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Fig. 1.1 Estructura quimica de los principales carragenanos

kappa, iota y lambda. (Fuente: Campo et al. 2009).

Kappa e iota carragenano son moléculas diferentes en
sus estructuras y propiedades quimicas, debido a ello, tienen
diferentes usos en la industria, basandose en la capacidad de
formar geles (Lobban & Harrison 1997). Los geles kappa son
firmes, quebradizos y exudativos, mientras que, por el contrario
los geles iota son mas elasticos, resistentes y secos (Wakibia
et al. 2008). Las propiedades del gel y viscosidad del
carragenano tienen importancia comercial, como agentes
aglutinantes, gelificantes, estabilizantes y espesantes en
alimentos, cosméticos, farmacéutica, e industrias textiles

(Webber et al. 2012). La industria alimenticia reporta un uso
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Material y Métodos Capitulo 1|

A continuacién, se describe en detalle cada método adaptado .

Método de Fostier et al. (1992) (alcalino y natural)

El método de Fostier se adapté para una extracciéon en
medio acuoso y otra en medio alcalino. Para la extraccion
acuosa se obtuvo una pasta, resultante del calentamiento a 70-
80 °C durante 4 horas, de una mezcla de 0.5 g de alga seca en
30 mL de agua Millie Q. A continuacién, se agregé un volumen
de 75 mL de 2-propanol (Sigma Co.) para precipitar y luego se
filtré con papel filtro, se lavd con etanol al 95%, y se dejd secar
a 60°C durante 16 h. En el método Fostier modificado alcalino
el procedimiento es el mismo con la excepcidn gue la pasta

resultante se obtuvo en presencia de NaOH (0.2 N). Fig. [1.4 (2
y 3).

Método de Ohno et al. (1996) (alcalino y acido)

El método de Ohno modificado se realizé con una
extraccién alcalina y otra acida. La extraccién alcalina consistié
en la maceracion de 0,5 g de alga seca en 20 mL de una
solucién de KOH (6%, w/v) durante 3 horas. A continuacién se
calenté a 70-80 °C, durante 1 h. La precipitacidn tuvo lugar con
la adiciéon de acetona (80%, v/v) en una ratio de 3 mL acetona:

20 mL solucién de KOH. La mezcla resultante se filtro, se lavo
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varias veces con etanol (95%, v/v) y se dej6é secar en el horno
a 60°C.

La extraccidn acida consistid en una digestién en 20 mL de
H.S04 (5%, viv), pH 3, de 0.5 g de alga seca a 30 °C durante 3
horas. A continuacion se dejé a 70-80°C durante una hora y se
precipitd con 3 mL de acetona al 80% (3 veces). Se lavd varias
veces con etanol (95%, viv), v se secd en el horno a 60 °C.
Fig. 1.4 (4y5).

Método de Freile-Pelegrin et al. (2006) (modificado).

El método de Freile-Pelegrin se basé en la digestion de
0.5 g de alga en 50 mL de KOH 1% (p/v), pH 8.0, durante 12 h.
A continuacién se calentd a 85 °C durante 3 h y se precipitd
con 25 mL de una solucién de 2%, (w/v) CTAB (Hexadecyl
Trimethyl Ammonium Bromide) preparada en una solucién de
acetona: agua Milli-Q (1:9). El pellet fue separado con filtros
Whatman y la pasta o mezcla (slurry) obtenido se lavé tres
veces con etanol (95% v/v) saturado en acetato de sodio
(Sigma Co). Fig. 1.4 (1).

Método combinado de Fostier & Freile-Pelegrin.

Finalmente, se chequedé un método combinado entre las

extracciones modificadas alcalina de Fostier et al. 1992 y de
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Ohno et al. (1996) alcalino, 6) Combinado de Fostier & Freile-

Pelegrin.
Valoracion cualitativa del carragenano

Para la valoracién cualitativa del carragenano mediante la
técnica del FTIR, se tomaron 4 mg de carragenano de cada
una de las muestras obtenidas, con los diferentes métodos de
extraccién descritos arriba, y kappa-carragenano grado
comercial (Sigma Commercial Grade, Type 1). Cada muestra
se mezcld independientemente con 10 mg de bromuro de
potasio (Sigma). La pasta resultante se prensdé a 3 Ton cm?,
formandose pastillas con dichos compuestos.

