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RESUMEN

La produccion, desarrollo e investigacion en areas relacionadas a la biomasa y su uso
se encuentra en pleno auge. Existe tanto un inconveniente economico, como un
problema en términos de la falta de afiadir valor agregado a productos naturales como
las algas pardas en el Ecuador. Es de primordial interés tanto nacional e incluso hasta
internacional estudiar a fondo la factibilidad de que en el pais se produzcan acidos
organicos y polisacaridos los cuales puedan servir como materias primas alternativas
en la petroquimica para ser empleados en la elaboracion de productos (como por
ejemplo biopolimeros) de modo que permitan asi modificar la matriz productiva del
pais. En este trabajo de titulacion, tanto los acidos organicos y polisacaridos se
extrajeron a partir de algas pardas marinas ecuatorianas (Pheophyta/Padina).
Mediante informacion bibliografica se determinaron las condiciones para la
extraccion de polisacéridos (alginato de sodio) empleando como medio agua dulce
para posteriormente emplear en este estudio el mismo método extractivo realizando
variaciones tanto en el medio (agua de mar) y concentracion de catalizador (Na2COs)
al 0% ,1.5% y 3% de concentracion. Asi como también para la obtencion de acidos
organicos se emple6 metodologia de superficie de respuesta (MSR), para obtener
condiciones de extraccidn 6ptimas; se procedié a cambiar el medio por agua de mar
empleando dos rutas: con alginato de sodio procedente de Sigma Aldrich y con algas
pardas ecuatorianas pre-tratadas. Se empled un disefio experimental de Box Behken,
en donde, temperatura, tiempo de digestion, salinidad del agua y cantidad de
catalizador (CaO) fueron las variables. Los productos extraidos se analizaron
analiticamente mediante: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(IFTR-ATR), Analisis Termogravimétrico (TGA) y el Escaneo Calorimétrico
Diferencial (DSC), para los polisacéridos; asi como para los &cidos organicos,
Espectrofotometria de Movilidad Jonica (GC-JMS).

PALABRAS CLAVE:
e ALGAS PARDAS
e AGUA DE MAR
e POLISACARIDOS

e ACIDOS ORGANICOS
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ABSTRACT

The production, development and research in areas related to biomass and its use is in
full swing. There is both an economic disadvantage, and a problem in terms of the lack
of adding value to natural products such as brown algae in Ecuador. It is of primary
interest both national and even international to study in depth the feasibility of
producing organic acids and polysaccharides in the country, which can serve as
alternative raw materials in the petrochemical industry to be used in the production of
products (such as biopolymers). ) so that they allow to modify the productive matrix of
the country. In this titulation project, both organic acids and polysaccharides were
extracted from Ecuadorian marine brown algae (Pheophyta / Padina). By means of
bibliographic information, the conditions for the extraction of polysaccharides (sodium
alginate) were determined using fresh water as a medium to later use the same extractive
method in this study, making variations both in the medium (seawater) and catalyst
concentration (Na2CO3) 0%, 1.5% and 3% concentration. As well as for obtaining
organic acids, response surface methodology (MSR) was used to obtain optimal
extraction conditions; the medium was exchanged for seawater using two routes: with
sodium alginate from Sigma Aldrich and with brown seaweed pre-treated. An
experimental design of Box Behken was used, where temperature, digestion time, water
salinity and amount of catalyst (CaO) were the variables. The extracted products were
analyzed analytically by: Fourier transform infrared spectroscopy (IFTR-ATR),
Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Calorimetric Scanning (DSC), for
polysaccharides; as well as for organic acids, lonic Mobility Spectrophotometry (GC-
JMS).

KEYWORDS:
e BROWN ALGAE
e SEAWATER
e POLYSACCHARIDES

e ORGANIC ACIDS



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. Introduccion.

Probablemente, uno de los recursos marinos mejor aprovechados a nivel
industrial, de donde se extraen los mas variados productos que sirven como fuente de
materia prima para diversas industrias, son las algas (biomasa), ya que, dentro de los

recursos renovables del mar, tienen una elevada importancia econémica.

Los polisacaridos presentes en la matriz celular de las algas marinas, tales como
alginatos, agar y carragenina, son biocompuestos con un alto valor econémico
debido a los potenciales usos que se les puede dar. Este tipo de compuestos son
también conocidos como hidrocoloides, los que se obtienen a partir de algas marinas

rojay cafe.

El alginato, un componente importante de las algas pardas (empleadas en este
estudio), ha sido ampliamente utilizado en diversos campos industriales y
cientificos. Las sales de metal alcalino de alginato, tales como alginato de sodio y
alginato de calcio, son aditivos Utiles para alimentos que contribuyen a la forma,
textura y viscosidad. La biocompatibilidad del alginato ha sido explotada para
diversas aplicaciones, incluyendo la construccion del sustrato biologico y la

administracion de farmacos. (Jeon et al., 2015)

La produccidn de &cidos organicos a partir de productos de biomasa es de gran
importancia en las industrias futuras considerando la inminente escasez de petréleo.
Métodos actuales para producir acido organico de la biomasa, como la conversion
de la biomasa a la glucosa, seguido de la fermentacion de la glucosa hasta acidos
organicos. Debido a las diferencias estructurales entre biomasa y el acido organico
deseado, la conversion quimica a estos acidos organicos no se produce facilmente.
(Aida et al., 2012)

El tratamiento hidrotérmico con agua produce productos quimicos de biomasa

en agua caliente comprimida y se ha demostrado como una alternativa util, ya que



pueden realizarse en pocas horas usando un procedimiento relativamente simple.
Ademas, el proceso de conversion hidrotérmica es barato, sostenible y respetuoso
con el medio ambiente debido a su uso de agua en lugar de disolventes organicos

costosos y toxicos. (Jeon et al., 2015)

1.2.  Descripcion del problema.

Desde un punto de vista tecnoldgico e industrial, los &cidos organicos y
polisacaridos constituyen productos de alto valor agregado, cuyo rango de
aplicaciones se extiende cada vez mas. En los ultimos afios se ha intensificado el
interés en el uso para la produccion de biopolimeros, principalmente propiciado por
las propiedades Unicas de estas macromoléculas y la posibilidad de obtener un

producto con una calidad constante.

En la actualidad dentro del Ecuador la produccion de acidos organicos y
polisacaridos a partir de biomasa por diferentes vias 0 métodos es muy escaza, a
pesar de poseer la materia prima necesaria para llevar a cabo este tipo de procesos
que generan productos amigables ambientalmente. Es por ello que es importante
desarrollar o investigar nuevas alternativas o métodos de produccion empleando otro
tipo de recursos, en este caso en particular a partir de algas pardas ecuatorianas que
también son una fuente importante de biomasa y ain no han sido explotadas como
tal para producir tanto acidos organicos y polisacaridos, los cuales se pretenden
obtener para este estudio empleando agua de mar que también podria considerarse
un elemento que dispone nuestro pais al cual tampoco se le ha dado gran importancia

dentro de este tipo de procedimientos.

Hoy en dia a pesar de que se promueve la concientizacién en lo que respecta al
cuidado del agua en general , aun no existe un grado aceptable a nivel global por lo
que también es uno de los problemas que se ha considerado en este estudio al
emplear agua de mar en sustitucion al agua dulce que se emplea convencionalmente
en este tipo de procesos, ya que el agua de mar existe en mayor proporcion (96,5%)
que el agua dulce (3,5%) en el planeta, y esta ultima es la de mayor uso como parte
de la vida diaria de la humanidad, es por ello que preservar y promover el cuidado

de este recurso vital es de gran importancia.



También considerando la localizacion de la materia prima (playas
ecuatorianas) empleada como parte de este estudio (algas pardas), seria ain mas

factible el uso de agua de mar.

1.3.  Propuesta.

El presente proyecto propone evaluar dos rutas de produccién de acidos
organicos: Produccion de acidos organicos directamente a partir de macroalgas (algas
pardas ecuatorianas) o a partir de alginato de sodio (polisacarido) derivado de las
mismas algas. En ambas vias se utilizara agua de mar a condiciones elevadas de

presion y temperatura.

Se aplicara agua de mar en forma directa a las algas pardas las cuales fueron
previamente tratadas (lavadas con agua corriente y posteriormente destilada, secadas
a60°C en un horno, molidas y tamizadas) y catalizador (CaO) para analizar una posible
conversion de algas a acidos organicos (acido lactico de mayor interés) sin la necesidad
de pasar por la extraccion de alginato de sodio, el cual es uno de los pasos a
desarrollarse dentro del método convencional. Si los resultados no son técnicamente
favorables, se procedera a emplear alginato de sodio comercial de la marca Sigma
Aldrich para luego ser tratado con agua de mar a condiciones elevadas de presion,

temperatura y asi probablemente obtener los acidos organicos.

De igual forma se extraera polisacaridos de las algas empleando el método de
extraccion de alginato de sodio ya establecido en investigaciones anteriormente
mencionadas, realizando diferentes experimentaciones (con y sin carbonato de sodio a
diferentes concentraciones en el agua de mar ) y analisis quimicos a través de diferentes
equipos analiticos (Espectrometro infrarrojo FT-IR, Analizador Termo gravimétrico y
Calorimetro Diferencial de Barrido DSC) a los productos obtenidos que nos permitiran
determinar si se produjeron polisacaridos (alginato de sodio, fucoidanos, laminaranos
, etc.) . Si se llegara a obtener alginato de sodio en las experimentaciones se realizara
un analisis comparativo con el que es obtenido convencionalmente, asi como también
el resto de posibles polisacaridos productos (azucares por ejemplo) seran analizados y

caracterizados.



El enfoque del presente trabajo es estudiar la produccién de &cidos organicos y
polisacaridos, evaluando la factibilidad de usar agua de mar dentro del proceso para

cada ruta establecida.

1.4.  Objetivos.

1.4.1. Objetivo General

e Estudiar la produccion de acidos organicos a partir de macroalgas y sus
polisacéridos utilizando agua de mar.

1.4.2. Objetivos Especificos

¢ Realizar investigacion bibliografica sobre la obtencion de &cidos organicos
a partir de macroalgas y alginato derivado de las mismas a través de
diferentes fuentes, para poder establecer rutas alternativas en cuanto

respecta a los procedimientos convencionales.

e Estudiar la produccién de acidos organicos a partir de la intervencion
directa de las algas con agua de mar asi como también del alginato de sodio
en presencia 0 no de CaO como catalizador de acuerdo al disefio

experimental, para lograr optimizar e innovar el proceso tradicional.

e Estudiar la obtencién de polisacéridos a partir del procedimiento para la
obtencién de alginato de sodio de las macroalgas pardas ecuatorianas

empleando como medio agua de mar para su posterior caracterizacion.

e Evaluar la produccién de acidos organicos empleando agua de mar en las
rutas establecidas, utilizando como disefio experimental la Metodologia de
Superficie de Respuesta para lograr determinar un nuevo método de

obtencion.



Evaluar en forma analitica mediante cromatografia de movilidad idnica la
presencia de acidos organicos empleando el equipo GC- IMS FlavourSpec
con las muestras obtenidas en las experimentaciones del disefio
experimental, asi como también caracterizar los polisacaridos que se
puedan llegar a obtener a través del Espectrometro infrarrojo FT-IR
accesorio de muestreo universal ATR-PerkinElmer, modelo Frontier , el
Analizador Termogravimétrico — Perkin Elmer, modelo Pyris 1 TGA y el
Calorimetro Diferencial de Barrido DSC- Mettler Toledo.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA Y ESTADO DEL ARTE
2.1. Fundamentacion Teorica.
2.1.1. Algas Marinas.

A un numeroso Yy diverso conjunto de organismos que tienen en comin poseer
clorofila y la capacidad de realizar la fotosintesis se aplica el término “algas”. Estan
formadas por una célula o multicelulas y también tienen una organizacion de tipo
protofitica o talofitica. La gran mayoria vive en medio acuatico o en ambientes
hdimedos ya que dependen del agua para su reproduccién. (Bold & Wynne, 1985;
Rabanal Atalaya, 2015)

Las algas marinas macroscopicas, multicelulares o bentdnicas, se unen al
fondo de aguas costeras relativamente poco profundas. Crecen en las profundidades
marinas, estuarios y en aguas negras de hasta 180 metros y sobre sustratos solidos
como rocas, corales muertos, guijarros, conchas y otros materiales vegetales (Pal,
Kamthania, & Kumar, 2014). Se categorizan en tres clases principales, y son
clasificadas de acuerdo a su color predominante por ejemplo algas verdes, rojas,

verdes y marrones (pardas).

Los caracteres mas importantes para clasificar a las algas son la naturaleza
de sus pigmentos fotosintéticos y la composicidn quimica de la pared celular. Segun
(Bold & Wynne, 1985) podemos mencionar: las algas rojas (Rhodophyta), pardas
(Phaeophyta), verdes (Chlorophyta), verde-azuladas (Cyanophyta), euglenoides
(Euglenophyta), doradas (Chrysophyta), y diatomeas (Bacillariophyta), entre otras.
Una caracteristica comun a todos los tipos de algas es la presencia de clorofila a.
Sin embargo, la presencia de otros fotopigmentos diferentes de la clorofila a (por
ejemplo, clorofilas b, ¢ y d, ficobiliproteinas, etc.) y la composicion quimica de los
productos de reserva son los que caracterizan a cada division algal en particular.
(Davis, Volesky, & Mucci, 2003; Rabanal Atalaya, 2015)



Tabla 1.

Caracteristicas de algunas de las algas més importantes.

Division Nombre Pigmentos Productos  Pared Celular
Comun Reserva
En muchos
celulosa,
Clorofila a, b; a- Almidén hidroxiprolina
, B-yv- (amilosa y glucosidada,
Clorophyta Algas carotenoidesy  amilopectina). xilanos y
verdes  varias xantofilas. mananos; 0
ausencia de
pared, en
algunos casos
calcificada.
Clorofila a, c; B- Celulosa, &cido
carotenoide, Laminaranos y alginico, y
Phaeophyta Algas pardas fucoxantina y manitol. polisacaridos
otras xantofilas. sulfatados
(fucoidanos).
Clorofila a (d en
algunas Celulosa,
Florideophyceae); xilanos y
R-yC- Almidén de galactanos
Rhodophyta Algas rojas ficocianina, florideas. sulfatados,
aloficocianina; R- calcificacion y
y B-ficoeritrina; a alginatos en
y B- carotenoides Corallinales.

y varias
xantofilas.

Fuente: (Bold & Wynne, 1985)

Las algas marinas son la fuente de produccion de fitoquimicos, compuestos

quimicos como agar-agar, carragenano y alginatos , principalmente se utilizan para

el consumo humano, alimentacién animal, estiércol (en muchos paises), industria

alimentaria, textil, lactea, papelera y confiteria. (Pal et al., 2014)



2.1.2. Division Phaeophyta (algas pardas).

Las algas pardas tienen apariencia filamentosa y formas muy variadas, en
forma general morfolégicamente presentan coloracion marrén u olivaceo;
pigmentos que cubren parcialmente la clorofila. Las algas marinas pardas son
generalmente grandes, y van desde los 20 m de largo (algas gigantes), hasta 30-60

cm de largo que son las especies mas pequerias.

