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Resumen

Adenocystis utricularis (familia Adenocystaceae; orden
Ectocarpales sensu lato) es un alga parda que crece sobre el
sustrato rocoso en las costas patagénicas del Atlantico Sur. La
extraccion de sus polisacaridos fue llevada a cabo por
tratamiento secuencial con etanol al 80 % frio y caliente,
solucién de cloruro de calcio al 2 % frio y caliente, y finalmente
con acido clorhidrico diluido (pH 2) a 70 °C. El manitol fue
el hidrato de carbono mayoritario en el extracto etanélico a
temperatura ambiente, mientras que los fucoidanos y las
proteinas fueron principalmente extraidos con etanol a 70 °C.
Ambos extractos evidenciaron ademas la presencia de
compuestos de naturaleza fendlica. Los demdas extractos
mostraron altas cantidades de hidratos de carbono y menores
de proteinas: en todos ellos el principal monosacarido
constituyente fue fucosa, con pequefas proporciones de
galactosa y manosa. Los acidos urénicos y grupos ésteres sulfato
fueron también constituyentes de los extractos.
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Introduccion

Las algas pardas (Phaeophyta) habitan preferentemente los
ambientes marinos, en la zona intermareal llegando hasta 60-
70 m de profundidad’. Su composicion de hidratos de carbono
depende de cada especie y dentro de ella, del hébitat, de la
época del afo en que fue colectada, del tipo de tejido, etc.
Como productos de reserva generalmente contienen
laminaranos y manitol. Biosintetizan ademads, acido alginico y
fucoidanos, los cuales forman parte tanto de la pared celular
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matricial como de la fibrilar. Estos Gltimos polisacaridos
contienen grandes cantidades de L-fucosa y sulfato, junto con
menores proporciones de otros azlcares tales como xilosa,
galactosa, manosa y acido glucurénico®?. El manitol y el acido
alginico poseen aplicaciones industriales, principalmente en
la industria farmacéutica.

Los fucoidanos han demostrado una importante actividad
biolégica*®, fundamentalmente anticoagulante’, anti-
trombdética® vy antiviral® '°,

En este trabajo se presentan los resultados del estudio
fitoquimico general y analisis de los hidratos de carbono
constituyentes de los extractos de Adenocystis utricularis (familia
Adenocystaceae; orden Ectocarpales sensu lato)''*2, presente
en las costas de la Patagonia argentina. Esta especie de alga
parda aparece también en otras regiones del hemisferio sur,
como Chile, Australia y Nueva Zelanda'. Presenta frondas
globosas con forma de dedos, con el interior lleno de agua y
habita en los altos niveles del sublitoral marino. En un trabajo
reciente, hemos caracterizado polisacaridos con actividad
antiviral presentes en este alga, obtenidos mediante extraccion
paralela™.

Materiales y Métodos
Obtencion del material y extraccion

El alga parda Adenocystis utricularis fue colectada en las
costas cercanas a Comodoro Rivadavia, en el paraje conocido
como “La Loberia” (Provincia de Santa Cruz, Argentina) en
abril de 1998, secada al aire libre y luego bajo techo, y
finalmente molida en un molinillo de paletas. El alga molida
(84,9 g) fue extraida secuencialmente mediante una
modificacion de la metodologia descripta por Mian y Percival',
utilizando agitacion mecdnica. La secuencia extractiva se
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muestra en la Figura 1. El alga fue extraida en primer lugar
con etanol acuoso al 80 % (600 mL) por 24 h a temperatura
ambiente y a 70 °C, dos veces en cada caso. Los marcos
fueron recuperados por centrifugaciéon y posteriormente
extraidos con a) CaCl, acuoso al 2 % (300 mL) por 24 h, a
temperatura ambiente y luego a 70 °C; b) HC| diluido (300
mL, pH 2,0) por 4 h (cuatro veces a 70 °C), manteniendo el
pH a 2,0-2,1 por adicion de HCI diluido.

