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Resumen

El patron de substitucion quimico en polisacaridos del tipo agar, a partir de
algas rojas; ha sido poco estudiado. La variacion en los niveles de metilacién y
sulfatacion, aun es desconocida.

El problema principal cuando se analizan las variaciones en los niveles de
substitucion de estos polimeros, se da en el hecho de que el agar no es un
material uniforme. Por lo tanto, un problema inmediato se presenta cuando se
manipula un polimero heterogéneo, sobretodo en el significado de las variaciones
observadas en los niveles de substitucion. Aun cuando es cierto que las
variaciones pueden deberse a diferencias en los métodos experimentales
empleados; otras posibles causas pudieran incluir: variaciones climéticas,
ambientales y de estadios de vida.

Estudios iniciales en el laboratorio, nos han permitido identificar y
cuantificar, la presencia centésimo molar de los principales substituyentes de la
Unidad D-Galactosa (6-0-metil- -D-Galactosa, 4-0-metil- -L-Galactosa) de
polisacéaridos del tipo agar obtenidos a partir de Gracilaria verrucosa.

Se describe aqui por vez primera, la presencia y el tipo de enlace de grupos
laterales (4-0-metil- -L-Galactosa) en la cadena polimérica principal de

polisacéaridos del tipo agar en Gracilaria verrucosa.

Aun mas, ahora que sabemos que substituyentes tanto 0-metil y 4-0-metil-
galactosa afectan el C-6 de las unidades D-Galactosa; hemos definido una nueva
estrategia para monitorear los eventos caracteristicos del metabolismo del agar.

Por esta razén, decidimos seguir por separado la variacion en los patrones
de substituciones de la Unidad D-Galactosa; tanto en segmentos de ejes primarios
como en ramificaciones primarias laterales de plantas nativas comparada a
muestras sometidas a condiciones controladas de crecimiento favorable y no
favorable.

De manera a obtener fracciones ricas con los 2 substituyentes de la Unidad
D-Galactosa (6-0-metil y 4-0-metil), desarrollamos un protocolo de extraccion
secuencial, que fue aplicado a muestras cultivadas y nativas. Nuestros principales

resultados fueron:



1) Un alto grado de substitucion por 4-0-metil, en polisacaridos del
tipo agar obtenidos de segmentos de ejes primarios, cultivados
bajo condiciones favorables de crecimiento.

2) Un grado de substitucion importante por 6-0-metil, en fracciones
de agar obtenidas a partir de ramificaciones primarias laterales,
cultivadas tanto en condiciones favorables como no favorables del
crecimiento.

Estos resultados sugieren que un intercambio continuo puede existir entre
las diferentes formas de las unidades D-Galactosa, durante la maduracion del
alga.

Independientemente del procedimiento exhaustivo de extraccion aplicado
en el fraccionamiento de los polimeros del tipo agar, el analisis quimico de
fracciones residuales en ejes primarios; mostraron una mayor concentracion molar
de residuos 4-0-metil-Galactosa, a diferencia de substituciones por residuos 6-0-
metil-Galactosa. De igual manera, se observo que las fracciones extraidas y
obtenidas a altas temperaturas, presentaban una concentracion molar mas
importante de este carbohidrato metilado. Esto, implicaria indudablemente, que
este substituyente metilado, forma parte de cadenas de polisacaridos neutras,

adheridas firmemente a la pared celular.



ANTECEDENTES

Recientemente la Biotecnologia se ha convertido en un dominio de la
investigacion, particularmente fecundo y portador de esperanzas. Notablemente,
se constata hoy un verdadero progreso en el conjunto de procedimientos y de
técnicas de manipulacion de organismos vivos y de sus constituyentes.

El apoyo cientifico de las biotecnologias, basado en el progreso de la
Quimica Organica, la Quimica estructural, la Q. Analitica y la Ing. Quimica; han
permitido a los diferentes sectores industriales, la ampliacion de las posibilidades
de explotacién. Por otra parte, las biotecnologias se han constituido mediante la
adquisicién de elementos fundamentales derivados de las BioCiencias (Biologia
Molecular, Fisiologia Celular, Enzimologia y Microbiologia) asi como a otras
ciencias fisicas.

El cultivo de células vegetales es una técnica nueva que permite obtener
moléculas originales con la perspectiva de acceder a su produccion industrial. En
el Campo de la Biotecnologia Marina, se logra constatar hoy, un interés particular
por el cultivo de células vegetales.

Uno de los proyectos del Equipo de Polisacéaridos Parietales de Vegetales,
es el de producir agarosa en bioreactores, mediante el cultivo de células aisladas
a partir de la macroalga roja Gracilaria verrucosa. La realizacion de este proyecto

esta condicionada por el conocimiento de la bioquimica y fisiologia de algas
enteras y de una perfecta caracterizacién de los polimeros del agar. Los trabajos
preeliminares han mostrado que la calidad del agar extraido de Gracilaria
verrucosa varia no solamente en funcién de las condiciones fisiolégicas sino
también en funcidbn de la edad y naturaleza de los tejidos del alga. Una
heterogeneidad quimica ha sido constatada y relacionada a la calidad del
ficocoloide.

Dichas consideraciones nos han llevado a establecer una estrategia de
estudio que permitiese explicar dicha heterogeneidad quimica del agar de

Gracilaria verrucosa en funciébn de la edad del tejido, de las variaciones




estacionarias y de los métodos de extraccion empleados. La estrategia adoptada

fue la siguiente:
1)

2)

3)

Desarrollar un método de extraccion selectivo de familias de
polimeros, en funcion del grado de solubilidad a diferentes
temperaturas, tanto en agua destilada o en mezclas de etanol /
agua a diferentes proporciones.

Analizar la composicion quimica fina de los polisacaridos
extraidos a partir de 2 entidades biolégicas de algas enteras
recolectadas en la naturaleza en el periodo de invierno (es decir,
ejes principales y ramificaciones primarias laterales).

Por otra parte, someter dichas entidades en cultivo durante 2
meses bajo condiciones controladas, favorizando o no el
crecimiento; Con el fin de poder comparar la composicion
guimica de polimeros extraidos en cada caso, con aquella de
polimeros de algas testigo recolectadas en la naturaleza y, por la
otra parte, de invertir las condiciones de cultivo con el objeto de
estudiar las repercusiones obtenidas mediante un cambio brusco
de las condiciones fisiolégicas en la composicion quimica de los
polimeros del agar.

Previamente a la exposicion de los principales resultados obtenidos durante

el estudio aqui expuesto y antes de presentar las repercusiones en el avance del

procedimiento biotecnologico; nos ha parecido de gran utilidad, de recordar

algunos datos relativos al material biologico utilizado, asi como los conocimientos

sobre la composicion de la pared de las algas rojas.
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ESTUDIO DE LOS GALACTANOS EXTRAIDOS DE LA PARED DEL ALGA
AGAROFITA GRACILARIA VERRUCOSA (HUDS.) PAPENFUSS, CULTIVADA
BAJO CONDICIONES CONTROLADAS

INTRODUCCION
l. CONOCIMIENTO DEL  MATERIAL  BIOLOGICO Y
CONSTITUYENTES DE LA PARED DE ALGAS ROJAS
(RHODOPHYTA)

A) Biologia e Importancia evolutiva de las Algas Rojas.

Existen evidencias fosiles que muestran que los primeros organismos
eucariontes aparecieron, hace 1300 millones de afios aproximadamente y de que
se trataba principalmente de algas rojas (RAMAN, 1978). ElI Phylum comprende
hoy toda una serie de formas morfolégicamente variadas, desde los organismos
unicelulares mas simples hasta las talofitas con ciclos de vida mas o menos
complejos. Estos ultimos no aparecieron que a partir del Periodo Paleozoico, es
decir hace 220-570 millones de afios.

Las Talofitas presentan en comun las caracteristicas siguientes:

Las substancias de reserva se presentan en forma de granulos

Los polisacaridos de la pared estan constituidos por una forma
primitiva de celulosa asociada a xilanos y a mananos que presentan
analogias con las hemi-celulosas de plantas superiores (FREI y
PRESTON, 1964).

En fin, aparecen polisacéaridos sulfatados, acompafados por una
variedad excepcional de residuos de carbohidratos substituidos.

Las Algas rojas pluricelulares se diferencian de otras algas eucariontes por
los rasgos siguientes:

1. Una ausencia total de formas flageladas
2. En el interior de los cloroplastos, los tilacoides se presentan en forma

de lamelas individualizadas, en las que se insertan, ademas de las
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clorofilas; los pigmentos fotosintéticos accesorios como: la ficoeritrina, la
ficocianina y los carotenoides.

3. La presencia del almidén florideano, como material de reserva.

4. La existencia de una forma de reproduccion sexual oogamica, en la
que intervienen carpogonios (células especializadas del talo femenino) y
los espermaties (células reproductoras del talo masculino)

5. La Pared Celular esta compuesta principalmente por 2
compartimentos: una capa interna amorfa, de naturaleza microfibrilar y
una capa externa rigida y mucilaginosa, esencialmente compuesta de
galactanos como el agar, la carragenina o bien el porfirano (PERCIVAL
Y McDOWELL, 1967; MACKIE Y PRESTON, 1974).

B) Clasificacion Taxondémica del genero Gracilaria.

El género Gracilaria pertenece a la Familia de las Gracilariaceae y al Orden
Gigartinales. Dicho género cuenta con cerca de 100 especies (KYLIN, 1956)
repartidas a través del mundo. En la lista de la Rhodophyta en las costas de
Francia, de la peninsula Ibérica y del Mediterrdneo Occidental, FELDMANN .
(1977) describe 9 especies de Gracilarias: Gracilaria verrucosa (Hudson)
Papenfuss, G. Armata (C. Ag.) J. Ag., G. Dura (C.Ag.) J.Ag., G. Arcuata Zanard.,
G. Compressa (C.Ag.) Grev., G. Foliifera (Forsk.) Boergs., G. Corallicola Zanard.,

G. Conferta Schousb., G. Heteroclada Mont.

Solo las 4 primeras especies viven en la mancha. Su héabitat se localiza en
las cubetas del estado medio litoral inferior e infralitoral.

G. verrucosa es una especie muy repartida (HUDSON, 1798). Su carta de
reparticion, elaborada por BIRD y Colbs., (1982a), segun los reportes floristicos;
muestra una gran distribucion: desde Noruega hasta Africa del Sur, de Europa a
Asia, de América del Norte a América del Sur y en Australia.

La Nomenclatura de las especies en las Algas, se basa principalmente en

su morfologia y la anatomia del tallo, asi como de sus 6rganos de reproduccion.

15



BIRD y Colbs., (1982a) han demostrado experimentalmente, barreras de
aislamiento reproductivo en G. verrucosa.

Por otra parte, JUNFUI y Colbs., (1984) se basan en criterios de
determinacion e identificacion de G. Verrucosa mediante el estudio morfolégico de
los 6rganos de reproduccion. Ellos proponen una separacion en 3 subgrupos: el
europeo, el asiatico y el americano. Del mismo modo, YAPHE (comunicacién
personal) observa las diferencias en la composicién bioquimica del agar entre la
G. verrucosa americana y la francesa en el Cabo Nariz Gris.