Son un grupo de algas pertenecientes a la clase Phaeophyceae, en el reino
Chromalveolata, clasificadas en 265 géneros con mas de 1500 especies
principalmente marinas, y sélo seis géneros de agua dulce.(Davis et al., 2003). Segln
(Bold & Wynne, 1985) las algas pardas se clasifican en 13 drdenes.

La especie de interés para el presente trabajo, son las algas pardas referidas
del género Padina (Figura 1), perteneciente a la familia Dictyotaceae que a su vez
pertenece al orden de las Dictyotales. Los Dictyotales, Fucales, Laminariales entre
otras son oOrdenes dentro de la clase Phaeophyceae que pertenecen a la division

Phaeopyhta.

Figura 1 Alga Marina Parda del género Padina
Fuente: (AlgaeBase, 2017)



Generalmente su estructura inicia con una base, seguido de un tallo no
definido, mientras que en la parte superior poseen forma de paleta, que puede ser
filiforme o expandido, con talos en forma de abanico o reniforme con

terminaciones del tipo correa o redondeado (Figura 2).

Figura 2 Forma de terminacion caracteristica del género Padina.
Fuente: (AlgaeBase, 2017)

2.1.3. Polisacéaridos de las Algas Pardas.

Un polisacarido es una macromolécula que esta conformado por una gran
cantidad de restos de monosacéridos (azucares simples) unidos entre si por enlaces.
Los polisacaridos compuestos de un solo tipo de monosacarido se denominan
homopolisacaridos (homoglucanos). Si dos o mas tipos diferentes de unidades

monomeéricas estan presentes, seran heteropolisacaridos (heteroglicanos).

Los polisacaridos cumplen una diversidad de funciones bioldgicas esenciales
como, por ejemplo, almacenamiento de energia en el caso del almidén y del
glucdgeno, o estructural en el caso de la celulosa y la quitina. El desarrollo del ser
humano ha estado intimamente ligado al uso de polisacaridos desde la antiguedad.
Por ejemplo, la celulosa de las plantas ha tenido innumerables aplicaciones en sus
diversas formas como madera, papel, fibras, etc. (Ledn, 2015)

Los principales componentes de las algas son los polisacéridos, los cuales
pueden ser de almacenamiento (materiales de reserva), por lo general polisacaridos

complejos, sulfatados y no sulfatados; o estructurales (elementos estructurales de las
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paredes celulares, tejidos intercelulares y matriz mucilaginosa). (Gupta & Abu-
Ghannam, 2011; Rabanal Atalaya, 2015).

Las algas pardas contienen principalmente alginato, laminarano y fucoidan,
que representan del 40 al 80% (una gran cantidad de polisacaridos biol6gicamente
activos) de la biomasa de algas secas (Sinurat, Peranginangin, & Saepudin, 2016). Las
algas pardas en general presentan polisacaridos como: celulosa, citin, acido alginico,

fucoidan, laminaran. EI contenido de nitrégeno generalmente es de 1.6 — 3.80 %.

Los polisacaridos sulfatados constituyen un tipo muy comun de polisacarido
estructural y cambia de acuerdo al tipo de alga, orden, familia, género y especie
(Gupta & Abu-Ghannam, 2011; Rabanal Atalaya, 2015).

La ultra estructura precisa del &cido alginico y los fucoidanos sulfatados es
aun desconocida, especialmente en el caso de los fucoidanos, a pesar de que ya han
sido estudiadas estructura quimica, propiedades fisicoquimicas y las actividades
biol6gicas. La caracterizacion de la estructura fina de los polisacaridos puede
contribuir a comprender la ultra estructura de la pared celular de las algas pardas.
(Andrade et al., 2004; Rabanal Atalaya, 2015)

La composicidn del azucar entre las especies de algas marinas pardas varia,
generalmente consta de (1,3) y (1,4) sulfato de L-fucosa como componentes
principales conjuntamente con pequefias cantidades de acido urénico y otros

azucares como galactosa, manosa, xilosa y glucosa. (Sinurat et al., 2016)

Existen dos modelos que intentan explicar la estructura de polisacaridos de la
pared celular de las algas (Rabanal Atalaya, 2015): El primero (Figura 3) propone que
la pared celular estd compuesta por una estructura de multicapas microfibrilares de
celulosa, la cual se encuentra embebida por una matriz amorfa de polisacaridos acidos
unidos entre ellos por proteinas (Kloareg, Demarty, & Mabeau, 1986; Rabanal
Atalaya, 2015). Los polisacaridos acidos estan compuestos principalmente por acido

alginico o sus sales de sodio, potasio, magnesio y/o calcio y por fucoidanos sulfatados.

Al alginato, se lo conoce como copolimero lineal del acido B-(1—4)-D-
manurdnico y su epimero en C-5, el acido a-(1—4)-L-gulurénico (Haug, Larsen, &

Smidsrod, 1967); los fucoidanos, segun la International Union of Pure and Applied



11

Chemistry (IUPAC), son polisacaridos sulfatados que contienen principalmente L-
fucosa sulfatada, que poseen otros monosacaridos como manosa, galactosa y xilosa
(menos del 10%).

. el Microfibrillas de celulosa
e~ Red de alginato
o S i Glicuronofucoglicanos

“~r171 1 77y Xilofucoglicuronanos
&2 - Homofucanos

O Enlaces glicoproteicos

Figura 3 Estructura de la pared celular del alga parda propuesto por Kloaregy
colaboradores
Fuente: (Kloareg et al., 1986)

El segundo (Figura 4) propone que dos capas diferentes: la capa interna,
esqueleto de microfibrillas (constituidas por celulosa, glucano basado de glucosa con
uniones B-(1—4) sin ramificaciones) que brinda rigidez a la pared celular, y la capa
externa, una matriz amorfa, poco cristalina, en la cual estd embebido el conjunto de
microfibrillas, pero que no penetra las fibras, sino que se mantiene unida a esta capa
a través de puentes de hidrégeno, constituyen la pared celular. Finalmente, el alginato
ademas de impartirle flexibilidad contribuye a darle fuerza a la pared celular del alga
parda. La celulosa continta siendo el principal componente estructural, ain si el

alginato esta presente en la capa interna, (Davis et al., 2003; Rabanal Atalaya, 2015)



Exterior

Pared celular externa Fibra de celulosa

Martriz amorfa

Fosfolipidos

Proteina

Matriz de alginato y

Pared celular interna fucoidano

Esqueleto fibrilar

lhanssaf[JII RNy 55 -2
un.--ln_..nnl’ L
B

Interior

Figura 4 Estructura de la pared celular de algas pardas
Fuente: (Davis et al., 2003)

El &cido alginico y el fucano sulfatado se encuentran en estructuras
trabeculares de acuerdo a un estudio de microscopia de transmision electrénica (TEM)
de todo el polisacarido realizado por (Andrade et al., 2004), debido a que los iones
calcio se unen fuertemente a los grupos carboxilo del acido alginico, mientras que los
atomos de azufre son parte de los grupos sulfato de los fucanos. (Rabanal Atalaya,
2015)

a) Fucoidanos.

En 1913, Kylin fue el primero en aislar un grupo de polisacéaridos que
contenian fucosa a los que denominé “fucoidina” (Kylin, 1913); 50 afios después
aproximadamente, McNeely cambi6 el termino fucoidina por fucoidano. (Rabanal
Atalaya, 2015)

El contenido de fucoidan en algas pardas esta influenciado por: la estacion y
las especies, el método de extraccion, el crecimiento. Factores que afectan las
caracteristicas y bioactividad del fucoidan (Sinurat et al., 2016). Contiene

porcentajes sustanciales de L-fucosa y grupos éster sulfato.

Los fucoidanos (Figura 5) son polisacaridos o -L-fucosa que poseen grupos

sulfato y monosacaridos menores como D-galactosa, D-xylosa, D-glucosa, D-

12
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manosa y D-&cido uronico. Sus estructuras son complejas, los polimeros son

heterogéneos y no se ha observado una regularidad definida. (Kusaykin et al., 2008)

Q

- o

Figura 5 Unidad estructural de fucoidanos
Fuente: (Gupta & Abu-Ghannam, 2011)

El alga debe ser primero secada a temperatura ambiente y luego molida para
obtener una mayor superficie del material para la obtencion de fucoidanos. (Hahn,
Lang, Ulber, & Muffler, 2012). Para evitar la coextraccion de otros compuestos
como el &cido alginico, laminaranos y proteinas tiene la finalidad realizar un
pretratamiento. (Rabanal Atalaya, 2015). Los fucoidanos poseen una alta afinidad

por los fenoles y flavonoides.

(Kylin, 1913) fue el primero quien extrajo con &cido acético diluido los
polisacéridos sulfatados. El fucoidano ademés de contener fucosa (azucar neutro),
también contenia como contaminantes manitol, acido alginico y laminaranos. A
continuacidn, se puede observar en la Tabla 2 algunos de los principales métodos de

extraccion y composicion quimica.
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Tabla 2.
Métodos de extraccién y composicion quimica de fucoidanos.
ORDEN ESPECIE METODODE COMPOSICION
ALGAL EXTRACCION
Dictyotales Padina pavonia H20 at.amb.ya Fuc (1%), Xil, Gal
100 °C y Glc en tz, GICA
(90%
Dictyotales Padina H20 (pH 6,5-7, Fuc (54%), Xil
tetrastomatica 30-37 °C) (18%), Man (9%),
Gal (9%), Glc
(9%) y Rha (2%) y

AU (14%)b

Fuente: (Awad, Motawe, Selim, & Matloub, 2009; Karmakar et al., 2009)

Comprende un espectro complejo de monosacaridos dependiendo de la especie
algal, método y tiempo de extraccion, temperatura, solventes, lugar de colecta, estacion
del afio y crecimiento del alga, el aislamiento y composicion de los polisacaridos
conteniendo fucosa ha sido muy diverso, demostrando que no es posible asignar una

supuesta composicion constante a los fucoidanos. (Rabanal Atalaya, 2015)

Los fucoidanos presentan actividad antiviral que radica en impedir que los
receptores celulares interactten con los receptores virales, impidiendo de esta forma,

el comienzo de la infeccion del virus. (Bilan et al., 2002)

b) Acido Alginico y Alginato.

El &cido alginico es un compuesto quimico que se encuentra en la pared celular
de las algas marinas pardas. Los alginatos son sales del &cido alginico que pueden
estar constituidas con Na, K, Mg, Ca, entre otros, produciendo sales con distintos
grados de solubilidad en agua, obteniendo varios grados de viscosidad. Stanford en

1883, por medio de procedimientos de digestion de las algas pardas con carbonato
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sodico, presencid la formacion de una sustancia gelatinosa a la cual le otorgo el
término de ““algina”, por derivarse de algas. (Avendafio-Romero, Lopez-Malo, &
Paolu, 2013)

El &cido alginico es un polimero biodegradable y biocompatible en su forma
salina, produce geles en presencia de iones calcio con facilidad. Por su gran
versatilidad, es utilizado como estabilizador, aglutinante, espesante, gelificante y
formador de peliculas delgadas en superficies (Avendafio-Romero et al., 2013). Es
un polisacarido lineal conformado por dos unidades monoméricas, el acido B-D-
manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G). Estos se agrupan en bloques
secuenciales MM y MG, unidos entre si por enlaces glicosidicos B-(1—4) y bloques
GG y GM, enlazados por uniones a-(1—4). La Figura 6, muestra los dos monémeros
que constituyen el acido alginico como bloques de secuencias homopoliméricas
(MM y GG) y bloques heteropoliméricos (GM y MG). (Percival, 1979)

Su composicidn (dada por la relacion caracteristica manurénico/gulurénico
M/G) y secuencias cambian dependiendo de la fuente proviniente del polisacarido.
A los grupos carboxilo que aparecen a lo largo de la cadena, este polimero debe su
caracter polianionico. La composicién y extension de las secuencias asi como
también el peso molecular determinan las propiedades fisicas de los alginatos.
(AvendaifioRomero et al., 2013)

COOH

OH
HO

(a) (b)

Figura 6 Estructura de las dos unidades monoméricas del acido alginico. (a)
Acido B-D-manurénico y (b) Acido a-L-gulurdénico.
Fuente: (Percival, 1979)

Los alginatos son los componentes estructurales de la pared celular de las
algas, cuya funcion principal es dar rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de
enlazar agua, son los polisacaridos mas abundantes presentes en las algas marinas,
comprenden hasta 40% de su peso seco. (Avendafio-Romero et al.,, 2013;

Herndndez-Carmona, McHugh, Arvizu-Higuera, & Rodriguez-montesinos, 1998)
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En la naturaleza, los alginatos (Figura 7) estdn como una mezcla de sales de
los cationes que comunmente se localizan en el agua de mar, principalmente Ca2+,
Mg2+ y Na+. De acuerdo a su composicion, asi como de la selectividad de enlace
de los cationes alcalinotérreos por el alginato dependen las proporciones en las que
estos iones estan unidos al alginato (Avendafio-Romero et al., 2013; Yabur, Bashan,
& Hernandez-Carmona, 2007)

El alginato es un copolimero lineal, y consiste en unidades de los 4cidos -
Dmanurénico (M) y a-L-guluréonico (G), unidos por enlaces glicosidicos 1—4 y
dispuestos de manera homo- y heteropolimeérica (Figura 7). Existen 3 formas
estructurales del enlace glicosidico: bloque GG, estructura abultada o capsular;
bloque MM, estructura tipo cinta plana; y bloque MG, estructura tipo escalera. Entre
los carbonos ecuatoriales C-1 y C-4 se forma el enlace glicosidico en un bloque MM,
por otra parte entre los carbonos axiales C-1 y C-4 se forma un bloque GG. Son
factores determinantes en las propiedades del alginato el radio M/G como la cantidad

relativa de determinados blogues. (Ledn, 2015)

(»] Ca’" © sodo ol -guluwenko

Figura 7 Estructura del Alginato
Fuente: (Avendafio-Romero et al., 2013)

Las fuentes comerciales mas comunes son los géneros de algas
Ascophyllum, Durvillae, Ecklonia, Laminaria, Lessonia, Macrocystis, Sargassum y
Turbinaria. Se extraen alginatos con distintas propiedades, debido a la variacion del
radio M/G y de la composicion estructural principalmente. De hecho, en una misma
alga se pueden encontrar diferencias en la composicion del alginato segun las partes
del alga. (Ledn, 2015)

Para la obtencion del alginato, luego de ser recolectada el alga, se la puede
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almacenar himeda o seca. El alga hUmeda se corta en pequefios pedazos, se trata
con solucion diluida de formol y se almacena en tanques de concreto por varios
meses. El alga también puede secarse al ambiente, triturarse y almacenarse por
meses. Cuando va a ser usada, se la hidrata remojandola por varias horas. Por otro
lado, algunos productores emplean el alga humeda intacta para la extraccion.
(McHugh, 1987) (Leon, 2015). La trituracién permite un manejo mas sencillo del

alga e incrementa la superficie de reaccion en los tratamientos.

El alginato se encuentra generalmente en el alga como la sal de calcio, la
cual es insoluble en agua, y en menor cantidad como sales de sodio, potasio,
magnesio, estroncio y bario (Hernandez-Carmona et al., 1998).

