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Resumen

Hypnea musciformis del Caribe colombiano: perfil metabdlico en ambiente natural
y en cultivo, y su potencial cosmético

En los ultimos afios, el interés por implementar estilos de vida mas saludables ha generado
una creciente demanda de ingredientes naturales, seguros y sostenibles, especialmente
en la industria cosmética. Este contexto ha impulsado la busqueda de nuevas fuentes de
compuestos bioactivos que reemplacen ingredientes sintéticos, poco aceptados por los
consumidores. En este marco, la presente tesis de maestria se centra en la identificacion
de compuestos de interés dermocosmético a partir de la macroalga roja Hypnea
musciformis, recolectada en el Caribe colombiano. Esta especie, tradicionalmente
reconocida como fuente de carragenina, ha sido poco estudiada y no se ha cultivado
comercialmente en Colombia, lo cual abre una oportunidad para evaluar tanto su potencial

biotecnoldégico como su aplicacién en formulaciones cosméticas innovadoras y sostenibles.

La presente investigacion, la primera que busca establecer el potencial cosmético de H.
musciformis en Colombia, se desarrollé en tres etapas: (1) el establecimiento de un sistema
semicerrado de cultivo en canaletas para la produccion de biomasa, (2) la identificacion de
metabolitos de interés mediante el perfilado quimico de muestras silvestres y cultivadas, y

(3) la validacién de su aplicacién en un prototipo cosmético.

En la fase de cultivo, se implementaron experimentos variando nutrientes, luz y sustratos.
Aunque se evidencié una adaptacion inicial positiva de la macroalga, la contaminacion por
otros organismos limitd el mantenimiento del sistema mas alla de 15 dias. El perfil quimico

de los extractos obtenidos con diferentes disolventes mostré bajos rendimientos, y la



presencia de acidos grasos, y polisacaridos. Los metabolitos de mayor interés identificados

fueron los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) y las carrageninas.

Los MAAs, conocidos por su actividad fotoprotectora, se analizaron en muestras de
diferentes regiones del Caribe colombiano. Se encontrd una variabilidad significativa en su
concentracioén, destacandose las muestras de La Guaijira y, particularmente, la muestra Wit-
0309-23 de Santa Marta, que presentd los mayores valores, superiores a los reportados
previamente en Brasil para la misma especie. Esto confirma la presencia y el potencial
aprovechamiento de MAAs en Hypnea. Sin embargo, las muestras cultivadas mostraron
concentraciones mucho menores, lo que indica que el sistema semicerrado no favorecié
su produccion. De forma complementaria, se detectaron MAAs en algas de arribazén, lo

que abre la posibilidad de valorizar esta biomasa residual como fuente alternativa.

En cuanto a la carragenina, los analisis FT-IR y SEC-HPLC confirmaron que todas las
muestras de H. musciformis producen carragenina del tipo k (kappa), altamente
demandada en la industria. Ademas, se observé un aumento en el peso molecular de estas
carrageninas cuando el alga es cultivada, posiblemente como respuesta a factores de
estrés o a procesos de maduracion. Estas caracteristicas posicionan al cultivo de H.

musciformis como un recurso prometedor para aplicaciones industriales.

Finalmente, dada la abundancia e importancia de la k-carragenina, se exploré su aplicaciéon
en la formulacion de un prototipo cosmético: una mascarilla facial tipo hidrogel. Este
producto aproveché tanto su capacidad gelificante como sus propiedades hidratantes,
actuando como ingrediente activo y excipiente. Se evaluaron variaciones de concentraciéon
y la incorporacion de otros componentes, hasta obtener una formulacion estable con
adecuada textura, elasticidad y adaptabilidad al rostro. Los ensayos de eficacia cosmética
in vivo (corneometria) mostraron una mejora en la hidratacion y en la pérdida
transepidermal de agua, especialmente en personas de entre 35 y 40 afios. A su vez, las
pruebas sensoriales reportaron alta aceptacion del prototipo, coherente con los resultados

fisicoquimicos.

En conclusién, esta investigacion aporta evidencia del potencial cosmético de Hypnea
musciformis del Caribe colombiano, destacando la riqueza de sus MAAs en condiciones

naturales y la calidad de su k-carragenina para aplicaciones industriales. Ademas,



Xl

constituye un primer paso hacia el desarrollo de bioproductos sostenibles basados en

macroalgas, con perspectivas de innovacion cientifica y econémica en el pais.

Palabras clave: cultivo semicerrado, perfilado quimico, MAAs, kappa-carragenina,

mascarilla facial tipo hidrogel, corneometria.



Xl

Abstract

Hypnea musciformis from the Colombian Caribbean: metabolic profile in the
natural and cultured environment, and its cosmetic potential

In recent years, the pursuit of healthier lifestyles has driven an increasing demand for
natural, safe, and sustainable ingredients, particularly in the cosmetic industry. This trend
has encouraged the search for new sources of bioactive compounds to replace synthetic
ingredients that are less accepted by consumers. Within this context, the present Master’s
thesis focuses on the identification of dermocosmetic compounds from the red macroalga
Hypnea musciformis, collected in the Colombian Caribbean. This species, traditionally
recognized as a source of carrageenan, has been little studied nor cultivated commercially
in Colombia, which presents an opportunity to evaluate both its biotechnological potential

and its application in innovative and sustainable cosmetic formulations.

This research, the first in Colombia to explore the cosmetic potential of H. musciformis, was
conducted in three stages: (1) the establishment of a semicontrolled troughs cultivation
system for biomass production, (2) the identification of metabolites of interest through
chemical profiling of wild and cultivated samples, and (3) the validation of their application

in a cosmetic prototype.

In the cultivation phase, experiments were carried out by varying nutrients, light, and
substrates. Although the macroalga initially showed positive adaptation, contamination by
other organisms limited the maintenance of the system beyond 15 days. Chemical profiling
of extracts obtained with different solvents revealed low yields, with the main presence of
fatty acids and polysaccharides. The most relevant metabolites identified were

mycosporine-like amino acids (MAAs) and carrageenans.

MAAs, known for their photoprotective activity, were analyzed in samples collected from
different regions of the Colombian Caribbean. Significant variability in their concentration

was observed, with samples from La Guaijira and, in particular, sample Wt-0309-23 from
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Santa Marta showing the highest values, exceeding those previously reported for this
specie in Brazil. These results confirm the presence and potential of MAAs in Hypnea.
However, cultivated samples exhibited much lower concentrations, indicating that the
semicontrolled system did not favor their production. Additionally, MAAs were also detected
in drift algae, suggesting the possibility of valorizing this residual biomass as an alternative

source.

Regarding carrageenan, FT-IR and SEC-HPLC analyses confirmed that all H. musciformis
samples produced k-carrageenan, which is highly valued by industry. Moreover, an
increase in molecular weight was observed in carrageenans obtained from cultivated algae,
possibly due to stress factors or maturation processes. These characteristics highlight the

potential of H. musciformis cultivation as a promising resource for industrial applications.

Finally, given the abundance and importance of k-carrageenan, its application was explored
in the formulation of a cosmetic prototype: a hydrogel facial sheet-mask. This product
capitalized on both the gelling capacity and hydrating properties of k-carrageenan,
functioning as both an active ingredient and an excipient. Different concentrations and
additional components were tested until a stable formulation was achieved, with suitable
texture, elasticity, and adaptability to the face. In vivo cosmetic efficacy assays
(corneometry) demonstrated improved skin hydration and reduced transepidermal water
loss, particularly in individuals aged 35-40 years. Sensory tests further revealed high

acceptance of the prototype, consistent with the physicochemical results.

In conclusion, this study provides evidence of the cosmetic potential of Hypnea musciformis
from the Colombian Caribbean, underscoring the richness of its MAAs under natural
conditions and the industrial quality of its k-carrageenan. Moreover, it represents an initial
step toward the development of sustainable macroalgae-based bioproducts, with promising

scientific and economic implications for the country.

Keywords: semicontrolled cultivation, chemical profiling, MAAs, k-carrageenan, hydrogel

facial sheet-mask, corneometry.
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Introduccion

El envejecimiento poblacional, impulsado por el incremento sostenido en la esperanza de
vida, ha generado nuevas exigencias en los ambitos de la salud, el bienestar y la calidad
de vida. Uno de los efectos mas visibles de este proceso es el envejecimiento cutaneo, el
cual se manifiesta a través de la pérdida de hidratacién, firmeza y elasticidad de la piel, asi
como por la aparicion de arrugas. Estos cambios estdn mediados por fendémenos
fisioldgicos intrinsecos, pero también se ven intensificados por factores ambientales como
la radiacion ultravioleta (UV), la contaminacion y el estrés oxidativo. Tales condiciones no
s6lo aceleran el deterioro estético de la piel, sino que también aumentan la incidencia de
enfermedades dermatoldgicas, incluido el cancer de piel (Pimentel et al., 2018) (Aslam et
al., 2021). En este contexto, la hidratacion cutanea (entendida como el contenido de agua
en la dermis y epidermis) resulta fundamental para conservar sus propiedades fisicas,

viscoelasticas y funcionales como barrera protectora (Honari et al., 2017).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada ano se diagnostican
entre 2 y 3 millones de casos de cancer de piel tipo no melanoma, y alrededor de 132.000
casos de melanoma. Asimismo, se estima que uno de cada tres casos de cancer
corresponde a cancer de piel, lo que evidencia un preocupante incremento en su

prevalencia anual (World Health Organization, 2017).

Como respuesta a estas problematicas, la industria cosmética ha experimentado un
crecimiento sostenido, alimentado por el aumento en el interés de la sociedad por el
cuidado personal, el estilo de vida saludable y la busqueda de alternativas sostenibles,
particularmente en el campo de la fotoproteccion. Sin embargo, numerosos productos
cosmeéticos convencionales emplean compuestos sintéticos que, si bien son eficaces, se
han asociado con efectos adversos en la salud, como irritacion dérmica, toxicidad e
impactos negativos sobre el medio ambiente. Ingredientes como los parabenos, fragancias
artificiales, butilhidroxitolueno (BHT), ftalato de dibutilo (DBP) y polietilenglicoles (PEG) han



sido sefialados por sus potenciales riesgos para la salud humana (Kalasariya et al., 2021).
Ademas, se ha documentado que algunos filtros solares organicos e inorganicos pueden
afectar negativamente tanto la salud humana como los ecosistemas marinos, en particular
la salud de los corales, lo cual ha motivado la busqueda de ingredientes mas seguros y
ecologicos (Sen & Mallick, 2021).

En este escenario, las macroalgas marinas han emergido como una fuente prometedora
de ingredientes naturales con aplicaciones cosmeéticas (Kalasariya et al., 2021).
Particularmente, las especies del género Hypnea han despertado interés por su capacidad
de sintetizar metabolitos secundarios con actividades antioxidantes, fotoprotectoras,
antiinflamatorias e hidratantes (Yokoya et al., 2020)(Deepika et al., 2024). Dentro de este
género, Hypnea musciformis (una macroalga roja presente en el Caribe colombiano)
representa una alternativa atractiva para el desarrollo de productos cosméticos
innovadores y sostenibles. El estudio de esta especie no sélo permite explorar su potencial

biotecnoldgico, sino también promueve la valorizacion de la biodiversidad marina local.

En este contexto, el objetivo general de esta tesis fue: establecer el potencial cosmético
de la macroalga Hypnea musciformis del Caribe colombiano a partir del analisis de su perfil
metabdlico, utilizando especimenes obtenidos mediante recoleccion natural (silvestres), y
de un cultivo controlado en condiciones semicerradas en el laboratorio. Como objetivos
especificos, se plantearon los siguientes: 1) establecer unas condiciones de cultivo para
Hypnea musciformis que favorezcan la produccion de biomasa, en el contexto del Caribe
colombiano. 2) Evaluar y comparar los perfiles metabdlicos de los extractos obtenidos a
partir de H. musciformis recolectada naturalmente y de cultivo, mediante técnicas
cromatograficas, espectroscopicas y espectrofotométricas. 3) Determinar el potencial
cosmeético de los extractos obtenidos, a través de la evaluacién de actividades biolégicas
relacionadas, como la capacidad fotoprotectora o la inhibicién de la enzima tirosinasa,

entre otras.

La presente tesis de maestria se enfoca en el estudio quimico de Hypnea musciformis,
tanto colectada en su ambiente natural como cultivada en un sistema semicerrado en el
laboratorio y en el Caribe colombiano. El trabajo se organiza en capitulos independientes
en formato de articulo cientifico, permitiendo una lectura autbnoma de cada seccion. El
primer capitulo consiste en una revisiébn general del tema; el segundo explora las

condiciones de cultivo de H. musciformis y la caracterizacion de las carrageninas



obtenidas; el tercero aborda la produccion y analisis de los aminoacidos tipo micosporinas
(MAAs) con potencial cosmético, a partir de Hypnea musciformis y de otras especies de
Hypnea del Caribe colombiano; y el capitulo final presenta el disefio de un prototipo
cosmético, especificamente de una mascarilla facial de tipo hidrogel a base de los

extractos obtenidos (carragenina) y la evaluacion de su actividad hidratante.



Planteamiento del problema

La piel constituye la principal barrera frente al entorno, por lo que esta constantemente
expuesta a factores como la radiacién ultravioleta, contaminantes ambientales, especies
reactivas de oxigeno y compuestos quimicos, los cuales ocasionan un deterioro progresivo
y efectos acumulativos a lo largo del tiempo (Pimentel et al., 2018)(Aslam et al., 2021).
Esta exposicion favorece el envejecimiento prematuro y aumenta la incidencia de
patologias como el cancer de piel, cuya prevalencia ha alcanzado niveles alarmantes en
el ambito global (World Health Organization, 2017) (Pimentel et al., 2018)(Alves et al.,
2020). Adicionalmente, numerosos ingredientes sintéticos empleados en cosmética han
sido asociados con efectos adversos sobre la salud humana y el medio ambiente, lo cual
ha incentivado la busqueda de alternativas mas seguras y sostenibles (Pimentel et al.,
2018)(Kalasariya et al., 2021)(Sen & Mallick, 2021).

En este escenario, se ha evidenciado un creciente interés de los consumidores hacia
productos cosméticos de origen natural y con un enfoque sostenible. El desarrollo de este
tipo de productos exige estudios rigurosos que aseguren su eficacia, inocuidad y
disponibilidad, lo que implica identificar fuentes bioldgicas viables, caracterizar sus

metabolitos y evaluar sus propiedades funcionales.

Dentro de estas fuentes, las macroalgas rojas, y en particular Hypnea musciformis, son
candidatas prometedoras debido a la diversidad de metabolitos bioactivos de interés
cosmeético que producen. A pesar de su presencia en el Caribe colombiano, esta especie
ha sido escasamente estudiada a nivel nacional. Su aprovechamiento responsable
requiere no solo establecer condiciones de cultivo que garanticen una produccion
sostenible de biomasa, sino también comprender cémo dichas condiciones influyen en su

perfil quimico.

En consecuencia, la presente investigacion se orienta a responder los siguientes
interrogantes: ¢ qué compuestos bioactivos con potencial cosmeético estan presentes en
Hypnea musciformis recolectada y cultivada en el Caribe colombiano?; ;es posible
establecer un sistema de cultivo que asegure la produccion sostenible de biomasa sin

comprometer la calidad de sus metabolitos?; ¢cual es la efectividad cosmética de los



extractos de algas cultivadas en actividades bioldgicas como la fotoproteccién?; y ¢ pueden
aprovecharse las propiedades fisicoquimicas de los polisacaridos derivados del cultivo de

macroalgas con fines cosméticos?

De esta manera, el presente trabajo se plantea como una contribucion cientifica a la
valorizacion de recursos marinos, en concordancia con la creciente necesidad de

desarrollar ingredientes cosméticos innovadores, seguros y ambientalmente responsables.
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1.1 Resumen

El creciente interés de los consumidores por cosméticos elaborados con ingredientes de
origen natural refleja una tendencia hacia estilos de vida sostenibles y responde a la
necesidad de garantizar mayor seguridad para la salud humana y ambiental. Sin embargo,
cabe destacar que los compuestos naturales no son intrinsecamente seguros, por lo que
su incorporacion en productos cosméticos requiere evaluaciones rigurosas de seguridad y
eficacia mediante estudios cientificos. No obstante, su aceptaciéon por parte de los

consumidores constituye una ventaja estratégica para la industria.

En este contexto, los metabolitos derivados de macroalgas marinas han despertado un
interés particular debido a su potencial en el desarrollo de moléculas con aplicaciones
cosmeéticas. A pesar de la amplia biodiversidad de macroalgas existente en Colombia, su
caracterizacion quimica permanece escasamente explorada. Un ejemplo relevante es
Hypnea musciformis, macroalga roja recolectada y cultivada en diversos paises gracias a
su elevado contenido de k-carragenina, polisacarido ampliamente utilizado en las

industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Asimismo, estudios recientes sobre su



perfil metabdlico y actividades biolégicas evidencian su aplicabilidad en los sectores

farmacéutico, agricola y cosmético.

Hypnea musciformis constituye una fuente relevante de carragenina, polisacarido sulfatado
caracteristico de las macroalgas rojas, especialmente de especies del orden Gigartinales.
Sus tipos mas representativos —I, K y A— poseen propiedades gelificantes, estabilizantes
y viscosantes que sustentan su uso en diversos sectores productivos. La composicién de
estas fracciones depende de la fase reproductiva del alga y su estructura quimica ha sido
ampliamente descrita. Mas alla de sus aplicaciones tecnolégicas, se han documentado
propiedades biologicas destacadas, entre ellas actividades antitrombaticas, elicitoras en
plantas, gastroprotectoras, antiinflamatorias, inmunoestimulantes y anticoagulantes. En
Colombia, su uso ha sido explorado en acuicultura, como aditivo en alimentos de tilapia, y
en agricultura, mediante el desarrollo de hidrogeles para liberacién controlada de

fertilizantes.

Adicionalmente, se ha demostrado que H. musciformis produce metabolitos secundarios
de interés como acidos grasos, terpenoides, flavonoides, taninos y fenoles, identificados
en extractos obtenidos con distintos solventes. Investigaciones fitoquimicas también han
reportado la presencia de lectinas y compuestos fendlicos con potencial antioxidante, tales
como epicatequina, floretina, acido galico y acido clorogénico. Dichos metabolitos han
mostrado bioactividades relevantes, incluyendo propiedades antioxidantes, antivirales
(contra HSV-1), antimicrobianas, quimiopreventivas y efectos positivos en la supervivencia

de organismos acuaticos.

En el ambito cosmético, los estudios realizados en Colombia han sido incipientes. Algunos
ensayos con extractos de H. musciformis han evidenciado efectos antioxidantes, mientras
que compuestos fendlicos aislados se han asociado a propiedades antienvejecimiento y
despigmentantes, particularmente por su capacidad para inhibir la enzima tirosinasa.
Asimismo, formulaciones cosmeéticas iniciales —bloqueador solar, crema humectante y
mascarilla en gel— elaboradas con extractos de esta alga han mostrado estabilidad
fisicoquimica, ausencia de toxicidad y buena aceptacién sensorial. Por otra parte,
diferentes tipos de carragenina obtenidos de macroalgas rojas se emplean en champus,
lociones, cremas y dentifricos, tanto por sus propiedades estabilizantes como por sus

beneficios revitalizantes y suavizantes sobre la piel.



En conjunto, Hypnea musciformis se perfila como un recurso marino de alto interés para
el desarrollo de ingredientes bioactivos sostenibles, con aplicaciones en las industrias
cosmeética, farmacéutica, agricola y alimentaria. No obstante, la limitada disponibilidad de
su biomasa en condiciones naturales en el Caribe colombiano representa un desafio para
su aprovechamiento sostenible. Por ello, resulta esencial avanzar en investigaciones
orientadas a la optimizacion de sus sistemas de cultivo, a fin de incrementar su

disponibilidad y fortalecer su potencial industrial en el pais.

Palabras clave: cultivo de macroalgas, productos naturales marinos, perfil metabdlico,

cosméticos.

1.2 Macroalgas marinas y macroalgas del género Hypnea

1.2.1 Macroalgas marinas

Las macroalgas son organismos macroscopicos, eucariéticos y productores primarios
(fotosintéticos), que se encuentran en el mar y zonas estuarinas, siendo esenciales para
el equilibrio en estos ecosistemas (Kalasariya et al., 2021)(Cotas et al., 2023). Se
clasifican de manera general en macroalgas verdes (Chlorophyta), rojas (Rhodophyta) y
pardas (Ochrophyta) (Kalasariya et al., 2021), y tienen la capacidad de producir una gran
diversidad de metabolitos. Entre los cuales se tienen: carbohidratos, acidos grasos,
aminoacidos, pigmentos, polifenoles etc. Para estos compuestos se han reportado
diferentes actividades bioldgicas, como antioxidante, antibacteriana, antiviral, entre otras
(Senthilkumar & Kim, 2015)(Karadeniz et al., 2015)(Wijesekara & Kim, 2015)(Gnanavel et
al., 2019)(Kalasariya et al., 2021). De hecho, muchas especies de macroalgas ya han
demostrado actividades benéficas para la piel, como efectos antioxidantes,
antimelanogénesis, antienvejecimiento, fotoproteccion, entre otras (Pimentel et al.,
2018)(Aslam et al., 2021)(Kalasariya et al., 2021), por lo cual son un recurso natural con
un gran potencial en la industria cosmética. Asi, el mercado mundial de productos con
ingredientes de origen algal ha mostrado un auge creciente. Se estima que esta tendencia
continuara en los préximos afios, y entre ellas esta el sector cosmético (Grand View
Research, 2022). Asi, esta demanda requiere la obtenciéon de una alta cantidad de

biomasa, que debe hacerse de manera sostenible (Morais et al., 2021).
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La principal limitacion en el uso de los productos naturales marinos es el suministro, ya
que éstos se suelen obtener en cantidades muy pequefias a partir de organismos que a su
vez poseen poca biomasa, siendo ademas vital evitar su obtencion a través de la
explotacion intensiva de organismos desde su ecosistema natural (Castellanos, 2023).
Para tratar de solucionar este inconveniente se ha recurrido a la sintesis quimica total,
semisintesis, y técnicas biotecnolégicas como el cultivo de células y microorganismos
(Jiménez, 2018). Respecto a las macroalgas marinas, la solucion para la obtencién de
grandes cantidades de biomasa es el establecimiento de sistemas de cultivo adecuados y

sostenibles, una busqueda que aun continua (Morais et al., 2021).

1.2.2 Género Hypnea

Un grupo de algas de mucho interés son las macroalgas rojas del género Hypnea
(Gigartinales, Rhodophyta). Este género esta distribuido a nivel mundial en regiones
templadas, tropicales y subtropicales, dandose su crecimiento en diferentes habitats, y
teniéndose, hasta el ano 2020, 61 especies aceptadas. El Océano Atlantico es la zona que
cuenta con el mayor numero de especies de este género reportadas, seguido por el
Océano Pacifico y el Océano indico. Varias de sus especies han sido utilizadas para el
consumo humano (especialmente en los paises asiaticos y del Indo-pacifico), y como
fuente del polisacarido conocido como carragenina. Es por esto que han sido cultivadas

en varios paises durante décadas (Yokoya et al., 2020).

De las cosas mas interesantes, complejas y hasta fascinantes de este género, se debe a
su alta plasticidad fenotipica y a la presencia de complejos de especie con una alta
diversidad criptica, por lo que los caracteres morfolégicos de diferentes especies se
pueden perfectamente solapar entre si, haciendo de la identificacion morfoldgica y

taxondmica de las especies del género Hypnea, todo un reto (Yokoya et al., 2020).

Para el caso especifico de Colombia, se han reportado especies como H. musciformis, H.
cervicornis, H. spinella e H. cornuta en Santa Marta y Cartagena (Schnetter & Schnetter,
1967). Ademas de estas especies, también se incluye H. valentiae (Rincon Diaz & Gavio,
2020).
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1.2.3 Hypnea musciformis

La especie con la mayor distribucion geografica del género Hypnea, es Hypnea
musciformis J.V. Wulfen Lamourux, 1813, reportada en los océanos mencionados

anteriormente, al igual que en el Pacifico, y en 70 paises (Yokoya et al., 2020).

De forma general, Hypnea musciformis se caracteriza por encontrarse en la mayoria de
ambientes marinos poco profundos de las regiones subtropicales y tropicales del mundo,
creciendo sobre una variedad de sustratos como epifita, o flotando libremente (Guist et al.,
1982). Puede tener una altura entre 10 y 30 cm, y suele ser de color verde violaceo con un
aspecto tupido, debido a la alta ramificacién e irregularidad de sus talos cartilaginosos y
filiformes. Las puntas de las ramas laterales principales se alargan e hinchan a menudo
formando tipicamente ganchos. Estos ganchos facilitan o permiten que esta macroalga se
enganche a otras macroalgas mas grandes (Hayee-memon & Shameel, 1996) (Figura 1-
1).

Figura 1-1 Hypnea musciformis (Wulfen) Lamouroux: a). Habito del talo. b). Vista
ampliada de una rama, donde se observa su apice mas grueso en forma de gancho.

Adaptado de Hayee-Memon y Shameel, 1996 (Hayee-memon & Shameel, 1996).
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1.3 Cultivo de macroalgas

El mercado mundial de las macroalgas marinas ha ido creciendo a lo largo de los ultimos
afnos, alcanzandose para el afio 2021 un valor de 9,9 mil millones de ddlares. Este interés
en las macroalgas se debe esencialmente a que se les atribuyen beneficios para la salud,
a su alto valor nutricional, y al uso de sus hidrocoloides. En este sentido, se han encontrado
aplicaciones en productos de cuidado personal (cosméticos), farmacéuticos, agricolas,

alimentos humanos y alimentos para animales (Grand View Research, 2022).

La cosecha desde praderas naturales en las zonas costeras del mundo ha generado una
gran presion sobre estos ecosistemas, generando problemas de sostenibilidad del recurso
algal por su sobreexplotacion (Lapointe et al., 1976)(Ganesan et al., 2006)(Mac Monagail
et al., 2017). Por su parte, los sistemas de cultivos de especies de importancia comercial,

han aumentado (Lapointe et al., 1976)(Camacho & Montana Fernandez, 2012).

El cultivo de macroalgas puede clasificarse segun diversos criterios y matices, lo que
muchas veces provoca el solapamiento de un tipo con otro. Por ejemplo, dicha clasificacion
se puede dar segun el entorno en el que se desarrolla, es decir, si es en el mar o en tierra,
y si se tienen algunas condiciones controladas o no (on land based cultivation, ocean-
based cultivation, indoor, outdoor, offshore, nearshore, outshore), el tipo de instalacion, la
técnica utilizada, y la especie a cultivar, entre otros factores (Hafting et al., 2012) (Saavedra
et al., 2019)(Garcia-Poza et al., 2020)(Caroca-Valencia et al., 2023) (Paoli et al., 2023).
Una de las clasificaciones mas ampliamente aceptadas para los sistemas de cultivo a mar
abierto distingue entre cultivos suspendidos (long-line) y cultivos de fondo (fixed off-bottom
line). Ademas, son los métodos mas tradicionales y usados en el mundo, con diversidad
de modificaciones (Valderrama et al., 2015)(Sudhakar et al., 2018)

Los cultivos suspendidos requieren la instalacién de soportes, contrapesos y flotadores en
el mar, y un sistema de cuerdas donde las macroalgas pueden ser inoculadas y
propagadas mediante diferentes métodos. El método mas comun y tradicional de siembra
es la propagacion vegetativa, en la cual fragmentos de macroalgas, generalmente
recolectadas de praderas naturales, se enredan manualmente en las cuerdas del cultivo.
Sin embargo, esta estrategia implica la extraccion de una cantidad significativa de biomasa

desde los ecosistemas naturales. Para evitar dicha extraccidn masiva de biomasa, otro
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método consiste en realizar la siembra en las cuerdas a partir de la fase microscépica
(material reproductivo-esporas) de la macroalga de interés en sistemas Hatchery de
laboratorio. Para ello, se utilizan estanques especializados y medios de -cultivo
determinados, para favorecer su desarrollo. Una vez evidente la presencia y fijacion de los
talos en estadio juvenil en las cuerdas, estas se llevan al mar. En este método, no hay
control de la densidad algal sembrada. Otra manera alternativa y que si permite el control
de la densidad de biomasa de siembra, es realizar el crecimiento de la fase microscépica
en matraces o erlenmeyers (free-floating) con medio de cultivo, hasta alcanzar estadios
juveniles. Posteriormente, se llevan a sistemas Hatchery donde crecen mas, y finalmente
se obtienen “plantulas” de buen tamafio que se pueden amarrar de forma manual a las
cuerdas (proceso de encordado). De esta manera, estas cuerdas son trasladadas al

sistema de cultivo en el mar (Saavedra et al., 2019).

Por su parte, los cultivos de fondo (fixed off-bottom line) requieren de cuerdas y soportes,
pero no de flotadores, al realizarse muy cerca del suelo marino y en aguas muy poco
profundas. Otra forma de cultivo usa rocas como sustrato de crecimiento, pero requiere la
fijacion manual de los talos a dichas rocas, y que la zona de cultivo no este expuesta a

cambios de marea bruscos que puedan dafiar el sistema de cultivo (Sudhakar et al., 2018)

Por otro lado, los sistemas de cultivo realizados fuera del mar, es decir, en sistemas en
tierra, usan estanques grandes que pueden aprovechar algunos recursos como la luz solar
y el agua de mar (Paoli et al., 2023), o buscar contar con mayor cantidad de variables y
condiciones controladas posibles, como temperatura, aireacion y movimiento constante,
nutrientes, etc. lo cual disminuye la contaminacion por parte de otros organismos, pero que
genera asimismo grandes costos (Neori et al., 2020). Otros sistemas de mucho interés
dado su enfoque de sostenibilidad, son los cultivos multitréficos integrados (IMTA) que
buscan aprovechar el cultivo de dos organismos al tiempo, por ejemplo, peces y
macroalgas (Hafting et al., 2012). Aqui se hace uso circular de los desechos de los peces
u otros organismos, para asi proporcionar los nutrientes necesarios para las macroalgas,
sin necesidad de realizar adicion de medios enriquecidos. De esta manera, se evita el
vertimiento de aguas ricas en nutrientes a otros ecosistemas, que pueden generar
afecciones negativas en cuerpos de agua, como lo es el caso de la eutrofizacion (Tullberg
et al., 2022). Asi, se crea un sistema de cultivo marino de valor agregado, que ademas

favorece el equilibrio ecoldgico (Ashkenazi et al., 2019).
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1.3.1 Cultivo de Hypnea musciformis a nivel mundial

Hypnea musciformis ha sido cultivada en diferentes regiones del mundo como por ejemplo
la India, Brasil, Estados Unidos, Bangladesh, Senegal y las Bahamas (Ganesan et al.,
2006). El establecimiento de sistemas para su cultivo ya sea a mar abierto o en tierra,
requiere tener en cuenta factores ambientales como: temperatura, salinidad, época
climatica del afio o estacién, irradiacién luminica, sedimentacion, epifitacion y habito epifito,
sustrato, disponibilidad de nutrientes (nitrégeno y fosfatos), fase reproductiva, asi como
también el pais o la geografia de donde proviene la macroalga y donde se desea

desarrollar el cultivo (Lapointe et al., 1976)(Camacho & Montafia Fernandez, 2012).

De manera muy general (Camacho & Montafia Fernandez, 2012), en los paises donde se
han realizado investigaciones de cultivos de H. musciformis en el mar se ha encontrado
que esta macroalga ha tenido una tasa diaria de crecimiento diario TDC entre: 1,93%-10%
en Brasil (Wallner et al., 1992); y del 7,6% -10,9% en India (Ganesan et al., 2006).
Igualmente, se han registrado valores tan altos como del 23,6 % en el Brasil (Oliveira &
Berchez, 1986). En sistemas de cultivo cerrados también se han obtenido buenos
resultados (Guist etal., 1982)(Lapointe etal., 1976)(Bravin & Yoneshigue-Valentin, 2002).
Por otro lado, se han realizado ensayos con sistemas de cultivo multitréfico integrado
(IMTA) donde el crecimiento de esta macroalga, y de otras, se da aprovechando los
desechos provenientes de bivalvos (Langton et al., 1977) o peces (Ashkenazi et al., 2019)

que se cultivan de forma simultanea.

