM 90 %). Este patrdn
cinético puede deberse a que los componentes del extracto rodean el DPPH, por lo que se
crea un empaquetamiento molecular aleatorio que impide el acceso al radical DPPH en los
primeros minutos de reaccién, pero que se va perdiendo lentamente (Tian vy Schaic, 2013).
Asi después de los 16 minutos hay una neutralizacion rapida del DPHH, a todas las
concentraciones de extracto. Este patrdn cinético se presentd en todos los extractos y en
todas las muestras. Para describir el decrecimiento en el porcentaje de DPPH en el tiempo,
no es posible usar modelos lineales. Por ello se decidié comparar la concentracién de DPPH

remanente a la concentracion de saturacion (Sridhar y Charles, 2019). Asi, en la Tabla 9 se

resume el porcentaje de DPPH remante a dos concentraciones de saturacién para todas las
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especies estudiadas y se comparan con los valores obtenidos para los antioxidantes butil

hidroxi tolueno BHT, (+)-catequina y acido ascoérbico.

Tabla 9. DPPH remanente en el ensayo de actividad antioxidante a partir de extractos de

algas del Caribe colombiano comparados con patrones de reconocida actividad antioxidante.

Muestra Extracto Concentracion de %DPPHRgem
saturacién (mg/mL) DS

H. musciformis Etandlico 0,7 91,4 +0,1
G. mamillaris Etandlico 0,7 93,8 0,7
L. papillosa Etandlico 0,7 94,1+0,7
E. isiforme Etandlico 0,7 95,8 +0,7
H. musciformis Acuoso 1,4 93,0+0,3
G. mamillaris Acuoso 1,4 95,1+0,4
L. papillosa Acuoso 1,4 94,9+0,7
E. isiforme Acuoso 1,4 95,1+0,7
BHT 3,2*10°3 63,1 0,3
(+)-catequina 1,45*103 89,2 0,5
Acido ascorbico 4,0¥10° 60,0+0,3

DPPH remanente después de un minuto de reaccién a las concentraciones de saturacion de los
extractos y estandares. Con diferencias significativas para p < 0.05.

En la Tabla 9 se aprecia que el BHT presentd la capacidad antioxidante mas alta, de acuerdo
con lo esperado, dado a que esta molécula es un reconocido antioxidante sintético usado en
la industria alimentaria (Yehye et al., 2015) y se utiliz6 como control positivo. Por su parte,
el alga H. musciformis presentd los mejores valores de actividad antioxidante, tanto en el

extracto etandlico como en el extracto acuoso.

Con el propdsito de calcular la eficacia antioxidante se tomaron las curvas de cinética de
remocién de radicales, mostradas en la Figura 16, a concentraciones de 5000 ppm de los
extractos etandlicos y acuosos, esto Ultimo con el fin de encontrar la concentracion necesaria

para alcanzar el 50 % del DPPH remanente (ECsp).
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Figura 16. Comparacién de las cinéticas de reaccion de los extractos de las algas evaluadas a concentraciones
de 5000 ppm en comparacién con antioxidantes patrén. Acido ascérbico 100 ppm, BTH butil hidroxitolueno

35,7 ppm, catequina 100 ppm. EA extracto acuoso. EE extracto etandlico.

Enla Figura 16 se aprecia que a concentraciones bajas los antioxidantes patrones alcanzaron

la inhibicion de 50 % del DDPH en tiempos menores a los cinco minutos (acido ascoérbico 1

minuto, BHT 3 minutos), mientras que los extractos acuosos de algas permanecieron cerca

del 90 % de DPPH remanente por 30 minutos, aunque las concentraciones fueron 50 veces

mayores. Sin embargo, vale la pena resaltar que el extracto etandlico de H. musciformis (EE)

inhibio el DPPH mas rapidamente que la catequina (100 ppm), el cual es un compuesto

reconocido por su potencial antioxidante presente en el té, Camellia sinensis (Muzolf et al.,

2008).
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Debido a que la actividad antioxidante en los extractos acuosos fue reducida en comparacién
con los extractos etandlicos, el cdlculo de valor ECso solo se realizd para los extractos

etandlicos.

El tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario fue calculado graficamente (TECso),
y teniendo en cuenta que tanto el tiempo como la concentracion en la cual se alcanza el 50
% del DPPH remanente determinan la efectividad de un antioxidante, se calculé el pardametro

llamado eficiencia antioxidante (EA), con la ecuacion 3.

EA = L, TEC50 = Ecuacion 3
EC50

En la Tabla 10 se presentan los resultados obtenidos. Se aprecia que los valores mas altos de
actividad antioxidante fueron por supuesto, aquellos encontrados para las muestras de
antioxidantes patron con valores de EA hasta 70 veces superiores (catequina) a los obtenidos

para los extractos etandlicos de algas.

Tabla 10. Determinacion de la concentracién efectiva (ECso) para disminuir al 50 % la
concentracién inicial de DPPH vy eficiencia antioxidante (EA) para extractos etandlicos de

algas y patrones antioxidantes en un tiempo T.

Muestra Concentracién (ppm) Tiempo (min) EA
H. musciformis 5000+1,0 30+0,5 6,0%103
G. mamillaris 8000+1,5 30+0,5 3,75*107
L. papillosa 8000+1,0 340,5 4,4*1073
E. isiforme 100000+1,1 12+0,5 1,2*10%
BHT 35,710,1 410,1 0,113
(+)-catequina 60+1,0 25+0,1 0,42
Acido ascdrbico 90+0,1 1+0,1 0,011

\: 518nm. A=-0.0262 (DPPH) +0.00237. Cor?=0.998 p <0.05.n=5
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Sin embargo, los valores encontrados coincidieron con los reportados por Echavarria et al.
(2009) para extractos metandlicos de Sargassum sp. (ECso 361 ppm), Dictyota sp. (ECso 645

ppm)y Laurencia sp. (ECso 7700ppm).