Segun (McHugh, 1987) y (Hernandez-Carmona et al., 1998), en el pre-
tratamiento, para remover los compuestos fenolicos que le dan un color oscuro
indeseable se trata el alga con una solucidn de formol, posteriormente se remoja en
acido clorhidrico diluido por periodos cortos de tiempo para convertir el alginato de
calcio a acido alginico, segun la reaccion (Leon, 2015):

Ca(Alg)2+2H* — 2 HAIg + Ca*?

Se pretende remover la mayor cantidad de calcio (la conversidn no es total)
sin degradar el alginato. Luego, la extraccion del alginato como su sal de sodio se
efectta con un tratamiento alcalino con una solucion de carbonato de sodio
(Herndndez-Carmona, McHugh, & Lo6pez-Gutiérrez, 1999; McHugh, 1987). Se

producen procesos de intercambio i6nico y neutralizacion acido-base:

Ca(Alg)2+ 2 Na* — 2 NaAlg + Ca*?

2 HAlg + Na2COs — 2 NaAlg + H20 + CO2

Por las condiciones de reaccion, la viscosidad final del alginato se ve

afectada. (Hernandez-Carmona et al., 1999)

La habilidad para formar soluciones viscosas en agua es la propiedad mas
importante del alginato. EI gel de alginato de calcio es usado en la adsorcién de los

iones de metales pesados divalentes como Pb*2, Cu*?, Cd*2, Zn*2, Co*?etc.(Naja,
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Murphy, & Volesky, 2010; Rabanal Atalaya, 2015). Es empleado como aditivo de
los alimentos para cambiar, espesar y estabilizar su textura; asi como también es muy
utilizado en las industrias textil, papelera, farmacéutica, y cosmeética.(Rabanal
Atalaya, 2015). Disminuye los triglicéridos, el colesterol total y esta asociado a
lipoproteinas de baja densidad (Mao, Li, Gu, Fang, & Xing, 2004). Posee gran
actividad antiviral por lo que sus eventuales aplicaciones en el area biomédica son

muy prometedoras. (Villela Romanos et al., 2002)

C) Laminaranos

Dos tipos de cadenas (cadenas M o G) como se puede observar en la Figura
8, poseen los laminaranos, de 20-25 residuos de glucosa con enlaces -(1—3) y con
ramificaciones B-(1—6) posee aproximadamente la cadena G, y peso molecular
aproximadamente de 5000 Da. Por otro lado, la cadena M presenta residuos

terminales de manitol. (Rabanal Atalaya, 2015)

CH,OH CH,OH
0, {—o
o} 0—CH,
OH |
HO HO HO fﬂ
OH OH Hofﬂ
% HCOH
HCOH
a) Cadenas M CH,0H
Manitol
CH,O0H CH,OH CH,OH
0, ,I—o {—o
OH
OH HO 0
HO HO H \
OH OH OH carbono 1
i s n \ v v
Glucosa
b) Cadenas G

Figura 8 Estructura del laminarano a) El manitol se une al extremo reductor

(cadenas M); b) Cadenas de glucosa (cadenas G)
Fuente:(Rabanal Atalaya, 2015)

En agua fria los laminaranos pueden ser “solubles” (laminarano altamente

ramificado) e “insolubles”, aunque ambos son solubles en agua caliente. Pueden
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obtenerse usando una solucion de &cido clorhidrico diluida en frio o a 70 °C

(Rabanal Atalaya, 2015). El grado de ramificacion influencia la solubilidad.

Los laminaranos de la clase pavonia (Mian & Percival, 1973) poseen
residuos de glucosa enlazados B-(1—3), y de proporciones menores de residuos de

glucosa enlazados B-(1—06).

En forma general, las algas pardas tienen polisacéridos y se clasifican en dos
grandes grupos: los que forman parte de la pared celular, tejidos mucilaginosos y
matriz amorfa, y los de almacenamiento o de reserva. De los Gltimos se hace
referencia el carbohidrato de bajo peso molecular mas importante, el manitol
(alditol). Tambien existen polisacaridos como el almidon, que es un glucano basado
de glucosa con enlaces a-(1—4), con ramificaciones en O-6 y los laminaranos, que
también son glucanos pero con enlaces B-(1—3) que forman parte de los elementos
de reserva o de almacenamiento. Ademas, estan polisacaridos como el alginato o sus
sales, cuyos monomeros son el acido manuroénico y gulurdnico, en proporciones que
dependen de varios factores como: especie algal, salinidad, temperatura, estacion,
grado de desarrollo del alga; y el fucoidano, principalmente contiene fucosa
(desoxiazucar), con proporciones menores de galactosa, xilosa, manosa y glucosa y
en infimas proporciones arabinosa y ramnosa, que constituyen parte de la pared
estructural de las algas. (Rabanal Atalaya, 2015)

2.1.4. Tratamientos Hidrotermales

La busqueda de tecnologias para descomponer los constituyentes de la
biomasa en productos definidos que puedan ser utilizados como materia prima para
la produccion de combustible y productos quimicos para el campo industrial

representa un gran desafio.

Entre varios procesos de conversion de biomasa, el proceso hidrotermal es
uno de los procesos mas prometedores para la conversion de biomasa en productos
quimicos, porque agua a altas temperaturas y altas presiones se comporta como un

medio de reaccidn teniendo propiedades excepcionales. (F. Jin et al., 2007)
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El tratamiento hidrotérmico con agua caliente es un proceso econémico y
respetuoso con el medio ambiente para la valorizacion de carbohidratos derivados
de biomasa, ya que las moléculas de agua se ionizan a protones y aniones hidroxilo
que juegan como catalizadores &cidos y bases, respectivamente, bajo condiciones
hidrotérmicas. (Mdller, Nilges, Harnisch, & Schrdder, 2011)

Para la transformacion hidrotermal de la biomasa, se utiliza una diversidad
de términos generales, como la conversion hidrotermal, descomposicion
hidrotérmica, degradacién hidrotérmica, hidrotermdlisis y mejora hidrotérmica. La
naturaleza del proceso de conversion es una funcion de la reaccion temperatura

como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.
Procesos Hidrotermales para la conversion de biomasa.

PROCESO TEMPERATURA (°C)
Carbonizacion 100 - 200
Hidrotérmica
Licuefaccion Hidrotérmica 200 — 350 (5 — 28 MPa)
Gasificacion Hidrotérmica 350 - 750

Fuente: (Mdller et al., 2011)

En general, los productos solidos, liquidos y gaseosos se forman a todas las
temperaturas. Sin embargo, la extensién de la formacion del producto principal
respectivo cambia de productos sélidos (a baja temperatura) a traves de liquidos
(temperatura media) a gases (a temperaturas elevadas). Por lo tanto, a temperaturas
por debajo de aproximadamente 200 °C, el producto de reacciéon principal es
carbono sélido. Entre 200 y 350 °C, domina la formacion de productos liquidos. Este
proceso a menudo se conoce como licuefaccion hidrotérmica. Por encima de esta
ventana de temperatura, prevalece la gasificacion. Es necesario mencionar que
pueden existir desviaciones de temperatura, que pueden depender de la naturaleza
de la biomasa y del uso de catalizadores. (Girisuta, Janssen, & Heeres, 2006; Zhang,
von Keitz, & Valentas, 2008)
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2.1.5. Acidos Organicos

Los acidos organicos estan ampliamente distribuidos en la naturaleza como
constituyentes habituales de plantas y tejidos animales. Son compuestos oxigenados
que se presentan en diversas formas y concentraciones. En la actualidad, los acidos
organicos son ampliamente utilizados en diferentes industrias de interés para la
humanidad, entre las que se incluyen la industria alimenticia, agricola, acuicola y
quimica. (Ng, Koh, Sudesh, & Siti-Zahrah, 2009) como es el caso del acido
benzoico, poseen bajo potencial de disociacion en agua al tener un alto peso
molecular. Por el contrario, compuestos como el acido férmico y lactico son
miscibles en agua debido a su bajo peso molecular. (Llanos Ferndndez, Bajafia,
Jesenia, & Chavez Alcivar, 2015; Ng et al., 2009; Ramayoni, Martin, & Calvo
Torras, 2007)

Los acidos organicos son sustancias que tienen propiedades acidas, entre los
mas comunes tenemos los acidos carboxilicos, cuya acidez se relaciona con su grupo
carboxilo —COOH, los acidos sulfonicos, que contienen el grupo —SO20H son acidos
relativamente fuertes (Ramayoni et al., 2007). Han sido sintetizados por procesos
industriales diversos acidos organicos, aislados en primer orden de fuentes naturales
(plantas o animales); entre los cuales estan: cido citrico, formico, acético, malico,

tartarico, salicilico, oxalico y los acidos grasos. (Llanos Fernandez et al., 2015)

Se producen de diversas maneras. Entre las principales se pueden citar:

e Producidos a través de sintesis quimica: oxidacion de alquilbencenos,
oxidacion de alcoholes primarios, oxidacién de alquenos, organometalicos

con COz2, hidrolisis de nitrilos.

e Producidos a partir de la extraccion de productos naturales: Trata de la
extraccion de &cidos orgéanicos de fuentes naturales mediante destilacion
para posteriormente separarlos mediante vaporizacion y condensacion.
(Sanchez-Machado, Lopez-Cervantes, & Martinez-Cruz, 2008)

e Producidos por fermentacion en procesos industriales: microorganismos
tales como levaduras, hongos o bacterias realizan un proceso metabolico

en el cual los azucares se transforman en &cidos, gases y/o alcohol. (Llanos
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El &cido formico, &cido lactico, acido acético, acido propidnico, acido

sorbico y acido fumarico se encuentran entre los principales acidos organicos que se

usan en la industria, y que son producidos quimicamente. (Llanos Fernandez et al.,

2015)

(Aidaetal., 2012) describi6 la produccion de monémeros y acidos organicos

en condiciones de agua subcritica y supercritica, mediante la investigacion de los
efectos de la temperatura de reaccion (150-400 O C) en la conversion de alginato en
sus mondmeros y acidos organicos derivados de monémeros (Figura 9), como acidos
monocarboxilicos y dicarboxilicos. Como son: acido férmico, acido acético, acido

glicolico, acido lactico, acido fumarico, acido succinico, acido malico, ya que los

compuestos quimicos de C1-C5 son considerados quimicos de valor agregado por

los quimicos industriales. (Jeon

etal., 2015)
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Figura 9 Productos obtenidos del tratamiento hidrotérmico de alginato en agua
a alta temperatura a 350 y 400 °C.

Fuente: (Aida et al., 2012)
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2.1.6. Acido LAactico

El &cido lactico (acido 2-hidroxipropionico) es un producto quimico basico
con un mercado en crecimiento. Es el mondémero del acido polilactico (nuevo
polimero biodegradable), que poseen una gran relevancia economica como materia
prima industrial. Ademas, se utiliza en alimentos (conservantes, sabor &cido suave,
regulacion del pH) y en la industria quimica (solvente ambientalmente seguro,
lactato de etilo, quimico de plataforma). (Bicker, Endres, Ott, & Vogel, 2005; Skory,
2003)

Es un acido carboxilico organico y natural de férmula quimica HsC-CH
(OH) - COOH. Siendo un liquido incoloro puede tener una ligera tonalidad en

ocasiones. Se puede producir por sintesis quimica o fermentacion.

Opticamente tiene dos formas activas y una inactiva (dextro, levo) y
racémica respectivamente, siendo esta Gltima la forma comercial. Algun tiempo
atras ya se han venido realizando estudios que se proyectan en la produccién de
acido lactico a partir de materias residuales y su posterior transformacion en
compuestos quimicos intermedios, disolventes, plastificantes y resinas. (Munilla &
Carracedo, 2005)

La sintesis quimica de acido lactico se basa principalmente en la hidrolisis de
lactonitrilo por acidos fuertes, que proporcionan solo la mezcla racémica de acido D
y L-lactico (Madhavan Nampoothiri, Nair, & John, 2010). Otras posibles rutas de
sintesis quimica probadas para el acido lactico incluyen la degradacion catalizada por
bases de azlcares; oxidacion de propilenglicol; reaccion de acetaldehido a
temperaturas y presiones elevadas, monoxido de carbono y agua; oxidacion de

propileno. (John, Nampoothiri, & Pandey, 2007; Madhavan Nampoothiri et al., 2010)

El interés en la produccion de &cido lactico a través de otras rutas como la
conversion hidrotermal del alginato de sodio (Figura 9) se ha incrementado debido
a las perspectivas de respeto al medio ambiente y al uso de recursos renovables en
lugar de petroquimicos. La produccién de acido lactico por vias alternas ofrece
varias ventajas en comparacion con la sintesis quimica como bajo costo de sustratos,

baja temperatura de produccion, y bajo consumo de energia.
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Figura 10 Propuesta de via de reaccion para la conversion hidrotermal de

alginato en &cido lactico sobre catalizadores de CaO.
Fuente: (Jeon, Ban, Park, Kim, et al., 2016)

2.1.7. Acido Acético

También llamado &cido metilcarboxilico o acido etanoico. Naturalmente se
encuentra en el vinagre, siendo el responsable de su sabor y olor agrios
caracteristicos. Su formula es CHs-COOH (C2H40z).