Los espectros, de cada una de las muestras, se
obtuvieron en un espectréometro FTIR modelo RS/1 (UNICAM),
gque media a intervalos de 2000 a 400 cm'1, una resolucién de
2 cm' y espejos giratorios hacia adelante y hacia atras a una
velocidad de 10 y 6.2 kHz respectivamente (Fig. 11.5).

Las bandas de los espectros obtenidos fueron
comparadas con aquellas caracteristicas de los ficocoloides,
segln una revisién bibliografica previa, considerando las
mismas condiciones experimentales de nuestro analisis y que

se muestran en la tabla 11.3.
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Extraccion y cuantificacion del carragenano.

El carragenano presentd un aspecto fibroso y su textura varié
segln el método utilizado. En la tabla 1.4 se reflejan los
métodos empleados por la extraccién de carragenano y la
produccién de ficocoloide en unidades de g de carragenano g
peso seco del alga.

Se obtubieron porcentajes altos entre 58 y 68 %,
asumiendo 1 g era el equivalente a 100%, para los métodos de
Fostier et al. (1992) (alcalino y acido) y Freile-Pelegrin et al.
(2008). Los métodos restantes de Ohno et al. (1996) (alcalino y
acido) y Combinado de Fostier & Freile-Pelegrin no

presentaron fibras de carragenano.
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Tabla 11.4. Productividad de carragenano obtenida en los
diferentes métodos de extraccion probados (los datos son la
media £ SE, n=6; n.d. no se obtuvo fibras de carragenano); ns,
diferencias no  significativas fueron observadas en

comparaciones multiples, p=0.05).

Productividad
Método (g carragena g'p.s.
alga)
Fostier et al. (1992) (alcalino) 0613 +0.11™
Fostier et al. (1992) (natural) 0.570 + 0.11"°
Ohno et al. (1996) (alcalino) n.d.
Ohno et al. (1996) (acido) n.d.
Freile-Pelegrin et al. (2006) 0.689 + 0.09"°

Combinado de Fostier & Freile-Pelegrin  n.d.

Valoracion cualitativa de carragenano

En la figura 11.6 se representan las bandas generadas por el
FTIR para los distintas carragenanos obtenidos mediante los
diferentes protocolos de extraccion. El kappa carragenano
comercial de Sigma Co. se caracteriza por la presencia de
bandas correspondientes a ésteres sulfatados a 1162-1240 cm’
1, enlaces C-O en ésteres sulfatados a 1130 cm'1, galactosa a

970 cm'1, 3,6 anhidrogalactosa a 930 cm'1, B-D-galactosa no

214

Clatidia Massiel Pérez Gonzalez




Resultados Capitulo |1

sulfatada a 890 cm™, a 740 cm™' enlaces C-S/C-O-C y C-O-
S0..

La comparacién de los espectros entre kappa-
carragenano (comercial) con cada uno de los carragenanos
problemas (Tabla 1.5) permite deducir que el carragenano
obtenido mediante los procedimientos descritos por Fostier et
al. (1992) alcalino, carece de las bandas 1240-1162, 1130, 970,
890, 740, 705 cm’’ correspondientes a los grupos funcionales
de ésteres sulfatados, galactosa, y B-D anhidrogalactosa no
sulfatada respectivamente, presentando solo las bandas de 3,6
anhidrogalactosa (930 cm'1) y 4 galactosa sulfatada (845 cm'1)
al igual que el método Fostier et al. (1992) natural. La
diferencia es que este Ultimo método si presenta ésteres
sulfatados (1240-1162 cm'1).

