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RESUMEN

Las algas son consideradas como una de las fuentes sostenibles de biomasa mas
prometedoras. Son capaces de producir y almacenar una gran cantidad de
biomoléculas de importancia como potenciales combustibles, alimentos para seres
humanos y animales, farmacos vy aditivos para alimentos, productos
agroindustriales, cosméticos e incluso para tratamiento de aguas. El mar, los rios y
los lagos del Peru constituyen el habitat de muchas especies de algas. El alginato
es un polisacérido lineal compuesto de unidades de las sales de los acidos
carboxilicos B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G); y se encuentra presente en
gran cantidad en la matriz extracelular de las algas marinas pardas de la clase
Phaeophyceae. En la actualidad, el alginato se extrae en diversas partes del mundo
de una gran variedad de especies de algas. La utilidad del alginato a nivel
académico e industrial es variada, sus usos comunes incluyen: aglutinante en tintes
para textiles, agente espesante o estabilizante en mezclas alimenticias, matriz para
inmovilizar y transportar agentes bioldgicos o cataliticos, fabricacion de fibras

antibacterianas y hemostaticas, etc.

En el presente trabajo se estudio el alginato obtenido del alga Macrocystis sp., una
especie endémica del Pert. En primer lugar, se optimizd el proceso de obtencion
del alginato, el cual contempl6 tres procedimientos: un pre-tratamiento, una
extraccién y una purificacion. Previamente, el alga se separd en tres partes, segun
su morfologia: hojas, bulbos y tallos. El pre-tratamiento del alga 6ptimo consistié en
un lavado con una solucion acuosa de hipoclorito de sodio NaOCI 0,5 % por 30 min.
La extraccién éptima se consiguié con una solucidn acuosa de carbonato de sodio
en proporciéon molar 1:1 de Na,CO; a alginato, a 80 °C por 2 h. Finalmente, se
propuso un método alternativo de purificacién, el cual consistié en una precipitacion
del extracto crudo de alginato en 2-propanol, seguido de la disolucién del extracto
crudo y seco en una solucion acuosa de EDTA 5 mM, una centrifugacion, una
filtracion con membrana, un proceso de didlisis en agua y un secado por

liofilizacion.

En segundo lugar, se realizé un analisis quimico del producto final para determinar

la composicion y estructura del alginato. Por espectroscopia *H-RMN se determiné
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los valores de ratio M/G y la longitud promedio en niamero de los bloques-G sin
considerar las triadas -MGM- (Ng>1). El ratio M/G promedio fue 1,75, indicando asi
una composicién de 64 %de unidades manuronato y 36 % de guluronato. No se
observé una diferencia significativa en el ratio M/G entre los extractos de las tres
partes del alga, sin embargo, el alginato de los tallos y bulbos contenia cadenas de
guluronatos mas largas que el de las hojas. Por otro lado, la espectroscopia FT-IR
permitié verificar los grupos funcionales del alginato y estimar el ratio M/G. Se
determiné que las mediciones por FT-IR eran comparables a las de RMN, y por lo

tanto servirian para controles rutinarios de la caracterizacion del alginato.

En tercer lugar, se realizé un andlisis de masa molar del alginato por viscosimetria
capilar y GPC. Con la viscosimetria capilar, se determiné que la masa molar
promedio en viscosidad del alginato fue de aproximadamente 320 kDa. El andlisis
por GPC mostré que los extractos de las tres partes del alga tenian la misma
distribucion de masas molares, con un M, promedio de 330 + 20 kDa relativo a
estandares de PEO. Ademas, se determin6 que el PDI promedio es 5,094 + 0,201,

lo cual indica una distribucién bastante dispersa.

Finalmente, se realiz6 un estudio morfolégico del &cido alginico, alginato de sodio y
sus derivados de calcio y cobre por microscopia electrénica de barrido (SEM); y un
estudio de la degradacién del alginato en medio alcalino asistida por microondas.
Adicionalmente, se incluydé un analisis del residuo del pre-tratamiento del alga,
puesto que se considerd la posibilidad de encontrar un polisacarido denominado

fucoidan, el cual es de interés académico y comercial.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP ted gx{.\ée'_nlggmn

DEL PERU

FACULTAD DE PONTIFICIA

CIENCIAS E UNIVERSIDAD

IN i CATOLICA
GENIERIA Ay CATOL

N

TEMA DE TESIS PARA OPTAR EL TiTULO DE LICENCIADO EN QUIMICA

TITULO ‘Extraccion y caracterizacion del alginato de sodio procedente
del alga parda Macrocystis sp.”

AREA . Materiales

ASESOR Dr. Javier Nakamatsu Kuniyoshi ﬁﬁ. | kL
ALUMNO . Jorge Luis Ayarza Leon | LAL-1%—)
cODIGO . 20101831 | e
FECHA . 29deabride2015s

NUMERO . 20% !

DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

Las algas son consideradas como una de las fuentes sostenibles de biomasa mas
prometedoras. Son capaces de producir y almacenar una gran cantidad de biomoléculas
de importancia como potenciales combustibles, alimentos para seres humanos y
animales, farmacos y aditivos para diversas industria como la de alimentos, agricola,
cosmetica e incluso para tratamiento de aguas. El mar, los rios y los lagos del Per(
constituyen el habitat de muchas especies de microalgas y macroalgas. Por lo tanto, es
de suma importancia conocer su potencial y planificar el desarrollo sostenible de una
industria extractiva y de cultivo de estas algas endémicas, asi como su transformacion en
productos con valor agregado.
El alginato es un polisacarido presente en gran cantidad en la matriz extracelular de las
algas marinas pardas de la clase Phaeophyceae. El polimero es lineal, y consiste de
unidades de los acidos carboxilicos 8-D-manurdnico y a-L-gulurénico. En la actualidad, el
alginato se extrae en diversas partes del mundo de varias especies de algas. La utilidad
del alginato a nivel académico e industrial es variada, sus usos comunes incluyen:
aglutinante en tintes para textiles, agente espesante o estabilizante ‘en mezclas
alimenticias, matriz para inmovilizar y transportar agentes biolggicas. o cataliticos,
fabricacion de fibras antibacterianas y hemostaticas, etc. Ef"objetivo general de este
trabajo es el estudio del alginato obtenido de la Macrocystis sp, macroalga endémica del
Peru, obtenida del litoral de la region Ica.-En primer lugag,-se optimizara el proceso de
extraccion del alginato de sodio para luego determinar stestructfa’ quimica, masa molar
y morfologia. Los estudios comprederan el uso de espectroscopia infrarroja y de
resonancia magnética nuclear, viscosimetria capilar y cromatografia de permeacion en
gel. Adicionalmente, se realizara un analisis morfologico por microscopia electronica de
barrido y un estudio de degradacion del alginato poy radiacion microondas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 Alginato

1.1.1 Introduccién

Los polisacaridos son polimeros compuestos por unidades denominadas azucares
simples 0 monosacaridos, los cuales estan unidos mediante enlaces glicosidicos.
En la naturaleza, los polisacaridos cumplen una diversidad de funciones biologicas
esenciales como, por ejemplo, almacenamiento de energia en el caso del almidén y
del glucégeno, o estructural en el caso de la celulosa y la quitina. Desde la
antigiiedad, el desarrollo del ser humano ha estado intimamente ligado al uso de
polisacaridos. Por ejemplo, la celulosa de las plantas ha tenido innumerables

aplicaciones en sus diversas formas como madera, papel, fibras, etc.

Un polisacarido muy abundante en el mar es el alginato. Este se encuentra
presente en gran cantidad, aproximadamente 40 % en peso seco, en la matriz
extracelular de las algas pardas de la clase Phaeophyceae y, en menor proporcion,
en las capsulas de bacterias de los géneros Azotobacter y Pseudomonas. El
alginato cumple, principalmente, una funcion estructural pues brinda resistencia
mecénica y flexibilidad a la vez.* En 1881, el quimico britanico E.C.C. Standford
descubri6 y estudi6 por primera vez las propiedades del alginato, y desde entonces
este biopolimero ha encontrado gran cabida en el ambito industrial y en el
académico.'® La capacidad de gelificacién del alginato es aprovechada en diversas
industrias, tales como la textil*®, la alimentaria*® y la farmacéutica.®™® Por otro lado,
en el &mbito académico, existen diversos estudios sobre posibles aplicaciones del
alginato en campos como la medicina y la biotecnologia.®’ Actualmente, varios
paises extraen alginato de las algas marinas, principalmente China, Japén, Estados
Unidos, Noruega, Escocia, Francia y Chile. En 2009, su produccion industrial fue de

alrededor de 30 000 toneladas globalmente.*
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1.1.2 Composicion y estructura quimica

El alginato es un copolimero lineal, y consiste en unidades de los acidos B-D-
manurénico (M) y a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces glicosidicos 1—4 y
dispuestos de manera homo- y heteropolimérica (ver Figura 1). Asi, el alginato no
tiene sus unidades dispuestas en secuencias regulares, por lo cual no basta
conocer la composicion monomérica para describir su estructura quimica.® Como
se observa en la Figura 1b, existen diversas formas del enlace glicosidico segun
como sea la secuencia de unidon entre monomeros, esto genera 3 formas
estructurales: el bloque GG, una estructura abultada o capsular; el bloque MM, una
estructura tipo cinta plana; y el bloque MG, una estructura tipo escalera. El enlace
glicosidico en un bloque MM se forma entre los carbonos ecuatoriales C-1 y C-4,
mientras que en un bloque GG, se forma entre los carbonos axiales C-1 y C-4.2
Tanto el ratio M/G como la cantidad relativa de determinados bloques son factores

determinantes en las propiedades del alginato.