Como se menciond inicialmente, existen diversidad de sistemas de cultivos dadas las
infinitas posibles modificaciones que se pueden realizar a estos, basandose en la
macroalga de interés a cultivar y a los intereses especificos que se tengan. De esta
manera, dos ejemplos de ensayos outdoor con sistemas modificados bastante
interesantes, son los siguientes realizados en Israel. En el estudio realizado por Neori y
colaboradores en 2020, se evalud el cultivo de Hypnea musciformis y dos macroalgas
verdes, en un sistema de cultivo por aspersion, usando baldosas de cemento con
determinada pendiente, y realizando adicion de nutrientes mediante fertilizacion. El interés
del cultivo fue estudiar su impacto en la obtencién de biomasa y su contenido proteico, a
partir de la evaluacién en la variacion en la pendiente del sustrato (baldosas) y la tasa de

fertilizacion. Para H. musciformis se obtuvo un rendimiento de 286 gFW (fresh weight) m2
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dia ' (Neori et al.,, 2020) . Para el otro caso, Ashkenaziy colaboradores en 2018, realizaron
en su ensayo un cultivo multitréfico integrado con peces y tres macroalgas de distintas
especies, entre ellas H. musciformis. Por lo general, los cultivos IMTA solo se centran en
una sola especie algal, por lo que este estudio evalué un sistema serial de tanques para el
cultivo de macroalgas de diferente género. Ademas, se menciona que hasta ese momento,
muy poco estudios IMTA han incorporados a Hypnea spp. Su objetivo, ademas de evaluar
la captacién de nutrientes (eliminacién de estos desde los efluentes piscicolas) y el
crecimiento de biomasa algal, se enfocd en su contenido proteico y de carbohidratos
(Ashkenazi et al., 2019). La tasa de crecimiento especifico (SGR) de H. musciformis fue
del 12% dia, y su contenido de proteina y carbohidratos fueron del 25% y 48%

respectivamente, siendo los mas altos respecto a las especies estudiadas.

Por otro lado, en Brasil en el aino 2015, Nauer, Oliveira y colaboradores publicaron un
articulo donde confirmaron mediante técnicas de biologia molecular, que los especimenes
cultivados de H. musciformis en este pais, divergen de las especies cultivadas en otras
partes del mundo, tratandose realmente de Hypnea pseudomusciformis (Nauer et al.,
2015)(Nauer et al., 2019). Esta confusién pone en evidencia la plasticidad fenotipica del
género (Nauer et al., 2015)(Nauer et al., 2018). Esto nos lleva a preguntarnos si los
ejemplares que se han estudiado en Colombia realmente corresponden a Hypnea

musciformis o a esta otra especie.

El aprovechamiento econdémico de H. pseudomusciformis en el Brasil para extraer
carragenina, se ha visto limitado debido a las dificultades que representa su cultivo debido
a su caracter epifito. Es por ello que Pereira y colaboradores (2020) realizaron la
evaluacion de un sistema de cultivo a mar abierto tipo Long-line de H. pseudomusciformis,
donde a la cuerda madre se amarraron porciones de cuerda totalmente deshilachadas y
los fragmentos apicales del alga se amarraron alli con cordones de algodon. Esta
tecnologia ya se encuentra patentada y los autores sugieren que se podria aplicar a

cultivos que se realicen en América Latina de granja (Pereira et al., 2020).

Finalmente, es interesante mencionar que otras macroalgas carragendfitas se han
cultivado para obtener este polisacarido, siendo Kappaphycus alvarezii y Eucheuma
isiforme (Pereira et al., 2020) las mas cultivadas. No obstante, la introduccién de especies

exoticas afecta gravemente los ecosistemas, como es el caso de Kappaphycus alvarezii
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en el Brasil (Yokoya et al., 2020)(Ganesan et al., 2006). Por lo que el uso de especies no

nativas en cultivos esta desaconsejado.

1.3.2 Cultivo de Hypnea musciformis en Colombia

En Colombia, H. musciformis se reporta en baja biomasa como muchas de las macroalgas
que se dan en aguas del Caribe, lo cual es una limitacién para su uso mediante cosecha
directa, generandose asi, la necesidad de implementar metodologias que permitan su

cultivo de forma sostenible (Camacho & Montana Fernandez, 2012).

En el pais, se han realizado dos cultivos a mar abierto de Hypnea musciformis: uno en La
Guaijira (Bahia Portete)(Delgadillo Garzon & Newmark, 2008), y otro en el Magdalena
(Santa Marta) (Camacho & Montana Fernandez, 2012). En el primero, realizado entre los
afnos 2005 y 2006, no se tuvo éxito debido a la fragilidad de los talos por lo que no se dio
su adaptacién al sistema de cultivo (Delgadillo Garzén & Newmark, 2008). En el segundo,
realizado en el ano 2006 por Camacho y colaboradores (Camacho & Montana Fernandez,
2012), se evalud la tasa diaria de crecimiento (TCD) y el rendimiento de extraccion de k-
carragenina. En este trabajo se dejo por sentado la necesidad de realizar investigaciones
mas exhaustivas y largas donde se mejore el sustrato de crecimiento y se tengan presente
las fases reproductivas de Hypnea musciformis, ya que, en el método evaluado, aunque
se obtuvo un buen rendimiento de k-carragenina, se obtuvo una baja biomasa del alga. En
otro contexto, en un cultivo a mar abierto de Gracilaria verrucosa se obtuvo H. musciformis
como epifita (Molina-Vargas & Alvarez-Leon, 2014). Por otra parte, actualmente se esta
realizando en la Isla de Providencia un cultivo a mar abierto de la especie Hypnea caraibica
(Posada et al., 2024).

A nivel de laboratorio s6lo se encontré un reporte de cultivo, pero de otra macroalga (Arias-
Echeverri et al., 2022). Alli se evalud el crecimiento de la macroalga verde Caulerpa
sertularioides en una camara climatica, y en funcion de la variacion en la concentracion de

salinidad (Mosquera-Murillo & Pena-Salamanca, 2016).

1.4. Metabolitos de Hypnea musciformis

Para la construccion de este numeral se hizo una revision en las bases de datos Scopus y

Google Scholar (diciembre de 2021). En Google Scholar los criterios de busqueda se
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limitaron a todos los articulos que contuvieran las palabras contiguas “Hypnea musciformis”

unicamente en el titulo. De esta busqueda se obtuvieron 210 resultados.

En Scopus se usaron las ecuaciones que se enlistan a continuacion:
= “Hypnea musciformis” AND “Carrageenan” = 61 resultados
»  “Hypnea musciformis” AND “Metabolites” = 16 resultados
»  “Hypnea musciformis” AND “Bioactivity” = 3 resultados
»  “Hypnea musciformis” AND “Cosmetics” = 6 resultados

»  “Hypnea musciformis” AND “Extracted” = 27 resultados

Posteriormente, los resultados obtenidos en ambas bases de datos se cruzaron, con el fin
de obtener un listado unificado y sin duplicados. De alli se eligieron aquellos en idioma
inglés o espariol, con documento disponible o existente en internet, y con las tematicas
especificas para la presente revision para un total de 53 articulos. La lista completa de
articulos se puede consultar en
https://drive.google.com/drive/folders/10qy3L f5x4EcwGQbAu45EAHOVEABLXKY?usp=s

haring

Adicionalmente, la base de datos CMNPD Comprehensive Marine Natural Products

Database (https://www.cmnpd.org/organism-report-card/CMNPD373240 fue utilizada para

la busqueda de compuestos reportados para H. musciformis.

1.4.1 Carragenina extraida de Hypnea musciformis

La carragenina es un coloide hidrofilico que se obtiene a partir de la matriz extracelular de
las macroalgas rojas (Rhodophyta), siendo un rasgo caracteristico de las especies del
orden Gigartinales (Usov, 2011). Este ficocoloide es especificamente un polisacarido de
alto peso molecular constituido por galactanos sulfatados, una estructura compleja que se
empez0 a estudiar a mediados y finales del siglo XX (Figura 1-2). La carragenina se
clasifica en varios tipos, siendo iota (1-), kappa (k-), y lambda (A-) carrageninas, las mas
usadas en las industrias alimenticia, farmacéutica y cosmética dadas sus propiedades
gelificantes, viscosantes y estabilizantes, lo que les confiere una alta relevancia a nivel
comercial (Usov, 2011)(Zia et al., 2017) . Esta clasificacion depende del numero y
ubicacién de los grupos sulfato en la cadena (Ghanbarzadeh et al., 2018), siendo sus
estructuras del tipo [G4S-DA2S],, [G4S-DA],, y [G2S-D2S,6S]. respectivamente para iota


https://drive.google.com/drive/folders/10qy3L_f5x4EcwGQbAu45EAHoVEA6LxKy?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/10qy3L_f5x4EcwGQbAu45EAHoVEA6LxKy?usp=sharing
https://www.cmnpd.org/organism-report-card/CMNPD373240
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(1), kappa(k-), y lambda(A-) carrageninas (Usov, 2011). De manera simplificada se tiene
que: G4S: D-galactosa-4-sulfato; DA2S: 3,6 anidro-D-galactosa-2-sulfato; DA: 3,6-
anhidro-D-galactosa; G2S: D-galactosa-2-sulfato; D2S,6S: D-galactosa-2,6-disulfato. Por
otra parte, en 1973 se demostré que segun las distintas fases reproductivas de las algas
carragendfitas, estas pueden contener diferentes tipos de polisacéaridos. En particular, las
algas en fase gametofitica producen k/I-carragenina, mientras que las que se encuentran

en fase esporofitica generan exclusivamente A-carragenina. (Usov, 2011).

HO
0805 oso';o
o o)
0
-~ O
(e} (0] -
pd © /O ? 2
OH OH
OH 0S0y
Kappa-carragenina lota-carragenina
HO
OH
o}

0S03

Lambda-carragenina

Figura 1-2 Estructuras de los principales tipos de carragenina: iota (i-), kappa (k-), y
lambda (A-) carragenina. Su diferencia se da por el nUmero y la posicion de los grupos

sulfato.

Tanto las investigaciones sobre los polisacaridos de algas marinas, como las de
carragenina, se han enfocado generalmente en el estudio de su estructura quimica y
caracteristicas fisicoquimicas (Usov, 2011)(Bi et al., 2006)(Greer et al., 1984)(Hamilton &
Carroll, 1962)(Cosenza et al., 2017), reoldgicas y termodinamicas (Andrade et al.,
2000)(Bi et al., 2007). Sin embargo, también se han encontrado actividades bioldgicas
interesantes para la carragenina extraida de H. musciformis. Por ejemplo, se determind el
potencial antitrombético del polisacarido resultante del fraccionamiento con acetona, en
células endoteliales aorticas de conejo (Alves, Nobre, et al., 2012). En ofras

investigaciones se evalu6 a la carragenina como elicitor que favorece la produccion de
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metabolitos de defensa en garbanzos y arvejas (Arman & Qader, 2012)(Bi & Igbal, 2000),
zanahorias (Bi & Igbal, 2005)(Bi et al., 2001), maiz (Bi et al., 2011), y tabaco (Ghannam et
al., 2013) mejorando el crecimiento de estas plantas y ejerciendo un papel protector contra
patogenos. También se evidencio el efecto protector de la carragenina contra colitis
inducida en ratas, mostrando resultados prometedores frente a las enfermedades
inflamatorias intestinales (Ell) (V. Brito et al., 2016). Asimismo, se evalu6 el efecto
gastroprotector de la carragenina contra el dafio gastrico inducido por el suministro de
etanol en ratas (Damasceno et al.,, 2013). Finalmente, buscando tomar ventaja de las
actividades anticoagulante, inmunoestimuladora y antioxidante reportadas para fracciones
de galactanos sulfatados de los polisacaridos de Hypnea musciformis (Alves, Dore, et al.,
2012), se realizé un proceso de optimizacion para la extraccion de estos galactanos,
encontrandose que la fraccion con menor cantidad de polisacaridos sulfatados mostré
mayor accion inmunoestimuladora, mientras que la fracciébn con relacion alta de

sulfato/azucar demostré una mejor actividad anticoagulante (Alves et al., 2016).

En Colombia, Rozo y colaboradores encontraron que cuando la k-carragenina extraida de
H. musciformis es adicionada al alimento de los peces tilapia (Oreochromis niloticus), ésta
mejora su respuesta inmune, generando aumento en su crecimiento. Aun asi, se requieren
estudios a largo plazo antes de recomendar abiertamente este uso (Villamil et al., 2019).
Adicionalmente, estos autores mostraron la aplicacién de la k-carragenina en la sintesis y
elaboracion de hidrogeles para la liberacién controlada de fertilizantes agricolas y la
retencién del agua (Rozo, Bohorques, et al., 2019)(Rozo et al., 2009)(Santamaria
Vanegas et al., 2019).

1.4.2 Metabolitos secundarios de Hypnea musciformis

El estudio por GC-MS del extracto etandlico de H. musciformis, recolectada en la India,
permitio la identificacion de 26 compuestos siendo los mayores constituyentes: acido n-
hexadecanoico, acido tetradecanoico, acido oleico-9-octadecenoico, acido ©6-
octadecenoico, acido hexadecanoico, éster etilico, tridecanoato de etilo y acido
octadecanoico. Asimismo se identifico la presencia de metales como Ca, Mg, Na, Ky Fey
de una alta concentracion de carbohidratos, proteina y minerales, mientras que la

concentracion de grasas y antioxidantes fue moderada (Balamurugan et al., 2013).
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En Bangladesh, para extractos de cloroformo, metanol (MeOH), acetato de etilo (AcOEt) y
butanol (ButOH) de H. musciformis, se encontr6 mediante GC-MS que estos contienen
principalmente acidos grasos: propanoico, hexadecanoico, tetradecanoico, eicosanoico y
nonadecanoico. En ensayos preliminares mediante marchas fitoquimicas, se establecieron
resultados positivos para terpenoides, saponinas, florotaninos, glicésidos cardiacos,
fenoles, y flavonoides, realizandose para estos dos ultimos, pruebas de contenido total.
Aqui, se encontré que los extractos metandlicos tuvieron el mayor contenido fendlico.
También se encontr6 de maneral general para estos extractos y mediante FT-IR, la
presencia de acidos carboxilicos, cetonas, éteres, compuestos aromaticos, amidas y
compuestos sulfonados (Rafiquzzaman et al., 2016). De igual forma, en otra investigacion
con ejemplares de H. musciformis colectados en el Mar de Bahia de Bengala, entre
Bangladesh y la India, se determind mediante marchas fitoquimicas la presencia de
alcaloides, saponinas flavonoides, taninos y fenoles en extractos etandlicos, vy
encontrandose estos ultimos en gran concentracion dada su cuantificacién de contenido
total (Imran et al., 2021).

En un estudio realizado en India, se determino el perfil fitoquimico de extractos etandlicos
de H. musciformis mediante HPLC, espectroscopia UV-Vis y FT-IR, encontrandose por
esta ultima técnica, la presencia de grupos funcionales como amidas, compuestos con

fésforo, alcoholes, fenoles y compuestos halogenados (Paul & Fredrick Raja, 2019).

De otro lado, en varias investigaciones se caracterizaron las lectinas de un extracto de H.
musciformis, mostrando la presencia de una nueva familia de lectinas en algas marinas, y
obteniéndose la cristalizacion de una de ellas denominada HML (Nagano et al.,
2002)(Nagano, Debray, et al., 2005)(Nagano, Gallego Del Sol, et al., 2005).

1.4.3 Metabolitos secundarios de Hypnea musciformis y su
bioactividad

En la base de datos CMNPD Comprehensive Marine Natural Products Database
(https://www.cmnpd.org/organism-report-card/ CMNPD373240) especializada en

compuestos bioactivos de origen marino, se han reportado hasta el momento 9
compuestos de Hypnea musciformis (Tabla 1-1), entre los cuales estan: 3,6-
dicetoesteroide CMNPD12565 con reporte de actividad antielastasa sobre la elastasa
pancreatica de cerdo. Los meroterpenoides CMNPD27860, CMNPD27861 vy


https://www.cmnpd.org/organism-report-card/CMNPD373240
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CMNPD27862 con actividad antioxidante. Por su parte, en investigaciones de Rozo y
colaboradores, se verificaron efectos protectores frente a la oxidacion de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL) de sangre humana, debido a los extractos de H. musciformis ricos
en polifenoles. Alli se identificé a la (-)-epicatequina y la floretina como los compuestos
responsables de esta bioactividad (Rozo, Rozo, et al., 2019). Asi, estos compuestos se
encuentran en la Tabla 1-1. También, en un estudio realizado en extractos obtenidos a
través de agua subcritica, se evidencid una buena actividad antioxidante dada la
concentracién del acido clorogénico y el acido galico (Pangestuti et al., 2019), por lo que

estos compuestos también se incluyen en la tabla en mencion.
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Tabla 1-1 Compuestos de Hypnea musciformis reportados en la base de datos CMNPD (Comprehensive Marine Natural Products

Database) y en la literatura cientifica especializada.

No. ID en la base de Nombre del
datos compuesto
1 CMNPD3731 5B-cholest-3-ene-
7,11-dione
2 CMNPD4221 23-methyl-53-
cholesta-1,22-
diene-11,22-

dihydroxy-7-one

3 CMNPD7350 -

Estructura

Observacion

Esteroles inusualmente
sustituidos en la

posicion 11.

Esteroide inusual

Estructura de un nuevo
3,6-dicetoesteroide, se
determino por
cristalografia de rayos
X de Hypnea

musciformis de la India.

Bioactividad

Referencia

(Faulkner, 1991)

(Faulkner, 1992)
(Moses Babu et
al., 1990)

(Faulkner, 1997)



No.

ID en la base de
datos

CMNPD12565

CMNPD12566

CMNPD12567

Nombre del
compuesto

3,6-diketosteroid

Estructura

OH

Observacion

Un 3,6-dicetoesteroide
aislado de Hypnea
musciformis de la costa

Atlantica de Marruecos.

Los compuestos
nuevos CMNPD12566
Y CMNPD12567

se obtuvieron como una

mezcla inseparable.

Los compuestos
nuevos CMNPD12566
Y CMNPD12567

se obtuvieron como una

mezcla inseparable.

Bioactividad
Este compuesto
exhibio actividad

antielastasa contra la
elastasa pancreatica

de cerdo.
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Referencia

(Blunt et al., 2004)

(Blunt et al., 2004)

(Blunt et al., 2004)



No. ID en la base de
datos
7 CMNPD27860
8 CMNPD27861
9 CMNPD27862

Nombre del
compuesto

Estructura

OH

Observacion

Nuevo meroterpenoide.

Nuevo meroterpenoide.

Nuevo meroterpenoide.

Bioactividad

Actividad

antioxidante.

Actividad

antioxidante.

Actividad

antioxidante.
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Referencia

(Blunt et al.,
2018)(Chakraborty
et al., 2016)

(Blunt et al.,
2018)(Chakraborty
et al., 2016)

(Blunt et al.,
2018)(Chakraborty
et al., 2016)
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No. ID en la base de Nombre del Estructura Observacion Bioactividad Referencia
datos compuesto
10 - - (-) epicatequina OH - Actividad Antioxidante (Rozo, Rozo, et
en Lipoproteinas de
o o @[ Ipoprotel al., 2019)
i OH Baja Densidad (LDL)
“oH de sangre humana.
OH
1" OH Actividad Antioxidante (Rozo, Rozo, et
O en Lipoproteinas de al., 2019)
- Floretina HO OH
O B Baja Densidad (LDL)
de sangre humana.
oH ©
12 0
HO OH
- Acido Galico ) Actividad (Pangestuti et al.,
HO Antioxidante. 2019)
OH

(imagen obtenida de
www.sigmaaldrich.com)



No.

13

ID en la base de
datos

Nombre del Estructura
compuesto
0
HO 0 Okﬁ@:OH
Acido Clorogénico b OH
OH
OH OH

(imagen obtenida de
www.sigmaaldrich.com)

Observacion

Bioactividad

Actividad
Antioxidante

26

Referencia

(Pangestuti et al.,
2019)
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1.4.4 Extractos de Hypnea musciformis y su bioactividad

Como es comun en la quimica de productos naturales, también se han estudiado extractos

de H. musciformis sin llegar a purificar cada uno de los compuesto contenidos en ellos.

Asi, por ejemplo, extractos acuosos de Hypnea musciformis han mostrado actividad
antiviral contra una cepa resistente al aciclovir del virus del herpes simplex HSV-1,
inhibiendo su propagacioén en células HEp-2 (Santos et al., 1999). De manera analoga, en
otro estudio se determind el aumento de esta actividad antiviral, igualmente en dos cepas
resistentes al aciclovir, a través del uso de fitohormonas sobre el alga (Mendes et al.,
2012).

En otro estudio, se observo el efecto positivo en la supervivencia de larvas de langostino
tigre infectados con Vibrio alginolyticus, al adicionar al alimento comercial extracto

metandlico de H. musciformis (Jean Jose et al., 2008).

Por otro lado, los extractos etandlicos de la macroalga recolectada en India mostraron

actividad quimiopreventiva contra cancer de mama en ratas (Balamurugan et al., 2017).

También se ha observado el potencial fertilizante de los extractos acuosos del alga, los
cuales facilitaron la germinacién de semillas de judias verdes. Estos extractos acuosos
contenian taninos, alcaloides, glicésidos y saponinas (marchas fitoquimicas).
Adicionalmente, se realizaron extractos del alga en otros solventes con el fin de obtener
un perfil quimico general de éstos, encontrandose en los extractos metandlicos presencia
de glicésidos y esteroides, y en extractos de cloroformo esteroides y saponinas (marchas
fitoquimicas) (Nil Gopalakrishnan & T, 2016).

Otras actividades bioldgicas evaluadas en los extractos metandlicos del alga han sido: la
disminucion de los niveles de colesterol, triglicéridos y las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) en conejos y ratones; también se encontré que estos extractos aumentaron
significativamente el nivel de dopamina, lo que es importante en aplicaciones frente al
parkinson y la ansiedad, aun asi, se observd aumento en los niveles de glucosa y
disminucion de serotonina. Sin embargo, esto uUltimo lo hacen también los medicamentos

ansioliticos (Najam et al., 2010).
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En Colombia, Rozo y colaboradores, a partir de los saberes de las poblaciones costeras
sobre los beneficios en la salud dadas por H. musciformis del Caribe colombiano,
evaluaron las propiedades de sus extractos obtenidos mediante fluidos supercriticos frente
a la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en sangre humana,
obteniéndose resultados de capacidad antioxidante mayor que el proporcionado por la
vitamina E, y donde los extractos obtenidos con etanol al 8% a alta presién mostraron un
aumento adicional en la proteccién oxidativa respecto al extracto obtenido a baja presién
(Rozo, Rozo, et al., 2019). En otro trabajo hecho con muestras de Colombia en 1985,
Arteaga y colaboradores, evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos etandlicos,
étereos y acuosos de esta macroalga, contra Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Saccharomyces s.p. y Salmonella typhi, obteniéndose actividad
contra estos microorganismos, y siendo los extractos etandlicos los mas activos (Arteaga
C. & De Silvestri S., 1985).

1.5 Hypnea musciformis y su actividad cosmeética

En Colombia hay muy pocos ejemplos de estudios que valoricen el uso de algas en la
industria cosmeética, incursionandose en este camino mediante el desarrollo de Tesis de
Maestria y Doctorado (Sepulveda Sanchez, 2022)(Abril Poveda, 2023)(Rincén Valencia,
2025). En la Tesis de Maestria de Lady Sepulveda se evalué el potencial
antienvejecimiento y despigmentante de varias especies de macroalgas pardas
(Ochrophyta) y rojas (Rhodophyta) colectadas en el Caribe colombiano, encontrandose
entre ellas Hypnea musciformis. Los analisis se realizaron mediante la exploracion de sus
perfiles metabdlicos a través de diversos extractos obtenidos con diferentes solventes y la
evaluacion de actividades cosméticas como la inhibicibn de las enzimas tirosinasa,
colagenasa y hialuronidasa, asi como la actividad antioxidante y la evaluacion de toxicidad
en células de queratinocitos HaCaT. Para el caso de los extractos de Hypnea musciformis
obtenidos, no se encontré actividad inhibitoria en las enzimas evaluadas ni actividad
antioxidante de DPPH (Sepulveda Sanchez, 2022).

Por otra parte, la docente Ph.D. Gladys Rozo, junto con su equipo investigador, realizé una
primera formulacion de un bloqueador solar, una crema humectante, y una mascarilla en

gel, basadas en extractos de Hypnea musciformis del Caribe colombiano. Se realizaron
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pruebas fisicoquimicas, microbioldgicas, de irritacién dérmica, evaluacién de la proteccién
frente a la radiacion solar y una prueba sensorial. Se encontré que dichas formulaciones
no causaron irritacion en la piel, dieron negativas frente a Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa o bacterias coliformes, y el protector solar registr6 maximos de
absorcion a longitudes de onda de 190 nm, 290 nm y 365nm. En la prueba sensorial se
aprobo el color, olor y textura de los productos (Vargas Aya & Rozo Torres, 2020). En otra
investigacion ya previamente mencionada, Rozo y colaboradores identificaron en esta
macroalga los compuestos -(-) epicatequina y floretina (Rozo, Rozo, et al., 2019). En la
literatura, para el segundo polifenol se han reportado propiedades antienvejecimiento y
despigmentantes. De hecho, se ha probado que reduce la actividad de la enzima tirosinasa
(Chen etal., 2020), y por ende el contenido de melanina (Anunciato Casarini et al., 2020).
Esta enzima es de gran interés ya que la sobreproduccion de melanina puede provocar
una variedad de trastornos en la piel, y es la tirosinasa la que limita la velocidad de su

produccion.

En otra instancia, en otros articulos también se ha resaltado la actividad antioxidante que
se ha encontrado en extractos de la macroalga, y su potencial para ser empleados en la

industria cosmética (Pangestuti et al., 2019).

Por otro lado y de manera general, los diferentes tipos de carragenina (iota, kappa y
lambda) obtenidos de diferentes macroalgas rojas (Rhodophyta), entre ellas Hypnea
musciformis, se utilizan en productos como shampoos, lociones corporales, cremas,
humectantes y crema dental, tanto por sus propiedades viscosantes y estabilizantes, como
por sus efectos revitalizantes, inmunoestimulantes y suavizantes para la piel (Shafie et al.,
2022).

1.6 Conclusiones

El creciente interés por los productos cosméticos con ingredientes naturales responde a la
busqueda de alternativas mas seguras y sostenibles. En este marco, las macroalgas
marinas se han consolidado como una fuente promisoria de compuestos bioactivos,
destacandose Hypnea musciformis, una macroalga roja rica en K-carragenina,
polisacarido de amplio uso en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Ademas

de sus propiedades fisicoquimicas como agente gelificante y estabilizante, la carragenina
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y otros metabolitos secundarios de esta especie (acidos grasos, terpenoides, flavonoides,
taninos, fenoles y lectinas) han mostrado actividades biologicas de interés, incluyendo
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antivirales, antimicrobianos y quimiopreventivos.

En el ambito cosmético, aunque los estudios en Colombia aun son incipientes, se ha
reportado que los extractos de H. musciformis poseen propiedades antioxidantes,
antienvejecimiento y despigmentantes, ademas de mostrar buena estabilidad y aceptacién
sensorial en formulaciones iniciales como bloqueadores solares, cremas y mascarillas. Sin
embargo, la limitada disponibilidad de biomasa natural en el Caribe colombiano plantea un
desafio para su aprovechamiento sostenible, lo que hace necesario impulsar
investigaciones que optimicen sus condiciones de cultivo y fortalezcan su potencial

industrial como recurso bioactivo y sostenible.

Hypnea musciformis es la especie mas estudiada a nivel mundial y ha sido reportada en
varios departamentos caribefios de Colombia. La caracterizacion quimica de esta especie
no soélo permitira explorar nuevas aplicaciones industriales de sus compuestos, sino que
también contribuye al conocimiento de la biodiversidad del pais. El establecimiento de un
sistema de cultivo de macroalgas con miras a la produccion de biomasa y de metabolitos
de interés, es la forma sostenible que permite sobrepasar el problema del suministro, asi
como la sobreexplotacion de las praderas naturales. Por otro lado, la busqueda realizada
en la literatura sobre sus extractos, y los cuales fueron obtenidos mediante diferentes
métodos y solventes, ha revelado una variedad de actividades biolégicas que resaltan su
potencial en distintos sectores industriales en los cuales se pueden aplicar. En este sentido,
se requiere informacion del impacto de su cultivo en el laboratorio, sobre los metabolitos

de interés cosmético, como los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) y las carrageninas.
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2.Cultivo de Hypnea musciformis
(Gigartinales, Rhodophyta) en un sistema
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Proclama: el cultivo semicerrado de Hypnea musciformis se desarrollé en el Laboratorio
de Acuicultura de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (UJTL), sede Santa Marta, bajo la
direccién de la docente Ph.D. Gladys Rozo. El cultivo de Hypnea musciformis es parte del
trabajo de pregrado de la estudiante de biologia marina Dayan Lizeth Vargas, y cont6 con
la colaboracién intelectual y experimental de Maria Helena Benavides y de la autora de la
presente Tesis de Maestria Jessica Gonzalez Torres. La metodologia de cultivo detallada
se puede consultar en la Tesis de Pregrado: Cultivo semicerrado de Hypnea
musciformis (Rhodophyta): evaluacion de la tasa de crecimiento - Dayan Lizeth
Vargas (Vargas, 2025). Los analisis quimicos de las muestras acé presentados fueron

realizados por Jessica Gonzalez Torres en el marco de esta tesis de maestria.

De manera aclaratoria, cabe mencionar que se llevaron a cabo dos cultivos de Hypnea
musciformis, el primero en el afo 2022 y el segundo en el afio 2023, con una duracién de
tres meses cada uno (septiembre a noviembre). Aunque se realizaron dos cultivos, en el
presente texto se podra mencionar de manera general como “el cultivo” o “un cultivo” para

referirse a ambos experimentos.
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2.1 Resumen

Hypnea musciformis es una macroalga roja que se da de forma nativa en Colombia. Se ha
encontrado en varias zonas del Caribe colombiano, entre ellas Santa Marta. A nivel
mundial, es reconocida por ser productora de carragenina, un polisacarido que ha
mostrado tener propiedades fisicoquimicas interesantes para su uso por parte de la
industria, sobre todo la de alimentos. Para evitar la explotacion de macroalgas a partir de
sus zonas naturales de crecimiento, es necesario el establecimiento de un sistema de
cultivo para su produccién sostenible. No obstante, y de lo que se conoce, no se han podido
desarrollar cultivos de H. musciformis en el mundo con fines comerciales. En Colombia,
hay ejemplos de experimentos de cultivo preliminares a mar abierto, sin lograr la

adaptacion de los talos al sistema propuesto.

En este marco, el objetivo de este capitulo consisti6 en desarrollar un cultivo de H.
musciformis en el laboratorio y haciendo uso de un sistema semicerrado, para asi
determinar su viabilidad y el impacto del cultivo en el perfil metabdlico de esta macroalga.
El cultivo se desarrollé en dos etapas, uno en el afio 2022 y el otro en 2023. En el primero
se evalud la variacion en la concentracion de nitrégeno proporcionada en forma de nitrato
de sodio (concentraciones evaluadas: 5 mM, 15 mM, 25 mM y 0 mM) y el uso de luz LED
blanca con una Radiacion fotosintéticamente activa (Photosynthetically active radiation
(PAR)) = 30 umol.m™2.s™"; mientras que en el segundo experimento se evaluaron dos
concentraciones de nitrato de sodio (5mM y 15 mM) cada una con dos tipos de luz LED
diferentes, blanca y una mezcla de azul y blanca (PAR= 106 ymol.m™2.s™"). También se
probaron dos sustratos de crecimiento, el sustrato Coral (SC) y el sustrato malla (SM). Los
datos obtenidos permitieron concluir que se logro el establecimiento del sistema de cultivo
semicerrado y en el laboratorio para esta macroalga, siendo el primero en su tipo (en
canaletas) en el pais. Asi, H. musciformis respondi6 favorablemente durante los primeros
15 dias de cultivo; sin embargo, no se pudo controlar la contaminacién con otros
organismos, pese a los filtros fisicos y controles quimicos empleados, lo que conllevé a
una caida en su crecimiento, aumentado progresivamente la fragmentacion de los talos y

su deterioro.