Es también una importante plataforma quimica. La mayor parte del acido
acético producido se utiliza para sintesis de poli (acetato de vinilo), que se usa en
pinturas, revestimientos y plasticos, y para la sintesis de acetato de celulosa
(produccién de fibras de acetato). El acido acético y sus ésteres son disolventes
ampliamente usados. Una aplicacion novedosa es su uso para la produccion de
acetato de Ca / Mg, un eliminador de contaminacion ambientalmente amigable.
(Moller et al., 2011)

El &cido acético se obtiene por fragmentacion de 1,6-anhidro-b-d

glucopiranosa o por descomposicion de eritosa. Dado que el &cido acético se puede
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obtener fécilmente mediante otros métodos bien conocidos (por ejemplo,
fermentacion microbiana y rutas quimicas sintéticas tales como carbonilacion de
metanol y oxidacion en fase liquida de butano, nafta o acetaldehido), no era una
molécula apta para el procesamiento de aguas subcriticas. Por lo tanto, los pocos
informes que consideran los &cidos acéticos se derivan principalmente de la
oxidacion humeda de la biomasa celuldsica (cascaras de arroz, almidon de patata,
polvo de papel de filtro y glucosa) en presencia de H202. (Cheung, Tanke, &
Torrence; Fangming Jin et al., 2005)

Para mejorar la produccion de acido acético a partir de biomasa de
carbohidratos, se propuso un nuevo proceso de dos pasos, que consiste en una
reaccion hidrotermal sin suministro de oxigeno (la primera etapa de reaccién) y una
reaccion de oxidacion (la segunda etapa de reaccion). Se demostrd que el
rendimiento de &cido acético se incrementd mediante el proceso de dos pasos y la

viabilidad del proceso de conversion hidrotérmica. (F. Jin et al., 2007)

2.1.8. Agua de Mar

La composicién quimica exacta del agua de mar real se desconoce en la
actualidad, pero es posible determinar la estequiometria de la sal marina de referencia
utilizando los Ultimos pesos atdmicos y las mejores estimaciones de los principales
componentes. (Millero, Feistel, Wright, & McDougall, 2008)

Las primeras investigaciones extensas de los principales componentes
inorganicos del agua de mar fueron hechas por Forchhammer en 1865. El determind
las concentraciones de ClI-, SO42, Mg*?, Ca*? y K* directamente y Na* por diferencia.
Hizo estas mediciones en varias muestras de agua superficial de todas partes del
mundo. En base a estos analisis, determind que la proporcion de sales principales en
muestras de agua de mar de varios lugares fue casi constante, consistente con la

especulacion anterior por Marcet (1819). (Millero et al., 2008)

El agua de mar al contener sales disueltas produce grandes interferencias
fisicas y espectrales, es una muestra medio ambiental que presenta dificultades para
el anlisis. (Gonzélez, Ahumada, Medina, Neira, & Gonzélez, 2004). Sin embargo,

la constancia relativa de la composicién y el entorno idnico del agua de mar tienen
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la ventaja de que un método generalmente serd aplicable a las aguas de todas las

salinidades normales. (Strickland & Parsons, 1972)

El agua de mar esta compuesta en promedio de un 96.5% de agua y el 3.5% de
substancias disueltas (mayormente sales). Los iones méas abundantes en el agua de mar
son Cloro, Sodio, Calcio, Potasio, Magnesio y Sulfato y se encuentran en proporciones
constantes debido a que su concentracion, esta controlada por la adicion o remocion de
ellos hacia la columna de agua. Por esta razdn, estas substancias se han denominado
iones conservativos. En cambio, otros compuestos y elementos presentes en el agua de
mar no Se encuentran en proporciones constantes, ya gque sus concentraciones son
alteradas por procesos fisicos, quimicos y biologicos que ocurren en la columna de
agua y sedimentos. Estas substancias quimicas se denominan no conservativas, aunque
la mayoria de las substancias en el agua de mar son no conservativas, ellas conforman
una pequena fraccion de la masa total de sales del océano (Werlinger, Alveal, & Romo,
2004). El contenido de los iones de CI-, SO42, Mg*?, Ca+2, K* y Na* representa mas
del 99% del total de sales en el océano. El idn de sodio es el cation mas abundante en
agua de mar (aproximadamente 30.66%), mientras que el i6n cloruro es el anion
principal (aproximadamente 55.02%). Los constituyentes del agua de mar estan

indicados en la Tabla 4.

Tabla 4.
Principales constituyentes del agua de mar.

Simbolo g/Kg (Agua de % (en peso)

Mar)
Cationes Na* 10,77 30,66
K+ 0,4 1,13
Ca*? 0,41 1,17
Mg*? 1,29 3,65
Aniones Cl 19,35 55,02
S04 2,71 7,71
HCO3- 0,12 0,3

Fuente: (Werlinger et al., 2004)

El contenido de sales disueltas en agua de mar se expresa generalmente como

salinidad (contenido de sal), S%, es el peso de las sales inorganicas en un kg de agua
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de mar si todo el Bromo y Yodo son reemplazados por una cantidad equivalente de
Cloro y todos los carbonatos son reemplazados por una cantidad equivalente de
oxidos. (Werlinger et al., 2004). En la préactica, la ecuacion de Knudsen define la

salinidad en términos de clorinidad (Strickland & Parsons, 1972):

S% =0.030 + 1.8050 CI% Ecuacion 1 Salinidad

Esta ecuacion es inicamente una definicion y no tiene aplicabilidad universal
en ningn sentido quimico practico. El agua de mar de tiene una salinidad de
referencia de exactamente 35.16504 g/Kg. (Millero et al., 2008).

Dado que la determinacion del contenido total de sales requiere de analisis
quimicos que consumen mucho tiempo, se utilizan en substitucion métodos
indirectos para estimar la salinidad. Se puede determinar la salinidad de un cuerpo
de agua a base de determinaciones de: conductividad, densidad, indice de refraccion
o velocidad del sonido en agua (Clesceri, Greenberg, & Trussell, 1996). La medicion
de la conductividad eléctrica del agua de mar es el método més confiable para

cuantificar este parametro. (Werlinger et al., 2004)

El agua de mar contiene concentraciones de acidos grasos volatiles de 5 a 50
ug / 1. Obviamente, el tipo de agua de mar, como la estuarina, la costera, el océano
abierto (profunda y superficial) hace una gran diferencia en la concentracion y
disponibilidad bioldgica de acidos grasos volatiles. Generalmente, el carbono
organico disuelto es un buen indicador de &cidos grasos volatiles; cuanto mayor sea
la concentracion de DOC, mayor sera la concentracion de acidos grasos volatiles.
(Thurman, 1985)

(Koyama & Thompson, 1964) obtuvieron &cidos organicos mediante
extraccién continua con cloroformo o éter del agua de mar. Acético (0.07 a 2.8 mg
/ litro), férmico (0.03 a 1.0mg/ litro), lactico (0.00 a 0.13mg /litro) y acido glicdlico
(0.00 a 1.4 mg / litro) fueron identificados y determinados por cromatografia de

particion en una columna de gel de silice en muestras del noreste del Pacifico.

2.1.9. Disefio Experimental

Es un conjunto de métodos que se debe incorporar al proceso investigativo
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para manipular un proceso con el fin de obtener informacién de como mejorarlo.
(Diaz, 2009; Garza Villegas, 2013)

Las variables experimentales se asignan con la elaboracién de un plan de
accion, con el cual se asignan a los diferentes grupos o condiciones experimentales,
el disefio experimental genera previamente la operativa en la que seran comparados
estos parametros y segun la naturaleza de los datos, el tipo de analisis estadistico que

es el mas indicado.

En el campo de la ingenieria el disefio experimental es una herramienta de
importancia fundamental para optimizar el desempefio de un proceso de
manufactura. Asi como también en el desarrollo de nuevos procesos (Montgomery,
2004). Por lo tanto:

El rendimiento de un proceso es mejorado.

e Con los requerimientos nominales o proyectados, reduce la variabilidad y

conformidad mas cercana.

e El tiempo de desarrollo es reducido.

e Los costos globales son reducidos.
e Permite comparar y evaluar configuraciones de disefios basicos.
e Puedes evaluar materiales alternativos.

e Permite seleccionar y determinar parametros de disefio.

Los experimentos estudian el desempefio de procesos y sistemas. Con el grafico
de la Figura 11, el proceso se puede concebir como una combinaciéon de méaquinas,
métodos, personas u otros recursos que transforman cierta entrada (frecuentemente un
material) en una salida que posee una 0 mas respuestas observables. Algunas variables
del proceso son controlables (X1, X2,...., Xp), mientras que otras Z1, Z2,..., Zq son

no controlables (para fines de una prueba podrian serlo) (Montgomery, 2004)
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Factores controlables
X1 X Xp
Entradas ;
—_—> Proceso %}
Zi 7 zZ,
Factores no controlables

Figura 11 Modelo de un Proceso o Sistema
Fuente: (Montgomery, 2004)

2.1.10. Metodologia de Superficie de Respuesta

Conjunto de técnicas avanzadas de disefio de experimentos (DOE) que le
ayudan a comprender mejor y optimizar la respuesta. Es muy empleada refinando
modelos después de haber identificado los factores o variables importantes
utilizando disefios de cribado o factoriales, principalmente si se predice que existe

curvatura en la superficie de respuesta. (Minitab, 2000)

Una ecuacion de superficie de respuesta y una ecuacion de un disefio
factorial se diferencian en la adicion de los términos elevados al cuadrado (o
cuadréticos), los cuales hacen posible modelar la curvatura en la respuesta, lo que la

hace util para:
e Modelar los cambios en las variables que afectan una respuesta de interés.
e Determinar los niveles de las variables que optimizan una respuesta.

e Escoger las condiciones operativas para cumplir con las especificaciones.

Existen dos tipos principales de disefios de superficie de respuesta:
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a) Disefios centrales compuestos

Pueden ajustarse a un modelo cuadratico completo. Se emplean cuando el plan
del disefio necesita de un experimento secuencial, se puede incluir informacién de un
experimento factorial planificado perfectamente. Son un disefio factorial o factorial
fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de puntos axiales (también
denominados puntos de estrella) que permiten estimar la curvatura. Se pueden usar

para:

e Los términos de primer orden y segundo estimarlos eficientemente.

e Agregar puntos centrales y axiales a un disefio factorial previamente

ejecutado modelando una variable de respuesta con curvatura.

b) Disefios de Box-Behnken

Este tipo de disefio no tiene un disefio factorial o factorial fraccionado
incrustado. Generalmente poseen menos puntos de disefio que los disefios centrales
compuestos, son menos costoso ejecutarlos con el mismo nimero de factores.
Estiman eficientemente los coeficientes de primer y segundo orden; pero no pueden

incluir corridas de un experimento factorial.

Estos disefios siempre presentan 3 niveles por factor, en relacién con los
disefios centrales compuestos, que pueden poseer hasta 5. Otra diferencia es que los
disefios de Box-Behnken jamas incluyen corridas en las cuales todos los factores estén

en su valor limite o tope (ejemplo todos los valores de configuracion bajos).

Presentan combinaciones de tratamiento que se localizan en los puntos
medios de los bordes del espacio experimental y necesitan al menos tres factores
continuos. La Figura 12 muestra un disefio de Box-Behnken de tres factores. Los

puntos del diagrama representan las corridas experimentales que se realizan:
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Figura 12 Diagrama diseiio de Box-Behnken de tres factores
Fuente: (Minitab, 2000)

Debido a que estos disefios no presentan un disefio factorial incrustado, no

son adecuados para experimentos secuenciales.

Si se conoce la zona de operacién segura de un proceso los disefios de Box-
Behnken también pueden ser utiles. No poseen puntos axiales, por lo que todos los
puntos del disefio se encuentran dentro de su zona de operacion segura. También
aseguran que no se determinan todos los factores en sus niveles altos al mismo
tiempo. (Minitab, 2000)

2.2. Estado del Arte

Se destacan varias investigaciones a nivel mundial en cuanto se refiere a la

produccion de &cidos organicos y polisacaridos. Entre los que podemos mencionar:

“Hydrothermal conversion of macroalgae-derived alginate to lactic acid
catalyzed by metal oxides.”. En el cual, evaluaron diversos 0xidos metalicos como
catalizadores en la conversion hidrotérmica de alginato y demostraron que el CaO
puede catalizar la produccion de acido lactico mejor que con el catalizador tradicional,
NaOH, con un rendimiento maximo de acido lactico (14,66%) a 200 ° C después de 6
h. Relacionando asi este trabajo con el presente estudio en el uso de un catalizador para
la produccion de acidos organicos a partir de alginato en un proceso
hidrotérmico.(Jeon, Ban, Park, Woo, & Kim, 2016)

“Production of organic acids from alginate in high temperature water”.
Realizan un tratamiento hidrotérmico sobre alginato con el fin de obtener acidos

organicos: férmico, acético, lactico, glicélico, hidroxibutirico, acido succinico,
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acido malico, manurdnico y &cido gulurénico. El rendimiento total de los acidos
organicos fue del 46%. La formacion de &cidos, sugiere que la estructura del grupo
carboxilo del alginato se preservO durante la descomposicion hidrotermal del
alginato. La formacion de acidos dicarboxilicos es prueba de que las reacciones de
oxidacién ocurren durante el tratamiento hidrotérmico, introduciendo grupos
carboxilo en los productos de descomposicion. La reaccién de alginato a los acidos
organicos procede probablemente a través de la formacion de acido hexuroénico
(&cido manuronico y Guluronico) bajo condiciones hidrotérmicas. En relacion al
presente estudio podemos mencionar el uso de alginato y reactores a temperaturas
elevadas (150°C y 350 a 400°C) para la obtencion de los acidos organicos, asi como
también nos permite conocer cuales podrian ser los posibles acidos que se llegarian
a formar con las rutas que se estableceran para este caso en particular y las

condiciones en las que se desarrolla. (Aida et al., 2012)

“Catalytic hydrothermal conversion of macroalgae-derived alginate: effect
of pH on production of furfural and valuable organic acids under subcritical water
conditions”. Efectlan la descomposicion hidrotérmica de alginato de sodio en agua
subcritica en funcion del pH con el fin de investigar los efectos de los catalizadores
en la produccion de productos quimicos de valor agregado. Una base catalizada a
pH 13 promovidé la descomposicion del alginato, dando como resultado la
produccion de acido lactico, &cido fumarico y acido malico como especies
principales. A pH 1, los mondmeros (acido manuronico y acido guluroénico), furfural
y acido glicolico se produjeron predominantemente por el catalizador acido.
Demostraron que la optimizacién de la temperatura y pH de la reaccion es critica
para la conversion eficiente de la biomasa derivada de las algas marinas en productos
valiosos. Esta investigacion hace relacion al presente estudio en que se necesita de
un pH bésico para que se pueda llegar a formar los &cidos organicos deseados, el
agua de mar cumple con esa caracteristica. (Jeon et al., 2015)

“Extraction of alginate from Sargassum muticum: process optimization and
study of its functional activities”. Obtuvieron alginato de la alga marina Sargassum
muticum mediante Metodologia de la Superficie de Respuesta .El disefio (DCC) se
realiz6 para reducir y optimizar la temperatura de extraccion, la concentracion de

alcali y el consumo de disolvente. Se estudiaron diferentes efectos de interaccion de
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tres factores de extraccion: temperatura (60-100 ° C), alcali (1-5%) y etanol acuoso
(70- 100%). El resultado mostro que el rendimiento 6ptimo de extraccion (13,57%)
se obtuvo con temperatura de 86°C, alcali al 3% y etanol al 93%. Para el estudio a
realizare se toma como referencia la metodologia y condiciones empleadas por los
autores, asi como también la metodologia de disefio experimental empleada

(Superficie de Respuesta). (Mazumder et al., 2016)

“Pilot plant scale extraction of alginate from Macrocystis pyrifera. 1. Effect of
pre-extraction treatments on yield and quality of alginate.” A nivel de planta piloto, se
realizaron extracciones (1) usando tratamiento con formalina antes del tratamiento de
pre-extraccion con acido (2) usando diferentes tratamientos de acido de manera que
los iones de calcio intercambiados variaron del 83% al 4%. El uso de tratamiento con
formalina dio un producto con menos color. La extraccion directa de alginato calcico
a alginato sodico es posible porque se utilizaron condiciones alcalinas fuertes, pH 10
a 80 ° C durante dos horas y con un bajo volumen de agua. EI mejor tratamiento de
pre-extraccion para obtener un alginato con alta viscosidad es hidratar el alga con
formalina al 0,1% durante la noche, luego lavar el alga una vez con acido clorhidrico
a pH 4 usando un sistema discontinuo con agitacion continta durante 15 min. Este
estudio nos permite corroborar las condiciones de extraccion (importancia de un
medio bésico) para la extraccion de alginato (polisacarido), asi como la importancia

de un tratamiento previo del alga. (Hernandez-Carmona et al., 1998)

“Production of mono sugar from acid hydrolysis of seaweed”. Optimizaron las
condiciones del proceso para la sacarificacion de macroalgas (algas marinas) en mono
azucar utilizando los siguientes factores: cantidad de biomasa, concentracién de
catalizador, temperatura y tiempo de reaccion. EI componente principal, Laminaria
japénica (alga parda) es un carbohidrato que se puede convertir en una variedad de
azucares. Se produjo manitol (31,53% en peso) a partir de L. japdnica seca. Este
estudio nos indica en relacion al que se va a desarrollar, que se pueden obtener otros
polisacéridos también a partir de las algas pardas o marrones. (Jang, Shirai, Uchida,
& Wakisaka, 2012).