(a)
B-D-manurdnico (M) o-L-gulurénico (G)
HOOC OH HOOC, OH
HO - HO
or 0 0" o o OH
0
(b) 0, o HoOOC OH
“0OH
OH HOOC
_1 : o—1.4 14
c it o oow By

Figura 1. Estructura del alginato: (a) mondmeros constituyentes, y (b) formas

estructurales dependiendo de la secuencia de monémeros.
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1.1.3 Obtencidén

El proceso de manufactura comienza con la recoleccién del alga, la cual puede
encontrarse naturalmente o ser cultivada, a fin de no afectar su abundancia y
distribucion en el mar. De entre las diversas especies de algas pardas, se extraen
alginatos con diferentes propiedades, principalmente debido a la variacion del ratio
M/G y de la composicién estructural. Incluso en una misma alga se pueden
encontrar diferencias en la composicion del alginato segun las partes del alga. Las
fuentes comerciales mas comunes son los géneros de algas Ascophyllum,
Durvillae, Ecklonia, Laminaria, Lessonia, Macrocystis, Sargassum y Turbinaria. El
género Macrocystis se recolecta, principalmente, en la costa oeste de Norte
América (México y Estado Unidos); el género Laminaria en el norte de Europa
(Francia, Irlanda, Noruega, Escocia) y en el este asiatico (China, Japon y Korea); el
género Ascophyllum en Escocia e Irlanda; los géneros Durvillae, Lessonia y
Ecklonia en Australia y Chile; y los géneros Sargassum y Tubinaria en el Atlantico
norte y al sur de la India y las Filipinas.® En 2009, se recolectaron aproximadamente
75 000 toneladas de alga seca de los géneros Laminaria y Lessonia, lo cual
representd el 81 % de la cosecha global de algas alginofitas. El valor comercial del
alginato en dicho afio fue de US$ 12 por kg.° En el Per(, se recolectan las especies
Macrocystis pyrifera (“sargazo”), Lessonia trabeculata (“aracanto”) y Lessonia
nigrescens (“aracanto negro”) en la zona centro-sur del litoral, principalmente en la
region Ica.”® Sin embargo, estas solo son extraidas, secadas y trituradas para su
exportacion, principalmente a China®, pues no existe una industria productora de

alginato en el pais.

Una vez recolectada el alga, esta puede almacenarse en forma hiumeda o seca. El
alga humeda se corta en pequefios pedazos, se trata con solucidn diluida de formol
y se almacena en tanques de concreto por varios meses. El alga también puede
secarse al ambiente, triturarse y almacenarse por meses. Cuando va a ser usada,
se la hidrata remojandola por varias horas. Por otro lado, algunos productores
emplean el alga himeda intacta para la extraccion.®> En general, la trituracion es
mas ventajosa pues permite un manejo mas sencillo a nivel de planta, e incrementa

la superficie de reaccion en los tratamientos posteriores.
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El alginato en el alga se encuentra principalmente como la sal de calcio, la cual es
insoluble en agua, y en menor medida como sales de sodio, potasio, magnesio,

311 se trata el alga con una

estroncio y bario.™* En el pre-tratamiento (Figura 2a)
solucion de formol para remover los compuestos fendlicos que le dan un color
oscuro indeseable, y se remoja en acido clorhidrico diluido por periodos cortos de

tiempo para convertir el alginato de calcio a acido alginico, segun la reaccion:

Ca(Alg), + 2 H" > 2 HAIlg + Ca*

La conversién no es total, pero busca remover la mayor cantidad de calcio sin

312 como su sal de

degradar el alginato. Posteriormente, la extraccion del alginato
sodio se realiza con un tratamiento alcalino con una solucién de carbonato de
sodio, los detalles se muestran en la Figura 2b. El resultado del tratamiento es un
lodo de alga que se separa del alginato disuelto por medio de un filtro de tambor
rotatorio. En la extraccion, compiten procesos de intercambio i6nico y neutralizacion

acido-base:
Ca(Alg), + 2 Na" > 2 NaAlg + Ca*

2 HAlg + Na,CO3; = 2 NaAlg + H,O + CO,

Las condiciones de reaccion afectan la viscosidad final del alginato.'” El alginato de
sodio se disuelve formando una solucién muy viscosa, mientras que la celulosa y
otros compuestos insolubles del alga quedan en suspension. Para separar los
residuos insolubles, primero es necesario diluir el extracto entre 4 a 6 veces su
volumen con agua. Luego, se puede emplear la flotacién, con ayuda de un
floculante, o la filtracion, con perlita o tierra diatomea. Adicionalmente, se pueden
realizar otras filtraciones dependiendo de la pureza que se necesite para un

determinado uso.>*3

Una vez que se tiene la solucién de alginato de sodio, se pueden emplear dos

3,13,14

métodos de purificacién , COMo se muestra en la Figura 2c:

— Método del alginato de calcio. La solucién de alginato de sodio se afiade a
una solucién de cloruro de calcio, lo que da lugar a la formacion de fibras.
Los iones calcio generan un entrecruzamiento iénico entre las cadenas de
alginato, lo cual lo vuelve un gel insoluble en agua. Si se desea decolorar el

alginato, este se trata con una solucién de hipoclorito de sodio. Luego, se
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reemplaza a los iones Ca?* con H* por adicién de &cido clorhidrico diluido, lo
que da lugar al acido alginico, que también es insoluble. El acido alginico se
lava con agua y se comprime con una prensa para deshidratarlo. El
producto debe contener al menos 25 % (w/w) de sélido. Este se convierte a
alginato de sodio por neutralizacidn con alcali en solucién acuosa, lo que da
lugar a una pasta viscosa. La pasta puede ser lavada en alcohol (metanol,
etanol, 2-propanol) con lo cual precipitan fibras de alginato de sodio, o
puede ser prensada a través de una malla con hoyos circulares para formar
pellets. Finalmente, el alginato de sodio es secado en una bandeja con aire

caliente antes de ser pulverizado.