G. verrucosa quien es el objeto de nuestro estudio y quien ha sido
recolectada entre las poblaciones del Cabo Nariz Gris (Norte de Francia, frente a
Inglaterra), estaria cercana a la Gracilaria inicialmente descrita por HUDSON
(1798).

El ciclo de reproduccion de G. verrucosa ha sido descrito como
perteneciente al tipo Polysiphonia (YAMANOUCHI, 1906. El tetrasporofito (2n),
posterior a la meiosis, libera las tetrasporas (n) que se fijan y se desarrollan en
gametdfitos (n) sean machos o hembras. La fecundacion tiene lugar sobre el
gametofito femenino, el zigoto (2n) da origen, mediante mitosis via el
carposporofito (2n); Un gran numero de carposporas (2n) que daran lugar a los
tetrasporofitos (2n).

ll: CONSTITUCION DE LA PARED DE LAS ALGAS ROJAS

La Pared de las algas rojas presenta ciertas caracteristicas estructurales
comunes con aquellas de las plantas superiores. Ciertas diferencias son debidas
al hecho de que la mayoria de las algas rojas viven en el medio marino en donde
la presion osmotica juega un papel determinante. Los constituyentes fibrilares y
matriciales de la pared, son responsables en parte de la rigidez parietal.

Entre las algas pluricelulares, encontramos una gran variedad de poliosidos
parietales, que no se encuentran en los vegetales superiores. Curiosamente,
ciertos poliésidos substituidos por grupos semi-éster-sulfato, se encuentran

igualmente presentes en el tejido conjuntivo de los animales.
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Gracias a sus propiedades fisicas, los productos derivados de los
polisacaridos; han sido utilizados por mucho tiempo por el hombre, en una
variedad de aplicaciones practicas: soportes estructurales, adhesivos, placas de
proteccion, geles de hidratacién, soluciones viscosas, cromatografia por
permeacion en gel o por intercambio ionico. Sin lugar a dudas, estas propiedades
tienen la misma importancia en las funciones biol6gicas que juegan los
polisacaridos in situ. Dichas moléculas presentan un nivel de complejidad
estructural analogo al de otras macromoléculas, de tal manera que resulta
indispensable estudiarlas de forma detallada si queremos asociar sus propiedades
fisicas con sus funciones bioldgicas.

Informacién actualizada nos enriquece dia a dia, nuestros conocimientos
sobre la elucidacion de la estructura primaria de los polisacaridos y su modo de

enlace entre los carbohidratos que lo conforman.

A) La Organizacion de las Paredes Celulares

En General, las paredes celulares presentan una organizacion
ultraestructural heterogénea en la que podemos identificar 2 elementos
principales; uno de naturaleza fibrilar, el otro mucilaginoso. Este ultimo es a
menudo considerado como una matriz amorfa paracristalina, en la que las
microfibrillas se incrustan a manera de un sandwich (HANIC y CRAIGIE, 1969.

Las microfibrillas constituyen la parte mas inerte y resistente de la pared
celular. El mas comun y conocido de estos compuestos esqueléticos, es la
celulosa, un polimero formado unidades de -D-glucosa unidas mediante enlaces
1-4. En ciertos casos, esta puede ser reemplazada polimeros que contienen
unidades -D-manosa unidas mediante enlaces 1-4 o por unidades -D-xilosa
unidas por enlaces 1-3 (FRElI y PRESTON, 1961a; PARKER, 1964).

Pareceria que esas microfibrillas estuviesen adheridas a la matriz; Sin
embargo, la naturaleza y la distribucion de los enlaces, contindan siendo un tema
poco conocido. Existen evidencias sobre la presencia de proteinas en las paredes
en donde los puentes disulfuro parecen jugar una funcién crucial en el control del
crecimiento celular (THOMPSON Y PRESTON, 1968). Observaciones efectuadas
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sobre algunas algas, muestran una orientacion progresiva de las microfibrillas en
la pared, a medida que la estratificacion aumenta. Es asi como se diferencia una
zona externa cuya textura es mas cerrada. Los polisacaridos no esqueléticos o
bien sus precursores, que atraviesan las paredes; pueden acumularse en esta
lamela externa, dentro de los espacios intercelulares e inclusive llegan a difundirse
en el medio acuoso.

Tal es el caso entre los rizoides de Porphyra en donde las paredes estan
constituidas por -D-xilanos con unidades entrelazadas 1-3, enrollandose por
capas cilindrica de mananos, en el momento en el que se transfieren de manera
descendente, hacia la parte basal del tallo (FREI y PRESTON, 1964). Dicha
infiltracion de la lamela externa, puede representar el origen de la “Cuticula”
caracteristica de muchas algas (HANIC Y CRAIGIE, 1969; VERDUS y Colbs.,
1986).

B) Los diferentes Polisacaridos de las Algas Rojas.

La mayoria de las Algas Rojas producen toda una variedad de poliésidos
hidrosolubles (O"COLLA, 1962). Estos ultimos estan también constituidos por el &cido
urénico, la xilosa, la galactosa o la glucosa (O'DONNELL, 1959). Otras especies
pueden contener ribosa y arabinosa formando parte de los polimeros (FISHER, 1957;
CRONSHAW, 1958).

1) El AImidon Florideano:

El Almidon florideano es un polimero especifico de las algas rojas que ha sido
aislado de talos de Constantina subulifera (MEUSSE, 1960) y de Dilsea edulis
(GREENWOOD Y THOMPSON, 1961). Dichos autores lograron el aislamiento al

poner en inmersidn a las algas rojas, en nitrégeno liquido y romper asi las paredes

celulares. El residuo insoluble es eliminado y tanto los polisacéaridos acidos como el
sobrenadante son tratados con una solucion compleja de saturada de CacCl,..
Enseguida se obtiene el almidon florideano, sometido a dialisis, congelacion y

liofilizacién. Los galactanos pueden ser eliminados por sedimentacion después de
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una ultra centrifugacion. El conjunto de trabajos relacionados al almidén florideano,
demuestran la presencia de cadenas de -glucosa, enlazadas por uniones 1-4 o 1-3,
inter dispersas y en ocasiones substituidas por cadenas laterales sobre los C-6 de los
radicales glucésidos.

2) Las Celulosas:

Como en todos los vegetales, la celulosa esta constituida principalmente por
(1-4) glucanos. Encontramos igualmente (1-4) glucanos, que dan lugar a la celulosa
Il al cristalizar. Su asociacion con otros polimeros tales que xilanos y los mananos,
sugiere la presencia de una remarcable complejidad estructural. Hidrdlisis realizadas
en extractos de Porphyra sp. Han mostrado la presencia de radicales manosilados a
asociados a la -celulosa (CRONSHAW, 1958).

Posteriormente BJORNDAHL y colbs., (1965) han purificado la celulosa
obtenida a partir de paredes de Rhodymenia pertusa mediante extracciones

secuenciales. Los estudios de metilacién, CG-EM asi como los de RMN-H'; han
confirmado la presencia de residuos  (1-4)-D-glucopiranosilos. Mas alla de las
dificultades en cuanto a una definicidon, pareceria que las algas rojas no presentan

mas que de pequefias cantidades de celulosa (Tabla 1).

TABLA 1: Contenidos en celulosa de algunas especies de algas rojas (segun ROSS,
1953).

Especies de Rhodophytas % de la materia seca
Corallina officinalis 51
Rhodochorton floridullum 7.6
Rhodymenia palmata 2.4
Gelidium cartilagineum 9.0
Gracilaria confervoides 3.8
Gracilaria follifera 4.6
Dilsea edulis 3.1
Gigartina stellata 2.3
Chondrus crispus 2.0
Porphyra umbilicales 3.2
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3) Los Xilanos:
Un poliésido hidrosoluble mayoritario ha sido aislado a partir de extractos de
Rhodymenia palmata (dulse). Esta compuesto principalmente por unidades -(1-3) y

—(1-4)-D-xilopiranosilo formando cadenas principales y laterales (BARRY y Colbs,
1950; PERCIVAL, 1967; BJORNDAHL, 1965). Otros xilanos han sido aislados a partir
de: Porphyra umbilicales, Laurencia pinnatifida (TURVEY Y WILLIAMS, 1970),
Chaetangium fastigiatum (CEREZO, 1971 y 1972) Algunos xilanos presentan

igualmente cadenas laterales formadas por residuos xilanopiranosilos, como lo han
demostrado FREI y PRESTON (1964) y también (TURVEY Y WILLIAMS, 1970). Sus

estudios se han centrado en paredes celulares aisladas de Porphyra umbilicales y de

Bangia fuscopurpurea, respectivamente. Los xilanos son pues polimeros ramificados.

Por otra parte, los xilanos son raramente homopolimeros. En Porphyra, los
xilanos estan unidos a la galactosa y a la manosa (JONES, 1950.
TURVEY y WILLIAMS (1970), han encontrado en Rhodochorton floridulum, un

poliésido que contiene ademas, residuos de glucosa. Generalmente los autores
asocian a los xilanos con las hemi-celulosas, en funcion de su solubilidad en alcalis y
de su composicidon heterogénea. Sin embargo, FREIy PRESTON (1964) han tenido

éxito en separar la cuticula de la pared celular de Porphyra umbilicales, mostrando

asi que la primera esta conformada por residuos (1-4)-mananos, mientras que la
segunda, esta formada por  (1-3)-xilanos. Por otro lado, los fragmentos de D-
manosa con un grado de polimerizacién promedio de 12, han sido identificados en

extractos de Porphyra umbilicales.

4) Los Galactanos:

En las Algas Rojas, la fase matricial ocupa los espacios extracelulares y
conforma un espacio continuo amorfo. Facilmente extractable, esta posee
propiedades fisicas que han permitido el desarrollo de la industria de los gelificantes
o ficocoloides. Mas sin embargo, la utilizacion de dichos coloides depende de la

naturaleza bioquimica de estos y por ende, de su origen. Entre los galactanos que
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son explotados comercialmente y que provienen de las algas rojas encontramos a:

las carrageninas, los porfiranos y el agar.

En General, dichos galactanos presentan en comuin una organizacion

secuencial (REES, 1969). Forman cadenas laterales constituidas por residuos de

galactosa (Unidad A = -Gal; unidad B = -Gal) enlazadas de manera alternada en

enlaces (1-3) (Unidades A) y (1-4)(Unidades B). Se trata por lo tanto de polimeros

formados por secuencias (A-B),. Se diferencian unos de otros por la naturaleza

enantiomérica de la Unidad B y por las substituciones mas o menos numerosas y

variadas como:

1.

Grupos metil-éter pueden unirse al C-2 o al C-6 de las unidades A, y aun mas
al C-2 o C-3 de las unidades B.