Adenocystis utricularis

columna capillar (30 m x 0,25 mm) SP-2330 en un cromatégrafo
gaseoso HP-5890 equipado con un detector de ionizacién de
llama. El flujo del gas portador fue de 1 mL/min. Las corridas
cromatograficas se efectuaron isotérmicamente a 220 °C, con
una relacién de split de 1:100 mientras que la temperatura del
inyector y detector fueron mantenidas a 235 °C.

1)Evap. a sequedad

2) Adicién de HCI 1%

Filtracion

Filtraldo Residuo
Fraccién A —‘
NHa
CHCls
Extraccion con CHCl3
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T. Amb.
Res. 1 { E,
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Res. 2 —‘| E,
CaCl2 2%
T.Amb.
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CaClz 2%
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70°C :
Res. 5 C]E5

Figura 1. Extraccion secuencial de Adenocystis utricularis.

El residuo insoluble final fue separado por centrifugacion
y liofilizado. Todos los extractos fueron concentrados a presion
reducida, dializados (en una bolsa de poro 12.000) contra
agua corriente por 48 h, contra agua destilada en sistema
cerrado por 24 h, y finalmente liofilizados.

Métodos Analiticos

Los extractos E, y E, fueron analizados mediante la marcha
fitoquimica cualitativa que se muestra en la Figura 2'. Los
azucares totales se cuantificaron por el método del fenol-
H,SO, . Los &cidos urénicos se determinaron utilizando la
metodologia propuesta por Filisetti-Cozzi y Carpita'®, con
glucuronolactona como estandar. Las proteinas solubles fueron
cuantificadas por el procedimiento de Lowry et al.”. La
proporcion de éster sulfato se determiné turbidimétricamente
como sulfato de bario luego de hidrélisis con HCI 1M a 105
OC)(J, 21.

La hidrélisis de los polisacéridos fue llevada a cabo con TFA
2M, durante 90 min a 120 °C?. Los hidrolizados fueron deri-
vatizados a los correspondientes aldononitrilos peracetilados?®
y analizados por cromatografia gas-liquido (GLC) usando una
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Figura 2. “Screening” fitoquimico de los extractos E, y E,.

Alternativamente, los hidrolizados fueron analizados
utilizando un equipo Dionex de HPAEC equipado con un
detector de pulso amperométrico (PAD). Se utilizoé una columna
CarboPac PA-1 (250 x 4 mm), eluyendo isocraticamente con
NaOH 20 mM?** 25, Para la deteccion de manitol, los extractos
E,y E, fueron analizados también por CGL y HPAEC-PAD sin
hidrélisis previa.

Resultados y Discusién

El alga Adenocystis utricularis fue extraida secuencial-mente
con diferentes solventes (Figura 1). Los resultados del screening
fitoquimico (Figura 2) de los extractos E, y E, se presentan en
la Tabla 1. Estos extractos contienen hidratos de carbono,
proteinas y compuestos fenélicos (probablemente taninos). Se
ha informado que las algas pardas producen un ndmero
importante de sustancias fenolicas, fundamentalmente taninos
derivados del floroglucinol?%, los que han evidenciado
importante actividad bioldgica?’.

Tabla 1. Andlisis preliminar de los extractos etanélicos de
Adenocystis utricularis.

Fraccién  Hid. de Carbono  Proteinas  Lipidos Taninos Flavonoides
E, + + - + -
E + + - + -




La Tabla 2 muestra los andlisis efectuados sobre todos los
extractos obtenidos por extraccion secuencial (Figura 1). Los
mejores rendimientos se obtuvieron con el solvente hidro-
alcohdlico a temperatura ambiente y a 70 °C (E, 29 %y E, 8
%). Estos extractos son también ricos en proteinas, cuyo
contenido disminuye en las siguientes extracciones. Los acidos
urénicos fueron importantes constituyentes de los extractos de
cloruro de calcio (E, y E)), mientras que las cantidades de sul-
fato resultaron similares en la mayoria de los extractos (Tabla 2).