— Método del acido alginico. En este caso, el acido alginico se precipita
directamente de la solucion de alginato de sodio por adicién de &acido
clorhidrico diluido, lo que da lugar a un precipitado gelatinoso. El acido
alginico se separa por flotacion con inyeccién de aire. Luego, se procede a
deshidratarlo por compresion o por centrifugacion, y eso resulta en un
producto con al menos 25 % (w/w) de soélido. Este se puede convertir a
alginato de sodio por el método descrito anteriormente o, por un método
alternativo, la conversién se realiza con alcali en suspension con alcohol
(metanol, etanol, 2-propanol). Finalmente, el alginato de sodio es secado y

pulverizado.
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Lavado con agua y trituracion

(a) Pre-tratamiento | ‘
del alga ‘ Lavado con formol 0,1 % y HCI ‘
0,1M

Extraccion con Na,CO; (aprox.
1,5 %) entre 1-2 h a 50-95 °C

(b) Extraccion
alcalina . — I —
Separacion por flotacion o
filtracidn gruesa

Método del alginato de Método del acido
calcio alginico
Precipitacion con CaCl, Precipitacion con HCI
al 10 % ) (PH 1,5 - 2) J
|
-
Blanqueo con NaOCI 12 % Neutralizacion con
| NaOH 40 % en
o L, —— suspension de alcohol
(c) Purificacion del Intercambio i6nico | )
extracto Ca?*/H* con HCI 0,5 M |
. (PH =2) y Lavado, secado y
| pulverizado
Neutralizacién con \

Lavado con alcohol,
secado y pulverizado

Figura 2. Etapas del proceso de extraccion y purificacion del alginato de sodio.

1.1.4 Caracterizacion

Existen diversas técnicas analiticas para caracterizar la composicibn monomérica
del alginato. Realizando una hidrélisis parcial con acido y empleando la

espectroscopia de resonancia magnética nuclear de alta resolucion de *H y *3C, uni-

|15—18

y bidimensiona , se pueden determinar las frecuencias de las ménadas Fg

(fraccién de unidades de guluronato), Fu (fraccion de unidades de manuronato), los

duos F F F

oe’ Fuer Fow Fue Y 18s triadas F F F F = = F

GGG’ ~ GGM’' * MGG' = MGM’' ° MMM’ = MMG’ ' GMM’

FGMG. Estas frecuencias se calculan en base a diversas relaciones entre las areas

de las sefiales correspondientes. Consecuentemente se pueden determinar valores

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP 32-}‘65;_'}?;?‘“0

DEL PERU

como la longitud promedio en numero de los bloques-G (N), la longitud promedio
en numero de los bloques-G sin considerar las triadas -MGM- (N__,), y de forma
equivalente, los valores Ny N __.. En general, se puede lograr una buena
caracterizacion determinando F_ y N__, puesto que el contenido de acido gulurénico

esta relacionado directamente con las propiedades de gelificacién del alginato.™
Adicionalmente, se ha reportado el uso de la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR) como método alternativo para determinar el ratio
M/G™, el contenido catiénico®, y la composicién de bloques de alginato separados

por hidrélisis parcial.?*

Otro parametro importante de la caracterizacion del alginato, asi como de todos los
polimeros, es su masa molar promedio. Las mediciones de viscosidad intrinseca de
un polimero se relacionan con una masa molar promedio por medio de la ecuacion

de Mark-Houwink:
[n] = KM

Donde [n] es la viscosidad intrinseca, M es la masa molar promedio de viscosidad,
y Ky a son constantes para un sistema polimero/solvente en particular.?*® Por otro
lado, la cromatografia de permeacion en gel (GPC), con columnas de exclusion
molecular por tamafio, utiliza esta propiedad para determinar la distribucién de
masas molares en funcién al volumen hidrodindmico.?* En conjunto, la composicion,
estructura secuencial y masa molar determinan la utilidad del alginato para una

determinada aplicacion.

1.1.5 Propiedades y usos

En general, las aplicaciones del alginato se relacionan con su hidrofilicidad, su
capacidad de formar geles y su biocompatibilidad. Tres de sus derivados son de
importancia comercial: el alginato de sodio, el alginato de calcio y el alginato de
propilenglicol, no obstante, también se producen en menores cantidades las sales
de amonio, potasio, magnesio y trietanolamina.® Su presentacién comercial es, por
lo general, en forma de polvo granulado de un color blanco a marrén claro.

Adicionalmente, se puede formar fibras de alginato de calcio.

7
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En cuanto a su solubilidad, el alginato tiene un caracter hidrofilico debido a sus
abundantes grupos hidroxilo y carboxilo. Es insoluble en solventes organicos, aun
en aquellos de gran polaridad como los alcoholes. La solubilidad en medio acuoso
depende de varios factores: pH, composicién y estructura, masa molar promedio,

fuerza i6nica, y contenido de cationes gelificantes.*

— Los pKy’s de los monémeros &cido manuroénico y gulurénico son 3,38 y 3,65,
respectivamente. En el caso del polimero, los pK,’s difieren levemente. La
adicion de acido bruscamente causa la precipitacion de acido alginico, pero
si la adicién es paulatina, se forma un gel de 4cido alginico. La composicién
y estructura del alginato son también determinantes, pues los alginatos con
mayor cantidad de secuencias alternantes MG precipitan a menor pH que
aquellos con predominancia de secuencias homopoliméricas. Esto se
relaciona con la mayor estabilidad del sélido homopolimérico por su mayor
grado de orden cristalino y las fuertes interacciones por puentes de
hidrégeno.*

— Como es comun en los polimeros, una mayor masa molar promedio significa
una menor solubilidad.® Adn con alginatos de baja masa molar, sus
soluciones acuosas son considerablemente viscosas a concentraciones de
1% (wiv).?