La Unidad A puede tener una substitucion mas compleja en el C-6, por
residuos 4-O-metil-L-galactopiranosilo (NUNN y PAROLIS, 1969) o por 4-O-
metil-D-galactopiranosilo (ALLSOBROCK, 1974).

La Unidad A presenta en ocasiones substituciones con acido piravico, unido en
forma de anillo ciclico mediante puentes acetal en O-4 y en O-6.

Las Unidades A pueden ser substituidas por grupos hemi-ester-sulfato en las
posiciones C-2, C-4 o C-6, mientras que las Unidades B pueden presentarlas
en C-2, C-6 0 en ambas simultdneamente.

La sulfatacion en C-6 de las Unidades B, puede ser suprimida por via
enzimatica o quimica, permitiendo asi de un puente 3,6 anhidro caracteristico

de los galactanos de algas.

Es asi que los Porfiranos se caracterizan por una alto patrén de substitucion

de residuos 6-O-metil-D-galactosa (en las unidades A) y por lo menos un 50% de

substituciéon de las Unidades B, mediante grupos sulfato en la posicion C-6
(PERCIVAL Y McDOWELL, 1967).

Los galactanos de Laurencia (BOWKER y TURVEY, 1968a y b), de

Ceranium rubrum (TURVEY y WILLIAMS, 1976) asi como aquellos de la mayoria

de los géneros de la Familia Grateloupiaceae (ALLSOBROOK, 1969; NUNN vy
PAROLIS, 1969), presentan grupos metilos en el C-2 de las Unidades A. En
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Anatheca dentata (Coliriaceae), la presencia del 3-O-metil-D-galactosa ha sido

descrita por NUNN y Colbs. (1971). Un mucilago muy complejo ha sido extraido
de talos de Polysiphonia fastigata (PEAT y Colbs., 1961). Esta constituido tanto

por D- y L-galactosa, 6-O-metil-D-galactosa, por 3,6-anhidro-D-y L-galactosa. La
presencia de una sulfatacion ha sido igualmente sefialada en el C-6 de la D- y L-
galactosa.

Descubierto por PAYEN en 1859, el Agar es un polimero constituido por la
repeticion de un motivo de base compuesto por 2 unidades de galactosa unidas
alternadamente mediante enlaces 1-4 y 1-3. El modelo ideal esta representado por
la Agarosa, cuya estructura ha sido determinada por ARAKI (1937, 1944, 1956,
1966) despues por YAPHE (1957,1960). Se trata del 3,6 anhidro-4-0-( -D-
galactopiranosilo)- -L-galactosa. La polimerizacion propociona una cadena de alto
peso molecular sobre la cual se puede substituir en el C-6 de la D-galactosa ;
eteres metilicos y sobre el C-6 de la L-galactosa, grupos ester-sulfato. El acido
piruvico (HIRASE, 1957) y el acido D-glucuronico han sido igualmente sefialados.

DUCKWORTH y YAPHE (1971), asi como IZUMI (1970,1972) han
separado por cromatografia de intercambio ionico, varias fracciones y han
concluido que el gar es una familia de compuestos que van desde; un galactano
muy sulfatado pobre en grupos 3,6 anhidro- -L-galactosa, hasta la agarosa rica en
3,6-anhidro- -L-galactosa, pudiendo contener 6-O-metil- -D-galactosa (tabla 2).

Industrialmente, el agar se extrae principalmente de Gelidiales (Gelidium y

Pterocladia) y de los Gigartinales (Gracilaria).
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TABLA 2 : Composicién (en porcentaje molar) de las agarosas extraidas de
diferentes agarofitas (Segun PAINTER, 1983).

ESPECIES UNIDAD A UNIDAD B
D-Gal 6-0-Me-D-Gal 3,6-AG L-Gal L-Gal-6-Sulfato

Gelidium amansii 49 1.2 48 1.9 0.05
G.subcostatum 44 6.5 48 1.6 0.06
G. japonicum 49 14 48 1.9 0.05
Pterocladia tenuis 50 0.7 48 1.3 0.06
Acanthopeltis japonica 47 2.8 48 19 0.06
Campylaephora hypnaeoides 48 0.7 a7 3.9 0.06
Gracilaria verrucosa 35 14.6 48 2.0 0.05
Ceranium boydenii 31 18.8 49 1.0 0.03

C) Variaciones cuantitativas y cualitativas del agar de Gracilaria sp.

Los resultados sobre los trabajos de las variaciones de los coloides son
bastante contradictorios. Aparece sin embargo, que las concentraciones en el agar
varian al menos dentro de mismas especies segun la localizacién geografica y de
acuerdo a su estado de desarrollo.

Numerosos autores, DELOACH y Colbs. (1946), HUMM (1951), KIM y
HUMM (1965), UMAMAHESWARA (1969), JOHN y ASARE (1975), PENNIMAN
(1977), HOYLE (1978b), CHRISTIAEN (1981), DIEPH MINH TAM y EDWARDS
(1982); han sefalado que el contenido en agar de diferentes especies de
Gracilaria, sufren variaciones estacionarias. OZA (1978) ha observado, a lo largo
de todo el afio, variaciones en el rendimiento y en la fuerza de gel del agar

extraido de Gracilaria corticata.
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Mas recientemente, WHYTE y Colbs. (1981) han puesto en evidencia un

ciclo estacional de la produccion y calidad del agar de Gracilaria verrucosa en un

periodo de medio afio. El sentido de las variaciones cualitativas y cuantitativas es
sin embargo bastante controversial: DELOACH y Colbs. (1946) han mostrado que
los rendimientos mas importantes aparecen en Agosto y que la fuerza de gel es
maxima en Junio; por el contrario, HUMM (1951) ha demostrado que las fuerzas
Gel en agares de diferentes especies de Gracilaria recolectadas de Septiembre a
noviembre, es mas elevada.

Estos 2 autores admiten sin embargo, la existencia de una relacion entre el
aumento de la biomasa y la disminucion en los rendimientos del agar. Dicha
relacion no puede ser generalizada a todas las especies de Gracilaria, puesto que
UMAMAHESWARA (1969), encontr6 en Gracilaria follifera, asi como JOHN vy
ASARE (1975) en Gracilaria dentata, encuentran una correlacion entre el

crecimiento y la produccion de agar.

Contrariamente a las carragenofitas, parecen no existir diferencias en la
composicion y el rendimiento en agar, a lo largo de las generaciones de Gracilaria
(CHRISTIAEN, 1981; PENNIMAN, 1983). Sin Embargo, KIM y HENRIQUEZ
(1979), WHITE y ENGLAR (1979b, 1981), observan diferencias entre los
gametofitos y los tetrasporofitos. Aun mas, estos ultimos han mostrado que los
rendimientos y la fuerza de gel, de plantas cistocarpicas son superiores a aquellas

de plantas tetrasporofitas y talos vegetativos en Gracilaria verrucosa.

Por el contrario, PENNIMAN (1983) encuentra pocas variaciones en los

diferentes estadios del ciclo de vida de Gracilaria tikvahiae y en Gracilaria follifera.

De igual manera, HOYLE (1978a) no reportan diferencias significativas
tanto en los rendimientos del agar y la fuerza de gel; entre los pies de talos

machos, femeninos o tetraesporofiticos de Gracilaria bursapastoris y en G.

coronopifolia.
El contenido en hexosas varia en funcién del alga: 65% en Gelidium
amansii, 48% para Gracilaria confervoides (HONG y Colbs. 1969). Estos autores

han precisado que segun las especies, la concentracion en galactosa puede pasar

de 27 a un 41% y aquella del 6-O-metil-D-galactosa, de 2 a 21%; mientras que la
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concentracion en anhidro-galactosa varia muy poco. Se ha establecido una
correlacion entre la taxonomia de las agarofitas y el tipo de polisacéaridos.

Por otro lado, los residuos pueden sustituir a la molécula en diversos
grados. ARAKI y Colbs. (1967) reportan que ciertas especies, y entre ellas las
Gracilaria, presentan cantidades variables en 6-O-metil-D-galactosa. GUISELEY
(1970) ha verificado ese punto al analizar mas de 50 muestras de Gracilaria y ha
evaluado la incidencia de dichas variaciones en la temperatura de gelificacién de
las soluciones de agar.

ARAKI y Colbs. (1967), describen la presencia del 4-O-metil-L-galactosa,
del 2-O-metil-D-galactosa y de pequefias cantidades de L-galactosa y de la D-
xilosa. Por otra parte, DUCKWORTH y YAPHE (1971), REES y CONWAY (1962),
asi como también CRAIGIE y WEN (1984) hacen la observacion de que si las
concentraciones en D-galactosa y en 6-O-metil-D-galactosa varian enormemente;
la relacion molar entre la 3,6 anhidro-galactosa y la D-galactosa total, mas el 6-O-
metil-D-galactosa, permanece siempre cercano a la unidad.

Los andlisis quimicos de polimeros de la azarosa han revelado la existencia
del 4-O-metil- -L-galactopiranosa, probablemente unida al C-6 de la -D-
galactopiranosa (CRAIGIE y WEN, 1984; HELLEUR y Colbs. 1985a y b). TURVEY
y WILLIAMS (1976) sefialan por otra parte la presencia de L-galactosa en la
ausencia del 3,6-anhidro-L-galactosa y del L-galactosa-6-sulfato.

LAHAYE y Colbs. (1985) han puesto en evidencia la heterogeneidad del
agar en diferentes especies de Gracilaria, al analizar por RMN del C**, productos
de extracciones fraccionadas de mezclas de etanol / agua y detectar, segun las
especies; El 2-O-metil-3,6-anhidro-L-galactosa y de grupos sulfato, no
desplazados por el tratamiento alcalino.

ASARE (1979,1980) y CHRISTIAEN (1981) muestran que los contenidos en
3,6-anhidro-galactosa y en sulfato, varian con las estaciones del afio. PENNIMAN
(1983) pone en evidencia un ciclo parecido al de Gracilaria tikvahiae. Sin

Embargo, la utilizacion sistemética del tratamiento alcalino en el procedimiento de

extraccion seguido por PENNIMAN (1983), limita las comparaciones dado que el
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efecto de los hidroxidos libera el sulfato en C-6 de la L-galactosa para dar lugar al
puente 3,6-anhidro (REES, 1962).

El aumento del 3,6-anhidro-galactosa y la disminucion concomitante del
sulfato en agares extraidos al emplear esta técnica, ha sido demostrado en una
variedad de especies de Gracilaria (HONG y Colbs., 1969; DUCKWORTH vy
Colbs., 1971; TAGAWA y KOJIMA, 1972; YOUNG, 1974; WHYTE y ENGLAR,
1976, 1979b y 1980).

Las diferencias en concentraciones en 3,6-anhidro-galactosa y en esteres-
sulfato, debidas a la poliploidia de talos son controversiales. WHYTE y ENGLAR
(1978a) y WHYTE y Colbs. (1981) se inclinan a favor de las variaciones en la
composiciéon del agar proveniente de plantas vegetativas, cistocarpicas y
tetrasporofiticas. PENNIMAN (1983) no establece por el contrario ninguna
diferencia significativa.