. Tabla 2. Andlisis de los extractos de A. utricularis.

Rendimiento Hid. de Carbono Proteinas Solubles Ac. Urénicos Sulfato
(%) (%) (%) (%) (%)

E1 29 - 18 - R
E2 8 15 18 9 18
E3 1 40 3 24 19
E4 <1 37 1 13 21
E5 3 64 2 5 19

La composicién de monosacéridos de todos fos extractos se
observa en la Tabla 3. Como es de esperar, el hidrato de
carbono mayoritario en el extracto etanélico frio (E,) fue el
manitol. Sin embargo en caliente el producto extraido resulté
enriquecido en componentes tipicos de fucoidanos, al igual
que en los siguientes extractos, en los que se observan grandes
proporciones de fucosa, y menores de manosa y galactosa. La
proporcion de esta dltima crece en los Gltimos productos (E,
y E,, Tabla 3).

Tabla 3. Composicién de monosacdridos de los extractos de
) Adenocystis utricularis (mol/100 moles).

PR

Monosacéarido Eq Ey E; E,4 Eg
Hidrolizado No hidr. Hidroliz. No hidr.
Ram - - 3 - - 3 1
Fuc 1 - 76 2 84 70 71
Ara - - tr - - 1 tr
Xil - - - - - - 1
Man-ol 91 100 9 93 - - -
Man ~ - 3 - 5 7 1
Gle r - tr - tr 3 tr
Gal 8 tr 9 5 9 16 14

El manitol es un importante constituyente de muchas algas
pardas. Se han encontrado grandes cantidades en Himanthalia
lorea, Bifurcaria bifurcata, Padina pavonia'®, Ascoseira mirabilis,

Desmarestia anceps, D. menziessii y Himantothallus
grandifolius®. Adenocystis utricularis no fue una excepcion
(Tablas 2 y 3).

Las subsecuentes extracciones dieron lugar a diferentes
fracciones de fucoidanos, con altas proporciones de fucosa,
pequenas cantidades de galactosa y manosa, y proporciones
despreciables de xilosa. En los fucoidanos de otras algas pardas,
la fucosa y el acido op-glucurénico fueron los principales
componentes?®, usualmente acompanados por cantidades
variables de p-galactosa y p-xilosa” !> 2 y algunas veces de p-
manosa’’3!.

El laminarano es también un importante constituyente de
muchas algas pardas’® 32 2. Sin embargo, en Adenocystis
utricularis este polisacarido se halla ausente, ya que la
proporcion de glucosa resulto despreciable (< 3 %). Las propor-
ciones de sulfato (18-21 %) fueron marcadamente superiores
a aquellas descriptas para fracciones similares?® en Ascoseira
mirabilis (12,5 %), Himantothallus grandifolius (4,7 %),
Desmarestia anceps (1,6 %) y D. menziessii (1,4 %).

Considerando los resultados de la composicion de azucares
de las algas pardas (ademéas del acido alginico), se pueden
encontrar dos “extremos”: uno con un fucano (> 80 % de
fucosa) como el hidrato de carbono mas importante, como
ocurre en Leathesia difformis®, y el otro representado por algas
que contienen manitol, laminaranos y fucoidanos complejos
con unidades de monosacéridos variadas' 2%, En este sentido,
Adenocystis utricularis comparte muchas de las caracteristicas
de esas otras algas pardas. Sin embargo, se observa un
comportamiento intermedio entre los dos extremos: posee
manitol, pero no laminaranos, y la composicion de sus
fucoidanos no es exageradamente compleja.

Los productos extraidos con cloruro de calcio fueron escasos
(Tabla 2), aunque presentan alta proporcion y variedad de
grupos anionicos, a diferencia de lo observado en el producto
obtenido por extraccion directa con este solvente en frio'™ o
en otras algas pardas®, donde los galactofucanos presentan
importantes porcentajes de sulfato, pero baja proporcion de
4cidos urénicos.
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