Los mejores resultados de crecimiento fueron obtenidos con nitrato de sodio 5y 15 mM

(cultivo 2022). Para el cultivo 2023 se obtuvieron datos de TCD variables, por lo que no se
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pudo evaluar la relacion entre el nitrato y el crecimiento del alga. Por otro lado, se obtuvo
una mejor respuesta para los ensayos con luz blanca (con relacién a la TCD). Respecto a
los sustratos probados, aunque se obtuvo una excelente respuesta cualitativa al sustrato
coral (SC), no existieron diferencias significativas entre ambos sustratos. Por otra parte, se
realizé el perfil metabdlico de una muestra silvestre de H. musciformis mediante la
extraccién con solventes con diferente polaridad (metanol, acetato de etilo, isopropanol,
etanol, agua, diclorometano, cloroformo, y mezclas de cloroformo:metanol 1:1,
diclorometano:metanol 1:1 y cloroformo:agua 1:1). Casi todos los extractos dieron
rendimientos muy bajos, siendo el mejor obtenido con metanol (20%), posiblemente por la
presencia de sal proveniente de las muestras. Los analisis mediante RMN "H mostraron
esencialmente sefales relacionadas con la presencia de acidos grasos. Para los extractos
acuosos se observaron sefales ensanchadas dada la probable interferencia con
polisacaridos, lo cual limito el analisis de otros metabolitos mediante RMN. Por otra parte,
en relaciéon con la carragenina, se obtuvieron rendimientos del 19% al 34% tanto de
muestras silvestres como del cultivo, mediante una extraccién acuosa y asistida por
ultrasonido. En los espectros FT-IR-ATR de todas las muestras se evidenciaron las bandas
del polisacéarido carragenina y especificamente del tipo kappa. No se evidencidé ningun
cambio entre los espectros FT-IR-ATR de todas las muestras analizadas, tanto silvestres
como de cultivo, por lo que el cultivo generé Kappa-carragenina, la cual es actualmente
muy demandada en las diferentes industrias. Los analisis mediante SEC-HPLC-ELSD
mostraron un aumento del peso molecular estimado para las carrageninas analizadas para
las muestras cultivadas (valores maximos de 161,06 KDa y 163,04 KDa) respecto a sus
muestras silvestres (87,87 KDA 'y 71,84 KDa). Un mayor peso molecular estéa relacionado

con la formacion de geles con mejor fuerza, por lo que son de gran utilidad en la industria.

Palabras clave: tasa diaria de crecimiento, perfil metabdlico, cromatografia de alta
resolucion por exclusion por tamafo (SEC-HPLC), espectroscopia de infrarrojo (FT-IR-
ATR)
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2.2 Introduccion

El cultivo de macroalgas es una actividad milenaria desarrollada principalmente en paises
asiaticos (Buschmann et al., 2017). Esta practica realizada por el hombre y la creacién e
implementacién de diversos sistemas de cultivo, han buscado obtener el maximo
aprovechamiento de este valioso recurso (Tullberg et al., 2022). Los cultivos de
macroalgas a mar abierto, en general, se establecen mediante sistemas con cuerdas,
postes, contrapesos, flotadores, y muchas veces mallas para contener las macroalgas
sembradas. Asimismo, las condiciones particulares de cada sistema, dependen de la
especie a cultivar y del objetivo del cultivo (Zhang et al., 2022). Recientemente, se han
llevado a cabo cultivos por ejemplo, que buscan aprovechar metabolitos especificos

producidos por las macroalgas (Ashkenazi et al., 2022)

El sistema mas conocido se denomina horizontal long-line y consiste en cuerdas
dispuestas horizontalmente que se sostienen por postes y contrapesos a los lados. En
estas cuerdas madre se amarran o siembran las macroalgas a cultivar, realizandose a
través de material vegetativo o material reproductivo. Para el primer caso, se usan los talos
de las macroalgas de interés, mientras que para el segundo, se utilizan sus esporas,
requiriéndose entonces para este caso, fases previas de desarrollo en el laboratorio
(Saavedra et al., 2019). Los cultivos a mar abierto son rentables debido a que se utilizan
recursos naturales como los nutrientes disueltos en el agua de mar y la luz solar, por
ejemplo. No obstante, estos cultivos son muy susceptibles a factores ambientales como el
viento, las olas y los cambios en la marea. Asimismo, la biomasa se ve afectada por la
presencia de organismos epifitos (fauna y flora marinas) que suelen depositarse y /o
alimentarse de ella, impactando desfavorablemente el rendimiento de produccién
(Camacho & Montaha Fernandez, 2012). Por otro lado, su impacto sociocultural y
ecolégico aun no se comprende de manera profunda (Spillias et al., 2023), y cuenta con
ejemplos de casos de éxito (Jagtap & Meena, 2022), otros con propuestas interesantes y
con un rendimiento aceptable (Ahmed et al., 2022), y otros con desventajas y aspectos
por gestionar y aprender (Hurtado et al., 2019). Por su parte, los cultivos land-based (en
tierra, fuera del mar), tanto del tipo outdoor (instalaciones que estan expuestas a
condiciones ambientales) e indoor (instalaciones de laboratorio), permiten un mayor control
de las condiciones desventajosas presentes en los cultivos a mar abierto, sin embargo,

sus instalaciones requeridas son costosas (Neori et al., 2020).
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Las macroalgas rojas del género Hypnea (Gigartinales, Rhodophyta) han suscitado mucho
interés por parte de la comunidad cientifica, dada su alta distribucién global en regiones
templadas, tropicales y subtropicales, asi como su produccion de polisacaridos
aprovechables, por ejemplo, por la industria de alimentos (Udo et al., 2023). Para el aio
2020 habia 61 especies aceptadas dentro de este género (Yokoya et al., 2020). Varias de
sus especies han sido utilizadas tanto en el consumo humano (especialmente en los paises
asiaticos y del Indo-pacifico), asi como fuente de materia prima para la obtencién del
polisacarido carragenina. Debido a esto, han sido cosechadas o cultivadas en varios
paises durante décadas (Yokoya et al., 2020). La especie con la mayor distribucién
geografica del género es Hypnea musciformis J.V. Wulfen Lamourux, 1813 (Yokoya et al.,
2020), encontrandose en la mayoria de ambientes marinos poco profundos de las regiones
subtropicales y tropicales del mundo (Guist et al., 1982). Esta especie es reconocida
productora de carrageninas aprovechables en la industria de alimentos, cosmética,
farmacéutica, agricola y de desarrollos biomédicos (Usov, 2011)(Pacheco-Quito et al.,
2020). En Colombia, esta macroalga se da naturalmente en baja biomasa, lo que limita su
uso directo, por lo que su aprovechamiento requiere implementar sistemas de cultivo para

su produccion sostenible (Camacho & Montafia Fernandez, 2012).

En Colombia, se han realizado dos cultivos a mar abierto de Hypnea musciformis: uno en
La Guaijira (Delgadillo Garzén & Newmark, 2008), y otro en el Magdalena (Camacho &
Montafia Fernandez, 2012), evaluandose en el segundo también la produccion de
carragenina. Por otro lado, en un cultivo a mar abierto de Gracilaria verrucosa se obtuvo
H. musciformis como epifita (Molina-Vargas & Alvarez-Leén, 2014). Por otra parte,
actualmente se esta realizando en la Isla de Providencia un cultivo de la especie Hypnea
caraibica (Posada et al., 2024), también a mar abierto. En cuanto a los cultivos a nivel de
laboratorio en Colombia, sélo se encontrd un reporte para una de una macroalga verde
(Caulerpa sertularioides), donde se evalud el crecimiento en una camara climatica y en
funcién de la variacion de la concentracion de salinidad (Mosquera-Murillo & Pena-
Salamanca, 2016)

La carragenina, se sabe que es un polisacarido constituyente de la pared celular de las
macroalgas rojas, especialmente aquellas del orden Gigartinales. Las diferencias en su
estructura quimica han llevado a clasificarla en al menos tres tipos (Usov, 2011): iota (i),

kappa (k) y lambda (A) (Figura 2-1). Sus propiedades fisicoquimicas son diferentes, y por
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ende, son aprovechadas de manera diferente por la industria. EI mayor interés que
despiertan estos polisacaridos se debe a sus propiedades viscosantes, estabilizantes y
gelificantes, lo que evita el uso de ingredientes de origen sintético para cumplir estas

funciones, una accion, que es altamente valorada por el consumidor (SNS Insider, 2025).

! HO
0S80, 050

o]
(o]

OH OH

OH 0804
Kappa-carragenina lota-carragenina

0S03

Lambda-carragenina

Figura 2-1 Estructuras de los principales tipos de carragenina: iota (i-), kappa (k-), y
lambda (A-) carragenina. Su diferencia se da por el nUmero y la posicion de los grupos

sulfato.

El mercado de la carragenina con corte al aio 2023, se avalua en 912,4 millones de
ddlares, y se espera al aio 2032 un crecimiento del 5,5% CAGR (tasa de crecimiento anual
compuesta). Su uso se ha vuelto cada vez mas comun, por ejemplo, en la industria
alimentaria relacionada con carnes procesadas y lacteos, asi como en aquellos productos
“plant based substituents” (sustituyentes de carnicos), siendo estos ultimos impulsados por
los estilos de vida veganos y vegetarianos. Asi, la necesidad de los fabricantes por cumplir
los estandares de los productos organicos, BIO y las etiquetas limpias, impulsan la
produccion de compuestos como la carragenina para su inclusion en productos
alimenticios (SNS Insider, 2025).

En Colombia, la docente Ph.D. Gladys Rozo ha estudiado durante bastante tiempo, el

contenido y la quimica de la carragenina obtenida desde Hypnea musciformis. De hecho,
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un método para su extraccion fue objeto de la patente “Procedure for extracting and
purifying kappa carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent number
08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597, y se han estudiado sus
aplicaciones (Rozo et al., 2009)(Santamaria Vanegas et al., 2019)(Villamil et al., 2019)
(Vargas Aya & Rozo Torres, 2020)(Rozo, Bohorques, et al., 2019), y la produccion de
metabolitos secundarios fendlicos (Rozo, Rozo, et al., 2019). En un trabajo previo de
nuestro grupo de investigacién se incluyd un analisis quimico preliminar de esta macroalga

(Sepulveda Sanchez, 2022). No obstante, alin se conoce poco sobre su perfil metabdlico.

En este contexto, el objetivo de este capitulo de la presente Tesis de Maestria consistié en
determinar la viabilidad del cultivo de Hypnea musciformis en un sistema semicerrado en
el laboratorio (Vargas, 2025), para asimismo determinar su impacto en la produccion de
carragenina y otros metabolitos. Esto contribuye a la caracterizacion del perfil quimico de
las macroalgas del pais, e incursiona en el cultivo en laboratorio de una macroalga de
interés, con miras a la produccion de compuestos demandados por diversas industrias,

como es el caso de las carrageninas.

2.3 Materiales y métodos

El cultivo semicerrado de Hypnea musciformis se desarrolld6 en el Laboratorio de
Acuicultura de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (UJTL), sede Santa Marta, y bajo la
direccion de la profesora Ph.D. Gladys Rozo. El cultivo de Hypnea musciformis es el trabajo
de pregrado de la estudiante de biologia marina Dayan Lizeth Vargas, y cont6é con la
colaboracién de Maria Helena Benavides y de la autora de la presente Tesis de Maestria

Jessica Gonzalez-Torres.

2.3.1 Recoleccion del material biolégico

Las muestras de la macroalga a cultivar fueron colectadas, en septiembre de 2022 y de
2023, en Punta la Loma (242° SO 11°7°'4’N 74°13'57”’0) en las playas alrededor del
Aeropuerto Simoén Bolivar de Santa Marta, y en su zona medio litoral, que se caracteriza
por ser de tipo rocoso y con fésiles de coral (Garcia & Diaz-Pulido, 2006). La toma de
muestras silvestres (Figura 2-2c¢) se realiz6 mediante el desprendimiento manual y
completo de los talos, desde su sustrato natural de crecimiento y evitando su maltrato
(Figura 2-2a).
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Figura 2-2 a). Proceso de colecta de las muestras de Hypnea musciformis en Punta la
Loma, en inmediaciones del Aeropuerto Internacional Simén Bolivar de Santa Marta.
Zona del medio litoral caracterizado por ser rocoso y con presencia de fosiles de coral
(Garcia & Diaz-Pulido, 2006). b). Muestra colectada y colocada dentro de un frasco

plastico, con agua de mar. ¢). Muestra de Hypnea musciformis colectada (silvestre).

2.3.2 Aclimatacion

Las muestras ya colectadas se trasladaron al laboratorio en frascos tapados, con agua de
mar (Figura 2-2b) y en neveras de icopor. Una vez alli, los talos se colocaron dentro de
recipientes plasticos transparentes con agua de mar tratada (la misma que se usaria en el
cultivo). Las condiciones establecidas fueron: salinidad aproximadamente de 37 ppm, pH
alrededor de 8,2, temperatura de 24°C, y luz y aireacion artificial, siguiendo un fotoperiodo
de 12 horas. De esta manera, se inicid su proceso de aclimatacion durante 7 dias a las
condiciones del laboratorio y no se realiz6 adicion de nutrientes (Figura 2-3a). De manera
paralela, los talos fueron limpiados cuidadosamente en el menor tiempo posible con agua
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de mar tratada, y con el fin de retirar arena, suciedad y otros organismos epifitos como
otras macroalgas y fauna asociada (Figura 2-3b). Las muestras ya limpias se colocaron

en otros recipientes plasticos a las mismas condiciones.

Fauna
asociada

Macroalgas
epifitas

Figura 2-3 a). Sistema de aclimatacion de las muestras de Hypnea musciformis
colectadas. b). Proceso de limpieza de los talos de la macroalga de interés, con el fin de

retirar suciedad y organismos asociados, como otras macroalgas epifitas y fauna.

2.3.3 Cultivo de Hypnea musciformis en un sistema semicerrado
en el laboratorio

El sistema de cultivo consistidé en cuatro canaletas con capacidad de 200 L cada una, en

donde se dispusieron cuerdas madre de polipropileno, luces LED, y piedras aireadoras. A

las cuerdas madre se ataron canastillas de polipropileno, simulando los sistemas long-line

suspendidos que se usan ampliamente a mar abierto. Dentro de las canastillas se probaron

dos sustratos de crecimiento diferentes para las macroalgas: esqueleto de coral (Sustrato

Coral, SC) y malla de polipropileno (Sustrato Malla, SM) (Figura 2-4).
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Figura 2-4 Tipos de sustratos probados en el sistema de cultivo. Dentro de las
canastillas: a). sustrato coral (SC) constituido por esqueletos de coral. b). Sustrato malla
(SM) realizado con porciones de malla de polipropileno, formando una especie de “pulpo

de malla”

El agua de mar utilizada en los cultivos fue suministrada por Mundo Marino Acuario de
Santa Marta (Universidad Jorge Tadeo Lozano). Esta agua llegaba en el laboratorio a tres
tanques con capacidad de 600L cada uno, y los cuales contaban con un sistema de
recirculacién entre ellos y aireacién constante mediante piedras aireadoras. En estos
tanques, el agua se desinfectd con hipoclorito de sodio 0,01 % v/v / acido ascérbico y
posteriormente se tratdé mediante la adicion de Stability® Seachem®. Ademas el agua fue
filtrada a través de filtros mecanicos y biofiltros (Figura 2-5). Lo anterior con el fin de tener

un agua los mas libre de organismos posible.

Los talos de H. musciformis, ya acondicionados, se sembraron en las canastillas o bien
sobre el sustrato coral o dentro del sustrato malla. Se llevé a cabo la adicién del medio
enriquecido von Stosch (Guiry y Cunningham 1984) modificado (Andersen, 2005), en dicha
modificacion se decidié a cambiar el S-glicerofosfato de sodio sugerido por los autores, por
fosfato diacido de sodio, dada su mayor asequibilidad econémica (Vargas, 2025). Para el
desarrollo de los cultivos se suministrd aireacion constante, la salinidad del medio de
cultivo se mantuvo alrededor de 37 ppm y su pH en aproximadamente 8,2; la temperatura
del laboratorio se fij6é a 24°C, y se tuvo un fotoperiodo de 12 horas usando luz LED (se
discute aclara mas adelante). Se realiz6 la adicion de medio enriquecido (ME) von Stosch

modificado dos veces por semana, y el recambio equivalente al 20% del volumen de agua
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del cultivo. Cada 12 horas se realizé la medicion de parametros fisicoquimicos del agua:
pH (kit MultiTest® Marine pH & Alkalinity Seachem®), temperatura (termémetro de
mercurio -10/150°C), y salinidad (refractdmetro de bolsillo y para agua salada ATAGO®

PAL-06S), en cada una de las canaleta del ensayo.

Para el cultivo del afio 2022 como fuente luminica se utilizaron luces LED blancas con una
Radiacién Fotosintéticamente Activa (PAR del inglés Photosyntetically active radiation)
tedrica de 30 ymol*m=2*s™, y se probaron cuatro concentraciones diferentes de nitrato de
sodio: 0 mM, 5mM, 15 mM, y 25 mM (Figura 2-6).

Para el cultivo del afio 2023 se fijaron dos concentraciones de nitrato de sodio: 5 mMy 15
mM, y dos tipos de luces LED (blancas, y una mezcla de azules y blancas) ambas opciones
de tipo de luz tuvieron una Radiacion Fotosintéticamente Activa (PAR) tedrica de 106
umol*m2*s™. De esta forma, dos canaletas con diferente concentracion de nitrato de sodio
estuvieron iluminadas con luces LED blancas, mientras que los otros dos ensayos,
igualmente, con concentraciones diferentes de nitrato de sodio, fueron irradiadas con la
mezcla de luces LED blancas y azules (Figura 2-7). También, para este cultivo 2023 se
realizaron algunos ajustes al sistema, como por ejemplo, se redujo la aireacién y se incluyé
el uso de bombas para acuario 500L/h 18W — 110v con filtro interno sumergible (Jeneca®)

en las canaletas.

Las cosechas se realizaron de forma parcial (cada 8 dias) colectando las muestras de las
algas de manera aleatoria para cada uno de los tratamientos, y se realizaron cosechas de
forma total (cosecha completa) a los 15-30 dias, contados desde el dia de la siembra o
resiembra. Los talos cosechados fueron observados, secados parcialmente con toallas
absorbentes y pesados; luego se preservaron en bolsas plasticas y se congelaron a -16°C,
para ser enviados al laboratorio de Productos Naturales Marinos y Frutas de Colombia de
la Universidad Nacional sede Bogota. Una vez alli, las muestras fueron preservadas en un
congelador a -20°C. Previo a su analisis, las muestras se limpiaron con agua de mar
artificial (sal marina en agua destilada 35g/L). Las muestras provenientes de una misma
canaleta se juntaron, y se mezclaron para obtener tres muestras representativas de cada
ensayo (canaleta). Finalmente, las muestras fueron liofilizadas y analizadas de acuerdo

con la Tabla 2-1.
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< ENTRADA DE AGUA DE MAR
AIREACION

FILTROS DE FILTRO PRINCIPAL .
MEMBRANA AIREACION

AGUA DE MAR TRATADA

NaNO, =5 mM ®

AIREACION <

NaNO,=15mM ® I

ENSAYOS O
CANALETAS

YAVIVHLHYIW 3d YNOY

NaNO, =25 mM Y I

AIREACION <

NaNQO,=0mM ®

Figura 2-5 Vista superior. Diagrama del sistema de cultivo semicerrado en el laboratorio
de la macroalga Hypnea musciformis de Santa Marta - afio 2022- (disefio imagen Jessica

Gonzalez-Torres).
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Figura 2-6 Canaletas del sistema de cultivo 2022 con las muestras de Hypnea

musciformis ya sembradas dentro de las canastillas y en el sustrato de crecimiento.

Figura 2-7 Sistema de cultivo semicerrado afo 2023 de Hypnea musciformis de Santa

Marta. a). Canaletas o ensayos 3 y 4 con [NaNO3z] = 5mM y 15 mM y con luz LED blanca.
b). Canaletas o ensayos 1y 2 con [NaNOs3] = 5mM y 15 mM y con mezcla de luz LED

azul y blanca. (fotografia Dayan Vargas - disefio imagen Jessica Gonzalez-Torres).
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Tabla 2-1 Muestras de Hypnea musciformis cosechadas de los cultivos en laboratorio

2022 y 2023 (sistema semicerrado), y que fueron utilizadas para los analisis quimicos.

Primer ensayo (afio 2022) con luz blanca y variacién en la concentracion de nitrato

Concentracion de nitrato de sodio

Muestra Muestra .
. . Observaciones
silvestre aclimatada
0mM 5mM 15 mM 25 mM
0-'p1_-22 5-’p1_-22 1 5’-pj -22 25'-p1 -22 Cosecha
Réplicas Réplicas Réplicas Réplicas a1 1
1-3 1-3 1-3 1-3 parcia
Wt-2809-22  A-Wt-2809-22
0-k1-22 5-k1-22 15-k1-22 25-k1-22
L . e o Cosecha
Réplicas Réplicas Réplicas Réplicas leta 1
1-3 1-3 1-3 1-3 compieta

Segundo ensayo (aino 2023) con luz blanca y azul/blanca y variacién en la concentracion de
nitrato

Concentracion de nitrato de sodio

Muestra Muestra 5mM 15 mM Observaciones
silvestre aclimatada
Luz Mezcla de Luz Mezcla de
blanca luz azul y blanca luz azul y
blanca blanca
A-Wt-0309-23-
Wit-0309-23 R1 5-B-k1-23  5-AB-k1-  15-B-k1-23 15-AB-k1-23 Cosecha
Réplicas 23 Réplicas Réplicas completa 1
A-Wt-0309-23- 1-3 Réplicas 1-3 1-3
R2 1-3

Nota: Las muestras obtenidas de las demas cosechas no fueron incluidas en los analisis quimicos debido a la
contaminacion con otros organismos, y a que hubo cosechas con biomasa insuficiente, sin embargo, si se
tuvieron en cuenta para los analisis de la tasa diaria de crecimiento (TCD) (Tesis Dayan Vargas (Vargas,
2025).

2.3.4 Perfilado quimico general

Con el fin de establecer el perfil quimico de H. musciformis se realizaron varios ensayos
de extraccion, atendiendo las necesidades de realizarlos con poca biomasa. En general,
se tomaron 150 mg de alga limpia, seca y triturada o cortada, y se utilizaron 4 mL de
solvente o mezcla de solventes de extraccion. Los solventes empleados fueron: CHsCl,

Cloroformo-Metanol 1:1, Cloroformo-Agua 1:1 (en este caso se obtuvieron dos extractos,
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cada uno correspondiente a cada fase); AcOEt, IPA; ACN; EtOH; MeOH; DCM;
DCM:MeOH 1:1 y Agua. El alga con el disolvente a ensayar se sometio a ultrasonido por
20 minutos, sin que la temperatura subiera por encima de 40°C. Luego el extracto se
centrifugd, el sobrenadante se filtrd a través de algodén desengrasado, y el solvente se
secO en un concentrador centrifugo de vacio (CentriVap Benchtop Vacuum
Concentrator LABCONCO). Los espectros de resonancia magnética nuclear de hidréogeno
(RMN 'H), fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance de 400 MHz, utilizando tubos
desechables (Wilmad LabGlass) y cloroformo deuterado (CDCIs) al 99.5% (Merck),
metanol deuterado (CD3OD) al 99.8% (MERCK) y o6xido de deuterio (D20) al 99.9 %

(Merck) como disolventes.

2.3.5 Extraccién de la carragenina

Se tomaron 600 mg de biomasa algal seca. Para el caso de las muestras de cultivo, estos
600 mg se formaron a partir de cada una de las tres réplicas correspondientes (200 mg).
Esta biomasa se congeld con nitroégeno liquido, y se trituré manualmente hasta la obtencién
de una apariencia homogénea, ligeramente fina, y evitando dejar talos gruesos sin triturar.
Luego, se adicionaron 5 mL de metanol y se sometioé la mezcla a ultrasonido durante 20
min, procurando que el agua de este sistema estuviera fria (=10°C) durante el proceso de
extraccion. Este paso se realizé con el fin de retirar acidos grasos y otras moléculas
pequenas (productos naturales) de polaridad media-alta. Posteriormente, se separ6 el
sobrenadante (extracto metandlico) del residuo algal, y tanto el residuo del alga como el
extracto se secaron en un concentrador centrifugé de vacio (CentriVap Benchtop Vacuum

Concentrator LABCONCO) con el fin de retirar completamente el solvente.

Sobre el residuo del alga, ya seco, se adicionaron 10 mL de agua tipo Milli-Q en ebullicién,
se realiz6 un ciclo de voértice (vortex, IKA) durante 10 segundos, y se llevo enseguida al
ultrasonido que previamente se encontraba a una temperatura de 45°C, dejando la mezcla
alli por 5 minutos. Inmediatamente, el recipiente con la mezcla se traslad6 a un bafio Maria
con agua a ebullicion y se dejo alli por 5 minutos mas. Estos ciclos de ultrasonido y
calentamiento en agua en ebullicién se repitieron otras dos veces mas, hasta completar 20
minutos en total. Aprovechando que el ultimo paso se da en el agua en ebullicion, la mezcla
se retir6 rapidamente de alli y se filtré en caliente a través de un filtro de nylon. El filtrado
se recolecto y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Luego, se congeld y posteriormente

se liofilizo.
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2.3.6 Analisis de la carragenina mediante espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR-ATR)

Los extractos de carragenina liofilizados se analizaron en un espectrofotometro de

infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) y con médulo de muestreo de reflexion total

atenuada (ATR) de diamante (Cary 630, Agilent Technologies). El equipo se encuentra en

la Universidad Jorge Tadeo Lozano - sede Bogota.

2.3.7 Analisis de la carragenina mediante cromatografia de alta
resolucion por exclusion de tamano SEC-HPLC

A 5 mg de extracto liofilizado de carragenina se le adicioné 1mL de agua tipo | y se mezcld
hasta su disolucién. Posteriormente, el extracto se pasé mediante un filiro de PVDF de 0,2
pum y el filtrado se reservé en un vial HPLC. Los extractos de polisacaridos se inyectaron
en un cromatografo HPLC Agilent 1100 que se encuentra en la Universidad de Antioquia,
y el cual esta acoplado a un detector ELSD Varian 380-LC y a un detector UV de onda
variable (VWD). Para el analisis se utilizé una columna Superose 12 10/300 GL ( 11 pm,
300mm x 10 mm) y agua como fase moévil. La corrida cromatografica se realizdé a
temperatura ambiente, por 60 minutos, a un flujo de 0,5 mL.min"" y a partir de 10 pL de
volumen de extracto inyectado. El gas de corrida usado fue aire comprimido a un flujo de
1,6 L.min"" y con una temperatura del evaporador de 60°C. El detector VWV se fijé a una
longitud de onda de 280 nm y los estandares de peso molecular utilizados para la
estimacion de peso molecular fueron del kit P-82 Shodex Standard (Japdn). Estos
estandares contiene polisacaridos neutros con una estructura lineal no ramificada repetida
de estructuras de maltotriosa a-1,6 (Shodex HPLC columns, 2022). De estos, los
estandares de P-50 (4,71x10* Da), P-100 (10,7x10* Da), P-200 (19,4 x10* Da) se usaron
como patrones de peso molecular durante el analisis de las muestras. Para la obtencion
estimada de los valores de peso molecular (Mw) de cada extracto analizado, se construy6
una curva de calibracién con los patrones mencionados anteriormente. Para ello, de
manera previa se convirtieron sus valores de tiempo de retencion (i) en valores de volumen
de elucion (Ve), al multiplicarlos por el flujo de la corrida cromatografica (Ecuacién (2.1)).
Esto se realiz6 igualmente con los valores obtenidos de los tiempos de retencion de las
muestras analizadas. Una vez construida la curva de calibracién (Ecuacién (2.2) R? =

0,9921), estos valores de V. fueron interpolados alli.
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V,=F*t, (2.1)
Logyo(Mw) = —0,2412V, + 7,1729 (2.2)

Mw = 10%910(Mw)

2.4 Resultados y discusion

En Colombia, se han realizado dos cultivos a mar abierto de Hypnea musciformis: uno en
La Guaijira (Delgadillo Garzon & Newmark, 2008), y otro en el Magdalena (Camacho &
Montafia Fernandez, 2012). Desafortunadamente, muchas de las investigaciones
relacionadas con el cultivo de macroalgas marinas en el pais se quedan como literatura
gris (informes, tesis, etc), lo cual dificulta el acceso a la informacion. Aun asi, se encontro
un unico reporte de un cultivo de macroalgas land-based (en tierra o fuera del mar) en un
articulo de revision del tema (Arias-Echeverri et al., 2022). En este ensayo, se evaluo el
crecimiento de una macroalga verde (Caulerpa sertularioides) en una camara climatica
(Mosquera-Murillo & Pena-Salamanca, 2016). De esta manera, el cultivo de Hypnea
musciformis desarrollado en la tesis de pregrado (Vargas, 2025) y en la presente tesis de
maestria, se constituye como el primer sistema de cultivo de una macroalga en un sistema
semicerrado realizado en el laboratorio en el pais, y el primero de este tipo para esta

macroalga roja especifica.

2.4.1 Cultivo de H. musciformis en un sistema semicerrado en el
laboratorio

Para la primera cosecha parcial de 2022, que fue realizada a los ocho dias de crecimiento,
se logré un control efectivo de las variables externas del cultivo, lo que resulté en la tasa
de crecimiento diario (TCD) mas alta obtenida, con un valor de 6.97 + 2.4 % para las
muestras sembradas en el Sustrato coral SC y bajo el tratamiento con 15 mM de nitrato de
sodio. Durante este periodo de tiempo se observé una muy buena respuesta adaptativa de
las muestras sembradas, frente a las condiciones del sistema de cultivo y a la adicion del
medio enriquecido von Stosch modificado (ME). Esto se evidencié debido a que los talos
presentaron mejoras visuales, respecto a como se encontraban en su estado inicial al
momento de la siembra, tales como: aumento en su grosor y alto grado de ramificacion,

alta presencia de apices en forma de ganchos gruesos. También se observé una apariencia
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muy brillante y una coloracion marrén-rojiza bastante oscura (Figura 2-8). De igual manera
y de forma cualitativa, se observé una mejor respuesta al sustrato coral (SC) que al sustrato
malla (MS). En el SC se evidencié un mejor agarre de los talos a los esqueletos de coral,
encontrandose sus apices dentro de los poros de estos; asimismo, se observd como los
talos se agarraron de la canastilla en general y hasta atravesaron el plastico de las tapas
(Figura 2-9). Esto demuestra el grado de fortaleza alcanzado por los talos. También se

evidencio un menor grado de fragmentacion respecto a SM.

Figura 2-8 Muestra de Hypnea musciformis de la cosecha parcial 1- cultivo 2022 (a los 8
dias de crecimiento). a). Excelente respuesta de la macroalga al sistema de cultivo,
evidenciado en el estado visual de los talos (brillo, coloracion rojiza y marrén oscuro, alto
grado de ramificacién y alta presencia de ganchos). b). Vista bajo estereoscopio de una

muestra procedente del primer cultivo.
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Figura 2-9 Respuesta cualitativa de Hypnea musciformis (agarre) a). al sustrato coral
(SC) y b). al sustrato malla (SM). ¢). Vista bajo el estereoscopio de un talo de H.
musciformis dentro de un poro del esqueleto de coral (SC). d). Libertad de agarre de la
macroalga en el SC. Se podia sostener del SC, la canastilla y la malla. e). Macroalga
agarrada de la tapa de la canastilla. Fragmentos de talos incorporados dentro del plastico

de la tapa.
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En la mayoria de los reportes de ensayos sobre sistema de cultivo de Hypnea musciformis,
ya sea a mar abierto o en tierra (land-based), mencionan que una de las limitaciones que
posee esta macroalga es su caracter epifito (Pereira et al., 2020), es decir, que requiere
un sustrato del cual sujetarse. Ademas, en aquellos cultivos realizados en tanques, se ha
encontrado muchas veces que los talos se suelen enrederar y formar cumulos
enmaranados de alga (Neori et al., 2020). Es por esto que el establecimiento de un buen
sustrato es un criterio fundamental para su adecuado crecimiento (Berchez et al.,
1993)(Pereira et al., 2020). De esta manera, en el sistema de cultivo semicerrado
desarrollado, se decidié evaluar dos sustratos de crecimiento, el sustrato coral (SC) y el

sustrato malla (SM), eligiéndose ambos de manera estratégica.

El SC se estudié a partir del conocimiento de que la zona de colecta y crecimiento natural
de Hypnea musciformis (Playas alrededor de Aeropuerto Simon Bolivar de Santa Marta),
se caracteriza por ser del tipo rocoso y cuenta con una alta presencia de fésiles de coral
(Garcia & Diaz-Pulido, 2006). De hecho, durante la colecta se desprendieron de forma
cuidadosa los talos desde este tipo de sustrato. Por su parte, el SM surgié como una idea
derivada de los resultados obtenidos por (Pereira et al., 2020), donde obtuvieron
excelentes resultados para Hypnea pseudomusciformis al usar cuerdas de polipropileno
deshilachadas como sustrato de crecimiento en un cultivo a mar abierto. Para nuestro caso
particular, se hicieron cortes en una malla de polipropileno, generando como una especie
de “pulpo de malla”, y dentro de ellas se sembro el alga. Para SM, se observé de manera
cualitativa un estado visual de los talos con menor grosor y brillo, y un mayor grado de
fragmentacion que fue empeorando a lo largo del desarrollo del cultivo 2022. Esto se debio
probablemente a que el alga dentro de este sistema quedaba con muy poca libertad de
movimiento, es decir que quedaba muy “apretada”, mientras que en el SC el alga se podia
agarrar tanto del esqueleto de coral, como libremente de toda la canastilla, debido al
movimiento del agua. Este impacto se observé en las TCD (tasa diaria de crecimiento)
obtenidas para ambos sustratos, siendo siempre mayor para el SC (ejemplo: cosecha
parcial 1-2022- [NaNOs]= 15 mM; SC= 6,9 £ 2.4%, n=8; SM = 1,4 + 2,2%, n=8).

