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RESUMEN

Las macroalgas como fuente de biomasa no convencional pueden ser utilizadas para
producir sustancias quimicas que poseen alto valor agregado, son de interés como
materia prima para la biorrefineria. Los productos elaborados a partir de derivados de
macroalgas, van desde la alimentacion humana y animal hasta los hidrocoloides
aplicados ampliamente en la industria. En el presente proyecto, se extrajo alginato de
sodio a partir de algas pardas marinas ecuatorianas (Phaeophyta). Las condiciones
Optimas para la extracciéon alcalina se determinaron mediante la metodologia de
respuesta de superficie RSM. Se aplicé un disefio central de disefio rotatorio (CCDR)
para evaluar los efectos de los factores de tres variables independientes sobre el
rendimiento de extraccion de alginato de sodio. Las variables estudiadas fueron
temperatura (52-83 °C), tiempo de digestion (0,24 - 3,7 horas) y concentracion de
alcali (0,367- 3,633%). El analisis de correlacion del modelo de regresion
matematica indico que el modelo polinomial cubico puede emplearse para describir
los datos obtenidos a partir del disefio experimental. La expresion de tercer orden
muestra alta correlacion entre los datos y el modelo. Estadisticamente se determiné
que se puede obtener un rendimiento del orden de 26,55 + 0,46% con un intervalo de
confianza del 95%, bajo las condiciones de 76°C de temperatura, 3 horas con alcali
al 3%, previstas como condiciones optimas. El alginato extraido se analizé
adicionalmente y se comparé con un alginato de referencia. Se utilizd espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier, Anéalisis Termogravimétrico y Calorimetria

Diferencial de Barrido para comparar los datos analiticos.
PALABRAS CLAVE:

e ALGAS PARDAS

e ALGINATO

e METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA
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ABSTRACT

Macroalgae as source of non-conventional biomass can be used to produce chemicals
that have high agregaded values and thus are of interest as a feedstock for
biorefineries. Products made from macroalgal derivatives, range from human food
and animal feed, to hydrocolloids applied widely in the industry. In this project,
sodium alginate was extracted from Ecuadorian brown seaweed (Phaeophyta). The
optimal conditions for alkaline extraction were determined by surface response
methodology RSM. A central composite design rotatory (CCDR) was applied to
evaluate the effects of three independent variables on the extraction yield of sodium
alginate. The variables studied in this work were temperature (52 — 83 °C), digestion
time (0.24 — 3.7 hours), and alkali concentration (0.367 — 3.633 %). The correlation
analysis of the mathematical-regression model indicated that cubic polynomial model
could be employed to describe the data obtained from the experimental design. The
polynomial expression show high fitness between the data and the model.
Statistically it was determined that a yield in the order of 26.55 + 0.46% with a 95%
confidence can be obtained under the conditions of 76 °C temperature, 3 hours with
3% alkali, provided as optimal conditions. The extracted alginate was further
analyzed and compared with a reference alginate. Fourier transformed Infrared
spectroscopy, Thermogravimetric Analysis, and Differential Calorimetric Scanning

was used as comparising analytic data.

KEYWORDS:
e BROWN ALGAE
e ALGINATE

e RESPONSE SURFACE METHODOLOGY



CAPITULO I
1. GENERALIDADES

1.1.  Introduccién

La biomasa constituye una de las alternativas mas prometedoras, para la
produccién de materiales y energia. (Se-Kwon, 2015; De Jong & Jungmeler, 2015).
La mayor parte de materia prima biolégica se produce en la agricultura, la
silvicultura y los sistemas microbianos (Waldron, 2009) . EI material proveniente de
bosques, como plantas forestales, son excelentes materias primas para la industria del
papel, cartdn y la construccién. Por otra parte frutos, vegetales y demas plantas
cultivadas pueden ser consideradas fuentes de compuestos quimicos organicos para
la produccién de combustibles, productos quimicos, y biomateriales. Un tipo de
biomasa no muy comunmente utilizada pero no menos importante es aquella
derivada de algas, la que puede ser obtenida a partir de cultivos o de fuentes de
crecimiento natural como rios, lagos y fuentes marinas. Las algas pueden ser

utilizadas con fines alimenticios y aplicaciones industriales.

Las algas marinas se utilizan en diferentes partes del mundo como alimento
de animales y fertilizante para cultivos, ya que contienen hidratos de carbono,
proteinas, aminoacidos, yodo, bromo, vitaminas, sustancias naturales estimulantes,
entre otros compuestos bioactivos (Kannan, 2014). Ademas, también contienen mas
de 60 elementos traza en una concentracion mucho mayor que en las plantas
terrestres (Kannan et al., 2014). Los elementos traza encontrados generalmente son
metales (Tuzen et al ., 2009; Lunde, 1970) por ejemplo: Cobre, zinc, manganeso,
hierro, cromo, niquel, selenio, cadmio, plomo y cobalto. Las macroalgas marinas
acumulan facilmente metales del medio en el que viven, y por esta razon, se han
utilizado ampliamente como bio-agentes para monitorear la contaminacion (polucién

metalica) de agua de mar (Sawidis et al., 2001).

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 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

roja y café (Pereira et al., 2013). Estos polisacaridos son ampliamente utilizados a



nivel industrial tanto en la industria alimenticia, farmacéutica y biotecnoldgica. Los
hidrocoloides son de importancia significativa tecnoldgica y econdémica, debido a sus
distintas propiedades fisico-quimicas como agentes gelificantes, espesantes,

estabilizantes y emulsificantes (Pereira et al., 2013; Krann, 2012).

Los polisacéridos sulfatados al igual que los no sulfatados poseen importancia
industrial y cientifica. La industria mundial relacionada al procesamiento de algas se
ha demostrado que ofrece una amplia variedad de productos para usos humanos
directos o indirectos y genera anualmente ganancia del orden de US$ 10 mil millones
(Rebours et al., 2014).

El potencial uso industrial de los alginatos se debe a la forma relativamente
simple en que se puede controlar la viscosidad de sus soluciones en una amplia rango
de wvalores. Su bajo costo y propiedades como espesamiento, emulsion,
estabilizacion, suspension y gelificacion encuentran numerosas aplicaciones en las
industrias de alimentos, farmacéutica, cosmética, textil, fabricacién de papel, pintura

y ceramica (Wickens, 2001).
1.2.  Descripcion del problema

Si bien los factores econémicos en la industria dependen de los procesos y
operaciones industriales involucrados, las necesidades socio-ambientales buscan el
impulso de nuevas industrias no contaminantes y la diversificacién de las
exportaciones basadas en bioproductos y servicios ecoldgicos, que disminuyan
significativamente la presién sobre el medio ambiente a largo plazo (Secretaria
Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2013).

La extraccion de alginatos a partir de algas, ha sido motivo de varios estudios,
debido al amplio campo de aplicacion que éstos poseen. Los alginatos no tienen
ningan valor nutricional, sin embargo, se emplean como aditivos para cambiar y

estabilizar la textura de los alimentos (Torres et al., 2007).

Cabe mencionar que existe un interés en el campo de la biorrefineria, sobre la
conversion hidrotermal de alginato, para la produccién de acido lactico (Singhvi &
Gokhale, 2013; Jin & Enomoto, 2011). El &cido lactico derivado de la biomasa es un

compuesto importante que puede utilizarse como una base quimica para la



produccién de una variedad de productos quimicos importantes a gran escala
(Singhvi et al., 2013). En la industria quimica, el &cido l&ctico tiene un gran potencial
como una plataforma quimica para la produccion de acido piravico, propilenglicol,

acido acrilico y acetaldehido (Jeon et al., 2016).

A pesar que a nivel mundial la extraccion de compuestos quimicos con valor
agregado es numerosa, en el pais no se ha ahondado en dicha tematica y es necesario
el aprovechamiento de los recursos naturales disponibles en el Ecuador. Por tal
motivo, el presente proyecto da un primer paso en el uso de biomasa no convencional

a productos de alto valor agregado en el pais.

El procesamiento de biomasa de origen marina haciendo uso de agua en
condiciones severas de presion y temperaturas, como alternativa a los métodos
convencionales de sintesis y extraccién de compuestos quimicos han sido motivo de
varios trabajos de investigacion (Dinjus & Kruse, 2004). La produccion y extraccion
de biocombustibles, acidos organicos, aceites esenciales, entre otros compuestos
quimicos, a partir de fuentes vegetales por medio de fluidos stper criticos (Lang &
Wai, 2001), revela el potencial de la biomasa dentro de las aplicacion de la quimica
verde (Machida, 2011)

Los procesamiento hidrotérmicos poseen varios beneficios: (i) no se requieren
grandes cantidades de catalizadores &acidos o de base, lo que disminuye la
contaminacion de sales; (ii) las reacciones catalizados acido/base y oxidativas se
desarrollan facilmente y pueden ser controladas para tener buena selectividad; (iii) se
puede usar una amplia gama de materia prima y (iv) el agua misma es un medio de

reaccion respetuoso con el medio ambiente (Jin et al., 2011).

Entre los trabajos respecto a la utilizacion de agua en condiciones severas de
presién y temperatura se puede citar el trabajo de (Jeon et al., 2016), en el que se
demuestra la obtencion de acido lactico a partir de alginato derivado de macro algas,
por tal motivo el trabajo en mencidn es un soporte para la finalidad que se pretende

dar al alginato obtenido.

En conclusion el presente trabajo trata de dar solucion a la falta de
diversificacion de materia prima para la obtencion de productos con valor agregado,

a través del aprovechamiento de biomasa no convencional disponible en el pais.



1.3.  Propuesta

El presente proyecto propone la utilizacion de materia prima disponible en el
Ecuador, para la obtencion de compuestos quimicos con alto valor agregado, tal es el
caso del alginato presente en la matriz celular de las macroalgas. La extraccién del
alginato, se realizard con la finalidad a futuro de someter al polisacarido
procesamiento hidrotermal para la produccidon de acido lactico.

El trabajo busca lograr la extraccion a escala laboratorio y optimizacion de las
condiciones en el proceso de extraccion de alginatos presentes en la matriz celular de
las algas pardas ecuatorianas a través de la evaluacion de la interaccion de los
factores de extraccion. La extraccion de alginato se llevara a cabo, considerando un
disefio experimental que permita determinar las condiciones de extraccion que

provean el mayor rendimiento hacia el producto de interés.

La especie de alga destinada al proceso, sera recolectada de las costas
ecuatorianas, la cual serd identificada hasta su orden taxonémico segun bibliografia
relacionada a la tematica en mencion (Algabase & Taylor, 1945). Ademas, se
caracterizara los productos obtenidos mediante Espectroscopia Vibracional de

Infrarrojo, Analisis Termo gravimétrico, y Calorimetria Diferencial de Barrido.



1.4.

1.4.1.

1.4.2.

Objetivos
Objetivo General

Extraer y caracterizar el alginato presente en la matriz celular de algas pardas
ecuatorianas, para la produccion de &cido lactico.

Objetivos Especificos

Recolectar y especificar el orden taxonémico de las muestras de las algas

pardas ecuatorianas obtenidas en zonas geograficas especificas.

Generar un disefio experimental idoneo para optimizar la variable de

respuesta en la extraccion del alginato

Llevar a cabo el proceso de extraccion del alginato, variando los factores de
extraccion (temperatura, tiempo, concentracion del alcali), en funcién de los

niveles especificados en el disefio experimental.

Aplicar métodos analiticos para comparar los productos obtenidos con

materiales de referencia.

Estudiar el efecto de la interaccion de los factores de extraccion (temperatura,
tiempo, concentracion del alcali), sobre el rendimiento de alginato extraido

Obtener las condiciones O6ptimas de extraccion basado en un disefio

experimental propuesto.



CAPITULO 1I

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

Las algas son un grupo heterogéneo de plantas, que van desde organismos
microscopicos, hasta los grandes y complejos quelpos, que pueden superar los 10
metros de longitud (Radmer, 1996).

Las algas pueden ser clasificadas en dos principales grupos; el primero
comprendido por microalgas, y el segundo conformado por macroalgas. Las
macroalgas, 0 algas marinas, incluyen algas café, verdes y rojas. Estas generalmente
habitan en la zona litoral, mientras que las microalgas se encuentran tanto en la zona
litoral como en la zona béntica, ademas también se encuentra en aguas oceanicas a

manera de fitoplancton (EI Gamal, 2010).

El fitoplancton estd comprendido por micro-organismos (grupo de protistas)
tales como diatomeas, dinoflagelados, flagelados verdes, amarillo-marrones
(dorados) vy algas azul-verdes (cianofita). Las clases mas importantes de microalgas
en términos de abundancia son las diatomeas (Bacillariophyta), las algas verdes
(Chlorophyceae) y las algas doradas (Chrysophyceae), ademas las cianobacterias o
algas verde-azuladas (Cyanophyceae) también se denominan microalgas, por
ejemplo, la Spirulina (Arthrospira platensis y Arthrospira maxima) (Venkatesan, et
al., 2015).

Las algas marinas generalmente se describen en tres categorias principales, y
son clasificadas de acuerdo al color predominante por ejemplo algas verdes, rojas,
verdes y marrones (pardas). Sin embargo Diaz-Pulido G. (2008), agrega las algas
verde-azul los tres tipos de alga ya mencionados. En general, las algas son un grupo
de eucariotas fotosintéticos (excepto las algas verde-azuladas procariotas). La
ausencia de verdaderas raices, tallos y hojas los separa taxonomicamente de plantas

superiores.



En el sistema clasico de clasificaciéon de cinco reinos (Figura 1), las
macroalgas han sido asignadas al reino Prostista. En este reino, las algas se han
agrupado para la conveniencia en cuatro divisiones (phyla), es decir Rhodophyta
(algas rojas); Phaeophyta (algas marrones) y Chlorophyta (algas verdes). La
diferencian principal es el color, pero sobre todo en su reserva de polisacaridos
contenidos en su estructura. La clasificacion de acuerdo con el color se muestra en la
Figura 1, donde se observa tres especies representativas de las algas pardas (L.
digitata, F. vesiculus y A. nodusum), pertenecientes al orden de las laminariales y

fucales respectivamente.

Clasificacion de los seres vivos

Y ¢ ¢
| Plantae | Funel | | Plantae

¥ v ¥ ¥

Cyanophyta (algas azul-verdes) Phaeophyta (algas café) Rhodophyta (algas rojas) | Chlorophyta (algas verdes)

l

Laminariales

Laminariaceae

Fucales
Fucaceae

v ¥

L. digitata F vesiculus A. nodosum

Figura 1. Clasificacion de macroalgas bajo el reino Protista, y sub-clasificacion
de Ascophyllum nodosum, Fucus vesiculosus (fucales) y Laminaria digitata

(Laminariales).
Fuente: (Brebion, 2013).

La palabra griega para las algas es “phykos”, y de acuerdo con las Reglas
Internacionales de Nomenclatura Botanica a un grupo de algas debe necesariamente
incorporado la palabra "phykos™ (South & Whittick, 1991). Como consecuencia de
tal incorporacion las palabras como: Chlorophyceae ,Pheophyceae y Rhodophyceae

indican una idea de su relacion con las algas.

El Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica (conocido por sus siglas
en inglés, ICBN), ha recomendado los siguientes sufijos para las diferentes

categorias de algas (Sharma, 2007), como se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1.
Sufijos de las categorias taxonomicas para las algas
Categoria Sufijos
Division Phyta
Subdivision Phytina
Clase Phyceae
Subclase Phycidae
Orden Ales
Sub-orden Inales
Familia Aceae
Subfamilia Oideae
Tribu Eae
Género generalmente un nombre en
Latin
Especie generalmente un nombre en
Latin
Variedad una palabra en Latin
Forma una palabra en Latin

Fuente: (Sharma, 2007)

Por lo tanto, las palabras como Chlorophyta, Phaeophyta y Rhodophyta

debido a su terminacion “phyta"”, éstas equivalen al status de division; palabras como

Chlorophyceae, Phaeophyceae y Rhodophyceae terminadas con “phyceae"”, son

equivalentes al estatus de una clase; y las palabras como Dictysiphonales,

Dictyotales y Ulvales terminadas con "ales”, definen el orden dentro de la

clasificacion de algas.

Durante afios las macroalgas y en especial las algas marrén (pardas) han sido

investigadas como fuente de polisacaridos y compuestos bioactivos con alto valor

econémico (Yuan & Macquarrie, 2015; Senni et al ., 2006). Por ejemplo dentro de la

familia Fucaceae, la especie Ascophyllum nodosum es una especies utilizadaa para la



extraccion de fucoidan (Yuan et al., 2015). Por otro lado la especie Fucus
vesiculosus, es utilizada como suplemento alimenticio y como fuente de materia

farmacéutica (Balina et al., 2016).

2.1.2. Divisién Phaephyta (algas pardas)

Las algas pardas se agrupan en una clase llamada Melanophyceae,
Fucophyceae, o Phaeophyceae; todos estos nombres estan de acuerdo con el ICBN.

El nombre que mas se usa en la actualidad es Phaeophyceae.

En 1933, el boténico sueco Kylin (Johann Harald) dividio las algas pardas en
tres grupos consistentes de 12 6rdenes (Sharma et al., 2007), como se describe a

continuacion, y es adicionalmente ilustrado en la Figura 2.
e Grupo I. ISOGENERATAE (con alteraciones isomorfas de generaciones)

Ordenes: Ectocarpales, Sphacelariales, Cutleriales, Tilopteridales y

Dictyotales.

e Grupo Il. HETEROGENERATAE (con alteraciones heteromorfas de

generaciones)

Ordenes: Chordariales, Sporochnale, Desmarestiales, Puntariales,
Dictyosiphonales y Laminariales.

e Grupo Ill. CYCLOSPORAE (no tiene alteraciones de generaciones)

Ordenes: Fucales
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Dictyotales Desmarestiales Laminariales Fucales
)
Tilopteridales Sporochnales Dictyosiphonales
Cutleriales Chordariales Punctariales
Ectocarpales Sphacelariales
T T Haplostichineae Polystichineae
Isogeneratae Heterogeneratae
| Cyclosporeae

Figura 2. Diagrama del sistema de Kylin (1933).
Fuente: (Brodie & Lewis, 2007)

Las diferencias representativas de las principales familias pertenecientes a los
ordenes (Dictyotales, Laminariales y Fucales) se describen posteriormente. A un lado
de la diferencias morfoldgicas y taxonomicas, las Phaeophyceae son organismos
foto-autotréficos  multicelulares, clasificados en unos 285 géneros vy
aproximadamente 2000 especies (Brodie & Lewis, 2007). Su tamafio oscila entre
unos pocos milimetros hasta sobrepasar los 40 metros como la especie méas conocida

Macrocystis Pyrifera.

Las algas pardas o marrones representan un grupo diverso de organismos
marinos eucariotas y fotosintéticos. La mayoria de las algas marrones contienen el
pigmento fucoxantina (Song et al., 2015), que es responsable del distintivo color café
verdoso. El color marrén de estas algas se debe a la dominancia del pigmento de
xantofila fucoxantina, que enmascara los otros pigmentos, como la clorofila (ay c) y
betacaroteno, entre otras xantofilas (Guiry, 2016). Las reservas de polisacaridos
presentes en la estructura de estos organismos son por lo general polisacaridos

complejos, sulfatados y no sulfatados.