Los factores del medio parecen jugar un rol importante en el control de la
sintesis del coloide. Es asi, como NEISH y SCHACKLOCK (1971) han remarcado
gue en un medio enriquecido en nitrdgeno, las algas experimentan un crecimiento
rapido con una acumulacion de proteinas, en detrimento de la concentracion en
polisacéaridos (efecto NEISH).

Del mismo modo, PATWARY y VAN DER MEER (1983) revelan una
correlacion negativa entre el contenido de Nitrogeno en Gracilaria tikvahiae y la

concentracion en agar. De acuerdo a HOYLE (1978c), esta relacion entre la
biomasa y el agar seria meramente accidental y seria mas bien la cantidad de
nitrégeno las que estableceria los rendimientos en los coloides. STADLER (1984)
ha contribuido a esclarecer el papel del nitrégeno, al mostrar que este mismo
favorece el crecimiento del alga, mediante el aumento de la materia seca
representada esencialmente por los asimilados fotosintéticos; que enmascaran en
consecuencia, la sintesis neta del agar dado que este generalmente es expresado
con respecto a la cantidad de materia seca del talo.

En cultivos controlados, CRAIGIE y Colbs. (1984), indican que el aporte en

nitrogeno ejerce una influencia en la concentracion de derivados metilados: 6-O-
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metil-D-galactosa en las ramificaciones primarias y(o) del 4-O-metil-L-galactosa en
los ejes primarios.

La Temperatura tiene una influencia similar en el metabolismo del agar. Sin
Embargo, a la inversa de WANG y YANG (1980) que encuentran una correlacion
negativa entre la temperatura y la cantidad de mucilagos; JOHN y ASARE (1975)
observan los mas elevados rendimientos a medida en que se aumenta la
temperatura del agua al méaximo.

CRAIGIE y WEN (1984) demuestran que la calidad del agar (consistencia
del gel) es inversamente proporcional a la temperatura del cultivo. La metilacion
del C-2 en la L-galactosa, se ve particularmente favorecida por un crecimiento de
tejidos a una temperatura elevada. Aunado a una sulfatacibn mas importante,
dicha metilacion disminuye la calidad del gel de agar.

Considerando los hechos anteriormente descritos en la literatura, nos
interesamos en nuestro laboratorio, por estudiar las variaciones en la composicién

quimica de las moléculas de agar extraidas de Gracilaria verrucosa (Hudson)

Papenfuss (Rhodophyta; Gigartinales).

Para llevar a cabo nuestro objetivo, hemos debido precisar los protocolos
de extraccién fraccionada con el fin de enriquecer las fracciones con marcadores
especificos, caracterizar muy en particular un novedoso tipo de substitucion y de
definir una estrategia de cultivo controlado; que nos permitiesen de seguir la
evolucion de los diversos marcadores (grado de substitucion en la cadena
principal) en el polimero del agar, en funcion de diferentes parametros de cultivo y
de la edad de los tejidos.
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CAPITULO I: DESARROLLO DE UNA ESTRATEGIA DE EXTRACCION

l.- Introduccion

El Agar ha sido definido por mucho tiempo como un polisacarido
relativamente homogéneo, soluble en agua caliente. Este concepto ha ido
evolucionando por la demostracion tanto de la heterogeneidad de las moléculas
extraidas (DUCKWORTH y YAPHE, 1971) y por otra parte, por la obtencion de
fracciones solubles en agua destilada a temperatura ambiente. Ha sido igualmente
posible, enriquecer ciertas fracciones con grupos metilados y sulfatados, al realizar
extracciones con mezclas de etanol/ agua (LAHAYE y Colbs., 1986) o mediante
extracciones fraccionadas en agua (CHRISTIAEN, 1987).

CRAIGIE y WEN (1984) y CHRISTIAEN (1986) han sefialado que dichas
fracciones mas o menos sulfatadas y mas o menos metiladas, podrian reflejar
ciertas etapas caracteristicas del metabolismo del agar. Es posible pues, utilizar
estos polimeros como marcadores de la evolucion, como testigos verdaderos de la
fisiologia del desarrollo del alga.

Hemos en un primer paso, comparado las extracciones en agua y (0) en
etanol/ agua, con el propédsito de definir un protocolo de extraccidon que permita
evidenciar la presencia y funcion de los marcadores potenciales de la evolucién de

los polimeros del agar en Gracilaria verrucosa.

Il.- Material y Métodos:

Hemos seguido a la vez, los rendimientos ponderales de las extracciones
en diferentes etapas y de una manera mas detallada; la presencia en mas o
menos grandes cantidades de los constituyentes caracteristicos del agar. Por
razones técnicas, este estudio ha sido realizado con lotes de ramificaciones, como
anico material biolégico estando disponible y seguido de la puesta en cultivo de
otros fragmentos de talos, dentro del objetivo de estudiar la fisiologia del alga
(Capitulo III).
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A) Preparacién de las Muestras:

Muestras de Gracilaria verrucosa han sido recolectadas durante el mes de

Diciembre de 1985, en el Cabo Nariz Gris, en la Mancha Oriental al Norte de
Francia. Los talos enteros fueron limpiados mediante ultrasonido en una tina
Bransonic (3 veces, 3 minutos) conteniendo agua de mar. Fueron enseguida
enjuagadas con agua de mar, escurridas en una centrifuga (2 veces, 5 minutos,
600 vueltas/ minuto). Dos lotes fueron separados y pesados (peso de la materia
fresca al inicio, peso de la materia seca después del proceso de liofilizacion.

Enseguida, fueron nuevamente subdivididas, trituradas (A, B) o no (X, Y)
antes de ser expuestas a las diferentes extracciones fraccionadas. La Tabla 3 nos
presenta los simbolos empleados para las diferentes series de extraccion

Tabla 3: Simbolos utilizados por las diferentes series de extracciones

fraccionadas.

Tipo de Extraccion talos enteros talos triturados
Etanol / agua Talos X (6.0 g)* polvo A (5.0 g)
Agua Destilada Talos Y (6.0 g) polvo B (5.0 g)

* Entre paréntesis, la masa seca del material empleado

B) Extracciones Fraccionadas
Las 2 primeras etapas son comunes para la extraccion con agua y la
extraccion con etanol/ agua. Las diferentes operaciones de extraccion
son resumidas en el esquema 1.

1) Extraccion a temperatura ambiente
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Los talos (triturados 0 no) son sometidos a extraccion 2 veces en 1 | de
agua destilada, durante 12 horas y a una temperatura ambiente; de manera a
obtener una fraccion relativamente cargada, denominada “Extracto frio”, cuya
descripcion detallada no ha sido el objeto de este estudio.

2) Despigmentacion:

Esta etapa tiene por objetivo, llevar a cabo una eliminacion casi total de
todos los pigmentos fotosintéticos, asi como de los compuestos como las
proteinas, los lipidos (intracelulares). Las muestras son tratadas sucesivamente
con solventes organicos tales que la acetona y el etanol (en frio), seguido de
etanol en ebullicién (2 veces con 300 ml, durante 2 horas); hasta la obtencion de
filtrados incoloros. El residuo seco es denominado “material bruto”.

3) Extracciones Fraccionadas con agua y etanol/ agua

a) Extraccion con Agua

El material bruto es sometido a extracciones sucesivas a 40, 60, 80 y 100
°C, por duplicado, en 300 ml de agua destilada, durante 1h30; posteriormente
sometidos a autoclave (1 atm, 121 °C) 2 veces en 300 ml de agua destilada
durante 1h30.

b) Extraccién en etanol/ agua

El material bruto es sometido a extracciones sucesivas con mezclas etanol/
agua conteniendo 80, 60, 40 y un 20% de etanol, seguido de una extraccion con
agua destilada a 100 °C y finalmente en autoclave (2 veces con 300 ml de agua
destilada, 1h30 para todas las etapas, 121 °C).

4) Tratamiento de los Extractos

Después de cada etapa, los sobrenadantes son reunidos, filtrados
sucesivamente en tamiz metalico, tejidos, posteriormente en membranas de 8, 3y
0.45 m. Después de una concentracion en evaporador rotativo, los extractos son

congelados y liofilizados
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Talos enteros o triturados
Extracto frio
Despigmentacion

Material Bruto

Extraccion con Agua Extraccion con Etanol /agua
80 °C
40 60 °C
60 40 °C
80 20 °C
100 100 °C
autoclave autoclave (121 °C)

Esquema 1: Las diferentes operaciones de extracciéon fraccionada.

C) EL PROCEDIMIENTO ANALITICO

1) La composicion en Galactosa no substituida, asi como en galactosa
substituida por grupos éter-metilicos; ha sido establecida por cromatografia en
fase gaseosa (CFG). Los monosacaridos han sido analizados bajo la forma de
acetatos de alditol, preparados previa hidrolisis acida (HCI 2M, 2h a 100 °C) segun
lo describe SLONEKER (1972). Los acetatos de alditol fueron separados por
cromatografia de gases, empleando una columna CP Sil 5CB (Chrompack).

Los espectros de masas fueron registrados con un espectrometro RIBBER
10-10, utilizando una energia de electrones de 70 eV y una corriente de ionizacion
de 0.2 mA.

2) La cantidad de sulfatos se establecié por colorimetria (TERHO vy
HARTIALA, 1971) o mediante adaptacion de la técnica de cromatografia de
liquidos a altas resoluciones (HPLC) siguiendo las instrucciones sefialadas por
MAAS y Colbs. (1986). Dichos valores son establecidos bajo la hipétesis de que

todo el sulfato esta unido al C-6 de las unidades L-galactosa.
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3) La concentracion en 3,6-anhidro-L-galactosa es determinada por
ensayos colorimétricos (YAPHE, 1960).

[ll.- RESULTADOS

A) Rendimiento de las extracciones fraccionadas.
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Figura 1. Distribucion ponderal de los diferentes extractos

expresada en porcentaje con respecto al peso seco total obtenido

para cada tipo de extraccion. Ejes ordenadas: % en peso seco.
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B) Caracterizacion quimica de las fracciones
Los resultados son expresados sobre la base de calculo de las
composiciones molares en monosacaridos.
El 6-O-metil-D-galactosa ha sido identificado mediante comparacion con el

tetrasacarido de Porfirano extraido a partir de la macroalga Porphyra umbilicalis

que contenia: 1 residuo de galactosa por 1 residuo de 6-O-metil-galactosa (figura
2). De la misma manera, por comparacion con el testigo y su espectro de masas,
hemos identificado nosotros en el laboratorio, a la 4-O-metil-L-galactosa*. Hemos
podido demostrar la presencia simultanea de estos 2 compuestos en Gracilaria
verrucosa y completar de esta forma, la demostracion de la presencia del 6-O-
metil-galactosa, anteriormente sefialado por CHRISTIAEN (1981) colega.