A pesar, de los numerosos esfuerzos por estandarizar los cdlculos de los valores ECso a partir
de las medidas de actividad antioxidante experimentales (Kandi y Charles, 2019). La
heterogeneidad en las metodologias usadas, asi como en las unidades de los resultados,
hacen dificil la comparacion entre estudios. Adicionalmente, los resultados dependen en
gran medida de los estandares y del volumen de muestra utilizados. Por esta razon, en este
estudio se reporta la eficiencia antioxidante y se compara con patrones conocidos de
antioxidantes para que futuros estudios puedan contrastar sus resultados con los aqui

obtenidos.

H. musciformis presenté la mayor EA de las algas estudiadas y presentd una eficiencia

antioxidante tan solo 10 veces menor que la del acido ascorbico.

Para validar estos resultados se realizaron otros ensayos de actividad antioxidante, con el fin

de asegurar la calidad y cantidad de antioxidantes presentes en los extractos de algas.

Se selecciond entonces el ensayo FRAP, que permite determinar el poder de reduccion total
de una sustancia, en este caso los extractos de algas. Este analisis mide la capacidad de
reducir el Fe* a Fe™ por un donante de electrones ArOH (antioxidante), como se muestra

en la siguiente reaccién quimica:

Fe(TPTZ),"® + ArOH wmp Fe (TPTZ)2"? + [ArOHe]*
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La capacidad antioxidante se interpreta como la capacidad reductora (Ou et al., 2002). Los
resultados se aprecian en la Figura 17. Estos datos permitieron comprobar que los extractos
acuosos y etandlicos de las algas estudiadas presentaron compuestos capaces de reducir el
complejo hierro-tripiridiltriazina (Felll-TPTZ) a su forma ferrosa (Fell-TPTZ). Sin embargo, es
importante resaltar que los resultados muestran la actividad antioxidante de cualquier
sustancia con menor potencial REDOX que pueda tedricamente reducir Fe (Ill) a Fe (ll). El
potencial estdndar REDOX para la reaccién Fe (lll)/Fe (II) es de 0,77 V. Por lo tanto, estos
resultados estan influenciados por la capacidad REDOX de las sustancias presentes en los
extractos.

600
500
400
300

200

umol equv Trolox/L

100

H.musciformis G. mamillaris L. papillosa

Especie de alga roja
B FRAP EA W FRAP EE

Figura 17. Actividad antioxidante de los extractos acuosos (EA) y etandlicos (EE) de algas del Caribe
colombiano, evaluada con el ensayo FRAP. Curva de calibracién A = 0.06X - 0.00722, cor? 0.9977. Las
absorbancias (A) se leyeron a A=593nm. Estandar externo: Trolox.

De otro parte, antioxidantes presentes en los extractos que tengan cinéticas de reaccion
lentas (mayores a 30 minutos) no son detectados en este método. Pulido et al., (2000)
demostraron que algunos polifenoles como el acido cafeico, acido tanico, acido ferulico,
acido ascérbico y la quercetina, que son reconocidos antioxidantes, tienen la tendencia a
reaccionar lentamente con el complejo hierro-tripiridiltriazina (Felll-TPTZ). Esto significa que

las algas podrian tener mas compuestos antioxidantes que no fueron detectados por este
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método. El ensayo FRAP requiere un ajuste a pH bajo (3,6), por lo que se puede inhibir
significativamente la transferencia de electrones del antioxidante al ion férrico. Los
resultados de FRAP mostrados en la Figura 17 reflejan solo los antioxidantes presentes en los
extractos que reducen el ion férrico. Se requieren ensayos complementarios usando otros
métodos para predecir la capacidad antioxidante de las algas desde el punto de vista
fisioldgico y determinar el mecanismo de accién de estos antioxidantes en una célula o en

un organismo.

Sin embargo, como guia para buscar componentes con actividad antioxidante, es importante
resaltar que los extractos provenientes del alga H. musciformis presentaron por lo menos
600 veces mas capacidad reductora que las otras algas rojas, tanto para extractos acuosos

como extractos etandlicos.

1.5 Conclusiones

El presente estudio es el primer analisis detallado de las propiedades nutricionales de las
algas con historia de uso tradicional en Colombia en el marco de la bioprospeccién. Esta
aproximacion permitiria proveer a las comunidades del Caribe evidencia sobre la seguridad
y la eficacia del consumo de algas rojas, combinando los conocimientos ancestrales con la

rigurosidad cientifica.

En general, los resultaron mostraron que las algas tienen propiedades benéficas para la
nutricion. Las algas pueden ser consideradas de facil digestion debido a su alto contenido de
fibra soluble. La composicién quimica encontrada no califica a las algas estudiadas como un
alimento de alto contenido calérico, por lo que son ideales para ser incluidas en dietas para
prevenir la obesidad, las enfermedades cardiovasculares o la diabetes. Asi mismo, pueden
ser Utiles para reducir los niveles de colesterol y LDL (lipoproteinas de baja densidad) debido

a las caracteristicas de los acidos grasos poliinsaturados que contienen. A pesar de que las
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algas rojas estudiadas solo contienen alrededor de un 10 % de proteina, pueden aportar

aminodacidos esenciales a la dieta.

Las algas estudiadas en el Caribe colombiano no presentaron cantidades detectables de
metales toxicos, resultaron tener un alto contenido de minerales y podrian favorecer el
equilibrio dietario sodio-potasio. Estas algas son también fuentes de pro-retinol vy

antioxidantes.

Por lo anterior, se proponen las algas rojas estudiadas como una nueva fuente de alimentos
funcionales para la nutricion humana o la nutricion animal en zoocriaderos o granjas
acuicolas. Este conocimiento, junto con un programa de acuicultura sostenible, podria

representar una fuente alternativa de recursos para las comunidades costeras.
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Capitulo 2: Determinacidon de la estructura quimica de los compuestos con propiedades

antioxidantes aislados del alga Hypnea musciformis

2.1 Introduccion

Una vez descrita la actividad antioxidante de extractos y fracciones de las algas recolectadas
en el Caribe colombiano, en el Capitulo 1 se demostrd que los extractos etandlicos del alga
roja Hypnea musciformis presentaron la actividad antioxidante mdas promisoria. Por lo tanto,
en este capitulo se describen los compuestos responsables de la actividad antioxidante en
los extractos de H. musciformis y se evalla la habilidad de dichos extractos para prevenir la

oxidacion de las LDL humanas.