2.1.3. Fucaceae

En la familia Fucaceae perteneciente al orden de las fucales, esta representada
por un grupo de algas marinas con talos erectos, con ramas dicotomicas en un sélo

plano y una estructura de fijacion discoide (Aguilar-Rosas et al., 2002).

De esta familia s6lo se han identificado 24 especies, incluyendo 15 especies
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bajo el género Fucus (por ejemplo Fucus vesiculosus) y s6lo una en el género
Ascophyllum (Ascophyllum nodosum) (Brebion, 2013).

Figura 3. Apariencia general de las especies: a) Ascophyllum nodosum

(Linnaeus), b) Fucus vesiculus (Linnaeus).
Fuente: (AlgaeBase, 2017)

Segln Brebion J. (2013) el habitat natural de las Fucaceae se encuentra en la
zona intertidal. En consecuencia, las algas marinas estan expuestas a dos ambientes
diferentes dos veces al dia: aire y agua. Por lo tanto, las Fucaceae tienen
generalmente un mayor contenido de antioxidantes (como sustancias fendlicas y
pigmentos) que se cree que ayudan a estas algas soportar estrés abiotico como la
radiacion UV y la oxidacion del aire.

2.1.4. Laminariaceae

La familia Laminariaceae contiene mas especies que las Fucaceae con 61
especies incluyendo 26 en el género Laminaria (por ejemplo Laminaria digitata) y
21 en el género Saccharina (por ejemplo, Saccharina latissima) (Brebion et al.,
2013).

En contraste con las Fucaceae, las Laminariaceae tienden a vivir en aguas
mas profundas y rara vez se exponen al medio ambiente atmosférico reduciendo asi

la exposicion a la luz, especialmente durante el invierno (Brebion et al., 2013).
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Figura 4. Apariencia general de las especies: a) Saccharina latissima (Linnaeus),

b) Laminaria digitata (Hudson).
Fuente: (AlgaeBase, 2017)

La laminarina y manitol son los principales polisacaridos presentes en las
algas de este tipo, como la especie Laminaria digitata y Saccharina latissima, ambas
pertenecientes a la familia Laminariaceae, sin embargo las proporciones encontradas
difieren ampliamente debido a las grandes variaciones estacionales. Segin (Manns et
al., 2014) menciona que los niveles varian entre 0 a 33% (p/p) en peso de la materia
seca total para la laminarina y 2 a 20% (p/p) para el manitol dependiendo del mes de

la cosecha.

2.1.5. Dictyotaceae

Los miembros de los dictyotales se han colocado tradicionalmente en una sola
familia (Dictyotaceae), dentro de la cual dos tribus han sido reconocidas: Dictyoteae
y Zonarieae (Jae Lee & King, 1996). Las algas pertenecientes a la tribu Dictyoteae
son reconocidas como una fuente excepcional de terpenos, los cuales poseen
potencial actividad citotoxica, leishmanicida, antiviral y antibacterial (Pardo Vargas,
2013).

Dentro de las algas pardas, la familia Dictyotaceae es un grupo
representativos debido a la potencial bioactividad de sus productos metabdlicos.
Aunque es solo la tercera en nimero de especies dentro de la clase, quimicamente la
familia Dictyotaceae, exhibe una rica produccion de moléculas terpenoides de

diferentes origenes (De Paula et al., 2011).
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Figura 5. Apariencia general de la especie Stypopodium zonale.
Fuente: (AlgaeBase, 2017)

Especificamente las algas del genero Stypopodium (Dictyotaceae) estdn muy
extendidas en regiones tanto tropicales como subtropicales y han sido reconocidas
como una rica fuente de diterpenos estructuralmente Unicos y biolégicamente activos
de biogénesis mixta (meroditerpenoides) (Costa-Soares et al., 2016). Estos
compuestos exhiben interesantes actividades farmacologicas, tales como los efectos

antitumoral, insecticidas y antivirales.

2.1.6. Algas en el Ecuador

En Ecuador son pocos los estudios realizados sobre la riqueza marina, sin
embargo de los estudios relacionados a la descripcion y reconocimiento de las
macroalgas destaca el trabajo titulado “Diagnostico Ecoldgico Y Socioeconémico
Del Area Marino-Costera Del Parque Nacional Machalilla” (Flachier, Sonnenholzer,
Pérez, Jaramillo, & Espinoza, 1997), el estudio en mencién fue llevado a cabo en la

provincia de Manabi, y se identificaron macroalgas en dos zonas principalmente.

(1 En las &reas de la plataforma continental costanera del Parque
Nacional Machalilla (PNM)

Las areas en donde se llevo a cabo el estudio fue a lo largo del perfil
costanero del PNM, en donde se presenté mayor volumen de especies vegetales fue
en los islotes: La Viuda, El Islote, Sucre y Horno de Pan, localizadas al norte del
PNM. (Flachier et al., 1997), reporta que en las prospecciones submarinas las

macroalgas se encontraron sobre un sustrato rocoso y arenoso a profundidades no
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superiores a 20 metros.

De las divisiones de algas observadas, las algas pardas (feoficeas) fueron el
grupo que presentaron mayor abundancia con el 60%, mientras que la algas verdes
(cloroficeas), representadas con el 5% fueron el grupo menos dominante. En la
Tabla 2 se muestra las especies identificadas, de acuerdo a la clasificacion por color
(Phaeophyta, Rodophyta, Chlorophyta). De las clase de algas pardas tan solo se

identificaron algas de la especie Dictyota sp. y Padina sp.

En las expediciones submarinas llevadas a cabo en locaciones del sur como
por ejemplo Salango, Ballena, Los Ahorcados y el sector de Punta Mala, se report6
una menor abundancia de algas arrecifales en comparacion con las localidades del
norte. La Tabla 2 muestra de manera general las especies de macro-algas mejor

representadas en el Parque Nacional Machalilla, clasificadas de acuerdo a la division.

Tabla 2.
Lista de algas macroscdpicas mejor representadas en el PNM

Taxa Especies
Phaeophyta Dictyota sp.
Padina sp.
Rodophyta Corallina sp.
Haliciona sp.
Chlorophyta Caulerpa sp.
Chaetomorpha sp.
Codium sp.

Enteromorpha sp.

Ulva sp.

Fuente: (Flachier et al., 1997)

Por otra parte las especies mejor identificadas en las localidades del sur sobre
sustratos rocosos y arenales fueron las algas rojas (rodoficeas), acompafiadas de
especies incrustantes y coralinas, con una representatividad del 95%. Las especies

fueron identificadas en lugares con profundidades de entre 10 y 25 metros.
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i) En la Isla de la Plata.

El estudio reporta que el 95% de las especies estuvo representado por algas
rodoficeas del género Corallina, y se encontraron en las zonas expuestas de los
arrecifes, mientras que el 5% estuvo conformado por especies del genero
Chaetomorpha (algas verdes). De los arrecifes observados al norte de la Isla de La
Plata, las coralinaceas se hallan formando la parte mas externa de la cresta de algas
(algal ridges) (Lasso B., 2009).

2.1.7. Principales polisacaridos en algas pardas

Las algas pardas se caracterizan por el alto contenido de alginatos en su pared
celular, tanto en forma de sal como en forma de &cido alginico. (Gomez Ordofies,
2013). En las algas pardas los polisacéridos almacenados a partir de la fotosintesis
(fotosintatos), no son glucosa ni almidén, como plantas terrestres, sino que la
laminarina se encuentra presente (como producto de la polimerizacion de glucosa) y
el manitol (Song et al., 2015). Ademas, el alginato es el polisacarido estructural que
se encuentra en mayor porcentaje en la pared celular de algas pardas (Men’shova et
al., 2013, Hahna et al., 2012), conjuntamente con fucoidan y celulosa (en lugar de
lignina como plantas terrestres (Song et al., 2015). Estos carbohidratos Unicos de
algas pardas varian segun la especie, la ubicacién, la salinidad, la estacion o

metodologia de cosecha (Mushollaeni , 2011).

La composicion quimica y estructura de polisacaridos varia dependiendo de
la filogenia de las diversas especies de algas, que son ampliamente estudiados por
sus diferentes funciones fisioldgicas. La composicion, propiedades y métodos de
extraccion de polisacaridos a partir de algas ha sido descrita en varios trabajos de
investigacion. Los estudios son amplios debido a la enorme variabilidad derivada de
diferentes especies de algas, métodos de cultivos, asi como los diferentes habitats
entre otras condiciones ambientales que afectan su crecimiento y por ende

composicion referida al contenido de polisacéridos.

Ademas, la composicion y proporciones de polisacaridos varian de acuerdo a
la etapa de vida y parte morfologica de la especie. Los polisacaridos de

almacenamiento son la principal fuente de energia, mientras que los polisacaridos
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estructurales tienen funciones solidificantes y protectoras (Misurcova et al., 2015).

2.1.8. Alginatos

Los alginatos son los principales constituyentes presentes en la pared celular
de algas pardas (Phaeophyceae) y no se encuentran en las especies terrestres
(Gémez-Ordofies et al., 2013). En general el alginato en su forma &cida (acido
alginico) es un polisacarido formado por cadenas de bloques de &cido manurénico
(M) y éacido guluronico (G), con diferentes arreglos de dichos bloques como se
muestra en la Figura 6. La Figura 6.a muestra la formula estructural de los bloques
G. La Figura 6.b representa la formula estructural de los boques M. Finalmente la

Figura 6.c el formula estructural de los arreglos secuenciales de los bloques G-M.
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Figura 6. Estructura de alginato en forma &cida: (a) bloques GGGG; (b)

bloqgues MMMM; (c) bloques GMGM.
Fuente: (Eichhorn et al., 2009)

La composicién de alginato depende significativamente de la especie de alga,

de la ubicacion, estacion, asi como de las diferentes partes morfol6gicas a partir de
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las cuales se realiza la extraccion del alginato, es decir, el estipe tiene un desarrollo
(movimiento estructural) diferente en comparacion con las frondas. Las propiedades
fisicas de los alginatos y la formacion de geles, dependen de la proporcién relativa de

los bloques G y M (Misurcova et al., 2015).

Los alginatos de un tipo u otro parecen estar presentes en la mayoria de las
especies de algas marrones, pero se producen en cantidades explotables (30-45% en
peso seco) solo en los kelps y laminillas mas grandes, pertenecientes a los drdenes

Laminariales y Fucales (Guiry et al., 2017)

Sin embargo, no todas las algas marrones poseen cantidades suficientemente
significativas de alginatos para merecer la explotacion, por ejemplo, la especie
Sargassum muticum, una especie adventiva de Japén que ha migrado hacia el
Atlantico y el Mediterraneo, posee un contenido de entre 16-18% de alginatos en

peso base seca (Guiry et al., 2017).

2.1.9. Laminarina

La laminarina es un polisacarido de bajo peso molecular y compuesto
bioactivo presente en algas pardas. También conocido como laminaran o leucosina,
fue extraido por primera vez por Schmiedeberg en 1885. La laminarina se encuentra
principalmente en las frondas de las especies Laminaria y Saccharina (Kadam et al.,
2015). Quimicamente la laminarina es un polisacarido de almacenamiento de
B-glucano que se compone mayoritariamente  de cadenas entrelazadas de
(1,3)-B-d-glucano y en menor proporcion de uniones B-(1,6) (Manns et al., 2014;
Kadam et al., 2015). Por ejemplo, la laminarina de la especie Eisenia bicyclis esta
compuesta por una cadena lineal de enlace (1,3) y (1,6) en una relacion de 2:1
(Kadam et al., 2015).

La laminarina es una mezcla de dos diferentes moléculas, una terminada por
una unidad de glucosa reductora y la otra por el alcohol de un azucar no reductor
(manosa) como el manintol (Zajic, 2012). Las cadenas M (manitol) y G (D-glucosa)
son dos tipos de cadenas de laminarinas, dependiendo del extremo reductor. El
bloque M terminan con una sustitucion de D-manitol, mientras que las cadenas G
terminan con glucosa como el extremo reductor. Las estructuras basicas de una

unidad de la cadena M y G de la laminarina se presentan en la Figura 7.
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En el campo de la medicina una aplicacién potencial de la laminarina es en
forma de sulfato de laminarina de sodio, que se aplica como anticoagulante, del que
se reporta que posee un tercio de efectividad en comparacion a la heparina (Wickens
etal., 2001).
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CH,0OH —0
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/ NCH3(CHOH),CH,OH
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a) Cadena M de Laminarina
CH,0H
2 CH,OH
CH,OH
< o OH
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OH 0 |
OH
OH OH
OH
OH
OH L —In

b) Cadena G de Laminarina

Figura 7. Estructuras quimicas de una unidad de cadena M y G de laminarina.
Fuente: (Kadamet al., 2015)

La laminaria es un producto de reserva soluble presente principalmente en las
Phaeophytas (por ejemplo Ascophyllum, Fucus y Laminaria spp), con valores de
alrededor del 30% en peso seco del tejido algario (Zajic et al., 2012). El contenido de

laminarina de algunas macroalgas de uso comun se describe en la Tabla 3.

Tabla 3.

Principales especies como fuentes de Laminarina.
Especie de Alga Contenido
Saccharina latissima 0-33% de peso seco
Laminaria hyperborea 0-32% de peso seco

CONTINUA—
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Laminaria digitata 0-14% de peso seco

L. digitata 0-35% de peso  seco
dependiendo de la temporada

Fucus vesiculous 84% del total de azucares

Undaria pinnatifida 3% de peso seco

Ascophyllum nodosum 4.5% de peso seco

Fuente: (Zajic et al., 2012)

2.1.10. Polisacaridos sulfatados

Las paredes celulares de varios érdenes de algas marrones, particularmente
Fucales y Laminariales, consisten principalmente en fucoidanes, que estan
compuestos por cantidades variables de unidades sacéridas, tales como fucosa,
xilosa, acido guluronico, galactosa y manosa (ver Figura 8), con un grado diferente
de sulfatacion. Las estructuras derivadas de diferentes distribuciones de unidades
sacaridas (azucares) y diversos contenidos de grupos sulfato, dentro de los mas
importantes son los llamados carragenanos, sulfatos de xilomanano, fucoidanos y

sulfato de galactano (Chaminda-Lakmal et al., 2015).

3 \ ||n 1/‘
M o, \.‘
HO :

a-L-Fucosa a-D-Xylosa

‘v E a-D-Acido gulurénico ” W B\

a-D-Galactosa o-D-Manosa
Figura 8. Unidades acaridas que pueden ser sulfatadas
Fuente: (Hildebrnad, 2017).

Los polisacaridos sulfatados observados en las algas marrones son del tipo

fucoidanos que incluyen moléculas polidispersas basadas en cadenas de L-fucosa
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sulfatada (ver Figura 9). Las composiciones quimicas de los polisacéridos sulfatados
de algunas especies de algas marrones se describen en la Tabla 4, es decir se
determina la proporcion en las que se encuentra cada compuesto. La composicion
quimica de los fucoidanes varia de acuerdo a la especie. El fucoidan esta.
Principalmente compuesto por fucosa y sulfato en distintas proporciones, sin
embargo Li et al., (2008) reporta que existe otras unidades de sacaridos como

galactosa, manosa, xilosa, y acido gulurénico, e incluso acetato.

Tabla 4.

Composicion quimica de algunos fucoidanes
Alga parda Composicion quimica
F. vesiculosus fucosa, sulfato
F. evanescens fucosa/sulfato/acetato (1/1.23/0.36)
F.disticgus fucosa/sulfato/acetato (1/1.21/0.08)
F.serratus fucosa/sulfato/acetato (1/1/0.1)
Lessonia vadosa fucosa/sulfato (1/1.12)
Macrocytis pyrifera fucosa/galactosa(18/1), sulfato
Pelvetia wrightii fucosa/galactosa(10/1), sulfato
Undaria fucosa/galactosa (1/1.1), sulfato

pinnatifida(mekabu)

Ascophyllum nodosum  fucosa(49%), xylosa(10%), GIcA(11%),
sulfato

Himanthalia lorean & fucosa, xylosa, GICA, sulfato

Bifurcaria bifurcate

CONTINUA—



Padina pavonia

Laminaria angustata

Ecklonia kurome

Sargassum

stenophyllum

Adenocytis utricalaris

Hizikia fusiforme

Dictyota menstrualis

Spatoglossum

schroederi
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fucosa, xylosa, manosa, glucosa, galactosa,
sulfato

fucosa/galactosa/sulfato (9/1/9)

fucosa, galactosa, manosa, Xxylosa, GICA,
sulfato

fucosa, galactosa, manosa, GIcA, glucosa,
xylosa, sulfato

fucosa, galactosa, manosa, sulfato

fucosa, galactosa, manosa, xylosa, GICA,
sulfato

fucosa/xylose/acido urdnico
/galactosa/sulfato (1/0.8/0.7/0.8/0.4) y
(1/0.3/0.4/1.5/1.3)

fucosa/xylosa/galactosa/sulfate (1/0.5/2/2)

GlcA = Acido gulurénico
Fuente: (Li et al., 2008)

La fucosa es el azucar neutro que presenta mayor abundancia en los

polisacaridos sulfatados de algas pardas. Otros azucares residuales, tales como

xilosa, manosa, glucosa y galactosa, participan en la composicion de polisacaridos

sulfatados en diferentes cantidades. Los azUcares residuales de galactosa y xilosa

ocurren en cantidades mayores después de los de fucosa, especialmente en especies

de Laminaria sp, mientras que en la especie Fucus sp, la galactosa alterna con

unidades de xilosa.

HO
CHy HaC

' 0
o)
-0,S0 0

0S0;

Figura 9 Unidad repetitiva de fucoidano.

Fuente: (Chaminda et al., 2015)
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Los polimeros de fucoidan muestran actividades farmacoldgicas especiales a
la presencia del grupo éster de sulfato (Chaminda-Lakmal et al., 2015). Los
fucoidanos han sido reportados para un amplio espectro de bioactividades debido a
sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales, antiproliferativas,
anticoagulantes y antivirales. La Tabla 5 muestra las especies que presentan actividad
anticoagulante.

Tabla 5.
Algunas especies de algas pardas que presentan actividad anticoagulante.
Especie de alga parda Polisacarido

Spatoglossum schroederi Galactofucan sulfatado

Ecklonia cava
Ascophyllum nodosum
Fucus vesiculosus
Dictyota cervicornis
Dictyopteris delicatula

Dictyota mertensis

Polisacarido sulfatado

Fucoidan

Fucoidan

Polisacéarido sulfatado

Polisacéarido sulfatado

Polisacéarido sulfatado

Laminaria saccharina Fucoidan
Laminaria digitata Fucoidan
Fucus distichus Fucoidan
Fucus serratus Fucoidan
Fucus evanescens Fucoidan
Fucus spiralis Fucoidan
Lessonia vadosa Fucoidan

Fuente: (Misurcova et al., 2015)

2.1.11. Compuestos fenolicos

Muchos otros compuestos presentes en las algas poseen efectos benéficos
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para la salud en el cuerpo humano, tales como los compuestos fenolicos, que son
metabolitos secundarios evolucionados como agentes protectores hacia condiciones

ambientales desfavorables (Misurcova et al., 2015).