— Como en todo polielectrolito, la fuerza i6nica del agua o solucién acuosa en
la que se disuelva el alginato tiene efectos sobre la extensién de la cadena
polimérica, su viscosidad y su solubilidad. La disolucién del alginato de sodio
se basa en un proceso de difusién entre el seno del solvente y el solvente
dentro del alginato hidratado. En agua, la concentraciéon de iones en el
interior del polimero es considerablemente mayor que en el exterior, por lo
cual la difusién procede con relativa rapidez. En cambio, en una solucion
salina, la diferencia en concentracion ibnica es menor, por lo cual la difusion
procede con mayor lentitud, resultando en un mayor tiempo para disolver al

alginato.

— La presencia de iones calcio Ca®" u otros cationes multivalentes (Sr?*, Cu?",
etc.) a concentraciones mayores de 3 mM disminuye considerablemente la

solubilidad del alginato pues este se entrecruza idnicamente formando un
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gel insoluble. Este problema es de especial consideracién cuando se

emplean o preparan soluciones de alginato en aguas “duras”.®

Las sales de alginato solidas son considerablemente estables, y pueden durar por
varios meses sin mayor degradacion siempre que se mantengan en un ambiente
seco, fresco y sin exposicion al sol. Por el contrario, el acido alginico es altamente
susceptible a degradacién por catélisis 4cida intramolecular.* El enlace glicosidico
es susceptible a la degradacién acida, por radicales libres, por despolimerizacion
oxido-reductiva, por radiacion (microondas, rayos-y) y, en menor medida, por
degradacion con &lcali.*®?%%2% Al ser un polimero natural, existen también enzimas
(alginato liasas) y microorganismos (Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
aeruginosa) que lo degradan.>?’ La degradacion resulta en pérdida de viscosidad y

disminucion de su capacidad de gelificacion.

En la actualidad, las aplicaciones del alginato son variadas tanto a nivel industrial
como a nivel de laboratorio. La variabilidad en composiciéon y masa molar de los
diversos alginatos conducen a diferentes propiedades tecnoldgicas. En solucion,
tiene un gran uso como espesante y estabilizante de mezclas acuosas,
dispersiones o emulsiones." Los &cidos urénicos pueden ser modificados
guimicamente para funcionalizar el polimero, por varios métodos, e.g. oxidacion,
aminacion reductiva, esterificacion, copolimerizacion, etc.”®*' Ademas, se han
estudiado los efectos del alginato en sistemas biolégicos, asi, por ejemplo, existe
evidencia de que alginatos con gran cantidad de unidades de &cido manurdnico
inducen respuestas inmunolégicas en organismos vivos, especificamente

inflamacion.t

Los alginatos tienen una gran capacidad para formar geles. Su afinidad por cationes
multivalentes, principalmente debido al efecto quelato de los bloques
poligulurénicos, conduce a la formacién de geles por entrecruzamiento iénico (ver
Figura 3). Los geles pueden formarse en un rango de temperaturas relativamente
amplio, y son termoestables. Sin embargo, la temperatura si influye sobre la
cinética de la gelificacion, asi como en las propiedades finales del gel. Existen, no
obstante, otros métodos alternativos de gelificacion que incluyen el

entrecruzamiento quimico, la reduccion del pH para formar el gel de acido alginico,
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y la interaccién electrostatica con polielectrolitos de carga opuesta (e.g. polimeros

cargados positivamente como la quitosana).*

Figura 3. Diagrama del entrecruzamiento i6nico: (a) solucién acuosa de alginato de
sodio con los bloques poligulurénicos representados como zig-zag; (b) efecto
quelato de los bloques poligulurénicos sobre los cationes Ca** causan el

entrecruzamiento y la gelificacion.®

En el entrecruzamiento iénico del alginato, los principales factores a considerar son
la composicidn y estructura secuencial, la concentracion, la cantidad de iones
gelificantes y la presencia de quelantes (EDTA, fosfatos, citrato). El ratio M/G es un
factor determinante de las propiedades de gelificacion. Entre mayor sea la cantidad
de residuos de acido gulurdnico, es decir, menor ratio M/G, el gel es mas rigido. Las
concentraciones del alginato y de la solucién de cationes gelificantes controlan la
velocidad de entrecruzamiento puesto que este es un proceso difusivo. Por ultimo,
la presencia de agentes quelantes selectivos para cationes multivalentes puede
emplearse tanto para regular la cinética del entrecruzamiento como para

descomponer el gel.*

Debido a que la gelificacién es muy rapida, no se puede generar un gel homogéneo
por mezcla directa de las soluciones de alginato y de los cationes multivalentes. La
liberacion controlada del cation de entrecruzamiento se puede realizar con dos