A pesar de estas diferencias cualitativas observadas en la forma de crecimiento del alga
en los SC y SM y de sus TCD individuales, estadisticamente no se obtuvieron diferencias
significativas en relacion con sus (TCD) promedio, de tal manera que no hubo distincion
entre ambos sustratos, por lo que la obtencién de biomasa estaria relacionada con otros

factores (ver Tesis (Vargas, 2025)).
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Por su parte, para el cultivo 2023, no se observaron diferencias cualitativas en el
crecimiento sobre los dos sustratos ensayados, y mucho menos a nivel estadistico, dada
la alta variabilidad obtenida en sus TCD promedio (ver Tesis (Vargas, 2024)). Aunque no
se pudo establecer una diferencia estadisticamente significativa entre los dos tipos de
sustratos probados, es importante seguir realizando ensayos relacionados con los
sustratos de crecimiento, dada la relevancia que implica en el desarrollo del alga y por
ende del cultivo en general, factor mencionado previamente en la literatura (Berchez et al.,
1993)(Pereira et al., 2020)

En todos los ensayos realizados, se encontré un efecto directo de la concentracion de los
iones nitrato en la produccion de biomasa. En relacion con el cultivo 2023, se observé una
mejor respuesta en el crecimiento de la macroalga bajo la luz blanca que bajo la mezcla
azul-blanca, aun asi, dada la variabilidad de los datos obtenidos de TCD, es necesario
seguir evaluando diferentes variables que puedan afectar el establecimiento de un cultivo

en el laboratorio.

En conclusion, se logro evidenciar la viabilidad del cultivo semicerrado desarrollado y bajo
las condiciones implementadas, alcanzandose las mejores condiciones externas
controladas durante los primeros 8 y 15 dias de desarrollo para los ensayos con una
concentracién de 5 mM y 15 mM de nitrato de sodio. Durante este periodo de tiempo se
encontro una excelente respuesta en la supervivencia y salud del alga, juzgada de manera
cualitativa. De igual manera, se presenté la mayor TCD promedio a los 8 dias de
crecimiento (Vargas, 2025) ([NaNO3]= 5 mM: TCD promedio = 4,6% + 2,7, n=8; [NaNO3]=
15 mM: TCD promedio = 4,2% * 3,4, n=8).

= Contaminacion del cultivo de H. musciformis

Para el primer cultivo se realizaron dos cosechas parciales y tres cosechas completas;
mientras que para el segundo cultivo se realizaron dos cosechas completas, la primera a
los 23 y 33 dias, y la segunda a los 32 dias. A pesar de implementar los controles
establecidos de filtracion, limpieza del agua y tanques que abastecia a las canaletas o
ensayos del cultivo, se observé una contaminacion del sistema con diatomeas y otras
macroalgas verdes, para los cultivos del afio 2022 y 2023 respectivamente (Figura 2-10).
Dicha contaminacién se hizo evidente después de las dos primeras semanas del cultivo
del afio 2022 y a la tercera para el cultivo 2023. Debido a la posibilidad de cambio en el

metabolismo de las macroalgas dada esta contaminacién, las muestras utilizadas para la
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realizacion de los analisis quimicos fueron aquellas de la cosecha parcial 1 para el cultivo
2022 y la cosecha completa 1, para el cultivo 2023 (Tabla 2-1). Ademas, para las ultimas
cosechas ya la fragmentacién de los talos fue muy alta, por lo que no se contaba tampoco
con la biomasa suficiente para la realizacion de los analisis quimicos. De esta manera,
todas las muestras elegidas, pertenecientes a un mismo ensayo o canaleta, y de ambos

sustratos probados, fueron mezcladas en humedo y divididas en tres porciones (réplicas),

para ser posteriormente liofilizadas y utilizadas en los analisis correspondientes.

Figura 2-10 Contaminacién de los cultivos con otros organismos. a). Diatomeas en el

cultivo 2022. b). Macroalgas verdes en el cultivo 2023.

2.4.2 Perfilado quimico general de H. musciformis silvestre y de
cultivo

Una se establecid que el alga se puede cultivar, el siguiente paso fue estudiar si dicho
cultivo impactaba en la produccién metabdlica de la macroalga. En este punto es
importante mencionar que (Sepulveda Sanchez, 2022) habia encontrado previamente que
esta alga genera un extracto muy pobre, y el cual se caracteriza por la presencia de acidos
grasos y compuestos derivados de ellos. Esto coincide con un estudio realizado en
Bangladesh mediante GC-MS, donde se encontré que en extractos de cloroformo, metanol
(MeOH), acetato de etilo (AcOEt) y butanol (ButOH) de H. musciformis, estos contenian
principalmente: &cido propanoico, hexadecanoico, tetradecanoico, eicosanoico y
nonadecanoico (Rafiquzzaman, Ahmad, et al., 2016). También, en muestras de
H.musciformis de Santa Marta, se encontré floretina y - (-) epicatequina en extractos

obtenidos mediante fluidos supercriticos (Rozo, Rozo, et al., 2019). Asimismo, esta
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macroalga tiene aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) que se pueden encontrar en su
extracto polar, sin embargo, no se abordan en este capitulo pues son objeto de

investigacion del capitulo siguiente.

= Seleccion del solvente de extraccion

Inicialmente se hicieron extracciones con solventes de diferente polaridad buscando
obtener un perfil mas rico en metabolitos de esta macroalga roja. Para esto se usaron
muestras de alga silvestre (ver Tabla 2-2), evidenciando un rendimiento inferior al 1% para
los extractos con AcOEt, IPA, ACN y DCM; y un rendimiento alto para la extraccion con
MeOH, agua y la fase acuosa de CHCIs: H20 1:1, siendo superior al 15%. En el caso del
extracto con CHCIs: H2O 1:1 se observé la presencia de un precipitado abundante que se

ubico en la interfase de los dos disolventes.

Tabla 2-2 Rendimiento de extraccion (tres réplicas) con diferentes solventes para una

muestra de H. musciformis silvestre (colectada en julio de 2019).

Solvente de Extracto obtenido = Rendimiento
extraccion promedio (mg) de extraccion
(n=3) promedio (%)
MeOH 27,9 18,6
AcOEt 0,8 0,5
IPA 1,3 0,9
ACN 0,7 0,5
DCM 1,4 0,9
Fase organica: 24 1,6
CHCIs: H20 1:1
Fase acuosa: 27,4 18,3
CHCI3: H20 1:1
DCM: MeOH 1:1 8,3 55
EtOH 3,3 2,2
Agua 30 20,0
CHCI3 2,1 1,4
CHCI3: MeOH 1:1 71 47

Todos los extractos fueron analizados por RMN 'H. A manera de ejemplo, para los

extractos de bajo rendimiento, se presentan los espectros de los extractos obtenidos con
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CHC I3, y con la mezcla DCM:MeOH 1:1 (Figura 2-11). Alli se observan sefiales alrededor
de 61 0.86, 1.26 y 1.6 ppm, caracteristicas de los protones de los metilos de acidos grasos,
la cadena de metilenos y el metileno alfa al carboxilo, respectivamente. En el extracto de
CHCI; (Figura 2-11) se observan otras sefales no asignables a acidos grasos aunque
estan en baja intensidad, por lo que los compuestos responsables de ellas se encuentran
en baja concentracion. En conclusion, pese a haber empleado solventes de diferentes
caracteristicas de polaridad, el perfil metabdlico de esta macroalga roja es pobre y se

circunscribe a derivados de acidos grasos.
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Figura 2-11 Espectros de RMN 'H (400 MHz, CDCIs) para los extractos obtenidos de
CHCI; (cloroformo) (espectro superior) y la mezcla DCM:MeOH 1:1 (espectro inferior) a

partir de una muestra silvestre de Hypnea musciformis (colectada en julio de 2019).

Respecto a los extractos de alta polaridad, cuyo rendimiento es muy superior, como los
realizados con agua y fase acuosa de clorofomo:agua 1:1, se observan senales similares

entre ellos, pero encontrandose en este ultimo en menor proporcion (Figura 2-12). En el
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extracto acuoso se observan tripletes en 64 3.88 y 3.08, que pueden corresponder a un
compuesto derivado del aminoetanol (Figura 2-12). Asimismo, se observa una gran
cantidad de sefales entre dy 5.0 y 3.0, que son atribuibles a carbohidratos poliméricos en
alta concentracién y que se pueden verificar por las sefiales anchas y poco definidas, lo

que a su vez interfiere en el analisis de los metabolitos secundarios (Speciale et al., 2022).
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Figura 2-12 Espectros de RMN "H (400 MHz, D,0) para los extractos obtenidos en agua
(espectro superior) y la fase acuosa de CHCI3:H20 (espectro inferior) a partir de una

muestra silvestre de Hypnea musciformis (colectada en julio de 2019).

Finalmente, los extractos que mostraron mayor complejidad corresponden a los
metandlicos y de la mezcla cloroformo:MeOH 1:1. En la Figura 2-13 se presentan los
espectros de RMN 'H para estos extractos, y los que revelan la presencia de acidos grasos,
de acuerdo a las senales en 04 0.88,1.29 y 1.6; también se observan las senales triplete
del derivado de taurina (61 3.93 y 3.08). Adicionalmente, se pueden observar otras sefales

minoritarias entre 4 y 2 ppm, que pueden ser atribuibles a carbohidratos minoritarios.
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Figura 2-13 Espectros de RMN 'H (400 MHz, MeOD) para los extractos obtenidos en

cloroformo:metanol 1:1 (espectro superior) y metanol (espectro inferior), a partir de una

muestra silvestre de Hypnea musciformis (colectada en julio de 2019).

En conclusion, la extraccion con metanol rindié el extracto mas complejo y facil de obtener
para poder hacer los analisis seriados. Es importante mencionar que en general en todos
los espectros la concentracion de los compuestos extraidos fue muy baja, tal como lo

habia mencionado (Sepulveda Sanchez, 2022).

= Comparacioén de los extractos de muestras de H. musciformis
silvestre y cultivada, analizados mediante LC-MS
Una vez obtenidos y secados los extractos metanolicos, se adiciond una mezcla de
MeOH:acetona 1:1 con el fin de retirar la mayor cantidad de sal posible, puesto que es un
interferente importante en la ionizacion de los analisis de LC-MS. Posteriormente, los
extractos fueron secados (CentriVap Benchtop Vacuum Concentrator LABCONCO) y se
seleccionaron algunos de ellos para el analisis mediante LC-MS. Estos datos mostraron
muy pocas sefiales diferentes a las del blanco, pesa a que en RMN no se veian similares

los espectros de los blancos y de las muestras de H. musciformis. Lo anterior se puede
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interpretar en que las impurezas del blanco ionizan con mayor facilidad respecto a los
compuestos extraidos de H. musciformis. Del mismo modo, no se observaron sefiales que
permitieran ver diferencias entre las muestras cultivadas, las de aclimatacion, y las de
cultivo. Asi, en la Figura 2-14 se muestra la superposicion de los cromatogramas TIC (fotal
ion chromatogram) de la muestra silvestre 2022, su muestra de aclimatacion, y dos del
cultivo 2022, siguiendo asi, la linea del tiempo de este cultivo. De esta manera, se observa
que posiblemente no se presentd algin cambio evidente en los perfiles de estos

cromatogramas, mas alla de su abundancia.

Figura 2-14 TIC (total ion chromatogram) obtenido mediante LC-MS para los extractos
metandlicos de muestras silvestres y de cultivo de Hypnea musciformis. En negro
muestra silvestre (Wt-2809-22), en morado su muestra de aclimatacion (A-Wt-2809-22),
en azul una muestra del ensayo [NaNO3]=15 mM de su cosecha parcial 1 (15-p1-22), y

en amarillo la muestra del ensayo [NaNO3]=0 mM de la misma cosecha (0-p1-22).

Con todo lo anterior, resulta claro que tanto por rendimiento (que es muy bajo) como por
diversidad de compuestos (poca diversidad) no parece ser aprovechable el extracto
organico del alga, por lo que se paso a investigar el contenido de carrageninas (siguientes

numerales) como de los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) (capitulo siguiente).
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2.4.3 Caracterizacion de la carragenina de H. musciformis
silvestre y de cultivo

Como se ilustré en el capitulo 1, el compuesto mas apreciado por parte de la industria para
Hypnea musciformis es la carragenina. Ahora bien, en el presente capitulo se buscé
establecer si el alga cultivada produce carragenina, y si ésta puede ser empleada por la
industria cosmética. Para lo anterior, el extracto acuoso fue liofilizado e inicialmente
caracterizado mediante FT-IR-ATR, y luego su peso molecular fue estimado mediante
SEC-HPLC.

* Rendimiento de extraccién de la carragenina obtenida a partir de
muestras de H. musciformis silvestres y de cultivo

Los rendimientos de extraccion de la carragenina obtenidos para las muestras de Hypnea
musciformis (silvestres y de cultivo) oscilaron entre el 19,6 % y 34,7 % (Tabla 2-3). El
rendimiento de extraccion estuvo alrededor del 20% para las muestras silvestres mientras,
mientras que para las del cultivo estuvieron en torno del 30%. La unica excepcién, que
tuvo un rendimiento bajo, se presentd para la muestra del Ensayo [NaNO3] = 15mM y con
mezcla de luz azul y blanca, que tuvo un rendimiento del 20,5%. Todos los extractos de

carragenina después de liofilizados, presentaron una apariencia esponjosa (Figura 2-15).

Figura 2-15 Extracto de carragenina liofilizado.
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Tabla 2-3 Rendimiento de extraccion de la carragenina obtenida desde muestras de

Hypnea musciformis silvestres y cosechadas del sistema de cultivo semicerrado.

Cédigo Muestra Rendimiento
Muestra de extraccion (%)
5-p1-22 29,8
15-p1-22 Cosecha Parcial 1 271
2022
25-p1-22 30,2
Ensayos [NaNOs] = 5mM,
0-p1-22 15mM, 25 mM y 0 mM 33,3
5-B-k1-23 Cosecha Completa 1 27,1
2023
15-B-k1-23 Ensayos [NaNO3] = 5mM y 31,4
15mM
Luz blanca
5-AB- k1-23 Cosecha Completa 1- 34,7
2023
15-AB- k1-23 Ensayos [NaNOs] = 5mM, y 20,5
15mM
Luz azul y luz blanca
Wt-0309-23 Silvestre 2023 19,6
A-Wt-0309-23 Aclimatada 2023 23,4
Wt-2809-22 Silvestre 2022 20,8
SM-22 Sustrato Malla 2022- 26,5
Cosecha Parcial 1
2022
CMF (empleado como Carragenina para 34,0*
patrén de k-carragenina) aplicacién cosmética

**Rendimiento de carragenina extraida mediante metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo
“Procedure for extracting and purifying kappa carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent
number 08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597. Esta carragenina se usara en el Capitulo 4,

con fines de una aplicacion cosmética

En la literatura se encuentran valores de rendimiento de extraccion de carragenina para
Hypnea musciformis que pueden ir desde el 0,5% (Rafiquzzaman, Ahmed, et al., 2016)
hasta el 75% (Knutsen et al.,, 1995), dependiendo del método de extraccién. En la
actualidad no hay un método estandarizado que permita obtener el mayor rendimiento,
realizar la menor cantidad de pasos posibles, y obtener el polisacarido con un determinado

peso molecular segun el interés de la investigacion (Firdayanti et al., 2023)(Alvarez-Vifias
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et al., 2024). De forma general, los métodos mas utilizados son aquellos que se realizan
mediante hidrélisis acida, hidrolisis basica, solo agua, o mediante el uso de enzimas. En
la literatura se pueden encontrar revisiones con resultados de extraccién de carrageninas
a partir de Hypnea musciformis en varios articulos (Rafiquzzaman, Ahmed, et al., 2016).
Los valores de rendimiento reportados mediante extraccion acuosa son del: 34,0% en
Israel, 13,5% - 41,0% en Marruecos, 21,0% - 48,0% en Brasil, 30,2% en Pakistan, 37,8%
en México, 21,5% y 39,8% en Bangladesh.

Adicionalmente, en los analisis realizados para las muestras del cultivo piloto a mar abierto
en el Magdalena, Colombia en el afio 2012, se obtuvo un rendimiento del 44,0%, aunque
usando un método de extraccion alcalina (Camacho & Montafna Fernandez, 2012). Segun
los resultados obtenidos en la presente Tesis, se tiene que estos son similares a los
obtenidos mediante extraccién acuosa y en diferentes partes del mundo, asi como al
rendimiento obtenido para la muestra CMF (carragenina para aplicacion cosmética 34,0%),
la cual fue extraida mediante la metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo:
“Procedure for extracting and purifying kappa carrageenan obtained from H.
musciformis”. Patent number 08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597

La metodologia aqui presentada muestra una gran ventaja dado el poco tiempo de
extraccion implementado (20 minutos), y el uso de agua desionizada tipo MilliQ como unico
solvente, si se compara con métodos tradicionales de extraccién mediante hidrdlisis basica
y acida que van desde algunas horas hasta 24 horas a temperaturas de 80°C, 90°C y hasta
100°C. Ademas, la presente metodologia se realizé con alternancia de bafo maria a
ebulliciéon y ultrasonido con el fin de obtener la mayor cantidad de carragenina posible en
tan corto tiempo. Aunque el desarrollo de un método de extraccién no fue un objetivo como
tal de la presente Tesis, si era necesaria la implementacién de una metodologia que se
adaptara a la baja biomasa de partida disponible. Aunque el andlisis final aca presentado
contemplo6 el uso de 600 mg de material algal seco, en ensayos preliminares con 5mg
funciond perfectamente. De hecho, en la literatura todos los métodos de extraccion
encontrados utilizan como minimo uno o algunos gramos de alga seca (Rafiquzzaman,
Ahmed, et al., 2016) y hasta kilogramos. De esta manera, la presente metodologia de
extraccion se plantea ademas como un protocolo rapido de extraccion de carragenina, que

se puede implementar como un método para la extraccion a pequena escala en el
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laboratorio, y por qué no, pueda servir como un método de control de calidad de la

carragenina producida en los cultivos de macroalgas rojas carragendfitas.

= Analisis por FT-IR-ATR de la carragenina obtenida a partir de las
muestras de H. musciformis silvestres y de cultivo
Uno de los métodos analiticos mas utilizados en la literatura cientifica para la
caracterizacion de carrageninas de origen algal, es la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con accesorio de reflexion total atenuada (FT-IR-ATR), debido a
su capacidad para identificar los grupos funcionales caracteristicos de estos polisacaridos
sulfatados. Como referencia y punto de comparacion, se incluyé en el analisis una
carragenina patron de tipo kappa obtenida mediante la metodologia patentada por la
docente Ph.D. Gladys Rozo “Procedure for extracting and purifying kappa
carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent number 08043691, Certificate
number 29475, Gazette No 597), y otra tipo jota (producida a partir de Eucheuma
spinosa), adquirida de la marca Sigma-Aldrich. En la Tabla 2-4 se presentan los valores
de frecuencia (cm™) correspondientes a todas las muestras analizadas, encabezadas por

los datos de la carragenina kappa e iota patron.

Para realizar una comparacién de los espectros experimentales obtenidos frente a los
reportados para carrageninas patrén en la literatura, se colocé en los espectros
experimentales y en verde (Figuras 2-16 y 2-18), la numeracion de las bandas de

relevancia segun lo reportado en (Gomez-Orddénez & Rupérez, 2011).

En los espectros experimentales obtenidos de los extractos de carragenina provenientes
de las muestras silvestres y del cultivo semicerrado de Hypnea musciformis, se
evidenciaron las principales bandas de absorcion relacionadas con polisacaridos
sulfatados, y aquellas especificas para la carragenina. A continuacion (Tabla 2-4) se realiza

su asignacion basada en (Gomez-Ordérfiez & Rupérez, 2011) y (Vandanjon et al., 2023).
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Tabla 2-4 Bandas (cm™') obtenidas mediante FT-IR-ATR para los extractos liofilizados de carragenina extraidos de las muestras

de Hypnea musciformis silvestres y de cultivo (sistema semicerrado). Se incluyen los resultados experimentales de un estandar de

iota-carragenina.

Codigo

Muestra
muestra
lota
lota carragenina
patrén
(Sigma Aldrich)
5-p1-22

Cosecha Parcial 1
15-p1-22 2022
Ensayos [NaNO3] =
25-p1-22
5mM, 15mM, 25 mM y
0-p1-22 0 mM

5-B-k1-23 Cosecha Completa 1
2023
Ensayos [NaNO3] =
5mMy 15mM
Luz blanca

15-B-k1-23

3397

33383

3382

3372

3371

3383

3380

1636

1638

1641

1637

1639

1640

1637

S$=0

1216

1226

1225

1226

1225

1225

1225

Region del espectro de interés, en los ficopolisacaridos.
Numero de bandas asignadas siguiendo lo realizado en

(Gomez-Ordonez & Rupérez, 2011)

4

C-Oy CC de la DA*

Numero de onda (cm™)

1154

1156

1156

1156

1156

1156

1156

1067

1022

1040

1038

1039

1038

1039

1038

5

DA*

923

928

926

927

926

928

927

7

C-0-S0Oq4
de la GS4*

846

847

846

846

846

846

846

1"

Cc-C

702

701

702

701

702

702



Caodigo
muestra

5-AB- k1-23

15-AB- k1-23

Wt-0309-23

A-Wt-0309-23

Wt-2809-22

15-k1-22

SC-22

SM-22

Muestra

Cosecha Completa 1-
2023
Ensayos [NaNQOz] =
5mM, y 15mM

Luz azul y luz blanca

Silvestre 2023

Aclimatada 2023

Silvestre 2022

Cosecha Completa 1-

2022
Ensayo [NaNOs3] =

15mM

Sustrato Coral 2022-

de Cosecha Parcial 1-
2022

Sustrato Malla 2022-

de Cosecha Parcial 1-
2022

3367

3381

3368

3371

3343

3373

3388

3389

1636

1638

1636

1637

1637

1639

1637

1641

$=0

1224

1226

1218

1196

1216

1226

1227

1224

Region del espectro de interés, en los ficopolisacaridos.
Numero de bandas asignadas siguiendo lo realizado en

(Gémez-Ordoiez & Rupérez, 2011)

4

C-Oy CC de la DA*

Numero de onda (cm™)

1155

1156

1158

1158

1156

1156

1156

1157

1036

1039

1039

1068

1039

1039

1066

1039

5

DA*

926

928

922

924

922

927

928,660

927

7

C-0-SO4
de la GS4*

846

847

845

846

845

846

847,182

845

1"

701

702

701

702

702

702

702

701

72



73

Region del espectro de interés, en los ficopolisacaridos.
Numero de bandas asignadas siguiendo lo realizado en
(Gémez-Ordoiez & Rupérez, 2011)

T 1 2 3 4 5 7 1

Caodigo M

muestra uestra C-0-SO

= * * = 4
-OH S$=0 C-Oy CC de la DA DA de la GS4* c-C
Numero de onda (cm™)
**CMF Carragenina para
aplicacion cosmética 3373 1634 1221 1034 925 844

*DA: 3,6 anhidro-D-galactosa; 4-Linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose.

*G4S: D-galactosa-4-sulfato; 3-Linked B-D-galactopyranose-4-sulphate.

**Patron de k-carragenina extraida mediante metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo “Procedure for extracting and purifying kappa
carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent number 08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597. Esta carragenina se usara en el Capitulo

4, con fines de una aplicacion cosmética.
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Segun los datos obtenidos para las muestras analizadas, se present6 una banda ancha

= 3340 cm™-3389 cm™" relacionada con los estiramientos del enlace O-H y una banda poco
intensa en =2900 cm' debido al estiramiento entre enlaces C-H. Una de las caracteristicas
de los espectros de infrarrojo de los polisacaridos, es la presencia de bandas de absorcion
intensas por debajo de los 1200-970 cm™" debido a los estiramientos de los enlaces C-C,
C-O del anillo de pirano, asi como el estiramiento C-O-C de los enlaces glicosidicos

(Gémez-Ordoinez & Rupérez, 2011).

De esta manera, en la region mencionada como relevante, se obtuvo entre 1216 cm™'-1227
cm™ la banda de absorcién esperada de los grupos éster de sulfato, caracteristica del
estiramiento de los enlaces S=0 (banda 2). Las bandas 3 y 4 se obtuvieron entre 1154 -
1158 cm™'y 1022 cm™-1040 cm™', de manera respectiva, mencionando que esta banda 4
esta constituida por dos bandas que se solapan, siendo evidente para todas las muestras
analizadas, sus dos picos. Estas bandas 3 y 4 estan relacionadas con los estiramientos
de los enlaces C-O y C-C de la 3,6 anhidrogalactosa (DA: 4-Linked 3,6-anhydro-a-D-
galactopyranose). De igual forma, la banda 5 que se esperaba definida e intensa, se
obtuvo entre 924 cm™y 929 cm 'y la cual igualmente esté relacionada con vibraciones de
la DA (Gémez-Ordéiiez & Rupérez, 2011)(Vandanjon et al., 2023). Respecto a la banda
6, ésta no fue etiquetada en los espectros experimentales dada su baja intensidad, pero
se encontro presente en todas las muestras cercana a los 900 cm™ y en forma de un
hombro-pico bien definido, que sale de la banda 5. Esta banda 6 se debe a vibraciones
del enlace C-H anomérico de los residuos de [ — galactopiranosil (Goémez-Orddnez &
Rupérez, 2011). Por otro lado, la banda 7 se obtuvo bien definida entre 846 cm™y 845 cm-
'. Esta banda esta relacionada con vibraciones de los enlaces C-O-SO4 de la galactosa-4-
sulfato (G4S: 3-Linked pB-D-galactopyranose-4-sulphate), caracteristica de las
carrageninas tipo kappa- e iota- (Sekkal & Legrand, 1993)(Gomez-Orddnez & Rupérez,
2011). Por otro lado, la banda 9 no fue etiquetada en los espectros experimentales
obtenidos por su baja intensidad, pero si se observa como un hombro-pico bien definido.
Se estima su valor por encima de los 750 cm™' (valor esperado =770 cm™). La banda 11 se
esperaba alrededor de 693 cm™, sin embargo, posiblemente se pueda asignar a la banda
bien definida y obtenida en todas las muestras entre 701 cm™y 702 cm™'. Las bandas 9 y
11 deben su absorbancia a flexiones del esqueleto de carbonos del anillo de piranosa
(Gémez-Orddiez & Rupérez, 2011).
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Al comparar todos los espectros obtenidos de las muestras de H. musciformis silvestres y

de cultivo, se encontrd una alta similitud entre ellos y los valores de numero de onda para

las bandas asignadas. De manera interesante no se observaron cambios en las bandas

obtenidas, mas alla de la intensidad, a pesar de las diferentes concentraciones de nitrato

de sodio evaluadas en los cultivos, los dos tipos de sustrato evaluados (SC y SM), el tipo

de luz blanca o la mezcla de blanca y azul, o inclusive, a pesar de la contaminacién con

otros organismos. Esto se evidencia por ejemplo en la Figura 2-16, donde se encuentran
superpuestos los espectros IR de las muestras Wt-0309-23, 15-B-k1-23, 15-AB-k1-23.

Estas muestras son la silvestre de 2023 y las cosechadas de su cultivo, de los ensayos a

15 mM de nitrato de sodio con diferente tipo de luz.
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Figura 2-16 Superposicion de los espectros FT-IR-ATR obtenidos para las muestras de

H. musciformis: silvestre Wt-0309-23 (en negro) y dos muestras del cultivo 2023 con

[NaNOs]= 15 mM. En rojo, muestra del ensayo con luz blanca (15-B-k1-23). En verde,

muestra del ensayo con mezcla de luz azul y blanca (15-AB-k1-23). Se observa alta

similitud entre todos los espectros, lo que implica que la carragenina obtenida a lo largo

de este cultivo, no cambid. Los numeros en verde siguen la asignacion de las bandas de

absorbancia (cm™) realizada por (Gémez-Orddriez & Rupérez, 2011).
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Aunque las diferencias entre los espectros de kappa, iota y lambda carrageninas son
pequenas, estas diferencias se logran observar en la zona de la huella dactilar y de dificil
asignacion del infrarrojo. Es por esto que la técnica FT-IR y FT-IR-ATR se ha planteado
como una opcion no destructiva y rapida para la diferenciacion de los principales tipos de
carragenina, por ejemplo en la industria (Volery et al., 2004)(Usov, 2011)(Vandanjon et al.,
2023).

Ahora bien, se requiere conocer qué tipo especifico de carragenina se obtuvo en todas las
muestras analizadas. Para empezar, se puede descartar lambda-carragenina, ya que se
ha reportado que esta genera espectros con bandas anchas y no muy definidas (Gémez-
Ordoéfnez & Rupérez, 2011). Ademas, este tipo de carragenina no forma geles (Li et al.,
2014) lo cual es muy contrario a los extractos obtenidos en la presente investigacion, y

apoya por ende, los resultados de FT-IR-ATR.

Por su parte, en la literatura mencionan que para diferenciar kappa de iota carragenina,
hay una banda clave, y es la que se enumera aqui como banda 8 (Gomez-Ordoiez &
Rupérez, 2011). Esta banda esta relacionada con la presencia unicamente de iota-
carragenina, ya que se genera por las vibraciones de los enlaces C-O-SO4 de la 3,6
anhidrogalactosa 2-sulfato (DA2S: 4-Linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose 2-
sulphate)(Sekkal & Legrand, 1993)(Gomez-Orddnez & Rupérez, 2011). Para la muestra
de la carragenina patron de iota obtenida experimentalmente (Figura 2-17), se observa
una banda fina y definida en valor cercano a los 800 cm™, lo que concuerda con lo
mencionado. En los espectros experimentales obtenidos, tanto de las muestras silvestres
como cultivadas de H. musciformis, esta banda no se observa de manera importante, lo
que significa que no se tiene iota-carragenina como compuesto mayoritario, sino kappa-
carragenina. En la Figura 2-18 se puede un observar un ejemplo de esto claramente. Los
resultados obtenidos ademas coinciden con lo reportado para H. musciformis, donde la
Kappa-carragenina es dominante, a pesar de que se ha reportado la presencia de hibridos

de kappaliota carragenina (Greer et al., 1984).
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Figura 2-17 Espectro FT-IR-ATR experimental de jota-carragenina (Sigma Aldrich). En
verde se enumeraron las bandas de absorbancia (cm™') siguiendo la asignacion realizada
por (Gémez-Ordénez & Rupérez, 2011). Se observa banda definida y de mediana
intensidad en =805 cm™ (banda 8) relacionada con vibraciones del grupo C-O-SQO4 de la
3,6 anhidrogalactosa 2-sulfato (DA2S: 4-Linked 3,6-anhydro-a-D-galactopyranose 2-
sulphate)(Sekkal & Legrand, 1993)(Gémez-Orddnez & Rupérez, 2011)
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Figura 2-18 Superposicion de los espectros FT-IR-ATR obtenidos para algunas
muestras de H. musciformis y el patron de iota-carragenina. En el espectro de iofa
carragenina (en naranja) se observa en =800 cm™ bien definida la banda 8, Unica para
este tipo de carragenina. Por su parte, para las muestras analizadas (silvestres y
representantes de ambos cultivos), esta banda no se observa. En verde se enumeraron
las bandas de absorbancia (cm™) siguiendo la asignacion realizada por (Gomez-Ordoéfiez
& Rupérez, 2011).