Los compuestos fendlicos se encuentran comidnmente en las plantas, y se
sabe tienen varias actividades bioldgicas, incluyendo propiedades antioxidantes.
Estudios han revelado que los extractos de algas marinas, especialmente del tipo

polifenoles, tienen actividad antioxidante (Pereira & Neto, 2015).

Un ejemplo es el florotanino, un compuesto polifenolico extraidos de algas
marrones y rojas del cual se ha demostrado actividad antioxidante por ensayos
in-vitro, ademéas de poseer efecto antiinflamatorio, efecto algicida y bactericida
(Pereira et al., 2015; Pacheco & Francis, 2016)

2.1.12. Estructura y propiedades del Alginato

A nivel molecular el alginato es un copolimero lineal aniconico que consiste
en cadenas formadoras de heteropolisacaridos constituidas por blogues de B-p-
manuronato (Bloque M) y a-L-guluronato (Blogque G) (Lee et al., 2012). Su
estructura varia en dependencia de la posicion de cada monémero en la cadena,
formando bloques homopoliméricos (MM o GG) o heteropolimeros (MG o GM)
(Misurcova et al., 2015). La Figura 10.a, muestra la configuracion en el espacio del
B-p-manuronato (Unidad M) a-L-guluronato (Unidad G), de donde se observa que el
anion carboxilato (COO") difiere de posicionamiento en ambas unidades. La
composicion de los dos &cidos es idéntica, su diferencia es basicamente que son
epidérmicos en el carbono C5 (Gacesa & Russell, 1990), es decir que poseen
diferentes configuraciones del carboxilato (COQO") alrededor de uno de varios atomos
de carbono asimétricos presentes. La Figura 10.b muestra la disposicion estructural
que presenta la union de unidades G y M, mientras que la Figura 10.c, muestra la
formacion de blogues M y G a partir de las correspondiente distribucion de unidades
MyG.
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Figura 10. Datos estructurales de Alginato: a) monémero del alginato (M vs.
G); b) conformacién molecular del polimero de alginato; c) cadenas secuenciales

de unidades My G,
Fuente: (Draget & Taylor, 2011)

Los alginatos son constituyentes presentes en la pared celular de las algas
pardas, la funcion bioldgica del alginato es ser componente formador de la estructura.
El alginato, fisiologicamente, es el responsable de la resistencia mecanica y
flexibilidad a través de la formacion de matrices intercelulares de gel (Draget et al.,
2005). En términos simples, los alginatos en algas marinas pueden considerarse
como poseedores de propiedades fisiologicas similares a las de la celulosa en plantas
terrestres. La relacion entre estructura y funcion se refleja en la diferencia de
composicion de los alginatos en diferentes algas o incluso entre diferentes tejidos de

la misma planta.

En la especie L. hyperborea, una alga que crece en areas costeras muy
expuestas, el talo posee un alto contenido de acido gulurénico, lo que da una alta
rigidez mecénica. Las hojas de las mismas algas, que flotan en la corriente de agua,
tienen un alginato caracterizado por un menor contenido de bloques G, que le da una

textura mas flexible (Draget et al., 2005).

Los alginatos se encuentran tanto en la region intercelular como en las
paredes celulares y tienen funciones bioldgicas estructurales y tipo de intercambio
ionico. Bharathiraja et al., (2016), reporta la composicion de alginato de diferentes
especies de algas marinas: ascophylum nodosum (22-30%); frondas de laminaria

digitata (25-44%); stipes de laminaria digitata (35-47%); frodas de laminaria
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hyperborea (17 - 33%); stipes de laminaria hyperborean (25-38%); en algas de las
especies sargassum el contenido de alginato estd entre 17 y 45%.

Los polisacaridos en general, son polidispersos con respecto al peso
molecular, y el alginato no es la excepcion. El peso molecular del alginato oscila
generalmente entre 500 y 1000kda (Bharathiraja et al., 2016). En este aspecto se
asemejan a polimeros sintéticos en lugar de otros biopolimeros tales como proteinas
y acidos nucleicos; debido a esta polidispersidad, el peso molecular de un alginato es
un promedio en toda la distribucién de los pesos moleculares, sin embargo, los pesos
moleculares de tipos de alginato de sodio comercialmente disponibles oscilan entre
32.000 y 400.000 g/mol (Lee et al., 2012)

La heterogeneidad del peso molecular de los polisacaridos puede describirse
mediante varios tipos de peso molecular promedio (Philips et al., 2006). Existen dos
métodos cominmente utilizados para identificar el peso molecular de un polimero.
El primero es el promedio en numero, M,, que pesa las moléculas de polimero de
acuerdo con el numero de moléculas que tienen un peso molecular especifico. El
segundo es el promedio en peso, M,, que pesa las moléculas de polimero de acuerdo

con el peso de moléculas que tienen un peso molecular especifico.

En una poblacion de moléculas donde N; es el nimero de moléculas y w; es
el peso de moléculas que tienen un peso molecular especifico M;, el nimero y el peso

promedio se definen respectivamente como:

—  YilN;M;
M, = D)
XN
- = Yiw;M;  ¥;N;M? )

YYw SN,

La fraccion M,, /M,,, se denomina indice de polidispersidad. Se han reportado
valores de indice de polidispersidad entre 1,4 y 6,0 para los alginatos y se han

relacionado con diferentes tipos de procesos de preparacién y purificacion.

La distribucion del peso molecular es de importancia para los usos que se

pretenda dar a los alginatos, ya que los fragmentos de bajo peso molecular que
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contienen sélo bloques G cortos pueden no tomar parte en la formacién red de gel y
por consiguiente no contribuyen a la resistencia del gel (Draget et al., 2005).

Por lo tanto, se ha reportado un contenido mas alto de guluronato en partes
de la planta con mayor rigidez (Misurcova et al., 2015). Las propiedades fisicas de
los alginatos, asi como la formacion de geles, dependen de la proporcion relativa de
los bloques. La capacidad de los alginatos para formar geles en presencia de iones
calcio divalentes es una de sus principales propiedades biofuncionales y tiene una

gran relevancia industrial.

El alginato como sal del acido alginico es soluble con iones monovalentes
(K*, Na*), e insolubles con iones di-/polivalentes. En presencia de Ca*, los bloques
GG forman complejos i6nicos para generar una estructura apilada conocida como el
"modelo de caja de huevo" (ver Figura 11), responsable de la formacion de gel de

consistencia fuerte (Manns et al., 2014).

Ca>* (@)
_—

Figura 11. Hidrogeles de alginato preparados por reticulacion iénica (Modelo de

Caja de Huevo)
Fuente: (Lee & Mooney, 2012)

El método mas comdn para preparar hidrogeles a partir de una solucion
acuosa de alginato es combinar la solucion con agentes de reticulacion ionicos, tales
como cationes divalentes (e.g. Ca™). Se cree que los cationes divalentes se unen
unicamente a bloques de guluronato de las cadenas de alginato, ya que la estructura
de los blogues de guluronato permite un alto grado de coordinacion de los iones
divalentes (Lee et al., 2012). Los blogues de guluronato forman uniones con los
bloques de guluronato de cadenas poliméricas adyacentes (Figura 12), dando como
resultado una estructura de gel, denominada el modelo de reticulacion caja de huevo

“egg-box-model”.
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Figura 12. EI modelo caja de huevo para la union de cationes divalentes con
bloques homopoliméricos de residuos de guluronato, como un sitio

probablemente de unién en una secuencia GG.
Fuente: (Draget et al., 2005)

La evaluacion de la relacion M/G es fundamental para la deteccion de
propiedades del gel. A mayor relacion M/G el alginato forma geles el&sticos,
mientras que a menor relacion M/G proporciona geles quebradizos, el valor de la
relacién puede estar en un rango de 1.2 a 2.1 e incluso proporciones mayores (Manns
etal., 2014).

2.1.13. Obtencion y produccién de Alginato

A pesar de los estudios realizados por diversos autores, donde se ha
demostrado que pueden obtenerse alginatos mediante fermentacion microbiana y
modificacion post-polimerizacion de moléculas, todos los alginatos comerciales se
obtienen actualmente a partir de fuentes de algas (Niekraszewicz & Niekraszewicz,
2009).

El &cido alginico fue descubierto por primera vez por Stanford en 1881, y las
primeras patentes concernientes a la obtencion de alginatos de algas fueron
publicadas en los afios treinta. De manera particular varios autores (Hernandez-
Carmona et al.,1999; McHugh et al., 2001; Calumpong et al., 1999), han publicado
descripciones mas especificas del proceso de obtencion de alginatos a partir de algas.

Algunos de los mayores productores de alginatos son la Asociacion Industrial
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de Algas de China, Danisco Cultor (Dinamarca), Degussa Texturant Systems
(Alemania), FMC BioPolymer (EE.UU.), ISP Alginates Ltd (Reino Unido), Kimitsu
Chemical Industries Co. Ltd Pronova Biomedical A/S (Noruega). Para el afio 2009,
la capacidad total de produccién de alginato fue de 33 000 toneladas anuales: 16 000
toneladas en Europa, 14 000 toneladas en Asia-Pacifico y 3000 toneladas anuales en
las Américas (Niekraszewicz et al., 2009).

Segun Wickens G. (2001), la produccion de alginato para el 2001, se basaba
en Macrocystis pyrifera cosechada en los Estados Unidos, Durvillea sp. y Lessonia
sp. de Chile. En paises orientales se obtenian pequefias cantidades de especies de
Ecklonia, Eisenia y Laminaria japonica. En Francia la materia prima utilizada es la
especia Laminaria digitata y, mientras que en el Reino Unido y Noruega se utiliza

L. hyperborea y Ascophyllum nodosum.

Los procesos quimicos utilizado para fabricar alginato sddico a partir de algas
marrones es relativamente simple. Las dificultades de los procedimientos surgen de
las separaciones fisicas que se requieren, tales como la necesidad de filtrar residuos
de soluciones viscosas 0 separar precipitados gelatinosos que contienen grandes
cantidades de liquido dentro de su estructura y que resisten tanto la filtracion como la

centrifugacion.

Los procesos para la fabricacion de alginato sodico (o alginato de sodio,
NaAlg) a partir de algas marrones se dividen en dos categorias. La Figura 13 muestra
un diagrama sencillo de los procesos, para ilustrar sus diferencias. En uno, los
principales productos intermedios son el alginato de calcio y el acido alginico,
mientras que en el otro, no se forma alginato de calcio, solo acido alginico (McHugh,
1987).
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SALES INSOLUBLES DEL ACIDO ALGINICO EN
LAS ALGAS MARINAS

l Na,CO, (Extraccion alcalina)
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Figura 13. Diagrama del proceso general de los dos métodos para la extraccion

de alginato de sodio a partir de algas marinas.
Fuente: (McHugh, 1987)

Basado en la Figura 13, la ventaja del primer procedimiento (correspondiente
al proceso de alginato de calcio), es que el alginato calcico puede precipitarse en una
forma fibrosa que puede separarse facilmente; de manera que puede convertirse en
acido alginico que es todavia fibroso y también puede separarse facilmente. Una
ventaja adicional a través de esta metodologia el fabricante puede controlar la
viscosidad del producto (McHugh et al., 1987).

Segun explica McHugh et al., (1987), el segundo proceso ahorra un paso, la
formacion de alginato de calcio, pero también tiene algunas desventajas. Cuando el
acido alginico se precipita en este proceso, forma un precipitado gelatinoso que es
muy dificil de separar y las pérdidas globales de &cido alginico son generalmente

mayores que en el primer proceso. La eliminacion de liquido (“deshidratacion™)
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desde dentro de la estructura de gel del &cido alginico separado presenta también
dificultades en este segundo proceso. El contenido de agua en el &cido alginico
deshidratado suele ser elevado, por lo que se debe emplear alcohol como disolvente
para la conversion en alginato de sodio, esto generalmente hace que el proceso sea

mas caro.

El costo de los alginatos varia dependiendo del grado de pureza. Se puede
obtener alginato de baja pureza y grado técnico (que contiene una cantidad sustancial
de desechos de algas) a alrededor de USD 1 por kilogramo, y el alginato ordinario de
grado purificado puede obtenerse de aproximadamente 10 USD por kilo, mientras
que ultra puro (bajo en endotoxinas), un tipo de alginato especialmente disefiado para
fines de inmovilizacion suele costar alrededor de USD 5 por gramo (Draget et al.,
2005).

2.1.14. Usos y aplicaciones del Alginato

Los alginatos deben considerarse como uno de los polisacaridos mas
versatiles dado el gran nimero de aplicaciones diferentes. Estas aplicaciones van de

los alimentos a la biomedicina

El alginato se usa tipicamente en forma de un hidrogel, para la administracion
de farmacos, cicatrizacion de heridas, e incluso aplicaciones de ingenieria de tejidos
(Lee etal., 2012)

En aplicaciones médicas, el alginato se emplea como matriz para la
encapsulacion y/o liberacién de células. También se utiliza en forma de
microparticulas para sistemas de liberacién de antigenos, debido a que es
inespecifico, no téxico y estd aprobado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA). Ademas se ha reportado la
administracion oral de microesferas de alginato debido a que induce una respuesta
inmune sistémica y mucosal en una amplia variedad de animales, estas microesferas
acttan no s6lo como un sistema de liberacién, sino también como adyuvantes (Torres
et al., 2007). La Tabla 6 muestra algunas aplicaciones biomédicas de células

encapsuladas con alginato.
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Tabla 6.
Algunas aplicaciones biomédicas de células encapsuladas con alginato
Tipo de Célula Tratamiento

Células cromafines suprarrenales Enfermedad de Parkinson

Hepatocitos Insuficiencia hepatica
Células paratiroides Hipocalcemia
Islotes Langerhans (B-celulas) Diabetes

Células alteradas genéticamente Céncer

Fuente: (Draget et al., 2005)

Las aplicaciones industriales del alginato son numerosas. Es ampliamente
utilizado como agente emulsionante, espesante y estabilizante en el helado, la pasta
de dientes, la industria de la mayonesa, para la separacion del suero en las industrias
lecheras (Mazumder et al., 2016).

La aplicacién técnica mas significativa e importante de los alginatos, en
términos cuantitativos, es como viscosificante de desintegracién por corte, en la
impresion textil, en la que el alginato ha ganado gran popularidad, debido a su
rendimiento, brillo y nivel de impresién (Draget et al., 2005).

Los alginatos no tienen ningun valor nutricional, sin embargo, a menudo se
emplean como aditivos para cambiar y estabilizar la textura de los alimentos. El
alginato de polipropilenglicol (PGA), es ampliamente utilizado para suspender la
pulpa en bebidas de frutas. También se usa para estabilizar espuma de cerveza,
siendo la adicion de 50-100 ppm suficiente para reaccionar con la proteina sin
ninguna formacion de turbidez (Wickens et al., 2001). El gel de alginato de sodio
(NaAlg), funcionan de manera apropiada como absorbentes de agua, en aplicaciones
higiénicas y farmacéuticas (Draget et al., 2005).

Adicionalmente, la capacidad de los alginatos para inmovilizar células y
enzimas se utiliza en la produccion: de etanol a partir del almidén, la elaboracién de

cervecera con levadura inmovilizada, la produccion de acido citrico, la produccion
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continua de yogur, la produccion de prednisolona a partir la hidrocortisona, etc., asi
como la produccion de glicerol a partir de la especie unicelular Dunaliella tertiolect.
(Wickens et al., 2001)

También se utilizan alginatos en el revestimiento de papel para obtener la
uniformidad de la superficie y como agentes de union en la produccion de varillas de
soldadura. En este ultimo caso, al proporciona estabilidad en la etapa himeda y
funciona como un plastificante durante el proceso de extrusion. Ademas dentro de las
aplicaciones técnicas, el alginato de amonio se usa frecuentemente como componente

en el sellado de latas (Draget et al., 2005).

Finalmente, su propiedad emulsiva hace posible su uso en pinturas de
emulsion de caseina, mientras que por sus propiedades de suspension se utilizan en
pulimentos y pinturas para automdviles. Los alginatos de cobre y mercurio son un
componente Gtil de las pinturas submarinas. Los alginatos de metales pesados se
pueden disolver en amoniaco, que por evaporacion, produce una pelicula
impermeable que puede actuar como barniz, mientras que el alginato de cobre
amoniacal se emplea con éxito para la impregnacién y conservaciéon de la madera.
Los alginatos insolubles producto de la reaccién entre los alginos crudos y los iones
metalicos, se utilizan para formar se utiliza para calderas de calcinacion (Wickens et
al., 2001).

2.1.15. Disefio experimental

Para entender correctamente un disefio experimental, es necesario primero
tener una buena comprension del “proceso”. Un proceso es la transformacion de
entradas en salidas (Figura 14). Por ejemplo en la fabricacién de productos, los
factores o variables de proceso son: personas, materia prima, maquinas,
procedimientos, etc. y los resultados pueden ser caracteristicas de desempefio
(potencia resistencia, etc) o caracteristicas de calidad de un producto, una salida

también puede ser referida como respuesta.
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Factores controlables

X1 X Xp
Entrad i
w} Proceso M
(Y)
Zy Zy Zq

Factores no controlables

Figura 14. Modelo general de un proceso o sistema
Fuente: (Montgomery, 2004)

En la figura 14 se muestra el modelo general de un proceso, al cual se puede
denominar “caja negra”, se observa que la salida es el resultado caracteristico que
representa la evaluacion de dicho proceso. Las variables controlables (representadas
por x) pueden variar facilmente durante un experimento y tales variables tienen un
papel clave en el desempefio del proceso. Las variables incontrolables (representadas
por z) son dificiles de controlar durante un experimento. Estas variables o factores
son responsables de la variabilidad en el rendimiento del producto o la inconsistencia
del rendimiento del producto. Es importante determinar los ajustes Optimos de x
(entrada) para minimizar los efectos de z (salida) (Jiju, 2014).

Al realizar un experimento disefiado, se hacen intencionalmente cambios en
el las entradas del proceso, en las variables (o factores), para observar los cambios
correspondientes en la salida o respuesta. Si se esta tratando con un nuevo proceso de
desarrollo de productos, generalmente se hacen cambios en los parametros de disefio
para hacer que el rendimiento de disefio sea insensible a todas las fuentes de

variacion (Jiju et al., 2014).

El disefio experimental y la optimizacion son herramientas que se utilizan
para examinar sistematicamente diferentes tipos de problemas que surgen en el
desarrollo de determinadas actividades de un proceso. Es obvio que si los

experimentos se realizan al azar, el resultado 6 resultados obtenidos también seran
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aleatorios (Lundstedt et al., 1998). Por lo tanto, es una necesidad planear los
experimentos de tal manera que la informacion obtenida sirva para realizar un

analisis objetivo enfocado a las variables deseadas.

El disefio de un experimento (o disefio experimental) segin Brebion et al.,
(2013), es por definicion, una secuencia de experimentos organizados para definir
con un numero minimo de ensayos y maxima exactitud, la influencia de varios
parametros de proceso sobre uno o mas resultados, tales como: costos, eficiencia

rendimiento, pureza, etc.