1) Extraccion fraccionada con Agua

Para los talos enteros, es en los extractos a 40 y a 60 °C, que constatamos
la presencia de fracciones enriquecidas en 6-O-MeGal y en 4-O-MeGal (figura 3).

La cantidad de 6-O-MeGal disminuye con el aumento de la temperatura,
mientras que el 4-O-MeGal aumenta ligeramente. En el caso de los talos
triturados, globalmente, se observa un aumento progresivo para ambos
marcadores bioldgicos. La concentracion en sulfatos es mas importante en el caso
de los talos triturados, aunque su distribucion parece idéntica.

2) Extraccion fraccionada con Etanol/ agua

En este caso, los marcadores son sobretodo abundante en las extracciones
con alto porcentaje en etanol y su cantidad disminuye con el aumento de la parte
acuosa. Finalmente mediante autoclave, se presenta un nuevo aumento, cada vez
mas notorio con los talos triturados (figuras 4 y 5). De cualquier forma, en el caso
de los talos enteros, se observa un ligero pero constante incremento en 4-O-
MeGal.

Podemos constatar que, como en la extraccion acuosa, las fracciones mas
dificiles a movilizar y en principio, representando a los polimeros intimamente
adheridos a la pared celular; Son mas ricos en residuos 4-O-MeGal que en 6-O-
MeGal. * Agradecemos al Profesor J.S. CRAIGIE, Halifax, Canada; por
obsequiarnos una muestra del 4-O-MeGal.
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Figura 2: Identificacion del 6-O-metil-galactosa y del 4-O-metil-galactosa
A: CFG del polimero conteniendo 2 compuestos no identificados (A 'y B)
B: CFG del tetrasacarido preparado a partir del porfirano

* |dentificacion del compuesto A como 6-O-metil-galactosa
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Figura 3: Identificacion del 6-O-metil-galactosa y el 4-O-metil-galactosa
(respectivamente)

c : Espectro de masas del compuesto B, que corresponde a una 4-O-metil-
hexosa

d : CFG del testigo 4-O-metil-galactosa

Identificacion del compuesto B como 4-O-metil-galactosa
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IV.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

El Primer objetivo consistié en investigar las condiciones de extraccion méas
favorables para obtener los mejores rendimientos ponderales de los polisacéaridos
hidro y 6rgano solubles. Desde este punto de vista, la masa seca de los polimeros
obtenidos en cada etapa, constituye un buen criterio de evaluaciéon. Este puede
ser completado por una cuantificacion de los carbohidratos totales.

No podemos nosotros llegar a concluir en funcion de estos resultados
iniciales; dado que los rendimientos fueron equivalentes en todos los casos; a
excepcion del polvo B con un 21.4 %, debiéndose probablemente a un error en el
manejo de la etapa de filtracion con tejido. Sin embargo, la trituracion de los talos
permitié la obtencidén de fracciones “Extracto frio” en cantidades interesantes, que
no fue el caso para los talos enteros.

El segundo objetivo, consistié en determinar la composicion quimica de los
extractos, de manera a identificar aquellas fracciones enriquecidas en
substituyentes de la D- y L-galactosa. Ello nos ha permitido confirmar la presencia
del 6-O-MeGal y encontrar el 4-O-MeGal.

En lo que respecta a la extraccion acuosa, la utilizacion de bajas
temperaturas (60 °C) permitio la extraccion de polimeros ricos en 6-O-MeGal asi
como de 4-O-MeGal, independientemente del tipo de material empleado (triturado
0 no). Aun mas, se constatd un aumento gradual en las cantidades del 6-O-MeGal
y del 4-O-MeGal en aquellas fracciones expuestas a una extraccion a altas
temperaturas.

Por otra parte, observamos una rapida solubilizacion de fracciones
enriquecidas con 6-O-MeGal, en las mezclas etanol/ agua ricas en etanol, tanto
para talos triturados y no triturados. En las fracciones extraidas por autoclave, se
observdé un aumento en la presencia del 4-O-MeGal. Ademas, se observé una
mejor solubilizacion de las fracciones enriquecidas en 6-O-MeGal y en 4-O-MeGal,
al alcanzar el punto de ebulliciobn en ausencia de etanol. Todos estos resultados
nos permitieron decidir, la seleccion de las condiciones siguientes para

experimentos posteriores:
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Trituracion a polvo de los talos

Extraccion acuosa a temperatura ambiente

Después, extraccion fraccionada con agua destilada a 60 °C y en
autoclave (1 atm, 121 °C)

Y, extracciones fraccionadas con una mezcla etanol/ agua (40:60) y
autoclave (1 atm, 121 °C),

Ya que estas condiciones nos permiten obtener 5 fracciones con
composiciones quimicas bastante diferentes que sirven de soporte para el estudio
de las condiciones fisiolégicas.

El resultado mas interesante obtenido de este primer estudio; es la
demostracién de la presencia del 4-O-metil-galactosa en todas las fracciones en
proporciones variables. Debido a la importancia previsible que dicho monosacarido
pudiese tener dentro del metabolismo del agar; hemos decidido determinar su
modo de enlace dentro de los polimeros del agar.

Es este aspecto el que vamos a describir en el siguiente capitulo (Il), antes
de llevar a cabo los estudios fisioldgicos sobre la heterogeneidad molecular el

agar.

38



CAPITULO Il. DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE CADENAS
LATERALES EN LOS POLIMEROS DEL AGAR.

1.- Introduccién

El 4-O-metil-L-galactosa ha sido descrito por ARAKI y Colbs., (1967) en

pequefias cantidades en Gracilaria amansii. Posteriormente se le encontré en

polisacéaridos aislados de algas del Orden Grateloupiaceae (FARRANT Y colbs.,
1971; ALLSOBROOK vy colbs., 1974) y en Gracilariaceae (DUCKWORTH y colbs.,
1971. CRAIGIE y WEN (1984) y CRAIGIE y colbs., (1984) notaron que el cociente
de la relacion L/ D-galactosa en las especies que ellos estudiaron; Siempre estaba
cercana a la unidad (1), lo cual reflejaba la estructura fundamental de la unidad de
repeticion disacaridica ( -L-gal------ -D-gal).

Por tal motivo, el 4-O-metil-galactosa, no podia participar en la cadena
principal. Estos autores lograron mostrar asimismo, por una parte; que la calidad
del gel (fuerza del gel) se deterioraba cuando habia un aumento de este residuo, y
por otro lado, que su contenido dependia de la edad de los tejidos vegetales.

Hemos demostrado el tipo de enlace del 4-O-metil-L-galactosa, mediante el
empleo de hidrdlisis enzimaticas, para aislar fracciones altamente substituidas y
en conjuncién con andlisis por Resonancia Magnética Nuclear del carbono (C*),
asi como también mediante una permetilacion acoplada a la espectrometria de
masas.

1. MATERIAL Y METODOS

A) La Hidrdlisis Enzimatica

Las porciones altamente substituidas de los polimeros del agar, lograron
ser obtenidas mediante una hidroélisis enzimatica empleando la enzima -agarasa |

(E.C.3.2.1.8.1) a partir de Pseudomonas atlantica. La cepa nos fue amablemente

cedida por el Profesor W. Yaphe (g.e.p.d).
La enzima fue preparada y el hidrolizado conducido de acuerdo a la
metodologia descrita por MORRICE vy colbs., (1983). La fraccion resistente a las

enzimas (FRE) se precipitd con etanol. El sobrenadante se evaporé a sequedad,
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se predisolvio en agua destilada y los oligosacaridos fueron fraccionados en una
columna Bio-Gel P2 (130 x 1.6 cm; agua destilada).
B) La Permetilacién

La Permetilacion fue efectuada de acuerdo a PAZ PARENTE vy colbs.,
(1983). Los espectros de masa fueron interpretados utilizando la base de datos
proporcionada por CHIZOV vy colbs., (1982) para el caso de los derivados 3,6-
anhidro-L-galactosa y los datos de FOURNET vy colbs., (1981) para los valores de
las hexosas. Se registraron los espectros de masa en un Espectrometro RIBBER
10-10 con una energia de electrones de 70 eV y una corriente de ionizacion de 0.2
mA.

C) Resonancia Magnética Nuclear (RMN) del C*

Las soluciones de las diferentes fracciones en el D,O (1 a 4%) fueron
analizadas con un espectrometro BRUCKER AM 400 en sondas duales de 5 mm.

Los espectros del C® (100.62 MHz) desligados del protén, fueron
registrados a 30 °C para los oligdbmeros, y a 80 °C para el caso de los polimeros.

Los desplazamientos quimicos ( ) fueron medidos en comparacion
dimetilsulfoxido (DMSO, = 39.6), introducidos en la muestra y convertidos a
valores relativos con el tetrametilsilano externo. La secuencia DEPT (aumento de
distorsion por transferencia polarizada) ha sido utilizada de acuerdo a la técnica
descrita por DOODRELL y colbs., (1982).

lll. RESULTADOS

Hemos constatado en un primer tiempo, por medio de la cromatografia en
fase gaseosa, la presencia de una 4-O-metil-hexosa, identificada como 4-O-metil-
galactosa sobre la base de su espectro de masa y de su tiempo de retencidon
(figura 2).

Dicho testigo, resultd muy util en la interpretacion de los espectros de la
RMN del C*2 registrados con los oligémeros y los polimeros. La tabla 4 retne los
valores obtenidos para ese residuo, para su metil glicésido; Asi como los valores

para la galactosa y su metil glicosido, al igual que aquellos obtenidos por LAHAYE
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y colbs., (1985) para la L-galactosa presente en la molécula precursora
desulfatada.

Hemos registrado el espectro RMN del C*3, perteneciente a una fraccion
enriquecida en 4-O-metil-galactosa (figura 6). Las 12 sefales caracteristicas de
las unidades de agarobiosa concuerdan con los valores reportados en la literatura,
y de igual manera lo hacen, con las resonancias complementarias para el 6-O-
metil-galactosa (tabla 5). Varias resonancias (B) adicionales aparecen,

correspondiendo probablemente a las unidades 4-O-metil- -L-galactosa.
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Tabla 4: Valores de los desplazamientos quimicos ( ) del 4-O-metil-

galactosa y de sus compuestos de referencia y, Tabla 5: Valores ( )* obtenidos

para el polimero enriquecido en 4-O-MeGal obtenido de Gracilaria verrucosa.