métodos: el de difusion y el de gelificacion in situ.
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— En el método de difusién, se afiaden gotas de la solucion de alginato en una
solucién con algun cation gelificante (e.g. CaCl,). La gelificacién es bastante
rapida, formandose una perla de alginato. A medida que transcurre el
tiempo, el alginato difunde hacia la superficie de la perla, mientras que el
cation, lo hace hacia el interior. Se genera asi una diferencia en la
concentracién de alginato entre la superficie y el centro de la perla. La
adicién de cationes no gelificantes produce una desestabilizacion del gel, lo
cual causa que se hinche considerablemente. Para obtener una mayor
homogeneidad, se emplea alginato de alta masa molar y una alta
concentracion de cationes gelificantes y no-gelificantes. Esta técnica resulta
atil si se quiere inmovilizar o encapsular algun agente presente en la

solucién de alginato.

— En el método de gelificacién in situ, se mezcla una solucién de alginato con
una solucién del catidn gelificante en estado inactivo. Por ejemplo, se puede
emplear sales insolubles de calcio CaCO3; 0 CaSQq,, o Ca?* coordinado con
alglin agente quelante. Generalmente, el catién gelificante es liberado
variando el pH de la solucion, por adicion de acidos organicos o lactonas, y
a medida que se libera dicho catién, se van formando simultdneamente
varios nucleos de gelificacion que, finalmente, se entrecruzan. En
comparacion con el método anterior, la gelificacion es mas lenta y, ademas,
la fortaleza del gel depende en mayor grado de la masa molar del alginato.
Sin embargo, los geles obtenidos son mucho mas homogéneos. Este
meétodo permite un mayor control de la cinética de gelificacion, lo cual

resulta util si se quiere fabricar un gel para un determinado uso.

A nivel industrial, se ha encontrado al alginato util para las siguientes aplicaciones:

— La industria textil emplea los alginatos como agentes espesantes en pastas
para tefir textiles. Debido a que el alginato tiene afinidad por la celulosa y
no reacciona con los colorantes, como si lo hace el almiddn, tiene gran

aplicabilidad en esta industria.?

— En la industria alimentaria, el alginato ha sido clasificado como un aditivo
seguro por la Unién Europea y por Estados Unidos. Se afiade en pequefas

cantidades como agente espesante o estabilizante en salsas, mayonesas,
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postres horneados, helados, productos lacteos en general, etc. Otros usos
incluyen el revestimiento de alimentos con peliculas comestibles, y aditivo
de suplementos dietéticos por sus efectos fisiologicos.* En alimentos con pH
ligeramente basico o neutro se emplea el alginato de sodio, mientras que
aquellos con pH ligeramente acido, se emplea el alginato de propilenglicol
pues este es mas estable en esas condiciones de pH.? En la actualidad, el
alginato ha tomado gran cabida en la cocina debido a sus interesantes
propiedades de gelificacién y biocompatibilidad, particularmente en el area
de la cocina molecular. De hecho, con el método de esferificacion, se
pueden formar gelatinas comestibles de alginato de calcio con variados

ingredientes.®

— EIl alginato también tiene aplicaciones biolégicas como inmovilizador de
agentes cataliticos para sintesis quimica, e.g. catalizadores organometalicos
o0 enzimas, o incluso células vivas.” Por ejemplo, se usa en la conversion de
glucosa a fructosa, en la produccion de penicilinas, en la conversion de

almidén a etanol en la industria cervecera, entre otras.’

— En la medicina y la industria farmacéutica, las aplicaciones son variadas.
Fibras de alginato de calcio, de considerable resistencia mecanica, son
usadas por sus propiedades antibacterianas y hemostaticas. Ademas, son
facilmente absorbibles por el cuerpo humano, o se pueden retirar aplicando
solucién salina de sodio. El acido alginico en polvo se afiade a la comida
dietética, pues en presencia de agua se hincha y da una sensacion de
“satisfaccion”. También se aflade en algunas pastillas para el reflujo
gastrico.® Los odontélogos emplean alginato de calcio para hacer moldes
dentales.® Algunos medicamentos son encapsulados en alginato ya que este

permite una liberacién paulatina y controlada.’

1.2 Fucoidan

El término fucoidan se refiere a una familia de polisacaridos sulfatados, ricos en
fucosa que se encuentran presentes en diversas especies de algas pardas
(géneros Fucus, Laminaria, Macrocystis, Sargassum, Ascophyllum, etc.). La

estructura quimica y complejidad del fucoidan dependen en gran parte de la
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especie de alga de la cual procede, aunque en general todos presentan una cadena
lineal base de poli-a(1—3)-L-fucopiranosa (ver Figura 4). La fucosa tiene la
caracteristica particular de presentar un grupo metilo en la posicion C-6. Los
residuos de L-fucopiranosa generalmente se encuentran sulfatados en la posicién
C-2 0 C-4 (en algunos casos en C-3), o también pueden presentar ramificaciones
de mono- u oligosacaridos de fucosa. Ademas, es comdn encontrar otros tipos de
azlcares incluyendo manosa, glucosa, galactosa, xilosa, &cido glucurénico, etc.

presentes en forma de ramificaciones o como parte integral de la cadena.?*

OH

080,

OH

OH

Figura 4. Estructura base del fucoidan.