2.1.16. Seleccion del disefio experimental

El disefio experimental se utiliza ampliamente en procesos industriales, asi
como en la investigacion y desarrollo (Lundstedt et al., 1998) con la finalidad de
determinar pardmetros clave en una linea de proceso, la optimizacién de la
configuracion de parametros y/o la prediccion de resultados mediante el

establecimiento de un modelo matematico para el proceso.

La metodologia de la superficie de respuesta (MSR), fue desarrollada por Box
y Wilson en los afios 50’s. Los autores describen la aplicacion de la MSR en
procesos quimicos (Myers et al., 2016). Este término se origind a partir de la
perspectiva grafica generada después de la aptitud del modelo matematico, y su uso

ha sido ampliamente adoptado en textos sobre quimiometria.

La MSR consiste en un grupo de técnicas matematicas y estadisticas que se
basan en el ajuste de modelos empiricos a los datos experimentales obtenidos en
relacién con el disefio experimental. Para llevar a cabo la metodologia se emplean
funciones polinomiales para describir el sistema estudiado y, en consecuencia,

explorar (modelar y desplazar) las condiciones experimentales hasta su optimizacion.

De acuerdo con Almeida-Bezerra et al., (2008), algunas etapas en la
aplicacion de la MSR como técnica de optimizacion son: (1) la seleccion de variables
independientes de efectos mayores en el sistema a través de estudios de seleccion y la
delimitacién de la region experimental, de acuerdo con el objetivo del estudio y la
experiencia del investigador; (2) la eleccion del disefio experimental y la realizacion
de los experimentos de acuerdo con la matriz experimental seleccionada; (3) el

tratamiento matematico-estadistico de los datos experimentales obtenidos mediante
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el ajuste de una funcién polinomial; (4) la evaluacién de la aptitud del modelo; (5) la
verificacion de la necesidad y la posibilidad de realizar un desplazamiento en
direccién a la region 6ptima; finalmente (6) obtener los valores optimos para cada

variable estudiada.

Segln Cavazzuti M. (2013) a la Metodologia de Superficie de Respuesta se
denominan todas aquellas técnicas empleadas para interpolar o aproximar la
informacidn proveniente de un disefio de experimentos. Diferentes métodos de
interpolacion o aproximacion (Lineal, no lineal, polinomial, estocéastico, etc.) pueden
ser empleados para la MRS. La idea es crear una hipersuperficie n-dimensional de
interpolacion o aproximacion en el espacio (n+1)-dimensional dado por las n
variables mas la funcion objetivo. El beneficio de esta operacion es que es posible
aplicar técnicas de optimizacion de la superficie de la respuesta. La optimizacion es
muy rapida en razén a que se basa en la evaluacion analitica de la funcién de
interpolacion o aproximacion vy, si la informacion procedente del disefio experimental
es suficiente, el resultado global del procedimiento de optimizacién es bastante

exacto.

2.2. Estado del Arte

Los trabajos y estudios desarrollados en el Ecuador no estan estrechamente
relacionados con el presente tema propuesto, principalmente estan enfocados al
aprovechamiento de la biomasa de tipo algal (microalgas) para la produccién de

productos como biodiesel y biogas.

A la presente fecha en el Ecuador son escasos los proyectos de investigacion
relacionados al aprovechamiento de biomasa alga proveniente de las macroalgas o a
su vez poseen una muy leve relacion con el mismo. De manera especifica el trabajo
que mas se relaciona es el realizado por Leon F. (1999), en el que se reporta la
extraccion de alginato a partir de la especie que habita en medio de agua dulce, el
trabajo hace uso de microalgas (Zygnemataceae) como materia prima para el
desarrollo experimental, por el contrario en el presente proyecto se pretende utilizar
algas pardas propias de las costas ecuatorianas, para la extraccion de alginato con la
finalidad de producir acido lactico a partir del mismo.

En el trabajo de Torres et al., (2007), se investigaron las condiciones para la
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extraccion de alginato a partir del alga Sargassum vulgare una especie de Brasil. El
proceso de extraccion vario sometiendo a las muestras de 1 a 5 horas a 60°C, para
posteriormente purificar los extractos por precipitacion con etanol. De acuerdo con la
Figura 13 el estudio procedio por la ruta del acido alginico, debido a que utilizo
acido clorhidrico para liberar el calcio presente en la estructura del alginato,
posteriormente se utilizé carbonato de sodio como alcali para sustituir los protones
por iones sodio, para finalmente obtener alginato de sodio. Los productos obtenidos
se caracterizaron estructural y fisicoquimicamente por analisis elemental y
espectroscopia de fluorescencia. Para la determinacion de las fracciones de los
blogues poliméricos (gulunorato y manuronato) Fgg Y Fmm, por los que se conforma
el alginato se caracterizaron por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN). Como resultado se determind que las condiciones Gptimas para obtener los
alginatos a partir de S. vulgare fueron 60 °C y 5 horas de extraccion. En estas
condiciones, se extrajo un alginato mas viscoso con mayor rendimiento (16,9%) de la

biomasa de algas marinas.

Por otra parte Mazumder et al., (2016) estudio la extraccion de alginato a
partir de la especie Sargassum muticum (phaeophyta). En el trabajo se evaluo la
relacion de factores de extraccion mediante analisis de factor Unico, posterior a la
determinacion de la region de interés se desarrollé la metodologia de superficie de
respuesta con disefio rotatorio central compuesto (RSM-CCRD) para reducir y
optimizar, la concentracion de Alcali, tiempo de extraccion y el consumo de
disolvente. Tras evaluar los resultados, se mostr6 que el rendimiento 6ptimo de
extraccion fue de 13,57%, obtenido con una temperatura de 86°C, a una
concentracion del alcali al 3% y etanol al 93% como agente precipitante. ElI modelo
matematico obtenido tras el analisis de regresion multiple fue un polinomio de
segundo orden, el rendimiento de extraccion predicho mostré un alto coeficiente de
ajuste (R? = 0,98) con respecto al rendimiento experimental de alginato. De los
resultados del andlisis de factor Unico se demostré que el tiempo de extraccidn es una
variable critica para la eficiencia de extraccion y rendimiento de alginato. El
rendimiento de extraccion del polisacarido fue insignificante entre el 50 y 60% de
etanol. El rango de precipitacion aumentd ligeramente al 70% y alcanz6 su maximo
entre 90 y 100%.

En cuanto al tratamiento de biomasa para su aprovechamiento, los trabajos de
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investigacion a nivel mundial para la obtencion de compuestos quimicos como
acidos organicos y biocombustibles haciendo uso de fluidos a elevadas temperaturas
y presiones, son extensos. Pese a esto, solo unos pocos estudios han dado
importancia a la conversién de alginato proveniente de macro algas utilizando un

procesamiento hidrotermal (Jeon et al., 2016)

De manera general en el trabajo realizado por Aida T. (2012) sobre la
produccién de &cidos organicos a partir de alginato, se reporta que para lograr la
obtencion de acidos organicos se llevo a cabo tratamiento hidrotérmico de alginato.
En la experimentacion de la conversion hidrotermal se determind la obtencion de
acido férmico, &cido acético, acido lactico, &cido glicolico, acido 2-hidroxibutirico,
acido succinico, acido malico, acido manurénico y acido gulurénico. El rendimiento
total y maximo de é&cidos organicos fue 46% en un medio a 350 °C, 40 MPay 0,7

segundos tiempo de reaccion.

Jeon W. (2016), evalud el alginato derivado de macroalgas, como posible
materia prima (biomasa) para la produccion de 4acido lactico en condiciones
hidrotérmicas elevadas, utilizando ¢Oxidos metélicos como catalizadores en base
solida. Como medio cataliticos se utilizaron varios 6xidos metélicos (CaO, ZnO,
ZrO,, CeO, Al,O3y TiOy). Del estudio se concluye que el catalizador de CaO
exhibi6 el mayor rendimiento catalitico, produciendo acido lactico alrededor de 13%
en condiciones de 200 °C de temperatura durante 1 hora, mientras que otros

catalizadores de 6xido de metélicos presentaron poca actividad.

Dentro del area de la aplicacion de los fluidos sub y supercriticos se puede
destacar el trabajo de Bicker M. (2005), en el que se propone la obtencién de acido
lactico por medio de la conversion hidrotermal de carbohidratos en un sistema de
reaccion continuo bajo condiciones subcriticas; en el mencionado trabajo se estudia
el rendimiento de &cido lactico obtenido tras la adicion de iones metalicos en forma
de sales para incrementar el rendimiento. Las sales de Co (I1), Ni (1), Cu (1) y Zn
(1), se usaron en pequefias cantidades como catalizadores, en el estudio se demostrd
que el rendimiento de &cido lactico aumenta hasta 42% a partir de sacarosa como
alimentacion y 86% a partir de dihidroxiacetona, a condiciones de 300 °C y 25 MPa.
De donde se concluye que el sulfato de zinc (Zn**), dio los mejores resultados con

respecto al rendimiento de acido lactico.



38

De los trabajos de investigacion mencionados, se evidencia que la obtencion
de &cidos organicos y en especifico &cido lactico, es posible bajo medios de reaccion
severos e incluso con la adicion de catalizadores para mejorar el rendimiento de los
productos de interés sin embrago la experimentacion a condiciones severas conlleva
a utilizar equipamiento de costo relativamente alto, para alcanzar condiciones de

trabajo de presion y temperatura como las ya sefialadas.

Los trabajos realizados sobre la obtencién de alginatos a partir de algas
marrones poseen diferentes enfoques en el estudio de la extraccion de alginatos. En
general, estos procesos implican pre-tratamiento de la muestra (lavado, secado y
molienda), tratamiento decolorante, tratamiento acido, digestion alcalina, separacion
de fases, precipitacion y secado. Las condiciones reportadas en la literatura varian de
acuerdo a la especie a tratar, algunas de las condiciones descritas para la extraccion
de alginatos se resumen en la Tabla 7, asi como también se reporta el rendimiento
obtenido por cada autor. De los estudios presentados en la Tabla 7, todos los autores
siguen la metodologia del proceso del acido alginico de acuerdo con el diagrama de
(McHugh et al., 1987) (Figura 13). Sin embrago Vauchel P. (2008), utiliza H,SO,4
(0,5M) como el medio &cido para la remocién del calcio de la estructura del alginato,
mientras que para la extraccion alcalina utiliza carbonato de sodio al igual que los

demas autores.

El alginato puede extraerse eficientemente usando condiciones de alta
temperatura que varian de 50 a 90 °C con soluciones de carbonato de sodio
(Na,CO3), como medio basico, durante lapsos de tiempo que van de 1 a 5 horas.
Dependiendo del requerimiento, para la obtencion de la sal del alginato o del acido
alginico, en la precipitacion se emplea un solvente alcoholico o acido clorhidrico

(HCI) respectivamente.
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Condiciones reportadas en la fase de extraccion alcalina, para la obtencion de
alginatos a parir de algas pardas

Especie de Alga Método Rendimiento Referencia
%

Sargassum Extraida a una temperatura de 13.57  Mazumder et. al,
muticum 86°C, con Na,COgsal 3% durante (2016)

3 horas, precipitado con etanol.
Sargassum Extraida a una temperatura de 10.00  Fenoradosoa et. al,
turbinarioides  100°C, con Na,COg3 al 2% (2010)

durante 3 horas, precipitado con

etanol.
Laminaria Extraida a una temperatura de 33.00  Vauchel et. al,
digitata 20°C, con Na,CO3 al 4%, (2008)

precipitado como acido alginico
Laminaria Extraida a una temperatura de 40.10  Fertah et. al,
digitata 40°C, con Na,COg3 al 2% durante (2014)

5 horas, precipitado con etanol.
Sargassum Extraida a una temperatura de 16.9 Torres et. al,
vulgare 60y 80°C, con Na,CO3 al 2% (2007)

durante 5 horas, precipitado con

etanol.
Turbinaria Extraida con Na,COsal 0,75% 25.5 Subramanian et. al,
decurrens durante 5 horas, precipitado (2015)

como 4cido alginico
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CAPITULO 1lI

3. METODOLOGIA

El objetivo principal de este topico es la descripcion de la metodologia
aplicada, para la recoleccion de la materia prima que serd sometida al procesamiento
planteado en el presente proyecto. Se describe a continuacién las actividades
involucradas a la recoleccion, tratamiento de muestras y las actividades
pertenecientes a la fase de extraccion. Ademas, se describird la metodologia para el
andlisis y comparacion del producto obtenido (alginato de sodio) con un material de

referencia.
3.1. Materiales y equipos
3.1.1. Reactivos
Los reactivos adquiridos fueron utilizados sin previa purificacion.
e Sigma Aldrich ®
Sal de sodio de é&cido alginico (CAS 9005-38-3)
e Merck®

Formaldehido (37%, ACS,Reag. Ph Eur)
Acido clorhidrico (37%, ACS,ISO,Reag. Ph Eur)
Carbonato de sodio (EMSURE® 1SO. CAS No. 497-19-8)
e Otros
Etanol (96%)
Agua destilada
3.1.2. Equipos

En el presente trabajo de titulacion se utilizaron los equipos disponibles en el
Laboratorio de petroguimica de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE-

Latacunga, detallandolos a continuacion los mas importantes:
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e Espectrometro infrarrojo FT-IR accesorio de muestreo universal ATR-

PerkinElmer, modelo Frontier
e Analizador Termogravimétrico— Perkin Elmer, modelo Pyris 1 TGA

e Calorimetro Diferencial de Barrido DSC- Mettler Toledo, modelo DSC1
STAR® System

e Agitador mecénico- Boeco, modelo OSD-20

e Centrifugadora- Boeco, modelo C-28A
e Estufa— Boeco Isotherm OFA

3.2. Métodos
3.2.1. Recoleccidn de las algas

Las muestras de algas (algas pardas) seleccionadas para el desarrollo del
trabajo experimental fueron recolectadas tomando en cuenta su constitucion quimica
en base a las revisiones bibliograficas técnico-cientificas realizadas con anterioridad

en el presente trabajo.

Las algas pardas dependiendo de la especie suelen encontrarse en la zona
intermareal rocosa y pueden ser recolectadas manualmente sin dificultad alguna, sin
embargo si la especie se encuentra en la zona béntica, es decir que la vegetacion se
encuentra sumergida en lugares mas profundos pueden ser atrapadas mediante un
garfio o cualquier tipo de gancho pesado o un rastrillo sujetado a una cuerda, la
desventaja se presenta al utilizar estas herramientas, es que estos son propensos a
dafar las plantas, debido a que pueden abrir o desgarrar los tubérculos o rizomas, que

podria ser util en la identificacion de plantas.

Alternativamente el buceo es también uno de los métodos eficiente de la
topografia vegetacion acuatica sumergida (Allen et al., 2009), Al ser un método
costoso que requiere de profesionales que sean lo suficientemente calificados con

experiencia, no se optd por la mencionada practica de recoleccion

Las especies fueron recolectadas en el mes de Febrero del afio 2017. Las
muestras recolectadas en 3 diferentes playas de la provincia de Manabi, se
fotografiaron en el lugar de recoleccion (Anexo 1-8), ademas también se realizo geo-
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referenciacion del lugar de muestreo, emulando lo realizado en varios trabajos
relacionados (Munier et al., 2013; Ozgun & Turan, 2015), con fines de

reproducibilidad de la préactica recolectiva y fiabilidad de muestreo.

3.2.2. Tratamiento de muestras

Después de la recoleccion, las algas fueron lavadas para la remocién de arena,
epifitos y otro tipo de material no deseado con agua corriente, al igual que la
metodologia empleada por Polat S. (2008) y Ozgun S. (2015). Luego, se transporto
apropiadamente en recipientes plasticos hasta el laboratorio, localizado en la ciudad
de Latacunga, emulando el procedimiento realizado por Ozgun S. (2015) y Yaich H.
(2015).

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) a 60 °C hasta alcanzar un

peso constante.

Después de alcanzar un peso constante, las muestras secas se molieron
usando un procesador de alimentos marca UMCO durante 2,5 minutos, como lo
realizado por (Yaich et al., 2015), el material particulado obtenido present6

diferentes tamarfios de particula.

La manera méas sencilla de separar material solido particulado de diferente
naturaleza, es empleando un clasificador granulométrico, que consiste en un conjunto

variable de platos contenedores de mallas con diferente separacion del entramado.

Para trabajar con un tamafio de particula definido y homogéneo, se emple6 un
tamizador analitico RESTCH gM8h con 5 niveles (incluida la base), los tamafios
seleccionados fueron de Mesh 10, 20, 40 y 60 (Anexo 8). Se utilizaron esferas de
homogenizacion para ayudar a la mejor distribucion del material durante las
vibraciones del tamizaje. En el primer nivel se empleo 4 esferas de homogenizacion,
mientras que en los tres niveles restantes se empled 3 esferas. Los ensayos de
tamizaje se llevaron a cabo por triplicado para el material de la playa de Puerto Cayo
y Machalilla, cada ensayo partié con una masa 40 gramos, que representa el 100%

de la muestra.
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Finalmente las muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas selladas
hasta posteriores analisis, adoptando el procedimiento realizado por (Gomez
Orddfies, 2013), en el cual menciona que las muestras molidas se almacenan en
bolsas de plastico permitiendo su conservacion y almacenamiento hasta 3 afios de
caducidad a temperatura ambiente (25°C) en un &rea oscura, el mencionado modo de
conservacion es confiable y fue realizado también, por Yaich H. (2015).

Las macroalgas utilizadas con fines taxonomicos se recolectaron y
transportaron de manera adecuada, posteriormente fueron lavadas a fondo con agua
destilada, y para su conservacion se colocaron de acuerdo a dos métodos: el primero
en una solucion de formaldehido al 4% vy el segundo en etanol al 70% sin embargo
en la preservacion con etanol se espera la descoloracién como lo describe Diaz-
Pulido G. (2008)

3.2.3. Identificacion de la especie

Para presentar resultados claros, es necesario identificar cientificamente las
especies de algas marinas con la que se pretende trabajar en los ensayos analiticos y

pruebas experimentales en el presente proyecto.

Dependiendo de las habilidades de los miembros del equipo de recoleccién,
las plantas, bien pueden ser identificadas en el sitio de recoleccion con guias de
campo dependiendo de la disponibilidad, o mas tarde con la ayuda del personal
calificado (Allen et al., 2009).

Para la identificacion del orden taxondmico, se utilizé informacién especifica
para el reconocimiento de las especies de algas como la encontrada en el sitio web
Algabase, que sirve para la determinacién taxondémica de las especies de acuerdo a
los estatus (division, clase, género, familia, especie, etc). Ademas, bibliografia
(Taylor et al., 1945) relacionada a la identificacion de las especies existentes en el
Ecuador de acuerdo con sus caracteristicas morfologicas, en conjunto con la
informacién disponible en el sitio web mencionado son herramientas Utiles para

definir la especie a utilizar en el presente proyecto.

3.2.4. Metodologia de extraccién de alginatos

De acuerdo con Mazumder et al., (2016), la extraccién de alginato consta de
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cinco etapas: pre-tratamiento acido, extraccion alcalina, separacion de fases sélido-
liquido, precipitacion del extracto y secado. El proceso descrito de manera general
corresponde a la ruta del acido algido de acuerdo con lo resumido por McHugh et al.,
(1987) en la Figura 13. Se adoptaran el proceso de extraccion descrito por
Mazumder et al., (2016), realizando leves modificaciones, para la obtencién de

alginato a partir de algas pardas ecuatorianas.