2.2 Produccién bibliografica

Los resultados de este capitulo fueron publicados en el siguiente articulo:

Rozo, G., Rozo, C, Puyana, M., Ramos, F., Castro, H. y Alomonacid, C. (2019). Two
compounds of the Colombian algae Hypnea musciformis prevent oxidative damage in
human low density lipoproteins LDLs. Journal of Functional Foods. 60 103399
https://doi.org/10.1016/].jff.2019.06.001. Scimago Journal y Country Rank Q1. Ver
Anexo 1.

2.3 Apropiacioén social y circulacion de conocimiento
Los resultados de este capitulo fueron presentados en:

Rozo, G., Rozo, C. y Puyana, M. 2018. Four species of Colombian Caribbean algae present
biological activity with potential applications in benefit of local communities.
Conferencia Mundial ALGAEUROPE 2018. Amsterdam, 4-6 de diciembre de 2018.

Abstract Book 5th Algaeurope conference pp. 291-291.

Ospina, M.Y., Rozo, G. Castro, H.I. Puyana, M. y Parada F. 2016. Supercritical extraction of a


https://doi.org/10.1016/j.jff.2019.06.001

Colombian Caribbean seaweed and its antioxidant capacity. IV Iberoamerican
Conference on Supercritical fluids. Prosciba. 28 marzo -1 abril, 2016. Valparaiso, Chile.

Presentacion oral.

Ospina, M.Y. Castro-Vargas, H., Parada-Alfonso y Rozo-Torres, G. 2014. Capacidad
reductora y contenido de fenoles de extractos de algas del Caribe colombiano
obtenidos empleando extraccidn supercritica y técnicas tradicionales. XV Congreso
Latinoamericano de Cromatografia COLACRO. Septiembre 29-octubre 3, 2014.

Presentacion oral.

Rozo Gladys, Rozo Claudia, Puyana Modnica (2013). Estudio bioguiado y caracterizacidon de
compuestos con actividad antioxidante provenientes de algas del Caribe Colombiano.
IV Congresso Latino-Americano de Biotecnologia de Algas e IV Workshop da Redealgas

Floriandpolis, Santa Catarina, 18 - 22 de noviembre de 2013, en Presentacién Oral.

2.4 Direccidn de Tesis

Tesis de maestria codirigida:
Ospina M.Y. 2016. Actividad antioxidante en aceites comestibles de extractos de algas
del Caribe colombiano obtenidos mediante extraccion supercritica. Magister en Ciencia

y Tecnologia de alimentos. Universidad Nacional de Colombia. Bogota. 138 p.
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Capitulo 3: Aplicaciones de kappa carragenina extraida del alga Hypnea musciformis

3.1 Introduccién

Un enfoque complementario para encontrar compuestos bioactivos es la realizacion de
ensayos de actividad bioldgica. Si una sustancia causa un efecto en la supervivencia general
de un organismo o células cultivadas, es posible concluir que este extracto contiene
compuestos con actividad relevante. Luego, es necesario evaluar si esta actividad tiene un
efecto potencialmente peligroso para la salud o si puede utilizarse en beneficio de los
humanos.

Dado que se encontro que el alga Hypnea musciformis esta constituida por 47 % p/p de k-
carragenina y que este compuesto tiene también aplicaciones de utilidad en la industria
alimentaria, se evalué la toxicidad de este compuesto puro.

El método establecido para hacer una extraccion eficiente de la k-carragenina se registro
mediante patente 08043691 en Colombia (Rozo y Rozo, 2012). Se usé este polimero como
una aplicacion de las propiedades de las algas en la industria de alimentos para peces. La
toxicidad fue evaluada sobre nauplios de Artemia salina y se determiné el efecto de la

administracion kappa carrragenina en el crecimiento y sobrevivencia de Tilapia.

3.2 Produccién bibliografica

Los resultados de este capitulo se publicaron en el articulo:

Villamil, L., Infante, S., Rojas, J., Rozo, G. (2019). Effect of dietary administration of kappa
carrageenan extracted from Hypnea musciformis on innate immune response, growth,
and survival of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Aquaculture International, 27(1):
53-62 doi: http://doi.org/10.1007/s1049. Scimago Journal y Country Rank Q1 ver
Anexo 2.

3.3 Apropiacion social y circulaciéon de conocimiento

Los resultados de este capitulo fueron presentados en:


http://doi.org/10.1007/s1049

Murillo 1.; Macias, M; Rozo, G., Villamil, L. 2010. Ensayos en Artemia Salina para detectar
toxicidad de kappa carragegina extraida de Hypnea musciformis. XIV Seminario
Nacional de Ciencias y Tecnologias del Mar. 19-22 de Octubre de 2010. Libro de

Restiimenes 150. Cali. Colombia.

3.4 Direccion de Tesis

Tesis de pregrado dirigidas:

Macias Vergara M.L. 2015. Evaluacion de los efectos toxicos, citotoxicos y hemaglutinantes
de las soluciones acuosas de kappa- carragenina y los extractos crudos polares y no polares
de Gracilaria mammillaris (Montagne) e Hypnea musciformis (Lamouroux) recolectadas en
Santa Marta, Caribe colombiano. Trabajo de Grado. Programa de Biologia Marina

Universidad Jorge Tadeo Lozano. Bogotd. 30 p.
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Capitulo 4: Fertilizantes de liberacidon lenta encapsulados en un biopolimero sintetizado con

kappa carragenina extraida de Hypnea musciformis

4.1 Introduccidn

Para proponer una aplicaciéon de los ficocoloides de algas en la industria agricola, se disefid
una capsula de biopolimero sintetizado a partir de kappa carragenina, que se usd para
recubrir fertilizantes NPK y permitir su liberacion controlada al suelo. Lo anterior con el
objetivo de disminuir las pérdidas de fertilizante por lixiviacién y disminuir la contaminacién
ambiental. Para evaluar su efectividad, las cdpsulas de fertilizante fueron utilizadas como
abono en un cultivo de papa criolla (Solanum phureja) en campo. Este desarrollo formd parte
del proyecto “Estrategias de optimizacién en el uso de fertilizantes para el aumento de la

III

productividad y la disminucién del impacto ambiental” financiado por Colciencias (Contrato

No. FP44842-065-2015).