34

CAPITULO 111

METODOLOGIA

A lo largo de este capitulo se describira y explicara los procedimientos que se
emplearon en el presente trabajo, tanto para el estudio de los polisacaridos (siendo el
de mayor importancia el alginato de sodio) presentes en las algas pardas ecuatorianas,
asi como también para la produccion de &cidos organicos a partir de las mismas usando
procedimientos hidrotermales (microondas). De igual forma los métodos analiticos

para cada uno de los productos de interés.

3.1. Materiales y Reactivos

3.1.1. Reactivos

e Sigma Aldrich ®

Alginato de Sodio (CAS 9005-38-3)
Acido Léctico (CAS 79-33-4)

e Merck ®

Formaldehido (37%, ACS, Reag. Ph Eur)
Acido clorhidrico (37%, ACS, 1SO, Reag. Ph Eur)
Carbonato de sodio (EMSURE® ISO. CAS 497-9-8)

e La Casa del Quimico

Oxido de Calcio

e Otros

Etanol (96%)
Agua destilada

Agua de Mar (ESENCIA MARINA)
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Acido Acético Glacial

3.1.2. Equipos

Se emplearon los equipos que se encuentran disponibles en el laboratorio de

investigacion de la carrera de Ingenieria Petroquimica de la Universidad de las Fuerzas

Armadas — ESPE sede Latacunga, donde se desarroll0 este trabajo.

Agitador mecanico — BOECO OSD-20

Centrifugadora - BOECO C-28A

Estufa — ESCO Isotherm

Ph-metro — BOECO

Conductimetro - BOECO CT-480

Analizador Termogravimétrico— Perkin Elmer, modelo Pyris 1 TGA

Calorimetro Diferencial de Barrido DSC- METTLER TOLEDO, modelo
DSC1 STAR® System

Espectrometro infrarrojo FT-IR accesorio de muestreo universal

ATR- PerkinElmer, modelo Frontier
GC-IMS FlavourSpec
Tamizador analitico - RESTCH gMBh

Microondas (Digestor) analytikjena TOP WAVE

3.2. Métodos

3.2.1.

Recoleccion, tratamiento y transporte de las Algas Pardas

La metodologia aplicada, para la materia prima del presente estudio. Se

describe a continuacion:

Las algas pardas dependiendo de la especie suelen encontrarse en la zona
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intermareal rocosa y pueden ser recolectadas manualmente sin dificultad alguna,
sin embargo si se encuentra sumergida en sitios mas profundos pueden ser
atrapadas mediante un garfio o cualquier tipo de gancho pesado o un rastrillo

sujetado a una cuerda. (Ozgun et al., 2015)

Las muestras fueron recolectadas en las playas de la provincia de Manabi:
Machalilla y Puerto Cayo. Después de la recoleccién, las algas fueron lavadas para
la remocion de arena, y otro tipo de material no deseado con agua corriente.
Posteriormente, se transportd apropiadamente en recipientes plasticos hasta el

laboratorio, localizado en la ciudad de Latacunga.

En el laboratorio, las muestras se clasificaron para seguidamente ser lavadas
multiples veces con agua corriente y finalmente con agua destilada, posterior al
lavado se secaran dentro de un horno conectivo (Estufa — BOECO Isotherm OFA) a
60 °C. Después de alcanzar un peso constante, las muestras secas se molieron usando

un procesador de alimentos durante 2,5 minutos. (Yaich et al., 2015)

Para trabajar con un tamarfio de particula definido y homogéneo, se empled
un tamizador analitico RESTCH gMBAh, los tamafios seleccionados fueron de Mesh
10, 20. Los ensayos de tamizaje se llevaron a cabo por triplicado para el material de
la playa de Machalilla, en cada replica se partio con una masa de 40 gramos (100%

de la muestra).

Finalmente, las muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas selladas
hasta posteriores analisis. Las algas recolectadas en las playas de Machalilla se

utilizaron para el presente estudio. (Yaich et al., 2015)

3.2.2. Extraccion de Polisacaridos

Para la extraccion de los polisacaridos, tomando en cuenta que el
componente a extraer de interés es el alginato de sodio, se tom6 como referencia el
método realizado por (Mazumder et al., 2016). Todas las experimentaciones, se

realizaron en torno al punto éptimo de extraccion (90 °C, 3% Na2COs, 3h).

Se utilizé un gramo de Mesh 10 de material algal de la playa de Machalilla
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(Figura 13) previamente tratado (lavado, secado, molido y tamizado).

Figura 13 Algas pretratadas y tamizadas de la playa de Machalilla

La metodologia de extraccion consiste en:

Reposar durante 24h 1 gramo de las algas tamizadas en una solucién de

formol al 2% a temperatura ambiente, para despigmentarlas.

Lavar con agua destilada las algas despigmentadas varias veces
(recomendable mas de 3), luego afiadir acido clorhidrico 1M (20 ml
aproximadamente) para inducir el intercambio i6nico Ca/H (transformando en acido

alginico las sales alginicas insolubles) y dejar reposar durante otras 24h.

Con agua destilada, lavar las algas acidificadas a fondo. Digestar la biomasa
con ayuda del sistema de la Figura 14, afiadiendo carbonato sodico (Na2COs) a
distintas concentraciones (0%, 1.5% y 3%) en solucion acuosa con agua de mar - agua
destilada a distintas proporciones (100:0, 75:25, 50:50, 0:100) durante 3h a 75°C. De
tal forma que suman un total de 12 experimentos como se muestra en la Tabla 7. Segun
(Hernandez-Carmona et al., 1999) la relacion de volumen de liquido vs la masa de

alga seca debe ser de (50ml/g).

El sistema de extraccion estd compuesto por el agitador eléctrico a 400 — 410
rpm, el cual agitara las algas con la solucion de carbonato de sodio contenidos en un
vaso de precipitacion al cual se le suministra temperatura a través de una especie de

bafio Maria con la ayuda del agitador-calentador y un vaso de precipitacion que
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contiene agua. La porcion del vaso que contiene las algas con la solucidn tiene que
tener contacto con el agua del vaso del calentador. Para registrar la temperatura nos

ayudamos de un termémetro.

Cabe mencionar que el agua de mar empleada fue adquirida de una
microempresa distribuidora (Esencia Marina) localizada en la ciudad de Ambato la

cual la purifica mediante filtracion, ultravioleta (UV) y Ozonizacion. (Anexos)

Figura 14 Sistema extraccion de polisacaridos (alginato).



Tabla 5.
Experimentos para la extraccion de polisacéarido.

Experimento Concentracién Na2COs3 Proporcion Agua de
Mar: Agua Destilada

2 0% 75:25

4 0% 0:100

6 1.5% 75:25

8 1.5% 0:100

10 3% 75:25

12 3% 0:100

39
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Separar la fraccién soluble posterior a la extraccion alcalina, aplicando
centrifugacion durante 25 minutos a 4.000 rpm. Centrifugar el sobrenadante de la
primera separacion a las mismas condiciones, para obtener un liquido con la menor

cantidad de solidos posibles.

Precipitar el sobrenadante de la segunda separacion con etanol al 96%. La
masa precipitada se recoge y disuelva en agua destilada, para ser agitada durante 12
horas. La solucion generada se precipita nuevamente usando una solucion nueva de

etanol al 96%.

La fraccion precipitada se seca a 50°C hasta mantener un peso constante
(durante 24 horas). Pesamos el producto seco obtenido para obtener el rendimiento

del proceso aplicando la siguiente expresion:

o masa de producto extraido seco
% Rendimiento = +100
masa de alga seca

Ecuacion 2 Rendimiento

Finalmente se realizara su caracterizacion a través de Espectrometria infrarrojo
FT-IR, el Analizador Termogravimétrico— Perkin Elmer y el Calorimetro Diferencial
de Barrido DSC- Mettler Toledo.

3.2.3. Produccion de Acidos Organicos

Se establecieron dos posibles rutas para su obtencion: A partir del uso directo
de alga parda pretratada tamizada y de alginato de sodio Sigma Aldrich con agua de
mar a diferente salinidad (15; 23,25; 31,5 ppt) y con la presencia 0 no de un
catalizador (CaO) (0g; 0,3g y 0,69) de acuerdo al disefio experimental proporcionado

por el software Statgraphics Centurion (Tabla 7).

Para ambas rutas se emplea el mismo disefio experimental y también el
equipo digestor que contiene reactores para conseguir las condiciones de

temperatura requeridas (180; 200 y 220 °C) en tiempos determinados (0,5; 1; 1,5 h).

Para estas experimentaciones se agrega a los reactores del microondas

analytikjena 0,6 g de materia prima para cada ruta, es decir tanto de alga con un Mesh
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20 como de alginato de sodio de Sigma Aldrich. El alga es previamente remojada en
agua de mar durante 24h antes de ser sometida al proceso. A su vez también preparan
las diluciones del agua de mar con agua destilada para obtener los distintos puntos de
salinidad, que son comprobados con la ayuda de un conductimetro en el modo de

salinometro para medirla.

Se agregan a los reactores las materias primas junto con el agua a su salinidad
respectiva en un volumen de 30 mL asi como también la cantidad de catalizador de
acuerdo al experimento correspondiente que se esté realizando del disefio

experimental.

Una vez concluido el proceso se procede a centrifugar durante 20 min el
producto obtenido y posteriormente a filtrarlo y guardarlo en un ambiente oscuro y
refrigerado (4°C) de preferencia para su posterior analisis y caracterizacion a través

del GC-IMS FlavourSpec (Espectrofotometria de Movilidad I6nica).

3.2.4. Seleccion del Disefio Experimental

El disefio de Box Behnken es aplicable cuando se tienen tres 0 mas factores,
son eficientes al numero de corridas, no incluye tratamientos a los vértices de la region

experimental, y al menos uno de los factores se fija en la mitad de su rango de prueba.

El disefio experimental a realizar se presenta en la Tabla 7, el cual fue
desarrollado por el software Statgraphics Centurion. Genero una matriz de 27
experimentos en un solo bloque, de los cuales se puede apreciar varias
combinaciones entre las variables o factores (temperatura, tiempo, salinidad,
catalizador), es decir, los disefios de Box-Behnken consisten en series de ejecuciones
en las que cada par de factores varia entre sus niveles bajos y altos, mientras que los
otros factores experimentales se mantienen en el nivel medio. Se aprecia un total de

3 repeticiones del punto central (Experimentos: 19,23 y 27).
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Tabla 6.
Matriz de Tratamientos Box-Behnken para Acidos Organicos.

N° Temperatura Tiempo Salinidad (ppt) Cao (g)
Experimento (°C) (h)

1 180 1,0 31,5 0,3
2 200 1,5 23,25 0,0
3 180 1,0 23,25 0,6
q 180 1,0 15,0 0,3
5 220 1,0 15,0 0,3
6 200 1,5 15,0 0,3
7 200 0,5 15,0 0,3
8 180 1,5 23,25 0,3
9 220 1,0 23,25 0,6
10 180 0,5 23,25 0,3
11 220 1,0 31,5 0,3
12 200 0,5 23,25 0,0
13 200 1,0 15,0 0,6
14 200 1,5 23,25 0,6
15 220 1,5 23,25 0,3
16 200 0,5 31,5 0,3
17 180 1,0 23,25 0,0
18 200 1,0 31,5 0,0
19 200 1,0 23,25 0,3
20 220 0,5 23,25 0,3
21 220 1,0 23,25 0,0
22 200 0,5 23,25 0,6
23 200 1,0 23,25 0,3
24 200 1,0 15,0 0,0
25 200 1,0 31,5 0,6
26 200 1,5 31,5 0,3
27 200 1,0 23,25 0,3

Fuente: (Statgraphics Centurion, 2009)

3.3.  Métodos analiticos

3.3.1. Espectroscopia vibracional FT-IR ATR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), es simple,
flexible, directa y especialmente adecuada para el estudio de biomasa y sus derivados,
debido a que permite el estudio de superficies in situ. (Contreras, Trujillo, Arias,
Perez, & Delgado, 2010). Es util para identificar polimeros sintéticos y biopolimeros

(productos naturales) (San Andrés, Chércoles, Gmez, & de la Roja, 2010).
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Se basa en que la energia radiante (radiacion IR) es capaz de provocar
vibraciones de los enlaces moleculares. La absorcién de la radiacion se producira a
determinados valores de frecuencia o numero de onda dependiendo de los &tomos
implicados en estas uniones y del tipo de union (simple, doble, triple). Las bandas
de absorcidn que aparecen en un espectro FTIR son caracteristicas de determinados
grupos funcionales para permitir identificar la especie quimica que se analiza.
(Hesse et al., 1999; San Andrés et al., 2010)

La radiacion IR experimenta multiples reflexiones e incide en la muestra a
través de un cristal de gran poder reflectivo (diamante, ZnSe, Ge). La muestra debe
adaptarse perfectamente a la superficie de la ventana mediante la presion ejercida
por la punta de un dispositivo especialmente disefiado y que se sitGa sobre la
muestra, cuando la radiacion incide sobre la muestra, ciertas frecuencias seran
absorbidas en funcion de su composicion quimica. (Socrates, 2001). Por un cristal
transparente al IR y de alto indice de refraccion pasa un haz de radiacion infrarroja
(IR), en el cual esta colocada la muestra. El haz IR incidente se refleja muchas veces
y la superficie de la muestra absorbe parte de la radiacion a frecuencias
caracteristicas; por lo tanto, un requerimiento de vital importancia es que haya el

contacto adecuado entre el cristal y la muestra. (Contreras et al., 2010)

Una alternativa prometedora para reemplazar los métodos tradicionales ya
que requiere de un tratamiento minimo de la muestra, la toma de espectros toma
unos pocos minutos es el uso de la reflectancia total atenuada en el infrarrojo (ATR-
FTIR) (LacheGarcia et al., 2011)

La espectroscopia FTIR-ATR presenta ciertas ventajas, no es necesaria la
preparacion previa de la muestra; lo que la hace muy util en el caso de fibras,
laminas, films y materiales plésticos en general. Ademas, es importante tener en
cuenta que el analisis es superficial, es decir, el espectro obtenido corresponde a los

componentes que hay en la superficie de la muestra. (San Andrés et al., 2010)

Previo a su analisis, las muestras de polisacaridos en forma de polvo se secaron
a 50°C en un tiempo de 3 horas en un horno convectivo (estufa). Como referencia se
empled el alginato de sodio adquirido a Sigma-Aldrich. Los espectros se registraron a

temperatura ambiente (20°C), de 4000 a 600 cm™ por espectroscopia infrarroja por
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transformada de Fourier con muestreo de Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR).

Se utiliz6 un espectrometro FTIR Frontier (Perkin Elmer, USA), provisto
con el dispositivo ATR con cristal de diamante (Tabla 6). Ademas del software

Quant para el desarrollo de los espectros.