Las algas recolectadas en las playas de Machalilla se utilizaron para el
presente estudio. En todos los tratamientos se utilizé un gramo de Mesh 20 de
material algal previamente tratado (lavado, secado, molido y tamizado). La
metodologia de extraccion consiste en:

Remojar las algas secas, en formaldehido al 0,2% durante 24 horas a
temperatura ambiente (20°C aprox.) con la relacion de 1,5ml de solucion por cada

gramo de alga seca, para los atrapar los pigmentos presentes en la pared celular.

Lavar el lecho de la biomasa con agua destilada varias veces (recomendable
maés de 3), luego afiadir &cido clorhidrico (HCI) para promover el intercambio i6nico
Ca/H (Lorbeer et al., 2015), convirtiendo las sales alginicas insolubles en &cido

alginico.

Posteriormente lavar las algas acidificadas a fondo con agua destilada, para
digestar la biomasa afiadiendo carbonato sddico en solucion acuosa durante un
tiempo y temperatura determinado. La relacion de volumen de la solucion alcalina
vs. la masa de alga seca debe ser de (50ml/g) de acuerdo experimentaciones previas y
las reportadas por Hernandez-Carmona G. (1999). Las condiciones de extraccion

alcalina fueron llevadas a cabo como lo establecido en el disefio experimental.

Separar la fracciéon 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% (1:2
v/v) como lo sugiere Zubia M. (2008). La masa precipitada se recoge y disuelva en

agua destilada, para ser agitada durante 12 horas. La solucion generada se precipita
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nuevamente usando una solucion nueva de etanol al 96%.

La fraccion precipitada (fibras de alginato) se seca a 50°C hasta mantener un

peso constante (durante 24 horas).

3.3.  Disefio Experimental

Con el fin de investigar la influencia y la interaccion de los parametros de
extraccion especificos, ademas de optimizar el proceso de extraccion se establecié un
disefio experimental de metodologia de respuesta de superficie (Response Surface
Methodology, MSR) del tipo de Disefio Central Compuesto Rotable (DCCR).

El Disefio Central Compuesto Rotable o Rotatorio, idealmente consiste en
evaluar 15 experimentaciones diferentes como se muestra en la Figura 15. Del total
de las experimentaciones, ocho son combinaciones con los niveles superior e inferior
(vértices del cubo), 6 corresponden a las combinaciones de los distanciamientos
axiales (+a), y finalmente un punto central. Sin embargo adicionalmente a las 15
combinaciones propias del disefio, se sugiere agregar puntos centrales, que sirven
para determinar y generalizar la desviacion estandar (error experimental) para todas
las corridas. Al aplicar disefios de superficie de respuesta es necesaria la formacién
de blogues para eliminar las variables perturbadoras, como por ejemplo condiciones
ambientales (Montgomery et al., 2004), que difieren del momento en que se realizan

las experimentaciones.

e Factor B
i} e O - ‘79(

/s i .
s/ i
s
(\/ C/ Factor C

Factor A 7“ ?

Figura 15. Representacion grafica de las experimentaciones en el Disefio Central
Compuesto Rotatorio para tres factores
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Luego de haber realizado una revision del estado del arte en cuanto al proceso
de obtencion de alginato a partir de algas, para el presente estudio se seleccionaron 3
factores (temperatura, tiempo y concentracion del alcali) estrechamente relacionados
en la fase denominada “extraccion alcalina”. Los Optimos sugeridos por la literatura
(Mazumder et al., 2016; Vauchel et al., 2008; Fenoradosoa et al., 2010; Calumpong,
1999; Torres et al., 2007) y por experimentaciones previas, se establecieron como
puntos centrales, para los factores temperatura (A), tiempo (B) y concentracion del
alcali (C), denotado como (0; O; 0). El punto central, por ejemplo se ajusté a 67°C
(temperatura de calentamiento) durante 2 horas (tiempo de digestion de la biomasa)

en una solucion alcalina al 2%.

Todos los experimentos requeridos se resumien en la matriz llamada "Matriz
de disefio D". La matriz de disefio experimental del Disefio Compuesto Central fue
generada por el software Design-Expert 10.0 (Stat-Ease, Inc., USA) que se presenta
en la Tabla 8. Esta matriz consta de dos bloques (semanas de extraccion) con un
total de 20 corridas, de las cuales 14 experimentaciones son combinaciones diferente
y seis puntos centrales. Los valores de los parametros correspondientes a cada factor
de estudio se expresan como nivel inferior, central y superior (-1; 0; 1)
respectivamente, mientras que los distanciamientos incorporados en el disefio
adoptado (factor alfa, a), son representados por a y A, respectivamente. Cada fila
explica el arreglo a seguir con el nivel de cada parametro y el resultado esperado para
la respuesta (Y;). Cada arreglo sugiere un patron guia denotado con los niveles de

cada configuracion.

Tabla 8.
Matriz de disefio planteada para el disefio experimental del presente estudio.

Corrida Patrén Bloque A B o 4

(horas) (% m/V) (%)
MAO01 +4- 1 765 3 1 Y1
MAO2 +-+ 1 76,5 1 3 Y2
MA 03 +-- 1 76,5 1 1 Y3
MA 04 +++ 1 76,5 3 3 Y4
MA 05 -+ 1 57,5 1 3 Y5
MA 06 000 1 67 2 2 Y6
MA 07 --- 1 57,5 1 1 Y7

CONTINUA-
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-++ 1 57,5 3 3 Y8
—+- 1 57,5 3 1 Y9
000 1 67 2 2 Y10
000 1 67 2 2 Y11
00A 2 67 2 3,633 Y12
00a 2 67 2 0,367 Y13
0AO 2 67 3,7 2 Y14
000 2 67 2 2 Y15
000 2 67 2 2 Y16
0a0 2 67 0,4 2 Y17
A0O 2 82,5 2 2 Y18
000 2 67 2 2 Y19
a00 2 51,5 2 2 Y20

En la Tabla 9 se muestra las tres variables significativas con los valores reales
que se evaluaron en cinco niveles codificados (-a, -1, 0, +1 y + a) utilizando el
disefio de fraccion completa en dos bloques. Los rangos de factores se introdujeron

en términos de alfa (o) con un valor de 1,6330 (Montgomery, 2004).

Tabla 9.
Variables independientes y sus niveles usados en el disefio de respuesta de
superficie del presente estudio

Variables Codificadas

Factores -, -1 0 1 a
Variables Temperatura (C°) 51,5 57,5 67 76,5 82,5
naturales  Tiempo (hrs.) 0.4 1 2 3 3.7

Porcentaje dlcali (%) 0.367 1 2 3 3.633

Los coeficientes de la ecuacion de tercer orden se ajustaron a la respuesta
resultante del DCC por la metodologia de Medios de Minimos Cuadrados. El disefio
se expresd mediante la ecuacion de regresion polinémica para generar el modelo

como Se muestra a continuacion:

ik = Z By + Z Bix; + Z Biix? + Z Z Bijxix; (3)

+ Z Biuix; + Z Z Z Bijk Xixjx) + &

Donde Y es el rendimiento estimado de alginato medido como porcentaje del
producto obtenido en base seca, x; es el valor codificado o natural de una variable

independiente, los B’ son los coeficientes de regresion, y € es el error experimental
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derivado de la metodologia. La adecuacion de este modelo fue confirmada por el
andlisis de varianza, ANOVA.

El software Design-Expert 10.0, también se utilizd para realizar pruebas
estadisticas para el modelo (significancia, falta de ajuste y coeficiente de correlacién
R?). Ademas, la evaluacién por el anélisis de regresion de los coeficientes del modelo
clbico sirvio para probar su significacion. Un modelo de esta naturaleza
generalmente se considera aceptable si alcanza el 95% de significancia (valor P
<0,05), y su coeficiente de correlacién es suficientemente alto (R*> 0,8) (Lorbeer et
al., 2015).

3.4. Métodos analiticos
3.4.1. Rendimiento

El alginato en forma de fibras secado durante 24 horas se pes6 para la
determinacion del rendimiento en base seca. El rendimiento de alginato expresado en

porcentaje peso/peso se calculd usando la siguiente férmula.

Rendimiento de alginato (%)

peso del extracto seco 100 4)
= *
peso inicial de la muestra de alga seca

Para la determinacion del rendimiento de cada tratamiento se utilizé el valor

exacto de la masa proporcionada por la balanza analitica.

3.4.2. Espectroscopia vibracional FT-IR ATR

La espectroscopia infrarroja es la técnica vibratoria mas utilizada para el
estudio de productos naturales (Pereira et al., 2013). Las bandas de los grupos
funcionales particulares de la muestra absorben la radiacion infrarroja de frecuencias
especificas del haz y ésta se representa como un espectro de absorbancia contra el
namero de onda (Pereira et al., 2015). Basicamente la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) permite obtener informacién especifica sobre la
presencia de grupos funcionales en las muestras a analizar, principalmente en la
regién 4000 a 600 cm™ (Fu et al.,, 2014).

Recientemente, la técnica de Reflectancia Total Atenuada (ATR) ha

revolucionado el analisis de muestras solidas y liquidas, en razén a que elimina los
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inconvenientes del analisis infrarrojo, como la preparacion de muestras y la
reproducibilidad espectral (Daoub et al., 2016). El accesorio ATR mide los cambios
que ocurren en un haz infrarrojo internamente, totalmente reflejado cuando entra en
contacto con la muestra, mejorando la versatilidad de los sistemas infrarrojo IR,
permitiendo obtener espectros a partir de la superficie de un material (Downey,
2016).

El accesorio ATR se coloca entre el divisor de haz y el detector en la
trayectoria de sefial. Consiste en un cristal de alto indice de refraccién que contacta
directamente con la muestra. EI haz IR entra en el cristal con un angulo
predeterminado, alcanza la interfaz del cristal y la muestra, y se refleja
completamente de nuevo en el cristal (Figura 16). En el punto de reflexion, se
produce una onda evanescente que penetra en la muestra y se absorbe, aunque esta
onda penetra minimamente en la muestra los dispositivos ATR permiten muchos
puntos de contacto entre la muestra y el haz IR, lo que da como resultado la

absorcion por la muestra en cada punto de reflexion (Downey et al., 2016).

A) Fixed [ (B) Sample compartment
UL TS Interferometer of a triple reflection ATR

Reference [ _ Moving
amyCe mirror Sample

Beam «—>
splitter o

Source | \ / \ [\ ﬂ AANN/ ”
\ Jo N\ . Gramm———
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arm ATR diamond crystal

Recombined
beam

compartment = / Incident light
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Detector FT-IR == waves

Figura 16. Diagrama esquematico de un espectrometro infrarrojo de
transformada de Fourier (FT-IR) (A) y detalles del interferémetro de
Michelson, con el accesorio de muestreo atenuado de reflectancia total (ATR)

(B).

Fuente: (Downey, 2016)

Esta técnica, es directa y fiable, la absorcién infrarroja es eficiente y se puede
obtener un buen espectro infrarrojo a partir de una pequefia cantidad de muestra (en
el orden de los miligramos) (Fu et al., 2014). La intensidad de absorcion infrarroja
depende del cambio del momento dipolar durante la vibracién molecular. De este
modo, se observan las sefiales IR méas fuertes para las vibraciones que implican

grupos funcionales polares (con momento dipolar permanente), tales como el grupo
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OH (por ejemplo, en agua y carbohidratos (Pereira et al., 2015).

Las muestras de alginato de sodio en forma de polvo se secaron a 50°C
durante 3 horas en un horno convectivo, previo a su analisis. Se utilizd6 como
referencia el alginato de sodio adquirido a Sigma-Aldrich. Todos los espectros se
registraron a temperatura ambiente (20°C), en la regién de 4000 a 600 cm™ por
espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier con modo de 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
(Anexo 5). Para cada andlisis se estableci6 un numero total 64 escaneos con
resolucion espectral de 4 cm™; con una velocidad de desplazamiento de los espejos

de 0. 2 cm/s. Se utilizo el software Quant para el procesamiento de los espectros.

3.4.3. Analisis Termogravimétrico (TGA)

Una técnica simple y precisa para estudiar el patron de descomposicion y la
estabilidad térmica de los polimeros es el andlisis termogravimétrico (Daoub,
Elmubarak, Misran, Hassan, & Osman, 2016). EI TGA implica el calentamiento
gradual de la muestra en una atmdsfera inerte (N;) o aire a temperaturas de hasta
1000 °C, mientras se mide la pérdida de peso en funcion de la temperatura (Koerner,
1990). La pérdida de peso corresponde a la volatilizacion, descomposicion o
formacion de diversos componentes de la muestra de ensayo. Las pérdidas de peso

deben ser inferidas para cada tipo de muestras de acuerdo a literatura especifica.

El alginato de sodio (NaAlg) adquirido en Sigma-Aldrich se utiliz6 como
referencia para el andlisis y comparacion del comportamiento (pérdida de peso) en el
analisis termogravimétrico. Los analisis térmicos se realizaron en el equipo Pyris 1
TGA (Anexo 6), con muestras con una masa de entre 1 y 3 mg previamente secados
a 50° durante 30 minutos. Se obtuvieron termogramas o curvas de descomposicion
térmica como graficos porcentuales de masa en funcion de la temperatura de
calentamiento. Las muestras se calentaron desde la temperatura ambiente hasta los 50
°C a un flujo de nitrégeno de 20 ml/min, seguidamente se mantuvo la temperatura
durante 0,5 minutos, luego la muestra fue calentada hasta 900 °C, con un flujo de
nitrogeno de 20 ml/min, se mantuvo durante un minuto la temperatura con atmosfera
de nitrégeno. Finalmente se mantuvo la temperatura isotérmica durante 3 minutos

con un flujo de aire a un caudal de 20 ml/min. Todos los calentamientos dindmicos
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fueron llevados a cabo con a una tasa de calentamiento de 10 °C/min.
3.4.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

La Calorimetria de Barrido Diferencial (Differential Scanning Calorimetry o
DSC), es una técnica fisica que monitorea los cambios fisicos y quimicos en las
muestras, que ocurre durante el procesamiento térmico dando curvas Unicas para una
muestra analizada (Daoub et al., 2016). EI DSC ofrece ser un buen método de
analisis térmico para detectar cambios en las propiedades fisicas y/o quimicas de los
materiales en funcién de la temperatura midiendo los cambios de calor asociados con
tales procesos. EI método consiste en colocar la muestra y una referencia inerte en
una cadmara de calentamiento, que mide el flujo de calor requerido para mantener la
muestra y la referencia a la misma temperatura (Sachan et al ., 2012). Esto da como
resultado absorcion de calor (reaccion endotérmica) o liberacidn de calor (reaccion

exotérmica).

Los termogramas DSC de las muestras de alginato de sodio se obtuvieron
usando calorimetro diferencial de barrido DSC 1 STAR® System (Mettler Toledo,
Suiza) (Anexo 7). Las muestras se prepararon de acuerdo con el procedimiento
sugerido por el fabricante. Todas las muestras se colocaron en una capsula de
aluminio (40 pl), previamente pesada y se sellaron cuidadosamente con un sellador
suministrado por el fabricante. Se peso el recipiente sellado para obtener la masa de
la muestra. Se utiliz6 como referencia una capsula de aluminio (40 pul) vacia sellada.
La muestra se calent6 de 25 °C a 550 °C a una velocidad de 10 °C /min, con un flujo
de nitrégeno de 90 ml/min.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Recoleccion de Algas

Las especies de macroalgas a utilizar en el presente estudio fueron
recolectadas en tres lugares distintos de las playas de la Provincia de Manabi. Las
algas fueron recogidos de manera manual en el mes de Febrero del afio 2017, en la
playa de Puerto Cayo (1° 21” 55.98” S; 80° 44’ 24.91” W), Machalilla (1° 29’ 3.99”
S; 80° 46” 43.91” W) y Puerto Lopez (1° 33° 44.96” S; 80° 49° 7.67” W), como se

muestra en la Figura 17.

Las playas mencionadas estan ubicadas al norte de la Provincia de Manabi.
Las algas recolectadas en la playa de puerto Cayo se encontraron sobre un sustrato
rocoso y arenoso en la zona tidal es decir en la zona en la que marea presenta niveles

maximos y minimos (Anexo 1, 2y 3).

Las algas recolectadas en la Playa de Machalilla, fueron de las mismas
caracteristicas a las encontradas en la playa de Puerto Cayo especie, sin embargo de
tamano relativamente mayor, el material vegetal (algas) fue encontrado a la orilla
libre del material rocoso, sin embargo, se encontraron en conjunto con desechos de

cuerdas e hilos de redes propios de la actividad pesquera.

En la playa de Puerto Lopez se encontraron dos tipos de algas (Anexo 3y
Anexo 7), las especies recolectadas se encontraron a la orilla de la playa, de manera
similar a la descrita en la playa de Machalilla pero en menor cantidad en
comparacion a las dos playas anteriores, las especies se encontraron en conjunto con

desechos vegetales.
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Ecuador

Google My Maps

Google My Maps

Figura 17. Ubicacion de los sitios de muestreo de algas en las costas de la
provincia de Manabi (Ecuador)

4.2. Tratamiento de muestras

Los ensayos de tamizaje se llevaron a cabo por triplicado para el material de
la playa de Puerto Cayo y Machalilla, cada ensayo partié con una masa 40 gramos,
que representa el 100%. En la tabla 10 se muestra el peso promedio expresado en
porcentaje de 3 réplicas del tamizaje realizado al material molido durante 2,5
minutos. Se observa que el material algal perteneciente a la playa de Machalilla la
mayor cantidad de material (41,72%) se acumuld en el nivel de tamizaje de mesh 10,
mientras que para el material de la playa de Puerto Cayo la mayor cantidad (49,41%),
fue en el nivel de mesh 20. El material de tanto para Machalilla como para Puerto
Cayo presentd6 menor cantidad en el nivel de mesh 60 (2,25 y 4,03%). El material
particulado para la playa de Puerto Lopez no se presenta en los resultados, debido a

que no se dispuso del material suficiente para llevar a cabo el tamizaje.
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Tabla 10.
Porcentaje promedio del peso de la muestra del material algal tamizado
% Promedio por Playa

Machalilla ~ Puerto Cayo

10 41,72 3,58

20 38,47 49,41

Mesh 40 13,42 30,89
60 2,25 4,03

base 4,15 12,09

4.3. ldentificacion de la especie

La sistematica macro-algica para determinar las especies, se basa en las
caracteristicas morfolégicas (Diaz-Martinez et al., 2016). Las algas paradas de
manera general en cuanto a la morfologia son de color marrén u olivaceo,
filamentosas o parenquimaticas, de formas muy variadas; que posee pigmentos que
enmascaran parcialmente la clorofila (Diaz-Martinez et al., 2016). La identificacion
de las especies es un trabajo complejo, debido a que las macroalgas suelen tener una
alta variacion morfoldgica dentro de cada status taxonémico (clase, orden, familia,
género, etc). La Figura 18, muestra una especie recolectada y mantenida en

conservacion para la identificacion taxonémica.
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Figura 18. Apariencia general de las especies encontradas en las playas
ecuatorianas de la provincia de Manabi (Puerto Cayo, Machalilla y Puerto
L6pez).
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La especie recolectada se identificO de acuerdo a trabajos en relacion al
estudio de algas marinas realizado en el Ecuador. De acuerdo a la literatura (Flachier
et al., 1997; Carvache, 2012), en las costas ecuatorianas se reporta la presencia de
especies de la division Phaeophyta, Rhodophyta y Chloropyta. En cuanto a las
especies de interés para el presente trabajo, en la zona litoral del Ecuador las algas
pardas referidas como phaeophytas, se han identificado especies pertenecientes al

género Dictyota y Padina.