Por otra parte, en el analisis de estimacion del mercado de la carragenina para los anos
2024-2032 (SNS Insider, 2025), se encuentra que el tipo de mayor interés y aplicacién
industrial, es justamente la kappa. De hecho, en el afio 2023 el segmento de la «-
carragenina llego al 65% de crecimiento siendo la mayor cuota en el mercado. Esto se
debe a su poder gelificante, pues la formacién de geles estables, con bajas
concentraciones, son muy utiles en la industria alimentaria, por ejemplo. Ademas, al ser un
ingrediente de origen natural y presente en las “etiquetas limpias”, favorece su crecimiento
y la consolida como el tipo de carragenina lider en el mercado. Asi, el establecimiento de
un sistema de cultivo de Hypnea musciformis con miras a la produccion de k-carragenina

se podria ver econdmicamente muy favorecido dada la demanda de este ficocoloide.
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= Estimacion del peso molecular promedio por SEC-HPLC-ELSD
de la carragenina obtenida de las muestras de H. musciformis
silvestres y de cultivo
Inicialmente, se construyd una curva de calibracion mediante SEC-HPLC haciendo uso del
peso molecular de patrones de alrededor de 50 KDa, 100 KDa y 200 KDa, y su volumen
de elucion V.. Este valor fue calculado usando su tiempo de retencion y el flujo de la corrida
cromatografica, de acuerdo con la Ecuacién (2.1). Para estimar el peso molecular se usé
la Ecuacidén (2.2). Los datos se resumen la Tabla 2-5. En la Figura 2-19 se muestra el
cromatograma obtenido para el patrén de 100 KDa, una muestra silvestre (Wt-0903-23),

su contraparte de aclimatacién (A-Wt-0903-23) y la muestra de este cultivo (15-AB- k1-23)

(muestra del tratamiento [NaNO3]=15 mM y luz blanca y azul).

Tabla 2-5 Tiempos de retencion obtenidos en SEC-HPLC para los extractos de
carragenina de las muestras de Hypnea musciformis cultivadas y silvestre de Santa
Marta. También se incluyen los valores de los estandares de P-50, P-100 y P-200 del kit
P-82 Shodex Standard (Japon).

Codigo muestra Muestra t: (min) Volumen de  Peso molecular
elucion V. estimado
(mL) (KDa)
P-50* Patron de =50 KDa 20,98 10,49 47,10
P-100* Patron de =100 KDa 17,68 8,84 107,00
P-200* Patron de =200 KDa 15,97 7,98 194,00
5-p1-22 Cosecha Parcial 1
16,73 8,37 149,59
15-p1-22 2022
Ensayos [NaNO3] = 16,78 8,39 147,49
25-p1-22
SmM, 15mM, 25 mMy 047 44 8,55 134,80
0-p1-22 mM
16,47 8,23 161,06
5-B-k1-23 Cosecha Completa 1
2023 16,97 8,48 140,14
15-B-k1-23
Ensayos [NaNOs] = 17,09 8,54 135,55
5mMy 15mM

Luz blanca



Cédigo muestra

5-AB- k1-23

15-AB- k1-23
Wt-0309-23
A-Wt-0309-23

Wt-2809-22

15-k1-22

SC-22

SM-22

CMF**

Muestra

Cosecha Completa 1
2023
Ensayos [NaNQ3] =
5mM, y 15mM

Luz azul y luz blanca

Silvestre 2023
Aclimatada 2023

Silvestre 2022

Cosecha Completa 1
afio 2022
Ensayo [NaNQO3] =
15mM

Sustrato Coral 2022- de
Cosecha Parcial 1
2022

Sustrato Malla 2022- de
Cosecha Parcial 1
2022

Carragenina para

aplicacién cosmeética

tr (min)

16,94

16,42
19,37
17,56

18,65
36,60

17,62

16,89

16,51

18,05

Volumen de
elucion Ve
(mL)

8,25

8,21
9,69
8,78

9,32
18,30

8,81

8,44

8,25

9,03

80

Peso molecular
estimado
(KDa)

141,15

163,04
71,84
118,99

87,87

116,87

143,21

159,23

103,68

* Estadndares del kit P-82 Shodex Standard (Japén). Sus valores de peso molecular son reportados por el

fabricante segun el lote especifico del kit utilizado (Shodex HPLC columns, 2022).

**Patron de k-carragenina extraida mediante metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo

“Procedure for extracting and purifying kappa carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent

number 08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597. Esta carragenina se usara en el Capitulo

4, con fines de una aplicacion cosmética.
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Figura 2-19 Cromatogramas SEC-HPLC-ELSD obtenidos para a). el patrén de 100 KDa

(10,7x10* Da), b). una muestra silvestre (Wt-0903-23), c). su contraparte de aclimatacion

(A-Wt-0903-23) y d). muestra obtenida de su cultivo (15-AB- k1-23). Se observa cémo va
disminuyendo el tiempo de retencion y por ende, aumentando el peso molecular

estimado.
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Los valores de peso molecular estimados y obtenidos para las muestras silvestres
colectadas en los afios 2022 (wt-2809-22) y 2023 (wt-0309-23) fueron 87,87 KDa y 71,84
KDa respectivamente. Para la muestra de aclimatacion correspondiente a 2023 (A-wt-
0309-23), este valor fue 118,99 KDa, mientras que para todas las muestras cosechadas
de ambos cultivos, estos valores se encontraron por encima de los 134,80 KDa y hasta los
163,04 KDa.

Al comparar de manera general estos resultados, se observa como en la linea del tiempo
de desarrollo del cultivo, es decir, partiendo de las muestras silvestres, seguido por su
proceso de aclimatacién y posteriormente su desarrollo en el sistema de cultivo, el extracto
de carragenina obtenido presentd un aumento en su peso molecular. Esto es consistente
con lo observado de manera cualitativa durante el proceso de extraccion, donde la filtraciéon
en caliente de los extractos acuosos de las muestras cosechadas fue mas dificil, en
relacion con los de las muestras silvestres, lo que indica una mayor facilidad para formar
geles, que podria deberse a un mayor peso molecular. Por su parte, en la literatura se
encontré que en muestras cultivadas a mar abierto de Kappaphycus alvarezii, el peso
molecular de la carragenina extraida, también aumento con el tiempo de cultivo (Hayashi
et al., 2007). También, se ha mencionado que a medida que se presenta envejecimiento
de las macroalgas, aumenta el peso molecular de los polisacaridos (Villanueva et al.,
2011), incluso en los tejidos mas maduros dentro de los mismos talos de una macroalga
(Mendoza et al., 2006).

Al observar los resultados obtenidos, no es clara que haya una correlacion entre la TCD
(tasa de crecimiento diario) y el aumento del peso molecular. De hecho, para la muestra
del cultivo 2023 [NaNO3] =15 mMy luz azul y blanca (15-AB- k1-23), se presentaron valores
negativos de TCD y el mayor aumento en el peso molecular de la carragenina extraida
163,04 KDa. De manera interesante, se observé que la falta de nutrientes, posiblemente
el nitrégeno, generd aumento en el peso molecular de la carragenina. Por ejemplo, para el
ensayo del cultivo 2022 [NaNO3] = 0 mM (0-p1-22) se obtuvo un peso molecular de 161,06
KDa. Asimismo, si se compara la muestra silvestre 2023 (wt-0309-23) y su contraparte de
aclimatacion (A-wt-0309-23) (donde no hubo adicién de nutrientes), se observa el aumento
en este valor, desde 71,84 KDa a 118,99 KDa. Esto podria sugerir que el aumento del peso
molecular estimado en la carragenina para estos casos, se pudo posiblemente haber dado

como respuesta a un proceso de estrés.
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Oftra observacion que podria apoyar la hipotesis relacionada con el aumento del peso
molecular de la carragenina relacionada con el estrés, se da al comparar los sustratos
probados, pues se obtuvo un mayor valor de peso molecular para la muestra en sustrato
malla (SM=159,23 KDa) que la de sustrato coral (SC=143,21 KDa). Las algas del sustrato
malla presentaron mayor grado de fragmentacion durante el desarrollo del cultivo, y una
menor TCD. La pared celular ofrece proteccién al alga frente al oleaje, la desecacion en
épocas de baja marea y frente a la herbivora (Yokoya et al., 2020), por lo que es de esperar
que el alga busque fomentar la fortaleza mecanica de esta, a través de la produccion de
polisacaridos de mayor peso molecular. En este estudio no se pueden dan conclusiones
definitivas sobre el rol bioldgico de la carragenina, ni cdmo los factores ecoldgicos afectan
su peso molecular. Asi, se sugiere realizar estudios con este enfoque ecolégico que
permitan esclarecer su rol y permitan establecer condiciones que generen carragenina de

mayor peso molecular.

Interesantemente en la muestra silvestre de 2022 (Wt-2809-22) se obtuvo otro pico con t;
de 36,597 min, y al cual no se le pudo estimar un valor de peso molecular dados los
patrones utilizados, sin embargo este debe corresponder posiblemente a una carragenina

con un peso molecular mayor a 200 KDa.

2.5 Conclusiones y recomendaciones

El cultivo de H. musciformis en un sistema semicerrado desarrollado en el laboratorio,
demostré su viabilidad dada la obtencion de crecimiento de la biomasa sembrada; sin
embargo, se requieren condiciones muy rigurosas de limpieza, lo que no parece
econdémicamente viable. Se probaron dos sustratos de crecimiento para el alga, sustrato
coral (SC) y sustrato malla (SM), y aunque no mostraron diferencias significativas en sus
TCD promedio (Vargas, 2025), es importante seguir realizando ensayos relacionados con
sustratos que favorezcan el entorno adecuado para que H. musciformis pueda
establecerse, dado su caracter epifito. Respecto al tipo de luz utilizada, no se logré

evidenciar su efecto en la TCD (Vargas, 2025).

La obtencion de extractos con solventes de distinta polaridad y su analisis mediante RMN

'H evidencié que el perfil metabdlico de Hypnea musciformis estad dominado por acidos
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grasos y polisacaridos. No obstante, la mayoria de los extractos presentaron rendimientos
muy bajos, lo que limita su aprovechamiento. En consecuencia, la carragenina se perfila

como el principal compuesto con potencial de aplicacion en el ambito cosmético.

El analisis de las muestras silvestres y de cultivo mostré que la carragenina obtenida
corresponde a k-carragenina, lo que indica que el tipo de polisacarido no se ve alterado
durante el desarrollo del sistema de cultivo. Asimismo, los resultados de SEC-HPLC
evidenciaron que, a medida que avanzaron los sistemas de cultivo, se obtuvieron
carrageninas de mayor peso molecular, lo cual podria explicarse por el proceso natural de
maduracién del alga o como una respuesta adaptativa frente a condiciones de estrés. No
obstante, se requieren estudios adicionales que permitan identificar qué factores de estrés
promueven la produccién de k-carrageninas con mayor peso molecular, dado que este tipo
de carragenina presenta una alta demanda industrial y constituye la de mayor proyeccion

de crecimiento econdmico, segun SNS Insider (2025).
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3.1 Resumen

Antecedentes: Los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs) son productos naturales
marinos con una alta capacidad de absorcién de la radiacién ultravioleta (RUV), lo que los
convierte en candidatos prometedores para la industria cosmeética. Asimismo, varias
especies del género Hypnea han sido identificadas como fuentes de MAAs. Objetivo: Este
estudio tuvo como objetivo evaluar el contenido de MAAs en muestras de Hypnea spp.
(Gigartinales, Rhodophyta) del Caribe colombiano y explorar el contenido de MAAs en

muestras de un cultivo semicerrado de Hypnea musciformis. Métodos: se recolectaron
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muestras de especies de Hypnea de varios sitios del Mar Caribe colombiano (La Guajira,
Santa Marta (Magdalena), San Andrés y Providencia) para valorar su contenido de MAAs.
De otro lado, talos de H. musciformis que se cultivaron en un sistema semicerrado de
laboratorio, con variaciones en la concentracion de nitrato de sodio (0 mM, 5 mM,15 mM
y 25 mM), como fuente de nitrégeno; y en la incidencia de luz (luz blanca, PAR = 30
gmol.m™s™ y 106 ymol.m™2.s™, o una mezcla de luz azul y blanca, PAR = 106
pMmol.m™2.s7"). Para determinar el perfil quimico y cuantificar los MAAs, se analizaron los
extractos polares de las muestras recolectadas y cultivadas mediante UHPLC-MS/MS y
UHPLC-DAD, respectivamente. Resultados: para Hypnea cf. caraibica se encontré una
concentracion total de MAAs superior a 2,0 mg.g 'DW. Para H. valentiae se encontraron
cantidades en el orden de las trazas, y para H. cervicornis e H. spinella no hubo deteccion
de MAAs. Aun asi, la mayor concentracion de MAAs (6,22 mg.g™* DW) se detectd en H.
musciformis. En general, la shinorina fue el MAA mas abundante y prevalente, seguido de
palythina, asterina-330 y porphyra-334. Las muestras provenientes del cultivo mostraron
tan soélo cantidades traza de MAAs. Conclusién: H. musciformis, una especie abundante
recolectada en la bahia de Santa Marta podria considerarse una fuente prometedora de
MAAs, particularmente de shinorina. Sin embargo, el cultivo en laboratorio de esta especie
no gener¢ cantidades significativas de estos compuestos. Se requieren mas ensayos de
laboratorio para identificar las variables que puedan promover un aumento en la produccion
de MAAs, como una mayor radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y/o exposicion a
RUV.

Palabras clave: shinorina, fotoproteccion, radiacion ultravioleta, cosmética azul, productos

naturales marinos, mar Caribe, maricultura.

3.2 Introduccion

La radiacion ultravioleta (RUV) es un tipo de energia ondulatoria (foton), y es generalmente
reconocida como una forma de luz (Lagunas-Solar, 2014). Hace parte del espectro de
radiacion electromagnética y se encuentra entre la luz visible y los rayos X (Lombardini et
al., 2013). A su vez, comprende longitudes de onda que van desde los 10 nm a los 400
nm, y es el sol la mayor fuente de este tipo de radiacion en la Tierra (Blaustein & Searle,
2013). Asi bien, la radiacién solar, especialmente en el rango ultravioleta y en el infrarrojo,

se ha identificado como uno de los principales factores relacionados con problemas de la
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piel, como el envejecimiento prematuro y varios tipos de cancer (Blaustein & Searle,
2013)(Hudson et al., 2020).

La radiacién ultravioleta (RUV) se clasifica principalmente en tres tipos: UVC, UVB y UVA.
Si bien el sol los emite todos, la capa de ozono presente en la estratosfera tiene la
capacidad de absorber cada tipo de RUV de la siguiente manera: radiacion UVC (200 nm-
280 nm) de forma completa, radiacion UVB (280 nm- 320 nm) mas del 90%, y radiacién
UVA (320 nm-400 nm) alrededor del 5% (Blaustein & Searle, 2013)(Chrapusta et al.,
2017). En consecuencia, la mayor parte de la radiacion que llega a la superficie de la Tierra
consiste principalmente en radiacion UVA (aproximadamente el 95%) y radiacion UVB

(entre el 4 y el 5%) (Saewan & Jimtaisong, 2015).

A pesar de la baja proporcion de UVB que llega a la Tierra, la exposicion frecuente a esta
radiacion genera riesgos para los organismos vivos, debido al dafio que causa en
moléculas clave como el ADN, ARN, lipidos y proteinas (Lombardini et al., 2013). Es asi
como muchos organismos expuestos al sol han desarrollado mecanismos de proteccién
contra la radiacién solar, incluyendo la produccion de compuestos especializados como
por ejemplo los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs). Estos compuestos absorben
eficazmente la radiacion UV y han sido estudiados desde los afos 60, principalmente por
sus propiedades fotoprotectoras. Las micosporinas y los MAAs se encuentran en
diversidad de organismos, como hongos, cianobacterias, microalgas, dinoflagelados,
macroalgas (especialmente en Rhodophyta), liquenes y en animales como corales,
esponjas, crustaceos y peces (Bandaranayake, 1998)(Geraldes & Pinto, 2021). Hasta la
fecha, se han identificado y caracterizado aproximadamente 40 MAAs en algas, hongos y
cianobacterias (Mishra et al., 2022)(Zaytseva et al., 2021).

Los MAAs son compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (<400 Da) y cuentan con
altos coeficientes de absortividad molar (¢=12.400 y 58.800 M~*.cm™). Son solubles en
agua, incoloros y estables frente a la fotodegradacion y termodegradacién en condiciones
ambientales (Chrapusta et al., 2017)(Geraldes & Pinto, 2021)(La Barre et al., 2014). Se
han identificado dos tipos principales de MAAs: las aminociclohexenonas (conocidas como
oxo-micosporinas con maximos de absorcion en la region UVB);, y las
aminociclohexeniminas (conocidas como imino-micosporinas con maximos de absorcion
en la region UVA) (Whitehead & Vernet, 2000). Ambos tipos de MAAs poseen un
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sustituyente nitrogenado tipo enamina en la posicidn tres, un enolmetilado en la posicién
dos; y un hidroxilo y un metilenhidroxilo en la posicion cinco (Figura 3-1). Los derivados
de la aminociclohexenona contienen una cetona en la posicién uno, y un doble enlace en
las posiciones dos y tres, estando conjugada con un aminoacido en forma de enamina en
esta ultima posicion. Por su parte, los derivados de aminociclohexenimina también poseen
el derivado nitrogenado en forma de enamina en el tercer carbono, y adicionalmente,
contienen una imina en la posicién uno, usualmente por condensacién con un aminoacido
(Geraldes & Pinto, 2021). Las variaciones estructurales generan una gran cantidad de
derivados que incluyen grupos funcionales como ésteres sulfato o carbohidrato
(Bandaranayake, 1998)(Sun et al., 2020).

5
=
o)

NHR
Ho H
Estructura general de las Estructura general de las
oxo-micosporinas u oxo-MAAs imino-micosporinas u imino-MAAs
Absorcion Absorcién

R-UVB R-UVA

Figura 3-1 Estructura general de las oxo e imino-micosporinas.

Para los MAAs se han descrito una gran diversidad de actividades bioldgicas, incluyendo
efectos antioxidante, antiviral, antifungico, antibiético, anticancerigeno y antidiabético
(Ashkenazi et al., 2022)(de la Coba et al., 2019). Asimismo, sus roles bioldégicos van mas
alla de la fotoproteccion, pues abarcan funciones como la osmoregulacion, la eliminacion
de especies reactivas de oxigeno (efecto antioxidante), el almacenamiento de nitrégeno,
entre otros (Geraldes & Pinto, 2021). Es asi como entonces, los MAAs han ganado un
interés significativo a lo largo de los afios, dados su origen natural, capacidad de absorcion
de la RUV y otras propiedades relevantes para la industria cosmética (Saewan &
Jimtaisong, 2015). Estos atributos los posicionan como una opcién prometedora para la
fotoproteccién de la piel y la mitigaciéon de los efectos de la radiacién UV, ofreciendo una

solucién de origen natural que beneficie la salud de la piel.
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Ahora bien, para las macroalgas del orden Gigartinales, dentro del cual se encuentra el
género Hypnea, se consideran como altas productoras de MAAs aquellas que superan los
2,0 mg MAAs.g™" de peso seco de biomasa algal (DW). Los MAAs mas comunes en este
orden incluyen asterina-330, micosporina-glicina, palythina, palythinol, porphyra-334,
palythina, shinorina y usujireno (Sun et al., 2020). Por su parte, ya especificamente para
macroalgas del género Hypnea, se han reportado los siguientes MAAs: shinorina, asterina-
330, porphyra-334, palythina y micosporina-glicina (Sun et al.,, 2020). De otro lado, el
género Hypnea es reconocido como fuente de compuestos bioactivos (Elhady et al.,
2022)(Rozo et al., 2019), incluyendo polisacaridos como la carragenina (V. Brito et al.,
2016). De hecho, este polisacarido es altamente valorado en la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética debido a sus propiedades viscosantes y gelificantes (Zia et al.,
2017). En este contexto, Hypnea musciformis Lamouroux ha sido de gran interés a nivel
mundial por lo que ha sido cultivada de manera experimental en paises como por ejemplo
Israel (Ashkenazi et al., 2022), Bangladesh (Mohiuddin et al., 2023), Brasil (Pereira et al.,
2020) e incluso Colombia (Camacho & Montafa Fernandez, 2012). En Colombia, los
estudios de cultivo sobre esta especie se han centrado en la obtencion de biomasa y uno

ademas en la extraccion de carragenina (Camacho & Montafia Fernandez, 2012).

En Ameérica Latina los estudios sobre el contenido de MAAs en macroalgas rojas son
escasos. En Brasil, una investigacion reveld que ejemplares de Hypnea musciformis de la
subregién sur del Brasil contenian predominantemente shinorina como el MAA mas
abundante, mientras que aquellas de la subregién sureste y noreste mostraron prevalencia
de asterina-330 (Briani et al., 2018). Se han publicado dos articulos sobre MAAs en
macroalgas marinas colombianas, uno de ellos estd relacionado con muestras
recolectadas en el Océano Pacifico (Urrea-Victoria et al., 2023), y el otro cuenta con
resultados sobre muestras del Mar Caribe (Urrea-Victoria et al., 2025), incluyendo
macroalgas del género Hypnea. En este contexto, el objetivo del presente estudio consistié
en evaluar el contenido de MAAs en muestras de Hypnea spp. colectadas en varios sitios
del Caribe colombiano, asi como investigar el perfil de MAAs en muestras provenientes de

un cultivo semicerrado de Hypnea musciformis.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Recoleccion del material biolégico

Muestras silvestres de macroalgas del género Hypnea fueron colectadas en los
departamentos del Magdalena, La Guajira, San Andrés y Providencia (Figura 3-2 mas
adelante). Para ello, se realizé el desprendimiento manual y completo de los talos desde
su sustrato natural de crecimiento, evitando al maximo su maltrato. Los datos e identidad
de las muestras colectadas se resumen en la Tabla 3-1. Después de la recoleccion, las
muestras fueron limpiadas con agua de mar para eliminar arena y organismos epifitos, y
luego fueron preservadas mediante congelacion a -16°C. Posteriormente, fueron
transportadas a los laboratorios de Bogota, donde fueron secadas mediante liofilizacién.
Cabe mencionar que algunas muestras fueron secadas bajo el sol dadas las condiciones

de las zonas de colecta, por lo que esta nota se menciona en la Tabla 3-1.

Una porcién de las muestras colectadas fue reservada en hiumedo para su identificacion
por parte de la Ph.D. Brigitte Gavio y la Ph.D. Vanessa Urrea-Victoria, haciendo uso de los
caracteres morfolégicos y utilizando las descripciones proporcionadas en las guias (Littler
etal., 1989)y (Nauer et al., 2019). Los especimenes de referencia fueron depositados en
el Herbario JIWUKORI de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La
nomenclatura y la taxonomia de las algas siguen los lineamientos de la base de datos

AlgaeBase (Guiry & Guiry, n.d.).
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Tabla 3-1 Muestras silvestres de Hypnea spp. colectadas en el Caribe colombiano, y
analizadas mediante UHPLC-DAD y UHPLC-MS/MS.

Especie Cédigo Lugar de Mes de Anode Identificador/ Coddigo en el
(muestras) colecta colecta colecta colector Herbario
(Vaucher)
Wt-2809-22 2022 DV, JG-T, HB *
Wt-1109-R-22
(talos rojos)
9
Wt-1109-MX-22 Santa
(talos rojos y Marta,
Magdalena
verdes)
Wt-11-22 11 2022 DV, JG-T, HB *
Wt-0309-23 9 2023 DV, HB *
HP1411 2 11 2018 MP *
HP1505 ° 5 2019 MP *
HP0903 3 *
Hypnea
musciformis HPB1408 8 *
Lamouroux
Providencia
HPB0209 9 *
HP1209 9 *
HP0810 10 *
HJMM 2 Musichi, La 3 2021 MP, ML *
Guajira
HJM 2 Cabo de la 3 2021 MP, ML *
Vela, La
Guajira
Hypnea HJV @ Cabo de la 2 2021 MP, ML *
valentiae Vela, La
Montagne Guajira
Hypnea HJC @ Cabo de la 2 2021 MP, ML *
cervicornis Vela, La
Agardh Guajira
Hypnea HMS 2 Cabo de la 3 2021 MP, ML *
spinella Agardh Vela, La
Guajira
HJ1125 Riohacha, 7 2022 VU-V JIW00003432
Hypnea cf. La Guajira
caraibica

HJ1073 3 2022 VU-V JIW00003433
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Especie Cédigo Lugar de Mes de Anode Identificador/ Coddigo en el
(muestras) colecta colecta colecta colector Herbario
(Vaucher)
Nauer, Riohacha,
Cassano, & La Guajira
Oliveira
Hypnea sp.1 HJ1077 Riohacha, 3 2022 VU-V *
La Guajira
Hypnea cf. HJ1067 El Pajaro, 3 2022 VU-V *
musciformis La Guaijira
Hypnea sp.2 HJ1117 El Pajaro, 7 2022 VU-V *
La Guaijira
Hypnea sp.3 HJ1120 y HJ1121 El P3ajaro, 7 2022 VU-V *
La Guajira
Hypnea sp.4 HJ1126, HJ1128 y  Riohacha, 7 2022 VU-V *
HJ1131 La Guajira
Hypnea cf. HJ1111 San Andrés 7 2022 VU-V *
musciformis

Mes de colecta: Los primeros meses del afios (1-5) indica que es un periodo climatico de alta RUV, y la
segunda mitad del afio ( 6 a 12) es de baja RUV, de acuerdo a IDEAM-UPME 2017 (Benavides Ballesteros et
al., 2017).

(a). Muestra secada al sol y sin congelacion; (b). Dayan Vargas (DV), Helena Benavides (HB), Jessica
Gonzalez-Torres (JG-T), Mariana Luna (ML), Ménica Puyana (MP), Vanessa Urrea-Victoria (VU-V); *En
proceso para ser incluida en el herbario.

3.3.2 Cultivo semicerrado de Hypnea musciformis

El cultivo semicerrado de Hypnea musciformis se desarrolld6 en el Laboratorio de
Acuicultura de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (UJTL), sede Santa Marta, y bajo la
direccion de la profesora Ph.D. Gladys Rozo. El cultivo de Hypnea musciformis es el
trabajo de pregrado de la estudiante de biologia marina Dayan Lizeth Vargas, y conté
con la colaboracion intelectual y experimental de Maria Helena Benavides y de la
autora de la presente Tesis de Maestria Jessica Gonzalez Torres. La metodologia

general del cultivo se encuentra descrita en el capitulo 2 de la presente Tesis de Maestria.

La metodologia detallada se puede consultar en la Tesis de Pregrado: Cultivo
semicerrado de Hypnea musciformis (Rhodophyta): evaluacion de la tasa de
crecimiento - Dayan Lizeth Vargas (Vargas, 2025).
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Como nota aclaratoria, cabe mencionar que se llevaron a cabo dos cultivos de Hypnea
musciformis, el primero en el afio 2022 y el segundo en el afio 2023, con una duracion de
tres meses cada uno (septiembre a noviembre). Aunque se realizaron dos cultivos, en el
presente texto se podra mencionar de manera general como “el cultivo” o “un cultivo” para
referirse como tal al experimento, pero relacionandose de manera implicita ambos cultivos

alli.

3.3.3 Extraccién y analisis de los MAAs

Las metodologias de extraccién, identificacion y cuantificacion de MAAs fueron
desarrolladas en nuestro grupo de investigacion PNM, por la Ph.D e investigadora Postdoc
Vanessa Urrea-Victoria (Urrea-Victoria et al., 2025). Brevemente, se tomaron 5 mg de
biomasa algal seca y se adicioné 1mL de agua con buffer de &cido formico 0,25% y formiato
de amonio 20 mM. Luego, la mezcla se llevd a ultrasonido (Elmasonic Easy 30H, Elma)
tres veces durante 15 min cada ciclo. Después se centrifugé a 6000 rpm (HERMLE Z206A,
HERMLE), y el sobrenadante fue pasado por un filtro de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
de 0,22um, recolectandose el filtrado en un vial HPLC. Los extractos obtenidos fueron

reservados en el congelador a -18°C hasta su analisis.

Para el andlisis, estos extractos polares se inyectaron en un cromatégrafo UHPLC
Shimadzu Nexera X2 (Japén) acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD-SPD
M240), equipo que se encuentra en la Pontificia Universidad Javeriana. Se empled una
columna Synergi Hydro-RP 80A column (4pm, 150%x2.0 mm) con una pre-columna
SecurityGuard pre-column. Como fase movil se empled (A) agua con acido férmico al 0.25
% y formiato de amonio 20 mM, y (B) acetonitrilo. La corrida cromatografica se inicié en
modo isocratico al 100% de (A) durante 3 min, y luego se sigui6 un gradiente hasta alcanzar
el 95% de (A) en 4 min. Inmediatamente se continuo el gradiente desde el 95% de (A)
hasta el 50%, en 1 min. Finalmente, en 3 min se llevd el sistema nuevamente hasta el
100% (A) y se equilibré durante 7 min en esta composicion, con el fin de iniciar la inyeccion
y el andlisis de la siguiente muestra. Asi, el tiempo de analisis total fue de 15 minutos para
cada muestra. El volumen de inyeccion de cada una fue de 5 pL y su analisis se hizo a un
flujo de 0,3 mL/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C y las longitudes de

onda de deteccion fueron 310 nm, 320 nm, 330 nm y 360 nm.
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3.3.4 Identificacion de los MAAs

La metodologia de separaciéon cromatografica fue la misma anteriormente reportada en la

seccion de extraccion y analisis de MAAs (seccién 3.3.3).

La identificacién de los MAAs se realizé utilizando tres parametros: el espectro UV, el
espectro MS/MS, y el tiempo de retencion de cada pico cromatografico. Estos datos fueron
comparados con extractos referencia in-house de shinorina, asterina-330, palythina
(porcentaje de pureza del 80%), y con un estandar igualmente in-house de porphyra-334
(pureza del 90%), todos aislados en el grupo de investigacion y por la Ph.D. Vanessa
Urrea-Victoria. Los espectros de masas se obtuvieron utilizando un UHPLC Shimadzu
Nexera X2 (Japén) acoplado a un detector qTOF-MS, equipo de la Pontificia Universidad
Javeriana. El espectrometro de masas (MS) operé en modo ion positivo, con una
temperatura del gas nitrégeno ajustada a 350°C y una velocidad de flujo de 10 mL.min™".
La presion del nebulizador se fijé a 45 psi, mientras que la temperatura del sheath gas fue
de 300 °C con un flujo de 12 mL.min"". El voltaje del capilar fue de 3500 V, mientras el
voltaje de nozzle fue de 500 V. El analisis de los MAAs se realizé en modo MRM (monitoreo
multiple de reaccién, del inglés Multiple Reaction Monitoring) para los MAAs de interés, y
se complementdé con un analisis full scan (modo DIA, del inglés Data Independent

Acquisition) para asi verificar la presencia de otros posibles MAAs.

3.3.5 Cuantificacion de los MAAs

La cuantificacién se realizé siguiendo el método reportado por Urrea-Victoria (Urrea-
Victoria et al., 2025), que habia sido validado de acuerdo con los lineamientos del Consejo

Internacional de Armonizacion (/ICH 2015, por sus siglas en inglés) (Singh, 2015).

Cabe mencionar que para seleccionar las muestras que se llevarian al proceso de
cuantificacion, se verificd primero el perfil cromatografico de estos extractos en el equipo
UHPLC Thermo Scientific™Dionex UltiMate™ 3000 (USA) acoplado a un detector de
arreglo de diodos (DAD), de la Universidad Nacional de Colombia. Para ello se usé la
misma columna, fases méviles y condiciones de analisis cromatografico, mencionados en

la seccidn 3.3.3 de extraccion y analisis de MAAs.
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Para la cuantificacion de Porphyra-334 (P-334) se utilizo la curva de calibracion Y = 33276x
+ 13308 (R? = 0,9995; LOQ: 0,1460 pg.mL™"; LOD: 0,0438 pg.mL™") (Urrea-Victoria et al.,
2025). Los resultados especificos a este MAA se expresaron como miligramos relativos a
P-334, por gramo de peso seco (DW) de alga, es decir, mg P-334.g" DW. Como control

se empled una solucién estandar de phorphyra-334.

Las concentraciones de los otros MAAs, shinorina, palythina y asterina-330 se calcularon
de la siguiente manera. Los datos de las areas bajo la curva obtenidos para los picos de
shinorina, palythina y asterina-330 se corrigieron como se indica a continuacion, y el dato
corregido se interpol6 en la curva de calibracion relativa a P-334. Asi, la correccion del
area se hizo teniendo en cuenta los coeficientes de extincion molar (¢) reportados en la
literatura a su longitud de onda de maxima absorcion. Estos valores (€) son: shinorina (332
nm) = 44,668 M~'.cm™, palythina (320 nm) = 36,200 M~*.cm™ y asterina-330 (330 nm) =
43,800 M~*.cm™, mientras el de porphyra-334 (334 nm) es de 42,300 M~".cm™. El area de
cada pico fue entonces multiplicada por el € de porphyra-334, y dividido por el € del MAA

que se queria cuantificar.

Finalmente, la concentracion total de MAAs se obtuvo al realizar la sumatoria de los valores
obtenidos para cada MAA, y se expres6 como mgMAAs.g™' DW. Es importante resaltar
nuevamente, que la cuantificacion de porphyra-334 es relativa a su propio estandar,
mientras que la de shinorina, palythina y asterina-330, es relativa tanto al estandar P-334,

como a sus propios coeficientes de extincién molar reportados en la literatura.