3.3.2. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Es una técnica que mide la variacion del peso de una muestra cuando se
calienta, se enfria o se mantiene a una temperatura constante. Se produce el
calentamiento gradual de la muestra en una atmaosfera inerte (N2) o aire hasta 1000 °C,
mientras se genera la medicion de pérdida de peso en funcidn de la temperatura, ya sea
por algun cambio en la muestra. Estas pérdidas de peso son especificas para cada tipo

de muestra.

Entre sus areas de aplicacion estan los plasticos, elastomeros y
termoestables, una amplia gama de andlisis de las industrias quimica y farmacéutica.
Empleandose principalmente para la caracterizacion de materiales en lo que respecta

a su composicion.

Para efectuar los analisis térmicos se empled el equipo Pyris 1 TGA, como
referencia para el andlisis de pérdida de peso en funcién de la temperatura se uso
alginato de sodio de Sigma-Aldrich con una masa de entre 1 y 3 mg de las muestras

previamente secados a 50 °C durante 30 minutos.

El método para analizar las muestras consiste en calentarlas a un flujo de
nitrogeno de 20 ml/min desde la temperatura ambiente hasta los 50 °C, luego
mantener la temperatura constante durante 0,5 minutos, posteriormente la muestra
fue calentada con el mismo flujo de nitrégeno (20 ml/min) hasta 900 °C y finalmente
mantener la temperatura isotérmica durante 3 minutos a un caudal de 20 ml/min de

aire. La tasa de calentamiento es de 10 °C/min.
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3.3.3. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC), es una técnica rapida, facil de
usar y muy sensible, empleada para medir los cambios en funcion del tiempo o la
temperatura; de entalpia, debidos a modificaciones en las propiedades quimicas y

fisicas de un material (identificacion y caracterizacion de materiales).

El método consiste en pesar una capsula de aluminio (48 a 50 mg
aproximadamente), para posteriormente tarar y sacar de una micro balanza solamente
la base de la capsula y agregar un poco de la muestra. Regresar ambas a la balanza y
obtendremos el peso de la muestra. Posteriormente realizar un diminuto orificio en la
tapa de la capsula con la ayuda de la herramienta similar a un alfiler del fabricante.
Se utiliz6 como referencia en el equipo una capsula de aluminio (49,99 mg) vacia
sellada. Con un flujo de nitrégeno de 90 ml/min, la muestra se calenté de 25 a 550 °C
auna velocidad de 10 °C / min. Dando como resultado absorcion o liberacién de calor

(reaccion endotérmica o exotérmica) lo cual se vera reflejado en los termogramas.

Los termogramas DSC de las muestras se obtuvieron usando calorimetro
diferencial de barrido DSC 1 STAR® System Mettler Toledo.

3.3.4. Espectrometria de Movilidad de lones (IMS)

Es una técnica de ionizacion suave para formar especies de iones reactivos
desde el gas portador empleado en el sistema (aire generalmente). La mezcla de estos
grupos de iones reactivos estables con muestras de vapor a analizar puede dar lugar
a la ionizacion de los materiales incluidos en la muestra, formando asi grupos de

iones caracteristicos del material de la muestra.

Un pequefio paquete de los iones asi formados se inyecta eléctricamente en
una region de deriva, donde pasan a un electrodo colector a cierta distancia
(tipicamente de unos pocos cm) bajo la influencia de un campo electrostatico
aplicado. Los iones viajan a traves de la region de deriva a velocidades caracteristicas

que estén relacionadas con el tamafio y la forma de los grupos de iones.

Al llegar al colector, cada una de las especies de iones genera una sefial
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especifica, y se mide la corriente de iones en funcion de la hora de llegada. Un lote
de corriente de iones forma un espectro de movilidad i6nica, con una banda de
movilidad idnica correspondiente a cada una de las especies idnicas unicas. El

espectro es una composicion unica del compuesto original.

El espectro de IMS medido se analiza y la informaciéon de movilidad se
extrae en tiempo real dentro del instrumento. La comparacion de las movilidades
medidas con las movilidades conocidas de compuestos amenazantes dara lugar a una

condicion de alarma si hay una coincidencia.

Las muestras obtenidas en la produccion de acidos organicos por las dos rutas
establecidas seran reducidas a pH 1 y colocadas en viales (10 pL de volumen de
muestra) e insertadas en el GC-IMS FlavourSpec para determinar la presencia de
acidos organicos previa realizacion de curvas de calibracién de los acidos (ac. lactico,
ac. acético). Las curvas de calibracion se realizaron por duplicado a diferentes
concentraciones de los acidos lactico y acético (0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% y 3%),

se colocaron en viales en un volumen de 10 pL y se analizé en el equipo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccion de polisacaridos

Los resultados obtenidos en cuanto al rendimiento aplicando la E (1) para
cada experimentacion se muestran en la Tabla 8. Como se mencion0 anteriormente
las experimentaciones (12 en total) se realizaron en base a las condiciones 6ptimas
establecidas por el trabajo de (Mazumder et al., 2016). Al cual se le realizaron
variaciones del método de extraccion, al emplear agua de mar. Cabe mencionar que
el sistema en el cual se desarrollo la extraccion (Figura 14) es empirico, y no se podia

mantener un control exacto de la temperatura.

Tabla 7.
Experimentos y rendimientos de extraccién de polisacaridos.

Proporcion
Experimento  Concentracion Agua de Rendimiento
Na2CO3 Mar: Agua (%0)
Destilada

1 0% 100-0 15,75
2 0% 75-25 14,05
3 0% 50 - 50 10,51
4 0% 0-100 1,0736
5 1.5% 100-0 25,46
6 1.5% 75-25 23,7
7 1.5% 50 - 50 22,16
8 1.5% 0-100 20,73
9 3% 100-0 27,34
10 3% 75-25 25,64
11 3% 50 - 50 24,72
12 3% 0-100 22,12

Como se puede observar en la Tabla 7 un factor decisivo en la extraccion de

polisacaridos (alginato especificamente) es la presencia de carbonato de sodio,
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mientras exista mayor concentracion de este el rendimiento de extraccion aumenta

proporcionalmente.

La presencia de agua de mar como medio también contribuye a mejorar el
rendimiento de extraccion ya que en su composicion posee sales de sodio (NaCl

principalmente).

En los experimentos 1,2,3 y 4 con Na2COs al 0% no se pudo evidenciar la
formacion de alginato, con lo cual se puede decir que sin la presencia de esta sal no

se obtiene el biopolimero deseado.

4.1.1. Andlisis espectroscopico FT-IR ATR

Es una herramienta Util, ya que permite la caracterizacion previa de un
compuesto organico a partir del rango de frecuencia de 4000 a 650 cm™ (ndmero de

onda) del espectro infrarrojo.

Para identificar a un polisacérido partimos del estudio sistematico en dos

pasos sucesivos:

® |dentificar los grupos funcionales (enlaces quimicos) de la molécula: Paraello
se elabord la Tabla 8 con los grupos funcionales en donde se encuentran las
frecuencias en cm™ posibles de las bandas de absorcion de cada uno estos.
De tal forma se puede conocer si el espectro de una muestra (molécula) no

contiene la absorcién tipica de cierto grupo funcional.

Tabla 8.
Grupos funcionales y frecuencias de absorcion de los principales polisacaridos
de las algas pardas.

Frecuencia Nombre Formula Polisacarido
(cm-1) Alginato Laminaria Fucoidano
1750 - 1735 Grupo éster acido C=0 - - +
carboxilico
1650 - 1640 Enlace Amida tipo | N-H2 = = =
CONTINUA

—



1637 - 1615 Anién Carboxilato COO- + +

1600 - 1500 Enlace Amida tipo Il N-H - -
(aminoazucares y proteinas)
1425 Enlace tipo -p de glucosa - -
1415 Grupo carboxilato 0-C-0
1260 - 1225 Grupo éster sulfato S=0
960 - 969 Residuo , Acetico, COS (CH3)- - -
Fucosa
948 Residuo acido urénico C-0 + -
883 Residuo acido f3- Ci-H + -
manurdnico
890 Enlace tipo -p CH,CC,CO - +
845 Grupo sulfato en posicién - -
C-4 axial
820 Grupo sulfato en posicién C-0-S + -
ecuatorial
663 Enlace tipo -f de glucosa - -

Fuente: (Ordofiez, 2012)

® Analizar laregion de la huella dactilar (anomérica): Esta region se encuentra
en el rango de frecuencias de 950 — 700 cm™ (Mathlouthi & Koenig,

1987). Es caracteristica de cada compuesto.

Todas las muestras fueron obtenidas por el método extractivo de
(Mazumder et al., 2016), empleando agua de mar y variacion de concentracion de
Na2COs, motivo por el cual referimos el andlisis a la identificacion del alginato de
sodio (principal polisacarido de las paredes celulares de las algas pardas) y la

posible adicion de otros polisacaridos a su estructura.

90723 em-1
5212%T

W
766,51 cm-1
728%T

107581 em-1

2929 56 cm-1
19,98 % T

993,17 cm-1
12.67 %T

1
430 ) 3500 2450 =)

m1

Figura 15 Espectro FTIR de referencia del alginato de sodio de Sigma-
Aldrich.
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En la figura 15 podemos apreciar el espectro IFTR de referencia del alginato
de sodio, en el mismo que podemos apreciar los picos y bandas de absorcion
caracteristicas. Como se muestra en la Tabla 8, segun (Ordoéfiez, 2012) se puede
evidenciar la presencia de: anion carboxilato (COO-) a 1588,23 cm?, el grupo
carboxilato (O-C-O) entre 1260 — 1225, grupo éster sulfato (S=0) a 948, residuo
acido urénico (C-O) a 883, residuo acido B- manurénico (C1-H) a 820 y el grupo
sulfato en posicion ecuatorial (C-O-S).

Para (Mufioz Ochoa, 2006) el espectro de infrarrojo muestra bandas de
absorcion a 3406 cm™ por la vibracion del enlace O-H. A 2935 cm™ el estiramiento
C-H. Las bandas a 1611 y 1417 cm™ corresponden a vibraciones de los enlaces del
grupo carboxilo. Bandas a 1070 y 1040 cm-1 corresponden a las vibraciones de los
enlaces del anillo de aztcar (manosa). A los 1256 cm™, en general a la vibracion de
los enlaces de los grupos éster sulfato, y a los 815 cm™ aparece una banda que se
atribuye a la torsion de los grupos éster sulfato en posicion ecuatorial al anillo del

azUcar.

Finalmente, (GOmez-Ordofiez & Rupérez, 2011) mencionan que existen de
siete a ocho bandas caracteristicas en el rango de 2000 a 600 cm™ para el alginato. En
la region de 4000-2000 cm™ aparecen dos sefiales que generalmente corresponden a
algas secas y los polisacaridos, la primera a 3258,02 cm™, por el enlace hidrogeno OH
(vibraciones de estiramiento) y la sequnda a 2928,21 cm™ pertenece a vibraciones de
estiramiento C-H. A 1405,85 cm™ corresponde a la vibracion de deformacién C-OH
con contribucion de la vibracion de estiramiento simétrica del grupo carboxilato (O-
C-0). Las sefiales a 1081,68 cm™ y 1025,19 cm?, pueden corresponder a las

vibraciones de estiramientos C-O y C-C del anillo de piranosa, respectivamente.

También para (GOomez-Orddéfiez & Rupérez, 2011) las bandas maés
importantes, corresponden al &cido manurénico (M) y acido gulurénico (G). Las
bandas aproximadamente a 808 y 787 cm™ corresponden al &cido manurdnico y

gulurdnico, las sefiales a 1030 y 1080 cmt corresponden a los bloques mencionados.

La region mas discutida, es la anomérica (950 a 750 cm™) segin

(Fenoradosoa et al., 2010). En ella se evidencia dos bandas caracteristicas (7 y 8).
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La banda 7 y 8 corresponde a la vibracion de estiramiento C-O de residuos de acido

urénico y a los residuos de acido manurdénico.
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Figura 16 Espectro FTIR comun entre experimentos al 1,5% de Na2CO3.
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Figura 17 Espectro FTIR comun entre experimentos al 3% de Na2CO3.
Por lo tanto, con lo mencionado anteriormente, asi como también con las

Figuras 15, 16 y 17, generamos la Tabla 9. En la cual se establecen las sefales

ccaracteristicas para el alginato de sodio y generamos una comparacién para cada uno

de los espectros de infrarrojo obtenidos como parte del analisis a los experimentos

realizados:
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Tabla 9.

Longitudes de Onda y bandas caracteristicas para la referencia y experimentos.
N° de Nombre de Sefial IFTR de muestras (cm™)
Sefial Banda

Sigma Experimentos
Aldrich al 1,5% de
Na2CO3

1 O-H banda de 3259,03 3379,03 3329,03

estiramiento
2 C-H estiramiento 2929,56 2931,46 2930,55
3 O-C-O 1588,23 1588,23 1562,33

estiramiento

asimétrico

4 0-C-0 1402,13 1407,57 1401,11

estiramiento
simétrico C-OH
contribucion por

deformacion

5 O-H estiramiento 1075,81 1073,63 1093,82
de flexion, debido
al acido
gulurédnico
6 C-0O-C 993,17 998,74 1055,72

estiramiento,
debido al 4cido

manuronico

7 C-0-C 907,23 915,31 907,1
estiramiento

8 Residuos de acido 766,51 810,51 820,85
manurénico

Tanto para la extraccion de alginato de sodio al 1,5% y 3% de Na2COs se
puede evidenciar la presencia de los picos y longitudes de onda caracteristicas al ser
comparados con la referencia, a pesar de existir variaciones minimas los espectros
presentan la misma forma. Con lo cual podemos decir que si se formo alginato de

sodio.

Por el contrario, como se puede observar en la Figura 18 para los
experimentos al 0% de Na2COs el espectro es distinto al del alginato de sodio, a
pesar de poseer algunos picos y longitudes de ondas similares como por ejemplo la

sefial correspondiente al estiramiento O-H a 3490,33 cm™.
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Figura 18 Espectro FTIR comun entre experimentos al 0% de Na2CO3.

Algunas algas pardas y sus polimeros extraidos exhiben una sefial alrededor
de 1220-1260 cm™ (banda ancha), correspondiente a grupos éster de sulfato (S = 0),
elemento caracteristico de los fucoidanos y polisacaridos sulfatados. (EI Atouani et
al., 2016)

Guiandonos de la Tabla 9 podemos hacer referencia a los fucoidanos y
longitudes de onda caracteristicas, en la cual podemos visualizar: 1750 — 1735 cm™
grupo éster acido carboxilico (C=0), 1637 — 1615 cm™ anidn carboxilato (COO-),
1260 — 1225 cm™ grupo éster sulfato (5=0), 960 — 969 cm™ Residuo , Acético, COS
(CH3)-Fucosa, 890 cm™ Enlace tipo -f3 (CH,CC,CO), 845 cm™ grupo sulfato en
posicion C-4 axial, 820 cm™ grupo sulfato en posicion ecuatorial (C-O-S). Asi como
también a los laminaranos: 1637 — 1615 cm™ anién carboxilato (COO-), 1415 cm™?
grupo carboxilato (O-C-0), 1260 — 1225 grupo éster sulfato (S=0), 890 cm™ enlace
tipo -f3 CH, CC, CO.