Segun la clasificacion taxondémica sugerida por Sharma O. (2007), el género
Dictyota y Padina, reportado por Flachier A. (1997), pertenecen a familia
Dictyotaceae que a su vez pertenece a orden de las Dictyotales. Los Dictyotales junto
con las Fucales, Laminariales entre otras son oOrdenes dentro de la clase
Phaeophyceae perteneciente a la division phaeopyhta. La Figura 19 muestra un
esquema de clasificacion general de algunas de algas mencionadas por los Flachier
A. (1997) y Carvache K. (2012) en el Ecuador segln su género.

Clase Phaeophyceae

Orden Fucales Dictyotales Laminariales
Familia Dictyotaceae

Género Padina Dictyota®

Especie P. Durvillaei® P. Pavonica?

% Especie reportada por Flachier A. (1997);

b Especie reportada por Carvache K. (2012).
Figura 19. Clasificacion de las especies de algas pardas reportadas en la zona
litoral del Ecuador.
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A modo de comparacién, la especie mostrada en la Figura 18, posee un
aspecto similar a las especies del género Dictyota y Padina, reportadas por Carvache
K. (2012) y Flachier A. (1997). Conociendo que ambas especies pertenecen al orden
y familia de las Dictyotales y Dictyotacea respectivamente; es importante establecer
las diferencias especificas de cada estatus para determinar el género al que pertenece
la especie recolectada.

Refiriéndose a la morfologia de las algas de la familia Dictyotaceae son
plantas de tamafio moderado de uno a varios ejes que surgen de una base (agarre
almohadillado), aunque también surgen sobre un soporte en el suelo o superficie del
habitat (Taylor et al., 1945). Por lo general su estructura comienza 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 (Taylor et al., 1945).

El género Dictyota es comun en partes tropicales del Océano Pacifico, las
frondas son planas, regularmente dicotomicamente ramificadas en angulos de 15-45
grados. A diferencia de Dictyota, las frondas de las especies de Padina (por ejemplo,
Padina antillarum) son en forma de abanico (Dawes, 2016). La Figura 19.a y 19.b
muestran la forma descrita para las especies de ambos géneros.

Figura 20. Aspecto general de las especies del orden Dictyotales: a) Dictyota

menstrualis; b) Padina antillarum, (barra = 2cm).
Fuente:(a) (Dawes et al., 2016) y (b) (Diaz-Martinez et al., 2016)

De acuerdo con lo descrito, las especies recolectadas de manera general se infiere
que son algas pardas de la division Phaeophytas, debido a su color marrén como se
aprecia en la Figura 18. Al tener un soporte bibliografico se define que las especies

pertenecen a la familia Dictyotaceae debido a sus ramificaciones,
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independientemente de la forma y terminaciones de las mismas. Finalmente de
acuerdo con (Taylor, 1945), se concluye que las especies pertenecen al género Padina
en razon a que sus frondas son planas algo plegadas, en forma de abanico, divididas
en segmentos estrechos, incluyendo que sus terminaciones son del tipo redondas
como lo menciona (Dawes et al., 2016); por el contrario en las especies del genero
Dictyota presentan terminacion dentadas (Taylor et al., 1945). Ademas de la
descripcion morfoldgica, se concuerda con Taylor W. (1945), quien menciona que
las especies de este tipo son sésiles, es decir que crecen adherido o arraigado en su
sustrato, razon por la cual las especies presentan calcificacion, es decir deposicion de

material arenoso sobre las superficies del alga (Anexol, 2 y 3).

4.4,  Extraccion de alginato

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos (rendimiento) tras llevar
a cabo los diferentes tratamientos pre-establecidos en el disefio experimental. Como
se determind en el disefio experimental previamente, el disefio esta conformado por
dos blogues que contienen seis repeticiones en los puntos centrales (3 por cada
bloque) representados por las corridas MA 6, 10, 11, 15,16 y 19. El patrén guia
mostrado en la Tabla 11, representa la codificacion de las combinaciones
establecidas en el disefio experimental. Sin embargo los valores correspondientes a la
temperatura de extraccion no son los exactamente definidos por la matriz de disefio
original (Tabla 8), en razon a que el sistema de reaccion ensamblado empiricamente
no proporciona un control de temperatura adecuado, en cuanto a los valores de los
factores B y C, debido a su naturaleza, se puede asegurar su valor de acuerdo a la

matriz de disefio original.

Tabla 11.
Datos experimentales de la extraccion para el ajuste del modelo

Corrida Patrén A B C Rendimiento
N° guia (°C) (horas) (%) (%0)
MA 01 e 1

Bloque

75 3 1 22.99
VAL I L7 1 3 2357
M - L 2 1 1 16,81
N 1 7 3 3 26,55

CONTINUA—
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-+ 1 575 1 3 17,94
000 1 67 2 2 22,14
1 575 1 1 15,98
“+t 1 575 3 3 21,77
-+ 1 575 3 1 20,17
000 1 68 2 2 23,04
000 1 665 2 2 21,71
00A 2 7 2 3,63 25
00a 2 7 2 0,36 8,25
0AD 2 67 37 2 21,56
000 2 665 2 2 21,7
000 2 7 2 2 22,04
0a0 2 7 04 2 15,12
A0 2 835 2 2 24,68
000 2 7 2 2 22,27
a00 2 5 2 2 19,45

A: Temperatura; B: tiempo y C: concentracion del alcali.

4.5.  Ajuste del modelo matematico y analisis estadistico

Tras el andlisis de los datos experimentales, se determind que el modelo
matematico de tercer orden, correlaciona de mejor manera la respuesta con los tres
factores experimentales. Se selecciond la ecuacion cubica debido a que presenta
mejor ajuste con respecto a la de segundo orden. El valor del coeficiente de
determinacion (R?) para el modelo ctbico fue mayor (0,9994), comparado con el
modelo cuadratico (R*= 0,8776). La relaciéon matematica entre el rendimiento de
alginato (Y) y los factores codificados A, B y C (temperatura, tiempo y

concentracion del alcali, respectivamente) se expresa en la ecuacion siguiente:
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Rendimiento (Y %)
= 21,15+ 8,46A + 1,91B + 4,98C + 0,25AB
+ 5,384C — 1,98BC + 0,21A4% — 1,35B% — 1,95(C?
— 1,89ABC + 0,344%B + 28,004%C — 5,79AB*

5
—26,71B%*C — 2,5843 ®)

En donde el factor A representa la temperatura, el factor B y C representan el
tiempo y la concentracion del alcali respectivamente. La ecuacién en términos de
factores codificados se puede utilizar para hacer predicciones sobre la respuesta para
los niveles dados de cada factor. Por defecto, los niveles superiores de los factores se
codifican como +1 y los niveles inferiores de los factores se codifican como -1. La
ecuacion codificada es atil para identificar el impacto relativo de los factores
comparando los coeficientes de los factores. La importancia de las variables y sus
efectos se puede explicar por la magnitud y el signo de los coeficientes en
consecuencia. Haciendo referencia a la Ecuacion 4, cada variable independiente en el
presente estudio ejercié un efecto positivo hacia el rendimiento de alginato. A modo
de comparacion, el coeficiente del factor A (8,46) es mayor que el coeficiente del
factor C (4,98), lo que indica que la temperatura de digestion (A) es mas importante
que la concentracion del alcali (C) utilizada durante el proceso de extraccién alcalina.
A su vez el valor del coeficiente del factor B (1,91), lo que indica que el tiempo de

extraccion es de menor importancia en comparacion a los dos otros factores.

Los resultados reales y estimados por el modelo de regresion se resumen en
la Tabla 12. De los valores presentados en la tabla a continuacion se observa
claramente que la diferencia algebraica entre el valor real experimental y el valor
predicho por el modelo cubico no supera la unidad. El signo negativo indica que le
valor estimado por el modelo es superior al valor real, mientras que un valor positivo

del residuo indica que la estimacidn esta por debajo del valor real experimental.
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Tabla 12.
Comparacion de valores reales y estimados para el rendimiento de la
extraccion.

Corrida Rendimiento Rendimiento Residuo
Real (%) Predicho (%0)

22,99 23,10 0.00
23,57 23,49 -0,02
16,81 16,65 -0,03
26,55 26,69 0,02
17,94 17,94 0,00
22,14 22,15 -0,01
15,98 15,98 0,00
21,77 21,76 0,01
20,17 20,16 0,01
23,04 23,04 0,00
21,71 21,71 0,00
25,00 25,08 -0,08
8,25 8,82 -0,57
21,56 21,67 -0,11
21,70 21,71 -0,01
22,04 22,15 -0,11
15,12 15,43 -0,31
24,68 24,74 -0,06
22,27 22,15 0,12
19,45 20,81 -0,09

Se realiz6 el Analisis de Varianza Mutlifactores ANOVA, para evaluar los
efectos de las variables experimentales y sus posibles interacciones. El analisis de
varianza indico que el modelo es estadisticamente valido con un “valor p” inferior a

0,0001 y ademas con un alto valor de R? como se muestra en la Tabla 13
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El valor de R? del modelo fue de 0,9999 indicando un alto grado de
correlacion entre los valores experimentales y predichos. EI modelo con un valor F
de 2390,52 implica que el modelo es significativo. Los valores p inferiores a 0,0500
indican que los términos del modelo son significativos. En este caso A, B, C, AB,
AC, BC, A% B? C? ABC, A’B, A’C, AB? B*C, A®, son términos significativos del

modelo (p < 0.05), mostrados en la Tabla 13.

Tabla 13.
Analisis de ANOVA del modelo RSM -DCCR
Fuente Sumade Gradosde Cuadrados ValorF Valor p
Cuadrados libertad medios

Modelo 318,54 15 21,24 2390,52  <0.0001
A-Temperatura 0,59 1 0,59 66,78 0,0038
B-Tiempo 20,74 1 20,74 233435  <0.0001
C-Alcali 140,28 1 140,28 1579151  <0.0001
AB 0,31 1 0,31 34,52 0,0098
AC 2,62 1 2,62 294,83 0,0004
BC 2,92 1 2,92 328,42 0,0004
A’ 0,33 1 0,33 36,72 0,0090
B? 10,87 1 10,87 122360  <0.0001
c’ 22,86 1 2286  2573,74  <0.0001
ABC 2,60 1 2,60 292,90 0,0004
A’B 0,24 1 0,24 27,05 0,0138
A’C 1,75 1 1,75 197,29 0,0008
AB? 0,61 1 0,61 68,69 0,0037
AC® 0,000 0

B*C 2,28 1 2,28 256,41 0,0005
BC? 0,000 0

A’ 0,39 1 0,39 44,22 0,0069

CONTINUA—
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B® 0,000 0
c? 0,000 0
Error puro 0,027 3 0,00888
Correc. Total 330,68 19

Coeficiente de variacion (% CV) = 0,46; R® = 0,9999; R* ajustado = 0,9995;
Desviacion estdndar = 0,094,

De acuerdo con Montgomery et al., (2004) el coeficiente de variacion mide la
variabilidad no explicada o residual de los datos como un porcentaje de la media de
la variable de respuesta, en base a lo mencionado un valor CV bajo (0,46), indica

claramente que el modelo es reproducible y fiable.

4.6. Mejoramiento de modelo matematico y definicion de las condiciones
optimas de extraccion de alginato

La mejor manera de expresar el efecto de cualquier parametro sobre la
respuesta dentro del espacio experimental bajo investigacion es generar graficos de
superficie de respuesta de la ecuacion determinada. La ecuacion polinomial de tercer
orden ajustada, se expresd en forma graficos tridimensional (ver Figura 21). Las
superficies de respuesta se representaron utilizando el software Design-Expert (State-
Ease, version 10), con el fin de ilustrar la relacion entre las respuestas y los niveles

experimentales de cada variable.

En la Figura 21 se presentan los resultados del rendimiento de extraccion de
alginato afectado por la temperatura, tiempo y concentracion del alcali empleados en
la extraccion. Las curva se construyen al mantener una de las variables constantes en
el nivel intermedio (0), mientras los dos factores independientes van variando entre
los rangos superior e inferior (+1;-1). De las graficas de superficie que relaciona
temperatura y tiempo de extraccion frente al rendimiento (Figura 21.a), se puede
apreciar que el valores maximos de rendimiento (62,97%) sugeridos por el modelo
estan direccionados hacia mayor el empleo de mayor temperatura y mayor
concentracion del alcali. De la misma manera en la representacion del tiempo y
concentracion del alcali frente al rendimiento (Figura 21.c), sugiere que a mayor
tiempo y concentracion se obtendria un mayor rendimiento de extraccion (42,23%).
Sin embargo, las condiciones evaluadas sugeridas como Optimo por el modelo de

tercer oden (76,5 °C; 2 horas; alcali al 3%), dan como resultado un rendimiento
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21,83% (promedio de dos experimentaciones), muy por el contrario del valor
predicho (62,97%).

En el presente trabajo de manera general, la expresion polinomial de tercer
orden la correlacion provee un muy buen ajuste de los datos obtenidos en la
extraccion de alginato (temperatura, tiempo, concentracién del &lcali, y porcentaje de
rendimiento). A pesar que el modelo cubico ofrece un factor de determinacion
cercano a 1 (R? =0,9999), la expresién matemética parece no predecir resultados no
pertenecientes a las condiciones experimentales del estudio, tal es la razén de los

saltos bruscos de rendimiento observados en las Figuras 21.ay 21.c.
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¥1: Rendimiento (%)
¥1: Rendimiento (%)
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B: Tiempo (horas)

z)
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Figura 21. Gréficas de superficie (3-D) generadas a partir del modelo cubico,
gue muestra el efecto de la temperatura de extraccién(A), tiempo de extraccion
(B) y porcentaje de alcali (C) en el rendimiento de extraccion de alginato.

Para comparar el comportamiento del modelo cubico frente al modelo
cuadratico, obtenido de la regresion de los datos experimentales se presentan las
curvas de superficie del modelo de segundo orden (Figura 22). Al analizar las curvas
de superficie obtenidas por el modelo cuadratico, se observa que los dptimos
sugeridos se obtendrian al experimentar con condiciones maxima de operacion, de

manera similar a lo sugerido por el modelo cubico en cuanto a temperatura y
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concentracion del &lcali. La representacion de superficie de temperatura-
concentracion del alcali vs rendimiento de extraccidn mostrada en la Figura 22.b,
sugiere que el déptimo se encontraria al experimentar en la region a 76°C y alcali al

3%, para obtener un rendimiento del 26,31%.
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Figura 22. Graficas de superficie (3-D) generadas a partir del modelo
cuadratico, que muestra el efecto de la temperatura de extraccion(A), tiempo de
extraccion (B) y porcentaje de alcali (C) en el rendimiento de extraccion de
alginato.

Para mejorar el ajuste del modelo matematico de segundo orden y generar graficas
de contorno elipticas o circulares que permitan determinar las condiciones Optimas
de extraccion, se decidié realizar tres ajustes para la nueva regresion ANOVA, que

involucra lo descrito a continuacion:

0] Establecer una nueva area de estudio a partir del direccionamiento

sugerido por el modelo cuadratico y cubico.

Conociendo la direccion del area de estudio (condiciones de experimentacion),
que se debe evaluar para hallar el 6ptimo del rendimiento de extraccion sugerida

tanto por el modelo cuadratico y cubico, se decidid construir una nueva area de
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estudio a partir del punto que dio mayor resultado (76°C, 3 horas y NA,COj3 al 3%).
Los cuatro ensayos correspondientes a la nueva area de estudio se muestran en la
tabla 14 conjuntamente con los resultados obtenidos de las experimentaciones. Todos
los ensayos se llevaron a cabo a tres horas (tiempo de digestion) para simplificar el
analisis de efecto de los factores sobre el resultado. La Figura 23 representa
graficamente los resultados obtenidos de las experimentaciones propuestas, en donde
el plano es la media de extraccion (24,75%) de las cuatro experimentaciones. El
punto superior del frente (1) representa una resultado experimental (26.55%)
correspondiente a la evaluacion de extraccion a 76°C, 3horas con alcali al 3% (ver
Tabla 11). Se definié un incremento de 4 °C en el factor temperatura asi como un
incremento de 0,5 % en la concentracion del alcali. De los 4 tratamientos el ensayo |

exhibe el mayor rendimiento de extraccion (26.55%).

Tabla 14.
Tratamientos propuestos en la nueva area de estudio
Tratamiento Temperatura Alcali Rendimiento
(°CQ) (%) (%)
I 76 3 26,55
] 76 3,5 24,21
m 80 3 23,18
\Y; 80 3,5 25,06

Comparando el ensayo | y Il ambos extraidos a 76 °C pero a diferentes
concentraciones de alcali. Se observa que al aumentar la concentracion a
3.5 % (Tratamiento 1) no existe un incremento sobre el rendimiento de extraccion,
por el contrario la respuesta exhibe un descenso (23.47%). Al comparar los extractos
11 'Y IV ambos obtenidos a 80 °C. El tratamiento IV llevado a cabo con mayor
concentracion de alcali 3.5 % muestra mayor rendimiento (25.01%), que el extracto
Il (23.18%) el cual fue obtenido con alcali al 3%. Posiblemente los tres
tratamientos exhiben un decremento de rendimiento debido a que tales condiciones

experimentales sobrepasaron la region del éptimo.
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Figura 23. Resultados obtenidos en la nueva area de estudio.

(i) Determinar la distorsién (ruido) en el modelo matematico por medio

del analisis el error residual.

La figura 23 muestra los valores residuales vs el valor predicho de cada tratamiento.
Los puntos extremos (azul y rojo) observados en la Figura 24 corresponden a los
tratamientos efectuados a las mismas condiciones de temperatura y tiempo (67 ° C
durante 2 horas), pero con diferentes concentracion de alcali. El extracto MA16 se
utilizé carbonato de sodio al 3.633%, mientras que para el extracto MA20 se utilizé
carbonato al 0.367%. De los resultados, se determiné que los distanciamientos
axiales correspondientes a las extracciones MA16 y MA20, que dan como resultado
de rendimiento 25 y 8.25 % respectivamente, son los tratamientos que ocasionan
perturbacién en el modelo matematico de segundo orden debido a la magnitud de su
valor como resultado. Sin embargo, la naturaleza de los resultados de los extractos
MA16 y MA20, posee logica y son explicables, en razon a que existe una diferencia
aproximada de 10 veces entre cada tratamiento en términos de concentracion. Para
lograr un mejor ajuste del modelo se propuso remover los resultados de los dos

tratamientos que ocasiona la perturbacion.