3.4 Resultados

3.4.1 Perfil de los MAAs en muestras silvestres de Hypnea spp.
colectadas en el Caribe colombiano

Entre las especies de Hypnea, la mas comunmente encontrada en las regiones del Caribe
colombiano exploradas en este estudio (Santa Marta, Providencia, La Guajira y San
Andrés) fue H. musciformis, lo que coincide con su extensa distribucién global (Yokoya et
al., 2020). Ademas, en La Guajira se colectaron muestras de Hypnea valentiae Montagne,
Hypnea cervicornis Agardh, Hypnea spinella J. Agardh, e Hypnea cf. caraibica Nauer,
Cassano & Oliveira, junto con cuatro muestras adicionales cuya identidad taxonémica se

encuentra en proceso de determinacién. Estas muestras no identificadas al parecer no
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corresponden con las especies mencionadas anteriormente, ni parecen ser iguales entre
ellas. Por lo que en la presente investigacidon se trataran como especies diferentes y se
denominaran Hypnea sp.1, Hypnea sp.2, Hypnea sp.3 e Hypnea sp.4. En la Figura 3-2.
se indican los lugares de colecta, asi como la distribucién a nivel mundial de especies del

geénero Hypnea.

a). b).
sananaes . | [Providencia @ Image of © OpenStreetMap contributors, © OpenMapTiles, GBIF.
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Figura 3-2 a). Sitios de recoleccion de las muestras silvestres de Hypnea spp. a lo largo
de la costa Caribe colombiana. Estos fueron cuidadosamente seleccionados en funcion
de su diversidad ecolégica y la riqueza de sus ecosistemas marinos. b). Ubicacion
geografica de Colombia y la distribucién global de Hypnea spp. segun lo registrado en el
Global Biodiversity Information Facility (GBIF). Imagen de © OpenStreetMap contributors,
© OpenMapTiles, GBIF.

Las muestras recolectadas fueron entonces analizadas para determinar el contenido de
MAAs mediante UHPLC-DAD y UHPLC-MS/MS. Los resultados mostraron que la mayoria
de las muestras contenian un MAA predominante (shinorina) y tres MAAs en menor
proporcion (palythina, asterina-330 y porphyra-334), incluyendo el poco comun MAA,
micosporina glicina-acido glutamico (MGA-Gly) (Figura 3-3), que sélo fue detectado en
algunas muestras de Hypnea musciformis, 1o que hace de este hallazgo algo bastante
importante de resaltar. La identificacion de estos MAAs se logré mediante comparaciones

de los tiempos de retencién con las muestras referencia ya conocidas en el laboratorio, los
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maximos de absorcién UV vy los datos espectrales MS/MS. Los datos anteriores fueron

resumidos en la Tabla 3-2, en la que se incluyen los datos de MS/MS de la literatura.

j)\/_J)I\j[OMe COOH

HO~ p . N~ cooH NIJ\O;\COOH
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Asterina-330 = MGA-Gly
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COOH

N

i' OMe
27N
HO'HO u COOH

m Shinorina

Figura 3-3 Distribucion y prevalencia de los MAAs identificados en muestras de
Hypnea spp. colectadas en el Caribe colombiano.
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Tabla 3-2 MAAs identificados en las muestras de Hypnea spp del Caribe colombiano.

MAAs

Shinorina

Palythina

Asterina-330

Porphyra-334

Micosporina
glicina-acido
glutamico

tr (min)

1,59

1,90

2,26

2,77

4,24

tr (min)

334 nm

320 nm

330 nm

334 nm

330 nm

[M+H]* (valor
calculado;
error en

ppm)

333,1267
(333,1298;
9,3 ppm)

245,1130
(245,1137;
2,8 ppm)

289,1386
(289,1400;
4,8 ppm)

3471444
(347,1454;
3,8 ppm)

375,0970
(375,1404;
115 ppm)

MS/MS
(Geraldes et al.,
2019)(Cardozo et
al., 2011)(GNPS:
Global Natural
Products Social
Molecular
Networking, n.d.-
a)(GNPS: Global
Natural Products
Social Molecular
Networking, n.d.-b)

137; 182; 186; 187;
197; 211; 230; 255;
265; 300

137; 150; 186

186; 230; 274

137; 168; 186; 227,
244; 288; 303

118; 176; 192; 228;
258; 331

Especies donde se
identifico

Hypnea musciformis
Hypnea valentiae
Hypnea cf. caraibica
Hypnea sp.1
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3
Hypnea sp.4

Hypnea musciformis
Hypnea cf. caraibica
Hypnea sp.1
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3
Hypnea sp.4

Hypnea musciformis
Hypnea cf. caraibica
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3
Hypnea sp.4

Hypnea musciformis
Hypnea valentiae
Hypnea cf. caraibica
Hypnea sp.1
Hypnea sp.2
Hypnea sp.3
Hypnea sp.4

Hypnea musciformis

Ahora bien, cabe destacar que no se detectaron MAAs en las muestras de Hypnea

cervicornis e Hypnea spinella, mientras que para Hypnea valentiae, aunque si se detectd

shinorina, su concentracion fue demasiado baja para ser cuantificada. Por el contrario, y
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de manera interesante, una de las muestras de Hypnea sp.3 de La Guajira, mostré dos
MAAs con abundancias similares: shinorina y porphyra-334 (Figura 3-4b y Tabla 3-3), lo

cual es diferente a la tendencia encontrada en todas las demas muestras analizadas.

La cuantificacién de los MAAs se realiz6 para las muestras que contenian una cantidad de
MAAs superior al limite de cuantificacion del método. Es decir, para las muestras de
Hypnea musciformis e Hypnea cf. caraibica, y para Hypnea sp.1 a Hypnea sp.4 (Tabla 3-
3 y Figura 3-4). Asi, el contenido total de MAAs en Hypnea cf. caraibica oscilé entre 3,27
y 4,60 mg MAAs.g™", mientras que para las otras muestras se encontraron las siguientes
concentraciones: Hypnea sp.1 (3,03 mg MAAs.g™" DW), Hypnea sp.2 (2,85 mg MAAs.g™’
DW), Hypnea sp.3 (entre 0,85y 2,54 mg MAAs.g™" DW) e Hypnea sp.4 (entre 1,04 y 3,26
mg MAAs.g™' DW). Segun Sun et al. (2020), las especies dentro del orden Gigartinales se
clasifican como altas productoras de MAAs, con valores reportados que van desde los 2,0
mg MAAs.g™" DW a los 20,0 mg MAAs.g™* DW (Sun et al.,, 2020). En la Tabla 3-3 se
encuentran los datos de cuantificacion de MAAs en muestras silvestres de Hypnea spp.
colectadas en el Caribe colombiano, y en donde el mapa de calor se basa en el criterio

mencionado anteriormente, segun Sun et al. (2020).
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Tabla 3-3 Cuantificacion de MAAs en muestras silvestres de Hypnea spp. colectadas en el Caribe colombiano. El mapa de calor da

una nocion sobre el contenido individual de cada MAA y del contenido total.

Especie

Hypnea musciformis

Hypnea cf. musciformis
Hypnea cf. musciformis
Hypnea valentiae
Hypnea cervicornis
Hypnea spinella

Hypnea cf. caraibica

Hypnea sp.1
Hypnea sp.2

Hypnea sp.3

Hypnea sp.4

Zona de colecta

Santa Marta, Magdalena

Providencia

Musichi, La Guajira

Cabo de la Vela, La Guajira
San Andrés

El Pajaro, La Guajira

Cabo de la Vela, La Guajira
Cabo de la Vela, La Guajira
Cabo de la Vela, La Guajira

Riohacha, La Guajira

Riohacha, La Guajira
El Pajaro, La Guajira

El Pajaro, La Guajira

Riohacha, La Guajira

Ano de

2022
2022
2022
2023

2019

2021
2021
2022
2021
2021
2021
2021

2022

2022
2022

2022

2022

Shinorina

1,46
1,92
1,75
6,22

*%
*%

*%

*

0,15
0,40

*%

*

*

4,48
3,01
2,94
2,58
0,34
1,97
3,16
0,91
2,31

Palythina

*%
*
*

*%

*%

*%
*

*

0,03
0,11

*

*

*

0,01
0,13
0,02
0,04
0,10
0,11
0,01
0,05
0,01

Asterina-
330

*%
*%
*%
*%

*%

0,02
0,03
0,01
0,03
0,04
0,05
0,02
0,01
0,01

Porphyra-
334

*%
*
*
*

*%

0,08
0,68

*

*

*

0,09
0,10
0,06
0,20
0,37
0,42
0,07
0,07
0,04

MGA-Gly Total MAAs
colecta (mg.g”' DW) (mg.g' DW) (mg.g" DW) (mg.g" DW) (mg.g-' (mg.g”' DW)
DW)

*%

*

*

*

*

*

1,46
1,92
1,75
6,22

*%
*%

*k

*

0,26
1,27

*%

*

*

4,60
3,27
3,03
2,85
0,85
2,54
3,26
1,04
2,36

Maximo
Alto
Bajo

El mapa de calor se realizé en base al criterio de (Sun et al., 2020), en el que un contenido total igual o mayor a 2,0 mg MAAs.g"' DW indica una concentracion

alta de MAAs. * No detectado, indica que los MAAs no fueron detectados debido a que se encontraron por debajo del limite de deteccion.

** "Trazas" se refiere a la deteccion de un MAA especifico, pero que no pudo ser cuantificado ya que se encontré por debajo del limite de cuantificacion.

6,22 mg.g"' DW
z2,00 mg.g' DW
< 2,00 mg.g* DW
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Concentracion de MAAs en muestras de Hypnea musciformis e
Hypnea cf. musciformis

m Shinorina = Palythina Asterina-330 = Porphyra-334 = Micosporina-glicina-acido glutamico
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Figura 3-4 Concentracion de MAAs en muestras de a). Hypnea musciformis e Hypnea cf.

musciformis b). Hypnea spp. de La Guajira.
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Las muestras de Hypnea musciformis e Hypnea cf. musciformis recolectadas en Colombia,
exhibieron niveles bajos de MAAs (0,26 y 1,92 mg MAAs.g™" DW) (Figura 3-4a) vy, lo cual
es relativamente bajo para las especies del orden Gigartinales (Sun et al., 2020). Por su
parte, para la muestra de la Guajira de H. musciformis colectada en Musichi, se presento
deteccion en el orden de las trazas, mientras que para la colectada en Cabo de la Vela, no
hubo deteccion de MAAs. Sin embargo, una excepcién bastante destacada fue la muestra
de Hypnea musciformis Wt-0903-23 de Santa Marta (2023), que registré el contenido total
de MAAs mas alto de la presente investigacion (6,22 mg MAAs-g™* DW) (Tabla 3-3 y Figura
3-4). De hecho, esta muestra fue posteriormente seleccionada para el cultivo del afio 2023

(ver mas adelante), dado su alto contenido.

Respecto a las muestras secadas al sol y almacenadas sin refrigeracion, como lo fueron
algunas de La Guajira, asi como las muestras de H. musciformis de Providencia
cosechadas de un cultivo a mar abierto del afio 2019, se obtuvo de manera interesante la
deteccién de MAAs, a pesar de su prolongado tiempo de almacenamiento y de la forma de

secado.

3.4.2 Perfil de los MAAs en muestras de Hypnea musciformis
cosechadas del cultivo semicerrado

La recoleccion de Hypnea musciformis se llevd a cabo en la ensenada de Pozos Colorados,
Santa Marta, en un entorno rocoso con condiciones favorables para su crecimiento. Se
realizaron colectas en los afios 2022 y 2023, transportando los talos al laboratorio de
acuicultura marina de la Universidad Jorge Tadeo Lozano en condiciones controladas. El
laboratorio fue acondicionado con canaletas de 200L con sistemas de filtracion, aireacion y
luz regulada para el cultivo de las algas, utilizando diferentes concentraciones de nitrato de
sodio en un medio enriquecido modificado von-Stosch (ME). Se implementaron protocolos
de aclimatacioén (para las muestras a sembrar) y limpieza general del sistema de cultivo,
manteniendo los talos en condiciones estables de temperatura, salinidad y pH. Se
establecieron dos tipos de sustratos para su fijaciéon (malla y coral) y se realizaron cosechas
parciales y completas durante tres meses para evaluar su crecimiento y biomasa. Para

ampliacion del cultivo ver el capitulo 2.

Para el primer cultivo se realizaron dos cosechas parciales y tres cosechas completas;

mientras que para el segundo cultivo se realizaron dos cosechas completas, la primera a
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los 23 y 33 dias, y la segunda a los 32 dias. A pesar de implementar los controles
establecidos de filtracion del agua que abastecia a las canaletas o ensayos del cultivo, se
observé una contaminacion del sistema con diatomeas y otras macroalgas verdes, para los
cultivos del afio 2022 y 2023, respectivamente. Dicha contaminacion se hizo evidente
después de las dos primeras semanas del cultivo del afio 2022 y a la tercera para el cultivo
2023 (capitulo 2). Debido a esto, las muestras analizadas fueron aquellas de la cosecha
parcial 1 para el cultivo 2022 y la cosecha completa 1, para el cultivo 2023. Previamente,
todas las muestras de cada canaleta o ensayo fueron juntadas, mezcladas y divididas en

tres porciones (réplicas) y posteriormente liofilizadas.

En cuanto al perfilado de MAAs en las muestras cosechadas, no se identificaron MAAs
adicionales respecto a los obtenidos en las muestras silvestres de origen, asi como en sus
muestras contraparte de aclimatacién. En efecto, se identificd shinorina para las muestras
de origen y aclimatacién del cultivo 2022, y shinorina y palythina en las muestras de origen
y aclimatacion del cultivo 2023. De hecho, se observd una disminucion progresiva en la
abundancia de los MAAs a lo largo del tiempo para las muestras cosechadas en ambos
cultivos de 2022 y 2023, y en comparacion con sus respectivas muestras de origen
(silvestres) y de aclimatacion (Tabla 3-4). Asi, los niveles de MAAs se redujeron a niveles
traza, a pesar de que, por ejemplo, el cultivo de 2023 comenzé con un alga que se podria
denominar como “hiperproductora de MAAs” (muestra Wt-0903-23). Ademas, en este caso,
palythina se dejo de detectar. Por otra parte, con relacién a los sustratos probados,
igualmente se detectd la presencia de shinorina en el orden de las trazas, y no se
encontraron mejores resultados para el sustrato coral (SC), pese a lo obtenido en la tasa
diaria de crecimiento (TDC) y al excelente estado cualitativo de los talos, durante la cosecha

parcial 1 de 2022 (capitulo 2).
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Tabla 3-4 Cuantificacion de MAAs en muestras de Hypnea musciformis cosechadas de
los cultivos en laboratorio 2022 y 2023 (sistema semicerrado).

Primer ensayo (afio 2022) con luz blanca y variaciéon en la concentracién de nitrato

MAAs (mg.g™' DW)

Tipo de shinorina palythina asterina-330 porphyra-334 Total

muestra Lo UVAmx=  UVAmo=  UVAma=330 UV Amax= 334 MAAs
333 nm 320 nm nm nm (mg.g™
DW)
Muestra Wt-2809-22 1,48 0,00 0,01 0,00 1,49
silvestre
Muestra A-Wt-2809-22 1,43 0,00 0,01 0,00 1,44
aclimatada
Ensayos a
OmM, 5mM, En todos los casos solo se detectaron trazas de los MAAs
15mM, 25mM
Cosecha parcial 1
Muestras de
cultivo Ensayos a
OmM, 5mM, En todos los casos sélo se detectaron trazas de los MAAs
15mM, 25mM

Cosecha completa 1

Segundo ensayo (afo 2023) con luz blanca y azul/blanca y variacién en la concentracion de nitrato

MAAs (mg.g™' DW)
Tipo de shinorina  palythina asterina-330 porphyra-334  Total MAAs
muestra Muestra UV Amax= UV Amax= UV Amax= 330 UV Amax= 334 nm (mg,g'1 DW)
333 nm 320 nm nm

Muestra Wt-0309-23 4,96 0,07 0,06 0,00 5,09

silvestre

Muestra A-Wt-0309-23-R1 1,78 0,04 0,02 0,00 1,84
aclimatada

A-Wt-0309-23-R2 4,37 0,09 0,00 0,00 4,46
Ensayos a

Muestras de  5mM, 15mM, y con

cultivo luz blanca En algunos casos solo se detectaron trazas de los MAAs

5mM, 15mM, y con
luz azul y luz blanca

Cosecha completa 1
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3.5 Discusion

Colombia cuenta con una gran diversidad de organismos marinos, sin embargo, sus
macroalgas marinas, y especialmente las macroalgas rojas, han sido poco estudiadas
(Bautista et al., 2022). De esta manera, este capitulo tiene como objetivo resaltar el papel
de las macroalgas rojas del género Hypnea, como una fuente potencial de compuestos

bioactivos.

Hypnea es un género de macroalgas que pertenece al orden Gigartinales. Este género esta
ampliamente distribuido a nivel mundial en regiones templadas, tropicales y subtropicales,
teniendo para el afio 2020, 61 especies aceptadas (Yokoya et al., 2020). EI Océano
Atlantico alberga el mayor niumero de especies reportadas, seguido por los Océanos
Pacifico e indico. De hecho, la especie con la mayor distribucién geogréafica es Hypnea
musciformis, pues ha sido reportada en los tres océanos mencionados anteriormente y en
70 paises (Yokoya et al., 2020) (Figura 3-2). Para el caso particular de Colombia, se ha
reportado la presencia de especies como Hypnea musciformis, Hypnea cervicornis, Hypnea
spinella e Hypnea cornuta, en Santa Marta y Cartagena (Schnetter & Schnetter, 1967).
Ademas, también se ha reportado la especie Hypnea valentiae (Rincén Diaz & Gavio,
2020).

Dentro del orden Gigartinales, los MAAs mas comunmente encontrados son: asterina-330,
micosporina-glicina, palytheno, palythinol, porphyra-334, palythina, shinorina y usujireno,
sin implicar su orden de mencién ninguna relacién en prevalencia o abundancia. Aun asi,
shinorina es el MAA reportado en mayor numero de especies pertenecientes a este orden
(Sun et al., 2020). Para nuestro caso particular, fue shinorina el MAA prevalente en todas
las especies de Hypnea analizadas, incluso en aquellas especies de Hypnea pendientes
por identificar (Hypnea sp.1 a Hypnea sp. 4). Ademas, se observo la presencia de otros
MAAs en menor abundancia con relacion a shinorina, incluyendo palythina, asterina-330 y
porphyra-334. Al mismo tiempo, es importante resaltar que el muy poco comun MAA
denominado micosporina glicina-acido glutamico (MGA-Gly), fue detectado exclusivamente
en ciertas muestras de Hypnea musciformis. En la literatura, hay reportes donde otros MAAs
son los mas abundantes, como el palythinol y la asterina-330, para especies de Hypnea
musciformis cultivada en IMTA (cultivo multitréfico) (Ashkenazi et al.,, 2022) y silvestres

(Briani et al., 2018), respectivamente.
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La concentracion de shinorina y de los MAAs en general encontrada en las muestras de
Hypnea spp. del Caribe colombiano, es mas baja que la reportada para Gracilaria spp. (que
puede alcanzar hasta 8,98 mg.g™ DW) o Bryocladia spp. (que puede alcanzar hasta 10,39
mg.g~' DW), muestras de macroalgas también encontradas en Colombia (Urrea-Victoria et
al., 2023)(Urrea-Victoria et al., 2025). Incluso, este valor es aun mas bajo que el observado
en especies altamente cultivadas a nivel mundial como Pyropia dentata (que puede
alcanzar hasta 31,28 mg.g™" DW) (Kim et al., 2021). Sin embargo, esta comparacion se
debe realizar con cuidado, ya que estas macroalgas pertenecen a otros 6rdenes diferentes.
Por su parte, shinorina tiene un gran potencial para la industria cosmética debido a sus
buena propiedades antioxidantes y antiinflamatorias después de la exposicién a radiacion
UV, ya previamente reportadas. Asimismo, es uno de los MAAs que componen los extractos
de Porphyra umbilicalis, utilizados en formulaciones comerciales de fotoprotectores solares
como Helionori® y Helioguard®. Estos demostraron en ensayos in vivo la reduccién de
dafios en el ADN causados por la radiacion UV-A y proporcionaron beneficios
antienvejecimiento, actividad antioxidante, inhibicion de la actividad de la enzima

colagenasa y la proteccion de lipidos celulares (Chrapusta et al., 2017).

Un estudio realizado en el Brasil por Briani et al (2018) reporté la concentracion de MAAs
en la especie Hypnea musciformis colectada en cuatro diferentes subregiones de ese pais.
La subregion noreste, la mas similar a las condiciones colombianas, mostré el contenido
mas bajo de MAAs (0,2 mg.g™* DW), siendo la asterina-330 el MAA predominante. Se
registraron concentraciones mas altas en las subregiones sureste (0,9 mg.g™" DW
predominando la asterina-330) y sur (2,5 mg.g™' DW, con predominio de shinorina), este
ultimo valor lo atribuyeron a una mayor surgencia de aguas marinas en esa zona (Briani et
al., 2018). Las muestras colombianas exhibieron de forma general niveles mas altos de
MAAs que las de la subregién noreste de Brasil, y fueron cualitativa y cuantitativamente
mas parecidas a las de la subregién sur. Aun asi, los resultados obtenidos para la muestra
Wt-0903-23 de Santa Marta, supera en gran medida los resultados de este estudio hecho

en Brasil.

Por otro lado, Hypnea musciformis ha sido cultivada globalmente debido a su importancia
como fuente de polisacaridos (Mohiuddin et al., 2023)(Cosenza et al., 2014). En Colombia
especificamente, se han reportado dos ensayos de cultivo a mar abierto de esta macroalga:

uno en La Guajira (Delgadillo Garzén & Newmark, 2008) y otro en el Magdalena (Camacho
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& Montana Fernandez, 2012). Estos estudios se centraron principalmente en evaluar la
viabilidad de los cultivos, siendo el ultimo también un estudio sobre la produccién de
carragenina. Actualmente se esta desarrollando también un cultivo piloto a mar abierto de
Hypnea caraibica en la Isla de Providencia (Posada et al., 2024). En relacién con los
sistemas de cultivo en mar abierto, estos se consideran rentables ya que utilizan recursos
dados por la naturaleza, como la luz solar y el agua marina, que trae consigo misma y en
disolucion, los nutrientes y sal necesarios. Sin embargo, estos sistemas son muy
vulnerables a factores ambientales como el viento, las olas, la marea, entre otros. Ademas,
la produccién de biomasa suele verse afectada por la presencia de organismos epifitos,
como flora y fauna, que se depositan sobre las macroalgas de interés, o las consumen,
reduciendo de esta forma el rendimiento neto en las cosechas (Arias-Echeverri et al., 2022).
En contraste, los cultivos en laboratorio ofrecen un mayor control sobre estas condiciones,
pero requieren una inversidén considerable en infraestructura y adicién de nutrientes, por
ejemplo. No obstante, este no fue el caso del cultivo en esta tesis, donde se observo la
presencia de epifitos, pese a los precauciones utilizadas. En Colombia, sélo se encuentra
un reporte de un cultivo de un alga marina en laboratorio (Arias-Echeverri et al., 2022),
especificamente para la especie Caulerpa sertularioides. Sin embargo, el crecimiento de C.
sertularioides se realizd especificamente en una camara climatica, evaluando el impacto en

el crecimiento de la salinidad (Mosquera-Murillo & Pena-Salamanca, 2016).

El sistema de cultivo llevado a cabo en la Tesis (Vargas, 2025) y en la presente, es la
primera implementacién en Colombia de un sistema de cultivo semicerrado de una
macroalga en el laboratorio, asi como de la especie Hypnea musciformis. Aqui se busco
evaluar la viabilidad del cultivo y el impacto de las condiciones probadas en el cultivo en el

perfil metabdlico y quimico de esta especie.

Los resultados mostraron que esta macroalga puede sobrevivir en el sistema bajo las
condiciones definidas en el experimento, a un corto plazo de tiempo y con excelentes
resultados en el crecimiento. Sin embargo, las muestras cultivadas en este sistema
mostraron una disminucién del contenido total de MAAs respecto a las muestras silvestres
que le dieron origen al cultivo. Esta tendencia es consistente con los hallazgos de Figueroa
(2012), quien reporté una reduccion similar en la produccion de MAAs a lo largo del tiempo,
tanto en cultivos indoor y outdoor de Hydropuntia corneata (Rhodophyta) (Figueroa et al.,

2012). Estudios previos han indicado que la produccién de MAAs depende de la
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disponibilidad de nitrégeno, la incidencia de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), la
radiacion UV y otra diversidad de factores que hacen de este proceso algo flexible y no tan
sencillo o simple de establecer (Karsten et al., 1998). De esta forma, la intensidad de luz
efectiva en el sistema de cultivo desarrollado pudo ser menor de lo esperado, debido a la
presencia de objetos y sucesos que posiblemente impidieron una recepcién adecuada de
dicha luz por parte de las macroalgas sembradas. Estos objetos y sucesos en mencién
fueron: las cuerdas madre, canastillas y mallas de polipropileno utilizadas, asimismo, el
burbujeo excesivo del agua y la formacion de un precipitado causado por la adiciéon del
medio enriquecido von Stosch modificado (ME) que con el tiempo, alcanzé a depositarse
sobre las muestras. También, la contaminacion con otros organismos pudo llevar a una
menor disponibilidad de nutrientes para las macroalgas de interés, especialmente de
nitrégeno. De igual forma, como el cultivo se realizé bajo luz artificial en el laboratorio, no
hubo un estimulo u exposicién a la radiaciéon UV, lo cual implicaria probablemente la no
necesidad de mantener o producir estos compuestos. Este hallazgo es congruente con el
estudio realizado por Briani et al. (Briani et al., 2018) a lo largo de la costa brasilefia, donde
se menciona que la radiacion UV fue el principal factor que afecté la concentracion de

MAAs, superando otros factores como la disponibilidad de nutrientes y el pH del agua.

Finalmente y de manera adicional, el hecho de haber detectado MAAs en aquellas muestras
de Providencia y La Guajira, que fueron secadas al sol y almacenadas por un largo periodo
de tiempo, resalta la alta estabilidad de los MAAs (Geraldes & Pinto, 2021). Asi bien, esto
destaca el potencial que también podria tener el aprovechamiento de las muestras algales

provenientes de drift (arribazén), como otra posible fuente de MAAs.

3.6 Conclusiones y recomendaciones

El estudio de los MAAs en especies de Hypnea del Caribe colombiano, resalta su potencial
como fuente de estos compuestos fotoprotectores y que son de interés para la industria
cosmética. Aunque las concentraciones son mas bajas que en otras macroalgas
comerciales, la presencia y diversidad de MAAs en condiciones naturales muestra que este

recurso podria ser aprovechado.

En cuanto a los resultados del cultivo del Hypnea musciformis estos muestran que hay
algun potencial del cultivo de especies algales en condiciones de laboratorio como fuente

de carrageninas pero no de MAAs; y puntualizan la necesidad de un control exhaustivo de
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las condiciones del sistema de cultivo, para asi mejorar la produccion de biomasa y de
aquellos compuestos de interés. El avance hacia una produccion sostenible de compuestos
bioactivos con aplicaciones comerciales a partir del cultivo de macroalgas rojas exige un

gran conocimiento en sus condiciones de cultivo, y el camino hasta ahora se esta iniciando.
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4.1 Resumen

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, y se constituye como una primera
barrera de proteccion frente a las condiciones ambientales y microorganismos. Asegurar la
salud en la estructura de la piel, como por ejemplo el nivel de hidratacion, asegura a su vez
su correcto funcionamiento. Por su parte, la carragenina es un polisacarido obtenido de
algunas macroalgas marinas rojas, y es muy util a nivel industrial dadas sus propiedades
fisicoquimicas. La carragenina tipo kappa tiene la capacidad de formar geles, por lo que a
partir de esta carragenina extraida del alga Hypnea musciformis, se realiz6 el disefio de un
prototipo de mascarilla facial tipo hidrogel (hidrogel sheet mask). Dada la capacidad de
retencidon de agua de este ficocoloide, se busco darle al prototipo generado el atributo de
hidratante. La formulacion de la mascarilla facial contempld el uso de otros ingredientes
potencializadores de este atributo, como lo es el hialuronato de sodio (HS) y el glicerol, sin
embargo, el uso final de este ultimo se tuvo que descartar dada la generacion de geles con

sinéresis. La formulacion final de la mascarilla facial consistié en k-carragenina 3,5%, HS
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0,5% y fenoxietanol (conservante) 0,5%. La eficacia cosmética (actividad hidratante) del
prototipo disefiado se evalud en voluntarios de 20 a 40 afios mediante corneometria. Los
resultados mostraron una posible mejora en la hidratacion de la piel y en la perdida de agua
transepidermal en voluntarios de 35 a 40 afos, lo que se debe evaluar en posteriores
estudios. El prototipo de la mascarilla facial disefiada tuvo una muy buena aceptacion en

una prueba sensorial realizada a los mismos voluntarios.

Palabras clave: Hidratacion, corneometria, pérdida de agua transepidermal, tewameter,

eficacia cosmética.

4.2 Introduccion

La piel es una barrera protectora y defensiva del cuerpo frente a cualquier agresor o
condicién externa, ayudando ademas a evitar la pérdida excesiva de agua. En este sentido,
el estrato corneo, que es la capa mas superficial de la piel, tiene la importante funcién de
atrapar y retener moléculas de agua que provienen tanto de tejidos mas profundos, como
de la atmésfera. La hidratacion de la piel que se da en el estrato corneo esta relacionada
con la presencia del factor natural de hidratacién (componentes higroscopicos), asi como
de lipidos intercelulares que disminuyen la perdida de agua transepidérmica. Otros
reguladores fisioldgicos igualmente relacionados son, el &acido hialurénico (AH),
acuaporinas y proteinas transportadoras de agua, vesiculas lamelares y la unién corneo
epidérmica. Mantener la hidratacién de la piel es esencial para preservar su funciéon de
barrera y favorecer el funcionamiento normal de las actividades enzimaticas y celulares que
se dan alli, sin embargo, diferentes factores pueden afectar el equilibrio de la humedad de
la piel. De forma general, existen dos formas o mecanismos para mejorar el estado de la
hidratacién de la piel mediante el uso de formulaciones, como lo son la humectacion y la
hidratacién. La humectacion se da a través de la formacién de una pelicula oclusiva de
ciertas sustancias en la superficie de la piel, para asi controlar la velocidad de evaporacién
de agua. Por su parte, la hidratacion utiliza y transporta sustancias higroscépicas al sustrato
corneo, de tal manera que ayuden a capturar y retener moléculas de agua (Kim et al.,
2018).

El uso de las mascarillas faciales se ha dado en las mujeres desde la antigliedad, al
aplicarse en el rostro sustancias naturales como arcillas, tierras, etc, y a las que ademas se

les atribuia poderes curativos (Wilkinson & Moore, 1990), de limpieza, hidratacion y
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revitalizacion para la piel (Saeed & Yang, 2025). En los ultimos afos, las mascarillas faciales
se han convertido en un sector muy importante de la industria cosmética, dado el auge del
cuidado de la piel y las rutinas de skincare. Estas mascarillas ofrecen soluciones a
determinadas condiciones de la piel, como resequedad, apariencia grasa, presencia de
puntos negros, etc, ofreciendo ademas una experiencia a los consumidores durante su
aplicacion (Saeed & Yang, 2025). De manera general, una mascarilla facial es un producto
que se aplica en la piel del rostro generando una pelicula adherente sobre la piel y la cual
se elimina mediante desprendimiento o lavado; debe ser inocuo y no toxico para la piel;
debe limpiarla y generar una sensacion de tirantez después de retirarla, y ademas, no debe
tener ningun olor desagradable (Wilkinson & Moore, 1990). Hay diferentes tipos de
mascarillas faciales, entre las cuales se encuentran las sheet-mask (mascarillas de hoja o
lamina). Estas mascarillas se caracterizan por ser laminas flexibles que cubren el rostro, y
que pueden contener otros ingredientes activos que ayuden a mejorar las condiciones de
la piel antes mencionadas. Estas mascarillas han ganado popularidad debido a la
apariencia mejorada de la piel que se genera inmediatamente su uso, y a la experiencia del
usuario al sacarla del empaque y adaptarla al rostro. Su uso es facil y rapido, ya que muchas
no requieren lavado posterior, por lo que se convierten en un producto de uso rapido y eficaz
para el dia a dia. Las sheet-mask a su vez pueden clasificarse segun el tipo de tejido que
las componga, incluyendo por ejemplo biocelulosa, algodén tejido, geles, etc. Dentro de
esta clasificacién se encuentran las de tipo hidrogel, hechas de biomateriales que permiten
una mejor adaptacioén al rostro (Figura 4-1), y que ayudan a la hidratacion de la piel dada
la capa oclusiva que generan, mejorando la liberacidén y penetracion en la piel de otros
ingredientes activos que la compongan. Los hidrogeles son polimeros que cuentan con
estructuras tridimensionales que facilitan la absorcién de una alta cantidad de agua. Esta
propiedad proporciona a los usuarios una sensacion refrescante y calmante, ayudando
incluso a la piel irritada. Otra ventaja de estas mascarillas es que pueden llegar a
personalizarse en forma, tamano y formulaciones especificas a la necesidad individual de

los usuarios (Saeed & Yang, 2025).
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A

Figura 4-1 Ejemplo del uso de una mascarilla facial de hidrogel (hidrogel sheet-mask).