4.2 Produccidn bibliografica

Los resultados de este capitulo se publicardn en los siguientes articulos:

Santamaria, J., Rozo, G. y Barreto, B. (2019) Characterization of a k-carrageenan hydrogel
and its evaluation as a coating material for fertilizers. Journal of Polymers and the
Environment, 27(4): 774-783. DOI 10.1007/s10924-019-01384- Scimago Journal y
Country Rank Q1. Ver Anexo 3.

Rozo, G., Bohorquez, L. y Santamaria, J. (2019) Controlled release fertilizer encapsulated by
k-carrageenan hydrogel. Aceptado para The journal Polimeros: Ciéncia e Tecnologia,

accepted 13 junio 2019. Scimago Journal y Country Rank Q2. ver Anexo 4.

4.3 Apropiacién social y circulacién de conocimiento

Los resultados se dieron a conocer en los siguientes eventos cientificos.

Rozo, G., Avila, K., Bohorquez, M y Santamaria, J., (2018). Sintesis de un biopolimero
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optimizado como recubrimiento de fertilizantes de eficiencia mejorada. Simposio
Nacional de Quimica Basica y Aplicada. Octubre 31 a noviembre 2 de 2018.
Universidad del Valle. Cali Colombia. Presentacién oral. Memorias del Simposio

Nacional de Quimica Basica y Aplicada 30-31 p.

4 A. Direccion de Tesis

Tesis Maestria dirigidas.
Avila Viatela J.K. 2017. Disefio de un hidrogel de kappa carragenina optimizado para el
recubrimiento de fertilizantes NPK. Maestria en Ciencias Ambientales. Universidad Jorge

Tadeo Lozano. Bogotd. 98 p.

Tesis de pregrado dirigidas:
Bohorquez Parra L.M. 2018. Cinética de liberacion de nutrientes de un fertilizante recubierto
con kappa carragenina. Tesis Licenciatura en Quimica. Universidad Distrital Francisco José de

Caldas. Bogota. 89 p.
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Discusion general

Antes de este trabajo, el conocimiento en las propiedades quimicas de las algas rojas del
Caribe era muy limitado. Sin informacién sobre estas propiedades, los potenciales beneficios
para la salud, tecnologia y bienestar humano eran inciertos. Luego de una detallada
investigacién con técnicas quimicas de alto rendimiento y un equipo interdisciplinar, hemos
propuesto a las algas rojas como una potencial fuente de alimento, nutracéuticos vy
biomateriales. Por esta razén, esperamos que el trabajo sea un marco de referencia para el
inicio de nuevas investigaciones que continten explorando el amplio potencial de las algas

rojas en el Caribe Colombiano.

A continuacién, se discute brevemente como los hallazgos de este proyecto han generado
conocimiento cientifico como soporte a los saberes ancestrales de los pobladores locales,
con el objetivo de proveer soluciones a problemas apremiantes. Asi mismo, se menciona
como nuestros resultados han abierto nuevas preguntas que podrian ser el enfoque de
futuras investigaciones en cada una de las dreas propuestas al inicio de la investigacion, es
decir la industria de alimentos, los avances en pro de la salud humana y la base de

biomateriales con diversas aplicaciones en la industria.

Algas como fuente de Alimento

La necesidad de buscar nuevas fuentes de alimento con un alto valor nutricional estd dada
por la situacion actual de sobrepoblacidon y crisis ambiental a escala global. La poblacion
mundial aumentara a 9.500 millones de habitantes para el afio 2050, lo que provocara una
demanda creciente de alimento. El cambio climatico y la escasez de agua probablemente
limitaran el rendimiento de las practicas agricolas actuales. Lo anterior, sumado a los
fendmenos de sobrepesca de los océanos y el desperdicio de material comestible de
distintos origenes (incluyendo agricultura y ganaderia) nos llevaran sin duda a una crisis

alimentaria (Pimentel y Burgess, 2018). Por lo anterior, la Unién Internacional de Ciencia y
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Tecnologia de Alimentos (IUFoST) que es la organizacién cientifica mundial que incluye
200.000 cientificos de mas de 38 paises, ha propuesto trabajar en 7 importantes objetivos
misionales. Dos de ellos corresponden a la nutricidn y la agricultura sostenible para América
Latina (Lillford et al., 2019). Los resultados de nuestro estudio se encuentran alineados con
estos dos objetivos, lo que supone una gran ventaja para nuestros pobladores locales que
pueden acceder a las algas como una estrategia para enfrentar situaciones de escasez de
comida o mala nutricion en el presente, asi como comenzar a desarrollar una cultura del
consumo de algas teniendo en cuenta el escenario de crisis alimentaria que podria darse a

futuro.

El objetivo No 1 recomienda introducir una produccién primaria mas diversa y sostenible. En
América latina la abundancia, diversidad y productividad hacen de las algas una fuente
importante de metabolitos bioldgicamente activos de origen natural. Sin embargo, el
consumo de algas no ha sido un habito que se haya expandido mas alld de las poblaciones
costeras. En contraste, para estas poblaciones, las algas han sido parte de su dieta por miles
de afios como ingrediente base de una gran variedad de recetas y bebidas que hacen parte
de las tradiciones culturales raizales del Caribe (Smith y Renard, 2002; Radulovich et
al.,2015). Por ello, nuestra explicacion para el hecho de que el uso de las algas como fuentes
de alimentos no se haya hecho mas popular, es la falta de informacién sobre su composicién,
funcionalidad y bioactividad. Este conocimiento es esencial para sugerir el consumo de estas
algas como una alternativa a fuentes de alimento tradicionales que pueden escasear.
Nuestros resultados proveen esta informacion para cuatro especies seleccionadas de
acuerdo con su amplio uso y la abundancia en nuestra Costa Caribe. Al poner este
conocimiento en manos de la poblacion, el uso de algas como fuente de alimento seguro
podria volverse mas popular, llevando a la diversificacién de la dieta en Colombia, invitando
a usar toda la biomasa de algas disponible (siempre procurando un impacto controlado y
relativamente bajo en el ecosistema), para cumplir el primer objetivo propuesto por la