Cc-1 C-2 C-3 Cc4 C5 C-6  OMe-1 OMe+4
a—D-gala 93.20 6940 70.20 7030 7140 6220
4-O-Me-a-gal 9291 6941 7036 8053 7149 6144 62.08
Me-u-D-gala 100.10 69.20 7050 70.20 7160 6220 56.00
Me- 4-O-Me-a-gal 100.13 69.33 70.74 8056 71.80 6155 5586 62.07
a—L-ga!“’ 100.94 69.37 71.04 7932 7220 61.18
unité C-1 C-2 C-3 c4 LT o] OMe-6  OMe<4
G 10240 7027 8229 68.78 75.57 6145
A 98.32 69.91 80.16 77.39 75.67 6949
G 69.01 7362 7187 59.10
B 98.73 70.73 7946 7265 6144 61.84
At 98.29 69.74 81.05 70.16 7150 69.19
a a 80°. G, A AL G ot B coiresponden a  D-galactopyranose,
3,6-anhydro-L-galactopyrancse,  3,6-anhydro-L-galactopyranose  no reducteur,
6-O-méthyl- D-galactopyranose et 4-O-méthyl-L-galactopyranose respectivement.

a: Segun BOCK y PEDERSEN (1983)
b: Segun LAHAYE y colbs. (1985)
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FIGURA 6: Espectro de RMN del C*? del polimero. Registro a 80 °C,
con 28500 acumulaciones, largo espectral de 22727 Hz. y un tiempo
de adquisicién de 0.360 segundos.
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G corresponde a la D-galactosa, A al 3,6 AG (anhidrogalactosa), G™ al 6-O-
MeGal y B a las Unidades del 4-O-MeGal.

La Fracciéon resistente a la enzima (FRE), representa el 14.9% del agar
total. Las fracciones mayoritarias obtenidas con la columna Bio-Gel P2 (figura 7),
contenian a la neoagarotetraosa (F Ill, 36.9%) y a la neoagarohexaosa (F II,
24.2%). Estas 2 fracciones contienen igualmente pequefias proporciones de

oligosacaridos conteniendo al 6-O-MeGal.
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Figura 7: Cromatografia en Bio-Gel P2, de los
oligosacaridos obtenidos por hidrélisis enzimatica de un
extracto enriquecido con el 4-O-MeGal.



La fraccion F | (13.7%) se encontraba enriquecida en 4-O-MeGal, con una
composicién similar a aquella de la FRE (tabla 6). La fraccion FRE contiene
pequefias cantidades de galactosa-6-sulfato (comprobado por RMN del C*3).

Las investigaciones se continuaron con la fraccion F I, la cual presentaba 2
ventajas: no se constatd la presencia de la galactosa-6-sulfato, y los
oligosacaridos eran solubles a la temperatura ambiente. Su espectro en RMN del
C®, ha sido comparado con los datos suministrados por la RMN de la
neoagarohexaosa. La secuencia DEPT (figura 8) ha permitido la interpretacion de

las sefiales de los C-6 correspondientes a la G, G', Ay A' (3,6 AG en posicién

terminal no reductora).

Tabla 6: Relacion molar del polimero y sus fracciones obtenidas mediante
hidrélisis enzimatica °.

6-OMe-Gal 4-OMe-Gal  Gal %en poids

Agar 0.33 012 1

E.RF. 1.07 0.36 1 14.9
Fi 0.87 0.29 1 13.7
Fil 0.05 0.01 1 24.2
Flii 0.02 1 36.9

S

base de 1 residu de galactose

6-OMe-Gal correspond a 6-O-méthyl-D-galactopyranose
4-OMe-Gal correspond a 4-O-méthyl-L-galactopyranose
Gal comesponda D-galactopyranose.
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FIGURA 8: Espectro de RMN del C* de la fraccion F |
(secuencia DEPT). Registro a 30 °C, con 61522
acumulaciones, largo espectral de 23809 Hz. y un tiempo
de adquisicion de 0.344 segundos.

G = D-galactosa G’= 6-O-metil-galactosa
A = 3,6-anhidro-galactosa A'=3,6 AG no reductora
B = 4-O-metil-galactosa

40CHj3; = metilo del 4-O-MeGal

60CH3; = metilo del 6-O-MeGal
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La sefial en =61.43 es larga, debido, a las unidades B. La sefial O-metilo
de las unidades B, es muy diferente a la de las unidades G". Comparando con los
valores de referencia (tabla 4), se ha logrado interpretar los valores
correspondientes a los C-3, C-4 y C-5. Los oligosacaridos se terminan todos en
posicion no reductora mediante el 3,6-AG (A").

Hemos comprobado, mediante comparacion con la neoagarohexaosa, una
sefal adicional en la region e los Carbonos anoméricos en = 98.73 debida
probablemente al C-1 de las unidades B.

Con los datos de la RMN, no es posible establecer la posicion de enlace del
4-O-MeGal. Este, ha sido demostrado mediante comparacién del residuo F |
reducido (NaBH,;) con el neoagarohexaitol (figura 9), después de una
permetilacion, metandlisis y acetilacion. Los éteres metilicos obtenidos a partir del
neoagarohexaitol, eran (los nimeros entre paréntesis corresponden a los picos
enumerados en los cromatogramas de la figura 9):

1. El 2,4,6-tri-O-metil-galactosa (5,7) v,
2. El 1,2,4,5,6-penta-O-metil-galactitol (6).

Diversos compuestos minoritarios han sido observados y que corresponden
a derivados del 3,6 AG (anhidrogalactosa). Algunos han sido identificados
mediante cromatografia en fase gaseosa (CFG) acoplada a la espectrometria de
masas como:

El metil 3,6-anhidro-2-mono-O-metil-galactopiranosa (3),

El metil 3,6-anhidro-2,4-di-O-metil-galactopiranosa (1),

El 3,6-anhidro-2-mono-O-metil-galactosa dimetilacetal (8) y
El 3,6-anhidro-2,4-di-O-metilgalactosa dimetilacetal (4.

Para la F |, ademas de los compuestos observados en el caso del
neoagarohexaitol; hemos igualmente identificado el 2,3,4,6-tetra-O-metil-galactosa
(2) y una cantidad equivalente del 2,4-di-O-metil-galactosa (9,10).

Estos 2 éteres metilicos corresponden al 4-O-metil-galactosa y a su punto
de enlace (el C-6 de la D-galactosa) respectivamente (esquema 2). El grado de

polimerizacion de la fraccion F | (numero de unidades de repeticion) calculado a
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partir de los cromatogramas, es de 6. La relacion molar de esta fraccion (tabla 6)

corresponde a este calculo estimado.

1 . methyl 3,6-anhydro—2,4-di—O—methyl-galactopyranoside

2 : methyl 2,3.4,6-tetra~0-methyl -galactopyranoside
3 : methyl 3.6-anhydro-2-mono-0-methyl-galactopyranoside

ﬂﬁhﬁﬁwﬁ"o-z.ﬁl—m-O—methyl—galacf.opyranose
methylacetal

‘di
5 : methyl 2.4.6-tri-0—methy1-gIactopyranoside
3 4
u |
1

6 : 1.2,4,5,6-penta~0-methyl-gaiactito] =~ -

7 : methyl 2.4.6-tri-O-methyl-galactopyr-anoside

8: 3,6—anhydro~2-mono—0~methyl—galactopyranose T
dimethylacetal

9 : methyl 2,4-di-0—methyl-galactopyranoside

10 : methyl 2.4-di-0—methyl-galacLopyranoside

Figura 9: Analisis en Cromatografia en fase gaseosa (CFG) de los eteres

metilicos obtenidos por permetilacion, metanolisis y acetilacion de :
a . fraccion F I, reducida con NaBD,

b : Neoagarohexaitol
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4-0- Metil-a-L-Galactosa

B
0
CHZOH
H3C0
CH
o 20
0 o HO
CH2 \
HO
0 0
OH
3,5. anhidro-a-L-Galactosa ﬂ_D_ Galactosa
A G

Esquema 2 : Estructura quimica del polimero del Agar, Unidades D- y L-
Galactosa Punto de enlace del 4-O-metil- -L-galactosa (Karamanos Y,
Ondarza MA y colbs. 1988.In: Algal Biotechnology ISBN 1-85166-233-2).
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IV. DISCUSION Y CONCLUSIONES

La utilizacion de la -agarasa | a partir de Pseudomonas atlantica, nos

permitié aislar oligosacaridos enriquecidos en 4-O-metil-galactosa, el cual se
demostré estar unido al C-6 de la Unidad D-galactosa. EI hecho de que el
contenido en 4-O-metil-galactosa sea superior en la fracciéon F | y en la fraccion
FRE (resistente a la enzima); demuestra que las substituciones laterales protegen
al polimero en contra de degradaciones enzimaticas, que se presentan
probablemente por conglomeraciones estéricas.

Hemos asimismo constatado, que las substituciones en la Unidad D-
galactosa en la posicion C-6, intervienen en bloques, en promedio; de 6 unidades
contiguas, conteniendo: 3 residuos 6-O-metilgalactosa y 3 residuos de galactosa,
en donde 1 de ellos, lleva el enlace con el 4-O-metil-galactosa (esquema 3).

Dado que todos los oligosacéaridos se terminan con el 3,6-AG en posicién
no reductora, pareceria que 1 residuo de la D-galactosa permanece sin ser
substituido. Conociendo la especificidad de la -agarasa I, la Unica posibilidad de
localizacion que pudiese haber; es la de la unidad neoagarobiosa localizada cerca

del punto de enlace.

[
A-G—-A-G=-A-G—-—A-G-A—-G-—A-G:

Esquema 3 : Estructura propuesta para el dodecasacarido estudiado.
G =galactosa, G” = 6-O-MeGal, A= 3,6-anhidro-galactosa

A' = 3,6-AG en posicion terminal no reductora , = en posicion reductora,
B = 4-O-MeGal, de 1 a6 = unidades de neoagarobiosa
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Podemos establecer como conclusion, que la substitucion con el 4-O-metil-
galactosa, interviene en el C-6 de la Unidad D-galactosa. Nuestra hipotesis de
trabajo respecto a la importancia eventual de este residuo, en el metabolismo del
agar; se ve reforzada aun mas, por el hecho que el C-6 es de la misma forma, el
sitio de las O-metilaciones. Sera pues interesante, seguir la evolucién de estos 2
tipos de substituyentes, para estudiar la posibilidad de una existencia de la

relacion entre estos 2 fenébmenos.
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CAPITULO lll: ESTUDIO FISIOLOGICO DE LA HETEROGENEIDAD
MOLECULAR DEL AGAR

Introduccidén

Es bien sabido, que la productividad y el crecimiento de las poblaciones de
algas, esta regulada por diversos parametros. La intensidad y calidad de la luz, la
temperatura del agua, la concentracion en nutrientes, el fotoperiddo, etc.

Igualmente se reconoce que las algas marinas han desarrollado algunas
estrategias para contrarrestar las diferencias en cuanto a la concentracién de los
nutrientes en el medio exterior. Podemos notar al menos 3 respuestas generales
debido a las carencias nutricionales, las cuales se manifiestan por una disminucién
en el contenido de pigmentos fotosintéticos (DeBOER y RYTHER, 1977), una
acumulacion de compuestos de carbono de reserva (NEISH y colbs., 1971) y, una
disminucién en la concentracidon de proteinas y en acidos nucleicos (NASR y
colbs., 1968).

Los cultivos de algas en condiciones de laboratorio, ha mostrado por
ejemplo; que la produccion con fases alternadas, puede llegar a ser controlada
igualmente por los parametros ya descritos. Sin embargo, (NORTON y Colbs.,
1982) hay estudios que demuestran que en condiciones artificiales de cultivo las
fases de reproduccion alternadas en los vegetales; son bastante diferentes a las
observadas en la naturaleza.