Imagen generada (Google, 2025).

La carragenina es un polisacarido de alto peso molecular obtenido partir de macroalgas
rojas (filo Rhodophyta), siendo relevantes aquellas del género Hypnea a nivel mundial
(Yokoya et al., 2020). La carragenina es de gran importancia en las industrias cosmética,
farmacéutica y alimentaria, debido a sus propiedades viscosantes, estabilizantes vy
gelificantes, teniendo ademas una alta capacidad de retencién de agua (Ahsan, 2019). Los
principales tipos de carragenina son kappa (k-), iota (1-) y lambda (A-) carrageninas (Figura
4-2), y la diferencia en su estructura le confiere diferentes propiedades, siendo algunas
capaces de formar geles y otras no. Ademas, por mencionar algunas, la carragenina cuenta
con propiedades antioxidantes, antivirales (Pacheco-Quito et al., 2020) y antinflamatorias
(Matsui et al., 2003). Al ser un polisacarido, la carragenina es un polimero biodegradable
(Kanlayavattanakul & Lourith, 2014).
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Figura 4-2 Estructuras de los principales tipos de carragenina: iota (i-), kappa (k-), y
lambda (A-) carragenina. Su diferencia se da por el nUmero y la posicion de los grupos

sulfato.

Por otra parte, el glicerol o la glicerina (como es popularmente conocida), es un
polihidroxialcohol usado de larga data en productos tdpicos y cosméticos dadas sus
propiedades humectantes y su baja toxicidad. Esta propiedad se da por su capacidad de
retener tres veces su peso en agua. Es ademas un componente enddégeno del estrato
cérneo, que ayuda a mantener las propiedades fisiolégicas y bioquimicas de la piel (Fluhr
et al., 2008).

El acido hialurénico es un mucopolisacarido presente en el cuerpo humano. Es un
humectante que regula la estructura del estrato corneo dada su capacidad de enlazar una

alta cantidad de agua. (Kim et al., 2018).

Es por todo lo anterior, que el objetivo de este capitulo busco darle una aplicacion cosmética
a la carragenina extraida de la macroalga Hypnea musciformis recolectada en la ciudad de
Santa Marta. Para ello, se realiz6 el disefio de un prototipo cosmético, especificamente, una
mascarilla facial tipo hidrogel. En este prototipo, se busco aprovechar las propiedades y
naturaleza de la kappa-carragenina, como su poder gelificante y su capacidad de retencion
de agua, por lo que se utilizé con doble propésito, es decir, tanto como ingrediente activo

asi como excipiente. Adicionalmente, debido a la importancia de mantener y proporcionar
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hidratacién a la piel, se colocaron otros ingredientes que potenciaran esta propiedad. La
actividad hidratante propuesta se evalué mediante un ensayo de eficacia cosmética

(corneometria) en personas.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Extraccién de la carragenina

La extraccion de la carragenina se realizé a partir de biomasa algal seca, que se limpio
previamente con el fin de retirar fauna y otras macroalgas asociadas, asi como cualquier
suciedad y arena. Se utilizé el método de extraccion patentado por la docente Ph.D. Gladys
Rozo “Procedure for extracting and purifying kappa carrageenan obtained from H.
musciformis”. Patent number 08043691, Certificate number 29475, Gazette No 597,
método que busca obtener una carragenina con propiedades fisicoquimicas y
organolépticas apropiadas para aplicaciones industriales, como la alimentaria. La
carragenina extraida se secé en un estufa de aire caliente en contracorriente, hasta tener
su peso constate, y posteriormente, fue triturada en un mortero con el fin de obtener una

apariencia fina tipo polvo.

4.2.2 Ensayos de composicion/formulaciéon de la mascarilla facial

Inicialmente se planted la composicion de la mascarilla como k-carragenina + glicerol. Para
ello se realizaron ensayos en la variacidén de la concentracion de k-carragenina: 1,5%, 2,0%,
2,5%, 3,0%, 3,5% 4,0%, 4,5% y 5,0%. También se realizaron ensayos con variacién en la

concentracion de glicerol: 1,0%, 0,6%, 0,5%.

Posteriormente se realizaron los siguientes ensayos: k-carragenina (3,5%) + glicerol (0,1%
0 0,01%.); k-carragenina (3,5%) + hialuronato de sodio (HS) 0,5%; k-carragenina (3,5%) +
glicerol (0,01%) + hialuronato de sodio (HS) 0,01%; k-carragenina (3,5%) + hialuronato de
sodio (HS) 0,5% + fenoxietanol (0,5%).

Se pesaron 700 mg de carragenina y se agregaron 20 mL de agua tipo Milli-Q a punto de
ebullicion. Inmediatamente se mezclé de forma vigorosa con un agitador de vidrio para
facilitar la solubilizacion del sélido y por un tiempo corto, ya que no se puede permitir la

disminuciéon de la temperatura, pues se puede dar la gelificacion parcial del gel,
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generandose asi grumos. Enseguida el recipiente con la mezcla se introdujo en un bafio
Maria que previamente se fijo a 75°C sobre una plancha de calentamiento (IKA® C-MAG
H57). El control de la temperatura del bano de Maria se realizé de manera permanente a
través de un termosensor (IKA® ETS-D5), cuidando no superara los 80°C. La mezcla se
agitdé de forma manual y continua hasta observar el mayor grado de solubilizacién posible
de la carragenina evitando extender el tiempo, dada la posible evaporacion del agua de la
mezcla. La temperatura de la mezcla se verificd constantemente mediante un termémetro

de mercurio, procurando se encontrara como minimo en 70°C.

Para los ensayos con glicerol, su adicion se realiz6 en ese momento, se agité la mezcla
igualmente de forma vigorosa y por unos segundos, y luego se sirvié en caliente en una
caja Petri colocada sobre una superficie completamente plana y sin desniveles, cuidando

que la mezcla se esparciera de manera uniforme en esta.

Para los ensayos con adicion de hialuronato de sodio (HS), este se dispersé previamente
en 5 mL de agua Milli-Q a 80°C y se dejé bajo agitacién magnética durante 20 min. La
adicion del HS se realizé una vez se observo solubilizada lo mejor posible la carragenina.
Ya adicionado el HS, se agité toda la mezcla mediante agitacion magnética por unos
segundos, para asi favorecer su incorporacién, y luego se sirvid inmediatamente y en

caliente en la caja de Petri, colocando esta sobre una superficie completamente plana.

Para los ensayos con adicién de fenoxietanol, una vez en la mezcla en caliente ya estuviera
incorporado el HS, se sacé el recipiente con la mezcla del bafio maria, se colocd sobre una
superficie no fria y se agité de manera manual y constante vigilando la temperatura de la
mezcla con un termdmetro y cuidando no gelificara. Una vez alcanzé los 60 °C se adicion6
el fenoxietanol, se agit6 vigorosamente por unos pocos segundos y se sirvid
inmediatamente aun en caliente en la caja Petri, colocandola de manera inmediata esta

sobre una superficie completamente plana.

Finalmente, se permitié la gelificacion completa del ficocoloide y la disminucion de la

temperatura del hidrogel hasta alcanzar la temperatura ambiente.
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4.2.3 Evaluacion cualitativa de la mascarilla facial

Una vez formado el gel y a temperatura ambiente, se saco de la caja petri y se observé con
detalle. Se observo su apariencia por ambas superficies, si habia brillo u opacidad, burbujas
0 grumos. Se paso con cuidado la mano sobre la superficie, evaluando la sensacion al tacto,
si esta era lisa o aspera, y si dejaba rastros de humedad o sensacién grasosa en los dedos.
Luego se tomo el gel entre los dedos y se movio ligeramente y con cuidado en el aire, para
asi observar si el pequefio movimiento generaba su ruptura o no. Posteriormente se
observé el comportamiento del gel frente al corte. El corte se refiere al proceso de
realizacion de los orificios que permiten dejar los ojos, la nariz y la boca libres de la
mascarilla, al momento de su uso. Asi se evalué la facilidad para realizar dichos cortes y se
formd la “carita” de la mascarilla (Figura 4-3a). Finalmente, se evalud la resistencia
cualitativa a la manipulacion final de la mascarilla, pues una vez realizado los orificios, estos
generan puntos que pueden favorecer la ruptura del gel. Asi, la mascarilla se tomé con los
dedos y se movié nuevamente en el aire hasta observar su ruptura (Figura 4-3b). Esto
simulé una manipulacion fuerte de la mascarilla por parte un consumidor al momento de

usarla.

Figura 4-3 a). Realizacion de los orificios al hidrogel que evitan el contacto con los ojos,

nariz y boca (formacion de la “carita” de la mascarilla). b). Evaluacién cualitativa de la
resistencia de la mascarilla frente a la manipulacion fuerte (movimiento realizado segun

las flechas en amarillo), hasta la generacion de su ruptura.
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4.2.4 Analisis de textura de la mascarilla facial

Los analisis de textura se realizaron al gel obtenido de la formulacion final del prototipo de
la mascarilla facial: k-carragenina (3,5%) + hialuronato de sodio (HS) al 0,5% + fenoxietanol
al 0,5%. Estos analisis se llevaron a cabo en la Universidad de la Sabana, bajo la norma

técnica ASTM de 10 cm para la evaluacion del médulo de elasticidad.

Las condiciones de los analisis fueron:

= Preparacion de la muestra

Las muestras fueron colocadas en viales de 5x1 cm, dejando una superficie efectiva de
aplicacion de esfuerzo de 4 cm. Ambos extremos fueron protegidos para evitar un dafio de
la pelicula en la probeta de tension. Los extremos quedaron inmersos en el nido de la

mordaza.

= Ensayo de resistencia a la tension, extensibilidad y modulo

La evaluacion se realizé en un analizador de Textura TA. XTplus empleando el software
Texture Expert Exceed. La sonda de ensayo aplicada correspondié a un juego de mordazas
de tension, Tensil Grip A/TG.

Condiciones del ensayo: TASettings: Mode: Measure Force in Tension; Option: Return To
Start; Pre-Test Speed: 1.0 mm/s; Test Speed: 1.0 mm/s; Post-Test Speed: 10.0 mm/s;
Distance: 20 mm; Trigger Type: Auto - 5g ; Tare Mode: Off; Data Acquisition Rate: 400pps.

= Evaluacion de adhesividad

Las muestras fueron humedecidas superficialmente y evaluadas con una sonda cilindrica

de 5 mm de diametro.

Condiciones del ensayo: TASettings: Mode: Measure Force in Tension; Option: Return
To Start; Pre-Test Speed: 0.5 mm/s; Test Speed: 0.5 mm/s; Post-Test Speed: 10.0 mm/s;
Distance: 10 mm; Time: 10 s; Contact force 500 g; Trigger Type: Auto - 5g; Tare Mode: Off;
Data Acquisition Rate: 400pps.
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4.2.5 Evaluacién de la actividad hidratante de la mascarilla facial
disefada: ensayo in vivo de eficacia cosmética mediante
corneometria

Ya con la composicion definida del prototipo de la mascairilla facial, se buscé posteriormente

determinar su actividad hidratante. De esta manera, se planted su medicién mediante un

ensayo in vivo en personas y a través de corneometria, un método no invasivo y el cual es

usado para la evaluacion de este atributo en la eficacia de productos cosméticos.

Para la realizacion de un ensayo en humanos se requiere de la aprobacion previa de un
Comité de Etica de Investigacién, dados los lineamientos de la Resolucion 8430 de 1993,
la Declaracién de Helsinki de 2008 y las buenas practicas clinicas (BPC). De esta manera
y bajo las recomendaciones dadas en la normatividad, se disefid y presentd un protocolo
de proyecto y un formato del consentimiento informado para los voluntarios, al Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia sede Bogota, para
su respectiva evaluacion. El proyecto se denomind “Evaluacion de la actividad hidratante
de la carragenina extraida de la macroalga marina Hypnea musciformis, como
ingrediente activo y excipiente en una mascarilla facial”. El Comité de Etica de la
Facultad de Ciencias otorg6 el aval para el desarrollo del ensayo in vivo propuesto mediante
el Acta No.2 de 2025 del 4 de marzo de 2025. Los documentos relacionados se encuentran

en los anexos.

= Criterios de inclusién y exclusién del ensayo de eficacia

cosmética - actividad hidratante
El ensayo in vivo planteado contempld algunos criterios de inclusién y exclusién tenidos en
cuenta a la hora de elegir voluntarios que desearan participar, asi como algunas
recomendaciones:

1 Hombres y mujeres entre 20 y 40 afios.

1 No contar con algun tipo de afeccion dermatoldgica (dermatitis, psoriasis, heridas,
piel irritada etc) especialmente en el area de medicién (cara interna de los
antebrazos).

No tener tatuajes en la piel de la cara interna de los antebrazos.
No ser paciente que consuma frecuentemente medicamentos para las alergias

(antihistaminicos).
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1 El dia anterior al ensayo y durante el dia de la prueba, no realizar actividad fisica
dentro de lo posible, no consumir alcohol y no consumir estimulantes como tabaco,
cafeina, bebidas energizantes, o alguno relacionado.

9 El dia del ensayo ducharse de manera habitual, pero después no aplicar ningun
tipo de producto en los brazos, como cremas, polvos, etc.

9 Asistir en ropa comoda y en especial traer una camiseta puesta, de tal manera que
durante el desarrollo del ensayo se puedan tener los brazo descubiertos.

1 En lo posible, procurar no llegar de afan para evitar la sudoracién y el estrés en
general.

1 La participacion en el ensayo es absolutamente voluntaria, por lo que si alguna
persona no desea participar, o después de aceptar decide cambiar de opinion,
puede hacerlo sin ningun problema.

9 Cualquier inquietud relacionada con el ensayo se puede resolver en cualquier
momento con el investigador a cargo de la realizacion de éste (Jessica Gonzalez

Torres).

= Preparacion de las muestras a evaluar en el ensayo de eficacia
cosmética - actividad hidratante

El dia inmediatamente anterior a la realizacion del ensayo, se prepararon las muestras a

evaluar (Tabla 4-1).

Tabla 4-1 Composiciéon de las muestras evaluadas en el ensayo de eficacia cosmética-

actividad hidratante del prototipo de mascarilla facial disefiado.

Sigla muestra Muestra analizada Composicion
MF Prototipo de la mascarilla facial Kappa-carragenina (3,5%) + hialuronato de sodio
disefada HS (0,5%) + fenoxietanol (0,5%)
K Gel de solo kappa-carragenina Kappa-carragenina (3,5%)
E Excipientes Hialuronato de sodio (0,5%) + fenoxietanol (0,5%)

Todos los hidrogeles de MF y K se prepararon de manera individual segun el procedimiento

4.3.2 Ensayos de composicion/ formulacion de la mascarilla facial vy su evaluaciéon

cualitativa, y teniendo presente las concentraciones especificas en cada caso (Tabla 4-1).
Cada mezcla en caliente se sirvié en una caja Petri de 90mm x 15mm. Los hidrogeles MF

y K formados se dejaron enfriar y en la tapa inferior de cada caja se demarcaron dos
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cuadrados de 4cm? (Figura 4-4). Luego, estas muestras se dejaron tapadas a temperatura
ambiente. Para el caso de la muestra E, se prepard una unica solucion de 10 mL solo con

los excipientes y se reservo en la nevera.

Es importante mencionar que el mismo dia del ensayo, antes de iniciar, se realizaron los

cortes de todas las porciones de los hidrogeles a utilizar.
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Figura 4-4 Muestras a evaluar en el ensayo de eficacia cosmética: hidrogeles de la
mascarilla facial disefiada (MF), de solo kappa-carragenina (K), y la solucién de
excipientes (E). En las tapas inferiores de cada caja Petri se demarcaron dos porciones
de 4 cm?.

» Realizacion del ensayo de eficacia cosmeética - actividad
hidratante
Para el ensayo se contd con la participacién voluntaria de 15 personas, 7 hombres y 8
mujeres. Todos los voluntarios fueron sometidos a un periodo de aclimatacién de 30 minutos
una vez llegaron al sitio de realizacion del ensayo, esto con el fin de que la piel se aclimatara
a las condiciones ambientales del lugar (temperatura y humedad), y para favorecer la
evaporacion del sudor. Durante este tiempo los voluntarios leyeron y firmaron el
consentimiento informado de participacién en el ensayo (ver anexos), y, adicionalmente,
diligenciaron una encuesta sobre sus habitos y sobre las recomendaciones dadas
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inicialmente. También, mientras tanto, se limpid la piel de la cara anterior de los dos
antebrazos de todos los voluntarios, mediante el uso de agua micelar y pafios suaves de
papel. Posteriormente, se fueron demarcando y etiquetando las zonas donde se aplicarian
las muestras a evaluar, dos por cada antebrazo. Cada zona contempld un area de 4cm x

4cm.

Una vez pasados los 30 minutos de aclimatacion, a cada voluntario se le colocaron todas
las muestras a evaluar en las zonas demarcadas (Figura 4-5a y Figura 4-5b). En MF y K
se colocaron los geles correspondientes que se sacaron en ese justo momento de su caja
Petri, y en E se aplicé 0,1 mL de la solucién de excipientes mediante una micropipeta,
liquido que se esparcié homogéneamente. Para la zona etiquetada como “-“ no se coloco
nada, ya que esta zona se tomé como el control o medida basal de cada individuo (resumen

en Tabla 4-2). Las muestras se dejaron en contacto por 10 min y luego fueron retiradas.

Tabla 4-2 Cantidad aplicada en cada voluntario de las muestras a evaluar en el ensayo de
eficacia cosmética-actividad hidratante.
Sigla muestra Muestra a evaluar Cantidad aplicada a cada voluntario
MF Prototipo de la mascarilla facial de Un cuadrado de hidrogel de 4cm?2.
hidrogel disefiada.
K Hidrogel de solo kappa-carragenina. Un cuadrado de hidrogel de 4cm?2.
E Excipientes. 0,1 mL de la solucién E.
0,1 mL E/ 4 cm? de piel

- Control (medida basal). No se aplicé nada.
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Figura 4-5 a). Colocacién de las muestras a evaluar en un voluntario. (MF) gel del

prototipo de mascarilla facial de hidrogel disefiada, (K) hidrogel de solo kappa-
carragenina, (E) excipientes, (-) control (nada). b). Fotografia de los voluntarios

participantes del ensayo.

Después de retiradas las muestras se dejaron pasar 30 minutos y se iniciaron las
mediciones. Estas mediciones se realizaron en el laboratorio de Procesos de
Transformacion de Materiales (PTM) del Departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia- sede Bogota. Para el ensayo se utilizé6 un Dermoanalizador MPA 10
Courage-Khazaka (Colonia, Alemania) (Figura 4-6), su software CK MPA Multi probe, y dos
sondas de este equipo. Una sonda fue la del Corneometer CM 825, sonda que mide la
hidratacion de la epidermis (unidades arbitrarias del CM) (Figura 4-7), y la otra sonda fue
Tewameter TM 300, que mide la pérdida de agua transepidermal (g/h/m?) (Figura 4-8). El
correcto funcionamiento de las sondas fue verificado antes de iniciar las mediciones,
siguiendo las indicaciones establecidas en el protocolo de uso del equipo (Laboratorio de
Procesos de Transformacion de Materiales PTM, 2020).

Se fijo la temperatura del laboratorio a 20+2°C mediante aireacién acondicionada, dadas

las recomendaciones del fabricante del Dermoanalizador. Para el uso del Corneometer se
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realizaron 12 mediciones dentro de cada zona delimitada o muestra evaluada, y
repitiéndose alguna medicién en caso de algun dato inconsistente. Cada medicion implico
colocar la sonda y ejercer la presion suficiente de ésta sobre la piel, procurando fuera la
misma en cada medida y durante 2 segundos, para luego retirarse inmediatamente (Figura
4-9a). Al finalizar las mediciones de cada zona en un mismo voluntario, el cabezal de la
sonda se limpié suavemente con un pafiito Kimtech Science™ Kimwipes™ humedecido
con un poco de alcohol al 70% y se retir6 el residual de este cuidadosamente con el mismo
pafiito seco antes de iniciar con las siguientes mediciones. Para el caso del Tewameter se
disefid una especie de camara que permitiera aislar tanto el brazo del voluntario como la
sonda durante el proceso de medicion, de la corriente de aire del aire acondicionado, ya
que esto podria afectar los valores de medida. Esta camara se realizé con una cajita de
cartén y plastico transparente grueso, simulando una especie de incubadora, de tal manera
que esta solo permitiera el ingreso del brazo del voluntario y del investigador (Figura 4-9b).
Se realiz6 la toma de 15 datos por medicidon con la sonda del Tewameter, ubicandose su
cabezal en el centro del cuadrado delimitado por cada zona o muestra evaluada (Figura 4-
9c¢). En los momentos de no uso del Tewameter, este se colocd en el precalentador de la
sonda que igualmente se fijé a 20 °C. Las mediciones con el Corneometer y el Tewameter
se realizaron a una temperatura ambiental promedio de 20,0°C y bajo una humedad relativa

promedio del 59,2%, valores adecuados segun los fabricantes del Dermoanalizador.

Por otro lado, después de retirar las muestras, se les solicitd a los voluntarios diligenciar
una encuesta de percepcion sensorial de los hidrogeles (Tabla 4-3), tanto de la mascarilla
facial disenada (MF), como el de solo carragenina (K), asi que les pidi6 interactuaran con

éstos hidrogeles, observandolos, sintiéndolos al tacto, oliéndolos, etc.
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Tabla 4-3 Atributos (preguntas) y niveles de calificacion planteados en la encuesta
sensorial realizada a los voluntarios sobre su percepcion de los hidrogeles evaluados
en el ensayo: (MF) prototipo de la mascarilla facial disefiada, (K) hidrogel de solo

K-carragenina.

Atributo evaluado Niveles de clasificacion

Olor del hidrogel evaluado. 1 = Desagradable

5 = Muy agradable
Apariencia del hidrogel evaluado. 1 = Desagradable

5 = Muy agradable
Sensacion pegajosa en la piel después de retirar el hidrogel evaluado. 1 = Muy pegajosa

5 = No queda pegajosa
Sensacion de frescura en la piel después de retirar el hidrogel evaluado. 1 = Nada fresca

5 = Muy fresca
Qué tan cémodo se siente el uso del hidrogel evaluado. 1 = Incomoda

5 = Muy comoda
Qué tan hidratada se siente la piel después de retirar el hidrogel 1 = Deshidratada

evaluado. 5 = Muy hidratada

Figura 4-6 Dermoanalizador MPA 10 - Courage-Khazaka (Colonia, Alemania), y todas
sus sondas disponibles.
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Figura 4-7 Sonda Corneometer CM 825. Mide la hidratacion de la epidermis (unidades
arbitrarias del Corneometer). En la imagen inferior, cabezal de la sonda y su sensor de

capacitancia eléctrica.
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Figura 4-8 Sonda Tewameter TM 300. Mide de la pérdida de agua transepidermal
(g/h/m?) de la piel. En la imagen inferior y al lado izquierdo, cabezal de la sonda con los

sensores de humedad relativa y temperatura. Al lado derecho, precalentador de la sonda.
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Figura 4-9 a). Medicion realizada en un voluntario con la sonda Corneometer CM 825. b).
Camara disefiada para aislar todas las mediciones realizadas con el Tewameter de la

corriente de aire. ¢). Medicion realizada en un voluntario con la sonda Tewameter TM 300.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Caracterizacioén de la carragenina

A partir de los analisis realizados en el capitulo 2 se tiene que la carragenina extraida por
la metodologia patentada por la docente Ph. D. Gladys Rozo, presenta las siguientes

caracteristicas (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4 Caracterizacion quimica mediante FT-IR-ATR y SEC-HPLC-ELSD, de la

carragenina extraida por la metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo*.

Muestra Rendimiento de Tipo de carragenina Peso molecular
extraccion (determinado estimado (determinado
mediante FT-IR-ATR) mediante SEC-HPLC-
ELSD)
CMF* 34% kappa-carragenina 103,68 KDa

*Carragenina extraida mediante metodologia patentada por la docente Ph.D. Gladys Rozo “Procedure for
extracting and purifying kappa carrageenan obtained from H. musciformis”. Patent number 08043691,
Certificate number 29475, Gazette No 59.

4.3.2 Ensayos de composicion/ formulacion de la mascarilla facial
y su evaluacién cualitativa
Primero se realizaron ensayos en la variacion de la concentracion de k-carragenina del
1,5%, 2,0%, 2,5%, 3,0%, 3,5% 4,0%, 4,5% y 5,0%, y de glicerol al 1,0%. Esto se realizd
con el fin de determinar la concentracion mas adecuada respecto a la solubilidad de la
carragenina, la formacion de grumos, y la resistencia cualitativa mencionada en la seccion
de materiales y métodos, asi como la incorporacion del glicerol a la matriz del gel. Aquellas
concentraciones menores al 3,5% generaron geles de facil ruptura a la manipulacion,
mientras que aquellas superiores al 4,0%, especialmente las de 4,5% y 5,0% mostraron
inconvenientes para la solubilizacién del polisacarido, los geles quedaron con muchas
burbujas incorporadas, de textura aspera al tacto, y al servir la mezcla en caliente esta se
daba de manera mas lenta, por lo que formar un gel sin desniveles era dificil. De esta

manera se eligio la concentracion k-carragenina del 3,5% como la mas adecuada.

El glicerol se ha reportado como un agente plastificante en combinacién con otros
polisacaridos, por lo que uso en la formulacién del prototipo de la mascarilla buscaba
mejorar ademas la resistencia y flexibilidad del gel (Benitez et al., 2024)(Al-Hassan, 2024).
Los geles con glicerol presentaron una apariencia brillante y agradable, y al tacto se sentian
muy suaves (Figura 4-10a). No obstante, al poco tiempo de gelificar y enfriarse lo geles, se
comenzo6 a observar sinéresis en su superficie. Esto se evidencié como una liberacion de
liquido en la superficie de los geles (agua y glicerol), haciéndose evidente y mas fuerte a la
manipulacion de los geles (Figura 4-10b). Todos los ensayos realizados con glicerol
generaron geles con esta caracteristica. Asi, se decidid disminuir la concentracion del

glicerol explorando concentraciones del 0,6%, 0,5%, 0,1% y 0,01%. También se cambio el
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orden de adicion de los ingredientes. A pesar de ambas implementaciones, se siguid
presentado sinéresis en los geles. Un ensayo realizado con k-carragenina 3,5% + glicerol
0,01% + HS 0,01% fue el caso que mayor grado de sinéresis presento, por lo que finalmente

el uso del glicerol tuvo que ser descartado (Figura 4-10c).

Figura 4-10 Geles formados por k-carragenina 3,5% + glicerol 0,6%. a). superficie

brillante y lisa. b). gel después de ser manipularlo un poco; se observa sinéresis. c).
liquido residual en la mano después de manipular el gel (agua+ glicerol). d). gel con k-

carragenina + glicerol 0,01% + hialuronato de sodio (HS) 0,01%. Alto grado de sinéresis.
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De esta manera se evaluo6 la composicion de las mascarilla con k-carragenina 3,5% y HS
al 0,01% y al 0,5%. Durante la realizacion de la mezcla se observé una buena incorporacion
de los ingredientes. El gel formado presenté con una apariencia agradable y lisa, y no

presento signos de sinéresis (Figura 4-11).

Figura 4-11 Mascarilla facial de hidrogel con k-carragenina. Composicién: k-carragenina

3,5% + hialuronato de sodio 0,01%. Apariencia lisa, brillante y sin generacion de sinéresis.

Posteriormente, se incluyé el conservante fenoxietanol, el cual es un antimicrobiano de
amplio espectro para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y que es utilizado de
manera frecuente en productos cosméticos (Dréno et al., 2019). Durante la realizacion del
ensayo con k-carragenina 3,5% + hialuronato de sodio 0,5% + fenoxietanol 0,5% se
evidencidé una buena incorporacién de los ingredientes y el gel no presentd signos de
sinéresis. Es por ello que esta composicion se definiéo como la formulacion final del prototipo

de mascarilla facial de hidrogel propuesta.

Aunque en la literatura se menciona que la k-carragenina suele liberar de manera
espontanea liquido a ciertas condiciones de composicion del gel (Ako, 2015), en los
ensayos donde se obtuvieron geles solos de k-carragenina, y aquellos que incluyeron HS
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y/o fenoxietanol, en ninguno se presentd sinéresis, esto solo se dio en los geles que

incluyeron glicerol.

4.3.3 Analisis de textura

Los resultados obtenidos para los parametros evaluados en el analisis de textura del gel

del prototipo final de la mascarilla facial disefiada, se observan en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5 Valores promedio obtenidos para los parametros evaluados en el analisis de
textura de geles realizado al prototipo final de la mascarilla facial de hidrogel disefiada.

Andlisis de textura de la mascarilla facial de hidrogel disenada

k-carragenina 3,5% + hialuronato de sodio 0,5% + fenoxietanol 0,5%

Parametros evaluados Valor obtenido
Resistencia a la tensién (g) 658,92 + 93,34
Extensibilidad (mm) 55,64 + 7,08
Area bajo la curva 7166,45 £ 505,97
Maédulo de Young a punto de inflexion (N/m?) 185,70 £ 30,70
Moédulo de Young a fuerza maxima (N/m?) 95,03 £ 6,98
Adhesividad (g/s) 4,48 + 0,42
Fuerza adhesiva (g) 14,59 £ 2,67

La resistencia a la tension indica la fuerza maxima que puede soportar un gel antes de
romperse o deformarse (Chiaoprakobkij et al., 2019). Asi, el valor obtenido (658,92g *
93,34) es alto e implica que la mascarilla facial disefiada es resistente. Con relacién a la
extensibilidad, esta indica cuanto se puede estirar un material antes de romperse, por lo
que el resultado obtenido (55,64mm + 7,08) indica que el hidrogel evaluado es elastico y
flexible. Esta propiedad permite que la mascarilla pueda colocarse sobre el rostro facilmente
adaptandose a la forma y superficie de éste. De hecho, peliculas de polisacaridos
destinadas al recubrimiento de alimentos, han mostrado alta resistencia a la tension y
porcentajes de elongacion muy parecidas a los polimeros obtenidos de manera sintética
(Marasinghe et al, 2024). En consecuencia, los polisacaridos cuentan con propiedades
mecanicas deseables tanto de resistencia como de flexibilidad. El &rea bajo la curva refleja
la energia necesaria para deformar el gel o que puede absorber el material antes de
fracturarse. El valor obtenido en este parametro (7166,45 + 505,97) es moderadamente

alto, ademas, junto con los valores de médulo de Young obtenidos, indican que el hidrogel
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tiene un equilibrio entre consistencia estructural y suavidad a la vez. Respecto a la
adhesividad (4,48 g/s £ 0,42) y fuerza adhesiva (14,59 * 2,67g/s), estas se refieren a la
capacidad que tiene un material para pegarse y despegarse respectivamente, sobre una
superficie. Asi, los valores obtenidos indican que el hidrogel del prototipo se puede adherir
correctamente al rostro, y si queda mal puesta la mascarilla, esta se puede reacomodar
facilmente. Asimismo, después de su uso, retirarla debe darse de manera sencilla, sin irritar
la piel ni dejar sensacion pegajosa. De esta manera, la mascarilla se mantendria en su
posicién y no se deslizaria facilmente, y una vez colocada, el contacto con la piel debe ser
eficaz y comodo. Adicionalmente, toda la formulacién del prototipo de la mascarilla facial
aqui disefiada es biodegradable, por lo que se reduciria el impacto ambiental en el uso de
productos cosmeéticos, e iria en concordancia con un consumo basado en principios de

sostenibilidad.

De esta manera, los resultados obtenidos en el analisis de textura evidencian que la
mascarilla facial disefiada cuenta con propiedades mecanicas estructurales interesantes,
que son ademas muy utiles en los efectos sensoriales buscados para un producto
cosmético. Asi, esta mascarilla tiene una estructura con cuerpo o firmeza, y flexibilidad a la
vez. Esto favorece que tanto su colocacién como retiro de la piel del rostro sea un proceso
facil y comodo, y que durante su uso la mascarilla se adapte mucho mejor a la forma del
rostro, manteniéndose la forma del hidrogel sin llegar a ser demasiado rigido. Todo esto en
su conjunto ofrece una mejor experiencia sensorial a los usuarios, siendo ademas la
biodegradabilidad del prototipo disefiado un atributo deseable y muy valorado en los

consumidores actuales.