[UFoST (Lillford et al., 2019)
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Pero proponer una nueva fuente de alimento no solo requiere corroborar que su valor
nutricional sea alto, sino también determinar que las proporciones de sus contenidos sean
seguras y benéficas para la salud de los consumidores. En Colombia por primera vez hemos
realizado mediciones de alto rigor cientifico para comprender la composicién quimica y el
valor nutricional de las algas rojas. Todo esto en total comunién con las exigencias del
Ministerio de proteccién social y enmarcados en el plan nacional de seguridad alimentaria y
nutricional (CISAN Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2012). De acuerdo con los
resultados de valor energético, aporte de fibra, minerales y proteina las algas estudiadas
contienen componentes que les otorgan beneficios nutricionales (minerales, aminodacidos
esenciales, dcidos grasos) y componentes estructurales de los alimentos como carbohidratos
gue proporcionan fibra soluble, proteinas y grasa. Por lo tanto, las algas rojas de las cuatro
especies estudiadas se pueden proponer como un producto alimenticio sano que cumple
con los requisitos para el equilibrio nutricional en dietas enteras bajas en grasa y altas en

fibra.

Como parte de las futuras direcciones, serd necesario establecer estrategias para que la
poblacion sin experiencia en el consumo de algas pueda integrarlas en su alimentacion no
de manera esporadica sino en una dieta saludable. Esto incluye educar en habilidades
culinarias para hacer mas popular el consumo de alga. Pero adicionalmente, incluye informar
a las comunidades locales del potencial de las algas para que ellos puedan utilizar esto como
base para poder explotar el recurso en su favor y por consiguiente en beneficio de la
economia del pais. AUn se requieren acciones para integrar los resultados cientificos con los
intereses de los pobladores locales para que el resultado sea la valoracion del recurso algal

en el Caribe colombiano.

Debido a que la biologia moderna y las técnicas multiOMICAs se desarrollan rdpidamente y
permiten contrastar la ingesta de nutrientes con las necesidades metabdlicas para la
prevencién de enfermedades (Sébédio, 2017), nuestros resultados sobre la composicién

guimica de las algas (minerales establecidos como micronutrientes, aminodacidos esenciales,
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condicionales y no esenciales, fibra, dcidos grasos saturados e insaturados, vitaminas y
antioxidantes) podrian ser combinados con ensayos de respuesta metabdlica futuros. De
esta manera seria posible explorar la liberacién de estos macro y micronutrientes en el tracto
digestivo a partir del alimento entero. Asi hemos sentado las bases para el estudio de la

respuesta metabdlica en los consumidores.

Adicionalmente, aun se requieren estudios detallados sobre la posibilidad de cultivar estas
algas asegurando un producto rico en los metabolitos secundarios que caracterizan los
fenotipos salvajes. De esta manera lograriamos la produccién de un alimento con la misma
calidad que se muestra en nuestras mediciones. Esto es importante ya que no se debe pasar
por alto el posible impacto ambiental de la extraccidn de las algas de su ecosistema. El grupo
de bioprospeccion de la Universidad Jorge Tadeo Lozano ha iniciado el establecimiento de
las primeras granjas de alguicultura para garantizar que las concentraciones de los

micronutrientes descubiertos en esta investigacion sean reproducibles.

Las muestras de Hypnea musciformis, Laurencia papillosa, Gracilaria mamillaris fueron
tomadas en la zona costera de la ciudad de Santa Marta, alli el impacto de los contaminantes
que trae el rio Magdalena y otros afluentes son de especial preocupacién, se ha encontrado
gue el aporte de sedimentos en estas aguas debido a la mala gestion de las cuencas en
nuestro pais ha perturbado los ambientes marinos, contaminandolos con metales pesados
(Tejeda-Benitez et al., 2016). Y si a esto le adicionamos, que las algas se caracterizan porque
participan en procesos de biosorcion de estos metales pesados (Cheng et al., 2019); era
necesario determinar la presencia de metales contaminantes (Cd, Hg, Pb) en las muestras
propuestas como nuevos alimentos y aunque no se encontraron concentraciones que
puedan dar una alerta de toxicidad, si esperamos que con el cultivo de las algas este aspecto
pueda ser controlado.

Realizamos ademas los ensayos de toxicidad sobre nauplios de Artemia salina y los
resultados mostraron que los extractos y fracciones del alga roja Hypnea musciformis no son

toxicos (Villamil et al 2019). De igual manera, los ensayos citotoxicos sobre el erizo Lytechinus

99



variegatusy sobre Brachionus plicatilis mostraron que los extractos y fracciones de Laurencia
papillosa, Gracilaria mamillaris y Eucheuma isiforme no presentan toxicidad significativa

(datos por publicar).

Algas como fuente de Nutracéuticos

La busqueda de compuestos funcionales naturales para ayudar a prevenir enfermedades
cronicas es una tendencia respaldada por la creciente demanda de los consumidores de
micronutrientes (Sharif y Khalid, 2018). Estos productos se consiguen en el mercado como
tabletas o liquidos, pero son muy costosos, de tal manera que para gran parte de nuestra
poblacion suelen ser inalcanzables (Shao, 2019). Sin embargo, la prevencion de
enfermedades por medio de la ingesta de productos con actividad biolégica no deja de ser
una prioridad. Considerando que la arteriosclerosis es la causa mas frecuente de muerte en
paises occidentales y que las bajas cantidades vitaminas E en la sangre estan correlacionadas
con la obesidad, la reduccién de la capacidad inmunoreguladora e incluso problemas de
salud mental (Rozo et al., 2019) y teniendo en cuenta los datos de desnutricién en Colombia
que muestran, por ejemplo, que entre 31 y el 41% de los habitantes de zonas costeras
presentan deficiencias en el consumo de vitaminas (ICBF, 2019). Uno de los intereses de
nuestro estudio fue el aislamiento y caracterizacién de compuestos bio activos en las algas

rojas del Caribe Colombiano.