67

Design-Exper® Sofware Residuales vs. Predichos
¥1: Rendimiento
34
(a)—> MAl6
Color points by value of a
¥1: Rendimiento 2 —
26.55
/ s
825
T O
|
3 0_l° o o
= i
=) ]
=] O
@ @ o
g -
]
]
2
3
(= —> MA20
4]
I I I I I
10 15 20 25 20
Predichos

Figura 24. Analisis residual de los tratamientos.

(iii)  Generacion de un nuevo modelo de orden cuadratico, modifican puntos

en la matriz de disefio.

La Tabla 15 muestra el conjunto de datos experimentales empleados para obtener el
modelo matematico de segundo orden. EI mejoramiento del ajuste de la expresion
polinomial cuadratica se logr6, agregando los tres puntos del area de estudio
planteada anteriormente descrita, manteniendo tres puntos centrales y removiendo
dos puntos correspondientes a combinaciones axiales que generaban la perturbacion,

como Yya se describio en la seccidn anterior.

Tabla 15.
Datos experimentales utilizados para el mejoramiento del modelo cuadratico
. Temperatura Tiempo Alcali Rend|_m|ento
Corrida (°C) (horas) (%) experimental
° (%)
1 75 1 3 23.57
2 57.5 1 3 17.94
3 76 3 3 26.55
4 57.5 1 1 15.98

CONTINUA—
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5 75 3 1 22.99
6 74 1 1 16.81
7 57.5 3 3 21.77
8 57.5 3 1 20.17
9 52 2 2 19.45
10 83.5 2 2 24.68
11 67 3.7 2 21.56
12 67 2 2 22.14
13 67 0.4 2 15.12
14 75 3 3.5 24.21
15 80 3 3.5 25.06
16 67 2 2 22.04
17 67 2 2 22.27

La Ecuacion 6 representa la expresion matematica de segunda orden obtenida

del software Desig Expert™ (version 10.0), se muestra a continuacion:

Rendimiento (%) = 23,03 + 1,614 + 2,03B + 1,68C — 0,16AB + 6
0,67AC — 0,54BC — 0,31A4% — 1,55B% — 1,15C? (6)

Donde, A, B y C son los valores codificados de las variables independientes,
temperatura de extraccién (°C), tiempo de extraccion (horas) y porcentaje de alcali
(%), respectivamente, de acuerdo con la codificacion de factores mostrados en la
Tabla 9.

El andlisis de varianza obtenido del software Design Expert se muestra en la
Tabla 16. Se determind que el modelo es significativo (p<0.001). Los valores P
inferiores a 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos. En este
caso A, B, C y B? son términos de modelo significativos. Los valores superiores a
0,1000 indican que los términos del modelo no son significativos. Si hay muchos
términos de modelo insignificantes la eliminacion de dichos términos, puede mejorar
el modelo. El coeficiente de determinacién R?=0.9568, indica una mayor correlacion
del modelo cubico en comparacion al coeficiente de correlacion del modelo
cuadratico original (R? =0.8763), verificando que los cambios realizados mejoraron

el ajuste de modelo cuadratico.
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Tabla 16.
Anélisis de varianza para el modelo polinomial cuadratico mejorado para la
extraccion de alginato

Sumade Gradosde Cuadrados ValorF Valor P

cuadros libertad medios
Modelo 163.70 9 18.19 17.23 0.0006
A-Temperatura 33.19 1 33.19 31.44 0.0008
B-Tiempo 55.46 1 55.46 52.54 0.0002
C-Alcali 22.52 1 22.52 21.33 0.0024
AB 0.18 1 0.18 0.17 0.6887
AC 3.29 1 3.29 3.12 0.1208
BC 2.34 1 2.34 2.22 0.1802
A? 1.01 1 1.01 0.96 0.3605
B2 21.92 1 21.92 20.77 0.0026
Cc’ 3.67 1 3.67 347  0.1046
Residual 7.39 7 1.06
Falta de ajuste 7.36 5 1.47 110.71  0.0090
Error Puro 0.027 2 0.013
Correc. Total 178.02 17

Coeficiente de variacién (% CV) = 4,8; R? = 0,9568; R? ajustado =
0,9013; Desviacion estandar = 1,03.

Se construyeron nuevas graficas 3D de la superficie de respuesta
conjuntamente con las gréficas de contorno para ilustrar el efecto de las variables
sobre el rendimiento de extraccion. Las curvas de respuesta de superficie mostradas
en la Figura 25 fueron obtenidas del software Design Expert™, se construyen al
variar el valor de dos factores, mientras el factor restante se mantuvo en un valor
correspondiente al nivel superior de acuerdo con la codificacion de variables

mostrada en la Tabla 9.
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Figura 25. Las gréficas de respuesta de superficie (a, b, ¢) que muestran el

efecto de la temperatura de extraccion, el tiempo de extraccion y la
concentracion de alcali sobre el rendimiento de extraccion de alginato.



71

Y1: Rendimiento (%)

B: Tiempo (horas)

Y1: Rendimiento (%)

C: Alcali ((%))
C: Alcali ((%))

A: Temperatura (°C) B: Tiempo (horas)

Figura 26. Las graficas de contorno (a, b, ¢) que muestran el efecto de la
temperatura de extraccion, el tiempo de extraccion y la concentracion de alcali
sobre el rendimiento de extraccion de alginato.

Como se observa en la Figura 25, la tendencia cuadratica es levemente mas
marcada en las tres graficas. La Figura 26 muestra las curvas de contorno del efecto
de los tres factores temperatura, tiempo y concentracion del alcali sobre el
rendimiento de extraccion de alginato. De las gréficas de contorno se puede definir
una combinacion de condiciones para alcanzar la regién de extraccién déptima,
encerrada o cercana a las curvas elipticas. Sin embargo debido a que las curvas son
construidas al establecer el valor de una variable independiente, es necesario
determinar el valor numérico general aplicando métodos numeéricos. Se utilizd
Matlab® para la maximizacion de la expresion polinomial descrita por la Ecuacion 6.
Los valores arrojados por el programa en términos de las variables codificadas y su
equivalencia en variables naturales se muestran en la Tabla 17, conjuntamente con

los valores de las condiciones sugeridas por las graficas de contorno.
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La funcion de respuesta (rendimiento de extraccién), fue maximizada sin
restriccion alguna, el valor arrojado fue de 28,00 %. Sin embargo debido a
limitaciones técnicas propias del sistema de reaccidn, se decidid agregar como
restriccion a la maximizacion numérica un valor limite de temperatura de 84°C, bajo
estas condiciones el valor de respuesta predicho por el modelo cuadratico fue de
26,83 %.

Tabla 17.
Condiciones sugeridas para alcanzar el rendimiento 6ptimo
Factor
Fuente A B C Respuesta
Graficas de
contorno 26.a (>77.3) (1.6-3.2) 1(3) 26
Graficas de
contorno 26.b (>81.3) 1(3) (>2.6) 26
Graficas de
contorno 26.c 1(76) (2,2-2,8) (2,5-3) 25,61

Maximizacion sin
restriccion
Maximizacién con
restriccion de 1,73(84) 0,36 (2.36) 1,14(3,14) 26,83
temperatura

Tratamiento
MAO4 0,95 (76) 1(3) 1(3) 26,55

4,95 (104,52) 0,025 (2,025) 2,13 (4,13) 28,00

A: Temperatura (°C); B: tiempo (horas) y C: concentracion del alcali
(%); Respuesta: Rendimiento de extraccion (%).
El valor entre paréntesis muestra el valor natural del factor.

Finalmente, el valor sugerido como 6ptimo por la maximizacion de la funcién
de segundo orden (Ecuacion 6) es la combinacion de factores de 84°C de
Temperatura, 2,36 horas y alcali al 3,14%. Sin embargo considerando la variacion
que puede sufrir la respuesta (rendimiento), es decir + & (error experimental), se
define que las condiciones determinadas como Optimas, son las evaluadas por el
tratamiento MAOQ4 que involucra digerir la muestra a 76°C de temperatura, durante 3
horas con carbonato de sodio al 3%, para alcanzar un rendimiento de 26,55%, en
razon a que estadisticamente si se considera el valor del error experimental (x0,46),
el rendimiento obtenido de 26,55% + (€) puede estar en el rango del valor de la
optimizacion numerica(26,83%). Por ende no es significativo elevar la temperatura 6
°C, ni tampoco incrementar la concentracion del alcali hasta 3,14%, pese un

descenso de 0,74 horas en el tiempo de extraccion.
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4.7. Analisis espectroscopico FT-IR ATR

La espectroscopia vibracional se aplico6 como una técnica facil y rapida no
destructiva, con el fin de identificar las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales en el alginatos y sus fracciones (acido manurénico y acido gulurénico).
La figura 22 muestra el espectro IR del alginato de referencia en el rango de 4000 a
600 cm™. En la Tabla 14 se muestran los picos caracteristicos del estandar de
alginato de sodio utilizado para comparar con los extractos obtenidos. El detalle de

los bandas caracteristicas se describe a continuacion.

De acuerdo con Goémez-Ordofiez E. (2011) y EI Atouani S. (2016), en la
region de 4000-2000 cm™ se presentan dos bandas que generalmente se encuentran
en los polisacaridos asi como en algas secas, la primera sefial (pico 1) centrada
alrededor de 3258,02 cm™, por el enlace hidrogeno O-H (vibraciones de
estiramiento) y la segunda (pico 2) més pequefia y débil a 2928,21 cm™ debido a

vibraciones de estiramiento C-H.

Segun los resultados de Gomez-Ordoriez et al., (2011), el &cido alginico en
forma de &cido libre o alginato en forma de sal s6dica presentan siete a ocho bandas
caracteristicas en el rango de 2000 a 600 cm™. En la tabla 14 se resumen loas bandas
caracteristicas las bandas en el rango de 4000 a 600 cm™ de tres tipos de alginato,
dos extractos y el alginato comercial. El alginato MA7 fue extraido a 57°C, durante 1
hora con alcali al 1%, mientras que el alginato MA4 fue extraido a 76 °C, durante 3
horas con alcalia al 3%. El alginato de referencia fue adiquirido a Sigma-Aldrich
(EE.UV).

Tabla 18.
Asignacion de las bandas para los espectros de alginato de sodio
Longitud de onda de los picos (cm™)

MA7 MA4 Referencia  Asignacion de las bandas
1 3251,85 3252,94 3258,02 O-H banda de estiramiento

(enlace de hidrogeno
intermolecular)
2 2935,84 2932,97 2928,21 C-H estiramiento

3 1599,06 1601,68 1597,52 O-C-0 estiramiento asimétrico
4  1407,73 1407,82 1405,85 O-C-0 estiramiento simétrico,

CONTINUA—
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C-OH contribucion por
deformacion

5 1082,43 1083,72 1081,68 O-H estiramiento de flexion, debido
al acido gulurdnico

6 1025,05 1023,95 1025,19 C-O-C estiramiento, debido al acido
manuronico
948,5 947,60 950,02 C-O-C estiramiento

805,44 808,96 811,96

oo

residuos de acido
manuronico

La banda 3 a 1597,52 cm™ corresponde a una banda de éster carboxilico, este
grupo carbonilo O—C—O se encuentra en forma de anién carboxilato (COO™) para el
caso del alginato (Leal eta al., 2008). En el acido alginico, el estiramiento del grupo
carboxilico protonado (C=0) se produce a 1730 cm™, cuando el protén se desplaza
por un ion monovalente (sodio) los picos aparecen aproximadamente a 1600 y 1400
cm™ (Sellimi et al., 2015).

Segun la literatura (Gomez-Ordofiez et al., 2011; Fenoradosoaet al., 2010), se
asigna la banda 4 a 1405,85 cm a una vibracion de deformacion C-OH con
contribucion de la vibracion de estiramiento simétrica O-C-O del grupo carboxilato.
Las bandas 5y 6 a 1081,68 cm™ y 1025,19 cm™ respectivamente, se pueden asignar
a las vibraciones de estirado C-O y C-C del anillo de piranosa (Gomez-Orddfiez et
al., 2011).

La region anomérica (entre 950 a 750 cm™) es la mas discutida en los
carbohidratos. Esta region mostrd dos bandas caracteristicas (7 y 8) en las muestras
de alginato (950,02 y 811,96 cm™ ). El espectro muestra la banda 7 a 950,02 cm™
que se asignd a la vibracion de estiramiento C-O de residuos de acido urénico. La
banda 8 a 811,96 cm™ se pueden atribuir a los residuos de &cido manurénico (Leal et
al., 2008) (Fenoradosoa et al., 2010).
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Figura 27. Espectro FTIR en el intervalo de 4000-600 cm-1 para la referencia de
alginato de sodio (Sigma-Aldrich).

En la Figura 23 se muestra una ampliacion de la zona del espectro infrarrojo
en el intervalo de 2000 a 600 cm™ de la referencia de alginato de sodio (Sigma-
Aldrich). Los alginatos muestran varias bandas caracteristicas en los espectros IR, de
las bandas mas importantes, se asignan al &cido manurénico (M) y &cido gulurénico
(G). Segun (Gémez-Ordofiez & Rupérez, 2011) las bandas aproximadamente a 808
y 787 cm™ corresponden al acido manurénico y gulurénico respectivamente, ademas
las bandas a 1030 y 1080 cm™ corresponden a los blogues mencionados

respectivamente.

Lo mencionado por Gomez-Ordoéfiez et al., (2011), es confirmando por Sari-
Chmayssem N. (2016), quien reporta que las unidades manurdnicas en una banda
de aproximadamente a 1030 cm™ , mientras que las unidades gulurénicas originan

una banda a 1093 cm™.

En el espectro del alginato de referencia (Figura 22), se observa un ligero
desplazamineto de dichas bandas a 1025,1 cm™ y 1081,67 cm™ respectivamente.
Ademés, se observa que la banda a 1025,1 cm™ (bloques M) es ligeramente més

intensa que la otra banda a 1081,67 cm™ (bloques G).
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Figura 28. Espectro FTIR en el intervalo de 4000-600 cm-1 para la referencia de
alginato de sodio (Sigma-Aldrich).

La figura 24 muestra los espectros de tres tipos de alginato a modo de
comparacion. En la Figura 24.a muestra el espectro en trasmitancia del algintato
Ma7, el cual se obtuvo al digerir la biomasa a niveles minimos de extraccion
(57,5°C, durante 1 hora en un alcali al 1%). EIl especto b) dela Figura 24 representa
el alginato de referecia (STD-NaAlg) (Sigma- Aldrich), y finalmente el espectro c)
muestra la trasmitancia del algintato Ma4 obtenido en el tratamiento N° 4, el cual se
obtuvo al digerir la biomasa a niveles maximos de extraccion ( 76,5°C, durante 3

horas en un alcali al 3%).

Se distinguen las mismas bandas que en el alginato de referencia. La Unica
diferencia apreciable es la variacion en la intensidad relativa de las bandas entre
1390~1050 cm™, del alginato del tratamiento 4 con respecto de las demas. Segin
Fertah M. (2014) las bandas débiles a 1316.79, 1125.53 y 1094.66 cm™ pueden
asignarse a deformaciones C-C-H y O-C-H, estiramiento C-O y vibraciones de
estiramiento C-O y C-C de los anillos de piranosa, respectivamente. En cuanto a la
relacién de las unidades guluronicas y manuronicas que visblemente se puede
identificar a 1025,1 cm™ y 1081,7 cm™, se puede deducir que posee la misma

relacion de bloques M y G con respecto al alginato de referencia.

Segun la literatura (El Atouani et al., 2016; Pereira et al., 2003), algunas algas
pardas y sus polimeros extraidos exhiben una banda ancha alrededor de 1220-1260
cm -1, asignada a la presencia de grupos éster de sulfato (S = O), que es un

componente caracteristico del fucoidano y polisacaridos sulfatados, distintos de los
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alginatos. De acuerdo con lo descrito, la ausencia de dicha banda en los tres alginatos
analizados (Ma4, Ma7 y STD-NaAlg), indica que los extractos no existe la precencia

de polisacaridos sulfatados.

%T

Figura 29. Espectros infrarrojos de alginato: (a) alginato del tratamiento MAOQ7;
b) alginato de referencia (Sigma- Aldrich); c) alginato del tratamiento MAO4.

4.8. Determinacion del radio M/G

Las propiedades fisicas de los alginatos estan determinadas en gran medida
por la cantidad relativa de tipos de bloques presentes en el copolimero. Por lo tanto,
la relacion M/G es un valor importante para definir la naturaleza del gel formado a

partir de alginatos (Sari-Chmayssem et al., 2016).

La relacion M/G se considera como un pardmetro caracteristico que nos
permite tener una idea sobre el comportamiento de gelificacion de los alginatos, por
ende es importante conocer la presencia y proporcion de &cido manuroénico y acido
gulurénico (Fertah et al., 2014). La mayoria de las aplicaciones de alginatos se basan
en su capacidad de formacion de gel a través de la unién de cation: por ejemplo, la
transicion de alginato de sodio soluble en agua a alginatos de calcio insolubles en

agua.

La espectroscopia FTIR ha demostrado ser un método util para la estimacion
semi-cuantitativa de la relacion M/G en los alginatos (Gomez-Ordofiez et al., 2011,
Gacesa et al., 1990). Los alginatos muestran varias bandas caracteristicas, como por
ejemplo las asignadas al acido manurénico (M) y &cido guluronico (G), como ya se
describi6 anteriormente. Sellimi et al., (2015) y Pereira et al., (2013) explican que la
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proporcién de intensidades de banda de absorcién en aproximadamente 1100 cm™ y
1030 cm™, da una buena estimacién de la relacién M/G. Sin embargo, este método

carece de una precision de cuantificacion (Usov, 1999)

La relacion M/G del alginato de referencia, deducida de la relacién de
intensidad relativa de las bandas de 1081,7 y 1024,7 cm™ fue 1,42. Lo que sugiere
que el alginato es ligeramente més rico en residuos gulurénicos que en los residuos
de manurénicos. Los alginatos con baja relacion M/G (<1) corresponden a
proporciones mayores de acido gulurénico (G) que blogues de acido manuronico
(M), formando geles fuertes y rigidos, mientras que la alta relacion M/G (> 1)

producen geles suaves y elasticos (Sellimi et al., 2015)

En la Tabla 15, se muestran la relacion M/G de los extractos de alginato calculados
por relacion de absorbancias obtenidos mediante la técnica de Espectroscopia FT-IR.
Se observa que el valor M/G del extracto MAO4 es muy similar al valor del alginato
de referencia, mientras que el valor del extracto MAQ7 es relativamente inferior a los
dos restante. Los valores determinados para los tres tipos de alginato analizados,
sugieren que los geles formados a partir de los mismos, seria suaves y elasticos
(Torres et al., 2007; Sellimi et al., 2015).

Tabla 19.
Relacién M/G de los extractos de alginato calculados por relacion de
absorbancias

Muestra de alginato

STD MAO4 MAO7
M G M G M G
1024.7 1081.7 1024 1083,8 1025 1082,3
Absorbancia 1,057 0,7413 1,14 0,7938 1,28 0,9498
Radio M/G 1,42 1,43 1,34

MAA4: alginato extraido a 76°C, 3 horas con Na2CO3 al 3%;
MAZ7: alginato extraido a 57,5°C, 1 hora con Na2CO3 al 1%;
STD-AlgNa: alginato de referencia (Sigma-Aldrich).