Segun (Troncoso Valenzuela, 2014) sefiales a 3490,33 cm™ son atribuibles a
la vibracion O-H y a 1654,2 cm™ corresponde a la presencia de agua. Se observan
sefiales caracteristicas de la presencia de polisacaridos sulfatados a los 1250 y 1045
cm* correspondientes a estiramientos S=0 asimétrico y simétrico respectivamente.
También se observo una sefial a los 580 cm™ asignable a una deformacion asimétrica
S-0. Una sefal a los 896,21 cm correspondiente a protones en los cuales el enlace
glicosidico se encuentra en configuracion . (Matsuhiro, 1996). Se puede decir que

esta muestra contiene un sistema complejo de polisacaridos.

Con base en los espectros FT-IR del fucoidan (Anexo 2), encontramos
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absorcion en el nimero de onda de 1259 cm-1 que corresponde a los enlaces S = O,
similar a estos en el fucoidan comercial (Fucus vesiculosus). Se vio respaldado por
la aparicion de un pico a 823 cm-1 que corresponde al sulfato en posicidn ecuatorial,
suponiendo que el grupo sulfato se une al C-2 de fucosa para formar sulfato fucosa,
mientras que un fucoidan comercial a 843 cm™. Los mondmeros constituyentes del
fucoidan crudo son fucosa, galactosa, glucosa, manosa, xilosa, &cido glucurénico.

(Peranginangin & Saepudin, 2016)

a) Determinacién del radio M/G

La técnica FTIR también es una herramienta (til para determinar una
estimacion cuantitativa entre el acido manurénico y acido gulurénico (M/G)
partiendo de los valores de absorcidn (absorbancia) de algunas bandas del espectro:
808 y 1030 cm-1 para el &cido manuroénico y 787 y 1080 cm-1 para el &cido

gulurénico.(Gémez Ordoéfiez, 2012)

La relacién M/G permiten conocer la naturaleza del gel de alginato, posee
gran interés en la industria cosmética y alimentaria. Alginatos con una relacion M/G
superior a 1, forman geles mas elasticos y blandos en relacion a los alginatos con
M/G inferior a 1. (Gomez Orddfiez, 2012)

En la Tabla 10, se puede observar la relacion M/G para cada muestra analizada

mediante la técnica FTIR:

Tabla 10.
Relacién M/G para las tres muestras analizadas usando FTIR.

Muestra Mo G Longitud de Onda (cm’) Absorbancia Relaciéon M/G

Alginato M 993,17 0,897 1,169491525
Referencia G 1075,81 0,767
Alginato M 998,74 0,559 1,169456067
al 1,5%
Na2CO3 G 1073,63 0,478
CONTINUA

->
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Alginato M 1055,72 0,59 1,13243762
al 3%
Na2Cco3 G 1093,82 0,521

Entonces podemos decir que los alginatos analizados al poseer una relacion

M/G superior a 1 posiblemente formaran geles mas elasticos y blandos.

4.1.2. Analisis Termogravimétrico (TGA)

La figura 19, muestra el termograma del alginato empleado como referencia

(Sigma- Aldrich). En cinco etapas o0 zonas, existe degradacion térmica;

correspondiendo a cada una los intervalos de temperatura 40 a 235°C; 235 a 290° C;

290 a 510 °C; 510 a 785y 785 °C a 900°C; respectivamente.

Onset Y=§2,72%
Ongat X=1239,90°C

Onset Y= 50,09%
Cnset X=1282,14°C

Onget ¥=136,08%
a Onset X= 505,80°C

Cnset Y=30,017%
Onset X=793,08°C

s 100 0 0 w0 %00 ] ]
Temperature ('C)

00 023

Figura 19 Termograma para el alginato referente de Sigma Aldrich.

Segun los trabajos realizados por (Martins et al., 2013; Soares, Santos,
Chierice, & Cavalheiro, 2004; Tripathi & Mishra, 2012), se desarrollo la Tabla 11,

en la que se detalla cada una de las zonas caracteristicas en la degradacion térmica

para el alginato de sodio bajo una atmosfera de nitrogeno.
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Tabla 11.
Zonas e intervalos caracteristicos para analisis TGA de alginato de sodio.

Intervalo de Nombre de la Zona
Temperatura (°C)
40 a 235 Deshidratacion y perdida
de humedad
235 a290 Descomposicion
290a 510
510a 785 Fragmentacién de NaAlg

en monomeros,
Formacion de Carbonato
785 a 900 Descomposicion de
Carbonato

Fuente: (Martins et al., 2013; Soares et al., 2004; Tripathi & Mishra, 2012)

En las figuras 20 y 21, correspondientes a los termogramas de los experimentos
al 1,5% y 3% de Na2COs se puede evidenciar la presencia de las zonas caracteristicas
del alginato de sodio (temperatura y pérdida de peso). Con lo cual también podemos
verificar por este método analitico la formacion de alginato de sodio. A continuacion
se realizé una comparativa en la Tabla 12 entre los termogramas de referencia y de los
experimentos. En donde podemos observar las perdidas similares de peso para cada

muestra correspondiente. Asi como también los intervalos de temperatura.

Figura 20 Termograma para experimentos al 1,5% de Na2CO3.
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Figura 21 Termograma para experimentos al 3% de Na2CO3.

Tabla 12.
Comparacion entre termogramas de las muestras analizadas.
Zona Parametros Muestra
Alginato  Experimentos Experimentos
Sigma al 1,5% al 3%
Aldrich Na2C03 Na2CO3
Deshidratacion y AT °C 40-235°C 40-230°C 37-240°C
perdida de humedad
% perdida - 17,28 15,86 10,79
peso
Descomposicién AT °C 235-290 230-315°C 240-275°C
°C
% perdida - 32,63 34,95 43,95
peso
Fragmentacion de AT °C 510-785 520-780°C 527-782°C
NaAlg en °C
monomeros, % perdida- 13,11 12,36 11,29
Formacion de
peso
Carbonato
AT °C 785 -900 780-900°C 782 -900°C
Descomposicion de °C
Carbonato % perdida - 6,97 2,713 4,62
peso

Por otra parte, el termograma obtenido para los experimentos al 0% de

Na.COz3 (Figura 22), no coincide con el del alginato de sodio de referencia, podemos
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evidenciar la forma de una curva diferente, asi como también las zonas
caracteristicas, intervalos de temperatura y el porcentaje de pérdida de peso. Para
esta curva se distinguen 6 zonas en las cuales se puede evidenciar perdidas de peso
de la muestra de forma menos abrupta que en algunas zonas del termograma del
alginato de sodio. Al evidenciar anteriormente a través de la técnica IFTR-ATR una
mezcla compleja de polisacaridos para esta muestra, se le puede atribuir la razon del

porque esta curva es bastante diferente a la del alginato de sodio.

Onset Y=83,93%
Onset X=130,16°C

Onset Y=83,11%
Onset X=97,23°C

Onset Y=39,15%
Onszet Y=66,97% Onset X=T70°C

Onset X=150,16°C

Onset Y=6261%
Onset X=320°C

Onset =121.4103%
Onset X=890,16°C

o
Terparature (°C)

w2

Figura 22 Termograma para experimentos al 0% de Na2CO3.

4.1.3. Calorimetria Diferencial de Barrido

(Soares et al., 2004; Swamy, Ramaraj, & Siddaramaiah, 2010) enuncian que para
la curva DSC del alginato de sodio como se muestra en la Figura 23, se presentan dos
picos caracteristicos uno endotérmico cercano a 100°C (para el alginato de referencia se
desplaz6 a 90°C) y otro exotérmico entre 240 — 260 °C (para la referencia se produjo a
246,25 °C). Al primero se le atribuye la temperatura de transicion vitrea (Tg), mientras

que al segundo la temperatura de fusion (Tm). Descomponiéndose totalmente a mas

de 300°C.
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Figura 23 Curva DSC para el alginato de referencia.

Las curvas DSC se obtuvieron en una atmosfera de nitrogeno. Como se puede
apreciar en las figuras 24 y 25. Para (Soares et al., 2004) los termogramas DSC
presentan los dos picos caracteristicos del alginato de sodio como ya se habia
mencionado antes, uno relacionado con la perdida de agua y humedad contenida en

el polisacarido y otro a la reaccion de pirolisis.

132755 m)
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A0

L R |
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Figura 24 Curva DSC para los experimentos al 1,5% de Na2CO3.
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Figura 25 Curva DSC para los experimentos al 3% de Na2CO3.

La Tabla 13, es una tabla comparativa de cambios de entalpia y temperaturas

en los termogramas DSC obtenidos de las muestras analizadas.

Tabla 13.
Comparacion entre termogramas DSC de las muestras analizadas.

Muestra Analizada

Zona Parametro Alginato Experimentos Experimentos
Sigma al1,5% al 3% de
Aldrich Na2CO3 Na2CO3
Tg Onset (°C) 68,79 130,38 66,46
Midpoint ISO 89,02 137,55 66,24
(°C)
End Point (°C) 86,71 157,16 83,32
Tm Integral (m)) 431,78 1327,55 149,6
Onset (°C) 218,75 222,1 227,7
Peak (°C) 246,25 245,35 250,68
Endset (°C) 264,98 263,67 264,11

Se puede apreciar en la Tabla 13, que para los experimentos al 1,5% el pico
endotérmico con respecto al alginato de referencia y a los experimentos al 3% de Na2
CO3, un desplazamiento significativo el cual puede ser por el gran contenido de agua

de agua en forma de humedad o como agua en la estructura del polisacarido.

Por otra parte para los experimentos al 0% de Na2COs presentan un
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termograma DSC distinto al del alginato de referencia como se muestra en la Figura
26, como ya mencionamos en los analisis de las técnicas anteriores debido a que la

muestra es una mezcla compleja de polisacaridos.
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Figura 26 Curva DSC para los experimentos al 0% Na2CO3.

4.2. Produccion de Acidos Organicos

Para la produccion de acidos orgénicos, se elabor6 un mismo disefio
experimental para las dos rutas establecidas. Se eligiéo metodologia de superficie de
respuesta y el disefio de Box Behnken. Una vez realizadas las experimentaciones
(54 en total, 27 para cada ruta) se procedio a analizar el disefio con los valores
obtenidos de la variable respuesta (% rendimiento). El disefio experimental
proporciond tres puntos centrales para la obtencion de acidos tanto con algas como

con alginato de sodio.

Los analisis de las muestras se realizaron en GC-IMS Flavour Spec, para lo
cual previamente se elaboraron las curvas de calibracién para cada &cido orgénico que
se desea comprobar, en este caso acido acético (Figura 27) y acido lactico (Figura 28).
En las figuras 29 y 30 podemos observar las imagenes que muestran para cada punto
de la curva (diferente concentracion del acido organico) la existencia e intensidad de

cada uno de ellos segun su concentracion. Cabe destacar que las intensidades para
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el &cido acético son mucho mas grandes y robustas debido a que es un acido mucho
mas volatil que el lactico, y el GC IMS se basa para el analisis en ese aspecto, la

volatilidad de los compuestos.
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Figura 27 Curva de Calibracion del acido acético.
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Figura 28 Curva de Calibracion del acido lactico.
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Figura 30 Sefales para la curva de calibracion del &cido acético.



64

Para poder determinar el rendimiento, el equipo GC-IMS Flavour Spec nos
proporciona los datos de voltaje de cada muestra, con el cual podemos calcular las
concentraciones para cada acido organico usando la ecuacion de la curva de
calibracion respectiva. En las Tablas 14,15 se muestran los valores para el &cido
lactico, mientras que en las Tablas 16,17 para el acido acético.

Tabla 14.
Rendimiento de los experimentos con alga para el acido lactico.

Tratamiento  \/g|taje  Concentracion Rendimiento

Alga acido del &cido (ml 4cido
lactico lactico (%0) lactico/ml
sol)
GO1 0,427 4,085 13,615
GO2 0,406 3,599 11,996
GO3 0,454 4,794 15,98
GO4 0,458 4,930 16,434
GO5 0,422 3,975 13,251
GO6 0,460 4,979 16,596
GO7 0,392 3,319 11,064
GO8 0,456 4,857 16,189
GO9 0,472 5,365 17,884
GO10 0,475 5,456 18,188
GO11 0,487 5,869 19,563
G012 0,465 5,134 17,114
GO13 0,378 3,049 10,163
GO14 0,466 5,162 17,207
GO15 0,450 4,692 15,639
GO16 0,416 3,829 12,764
GO17 0,462 5,030 16,765
GO18 0,415 3,794 12,648
GO19 0,395 3,375 11,249
G020 0,458 4,931 16,438
G021 0,404 3,571 11,903
G022 0,442 4,483 14,943
G023 0,416 3,826 12,753
G024 0,435 4,289 14,295
G025 0,461 5,008 16,692
G026 0,459 4,940 16,467

GO27 0,467 5,196 17,319



Tabla 15.
Rendimiento de los experimentos con alginato de sodio para el acido lactico.

Tratamiento  \oltaje ~ Concentracion  Rendimiento

Alginato acido del 4cido (ml &cido
lactico lactico (%0) lactico/ml sol)
Gl 0,519 7,085 23,615
G2 0,507 6,599 21,996
G3 0,535 7,794 25,98
G4 0,542 8,108 27,025
G5 0,516 6,975 23,251
G6 0,543 8,156 27,187
G7 0,483 5,719 19,064
G8 0,536 7,857 26,189
G9 0,550 8,543 28,475
G10 0,552 8,634 28,779
Gi11 0,560 9,046 30,154
G12 0,546 8,312 27,705
G13 0,475 5,449 18,163
Gl14 0,546 8,339 27,798
G15 0,533 7,692 25,639
G16 0,513 6,829 22,764
G17 0,544 8,207 27,356
G18 0,512 6,794 22,648
G19 0,501 6,375 21,249
G20 0,542 8,109 27,029
G21 0,506 6,571 21,903
G22 0,528 7,483 24,943
G23 0,513 6,826 22,753
G24 0,524 7,289 24,295
G25 0,543 8,185 27,283
G26 0,542 8,117 27,058
G27 0,547 8,373 27,91
Tabla 16.

Rendimiento de los experimentos con alga para el acido acético.

Voltaje  Concentracion  Rendimiento

Tratamiento L L e L -
acido  del acido acético (ml &cido

Alga lactico (%) acético/ml sol)
GO1 0,319 0,656 1,987
GO2 0,239 0,231 0,700
GO3 0,354 1,022 3,098
CONTINUA
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GO4 0,373 1,312 3,976

GO5 0,304 0,537 1626
GO6 0,289 0,442 1,338
o 0,275 0,369 1,119
GO8 0,265 0,324 0,983
GO9 0,375 136 4,122
GO10 0,32 0,661 2,002
GO11 0,383 1,498 4,539
GO12 0,376 1,367 4,142
GO13 0,319 0,655 1,986
GO14 0,27 0,348 1,054
GO15 0,32 0,658 1,995
GO16 0,274 0,365 1,107
GO17 0,209 0,505 1,53
GO18 0,263 0,315 0,955
GO19 0,218 0,176 0,532
GO20 0,32 0,659 1,997
GO21 0,276 0,373 1,129
GO22 0,276 0,374 1,134
GO23 0,239 0,231 0,699
GO24 0,24 0,234 0,708
GO25 0,25 0,266 0,806
GO26 0,381 1,459 4,42
GO27 0,357 1073 3,25

Tabla 17.
Rendimiento de los experimentos con alginato de sodio para el &cido acético.