En este trabajo demostramos que las algas son ricas en metabolitos secundarios cuya
bioactividad puede ser comprobada con ensayos in vitro. Por ejemplo, reportamos la
presencia de algunos compuestos que pueden tener cierto interés comercial por su
bioactividad tales como betacaroteno, los acidos grasos poliinsaturados, las proteinas, los
polisacaridos sulfatados y los compuestos fendlicos. También reportamos por primera vez la
presencia de (-)—epicatequina vy floretin en el alga Hypnea musciformis. Estos compuestos
proporcionan beneficios médicos o de salud, incluida la prevencion y el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares, porque protegen de la oxidacién LDLs humanas, entre un
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45y 63% mas que la vitamina E que es su protector natural (Rozo et al 2019). El consumo de
esta alga como complemento en la dieta puede proveer beneficios demostrados mas alla de
las funciones nutricionales basicas, a un costo mucho mas bajo que el de los suplementos

disponibles en el mercado.

Entre los nuevos retos que nuestra investigacion plantea se encuentra el tratar de asegurar
la maxima efectividad de los compuestos bioactivos extraidos de las algas en la prevencion
de enfermedades, desde diferentes perspectivas. Por ejemplo, los compuestos (-) —
epicatequina y floretin son metabolitos secundarios quimicamente reactivos, por lo cual es
probable que se descompongan, se oxiden o reaccionen durante el procesamiento de las
algas para consumirlas. Mas estudios se requieren para asegurar la proteccion vy
disponibilidad de estos micronutrientes, y determinar la vida util del producto. Es necesario
considerar este aspecto y sus implicaciones en el disefio de preparaciones con recetas

tradicionales que a la vez sean aceptadas por la poblacion.

Desde otra perspectiva, los antioxidantes en alimentos suelen presentarse en una mezcla
estable de dos o mas compuestos y crean una compleja red que puede llegar a ser
cooperativa de tal manera que los efectos antioxidantes se pueden sumar cuando se
encuentran en la misma matriz (Comert y Gokmen, 2018). Una nueva oportunidad de
investigacion es estudiar el efecto antioxidante de (-) — epicatequina y floretin puros y en un
extracto de Hypnea musciformis estandarizado, para de esta manera evaluar si existen
efectos sinérgicos en el extracto. Los andlisis realizados en este proyecto sobre el contenido
de proteinas aminodcidos, acidos grasos tienen también la intencién de establecer en futuras
investigaciones efectos antagonistas de actividad antioxidante por presencia de péptidos o
residuos de acidos grasos, como ocurre en otras matrices utilizadas como fuente de alimento

(Wangy Zhu, 2017).

En esta investigacidon presentamos la efectividad de los compuestos extraidos de las algas en
la proteccién de las LDL humanas in vitro. Sin embargo, la investigacion no se puede limitar

a los ensayos in vitro. Un estudio interdisciplinar con técnicas de biologia de vanguardia seria
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necesario para abordar el nuevo desafio que presentamos: desarrollar pruebas precisas para
medir in vivo, la funcion de los antioxidantes encontrados para tener una nocion ain mas

exacta de la efectividad y seguridad de las algas rojas propuestas como nuevos alimentos.

Aungue los alimentos nutracéuticos presentan un gran beneficio para la salud humana, no
se debe dejar de lado la importancia de la salud animal. En particular si se trata de animales
gue son cultivados o criados en granjas para el consumo. Por ello, en este trabajo evaluamos
la posibilidad de usar productos extraidos de las algas como suplemento en la nutricién de
los cultivos de peces. Encontramos que la carragenina (polisacarido sulfatado presente tanto
en Hypnea musciformis como en Eucheuma isiforme) tiene propiedades
inmunomoduladoras. Es decir, este compuesto ayuda a fortalecer el sistema inmune de
especies como la tilapia previniendo o controlando indirectamente el ataque de bacterias
que se desarrollan frecuentemente en acuicultura (Villamil et al, 2019). Los beneficios del
uso de productos naturales en este contexto son bastante significativos: por un lado, se
asegura un mayor rendimiento de los cultivos de peces a partir de la prevencion de
infecciones. Por otro lado, debido a que estos productos no actlan directamente sobre los
patégenos sino sobre el hospedero, su uso a gran escala podria aminorar el uso indebido de
antibidticos. Esto es un avance significativo para prevenir el desarrollo de resistencia por
parte de los patdgenos, lo que a su vez significa prevenir una crisis ecolédgica que podria
afectar muchas mas especies incluido el ser humano. Esta funcionalidad nos permite
también darle valor al recurso algal en Colombia. Sin embargo, nuevos estudios se requieren
para estudiar su aplicacion en el cultivo de otras especies y en la determinacion de las
cantidades y métodos de administracidon que podrian ser requeridos si esta iniciativa se aplica

a gran escala.

Algas como fuente de bio-materiales con diversas aplicaciones

La presencia de carragenina en Hypnea musciformis y Eucheuma isiforme, con valores entre

el 45% vy el 90% en peso respectivamente, me llevaron a proponer este compuesto, no

102



solamente como un aporte de fibra soluble que se podria consumir a partir de las algas en
dietas no caldricas, sino como la base de una estructura capaz de formar redes
tridimensionales reticuladas dando como resultado un polimero de consistencia gomosa de
alta flexibilidad, con la capacidad de absorber grandes cantidades de agua, biodegradable y
no toxico. Considerando ademds que poseemos una patente de procedimiento (Rozo y Rozo,
2012) que nos permite extraer de manera eficiente y pura carragenina, decidimos valorar la
viabilidad del uso de este compuesto en diversas aplicaciones. Una de las formas de evaluarlo
fue en el ensayo anteriormente descrito con efectos positivos en la industria del cultivo de

peces. Una segunda estrategia fue su implementacién en la agricultura.

Lo anterior se propuso de acuerdo con el objetivo 1 misién No 7 del IUFoST, 2019 para
Colombia: Trabajar en la investigacion y desarrollo de los cultivos basicos y rutas para
aumentar el rendimiento, con menos insumos de agua, menos fertilizantes, y menos
herbicidas con el propdsito de acercarnos a la agricultura conocida como “Smart Farming”
(Lillford et al., 2019). Por esta razén disefiamos y desarrollamos un gel hidroretenedor a base

de carragenina.