A modo de comparacion, los espectros presentados por Pereira L. (2013),
sugiere que en la especie Padina pavonica se presentan mayor proporcion de
bloques de &cido gulurénico que manurdnico, corroborando que la especie
encontrada y descrita en la seccién Identificacion de la especie, pertenece al género
Padina.



79

4.9.  Analisis Termogravimétrico (TGA)

En la Figura 25, se observa la curva TGA del alginato de referencia. El
termograma muestra que el polisacarido experimenta procesos de degradacion
térmica definidas en cinco etapas incluida la perdida de humedad y descomposicion
de carbonato de sodio formado. La primera etapa se produjo en el intervalo de
temperatura de 44,28 a 235,15°C, seguidamente otra etapa se presenta en el intervalo
de 235,15 a 295,6 ° C. Una tercera etapa ocurre de 295,6 a 511,02 °C, posteriormente
se define en el rango de 511,02 a 780,76°C, una cuarta etapa. Finalmente la Gltima

etapa se presenta a partir de 780,76 °C hasta los 900°C.

En la primera etapa de pérdida de peso (17,333 %), es atribuida a la perdida
de humedad y deshidratacion (Martins et al., 2013; Siddaramaiah et al., 2008). Los
eventos de pérdida de masa producidos en la segunda y tercera etapa son
relacionados con la degradacién de las muestras, presentando pérdidas de peso de
32,599 y 12,68%, respectivamente. La degradacion de NaAlg se infiere
principalmente a la pérdida de componentes volatiles, ruptura de cadenas y
fragmentacion del alginato sédico (Martins et al., 2013; Tripathi et al., 2012).

Segun Soares J. (2004) a partir de los 500 °C se presenta la fragmentacion de
NaAlg en mondmeros (unidades de azlcar), seguida de su conversion en carbonato
como subproducto (Soares et al., 2004; Tripathi et al., 2012). Para el alginato de
referencia analizado, la formacién de carbonato de sodio se presenta en la cuarta
etapa en el rango de 511,02 a 780,76 °C.

Soares et al.,, (2004) menciona que la descomposicién de Na,COs; es
dependiente del soporte de la muestra y la atmdsfera utilizada. La degradacion a
Na,CO3 y material carbonizado se descompone lentamente por encima de los 750 °C
en atmosfera de nitrégeno. En el presente trabajo utilizando el crisol de Pt y
atmosfera de N, esta descomposicion aparecid cerca de los 800 °C. Especificamente
la descomposicién del carbonato formado se atribuye a la Gltima etapa, que va desde
los 780,76 °C hasta 900°C, con una pérdida de peso de 20,669 %. A partir de los
900°C se observa un descenso subito en la perdida porcentual de masa, esto debido a

que a esta temperatura el calentamiento se llevd a cabo durante 3 minutos con
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atmosfera de aire con un flujo de 20 ml/min, en esta etapa todo el material remanente

se incinero, probablemente quedando solo cenizas.
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Figura 30. Termograma del alginato de referencia (NaAlg. Sigma-Aldrich).
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En la Tabla 20, se muestran las pérdidas de peso en los intervalos de
temperatura para las etapas inferidas sobre comportamiento térmico de las muestras
de alginato (STD-AlgNa, MA04 y MAQ7) analizadas por la técnica TGA. El analisis
considerando la presidencia de agua (base himeda) y omitiendo la misma (base
seca), permite estimar el contenido de agua, en forma de humedad y como agua
ligada a la molécula. La equivalencia de pérdida de peso porcentual en base seca
permite tener una idead de la influencia del tratamiento, principalmente sobre la
composicion del alginato extracto. De los resultados en base seca en la primera etapa
de descomposicion se observa que el alginato de referencia posee mayor pérdida
peso porcentual (44,72%) , seguido del alginato extraido a 57,5°C, durante una hora
con Na,CO3 al 1%, que presenta una pérdida de 44,01%; de la misma manera en la
segunda etapa de descomposicion. Comparando la etapa de formacion de carbonato
de sodio, las tres muestras presentan valores porcentuales similares, de lo que se
puede asumir que poseen cantidades similares de sodio. Por otra parte, comparando
la etapa de descomposicidn de carbonato, el extracto MAO4 obtenido a condiciones
superiores (76°C, 3 horas y Na,COj3 al 3%), en comparacion al extracto MAOQ7,
presenta mayor pérdida de peso, con 38,57% frente a 30,65% de la muestra MAOQ7,
posiblemente este valor superior se deba a que carbonato de sodio como reactivo en
exceso pudo quedar atrapado dentro de la estructura del alginato o cadenas formadas

debido a las condiciones relativamente altas de temperatura y tiempo de extraccion.

Tabla 20.
Resumen del comportamiento térmico bajo atmosfera de nitrégeno de muestras
de alginato

Inferencia Rango de Peso perdido ®  Peso perdido °

temperatura (%) (%)
)

Deshidratacion 44,28-235,15 17,333

Descomposicion ~ 235,15-295,6 32,599 44,72
295,6-511,02 12,68 17,40

STD Formacion de 511,02-780,76 6,945 9,53

Carbonato

Descomposicion 780,76-900 20,669 28,36

de Carbonato

Deshidratacion 28,49-238,2 19,566

Descomposicion  238,2-305,01 27,533 36,18

MAO4
CONTINUA—
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Formacion de
Carbonato

Descomposicion
de Carbonato

Deshidratacion
Descomposicion

MAO7  Formacion de
Carbonato

Descomposicion
de Carbonato

305,01-495,32
495,32-742,55

742,55-900
217,34-242,6
242,6-300,52
300,52-499,94
499,94-737,55

737,55-872,93

12,193
7,025

29,35
22,297
34,199
12,586

7,104

23,814

#Porcentaje de peso perdido expresado en base hiimeda,

Y Porcentaje de peso perdido expresado en base seca

MAA4: alginato extraido a 76°C, 3 horas con Na,COjzal 3%;
MAT: alginato extraido a 57,5°C, 1 hora con Na,COzal 1%;

STD-AlgNa: alginato de referencia (Sigma-Aldrich).

16,02
9,23

38,57

44,01
16,20
9,14

30,65

La figura 31 muestra una comparacion de los termogramas del TGA para dos

extractos y el alginato de referencia. Es importante notar que las muestras de alginato

mostraron diferentes contenidos de agua. Se observa una diferencia en el

comportamiento térmico, como por ejemplo el contenido de agua y composicion de

las muestras, debido a que dos tipos de extractos (Ma4 y Ma7) fueron sometidos a

diferentes procesos de extraccion.

*Alginato de referencia —
* Alginato MA07 —
* Alginato MA04 —

Figura 31. Curvas TGA del alginato de sodio: alginato de referencia (linea

negra); extracto MA7 (linea azul); extracto MA4 (linea roja).

La Tabla 21 muestra una comparacion relativa simple del analisis

termogravimétrico para tres muestras de alginato de sodio. En la tabla se presenta

rangos definidos de temperatura en los que por la literatura, se infiere los procesos
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ocurridos especificamente para el alginato; vale recalcar que los rangos pueden
omitir o incluir ciertas perdidas inferidas a otros procesos. Se observa que la pérdida
de peso porcentual para el extracto MA4, es menor en la etapa de perdida de
humedad, por el contrario la pérdida de peso es mayor en la etapa de deshidratacion
(90-210°C) en comparacion con MA7 y STD-AlgNa. La presencia de mayor
cantidad de agua ligada a la estructura se puede deber a que el extracto MA4 tuvo
mayor tiempo de tratamiento en la etapa de digestion alcalina. En las dos etapas de
descomposicion (210-320°C; 320-560°C), el extracto MA7 presenta mayor pérdida
de peso (37,731% y 12,723% respectivamente), posiblemente debido a un falta de
arreglo estructural del biopolimero, ya que el extracto fue obtenido en condiciones
minimas de extraccién (ver disefio experimental). En la etapa de descomposicion de
Na,CO3; (750-900°C) el extracto MA4 presenta una mayor pérdida de peso
(28,676%), posiblemente debida un mayor cantidad de sal formada en la etapa
previa, esta formacion se explicaria por las condiciones de extraccion en las que fue
obtenido el alginato (76°C, 3 horas con Na2CO3 al 3%), es decir con un a solucion
de ato contenido de iones sodio. Finalmente se observa que el extracto MA7 perdid
el 100% de su peso inicia antes de los 900°C. Por otro lado para MA4 y STD-AlgNa
existio un remanente porcentual de peso (1,165 y 5,207% respectivamente), debido a
restos de cenizas después de la combustion durante 3 minutos en atmosfera de aire
(flujo de 20 mi/min).

Tabla 21.
Resumen del Analisis Termogravimétrico para alginato de sodio.
AT (°C) % Peso perdido Proceso
MA4 MA7 STD-AlgNa
45-90 5,032 6,967 6,216 Perdida de humedad
90-210 8,745 7,826 7,182 Deshidratacion
210-320 31,791 37,731 36,6335 Fragmentacion de
cadenas
(Descomposicion)
320-560 12,436 12,723 11,512 Descomposicion
560-750 6,107 6,479 7,565 Formacion de Na,CO3
750-900 28,676 23,147° 19,187 descomposicion de
Na,CO;
900°¢ 1,165 0° 5,207 Combustion total

MAA4: alginato extraido a 76°C, 3 horas con Na,COzal 3%);
MAZ7: alginato extraido a 57,5°C, 1 hora con Na,COsal 1%;
STD-AlgNa: alginato de referencia (Sigma-Aldrich);
CONTINUA—
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% La temperatura el rango fue de 750 a 874°C;

® No existe peso perdido a esa temperatura;

¢ El calentamiento fue mantenido por un minuto, en atmosfera de nitrégeno con
flujo de 20 ml/min.

9El calentamiento fue mantenido por 3 minutos, en atmosfera de aire con flujo de
20 ml/min.

4.10. Calorimetria Diferencial de Barrido

La calorimetria diferencial de barrido DSC, ofrece ser un buen método de
andlisis térmico para detectar cambios en las propiedades fisicas y/o quimicas de los
materiales en funcion de la temperatura midiendo los cambios de calor asociados con

tales procesos (Sachan et al., 2012).

La curva de DSC de NaAlg (Figura 27), muestra un pico endotérmico amplio
alrededor de 89,02 °C y un pico exotérmico fuerte a 246,25 °C. El primer pico
(representa la temperatura de transicion vitrea Tg, mientras que la segunda banda
representa la temperatura de fusion Tm (Mruthyunjaya-Swamy et al., 2010). Segun la
terminologia de la ASTM la transicion vitrea se define como “cambio reversible en
un material amorfo o en regiones amorfas de u material parcialmente cristalino,
desde una condicién viscosa o cauchosa a una dura y relativamente fragil o
viceversa”. La temperatura de transicion vitrea Tg, representa un unico valor de
temperatura que representa este rango finito de temperatura. Por otra parte la
Temperatura de fusion Tm, para los polimeros representa la temperatura a la que la
estructura cristalina del polimero pasa a la estructura de vidrio, que es mas similar a

la de un liquido de alta viscosidad que a un sélido cristalino.

Segun lo reportado por Soares J. (2004) la deshidratacion se evidencia por un
pico endotérmico cercano a 100°C, esta temperatura reportada recorrié a los 90°C
para el alginato de referencia (Sigma Aldrich), posteriormente la descomposicién del
biopolimero esta representada por un pico exotérmico entre 240-260, para el caso del
alginato de referencia se dio a 246,25°C. Finalmente, la descomposicion del material

carbonoso se produjo por encima de 300 °C (Soares et al., 2004).
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Glass Transition Integral 431,78 ml
Onset 68,79 °C Onset 218,75 °C
Midpoint ISO 89,02 °C Peak 246,25 °C
Endpoint 86,71 °C Endset 264,98 °C
Heating Rate 10,00 °Cmin/-1 Heating Rate 10,00 ®Cmin~-1
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Figura 32. Termograma DSC del alginato de sodio (Sigma-Aldrich)

El termograma DSC obtenidos bajo atmosfera de N, de tres tipos de alginato
(MAO04, Referencia y MAOQ7), se muestran en la figura 28. Los alginatos MAO4 y
MAOQ7 fueron obtenidos a condiciones de extraccion méaxima y minima
respectivamente (ver el disefio experimental). El alginato de referencia (Fig. 28.b)
presentd un pico endotérmico amplio a 89,02°C que puede estar correlacionado con
la perdida de agua y humedad contenida en le polisacérido de alginato de sodio (Jana
et al., 2015; Soares et al., 2004; Mudhusudana-Rao et al., 2013), mientras que para
los dos extractos MA4 y MAT el pico endotérmico se presentd entre 65,44 y 66,24

°C, respectivamente.

Segun lo reportado por Soares et al., (2004), luego de la deshidratacion, la
descomposicion del biopolimero se presenta por un pico exotérmico a 240-260 °C
dependiendo de la velocidad de calentamiento. El termograma para el alginato de
referencia mostrd un pico exotérmico fuerte a 246,25 °C atribuido a la reaccion de
pirdlisis (Jana et al., 2015). La reaccion exotérmica para los extractos MAQO4 y
MAQ7 fueron observados a 249,20 y 250,68°C respectivamente.

La Tabla 22 muestra los cambios de entalpia y temperaturas en los
termogramas DSC recogidos de las muestras de alginato (dos extractos y alginato de

referencia), cuyas curva DSC se muestran en la Figura 28.
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Temperaturas y cambios de entalpia en los termogramas DSC recogidos de las
muestras de alginato (dos extractos y alginato de referencia)

Muestra

Alginato de  Alginato MAO4

referencia
Onset(°C) 68,79 65,96
Midpoint 89,02 65,44
ISO (°C)
End point 86,71 81,41
(°C)
Integral 431,78 29,37 96,62
(mJ)
Onset (°C) 218,75 138 229,68
Peak (°C) 246,25 164,32 249,2
Endset (°C) 264,98 195,36 258,63

Alginato
MAO7

66,46
66,24

83,32

149,6

227,7
250,68
264,11

El termograma DSC (Figura 28), se observa el desplazamiento del pico

endotérmico del alginato de referencia con respecto al de los extractos obtenidos,

esto se puede deber a un mayor contenido de agua ya sea en forma de humedad o

como agua dentro de la estructura misma del polisacarido.

El termograma DSC del alginato MAO4 presenta una curva a 164,2 °C antes

del pico exotérmico maés fuerte, esta curvatura de acuerdo Jana et al., (2015), se

puede atribuir a una primera descomposicion del material organico.
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Figura 33. Termograma DSC: a) alginato MAO04; b) alginato de referencia;
c) alginato MAO7.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

Las algas pardas dispuestas a utilizar en el presente estudio, se recolectaron
en las playas de Puerto Cayo, Machalilla, y Puerto Lopez, en la provincia de Manabi.
Inicialmente se plante6 definir el orden taxonémico de las especies recolectadas, sin
embargo contando con un soporte bibliografico estrechamente relacionado se logré
determinar el hasta el status género. De acuerdo a la sistemaética taxonomica se
determind que las especies en efecto pertenecen a la division Phaeophyta, clase
Phaophyceae, de orden Dictyotales, familia Dictyotaceae, perteneciente al género
Padina.

La extraccion de alginato se estudié bajo la metodologia de superficie de
respuesta, para optimizar las condiciones de proceso en la fase de extraccion alcalina
empleando el Disefio Central Compuesto Rotatorio, con un factor de distanciamiento
axial o= 1,633.

Se evalud el rendimiento de extraccion al llevar a cabo veinte
experimentaciones sugeridas por el disefio Central Compuesto Rotatorio distribuidas
en 2 bloques, de las cuales ocho son combinaciones con los niveles superior e
inferior, 6 corresponden a las combinaciones de los distanciamientos axiales (+a), y

tres replicas en el punto central por cada bloque.

Las técnicas analiticas realizadas permitieron comparar los extractos de
alginato obtenido, con el alginato de referencia adquirido a una casa comercial. A
través de la espectroscopia FT-IR se logrd identificar los grupos funcionales
presentes en el alginato, y estimar el ratio M/G. El valor de la relacién M/G obtenido
mediante esta técnica varia de 1,33 a 1,43; para los niveles de las condiciones de
extraccion minimo y maximo respectivamente, independientemente de la magnitud
del valor se infiere que los extractos de alginato poseen mayor proporcion de bloques
M. Los analisis térmicos TGA, presentan resultados descritos y comparables con
estudios relacionados, identificando pérdida de humedad, deshidratacién y
descomposicion. Los andlisis de Calorimetria diferencial de Barrido muestran picos

caracteristicos descritos para polisacaridos de este tipo.
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El andlisis de varianza, permitié obtener un modelo matematico de tercer
orden, para correlacionar los datos a través de una expresion matematica,
obteniéndose un alto factor de determinacion (R?= 0,9999). A través del Valor P
(prueba de hipotesis), se determind la significancia de la interaccion de los factores
de extraccion. Para el caso del modelo cubico los coeficientes de los términos que
representan los factores estudiados: A, B, C, AB, AC, BC, A% B? C? ABC, A’B,
A’C, AB? B*C, A® son términos significativos del modelo (p < 0.05).

Para identificar y optimizar las variables del proceso, se seleccionaron tres
factores de estudio (temperatura de extraccion, tiempo de extraccion y porcentaje de
alcali). Las condiciones establecidas como optimas fueron al llevar a cabo el proceso
de extraccion a una temperatura de 76°C, durante 3 horas en una solucion con alcali

al 3%, para lograr un rendimiento de extraccion de 26,55 + 0,46%.
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5.2.  Recomendaciones

Definir las especies de algas marinas mas idoneas para a extraccion, tomando

en cuenta la disponibilidad, estacion y abundancia.

Definir claramente un disefio experimental de acuerdo a las condiciones
técnicas de operacion para llevar a cabo el estudio del efecto de los factores sobre el

rendimiento en el proceso de extraccion de alginato,

De ser necesario, para obtener un producto mas claro se puede agregar una
etapa de pre-tratamiento posterior a la despigmentacién con formol, agregando un
lavado de la biomas con etanol (>60%). Ademas para reducir el tiempo de remojo
(24 horas) de biomasa en formol y &cido clorhidrico, se puede optar por agitacion
magnética de la biomasa en los respectivos tratamientos. Sin embargo se debe
realizar un estudio estadistico para determinar la influencia de la variacién de estas

condiciones sobe la respuesta final de interés (rendimiento de alginato).

Es recomendable comparar la metodologia propuesta en la fase de extraccion
alcalina con la metodologia de Extraccion Asistida por Microondas, aplicando el

mismo disefio experimental.

La expresion matematica no es universal, ya que el modelo obtenido es
valido sélo para el conjunto de condiciones experimentales reportadas.
Especificamente al trabajar con biomasa el desarrollo de trabajos experimentales esta
expuesto a la variacion de las propiedades de la materia prima, para el caso de las
algas la estacionalidad altera el contenido de los polisacaridos, en razon a lo
mencionado, se debe desarrollar y emplear un modelo matematico para cada caso de

estudio,

Para determinar una mejor estimacion del ratio M/G, es recomendable

realizar el analisis por resonancia magnética nuclea *H-RMN.
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