Los trabajos efectuados sobre el efecto de la cantidad y calidad de la luz en

el crecimiento y la productividad de los talos de Gracilaria verrucosa, demuestran

la existencia de respuestas fototrépicas de los talos con respecto al angulo de
incidencia de la luz (JONES, 1959; SANTELICES, 1984). Otros trabajos, hacen
énfasis en que el punto de compensacién fotosintético, en talos de Gracilaria
verrucosa; es del alrededor de 10 E.m™?.s™ (BIRD, 1981a).

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio (STADLER, 1984 vy
CHRISTIAEN, 1987) muestran que luego que las condiciones son favorables al

crecimiento, aumentan tanto el peso seco como el peso fresco del material. Los
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polisacéaridos producidos bajo esas condiciones son menos ricos en 3,6 anhidro-
galactosa. En condiciones de ausencia de proliferacion, el peso fresco disminuye
pero la sintesis de agar se intensifica y la concentracion en 3,6-anhidro-galactosa,
aumenta.

Los resultados de los analisis quimicos efectuados en el agar extraido de
talos en condiciones de crecimiento y de ausencia de proliferacion igualmente,
sugieren una evolucidon quimica de los polimeros de la matriz parietal. La
expresion de los resultados en términos del cociente galactosa/ 3,6-anhidro-
galactosa no considera mas que a los residuos L-galactosa que pueden
encontrarse ya sea como 3,6-anhidro-galactosa o bien como L-galactosa-6-sulfato.

En nuestro protocolo, hemos favorecido el estudio de la composicion del
residuo D-galactosa y nos hemos propuesto a analizar los galactanos extraidos a

partir de Gracilaria verrucosa, cultivada bajo condiciones controladas, con el fin de

comparar su composicion con la de los polimeros extraidos de talos en su estado
inicial (talos testigos).
Il. Material y métodos
A) Definicion de las condiciones de cultivo
1) Preparacion de las muestras

La macroalga rodofita Gracilaria verrucosa (Hudson) Papenfuss fue

colectada en el Cabo Nariz Gris (Noreste de Francia). El material vegetal se dividid
en 3 partes: a) material nativo en su estado inicial, b) Muestra Il y c) Muestra llI,
las cuales fueron sometidas a 2 diferentes condiciones de cultivo.

1. Condiciones promotoras de crecimiento (CPC):

Segmentos de Ejes primarios centrales (EP) y de ramificaciones laterales
(RL) de 5 cm de longitud obtenidas a partir de la muestra Il, fueron aclimatados a
intensidades luminosas semejantes a las imperantes en el verano. La irradiacion
se fijo en 62 E. m?.s™ (lamparas incandescentes Gros-luxe y fluorescentes Cool-
white). El fotoperiodo fue programado en un ciclo 16:8 h (luz: obscuridad). La
temperatura se mantuvo en 24 2°C. El aire fue suministrado al acuario. EI medio
consistid en agua de mar natural (3 1), enriqguecida con medio Provasoli y era

cambiada cada semana. La concentracion final del NaNO3 fue de 8 mM. Las tazas
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de crecimiento se determinaron mediante la medicion del peso fresco (PF). El
peso seco (PS) se establecié posterior a una liofilizacién del material. El cultivo se
llevo a cabo durante un periodo de 2 meses.

2. Condiciones no promotoras del crecimiento (CNPC):

Tanto (EC) como (RL) de 5 cm de longitud, fueron sometidos a intensidades
luminosas de irradiacion propias a las condiciones naturales del invierno (17 mE.
m? .s™). El Fotoperiodo se estableci6 en ciclos de 8:16 h (luz: obscuridad). La
temperatura era de 5 °C. El medio consistié en 3 | de agua de mar natural que era
cambiada cada 1 vez por semana durante un periodo de 2 meses. El crecimiento

se establecié como ya se describié anteriormente.

3. Cultivos alternados (CA)

Al final del ciclo de cultivo (2 meses) las condiciones han sido invertidos;
Tanto las ramificaciones laterales (RL) como los Ejes primarios centrales (EP), que
estaban bajo condiciones no promotoras del crecimiento; fueron sometidos a

condiciones promotoras.

B) Procedimiento de extraccion:

La comparacion previa de extracciones en agua (CHRISTIAEN y colbs.
1987) y en mezclas de etanol/ agua (LAHAYE y colbs, 1986.), Nos permitieron
desarrollar un nuevo procedimiento (ONDARZA vy colbs.,1987).

De manera a simplificar la demostracion de la heterogeneidad del agar, se

menciona Unicamente la ruta de extracciones con agua (Figura 10).

40%Etanol/agua 121°C agua Residuo Algal
(EA40) (B121) (RAEA)
Extracto crudo (EC)
Algas (polvo) |:> Material crudo (MC)
Despigmentacion (EC)
Agua (60°C) 121°C Residuo Algal
(A60) :> (A121) —> (RAA)

Figura 10: Procedimiento de extraccién (simplificado).
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En concreto, se pulverizaron los segmentos vegetales ya mencionados
hasta tomar 5 g de cada uno y ser sometidos a doble destilacion en agua
destilada (1 1, 12 h) a 22°C. Se recupero el extracto crudo (EC) mediante filtracién
en membranas de nitrocelulosa (8, 3 y 45 mm; Sartorius) y liofilizacion. El material
crudo (MC) previamente tratado con acetona y etanol, fue sometido a extraccion
con agua destilada (300 ml) a 60 °C durante 1 hora (A60), seguido de autoclave
(121 °C, 1 atm) en 300 ml de agua destilada por 3 y 1 h respectivamente (A121).

El residuo algal acuoso (RAA) también fue liofilizado.

C) Caracterizacion de carbohidratos constituyentes y sus cantidades
relativas:

El fraccionamiento del material crudo (MC) ha sido realizado por
cromatografia de intercambio ionico en batch. Una solucion de agar (20 ml; 1 g/ )
fueron mezclados a un gel DEAE-Sephadex A50, equilibrado en agua y
manteniendo la temperatura a 60 °C. Los polisacéridos neutros son eluidos con
agua destilada (150 ml), mientras que los polisacaridos acidos se eluyeron con
150 ml de una solucion de NaCl 3M. Las fracciones fueron dializadas,
concentradas, congeladas y posteriormente liofilizadas (Ver Tabla 9).

Los carbohidratos totales fueron determinados por el método del orcinol-
acido sulfurico empleando a la galactosa como estandar. El contenido de 3,6-AG
se establecié por el método del resorcinol usando la fructosa como estandar. El
contenido en sulfato se determindé mediante HPLC (cromatografia liquida)
empleando una columna Rosil AN (Altech) y un monitor de conductividad (Milton
Roy), de acuerdo a la metodologia descrita por Karamanos y colaboradores
(KARAMANOS y colbs, 1988).

Su identificacion se basé en los tiempos de retencién (relativos a
carbohidratos conocidos) y a sus espectros de masa. El 6-O-Me-Gal fue aislado a
partir de Porphyra umbilicalis mientras que el 4-O-Me-Gal fue proporcionado

gentilmente por el Dr. J.S. Craigie (g.e.p.d). Los calculos sobre la composicion
molar se establecieron de acuerdo al siguiente criterio:

- el L-Gal total se defini6 como el L-Gal-6-sulfato mas el contenido en 3,6-AG
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- el D-Gal total se obtiene de la suma de concentraciones molares tanto del
D-Gal como del 6-O-Me-Gal
- Hipotesis de trabajo: la cantidad de sulfato estimada por HPLC representa

el contenido total en L-Gal-6-sulfato.
lll. RESULTADOS Y DISCUSION
Las condiciones promotoras de crecimiento (CPC) favorecen la produccion

de biomasa (incremento de 8 a 12% por semana) para ambos segmentos

vegetales ramificaciones laterales (RL) y ejes primarios centrales (EP) (TABLA 7).

TABLA 7 : Evolucién de la biomasa (MF), de la materia seca (MS), contenidos en
agua y en polisacaridos a lo largo del ciclo de cultivo.

Ejes primarios (EP) Ramificaciones laterales (RL)

Talos testigos (MF/ MS) 100/ 14 100/ 7

Condiciones favorables 190/ 43 168/ 34

del crecimiento (MF/ MS)

Contenido en agua (g) + 612 +41

Contenido en Polisacaridos 17° 20
(%MS)

Condiciones de no proliferacion 100/ 18.5 105/ 16

(MF/ MS)

Contenido en agua (Q) -4.5 -4

Contenido en Polisacaridos 20 29
(%MS)

a : diferencia del valor inicial de los testigos b : total A60 + A121 +EA40 + B121
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Los polisacaridos solubles en agua a temperaturas calientes representaron
un 17 y 20% de la materia seca en ambos casos. Bajo condiciones no promotoras
la biomasa permanecié estable y en donde el rendimiento en polisacaridos
solubles fue de 20 y 25% de la materia seca respectivamente para los segmentos.

Con las plantas nativas se obtuvieron rendimientos de 20 y 30% respectivamente.

Las graficas siguientes permiten visualizar de mejor manera:
1) el patrén de substitucion (6-O-Me-Gal y 4-O-Me-Gal)
2) el cociente ( ) (6-O-Me-Gal/ 4-O-Me-Gal) y,
3) el grado total de substitucién ( ) para C-6 de la unidad D-Gal.

En la Figura 11, se ilustra la “Grafica de calidad” de este material crudo
(MC) obtenido durante diferentes condiciones de cultivo. Facilmente se observa
que los polimeros altamente substituidos son obtenidos bajo condiciones
promotoras del crecimiento ( > 0.4) y que la buena calidad se obtiene con
condiciones no promotoras, particularmente en el caso de las ramificaciones
laterales (RL) ( =0.1).
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Figura 11: Grafica de calidad del material Crudo obtenido bajo las diferentes
condiciones de cultivo.
PN: Plantas Nativas RL: Ramificaciones laterales EP: Ejes Primarios
CPC: Condiciones promotoras del crecimiento CNPC: Condiciones no
promotoras del crecimiento

= Grado total de substitucion de la Unidad D-Galactosa

= cociente 6-O-Me-Gal/ 4-O-Me-Gal

Comparado con las plantas nativas, la extraccion de polisacaridos solubles
a temperaturas calientes, mostré patrones de substitucion similares a los
obtenidos bajo condiciones no promotoras de cultivo, con ligero incremento en el
contenido del 6-O-Me-Gal en las ramificaciones laterales. Esto no es para
sorprenderse dado que las plantas nativas se colectaron en condiciones de
invierno, bajo condiciones climaticas parecidas a las establecidas para las
condiciones no promotoras del crecimiento (CNPC).