Los métodos de Ohno et al. (1996), tanto el alcalino
como el acido, no presentaron las bandas caracteristicas de la
kappa-carragenano comercial; el método de Freile-Pelegrin et
al. (2006) presenta todas las bandas al igual que el método
combinado de Fostier & Freile-Pelegrin solo que este Ultimo
ademas presenta zonas de ruido relacionadas posiblemente

con la presencia de contaminantes.
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Fig. I1.6. Espectro de bandas generadas por el FTIR entre los
600-1300 cm™' de las muestras de carragenano extraido de los
cultivos de Kappaphycus alvarezii mediante los diferentes
métodos: a) Kappa-carragenano comercial, b) Freile-Pelegrin
et al. (2006) (modificado), ¢) Ohno et al. (1996) extraccién
acida (modificado), d) Ohno et al. (1996) extraccién alcalina
{modificado), e) método combinado de Fostier & Freile-
Pelegrin, f) Fostier et al. (1992) extraccion natural, g) Fostier et

al. (1992) extraccién alcalina.
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ANexos

Guia de uso rapido para el GeneMarker

El GeneMarker® de Softgenetics, LLC (State College, PA,
USA) es un software de analisis de genotipo Unico, que integra
nuevas techologias para mejorar la velocidad, precisién y
facilidad de analisis. En cuanto al analisis de datos de AFLP
con el GeneMarker tiene tres opciones detalladas a
continuacion. EL Bin table genera una tabla muy Util para la
identificacion de la posicidn de los alelos comunes a los datos y
también facilmente muestra las bandas no comunes. El Trace
comparison es util para identificar longitudes de polimorfismo
entre especies cercanamente relacionadas, y esto lo hace
utilizando la distribucién de Poisson, es un método estadistico
de distribucién de probabilidad discreta, con la que se calculan
las diferencias alélicas significativas entre muestras o especies
cercanamente relacionadas. La Ultima opcidn que da el
GeneMarker es Phylogeny Clustering Analysis el cual incluye
analisis filogenéticos, comparaciones de comunidades en
ecologia, patrén de expresién del gen, mapeo enzimatico,
clasificaciéon de genes funcionales de la familia en campos
bioinformaticos. Debido a que nuestro interés era conocer
aquellas bandas comunes y ho comunes a todas las muestras,
para establecer diferencias en base a la presencia o ausencia
de fragmentos o bandas, por lo que la opcién bin table era la
gue se acoplaba a nuestras necesidades.
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* [ocal Percentage:. 1%
Se utiliza el porcentaje del pico mas alto para ese
marcador, para definir el umbral de detecciéon del pico
minimo. Por ejemplo, si el umbral se fija en 33%, la altura
de todos los picos de alelos debe alcanzar al menos el
33% de la altura del pico mas alto en ese locus particular

para que sea detectado.

* Max Call intensity. 30 000
Es el maximo umbral RFU para determinar la altura de
los picos. Los picos por encima de este valor no se

detectaran.

» Stutter Peak filter. Left 5% Right 5%
Es un filtro que elimina el ruido que se encuentra a 2.5
pares de bases por delante y por detras del pico principal,
estos ruidos se producen comlnmente por las reacciones

gquimicas y de PCR.

* Plus A Filter: Selected
Cuando se selecciona, el segundo pico de un pico de split
{un espacio de un solo par de bases entre dos picos) no
sera llamado. Anule la seleccién de llamar a los dos picos

por separado.
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Guia de uso rapido de GenAlex

GENALEX, ‘Genetic Analysis in Excel’, es un paquete de multi-
plataforma para analisis de poblacién genética que se ejecuta
con Microsoft Excel. GenAlEx utiliza los recursos gque ofrece
Excel, ofreciendo mas de 20 graficos diferentes para resumir
los resultados de los analisis genéticos. GeneAlex permite el
analisis de datos genéticos codominates, haploides y binarios.
Por lo tanto incluye toda la gama de marcadores genéticos
disponibles desde alcenzimas, microsatélites, SNPs, AFLP y
otros marcadores multilocus. Las herramientas de analisis son
aplicables para plantas, animales y microrganismos. Para
analisis basados en frecuencia de alelos incluye
hetericigocidad, F estadistico, distancia genética de Nei,
asighacion de poblaciones, probabilidades de identidad vy
relaciones por pares. Calculos basados en distancia como
AMOVA, analisis de coordenadas principales (PCoA), Mantel
tests, autocorrelacién multivariada y espacial en 2D vy
Towgener. Este programa inicialmente fue desarrollado como
una herramienta para la docencia, pero actualmente es muy Util

para investigadores. (Peakall & Smouse 20086).

A continuacién detallamos los pasos para la utilizacion de este

software
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