Voltaje  Concentracion Rendimiento
Tratamiento oral e (ml &cido
X acido del acido -
Alginato " o acético/ml
lactico acético (%)
sol)

Gl 0,326 0,714 2,164
G2 0,266 0,326 0,988
G3 0,364 1,177 3,567
G4 0,385 1,534 4,649
G5 0,335 0,804 2,437
G6 0,301 0,516 1,564
G7 0,298 0,496 1,504

CONTINUA
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G8 0,268 0,338 1,023
G9 0,383 1,497 4,536
G10 0,332 0,772 2,339
Gl11 0,403 1,938 5,872
G12 0,388 1,598 4,841
G13 0,333 0,784 2,376
Gl4 0,289 0,443 1,342
G15 0,332 0,777 2,356
G16 0,29 0,448 1,359
G17 0,31 0,58 1,758
G18 0,275 0,368 1,116
G19 0,265 0,325 0,986
G20 0,331 0,766 2,321
G21 0,3 0,509 1,543
G22 0,301 0,516 1,563
G23 0,265 0,326 0,987
G24 0,262 0,312 0,945
G25 0,266 0,329 0,997
G26 0,393 1,704 5,165
G27 0,369 1,242 3,765

La metodologia de Superficie de Respuesta nos permite generar graficas que
nos permiten observar como esta siendo afectada nuestra variable respuesta, en este
caso en particular, el rendimiento. En cuanto se van cambiando los valores de las
variables involucradas (Temperatura, Cantidad de CaO, Salinidad y tiempo). Es decir
estas graficas nos ofrecen un andlisis visual de la influencia de nuestros factores o
variables hacia nuestra variable respuesta. Para esta investigacion tenemos cuatro
factores en cada disefio, se eligen dos para graficarlos, uno en cada eje, mientras que

los dos restantes ocupan sus valores medios.
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Figura 31 Graficas de Superficie de Respuesta para el 4cido lactico a partir del
alga parda.

La tabla ANOVA particiona la variabilidad de Rendimiento (Var_1) para cada
uno de los efectos, entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto
comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este
caso, 7 efectos tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%. El estadistico R-Cuadrado
indica que el modelo, asi ajustado, explica 92,2281% de la variabilidad en
Rendimiento. El estadistico R-cuadrado ajustado, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferente nimero de variables independientes, es 83,1608%. EIl error
estandar del estimado muestra que la desviacion estandar de los residuos es 1,03135.

El error medio absoluto (MAE) de 0,545926 es el valor promedio de los residuos. El
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estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si haya alguna
correlacion significativa basada en el orden en que se presentan los datos en el archivo.
Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial

en los residuos con un nivel de significancia del 5,0%.

Tabla 18.
Tabla de anéalisis ANOVA para produccion de acido lactico a partir de alga
parda.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Raz6n-F Valor-P

A:Temperatura 16,1101 1 16,1101 15,15 0,0021

B:Tiempo 27,5791 1 27,5791 25,93 0,0003

C:Salinidad 25,4596 1 25,4596 23,94 0,0004

D:CaO 45,876 1 45,876 43,13 0,0000

AA 9,55987 1 9,55987 8,99 0,0111

AB 6,79906 1 6,79906 6,39 0,0265

AC 0,5929 1 0,5929 0,56 0,4697

AD 0,567762 1 0,567762 0,53 0,4790

BB 4,91093 1 4,91093 4,62 0,0528

BC 2,58888 1 2,58888 2,43 0,1447

BD 1,83467 1 1,83467 1,72 0,2136

CcC 0,0748393 1 0,0748393 0,07 0,7953

CD 10,8011 1 10,8011 10,15 0,0078

DD 3,65167 1 3,65167 3,43 0,0886
Error total 12,7642 12 1,06368

Total (corr.) 164,235 26

R-cuadrada = 92,2281 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 83,1608 porciento
Error estandar del est. = 1,03135

Error absoluto medio = 0,545926

Estadistico Durbin-Watson = 1,66355 (P=0,1396)
Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,145419

Fuente: Statgraphics

La Tabla 19 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual
maximiza el Rendimiento. Conjuntamente con la grafica de superficie (Temperatura
vs tiempo) de la Figura 31 se determina un valor éptimo de rendimiento (19,3684) a
213,416 °C, 1,49909 h, 15 ppt de Salinidad y 0,599936 g de CaO.



Tabla 19.

Tabla de optimizacion para produccion de acido lactico a partir de alga.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura 180,0 | 220,0 213,416
Tiempo 0,5 15 1,49909
Salinidad 15,0 31,5 15,0
CaOo 0,0 0,6 0,599936

Fuente: Statgraphics
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Figura 32 Graficas de Superficie de Respuesta para el acido lactico a partir de
alginato de sodio.

La Tabla 20 (ANOVA) también particiona la variabilidad de Rendimiento
(Var_1) para cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental.
En este caso, 7 efectos tienen una valor-P menor que 0,05, indicando que son
significativamente diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
88,7801% de la variabilidad en Rendimiento. El estadistico R-cuadrada ajustado, que
es méas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables
independientes, es 75,6903%. El error estandar del estimado muestra que la desviacion
estandar de los residuos es 1,50626. EI error medio absoluto (MAE) de 0,819222 es
el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los
residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en
que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no
hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia
del 5,0%.

Tabla 20.

Tabla de anélisis ANOVA para produccion de &cido lactico a partir de alginato
de sodio.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén- Valor-P
Cuadrados Medio F

A:Temperatura 26,0397 1 26,0397 11,48 0,0054

B:Tiempo 43,2554 1 43,2554 19,07 0,0009

CONTINUA
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C:Salinidad 30,8866 1 30,8866 13,61 0,0031
D:CaO 61,8166 1 61,8166 27,25 0,0002
AA 15,7354 1 15,7354 6,94 0,0218
AB 3,62141 1 3,62141 1,60 0,2304
AC 1,13529 1 1,13529 0,50 0,4928
AD 1,1004 11,1004 0,49 0,4994
BB 11,0694 1 11,0694 4,88 0,0474
BC 2,58888 1 2,58888 1,14 0,3064
BD 5,54367 1 554367 2,44 0,1440
CcC 0,0528456 1 0,0528456 0,02 0,8812
CD 15,035 1 15,035 6,63 0,0244
DD 5,97606 1 5,97606 2,63 0,1306
Error total 27,2259 12 2,26882

Total (corr.) 242,658 26

R-cuadrada = 88,7801 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 75,6903 porciento
Error estdndar del est. = 1,50626

Error absoluto medio = 0,819222

Estadistico Durbin-Watson = 1,65346 (P=0,1329)
Fuente: Statgraphics

La Tabla 21 muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual
maximiza el Rendimiento. Conjuntamente con la grafica de superficie (Temperatura
vs Salinidad) de la Figura 32 se determina un valor 6ptimo de rendimiento (29,6475)
a 215,162 °C, 1,3169 h, 31,5 ppt de Salinidad y 0,29736 g de CaO.

Tabla 21.
Tabla de optimizacion para produccion de acido lactico a partir de alginato de
sodio.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura  180,0 '+ 220,0 215,162
Tiempo 0,5 1,5 1,3169
Salinidad 15,0 31,5 315
CaO 0,0 0,6 0,29736

Fuente: Statgraphics
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Figura 33 Graficas de Superficie de Respuesta para el &cido acético a partir de

alga parda.

La Tabla 22 (ANOVA) particiona la variabilidad de Var_1 (Rendimiento) para

cada uno de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto

comparando su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este

caso, 1 efecto tiene una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.
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Tabla 22.
Tabla de analisis ANOVA para produccion de acido acético a partir de alga
parda.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-  Valor-P
Cuadrados Medio F
A:Temperatura 1,98128 1 198128 1,61 0,2284
B:Tiempo 3,13345 1  3,13345 2,55 0,1364
C:Salinidad 1,31341 1 131341 1,07 0,3217
D:CaO 1,70404 1 1,70404 1,39 0,2619
AA 2,89854 1 2,89854 2,36 0,1506
AB 3,2328 13,2328 2,63 0,1309
AC 0,109892 1 0,109892 0,09 0,7701
AD 0,00156025 1  0,00156025 0,00 0,9722
BB 2,50954 1 250954 2,04 0,1786
BC 0,938961 1 0,938961 0,76 0,3994
BD 0,765625 1 0,765625 0,62 0,4454
CcC 0,764907 1 0,764907 0,62 0,4456
CD 1,61417 1 1,61417 1,31 0,2742
DD 13,3429 1 13,3429 10,85 0,0064
Error total 14,7557 12 1,22964
Total (corr.) 43,5599 26

R-cuadrada = 66,1255 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 26,6053 porciento
Error estandar del est. = 1,10889

Error absoluto medio = 0,624728

Estadistico Durbin-Watson = 1,81744 (P=0,2668)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = 0,050367
Fuente: Statgraphics

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
66,1255% de la variabilidad en Var_1. El estadistico R-cuadrada ajustada, que es mas
adecuado para comparar modelos con diferente nimero de variables independientes,
es 26,6053%. El error estandar del estimado muestra que la desviacién estandar de los
residuos es 1,10889. El error medio absoluto (MAE) de 0,624728 es el valor promedio
de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para
determinar si haya alguna correlacion significativa basada en el orden en que se
presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor que 5,0%, no hay
indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de significancia del
5,0%.

La Tabla 23 muestra la combinacién de los niveles de los factores, la cual

maximiza el Rendimiento. Conjuntamente con la grafica de superficie (Temperatura
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vs Tiempo) de la Figura 33 se determina un valor 6ptimo de rendimiento (3,96) a
219,895 °C, 1,49974 h, 31,5 ppt de Salinidad y 0,315114 g de CaO.

Tabla 23.
Tabla de optimizacion para produccion de acido acético a partir de alga parda.

Factor Bajo Alto  Optimo
Temperatura  180,0 = 220,0 219,895

Tiempo 0,5 15 1,49974
Salinidad 15,0 31,5 31,5
CaOo 0,0 0,6 0,315114

Fuente: Statgraphics
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Figura 34 Graficas de Superficie de Respuesta para el &cido acético a partir de
alginato de sodio.

La Tabla 24 (ANOVA) particiona la variabilidad de Rendimiento para cada uno
de los efectos. Entonces prueba la significancia estadistica de cada efecto comparando
su cuadrado medio contra un estimado del error experimental. En este caso, 1 efecto
tiene una valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente diferentes de

cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 24.
Tabla de anélisis ANOVA para produccion de &cido acético a partir de alginato
de sodio.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
A:Temperatura 2,15477 1 2,15477 1,30 0,2759
B:Tiempo 4,52027 1 452027 2,73 0,1241
C:Salinidad 0,894894 1  0,894894 0,54 0,4760
D:CaO 1,69576 1  1,69576 1,03 0,3311
AA 3,05458 1  3,05458 1,85 0,1990
AB 6,00495 1  6,00495 3,63 0,0809
AC 0,385641 1 0,385641 0,23 0,6378
AD 0,0121 1 00121 0,01 0,9332
BB 2,91692 1 291692 1,76 0,2088
BC 1,51782 1 151782 0,92 0,3569
BD 1,01204 1 1,01204 0,61 0,4491
CcC 1,14721 1 114721 0,69 0,4211
CD 1,89475 1  1,89475 1,15 0,3054
DD 17,3288 1 17,3288 10,48 0,0071
R-cuadrada = 65,6339 porciento )
CONTINUA
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Error total 19,838 12 1,65316
Total (corr.) 57,7254 26

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 25,5401 porciento

Error estandar del est. = 1,28575

Error absoluto medio = 0,736099

Estadistico Durbin-Watson = 1,77005 (P=0,2226)

Autocorrelacion residual de Lag 1 =0,0726533

Fuente: Statgraphics

El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo, asi ajustado, explica
65,6339% de la variabilidad en Rendimiento (Var_1). EIl estadistico R-cuadrada
ajustada, que es mas adecuado para comparar modelos con diferente nimero de
variables independientes, es 25,5401%. El error estandar del estimado muestra que la
desviacion estandar de los residuos es 1,28575. EI error medio absoluto (MAE) de
0,736099 es el valor promedio de los residuos. El estadistico de Durbin-Watson (DW)
prueba los residuos para determinar si haya alguna correlacion significativa basada en
el orden en que se presentan los datos en el archivo. Puesto que el valor-P es mayor
que 5,0%, no hay indicacion de autocorrelacion serial en los residuos con un nivel de

significancia del 5,0%.

La Tabla 25 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual
maximiza el Rendimiento. Conjuntamente con la gréafica de superficie (Temperatura
vs Tiempo) de la Figura 34 se determina un valor 6ptimo de rendimiento (4,975) a 220
°C, 1,5 h, 31,5 ppt de Salinidad y 0,298809 g de CaO.

Tabla 25.
Tabla de optimizacién para produccion de acido acético a partir de alginato de
sodio.

Factor Bajo  Alto Optimo
Temperatura 180,0 220,0 220,0

Tiempo 0,5 1,5 15
Salinidad 15,0 31,5 31,5
CaO 0,0 0,6 0,298809

Fuente: Statgraphics
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las variaciones realizadas del método de extraccién de Mazumder, para este
caso en particular, permiten demostrar que sin la adicion de Na2CO3 al proceso

no se llegara a obtener alginato de sodio.

Para este trabajo el valor del mejor rendimiento fue de 27,34% (Experimento
9) en agua de mar al 100% con la misma temperatura y concentracion de
Na2CO3. En investigaciones posteriores (Robalino, 2017), con el mismo
sistema de extraccion y a las mismas condiciones de concentracion se obtuvo
26,55% de rendimiento de alginato de sodio, siendo el mejor. El desarrollar la

extraccion de alginato en agua de mar aumenta ligeramente el rendimiento

Se puede reemplazar el agua dulce convencional por agua de mar para realizar
la extraccién de alginato de las algas pardas. De modo que se pueda preservar

el agua y contribuir al cuidado del planeta.

Es posible la produccion de acidos organicos a partir de algas pardas marinas
y alginato de sodio en agua de mar empleando tratamiento hidrotermal
(microondas). Cabe mencionar que el mayor rendimiento obtenido en el
estudio para acido lactico y acético fue del 30,54% y 5,872% comparado con
el de (Jeon, 2016) el cual obtuvo 12,59% y 1,08% respectivamente.

Mediante las diferentes técnicas analiticas para cada uno de los casos de
estudio, se logré identificar y caracterizar a los productos de interés para el

presente estudio (alginato de sodio, acidos organicos).
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Recomendaciones

Es recomendable emplear agua de mar sometida a algin proceso de
purificacién para eliminar sobre todo solidos que puedan afectar al estado final

de los extractos.

Tratar en lo posible de que el sistema de extraccion de polisacaridos sea lo méas

adiabatico posible, para que la temperatura se mantenga constante.

Proseguir con un estudio en el cual se puedan identificar otros acidos organicos

que por bibliografia si se obtienen (Jeon, 2016); (férmico, glicélico, etc.).
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