4.3.4 Ensayo de eficacia cosmética - actividad hidratante

Todos los datos personales que diligenciaron los voluntarios fueron solicitados dada su
relevancia para el ensayo, y asimismo, los resultados obtenidos para cada uno en el
presente estudio, fueron tratados con toda la responsabilidad del caso. Para ello se tuvo en
cuenta la Ley de proteccion de datos personales Ley 1581 de 2012 y su Decreto
reglamentario 1377 de junio de 2013.

Inicialmente, los datos obtenidos para todas las muestras evaluadas y medidas a través de
la sonda Corneometer que dieron de alguna manera inconsistentes, por ejemplo una lectura

demasiado baja o alta en relacién con lo observado en el individuo, o una medicién nula,
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fueron removidos para cada voluntario, si aplicaba. Posteriormente, todos los datos
obtenidos de hidratacién de la piel (Corneometer) fueron tratados mediante un analisis de
varianza ANOVA con p = 0,0364 ; o= 0,95 (Figura 4-12), y los datos de perdida de agua
transepidermal (Tewameter) se analizaron por el mismo método con p = 0,021; a= 0,95
(Figura 4-13), esto con el fin de observar los cambios presentados en cada muestra

evaluada respecto a los valores basales o de control (-) en todos los voluntarios.

Cambio en la hidratacioén de la piel

"0e o
i

c o ®
)
‘© 0 o ®
S »
o . 3
© |
£ o
w m—l
© -5 lo o
9
Q
c 0y
: ’ i 5
(]
[
a -10 5 ¢
®

El

&
L J

Excipientes (E) Carragenina (K) Mascarilla facial (MF)
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Figura 4-12 Grafica del cambio en la hidratacién de la piel de los voluntarios después del
contacto con las muestras evaluadas: Mascarilla facial disefiada (MF), Hidrogel de
carragenina (K) y los excipientes (E), y en relacion con los valores basales o de control (-)

obtenidos.
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Cambio en la perdida de agua transepidermal

transepidermal

Diferencia en perdida de agua

Excipientes (E) Carragenina (K) Mascarilla facial (MF)

Muestras evaluadas

Figura 4-13 Grafica del cambio en la perdida de agua transepidermal de la piel de los
voluntarios después del contacto con las muestras evaluadas: Mascarilla facial disefiada
(MF), Hidrogel de carragenina (K) y los excipientes (E), y en relacién con los valores

basales o de control (-) obtenidos.

Valores mas altos obtenidos con el Corneometer reflejan un mayor nivel de hidrataciéon de
la epidermis, mientras que valores mas bajos obtenidos con el Tewameter indican una
menor perdida de agua transepidermal, lo que a su vez, refleja un mejor estado de la piel

en relacion con su adecuada funcién de barrera.

En las graficas de la Figura 4-12 y la Figura 4-13 no se observaron diferencias significativas
para el nivel de hidratacion de la epidermis, asi como tampoco para la perdida de agua
transepidermal después de aplicar las tres muestras evaluadas (Mascarilla facial disenada
(MF), hidrogel de carragenina (K) y los excipientes (E)), y, en relacion con los valores
basales (-) de cada individuo.

Alli, también se observé una alta dispersion de los datos debido a las diferencias de edad
de los voluntarios, ya que se tuvo un numero bajo de voluntarios alrededor de los 20 afios

y los 40 afios, y siendo en su mayoria de los 30 anos. Asi, se realizé un analisis estadistico
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de los datos con relacion a la edad y a los niveles de hidratacion y de perdida de agua
transepidermal, después de la aplicacion de las tres muestras. Para el caso por ejemplo de
hidratacion de la piel (Figura 4-14), se observé como sus niveles en general disminuyeron
con la edad, siendo inclusive mas marcado en los valores basales o de control, por lo que
con este analisis no se llegaron a datos concluyentes. De esta manera, luego se realizé otro
analisis estadistico acotando el rango de edad y dejandolo entre 35 y 40 afios. En este
caso, se logré observar que si hubo un ligero aumento en el nivel de hidratacion del estrato
corneo, y una disminuciéon en la perdida de agua transepidermal en todas las muestras
evaluadas, lo que seria la tendencia buscada y esperada. Para poder confirmar estos
resultados seria necesario realizar el ensayo en una muestra mas grande de voluntarios,
aun asi, estos resultados iniciales dan un indicio de que el prototipo de mascarilla facial

disefiado (MF) podria dirigirse especificamente a usuarios entre los 35 y 40 afios.

Relacidn entre el nivel de hidratacidn de la piel y la edad

Carragenina (K) Basal o control (-)
40

30
20 Muestras evaluadas

Carragenina (K)
Excipientes (E) Mascarilla facial (MF) - Basal o control (-)
- Excipientes (E)

4 Mascarilla facial (MF)

3@\“

20

Nivel de hidrataciéon obtenido

25 30 35 40 25 30 35 40

Edad

Figura 4-14 Grafica del cambio en el nivel de hidratacién de la piel de los voluntarios
antes (valores basales o de control (-)) y después del contacto con las muestras
evaluadas: Mascarilla facial disenada (MF), Hidrogel de carragenina (K) y los excipientes

(E), y en relacion a su vez con la edad de los voluntarios.
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Respecto a la encuesta de percepcion sensorial, se obtuvieron en general mejores
resultados para la Mascarilla facial disefiada (MF) que para el hidrogel solo de k-
carragenina (K) (Figura 4-15), lo cual era lo esperado dada la adicion de excipientes que
buscaban también una mejora adicional en sus propiedades sensoriales. Los valores en
todos los aspectos evaluados estuvieron por encima de una puntuacién de 4,0 lo cual
muestra que el prototipo disefiado (MF) tendria muy buena aceptacion entre los usuarios.
Ademas, se logré obtener una sensacion de piel hidratada después del uso de la muestra
(MF), lo cual era un objetivo también del prototipo disefiado. De igual forma, tanto para la
mascarilla facial disefiada (MF) como para el hidrogel de k-carragenina (K), se obtuvieron
puntuaciones superiores a 4,7 con relacion a no dejar sensacidén pegajosa despues de su
uso. Esto de manera interesante se correlaciona con los resultados obtenidos previamente
en el analisis de textura de la mascarilla facial disefiada (MF), y especificamente con
aquellos parametros de adhesividad y fuerza adhesiva. En ese analisis, estos resultados
sugerian que el gel formado se deberia adaptar facilmente a la superficie sobre la cual se
coloque sin resbalarse, y que retirarlo debia ser sencillo y a su vez no debia dejar sensacién

pegajosa.

Sensacion de

comodidad Apariencia

Mascarilla facial
disenada (MF)

Hidrogel de carragenina

(K)

Sensacion de « Sin sensacion
hidratacion pegajosa

Sensacion de
frescura

Figura 4-15 Diagrama radial de los resultados obtenidos en la encuesta de percepcion
sensorial de la mascarilla facial disefiada (MF) y del hidrogel de k-carragenina (K).
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4.4 Conclusiones y recomendaciones

A la k-carragenina extraida de Hypnea musciformis de Santa Marta se busco darle una
aplicacion cosmeética a través del disefio de un prototipo de producto cosmético,
especificamente una mascarilla facial tipo hidrogel. Se eligio la k-carragenina al 3,5% como
la concentracion mas adecuada. Ensayos con k-carragenina y glicerol en diferentes
concentraciones generaron sinéresis en el gel. La formulacién final de la mascarilla facial
disefiada contempld: k-carragenina 3,5% + hialuronato de sodio 0,5% + fenoxietanol 0,5%
generando un hidrogel de apariencia agradable. Por su parte, los analisis de textura
demostraron que el prototipo disefiado se puede aplicar faciimente sobre la piel sin
necesidad de ejercer demasiada presion. Esta caracteristica es deseable porque mejora la
experiencia del usuario, especialmente en aplicaciones faciales donde la friccion debe ser
minima. La mascarilla disefiada presenta una estructura estable y lo suficientemente firme
para mantener su forma, pero sin ser excesivamente rigida. Los valores de adhesividad
aseguran una colocacién sencilla del producto en el rostro y que este no se escurra o suelte
con facilidad. Ademas, esto permite retirarla sin incomodidad ni sensacion pegajosa; la
adhesividad adecuada mejora la retencién de la mascarilla sobre la piel, facilitando la
entrega de ingredientes activos durante el tiempo de aplicaciéon. La eficacia cosmética
(actividad hidratante) del prototipo disefiado y evaluada en voluntarios mediante
corneometria, mostraron una posible mejora en la hidratacion de la piel y en la perdida de
agua transepidermal en personas de 35 a 40 afnos. Para establecer la eficacia cosmética
dirigida a este rango etario se deben realizar estudios posteriores con un mayor numero de
voluntarios. El prototipo de la mascarilla facial disefiada tuvo una muy buena aceptacion en

una prueba sensorial realizada a los mismos voluntarios.
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5.Conclusiones generales y
recomendaciones

Por primera vez en Colombia se logré establecer un sistema semicerrado en condiciones
de laboratorio para el cultivo de la macroalga roja Hypnea musciformis. Los resultados
obtenidos demuestran la viabilidad del sistema y evidencian la capacidad de adaptacion y
crecimiento de la macroalga bajo las condiciones propuestas y durante 15 dias. Sin
embargo, también se identificdé que el proceso de cultivo resulta complejo, debido a la
multiplicidad de variables que deben controlarse rigurosamente. A pesar de implementar
medidas para evitar la contaminacibn con otros organismos, estas no fueron
completamente eficaces. Por lo tanto, se recomienda, en futuros ensayos, la esterilizacién
del agua de mar mediante filiros de membrana con poros de 0,2 um, asegurando su
recambio regular para conservar la efectividad del proceso. Como alternativa o
complemento, se sugiere el uso de sistemas de esterilizacion por radiacién ultravioleta (UV),
aunque esto incrementaria los costos de infraestructura. Ambas estrategias estan
orientadas a eliminar la carga microbiana del agua, ya que la adiciéon de nutrientes (ME)
puede promover el crecimiento de organismos oportunistas que compiten con las
macroalgas. También se sugiere el cultivo en estanque, pero con radiacion de luz solar que

facilite la produccién de algunos metabolitos de interés como los MAAs.

Asimismo, se propone considerar la implementacion de sistemas de cultivo multitréficos
integrados (IMTA), donde los efluentes de especies acuicolas, como peces, puedan ser
aprovechados como fuente de nutrientes para H. musciformis. Esta alternativa permitiria
optimizar recursos, reducir costos y fomentar una produccién mas sostenible y sin adicién

de nutrientes externos, utilizando ademas la luz solar como fuente energética principal.

A partir del analisis de muestras silvestres y cultivadas de H. musciformis, se identificé la
kappa-carragenina como el polisacarido predominante, lo que resalta el potencial de esta
especie como fuente sostenible de este compuesto altamente valorado por la industria.
Ademas, se observo que condiciones de estrés favorecen un aumento en el peso molecular
(PM) del polisacarido, caracteristica especialmente apreciada en aplicaciones cosméticas

y alimentarias. En este sentido, se recomienda realizar estudios adicionales orientados a
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optimizar las condiciones de cultivo y extraccidén para incrementar el contenido de Kappa-

carragenina de alto PM.

Por otro lado, se confirmd la presencia de aminoacidos tipo micosporina (MAAs) en algas
del género Hypnea del Caribe colombiano, con un alto contenido de shinorina, compuesto
de interés para la industria cosmética por su capacidad fotoprotectora. No obstante, en el
cultivo indoor bajo el sistema semicerrado desarrollado, la concentracion de MAAs
disminuyd hasta niveles no detectables, probablemente debido a una baja radiacién
fotosintéticamente activa (PAR) efectiva, asi como a la ausencia de estimulos por radiacion
UV. Se recomienda, por tanto, que en este tipo de cultivos se asegure una adecuada
transmision de luz mediante el uso de materiales no obstructivos. Alternativamente, se
sugiere evaluar sistemas de cultivo al aire libre (outdoor), los cuales podrian favorecer la
biosintesis de estos compuestos, aunque se debe considerar que este enfoque puede
enfrentar retos sociopoliticos y ambientales. Un sistema outdoor con exposicion a luz solar
directa, basado en el modelo desarrollado, podria representar una solucién viable y

rentable.

En cuanto al desarrollo del prototipo cosmético a base de carragenina (mascarilla facial de
tipo hidrogel), los resultados del analisis de textura realizados dejaron ver que la estructura
de este es lo suficientemente rigida para mantener su forma, y a su vez, es lo
suficientemente flexible para permitirle una muy buena adaptacion al rostro, lo que lo hace
muy interesante para la aplicacién o producto cosmético elegido. Ademas, toda la mascarilla
en su conjunto (formulacién propuesta) es biodegradable, lo cual disminuiria el impacto
ambiental del uso de este tipo de productos cosméticos. Por otra parte, el ensayo de eficacia
cosmética in vivo realizado a voluntarios (corneometria), con el fin de evaluar la actividad
hidratante del prototipo disefiado, dejo ver que este podria ser dirigido a personas entre 35
y 40 afos, requiriéendose para ello ensayos posteriores con una muestra mas grande. De
igual forma, la prueba sensorial realizada a los voluntarios evaluando la mascarilla facial
disefiada, evidencido una muy buena aceptacion de esta a nivel organoléptico, por los
posibles usuarios, y adicionalmente, estos resultados se correlacionaron con lo obtenido en
el analisis de textura. Finalmente, durante la realizacion del prototipo se identifico la
necesidad de realizar ensayos a futuro que permitan lograr una completa solubilizacién del
polisacarido. Adicionalmente, se sugiere realizar pruebas para determinar el tipo de

empaque mas adecuado para la conservacion de la mascarilla, asi como las pruebas
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correspondientes que permitan estimar su vida util, por lo que también se sugiere la adicion

de un antimicético biodegradable, dado que la matriz es rica en azucares.
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Anexos

Protocolo para la evaluacion de la actividad hidratante de la carragenina
extraida de la macroalga marina Hypnea musciformis, como
ingrediente activo y excipiente en una mascarilla facial

1. Titul o de | aEvaluacida detld agtawidad didratante de la carragenina
extraida de la macroalga marinac ! GUIJ ¢ tOU 2 } cBnfbringrédiedRd activo y de
soporte en una mascarilla facial.

2.1 nst i tUnieeisidad Nacional de Colombia - sede Bogota

3 .Re s p o n dQuimicaelessica Gonzalez Torres. Estudiante de Maestria en Ciencias-
Quimica.

4.1 nvest i glessica rGenzdlez Torres', Estudiante de Maestria en Ciencias-
Quimica,
Ph.D. Diana Marcela Aragdn Novoa', Docente titular - Departamento de Farmacia,

Ph.D. Leonardo Castellanos Hernandez', Docente titular -Departamento de Quimica,
Ph.D. Gladys Rozo Torres?, Docente Facultad de Ciencias Naturales e
ingenieria,

'"Universidad Nacional de Colombia, ? Universidad Jorge Tadeo Lozano

Wal nf or mi€Et présente estudio busca evaluar la actividad hidratante de la
carragenina extraida de la macroalga marinac ! GU IJ ¢ tOU 2 fcdttRad¥dn 8aRth O
Martae diOser utilizadaldomo ingrediente activo y a su vez como excipiente en una
mascarilla facial de tipo hidrogel. Esto se realiza en el marco del cumplimiento de la
Tesis de Maestria en Ciencias-Quimica denominada: “c ! GUI¢ O Uzt #H&h Y| O Rt
caribe col ombiano: per fl metabdélico en ambi
potenci al (o espenfficanierteniéltercerobjetivo:Et aqq¢ HO IIHIII O T HOGY q 131
HYt 0ij gRAYIOEGY!I OUTAWEHGR2RI ¢cT ONYqVYGlI YqUHQQY!I ¢ce
BUaql JOYql ¢t H 1Ol JIOGYH IO+ ql ¢HqVYt Ol DGOEaNecOYAqUUR
De esta manera, se extendera la invitacion a la comunidad en general para participar
de manera voluntaria en este estudio, brinddndose toda la informacion necesaria. Asi
mismo, cualquier duda que se presente serad resuelta por el responsable de la
investigacion.
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6 . Pr o p OHxipitles:una barrera protectora y defensiva del cuerpo frente a cualquier
agresor o condicidn externa, ayudando ademas a evitar la pérdida excesiva de agua. En
este sentido, el estrato corneo, que es la capa mas superficial de la piel, tiene la
importante funcion de atrapar y retener moléculas de agua que provienen tanto de
tejidos mas profundos, como de la atmdsfera. La hidratacion de la piel que se da en el
estrato corneo esta relacionada con la presencia del factor natural de hidratacion
(componentes higroscépicos), asi como de lipidos intercelulares que disminuyen la
perdida de agua transepidérmica. Otros reguladores fisioldgicos igualmente
relacionados son, el acido hialurénico (AH), acuaporinas y proteinas transportadoras
de agua, vesiculas lamelares y la union corneo epidérmica. Mantener la hidrataciéon de
la piel es esencial para preservar su funcion de barrera y favorecer el funcionamiento
normal de las actividades enzimaticas y celulares que se dan alli, sin embargo,
diferentes factores pueden afectar el equilibrio de la humedad de la piel. De forma
general, existen dos formas o mecanismos para mejorar el estado de la hidratacion de
la piel mediante el uso de formulaciones, como lo son la humectaciony la hidratacién.
La humectacién se da a través de la formacion de una pelicula oclusiva de ciertas
sustancias en la superficie de la piel, para asi controlar la velocidad de evaporacidon de
agua. Por su parte, la hidratacién utiliza y transporta sustancias higroscoépicas al
sustrato corneo, de tal manera que ayuden a capturary retener moléculas de agua (1).

La carragenina es un polisacarido de alto peso molecular obtenido partir de
macroalgas rojas (filo A 6 Y 1 Y ( §iéndpaelevantes aquellas del géneroc | GUdJ ¢
nivel mundial (2). La carragenina es de gran importancia en las industria cosmética,
farmacéutica y alimentaria, debido a sus propiedades viscosantes, estabilizantes y
gelificantes, teniendo ademas una alta capacidad de retencion de agua (3). Al ser un
polisacarido es un polimero biodegradable (4). Por mencionar algunas, la carragenina

cuenta con propiedades antioxidantes, antivirales (5) y antinflamatorias (6). Es por todo

lo anterior que se esta desarrollando un prototipo de producto cosmeético,
especificamente una G ¢t H¢ | RUGGCHONEHRCE OHOT Db IOqRE&¥ 406 RT | YNIJ
polisacarido es obtenido a partir de la macroalgac ! GU IJ ¢ OG0 2 frebbRatadd et Rt O
la ciudad de Santa MartagHf®este prototipo, seHBusca aprovechar las propiedades y
naturaleza de la carragenina, por lo que se usara don doble propdsito, especificamente

como ingrediente activo, asi como excipiente. La actividad que se desea evaluar es la
hidratante, por lo que adicionalmente también se adicionaran otros ingredientes que
potencien dicha actividad.

7.Ti po de intervenc i&&aestudlieincluindwre Sirtica sgsadn, dobde :
se realizara la medicién de humedad, hidrataciéon y propiedades mecanicas de la piel,
en los antebrazos de los participantes.
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8.Sel ecci 6n de ¢nmpokiblecsé rpgaenirine26 personas entre hombresy

mujeres, y entre 20 y 35 afnos que no presenten enfermedades dermatoldgicas, ni
lesiones o heridas expuestas en la misma. Deben contar con disponibilidad de un
tiempo maximo de 3 horas aproximadamente.

.Partici paci OHla partiwipagiént ea restaa investigacion es totalmente

voluntaria. Se explicara todo el proceso a las personas interesadas y se resolveran
inquietudes. De esta manera, la personas pueden elegir si desea participar o no. De
igual forma, pueden cambiar de decision después y dejar de participar en el estudio,
aun cuando haya aceptado antes.

10Procedi mi ent o slosyoluparias tsepdn cithdos. para el dia del ensayo

pidiéndoles que lleven puesta una camiseta de manga corta, pues las mediciones se
haran en la piel de los antebrazos. Es importante recalcar la importancia de que la piel
se encuentre limpia y que no hayan aplicado ningun tipo de producto cosmético en
esta zona. Durante el proceso de aclimatacion a las condiciones del lugar, se les
explicard nuevamente a los participantes el objetivo de la evaluacién, los posibles
riesgos de esta, el consentimiento informado y el incentivo que se brindara por
participar en el estudio. Seguido de esto, se les solicitara el consentimiento informado
diligenciado y una vez finalizado el tiempo de aclimatacién (30 minutos), se dara inicio
a las mediciones.

Para realizar estas mediciones se pedira a los participantes colocar sus brazos sobre
una mesa, exponiendo la cara anterior de estos, hacia arriba. Se demarcaran
rectangulos en cada brazo con ayuda de un lapiz de uso cosmeético y se realizaran
mediciones de tiempo cero. Después se colocaran las muestras o porciones de
mascarilla a evaluar: la mascarilla facial (carragenina, glicerina y/o hialuronato de
sodio y fenoxietanol), la carragenina sola (hidrogel), y un blanco con los ingredientes
vehiculo. Estas se dejaran en contacto por 10 min, se retiraran y se realizaran las
mediciones correspondientes después de 30, 60 y 90 minutos.

Es importante mencionar que las mediciones se realizaran en la piel de los antebrazos
(cara anterior), y mediante equipos que utilizan técnicas no invasivas. Estos
instrumentos son: cornedmetro, tewametro y cutémetro.

E2c¢ilecHRZU W U R I KEHH CEMBRUNEctadn de la piel antes
y después de la colocacidn de las muestras o porciones de mascarilla a evaluar. Esta

medicion se hara con un cornedmetro. Este instrumento da un valor de conductividad
de la superficie cutanea, por lo que entre mayor sea este valor, mayor es el contenido
de agua superficial de la epidermis. La medicién se realizara colocando la sonda en la
zona de la piel demarcada previamente (7)(8)(9).
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la funcién barrera de la piel antes y después de la colocacion de las muestras o
porciones de mascarilla a evaluar. Esta medicién se hara con un Tewametro. Este
instrumento mide el agua que se evapora de la superficie de la piel a través de una
camara abierta, midiendo el gradiente de vapor de agua que se presenta. El gradiente
de la densidad de evaporacidn de agua de la piel se mide de forma indirecta mediante
dos pares de sensores (temperatura y humedad relativa) situados en el interior del
cilindro hueco de la sonda de medicién. La medicién se realizara colocando la sonda
en la zona de la piel demarcada previamente (10)(11)(12).
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elasticidad de la piel antes y después a la colocacidn de las muestras o porciones de
mascarilla a evaluar. Esta medicion busca medir la elasticidad de la piel por el método
de succion. Para ello, se mide la deformacion vertical que se da en la capa superficial
de la piel después de la aplicacion de vacio. Esto se realiza en la apertura de la sonda
donde es colocada la piel, y se ejerce una presion negativa durante cierto tiempo. La
lectura se da por un sensor 6ptico que registra los cambios de intensidad de la luz,
datos relacionados proporcionalmente con la profundidad de la piel (13). La medicion
se realizara colocando la sonda en la zona de la piel demarcada previamente.

l11Condiciones previas

Definir y controlar las condiciones ambientales del lugar en el que se haran las
mediciones, para que éstas se realicen bajo las mismas condiciones de humedad
relativa y temperatura.

Definir la cantidad de muestra de mascarilla a colocar: se colocara una porcién de
4cmx4cm de esta.

Realizar la convocatoria para escoger a los voluntarios del estudio, bajo los parametros
de inclusion y exclusion definidos.

Realizar una evaluacion dermatoldgica y la seleccidn de voluntarios con ayuda de un
dermatologo.

Realizar una charla informativa sobre el acta de confidencialidad, el consentimiento
informado.

Enfatizar la importancia de asistir el dia del ensayo con camiseta de manga cortay la
piel limpia sin haber colocado ningun producto antes.

Aclimatacién de los voluntarios: acondicionamiento de los voluntarios durante 30
minutos evitando cualquier actividad fisica extenuante y dejando la zona de la piel de
los antebrazos totalmente descubierta (14).
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12Descri pci 60n Hiloe inedip delodesarslto:de 4 etapas se realizaran las

mediciones del nivel de hidratacion, humedad y propiedades biomecanicas. Las
etapas del proceso son:

Al RGO I ¢ #Odhdjdombéniento de los voluntarios durante 30 minutos evitando
cualquier actividad fisica extenuante y dejando la zona de la piel (antebrazos)
totalmente descubierta.

ENa Ul ¢ Hopigzé @& daxiel de la cara anterior de los antebrazos con etanol al
70% y posterior secado con toallas desechables.

NIJI HI1J] okkdhI @ difetivo de medir siempre la misma porcién de piel, se
demarcaran las zonas donde se aplicaran las muestras a evaluar, en los antebrazos;
para ello se medira la mitad de la distancia del antebrazo con ayuda de una reglay se
demarcaran cuatro zonas de aplicacidon de 4 cm x4 cm en ambos antebrazos.

9 2 ¢ | q cHORar Gredidas basales o de tiempo cero de los parametros a medir
(control), en las zonas ya demarcadas. Posteriormente colocar las muestras o
porciones de mascarilla a evaluar: la mascarilla facial (carragenina, glicerina y/o
hialuronato de sodio y fenoxietanol), la carragenina sola (hidrogel), y un blanco con los

ingredientes vehiculo. Para este ultimo se usara una jeringa, distribuyendo la mezcla de
forma homogénea. Las muestras se dejaran en contacto por 10 min, luego seran
retiradas y se realizaran las respectivas mediciones después de 30, 60 y 90 minutos
(14).

1 3Dur a cHil éstudio puede durar un maximo de 3 horas. Durante ese tiempo, sera

necesario que los participantes sean acondicionados durante 30 minutos antes de
iniciar cualquier medicién.

14Ef ect os s el@supoglbée rqueols aplicacion de la carragenina o de los

ingredientes adicionales, puedan causar condiciones dermatolégicas que no
conocemos. Sin embargo, se realizara un seguimiento permanente a los voluntarios
durante el proceso y se mantendra un registro de cualquier efecto no deseado o de
cualquier inconveniente. En caso de ser necesario, no se continuara con el estudio, se
discutira e informara.

1 5Mo | e sHl paatisipar en este estudio es posible experimentar molestias al efectuar

las mediciones de humedad, hidratacidony propiedades biomecanicas de la piel. Estas
podrian estar relacionadas por alguna presidén generada al colocar la sonda del
cutémetro en la piel.

1 61. n ¢ e n t@lipartiwipar en este estudio se les brindara a los voluntarios un incentivo,

el cual consistira en un refrigerio.
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17Conf de n c iNabeididuggata la identidad de las personas que participen en el

estudio. La informacidn recopilada en esta investigacién se mantendra confidencial.
La informacion obtenida de los participantes durante la investigacion sera puesta fuera
de alcance en general, y solo los investigadores tendran acceso a ella. Cualquier
informacion de los participantes sera codificada con un nimero en lugar de emplear el
nombre de los mismos. Solo los investigadores tendran conocimiento de cual es el
numero relacionado a cada participante.

18.nf or maci 6 n de HlIirdosmadiée sbtehida aldiraliar el estudio sera

informada a cada participante antes de que esté disponible al publico. No se
compartira informacion confidencial.

19Der echo a negaklas persamas hoetienierr parrgaéeparticipar en este

estudio si no desean hacerlo. Se puede dejar de participar en el mismo en cualquier
momento que se desee, sin perder el derecho al incentivo. La eleccidn participar o no
es completamente voluntaria, por lo que todos los derechos de los voluntarios seran
respetados.

20A qgui en dfbsatierse cualguier duda o inquietud, esta o estas se pueden dar

Bl
M D

H O

od

nao
p ®

a conocer en cualquier momento, ya sea antes, durante o después de haberse iniciado
el estudio. Para resolver cualquier inquietud, por favor contactar a la responsable del
estudio Jessica Gonzalez Torres y a través del medio que se considere mas adecuado
(informacion dada previamente).
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Consentimiento informado

Evaluaci 6n de | a actividad hidratante de | a
mar icnaGUIJ¢ o0 2+, #HRoYmMod Ringr edi ente activo y e
mascarilla facial

Re s p o n s Bdsitagsenzalez Torres’, Estudiante de Maestria en Ciencias-Quimica,
Ph.D. Diana Marcela Aragdn Novoa', Docente titular - Departamento de Farmacia
Ph.D. Leonardo Castellanos Hernandez', Docente titular - Departamento de Quimica,
Ph.D. Gladys Rozo Torres?, Docente asociada Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria

'Universidad Nacional de Colombia, ? Universidad Jorge Tadeo Lozano

| nst i tlaiweisidad Nacional de Colombia - Sede Bogoté

El propdsito del presente estudio es evaluar la actividad hidratante de la carragenina extraida
de la macroalga marinac ! GUIJ¢ OGO 2 t cBnhbringredierRd aetivo y excipiente en una
mascarilla facial. Esto se realiza como parte del cumplimiento de la Tesis de Maestria en
Ciencias-Quimica denominada: “c ! GUIJ¢ IO G 2 t d#(R taifble GcBldmbiano: perfil
metabodlico en ambiente naturaly en cultivo, y su potencial cosmético”.

El procedimiento se realizara en las instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia-
sede Bogota, en el departamento de Farmacia y bajo la direccion de Jessica Gonzalez Torres.
El estudio iniciard con un proceso de aclimatacion de los voluntarios a las condiciones del
laboratorio durante 30 minutos y se hara una medicién inicial de tiempo cero (medicién basal).
Luego se colocaran tres porciones o muestras de 4x4cm de la mascarilla facial tipo hidrogel
disefada, en la zona de la cara anterior de los antebrazos durante 10 minutos, y en zonas
previamente demarcadas. Estas muestras seran: la mascarilla facial tipo hidrogel disefada
(carragenina, hialuronato de sodio y fenoxietanol), carragenina sola (hidrogel), y un blanco con
los excipientes (hialuronato de sodio y fenoxietanol), y un control (nada). Una vez pasado este
tiempo, las muestras se retiraran y se realizaran las mediciones correspondiente en la piel a
los 30 y 90 minutos. Estas mediciones se realizaran mediante equipos que utilizan técnicas no
invasivas. Estos instrumentos son: cornedmetro, y tewametro.

Elinvestigador responsable le consultara de manera previa al estudio, informacién pertinente
para constatar que usted no tiene ninguna condicién que impida su participacion en este.

Los riesgos asociados a la aplicacidon de la mascarilla facial podrian incluir: alergia, prurito
(comezdn), eczema (inflamacidn), eritema (enrojecimiento), o hipersensibilidad, a alguno de
los componentes, por lo cual previamente se ha consultado sus antecedentes en el uso de
productos relacionados.

A menos que usted de la autorizacidon especifica, sus resultados personales no estaran
disponibles para terceras personasy su informacion serda manejada de manera confidencial.
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La presente investigacion fue avalada por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional de Colombia, el 04 de marzo de 2025 (Acta 02-2025).

Yo, identificado con C.C. No.
expedida en declaro que he sido
invitado a participar del estudio de la actividad hidratante de la carragenina extraida de la
macroalgamarinac ! GU IJ¢ IO 2 tERtiBdoYgLietadistirgpl® alrededor de tres horas a las
instalaciones de la Universidad Nacional de Colombia al departamento de Farmacia. Haré
parte de un acondicionamiento al lugar de mediciény seran aplicadas tres muestras en zonas
previamente demarcadas en mis antebrazos: la mascarilla facial tipo hidrogel disefada
(carragenina, hialuronato de sodio y fenoxietanol), carragenina sola (hidrogel), y un blanco con
los excipientes (hialuronato de sodio y fenoxietanol). Comprendo que se efectuaran tres
rondas o tiempos de medicion junto con sus réplicas, y que he sido informado de que los
riesgos son minimos y que pueden incluir condiciones dermatoldgicas. Sé que al finalizar el
estudio me sera entregado un incentivo que consiste en un refrigerio. Se me ha proporcionado
elnombrey el correo electrénico de un investigador que puede ser contactado facilmente.

Declaro que he leido completamente la informacion proporcionada. He tenido la oportunidad
de exponer cualquier tipo de duda relacionada, y mis preguntas han sido resueltas de manera
satisfactoria. Consiento mi participacion voluntaria en este estudio y entiendo que tengo el
derecho de retirarme del mismo en cualquier momento, sin que se afecte el derecho al
incentivo.

Nombre:

Direccién:

Teléfono:

Firma:




