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Chemical characterization of soluble polysaccharides in the red alga
Acanthophora spicifera from La Paz Bay, Baja California Sur, Mexico
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ABSTRACT. Acanthophora spicifera is an invasive red alga that was recently detected in La Paz Bay, Baja California Sur, Mexico, where it has
developed into a large biomass. Because it is a new species in the region, the characteristics and properties of the soluble polysaccharides (SPs)
that it contains are unknown. To determine the content, chemical composition, and properties of SPs in A. spicifera, monthly samplings were
carried out in 2013 at Point Roca Caimancito in La Paz Bay, and native and alkali-treated polysaccharides were extracted and characterized.
The alkaline treatment produced lower yields and modified the composition of A. spicifera SPs. The polysaccharides obtained before or after
the alkaline treatment had low viscosity and did not have gelling properties. In line with the obtained results, the molar ratio of components
(galactose, 3,6-anhydrogalactose, sulfates [Gal:3,6-AG:sulfates]) for native (1.00:0.30:0.23) and alkali-treated (1.00:0.30:0.17) polysaccha-
rides showed that A. spicifera SPs have a lower proportion of sulfates than that in polysaccharides belonging to carrageenans but greater
than that in polysaccharides belonging to true agar. The Fourier-transform infrared spectra of SPs showed characteristic signals for sulfated
galactans, with the presence of pyruvic acid; after the alkaline treatment, characteristic signals for agar-type polysaccharides (agaroid) were
observed. Although A. spicifera polysaccharides have no gelling properties, additional studies are needed to clarify the structure of the SPs it
contains to find appropriate uses for this resource.

Key words: Acanthophora spicifera, agar, alkaline treatment, seasonal variation, soluble polysaccharides.

RESUMEN. Acanthophora spicifera es un alga roja invasiva que recientemente fue detectada en la bahia de La Paz, Baja California Sur,
Meéxico, donde se ha desarrollado en grandes biomasas. Debido a que es una nueva especie en la region, se desconocen las caracteristicas y
las propiedades de los polisacaridos solubles (PS) que contiene. Con el proposito de determinar el contenido, la composicion quimica y las
propiedades de los PS de A. spicifera, durante el afio 2013, se realizaron muestreos mensuales en punta Roca Caimancito en la bahia de La
Paz, y se extrajeron y caracterizaron los PS nativos y los PS con tratamiento alcalino. El tratamiento alcalino redujo el rendimiento y modifico
la composicion de los PS de A. spicifera. Los polisacaridos obtenidos antes o después del tratamiento alcalino fueron de baja viscosidad y
no gelificaron. En concordancia con los resultados obtenidos, la razén molar de los componentes (galactosa, 3,6-anhidrogalactosa, sulfatos
[Gal:3,6-AG:sulfatos]) para los polisacaridos nativos (1.00:0.30:0.23) y los polisacaridos con tratamiento alcalino (1.00:0.30:0.17) mostré que
los PS de A. spicifera poseen una menor proporcion de sulfatos que la que corresponde a los polisacaridos que pertenecen a los carragenanos,
pero mayor que la que corresponde a los polisacaridos pertenecientes al agar verdadero. Los espectros obtenidos de la espectrometria infra-
rroja con transformada de Fourier de los PS mostraron sefiales caracteristicas para galactanos sulfatados, con la presencia de acido pirtivico;
después del tratamiento alcalino, se observaron sefiales caracteristicas para polisacaridos del tipo agar (agaroideo). Aunque los polisacaridos de
A. spicifera no tienen propiedades gelificantes, es necesario realizar estudios adicionales para determinar la estructura de los PS que contiene
esta especie con el proposito de encontrar usos apropiados para este recurso.

Palabras clave: Acanthophora spicifera, agar, tratamiento alcalino, variacion estacional, polisacaridos solubles.

INTRODUCTION INTRODUCCION

The wide diversity of marine environments on the coasts La amplia diversidad de ambientes marinos en las costas
of Mexico, from temperate oceans to tropical waters, favors de México, desde las aguas templadas del océano hasta las
the development of a wide diversity of marine algal species. tropicales, propicia el desarrollo de una amplia diversidad de
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Nearly 1,000 species of macroalgae can be found on these
coasts (Robledo 1998). It is common for the floristic pattern
of a locality to be affected by the accidental or deliberate
introduction of new macroalgae species (invasive algae)
(Pedroche and Senties 2003, Williams and Smith 2007).
That is the case of the red alga Acanthophora spicifera
(Borgesen 1910), a native species from the Caribbean and
Florida coasts. It was recorded as an invasive species on the
Central Pacific Islands (Russell 1992, Tsuda et al. 2008).
Recently, A. spicifera, was found on the southwestern coasts
of the Gulf of California, where it has formed extensive beds
with considerable biomass (Fig. 1) (Riosmena-Rodriguez et
al. 2009). On the other hand, marine algae are an important
source of valuable soluble polysaccharides such as agar,
carrageenan, and alginates (Painter 1983, Craigie 1990,
Lobban and Harrison 1994). Generally, the composition and
properties of the different polysaccharides in seaweeds are
related to the physiological function in the corresponding
taxonomic algal classification (Kloareg and Quatrano 1988,
Miller 1997, Usov and Zelinsky 2013). Red algae, in partic-
ular, are known for producing polysaccharides belonging to
the family of sulfated galactans. With a few possible excep-
tions, the structures of all the galactans in this group have a

especies de algas marinas. En estas costas, es posible encon-
trar cerca de 1,000 especies de macroalgas (Robledo 1998).
Sin embargo, es comun que el patréon floristico de una loca-
lidad se vea afectado por la introduccion accidental o deli-
berada de nuevas especies de macroalgas (algas invasoras)
(Pedroche y Senties 2003, Williams y Smith 2007). Este
es el caso del alga roja Acanthophora spicifera (Bergesen
1910), una especie nativa de las costas del Caribe y Florida.
Fue registrada como una especie invasora en las islas del
Pacifico central (Russell 1992, Tsuda et al. 2008). Reciente-
mente, A. spicifera fue encontrada en las costas del suroeste
del golfo de California, donde formé extensas praderas con
considerable biomasa (Fig. 1) (Riosmena-Rodriguez et al.
2009). Por otra parte, las algas marinas son una fuente impor-
tante de polisacaridos solubles valiosos como agar, carra-
genano y alginatos (Painter 1983, Craigie 1990, Lobban y
Harrison 1994). Generalmente, la composicion y las propie-
dades de los diferentes polisacaridos de algas marinas estan
relacionadas con su funcidn fisioldgica en su correspondiente
clasificacion taxonomica (Kloareg y Quatrano 1988, Miller
1997, Usov y Zelinsky 2013). En particular, las algas rojas
se caracterizan por producir polisacaridos pertenecientes a
la familia de los galactanos sulfatados. Con algunas posibles

Figure 1. Acanthophora spicifera overgrowing on Pocillopora and Porites coral colonies off Point Roca el Caimancito, La Paz, Baja

California Sur, Mexico.

Figura 1. Acanthophora spicifera creciendo sobre colonias de corales Pocillopora y Porites frente a punta Roca el Caimancito, La Paz, Baja

California Sur, México.
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common, simplifying feature: they use as basis linear chains
of B-p-galactopyranose residues glycosidically linked through
positions 1 and 3 (A units) and a-galactopyranose residues
glycosidically linked through positions | and 4 (B units) in
either the agar (levogyre [L] B unit) or the carrageenan (dex-
trogyre [D] B unit) (Painter 1983, Craigie 1990).

In the case of A. spicifera seaweed, which belongs to
the order Ceramiales, previous studies have reported that it
contains highly sulfated galactans, and studies using mainly
Fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy suggest that
it produces polysaccharides belonging to the carrageenan
family, particularly the lambda type (A) (Table 1a) (Parekh et
al. 1989, Cajipe 1990, Gomaa and Elshoubaky 2016). How-
ever, this is controversial as other more complete studies have
shown that A. spicifera polysaccharides belong to the agaran
family (Gongalvez et al. 2002, Duarte et al. 2004, Seixas
et al. 2007). Since A. spicifera is a new species in the La
Paz Bay area, Baja California Sur, Mexico, no studies have
been conducted on the characteristics of the polysaccharides
it contains. The purpose of this research was to assess the
seasonal content and chemical characteristics of the soluble
polysaccharides in A. spicifera, native and alkali-treated, to
determine the potential use for this species.

MATERIALS AND METHODS
Collection of biological material

Samples of A. spicifera were collected monthly from
February to December 2013 off Point Roca El Caimancito
(24°12'12.91" N, 110°18'3.43" W), in La Paz Bay, Baja
California Sur, Mexico. The samples were first sun-dried and
milled to @ <2 mm, then stored in plastic bags in a cool, dry
place until analysis.

Extraction of soluble polysaccharides
Native soluble polysaccharides

Done in triplicate, 3 g of dried and milled seaweed sam-
ples were extracted by stirring at boiling point for 2 h in
90 mL of 0.1 M phosphate buffer at 6.5 pH. Diatomaceuous
earth was added as a filter aid and was vacuum filtered. To
increase the ionic strength in the solution, sodium chloride
(NaCl) crystals were added up to 0.1 M, and soluble poly-
saccharides were precipitated by changing the solvent with
2 volumes of 96% ethanol. To remove the salts and water, the
coagulum was first rinsed twice with 70% ethanol, then once
with 96% ethanol, and then it was dried for 24 h at 60 °C and
weighed (Craigie and Leigh 1978).

Alkali-treated soluble polysaccharides

Done in triplicate, 3 g of dried and milled seaweed were
treated with a solution of 6% potassium hydroxide (KOH)
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excepciones, las estructuras de todos los galactanos en este
grupo tienen una caracteristica comun y simplificadora: se
basan en cadenas lineales de residuos de -D-galactopiranosa
unidas por enlaces glicosidicos a través de las posiciones 1y
3 (unidades A) y los residuos de la a-galactopiranosa unidos
glicosidicamente a través de las posiciones 1 y 4 (unidades
B) en el agar (levogira [L] la unidad B) y en el carragenano
(dextrogira [D] la unidad B) (Painter 1983, Craigie 1990).

En el caso del alga A. spicifera, que pertenece al orden
Ceramiales, estudios previos han reportado que produce
galactanos altamente sulfatados, y los estudios que utili-
zaron principalmente espectrometria infrarroja con transfor-
mada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) sugieren que
produce polisacaridos pertenecientes a la familia de los carra-
genanos, particularmente los del tipo lambda (A) (Tabla 1a)
(Parekh et al. 1989, Cajipe 1990, Gomaa y Elshoubaky
2016). Sin embargo, esto es controversial ya que estudios
mas completos han demostrado que los polisacaridos de A.
spicifera pertenecen a la familia de agaranos (Gongalvez et
al. 2002, Duarte et al. 2004, Seixas et al. 2007). Dado que
A. spicifera es una especie nueva en la region de la bahia
de la Paz, Baja California Sur, México, no se han realizado
estudios sobre las caracteristicas de los polisacaridos que
contiene. Para determinar el posible uso de esta especie,
el proposito de esta investigacion fue evaluar el contenido
estacional y las caracteristicas quimicas de los polisacaridos
solubles que contiene A. spicifera, nativos y con tratamiento
alcalino.

MATERIALES Y METODOS
Recolecta del material biologico

Se realizaron muestreos mensuales de A. spicifera de
febrero a diciembre de 2013 en punta Roca El Caimancito
(24°12'12.91” N 110°18'3.43" W), en la bahia de La Paz, Baja
California Sur, México. Las muestras primero se secaron al
sol y se molieron a un tamafio de particula ® <2 mm; luego
se almacenaron en bolsas de plastico, en un lugar fresco y
seco hasta que se analizaron.

Extraccion de los polisacaridos solubles
Polisacaridos solubles nativos

Muestras de 3 g de algas secas (por triplicado) se extra-
jeron mediante la agitacion constante a punto de ebullicion
en 90 mL de solucion amortiguadora de fosfato al 0.1 M, pH
de 6.5, durante 2 h. Posteriormente, se anadio tierra de diato-
meas como filtro-ayuda y se filtr6 al vacio. Para aumentar la
fuerza idnica de la solucidn, se anadieron cristales de cloruro
de sodio (NaCl) hasta 0.1 M y los polisacaridos solubles se
precipitaron mediante un cambio de solvente con 2 volu-
menes de etanol al 96%. Para eliminar las sales y el agua, el
coagulo se lavé primero 2 veces con etanol al 70% y luego



Ciencias Marinas, Vol. 46, No. 3, 2020

Table 1. Disaccharide repeating units of lambda (A)-carrageenan (a), native agaran (b), and ideal agarose (¢).
Tabla 1. Unidades disacaridas repetitivas de lambda (A)-carragenano (a), agar nativo (b) y agarosa idealizada (c).

Repetitive idealized disaccharide

structure

Name (A-B) Full [UPAC* name
(2) HO
A-Carrageenan CH,0H 3-linked B-p-galactopyranose 2-sulfate

0 (A) and 4-linked o-p-galactopyranose

\0 0 2,6-disulfate (B)
050,Na CH,0505Na ;
HO
0S03Na
(b)
Repetitive dimer in the agaran family 3-linked B-p-galactopyranose (A) and
(native) Ho CH,050;Na 0 4-linked a-L-galactopyranose 6-sulfate
CH,OH o (B
0 OH
0
0
-

OH
()
Repetitive dimer of agarose in the Ho 3 linked B-p-galactopyranose (A) and
agaran family (alkali-treated) CH,OH 4-linked a-L-3,6-anhydro-galactopyra-

0 HO/ 0 nose (B)
0
0
- OH )
0

* International Union of Pure and Applied Chemistry.

and then heated at 90 °C for 60 min. The liquid was drained
after cooling. To remove excess alkali, seaweed samples were
first rinsed with running tap water, then with 0.05 N H,SO,
for 3 min, and finally with distilled water. The extraction was
carried out following the procedure described for the native
extraction (Craigie and Leigh 1978).

Physicochemical characterization

Total carbohydrates were quantified by the phenol-
sulfuric acid colorimetric method (DuBois et al. 1956) using
galactose as standard. 3,6-anhydrogalactose content (3,6-
AQG) was determined by the resorcinol-acetal method of
Yaphe and Arsenault (1965) modified by Craigie and Leigh
(1978) using fructose as standard. To determine sulfate con-
tent, about 20 mg of dry samples of native and alkali-treated
polysaccharides were hydrolyzed with 2N HCI at 100 °C for
2 h. Sulfate content was then determined by the turbidimetric
method of Tabatabai modified by Craigie and Leigh (1978)
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una vez con etanol al 96%; después, se secod durante 24 h a
60 °C y se peso (Craigie y Leigh 1978).

Polisacaridos solubles con tratamiento alcalino

Muestras de 3 g de algas secas (por triplicado) fueron
tratadas con una solucion de hidréxido de potasio (KOH)
al 6% y calentadas a 90 °C durante 60 min. Posteriormente,
se enfriaron y el liquido se drend. Para eliminar el exceso
de alcali, las algas primero se lavaron con agua corriente,
luego con H,SO, 0.05 N durante 3 min y finalmente con agua
destilada. La extraccion se llevo a cabo siguiendo el proce-
dimiento descrito para la extraccion nativa (Craigie y Leigh
1978).

Caracterizacion fisicoquimica

Los carbohidratos totales se cuantificaron mediante el
método colorimétrico de fenol-acido sulfurico (DuBois
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using potassium sulfate (K,SO,) as standard. The molar ratio
of components, galactose, 3,6-anhydrogalactose, sulfates
(Gal:3,6-AG:sulfates), was calculated from the native and
alkali-treated polysaccharides specially extracted for this
determination. The values of the molecular weight of each
component were used in the calculation, where sulfates were
calculated as sodium sulfate (SO;Na). The absolute viscosity
of native and alkali-treated polysaccharides was measured
in millipascals per second (mPa-s) in 3% (w/v) solutions at
20 °C with a Brookfield Mod LVT viscometer with spindle
No. 1 at 30 rpm.

Infrared spectroscopy

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was
applied. About 1 mg of dry polysaccharide samples was
mixed and pressed with potassium bromide (KBr) crystals
to form a translucid pellet. The spectra were then acquired
in a Perkin-Elmer Spectrum 100 spectrophotometer after 10
scans at a resolution of 4 cm™' scannings, between 400 and
4,000 cm™' wavelengths, in transmittance mode.

Statistical analysis

All analyses were performed in triplicate. A priori tests
were performed to define normality and homoscedasticity.
Since the data were not normal, an analysis of variance was
applied to detect significant differences among treatments
(P <0.05). A rank analysis (Kruskal-Wallis) and a posteriori
Tukey tests were used with the non-parametric data (Zar
1999).

RESuULTS

The applied alkaline treatment affected the yield and com-
position of the soluble polysaccharides from A. spicifera.
Overall, the yields of native extractions were higher (24.7%
to 39.3%) than those of extractions with the alkaline treat-
ment (9.1% to 14.9%). In the case of native extractions, the
highest yield (39.4%) was obtained in July and the lowest
(26.2%) in September (Fig. 2). When using the alkaline treat-
ment, the highest yield (14.9%) was obtained in April and the
lowest (9.1%) in August. Only the yield of native polysac-
charides showed significant differences throughout the year
(P <0.05) (Fig. 2).

In addition to the changes in soluble polysaccharide
yields, there was an increase in the 3,6-AG content and a
decrease in the sulfate contents when applying the alkaline
treatment before extraction. The 3,6-AG yields for native
polysaccharides ranged from 16.48% to 20.26%, and the
yields for alkali-treated polysaccharides ranged from 13.80%
to 25.70%. Significant differences occurred throughout the
year (P < 0.05) (Table 2). Moreover, sulfate content was
higher for native polysaccharides (8.80%—13.80%) than for
alkali-treated polysaccharides (4.50%-8.90%). Similarly,
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et al. 1956) utilizando galactosa como estandar. EI conte-
nido de 3,6-anhidrogalactosa (3,6-AG) se determind por el
método resorcinol-acetal de Yaphe y Arsenault (1965) modi-
ficado por Craigie y Leigh (1978) utilizando fructosa como
estandar. Para determinar el contenido de sulfatos, aproxi-
madamente 20 mg de las muestras secas de los polisacaridos
nativos y con tratamiento alcalino se hidrolizaron con HCI
2N a 100 °C durante 2 h. Posteriormente, el sulfato se deter-
miné por el método turbidimétrico de Tabatabai modificado
por Craigie y Leigh (1978) utilizando como estandar sulfato
de potasio (K,SO,). La razéon molar de componentes, galac-
tosa, 3,6-anhidrogalactosa, sulfatos (Gal:3,6-AG:sulfatos), se
calcul6 para los polisacaridos nativos y los polisacaridos con
tratamiento alcalino especialmente extraidos para esta deter-
minacioén. Se utilizaron los valores del peso molecular de
cada componente para el calculo, donde los sulfatos se calcu-
laron como sulfato de sodio (SO;Na). La viscosidad absoluta
de los polisacéaridos nativos y tratados con tratamiento alca-
lino se midié en milipascales por segundo (mPa-s) en solu-
ciones al 3% (p/v) a 20 °C con un viscosimetro Brookfield
Mod LVT a 30 rpm con el rotor No. 1.

Espectroscopia de infrarrojo

Se aplico la FTIR. Muestras de aproximadamente 1 mg
de los polisacaridos secos se mezclaron y prensaron con cris-
tales de bromuro de potasio (KBr) para formar una pastilla
translicida. Posteriormente, los espectros se obtuvieron en
un espectrofotometro Perkin-Elmer Spectrum 100 mediante
10 escaneos a una resolucion de 4 cm™' en el intervalo de
longitudes de onda de 400 a 4,000 cm' en el modo de
transmitancia.

Analisis estadistico

Todos los analisis se hicieron por triplicado. Se realizaron
pruebas a priori para definir la normalidad y la homocedas-
ticidad. Dado que los datos no eran normales, se aplico un
analisis de varianza para detectar diferencias significativas
entre los tratamientos (P < 0.05). Con los datos no paramé-
tricos se utilizd6 un analisis de rango (Kruskal-Wallis) y
pruebas de Tukey a posteriori (Zar 1999).

RESULTADOS

La aplicacion del tratamiento alcalino afect6 el rendi-
miento y la composicion de los polisacaridos solubles
de A. spicifera. En general, el rendimiento de las extrac-
ciones nativas fue mayor (24.7% a 39.3%) que el de las
extracciones con tratamiento alcalino (9.1% a 14.9%). En
las extracciones nativas, el rendimiento mas alto (39.4%)
se obtuvo en julio y el mas bajo (26.2%) en septiembre
(Fig. 2). Cuando se utilizo el tratamiento alcalino, el mayor
rendimiento (14.9%) se obtuvo en abril y el mas bajo
(9.1%) en agosto. Sélo el rendimiento de los polisacaridos



Ciencias Marinas, Vol. 46, No. 3, 2020

significant differences were observed between sampling
months (P < 0.05) (Table 2).

The FTIR spectra of the soluble polysaccharides obtained
from A. spicifera revealed the characteristic signals for sul-
fated galactans from red algae. A strong band was detected
between 1,250 and 1,230 cm!, with additional bands at 930,
890, 836, and 771 cm'. The spectrum for the alkali-treated
polysaccharide showed more and better-defined signals
than the corresponding spectrum for native polysaccharide

(Fig. 3).
Physicochemical properties

The polysaccharide obtained from A. spicifera is non-
gelling and produced low-viscosity solutions, which were
lower than 41 mPa-s in all cases. The absolute viscosity of
the native polysaccharide was significantly higher than that
of the alkali-treated polysaccharide. The highest viscosity
was obtained with the native process in October (41 mPa-s),
while the lowest (4 mPa-s) was obtained with the alkaline
treatment in December. An increase in the viscosity of the
native polysaccharide was observed from mid summer to
the beginning of fall; significant differences were observed
mainly for the native polysaccharide (Fig. 4).

The molar ratio of components (Gal:3,6-AG:sulfates)
showed that the A. spicifera polysaccharide is a sulfated
galactan with low proportion of 3,6-AG (Table 3). The pro-
portion of hemiester sulfate groups in the native polysaccha-
ride was about 1 sulfate group for every 3 disaccharide units

S
=
2 20+
> c c

R ¢ : c c c

104 c c

5-

Mar  Apr  May  Jun Jul Aug  Sep Oct Nov  Dec
Month
[ ONative O Alkali-treated |

Figure 2. Monthly variation of native and alkali-treated
polysaccharide yields from Acanthophora spicifera. Vertical bars
are standard deviations (n = 3). Different letters correspond to
significant differences between months.

Figura 2. Variacion mensual del rendimiento del polisacarido
soluble nativo y el polisacarido soluble con tratamiento alcalino
de Acanthophora spicifera. Las barras verticales indican la
desviacion estdndar (n = 3). Las letras diferentes corresponden a
diferencias significativas entre los meses.
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nativos mostro diferencias significativas a lo largo del afio
(P <0.05) (Fig. 2).

Mediante la aplicacion del tratamiento alcalino antes de
la extraccion, ademas de los cambios en el rendimiento de
polisacaridos solubles, en general, hubo un aumento en el
contenido de 3,6-AG y una disminucién en el contenido de
sulfatos. El rendimiento de 3,6-AG para los polisacaridos
nativos vario de 16.48% a 20.26%, y el rendimiento para
los polisacaridos con tratamiento alcalino varié de 13.80% a
25.70%. Se observaron diferencias significativas (P < 0.05)
a lo largo del afio (Tabla 2). Ademas, el contenido de sulfatos
fue mayor para los polisacaridos nativos (8.80%—13.70%)
que para los polisacéaridos con tratamiento alcalino (4.50%—
8.90%). De igual manera, se observan diferencias significa-
tivas entre los meses de muestreo (P < 0.05) (Tabla 2).

Los espectros FTIR de los polisacaridos solubles obte-
nidos de A. spicifera revelaron las sefales caracteristicas
para los galactanos sulfatados de algas rojas. Se detectd
una banda fuerte en 1,250-1,230 cm™' y bandas adicionales
en 930, 890, 836 y 771 cm'. El espectro del polisacarido
con tratamiento alcalino mostré mas sefiales y mejor defi-
nidas que el espectro correspondiente al polisacarido nativo

(Fig. 3).
Propiedades fisicoquimicas

Los polisacaridos obtenidos de A. spicifera no fueron
gelificantes y produjeron soluciones de baja viscosidad, que
en todos los casos fueron inferiores a 41 mPa-s. La visco-
sidad absoluta del polisacarido nativo fue significativamente
mayor que el polisacarido tratado con alcalis. La visco-
sidad mas alta se obtuvo con el proceso nativo en octubre
(41 mPa-s), mientras que la mas baja (4 mPa‘s) se obtuvo
en diciembre con el polisacarido con tratamiento alcalino.
Se observd un incremento en la viscosidad del polisacarido
nativo desde mediados de verano hasta principios de otofo;
se observaron diferencias significativas principalmente para
el polisacarido nativo (Fig. 4).

La razéon molar de componentes (Gal:3,6-AG:sulfatos)
demostré que los polisacaridos de A. spicifera son galactanos
sulfatados con una proporcion baja de 3,6-AG (Tabla 3). La
proporcioén de grupos hemiéster sulfato en el polisacarido
nativo fue de aproximadamente un grupo sulfato por cada
3 unidades disacaridas (A-B), mientras que con el trata-
miento alcalino, disminuyé a un grupo sulfato por casi cada
4 unidades disacaridas (Tabla 3).

Di1SCUSION

Las algas marinas pertenecientes a la familia Rhodophy-
ceae son fuente importante de polisacaridos sulfatados, ya sea
tipo agar o carragenano (Painter 1983, Craigie 1990, Lobban
y Harrison 1994). Para aislar y caracterizar los polisacaridos
solubles de algas rojas, generalmente ademas de obtener
el polisacarido nativo, es necesario aplicar un tratamiento
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Table 2. Monthly variation of the 3,6-anhydrogalactose (3,6-AG) and sulfate contents in native and alkali-treated
polysaccharides from Acanthophora spicifera. Data are presented as the mean of triplicate assays (n = 3).
Different letters indicate significant differences between months.

Tabla 2. Variacion mensual del contenido de 3,6-anhidrogalactosa (3,6-AG) y de sulfato en los polisacaridos
nativos y los polisacaridos tratados con alcali de Acanthophora spicifera. Los datos se presentan como la media
de ensayos por triplicado (n = 3). Las letras diferentes indican diferencias significativas entre meses.

3,6 AG Sulfate
%) (%)
Month Native Alkali-treated Native Alkali-treated
March 19.70 £ 0.37° 19.40 £ 0.14° 13.80 £ 0.15¢ 7.00 +£0.12¢
April 19.40 £ 0.13¢ 19.50 £ 0.20° 11.50 +£0.18¢ 6.50 +0.05°
May 19.60 £ 0.11¢ 13.80 +0.02* 10.50 +0.07° 4.50+0.07
June 16.48 £0.13° 25.70 +0.92° 8.80 £ 0.05° 8.90 £0.10¢
July 20.26 =0.01¢ 22.29+£0.10° 13.70 £0.07¢ 6.80 £ 0.14°
August 18.19 £ 0.09° 20.64 +0.07° 10.30 = 0.03¢ 5.40 +£0.07°
September 17.17£0.32° 19.52 +0.40° 10.20 £0.28¢ 6.80+0.01°
October 18.23 £0.13¢ 21.03 +£0.09¢ 11.10+£0.13¢ 7.80 +£0.12¢
November 19.96 +0.12¢ 20.13 £0.53¢ 10.90 +0.17° 6.70 £ 0.05°
December 17.20 = 0.09° 19.71 £0.47° 9.92 £ 0.06" 7.60 +£0.18¢

(A-B), while with the alkaline treatment, it decreased to 1
sulfate group for almost every 4 disaccharide units (Table 3).

DiscussioN

Seaweeds belonging to the Rhodophyceae family are
important sources of sulfated polysaccharides, either the
agar or the carrageenan types (Painter 1983, Craigic 1990,
Lobban and Harrison 1994). To isolate and characterize sol-
uble polysaccharides from red seaweeds, usually in addition
to obtaining the native polysaccharide, it is also necessary to
apply an alkaline treatment, as it produces more chemically
homogeneous molecules and, in some cases, enhances gel-
forming properties (Hoffmann et al. 1995, Usov 2011).

In this study native and alkali-treated soluble polysac-
charides from the red seaweed A. spicifera from La Paz Bay,
Baja California Sur, Mexico, were extracted and character-
ized. As expected, when using the alkaline treatment on the
raw material, given the high temperature and high alkali con-
centration, the 4-linked a-galactopyranose 6-sulfate (B unit)
(Table 1b) transformed into 3,6-anhydro a-galactopyranose
(Table 1c). The alkaline treatment modifies the composition
and properties of polysaccharides in red seaweeds (Kloareg
and Quatrano 1988, Craigie 1990, Usov 2011); however, it
also entails some degradation and loss of the polysaccha-
ride (Stanley 1987, Myslabodski 1990). Therefore, in this
study, the native extraction yields (24.7% to 39.3%) were
higher than the extractions with the alkaline treatment (9.1%
to 14.9%) (Fig. 2); by contrast, there was an increase in the
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alcalino, ya que produce moléculas quimicamente mas
homogéneas y, en algunos casos, mejora sus propiedades de
gelificacion (Hoffmann et al. 1995, Usov 2011).

En este estudio se extrajeron y caracterizaron los polisa-
caridos solubles nativos y con tratamiento alcalino del alga
roja A. spicifera de la bahia de La Paz, Baja California Sur,
Meéxico. Como era de esperar, al aplicar el tratamiento alcalino
a la materia prima, debido a la alta temperatura y alta concen-
tracion de alcalis, la molécula unida en 4 a-galactopiranosa
6-sulfato (unidad B) (Tabla 1b) se transformé en 3,6-anhidro
a-galactopiranosa (Tabla 1c). El tratamiento alcalino modi-
fica la composicion y las propiedades de los polisacéaridos
en las algas rojas (Kloareg y Quatrano 1988, Craigie 1990,
Usov 2011); sin embargo, también implica cierta degrada-
cion y pérdida del polisacarido (Stanley 1987, Myslabodski,
1990). Por lo tanto, en este estudio, los rendimientos de las
extracciones nativas (24.7% a 39.3%) fueron superiores a
los rendimientos de las extracciones con tratamiento alca-
lino (9.1% a 14.9%) (Fig. 2); en cambio, hubo un aumento
en el contenido de 3,6-AG y una disminuciéon concurrente
en el contenido de sulfatos (Tabla 2). La misma tendencia
de rendimientos bajos e incremento en el contenido de la
3,6-AG se obtuvo para algunas especies productoras de agar
tratadas con alcalis (Freile-Pelegrin y Robledo 1997, Arvi-
zu-Higuera et al. 2007, Ordufia-Rojas et al. 2008) y para
especies de algas productoras de carragenano (Craigie 1990,
Freile-Pelegrin et al. 2006).

Con base en los espectros de FTIR, algunos autores
han clasificado los polisacaridos de A. spicifera como
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3,6-AG content and a concurrent decrease in sulfate content
(Table 2). The same trend, lower yields and increased 3,6-AG
content, was observed for some alkali-treated agar-producing
species (Freile-Pelegrin and Robledo 1997, Arvizu-Higuera
et al. 2007, Orduila-Rojas et al. 2008) and for carrageenan-
producing seaweeds (Craigie 1990, Freile-Pelegrin et al. 2006).

Using FTIR spectra, some authors have classified the
polysaccharides from A. spicifera as carrageenans, partic-
ularly of the lambda (A) type (Parekh et al. 1989, Cajipe
1990, Pickering and Mario 1999, Gomaa and Elshoubaky
2016). A-Carrageenan is a highly sulfated galactan that
yields high viscous solutions but has no gelling properties;
it has been chemically characterized (data not shown) and
its composition has high contents of sulfate groups (35%
to 40%) and only traces of 3,6-AG. In this study, we found
that A. spicifera polysaccharides also have no gelling prop-
erties, and unlike carrageenans they produce solutions with
very low viscosity, even after the alkaline treatment (Fig. 4).
Compared to A-carrageenan, the chemical composition of the
A. spicifera polysaccharide (native) has lower sulfate content
(8.8% to 13.8%) and higher 3,6-AG content (17.0% to 20.0%
for native polysaccharides) (Table 2). Futhermore, the molar
ratio (G:3,6-AG:sulfates) for A-carrageenan is 1.00:0.13:1.10
(experimental data, not shown), whereas for the A. spicifera
polysaccharides it is 1.00:0.30:0.23 for the native polysaccha-
ride and 1.00:0.30:0.17 for the alkali-treated polysaccharide

Transmittance (%)

1,800 1,600 1,400 1,200 1,000 800 600 400

Wavenumber (cm-)

Figure 3. Fourier-transform infrared spectra of native (N-SP)
and alkali-treated (AT-SP) soluble polysaccharides from
Acanthophora spicifera.

Figura 3. Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier
del polisacarido soluble nativo (N-SP) y el polisacarido
soluble con tratamiento alcalino (AT-PS) de Acanthophora
spicifera.
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carragenanos, particularmente del tipo lambda (1) (Parekh
et al. 1989, Cajipe 1990, Pickering y Mario 1999, Gomaa y
Elshoubaky 2016). El A-carragenano es un galactano alta-
mente sulfatado que produce soluciones de alta viscosidad,
pero carece de propiedades gelificantes; se ha caracteri-
zado quimicamente (datos no mostrados) y su composicion
tiene un alto contenido de grupos sulfato (35% a 40%) y
solo trazas de 3,6-AG. En este estudio, encontramos que
los polisacaridos de A. spicifera tampoco tienen propie-
dades gelificantes, pero, a diferencia del A-carragenano,
producen soluciones de muy baja viscosidad, incluso
después del tratamiento alcalino (Fig. 4). En comparacion
con el A-carragenano, la composicion quimica del polisa-
carido de A. spicifera (nativo) tiene menor contenido de
sulfatos (8.8% a 13.8%) y un contenido mayor de 3,6-AG
(17.0% a 20.0% en los polisacaridos nativos) (Tabla 2).
De la misma manera, la razéon molar (G:3,6AG:sulfatos)
para A-carragenano es 1.00:0.13:1.10 (datos experimen-
tales, no mostrados), mientras que para los polisacaridos de
A. spicifera, es 1.00:0.30:0.23 para el polisacarido nativo y
1.00:0.30:0.17 para el polisacarido con tratamiento alcalino
(Tabla 3); sin embargo, la composicion del polisacarido de
A. spicifera también difiere del agar verdadero, el cual posee
un contenido de 3,6-AG mas alto y un menor contenido
de sulfato, con una relacion molar ideal de 1.00:1.00:0.00
(Armisen y Galatas 1987, Craigie 1990).
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Figure 4. Absolute viscosity of native and alkali-treated
polysaccharides measured with a Brookfield viscometer with
spindle 1 at 30 rpm. Vertical bars are standard deviations
(n=23). Different letters indicate significant differences between
months.

Figura 4. Viscosidad absoluta (mPa-S) del polisacarido nativo y el
polisacarido con tratamiento alcalino medida con un viscosimetro
Brookfield con rotor No. 1 a 30 rpm. Las barras verticales indican
la desviacion estandar (n = 3). Las letras diferentes indican
diferencias significativas entre los meses.
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Table 3. Composition, molar proportion (galactose [Gal], 3,6-anhydrogalactose [3,6-AG], sulfates), and molar ratio of native and alkali-treated

polysaccharides from Acanthophora spicifera.

Tabla 3. Composicion, proporcion molar (galactosa[Gal], 3,6-anhidrogalactosa [3,6-AG], sulfatos) y razéon molar de los polisacaridos nativos y

los polisacaridos tratados con alcali de Acanthophora spicifera.

Content (%) Molar proportion Molar ratio
Treatment Gal 3,6-AG Sulfate Gal 3,6-AG Sulfate Gal 3,6-AG Sulfate
Native 70.74 18.96 10.30 0.44 0.13 0.10 1.00 0.30 0.23
Alkali-treated 72.47 19.62 7.91 0.45 0.14 0.08 1.00 0.30 0.17

(Table 3); however, the A. spicifera polysaccharide compo-
sition also differs from true agar, which has higher 3,6-AG
content and lower sulfate content, with an ideal molar ratio
of 1.00:1.00:0.00 (Armisen and Galatas 1987, Craigie 1990).

On the other hand, studies on A. spicifera polysaccha-
rides have shown that the soluble polysaccharides in this
species belong to the agaran family (Gongalvez et al. 2002,
Duarte et al. 2004). They are known to be highly sulfated
on C-2, with pyruvic acid linked as a cyclic ketal bridge at
4,6-0-(1'-carboxyethylidene groups) in the 1-3linked A unit
(Duarte et al. 2004). This is in agreement with the fact that
the polysaccharides found in other algae belonging to the
order Ceramiales biosynthesize sulfated agarans (Painter
1983, Craigie 1990, Usov 2011).

In this study, the FTIR spectra of the A. spicifera polysac-
charides showed that these are highly sulfated polysaccha-
rides with pyruvic acid, as shown by the presence of a strong
signal between 1,240 and 1,260 cm™' (asymmetric stretching
of O=S=0) (Stancioff and Stanley 1969) and a double
signal at 1,637 and 1,417 cm™ for the pyruvic acid carbox-
ylic group (Prado-Fernandez et al. 2003). The spectra of the
alkali-treated polysaccharides showed better-defined signals
between 1,000 and 700 cm™ because of the loss of the labile
sulfate in C-6 of the B unit and the concurrent 3,6-AG forma-
tion. This revealed the signal at 930 cm™ because of 3,6-AG
(Rochas et al. 1986) and a signal at 890 cm™ for desulfated
galactose (Greer and Yaphe 1984). Both signals are absent
in A-carrageenan but are characteristic of agars (Armisen
and Galatas 1987, Barros et al. 2013, Gémez-Ordofiez and
Rupérez 2011). There was also a strong signal at 830 cm™,
which corresponded to the equatorial sulfate in galac-
tose 2-sulfate (Rochas et al. 1986), and signals at 790 and
717 ecm™, which are characteristic of agar (Matsuhiro and
Miller 2002) (Fig. 3). Our results suggest that the soluble
polysaccharides in A. spicifera belong to the agaran family;
however, given their composition and properties, they must
be considered deviants of the true agar (agaroids) (Craigie
1990). On the other hand, despite the deficient viscosity
and gelling properties of some polyssacharides, it should be
noted that sulfated galactans in red seaweeds usually show
potent antiviral activity (Carlucci et al. 1997, Damonte et
al. 2004), where the inhibitory effect is attributed to their
negatively charged sulfated polysaccharides because of
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Por otro lado, estudios sobre los polisacaridos de
A. spicifera demostraron que los polisacaridos solubles de
esta especie pertenecen a la familia de agaranos (Gongalvez
et al. 2002, Duarte et al. 2004). Se sabe que estan altamente
sulfatados en C-2, con el acido pirtivico unido como un cetal
ciclico en 4,6-O-(grupos de 1'-carboxietiliden) en la unidad
A enlazada en 1-3 (Duarte et al. 2004). Esto concuerda con
el hecho de que los polisacaridos encontrados en otras algas
pertenecientes al orden Ceramiales biosintetizan agaranos
sulfatados (Painter 1983, Craigie 1990, Usov 2011).

En este estudio los espectros FTIR de los polisacaridos
de A. spicifera mostraron que se trata de polisacaridos alta-
mente sulfatados y con acido pirtivico, como lo demuestra
la presencia de una sefial fuerte en 1,240-1,260 cm™' (esti-
ramiento asimétrico de O=S=0) (Stancioff y Stanley 1969)
y una doble sefnal en 1,637 y 1,417 cm™' para el grupo
carboxilo del acido pirtvico (Prado-Fernandez et al. 2003).
Los espectros de los polisacaridos con tratamiento alcalino
mostraron sefiales mejor definidas en el intervalo de 1,000
a 700 cm ' debido a la pérdida del sulfato labil en C-6 de la
unidad B y la consecuente formacion de 3,6-AG. Esto hizo
visible la sefial en 930 cm™' debido a la 3,6-AG (Rochas et
al. 1986) y la sefial en 890 cm ' para la galactosa desulfatada
(Greer y Yaphe 1984). Ambas sefiales estan ausentes en el
A-carragenanos, pero son caracteristicas del agar (Armisen y
Galatas 1987, Barros et al. 2013, Gémez-Ordonez y Rupérez
2011). También hubo una sefial fuerte en 830 cm™!, correspon-
diente al sulfato ecuatorial de galactosa-2-sulfato (Rochas
et al. 1986), y se presentaron sefales en 790 y 717 cm',
que son caracteristicas del agar (Matsuhiro y Miller 2002)
(Fig. 3). Nuestros resultados sugieren que los polisacaridos
solubles de A. spicifera pertenecen a la familia de agaranos;
sin embargo, debido a su composicion y sus propiedades,
deben ser considerados como variantes del verdadero agar
(agaroideos) (Craigie 1990). Por otro lado, a pesar de la
deficiencia en viscosidad y propiedades gelificantes de
algunos polisacaridos de algas rojas, cabe destacar que los
galactanos sulfatados de las algas rojas suelen presentar una
potente actividad antiviral (Carlucci et al. 1997, Damonte
et al. 2004), donde el efecto inhibitorio se atribuye a sus
polisacaridos sulfatados cargados negativamente, debido,
probablemente, a la similitud conformacional entre las
unidades disacaridas repetitivas de los galactanos sulfatados
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the possible conformational similarity between disaccha-
ride repeating units of sulfated galactans and heparan sul-
fate, which serves as a negatively charged cell-surface target
for most viruses (Chen et al. 1997, Duarte et al. 2004, Usov
2011). Considering mainly the composition and properties of
the polysaccharides found in this study, A. spicifera cannot
be considered a good source of agar; however, it could alter-
natively be used for its possible antiviral activity (Duarte et
al. 2004, Bouhlal et al. 2011, Gomaa and Elshoubaky 2016)
or its possible anti-inflammatory properties, as described for
Acanthophora muscoides (Quinderé et al. 2013).
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