En la Tabla 8, se reportan los contenidos en 6-O-MeGal y en 4-O-MeGal,
expresados en porcentajes molares con respecto a la Unidad D-galactosa total (D-
Gal + 6-O-MeGal). De tal manera que el 6, representa el porcentaje del 6-O-
MeGal presente en las Unidades D-galactosa y, 4 representa el porcentaje de las
unidades de D-galactosa que presentan la cadena lateral del 4-O-MeGal. El grado
de substitucion total (GS = ) es definido como el cociente ( ) representado por la
concentracion del 6-O-MeGal + 4-O-MeGal / D-galactosa total. Los valores de las
2 condiciones de cultivo (favorables y no favorables) fueron comparados con a los

de los talos testigos.
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Tabla 8: Composicion quimica de los diferentes extractos obtenidos por el
procedimiento simplificado de las extracciones fraccionadas.

CONDICIONES DE CULTIVO

Talos Testigos (TT) CPC (CH+) CNPC (C-)

6 4 GS 6 4 GS 6 4 GS

A60 29.0 51 034 29.0 16.2 045 295 6.5 0.36
Al21 20.7 7.0 0.28 238 304 054 226 7.3 0.30
EP RAA 22.3 139 0.36 15.8 19.1 0.35 8.6 7.4 0.16
EA 405 79 048 26.1 264 052 39.8 6.7 0.46
B121 16.2 5.1 0.21 235 285 052 16.0 6.5 0.23
REA 105 3.6 0.14 17.7 20.0 0.38 8.9 9.2 0.18
A60 42 54 010 419 143 056 140 3.8 0.18
Al21 7.2 95 017 31.2 13.2 044 10.7 6.9 0.18
RL RAA 3.2 53 0.09 29.7 154 045 54 53 0.11
EA 6.5 6.2 0.13 553 226 0.78 18.6 6.7 0.25
B121 6.1 65 013 256 11.0 0.37 16.7 10.7 0.27
REA 39 53 009 225 131 036 56 55 0.11

6 = cociente 6-O-MeGal / D-galactosa total 4 = 4-O-MeGal / D-Gal total
GS = = Grado de substitucion total

EP = Ejes Primarios centrales

RL = Ramificaciones laterales

TT = Talos testigos (condiciones iniciales)
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Los verdaderos cambios ocurrieron durante condiciones promotoras del
crecimiento (CPC) con incrementos en las concentraciones molares en residuos 4-
O-Me-Gal (principalmente en ejes primarios centrales). Un mismo patrén de
substitucion fue finalmente obtenido para ambos segmentos vegetales ( = 0.47).

Dichos resultados sugieren que un intercambio continuo puede existir entre
las diferentes formas de la unidad D-Galactosa, durante el crecimiento del alga.

El residuo algal (RAA) presenta mayor contenido en residuos 4-O-Me-Gal.
Este carbohidrato parece pertenecer al tipo de polisacaridos neutros adheridos
firmemente a la pared celular y presentando por lo tanto una baja extractibilidad
(resultados confirmados por cromatografia de intercambio i6nico en columna
DEAE-Sephadex, en donde se obtienen mayoritariamente fracciones enriquecidas
con residuos 4-O-Me-Gal).

Los cambios en la composiciéon del agar documentados aqui, pueden ser
interpretados como el resultado de actividades metabdlicas de las células. Queda
por establecerse, si este intercambio continuo es un efecto del anabolismo o es el
resultado de una degradacion, seguida por una sintesis de novo de polimeros
substituidos en mayor o menor grado. El aislamiento de las enzimas que
intervienen en este fendémeno, dard una respuesta a nuestra hipotesis
(KARAMANOS y colbs, 1989).

Los residuos algales se caracterizaron por una concentracion en 4-O-
MeGal mas elevada que en otras fracciones, en comparacion al 6-O-MeGal. La
relacion del cociente  (6-O-MeGal/ 4-O-MeGal), disminuye a lo largo de las
etapas de extraccion. Paralelamente, la concentracion en sulfato disminuye, lo
cual indica que el 4-O-MeGal se encuentra fuertemente asociado a los polimeros
neutros principalmente; intimamente adheridos a la pared celular y por ende,
siendo mas dificiles a ser extraidos. Finalmente, de manera a apoyar nuestra
hipotesis, hemos decidido fraccionar, mediante cromatografia de intercambio
ionico; el material bruto preparado a partir de Ejes primarios centrales cultivados
bajo condiciones promotoras del crecimiento (CPC).. Dicho extracto era el mas

enriquecido en 4-O-MeGal. La composicion de las unidades D- y L-galactosa es
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presentada en la Tabla 9. Se comprueba efectivamente, una tendencia antes

sefalada: la concentracion en 4-O-MeGal es mayor en la fraccidon neutra.

TABLA 9: Composicion quimica de las fracciones obtenidas por
Cromatografia de intercambio i6nico del material bruto proveniente de Ejes

Primarios centrales (EP) en condiciones promotoras del crecimiento (CPC)*.

Fraccion eluida con agua Fraccién eluida con NaCl (3M)

Unidades D-Galactosa

Galactosa (Gal) 58 63
4-O-MeGal 19 19
6-O-MeGal 23 18

Unidades L-Galactosa
Galactosa-6-sulfato 9 31

3,6-anhidro-galactosa 91 69

* Resultados expresados en % molar de las Unidades D- y L-Galactosa
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CONCLUSIONES GENERALES

El Agar es un galactano gelificante extraido de la pared de ciertas algas
rojas, estando conformado por unidades de repeticion alternadas: El 3,6-anhidro-
-L-galactopiranosa y el -D-galactopiranosa. La calidad industrial de los geles
gue se forman, depende de la proporcién relativa en azarosa, siendo esta la forma
ideal de esta familia de moléculas. Existe un cierto numero de substituciones que
logran modificar la cadena principal: Grupos éter-metilos, hemi-ester-sulfato,
piruvato.
Trabajos preliminares en nuestro laboratorio, han mostrado que la calidad

del agar extraido de Gracilaria verrucosa, varia no solamente en funcion de las

condiciones fisioldgicas, sino igualmente en funcidén de la edad y en la naturaleza
de los tejidos. Se ha confirmado y correlacionado una heterogeneidad quimica con
la calidad del ficocoloide.

El Primer objetivo de este estudio, consisti6 en la busqueda de las
condiciones de extraccion mas favorable confirmando la heterogeneidad quimica
de los galactanos. Una nueva estrategia extractiva fue desarrollada a partir de
técnicas de extraccion fraccionada con agua y con etanol/ agua.

El conjunto de diferentes técnicas analiticas utilizadas, nos ha permitido
evaluar los contenidos centesimales de los monosacaridos que forman parte de
los polimeros extraidos. Hemos podido comprobar la presencia del 6-O-Metil-
galactosa y el describir por vez primera, la presencia del 4-O-Metil-galactosa.

Investigadores trabajando con otras especies de Gracilaria, sefalaban la
presencia del 6-O-metil-D-galactosa y del 4-O-metil-L-galactosa; en donde la
concentracion de este ultimo, se encontraba fuertemente enriquecida en las
fracciones polisacaridicas obtenidas a partir de segmentos de ejes primarios
centrales del alga.

Debido a la importancia previsible que este monosacarido pudiese tener en
el metabolismo del agar; decidimos determinar su punto de union en la cadena

polimérica.
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La utilizacion de la -agarasa |, a partir de Pseudomonas atlantica, nos ha

permitido aislar oligosacéridos enriquecidos en 4-O-MeGal, el cual mediante
técnicas de permetilacion, espectrometria de masas acoplada a la cromatografia
de gases y a la Resonancia Magnética Nuclear del C** y del proton H; resulta
encontrarse unido al C-6 de la Unidad D-galactosa. Nuestra hipotesis sobre la
importancia de este residuo en el metabolismo, se vio reforzada aun mas, debido
al hecho de que le C-6 es igualmente el sitio de las O-metilaciones.

Tomando en cuenta estos hechos novedosos, definimos una estrategia de
cultivos controlados, que permitieran seguir la evolucién de diversos marcadores
bioldgicos (grados de substitucién de la cadena principal) en polimeros del agar;
en funcion de diferentes parametros de cultivo y de la edad de los tejidos.

Para ello, se estudiaron las variaciones en el patrén de substitucion de la
unidades de la -D-galactosa; en tanto ejes primarios centrales y en
ramificaciones laterales, sometidos por separado a cultivos controlados, bajo
condiciones promotoras (CPC) y también, no promotoras del crecimiento (CNPC).
Se compararon los resultados con los obtenidos con los talos testigo.

La introduccion de 2 nuevas representaciones de los resultados: el cociente
( ) (6-O-MeGal/ 4-O-MeGal., asi como una grafica de la calidad; Han simplificado
las interpretaciones.

Un alto grado de substitucion ( = GS) en el 4-O-metil-L-Galactosa ha sido
confirmado en los polimeros obtenidos a partir de los ejes primarios centrales (EP)
cultivados bajo condiciones promotoras del crecimiento y asimismo, un importante
grado de substitucidbn por el 6-O-MeGal en las fracciones obtenidas de las
ramificaciones laterales (RL) cultivadas tanto en CPC como en CNPC.

El conjunto de resultados sugiere que un intercambio continuo parece
llevarse a cabo entre las diferentes formas de la unidad D-galactosa, durante el
crecimiento de las algas.

Los resultados obtenidos por fraccionamiento de los polimeros extraidos de
ejes primarios al final del cultivo (2 meses), sobre una columna de intercambio de
iones; han mostrado la presencia de fracciones eluidas con agua destilada,

enriquecidas en el 4-O.metil-galactosa con relaciéon al 6-O-Metil-galactosa.
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Igualmente, hemos confirmado que las fracciones obtenidas con
extracciones a altas temperaturas asi como los residuos de extraccion;
presentaban una alta concentracién en substituyentes como el 4-O-MeGal, el cual
como lo demostramos; se presenta como cadena lateral en los polisacaridos. Esto
indica pues, que el 4-O-MeGal pudiera estar asociado a polimeros de naturaleza
mas neutra, intimamente adheridos a la pared celular y siendo mas dificiles de
extraer.

Finalmente, mediante los cultivos alternos, hemos constatado que el
fendbmeno de la modificacion en la composicion quimica de los polimeros
(expresada en términos del grado de substitucion de la unidad.-galactosa), es un
proceso que se realiza de manera muy rapida. En efecto, las variaciones de la
composicién que encontramos en las ultimas 3 semanas de cultivo; son pobres y,
comparativamente a los valores encontrados en las condiciones iniciales, sugieren
representar un patrén de uniformidad.

Al parecer, una modificacién en la estructura de los galactanos, como por
ejemplo en los ejes primarios centrales; interviene mucho antes de la aparicion de
las neoformaciones. Es este aspecto el que a nuestro juicio resulta determinante,
para continuar el estudio de una produccién de azarosa en bioreactor. Mediante el
establecimiento de condiciones de un cultivo controlado de las condiciones,
deberemos a priori, ser capaces de producir tanto una cantidad como la calidad
deseada de galactanos. Si el cultivo de talos enteros o bien de segmentos de talos

lo permiten; las condiciones rigurosas de un bioreactor lo haran.
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