Desde finales de la década de los sesenta, se han desarrollado diferentes tipos de geles para
retener agua (Pourjavadi et al., 2004). usando diferentes monémeros (Mahdavinia et al.,
2004; Yoshimura et al., 2005; Pourjavadi et al., 2019). Realizamos dos ensayos de sintesis,
primero se obtuvo un hidrogel por copolimerizacién kappa carragenina poliacrilamida,
empleando un protocolo lo sintesis propuesto por Pourjavidi et al., (2004) y el segundo
ensayo fue una polimerizacién kappa carragenina por entrecruzamiento iénico y utilizando
glicerol como agente plastificante. Los resultados mostraron geles mas fuertes que retienen
hasta 453g de agua por gramo de gel, con una gran capacidad de absorber soluciones de LiCl,
NaCl y KCl para el copolimero con poliacrilamida. Sin embargo, el rendimiento siempre es
limitado por el uso de acrilamidas para dar forma vy fuerza al gel y debe ser combinado con
otras técnicas de aplicacion de fertilizantes, que suelen ser un problema medioambiental

porque se pierden por lixiviacién. Esto tiene un impacto negativo en el costo de
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mantenimiento del cultivo, y también en el medio ambiente. Por eso, nosotros propusimos
una matriz polimérica empleando como método de sintesis entrecruzamiento idnico y
usando glicerol como plastificante que recubre el fertilizante (NPK), para que el gel actie no
solo incrementando la retencion de agua, sino controlando la liberacion lenta de los
fertilizantes. Estos geles se fabricaron con la carragenina obtenida a partir de las algas rojas
y se optimizaron para reducir su toxicidad y maximizar su retenciéon de agua. Una vez
estudiadas las propiedades fisicas de la capsula de 1,5 cm3y 7% en peso como contenido de
NPK, se realizaron algunos ensayos previos de fertilizacion de un cultivo en invernadero. Pero
debido a que se requieren mas de 8kg de carragenina para un cultivo de una hectdrea, fue
necesario, buscar otras fuentes comerciales de carragenina; para ello se evaluaron tres tipos
de hidrogeles sintetizados a partir de tres referenciales comerciales usando el mismo
método de sintesis entrecruzamiento idnico y glicerol como plastificante. Con la muestra
comercial de carragenina (Cimpa MCH 57 22), se encontraron los mejores resultados y se
demostrd que el hidrogel sintetizado permite obtener capsulas de fertilizante NPK que
liberan los iones NOs", NHg4, PO43,.K* lentamente al medio. (Rozo et al 2019; Santamaria et al
2019). Finalmente, la efectividad de los geles producidos a partir del polimero comercial se
evalud al usarlos en un cultivo de papa criolla “Solanum phureja” variedad Colombia; ya que
la papa fue decretada como producto estratégico para la alimentacion en los préximos afios
de paises con altas poblaciones (FAO, 2008). Nuestro producto supone una buena alternativa
para mejorar las técnicas de agricultura y hacerlas mas amigables al medio ambiente. La
innovacion en la sintesis de plastificar la capsulas con glicerol dio un excelente resultado con

los agricultores porque facilita la manipulacién del gel para aplicarlo sobre el suelo.

Aun se requieren estudios que puedan ampliar nuestro conocimiento sobre la posibilidad de
escalar los procesos de extraccion de la carragenina a partir del alga y la produccién de los
geles hidroretenedores a partir de las algas rojas, para su aplicacién en grandes cultivos, sin
necesidad de usar polimeros comerciales. Esto seria una ventaja porque la carragenina que

se obtiene de Hypnea musciformis que crece en un agua calida permite preparar geles mas
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fuertes, las muestras comerciales que encontramos son generalmente mezclas kappa iota o
kappa lamda carragenina provenientes de las frias aguas Chilenas y por lo tanto son
carrageninas mas viscosas cuyos geles son menos fuertes o se requiere mayor concentracion
del compuesto paraigualar la calidad de la carragenina obtenida de Hypnea musciformis. Sin
embargo, esto también requiere una detallada investigacion sobre las condiciones de
recoleccion del alga o como ya se habia propuesto anteriormente, su cultivo, con el propdsito
de no causar un dafio en los ecosistemas marinos con la aplicacién de esta nueva tecnologia

en la agricultura.

Es una gran ventaja que nuestro producto pueda ser usado en cultivos de papa ya que, esta
se encuentra en el quinto puesto de consumo a nivel mundial, después del maiz, el trigo, el
arroz y el platano. En Colombia es generadora de empleo. De ella se abastecen industrias
como el transporte y los fertilizantes. Por eso, para Colombia con 110 mil productores de
papa, agrupados en aproximadamente 39 mil unidades productivas agropecuarias
(Departamento nacional de Planeacion y Ministerio de agricultura, 2016; SIOC, 2010), un
desarrollo que mejore la oferta del alimento y ayude a mantener al productor en el renglén
productivo primario, contribuye al favorecimiento de la seguridad alimentaria. Una
aproximacion interesante seria un proyecto para disefiar las estrategias de implementacion
de los geles hidroretenedores para poder ponerlos al servicio de los campesinos de una

manera facil, agil y efectiva.

En un cultivo de papa tradicional, aproximadamente el 20% del cultivo corresponde a la
inversion en fertilizante (Fedepapa, 2017). Nuestros resultados mostraron que el nuevo
fertilizante encapsulado sintetizado a base de carragenina no produce ningin impacto
negativo en la eficiencia del uso del nitrégeno, ni los indicadores de crecimiento y produccion
del cultivo de papa criolla (Rozo, et al 2019; Santamaria et al, 2019). Se cree que la
implementacién de nuestros hidrogeles en los cultivos reduciria los gastos en fertilizante,
dado que su aplicacidn seria mads controlada y efectiva. Los estudios preliminares de costos

de esta tecnologia muestran que si el precio de la papa se estabiliza en un maximo a la largo
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plazo, las utilidades netas retornan 2.06 veces cada afio por hectarea frente a una
fertilizacion tradicional 1.96 veces, lo que implica que la tecnologia de encapsulamiento de
fertilizante NPK en biopolimero de kappa carragenina, tiene viabilidad econdmica vy
financiera para un negocio de produccion de papa en una hectarea a largo plazo cuando los
precios de mercado son iguales o mayores al promedio anual ( datos por publicar) A futuro
seria necesario realizar un analisis de los costos de produccion y comercializacion de nuestro
producto a gran escala para poder proveer las cifras de comparacién y demostrar que es una

buena inversion para nuestros campesinos, comenzar a implementar esta nueva tecnologia.

Nuestros resultados son un aporte importante desde el uso de biopolimeros obtenidos de
algas rojas al sector agropecuario. Sin embargo, es probable que la utilidad econdmica neta
que se logra cuando se utiliza el nuevo fertilizante encapsulado, pueda aumentar si logramos
disminuir aun mas la velocidad con la que los nutrientes salen de la matriz durante las cinco
primeras semanas del ciclo productivo , para que de esta manera se logre disminuir la
cantidad de fertilizante que se agrega al cultivo, manteniendo eso si, el mismo mecanismo
de liberacién de los nutrientes del fertilizante encapsulado: modelos cinéticos de primer
orden Korsmeyer-peppas y difusion no Fickiana (Rozo et al., 2019). Esto se podria lograr
cambiando el método de entrecruzamiento del copolimero, las concentraciones de los
reactivos de sintesis, o como un nuevo desafio tecnoldgico, perfeccionando la técnica de
copolimerizar carragenina con otro biopolimero que le ayude retener los componentes por

mas tiempo.

El uso de este biopolimero presenta otras ventajas como la disminucién de la mano de obra
para el proceso de cultivo, la reduccion de la pérdida de nitrégeno por volatilizacion de
amonio, la disminucién de residuos de nitrogeno, fésforo y potasio diseminados al medio
ambiente (suelo, agua vy aire), la disminucién de los dafios de las plantulas y las semillas por
la salinidad (Datos por publicar). Seria interesante probar si estas ventajas también se
pueden aplicar a otros cultivos. O si las ventajas del polimero como tal tienen otras

aplicaciones en tecnologias para mejorar la produccién en el campo.
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Conclusion general

Nuestro trabajo es pionero en establecer un marco de referencia para la investigacién y
valoracion del potencial de las algas del Caribe Colombiano partiendo del conocimiento
ancestral. Logramos identificar diferentes aplicaciones para los productos basados en 4
especies de algas Hypnea musciformis, Laurencia papillosa, Gracilaria mamillaris y Eucheuma
isiforme, en diferentes escalas. Esto ya que estudiamos primero el alga fresca incorporada
en las bebidas tradicionales, luego determinamos las propiedades de sus extractos y de alli
logramos purificar compuestos bioactivos y polimeros versatiles. Nos fue posible caracterizar
guimicamente las principales especies de algas rojas que consumen los pobladores locales
para proponerlas como fuente de alimento. Por primera vez reportamos la presencia de dos
compuestos (-) — epicatequina y floretin en el alga Hypnea musciformis con alta actividad
antioxidante y con un potencial de proteccién de LDLs humanas ante la oxidacién que supera
en efectividad las sustancias protectoras y antioxidantes propias del cuerpo humano. Por ello
pudimos identificar y medir el valor nutracéutico de los compuestos derivados del alga y
proponemos su consumo como complemento alimenticio para prevenir enfermedades
coronarias. Resaltamos la capacidad inmunomodulatoria en peces, del polimero Kappa
carragenina extraido de Hypnea musciformis. Asi como los potenciales beneficios para la
industria y el medio ambiente de usar estos productos naturales en los cultivos de peces en
reemplazo de los antibidticos tradicionales. Finalmente, debido a que las propiedades
guimicas del polimero Kappa carragenina, le conceden una alta versatilidad, decidimos
aprovechar su estructura para disefiar un hidrogel que encapsula fertilizantes y asegura la
liberacion controlada de agua y nutrientes hacia la planta. La efectividad de este disefio fue
probada en un cultivo de papa vy tiene efectos positivos para la agricultura, ya que asegura
un buen rendimiento del cultivo con menos pérdidas en fertilizantes y a su vez constituye

una practica amigable con el medio ambiente.

Los resultados de nuestro proyecto demuestran que es valioso tomar el riesgo de emprender

una investigacion basada en el conocimiento ancestral de los pueblos nativos en Colombia.
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La busqueda de nuevos productos para mejorar el bienestar humano y la tecnologia no
puede convertirse en un escaneo incesante de cada una de las especies disponibles y mucho
menos esto es factible en un pais tan diverso como Colombia. Por el contrario, aprovechar
el conocimiento ancestral es una estrategia para agilizar el proceso de la investigacion
cientifica, direccionandolo con base en la experiencia empirica. Cuando los pueblos nativos
dicen que cierto producto tiene propiedades curativas o nutricionales, puede ser que con un
trabajo cientifico riguroso sea posible encontrar y aislar los principios activos que pueden ser
aplicados para el beneficio del ser humano. Por lo tanto, se puede invertir en investigaciones
inspiradas por el conocimiento ancestral como una estrategia para impulsar el desarrollo

tecnoldgico.

En este trabajo solo consideramos algunas especies de algas, pero es posible que el mismo
principio aplique a otros productos que se puedan aplicar al beneficio del ser humano y que
se conviertan en un apoyo tangible a las comunidades locales y a los campesinos. Esto
impulsaria también el desarrollo de las zonas no urbanas en nuestro pais. La diversidad de
productos primarios, el perfeccionamiento de técnicas para mejorar la productividad, y el
disefio de nuevos productos, son una manera de hacer mas estable y competente la
economia de nuestro pais. Esperamos que nuestros resultados sean puestos al servicio de
las comunidades y de las nuevas generaciones de investigadores para que nuevos
cuestionamientos cientificos puedan ser abordados y se reconozca a profundidad el

potencial del recurso algal en Colombia.
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