Los métodos de extraccion reportados son diversos, siendo algunos de los mas
comunes la extraccion en medio &cido diluido (HCI, H,SO,, acido acético) o en
soluciéon acuosa de cloruro de calcio (CaCly). Las condiciones de la extracciéon
(tempo y temperatura) reportadas en la literatura varian considerablemente,
aunque en general se emplean extracciones consecutivas por varias horas en
caliente (70 — 100 °C). Posteriormente, el fucoidan se recupera por precipitacién en
solucién concentrada de etanol o por liofilizacién.*® Los métodos de caracterizacion
clasicos se basan en determinaciones colorimétricas de contenido total de
azlcares, de &cido urénicos y de sulfato.®* La composiciéon especifica de
monosacdaridos se puede obtener por cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC), previa hidrolisis del fucoidan y derivatizacion de los residuos.®
Adicionalmente, se han reportado estudios por FT-IR**%* y RMN®*, los cuales se

basan en la identificacion de sefales particulares del fucoidan, como por ejemplo, el
grupo sulfato (SOz) o el grupo metilo del anillo piranoide. La masa molar se
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determina usualmente por GPC, y varia dependiendo de la especie del alga y de las

condiciones de la extraccion.*

El fucoidan ha cobrado importancia recientemente debido a sus potenciales
aplicaciones en el campo de la medicina. Se ha descubierto que tiene propiedades
antitumorales, antiinflamatorias, antitrombdticas y anticoagualantes. Por ejemplo,
estudios in vitro revelan potencial actividad anti-tumoral en células cancerigenas de
pulmén o piel. Se sugiere que dicha actividad se debe a las respuestas
inmunolégicas producto de la activacion de macréfagos por polisacaridos, la cual
estd mediada por receptores particulares en las membranas celulares. Por otro
lado, la presencia de los grupos sulfato parece ser también un factor clave en estas
aplicaciones biomédicas. Estudios in vivo en ratones enfermos de leucemia
revelaron que al sobre-sulfatar quimicamente al fucoidan, su actividad
anticancerigena se incrementaba. Otras aplicaciones potenciales del fucoidan se
encuentran en el campo de la cosmética y la nutricién. Estudios revelan que el
fucoidan aplicado topicamente tiene efectos inhibitorios sobre el envejecimiento de
la piel. La solubilidad de este polisacarido en agua hace que sea facil de agregar en
formulaciones como lociones y cremas. En la actualidad, el fucoidan se vende en
Estados Unidos, Inglaterra y Asia oriental como suplemento alimenticio en forma de
capsulas, comprimidos o aditivos para bebidas. Se promueve su consumo para

mejorar el sistema inmunolégico e incrementar la longevidad.*
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue el estudio de alginato obtenido del alga parda
Macrocystis sp., una especie endémica del Pertd. En primer lugar, estudiar la
optimizacion del proceso de extraccion de alginato de sodio del alga parda
Macrocystis sp., obtenida del litoral de la region Ica, en lo referente al rendimiento y
a la calidad del producto. Ademas, caracterizar el alginato de sodio de las
siguientes formas: analisis quimico, determinacién de masa molar y estudio
morfolégico. El analisis quimico comprende el uso de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN) y espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR). Determinar la masa molar promedio por viscosimetria capilar y, la
distribucion de masas molares, por cromatografia de permeacion en gel (GPC).
Realizar un estudio morfolégico por microscopia electrénica de barrido (SEM) y de
formacién de geles con Ca®" y Cu?®'. Adicionalmente, evaluar la degradacién del
alginato por medio de radiacién microondas en medio acuoso alcalino. Finalmente,

investigar la posibilidad de extraer fucoidan del alga.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos, equipos y materiales

3.1.1 Reactivos

Todos los reactivos fueron de grado analitico y se usaron sin purificacion previa, a

menos que se indigue lo contrario.

e Alga parda Macrocystis sp.
e Sigma-Aldrich®
Sal de sodio del acido alginico (grado de pureza no especificado)

o JT-Baker®
Metanol, 2-propanol
o Merck®

Carbonato de sodio, cloruro de sodio, hidroxido de sodio, &acido
clorhidrico, bicarbonato de sodio, sal disédica del 4&cido
etilendiamintetraacético (EDTA), sulfato de sodio anhidro, yoduro de
potasio, yodato de potasio, tiosulfato de sodio, cloruro de calcio, 6xido de
deuterio, sal sddica del acido 3-(trimetilsilil)propiénico-2,2,3,3-d, (TSP)
o Otros

— Formol Erza® 37 %

— Lejia Clorox® 4 %

— Fucoidan KAL® Nutraceutical 300 mg, frasco 60 tabletas

— Estandares de PEO Malvern Viscotek PolyCAL®

— Agua ultrapura (grado Milli-Q, pH 6,01 y resistividad 18,2 x 10°

Q-cm) obtenida de un sistema de 6smosis inversa y filtracién con

filtro de fibra hueca con tamafio de poro de 0,2 um.
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3.1.2 Equipos

Los equipos empleados en esta tesis se encuentran en la Seccion Quimica de la

PUCP, a excepcion del SEM (Seccién Ingenieria Mecéanica).

e Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Ascend de 500
MHz. El equipo emplea un magneto superconductor de 11,7 T, una unidad
de temperatura variable BCU | -40/50 y una consola Avance" HD. Para el
procesamiento de los espectros se empleé el programa ACD/NMR
Processor Academic Edition.

e Espectrometro infrarrojo Perkin-Elmer modelo FT-IR 100. Consta de una
fuente de luz laser de He, Ne; con un detector de LiTaO; (tantalato de litio) y
una barra de carburo de silicio como fuente de radiacion. Para el
procesamiento de los espectros se empled el programa Origin 8.0.

o Espectrometro UV/Vis de haz simple, Agilent 8453E, posee lamparas de
deuterio y tungsteno como fuente de radiacion, monocromador de rejilla
holografica concava, arreglo de fotodiodos como detector y rango de
longitud de onda entre 190 y 1100 nm. Se emplean celdas de cuarzo de
1 cm de espesor.

e Cromatografo de permeacion en gel Malvern Viscotek GPC System con
detector de indice de refraccion. Se empleé una columna para polimeros
aniénicos Malvern Instruments A6000M General Mixed Ag, compuesta de
polihidroximetacrilato poroso, y con dimensiones de 300 x 8 mm, tamafio de
particula de 13 um y numero de platos tedrico mayor a 12 000. Para el
procesamiento de los cromatogramas se empled el programa OmniSEC.

e Microscopio electrénico de barrido (SEM) FEI Quanta 650, empleado con
detector Everhart-Thornley (ETD) en modo de electrones secundarios y
retrodispersados. El equipo emplea como fuente de electrones un filamento
de tungsteno. Ademas, tiene acoplado un sistema de dispersion de energia
de rayos-X (EDS) Ametek EDAX TEAM. Adicionalmente, se empleé un
equipo para recubrimiento con oro Quorum Q150R ES.

e Espectrometro de fluorescencia de rayos-X (XRF) portatil Bruker Tracer Ill-
SD, cuenta con un objetivo de rodio como fuente de radiaciéon y un detector
de deriva de silicio (SDD).

e Reactor de microondas Anton Paar Monowave 300.

e Liofilizador Labconco modelo 4.5 a 10% mbar y -44 °C.
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e Manta calefactora con controlador de temperatura Electrothermal Digital
Controller MC810.

e Viscosimetro Ubbelohde Technical Glass Products Inc. 1C (K = 0,02871
mm?/s?).

e pH-metro Hannah Instruments.

3.1.3 Materiales

o Filtro de fieltro de poliéster WEB Vent Filters.

o Filtros de membrana Merck-Millipore compuestos de nitrocelulosa con
tamarfios de poro de 8 y 0,2 um.

e Filtros de membrana Merck-Millipore compuestos de acetato de celulosa con
tamafo de poro de 0,45 um y didametro de 47 mm.

¢ Filtros de jeringa Merck-Millipore compuestos de nylon con tamafio de poro
de 0,45 umy didametro de 13 mm.

¢ Membrana para dialisis Spectra/Por #3 compuesta de éster de celulosa con
MWCO de 3500 y diametro 45 mm.

3.2 Metodologia

3.2.1 Extraccién de alginato

Se obtuvo una muestra del alga parda Macrocystis sp. del litoral de la region Ica,
Perd, la cual fue congelada y transportada a Lima. Fue lavada con agua para retirar
las impurezas sélidas (arena, residuos organicos, etc.) y se separd en tres partes
(ver Figura 5), basandose en su morfologia: estipe (“tallos”), neumatocistos

(“bulbos”) y laminas (“hojas”), y se congelaron para su conservacion.

En principio, se estudi6 el contenido de humedad del alga. Para ello, se descongelé
el alga, se lavd con agua y se secO superficialmente con papel antes de pesar.
Luego, se tom6 una masa conocida entera y se dejo secar en una estufa a 50 °C

por varios dias hasta que la masa permaneciera constante.
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Figura 5. Partes del alga parda Macrocystis sp.: hojas, bulbos vy tallos.

3.2.1.1 Pre-tratamiento del alga

Se realizaron cuatro tipos de pre-tratamiento, para ello el alga se coloc6 en una de
las siguientes soluciones de lavado, a temperatura ambiente (25 °C) y con agitacion
constante, empleando una proporcion de 50 mL de solucién por gramo de alga seca

(o su equivalente, 5 g de alga humeda):

A. Solucién acuosa de metanol al 40 % (v/v) por 12 h.

B. Solucion acuosa de formol 0,1 % (w/w) por 12 h, seguido de un lavado con
acido clorhidrico (pH 4) por 15 min.

C. Solucion acuosa de acido clorhidrico (pH 4) por 12 h.

D. Hipoclorito de sodio diluido (proporcién 1:7 de lejia : agua) por 30 min,
seguido de tres lavados con agua. El andlisis yodométrico indicé una
concentracion de hipoclorito de sodio de 3,8 % (w/w) en la lejia concentrada,
lo cual implica que la solucién de lavado tiene una concentraciéon de 0,48 %

(wiw).

Para mejorar la eficiencia del pre-tratamiento, el alga seca se tritur6 ligeramente
(particulas de aproximadamente 5 mm de diametro). Al finalizar cada lavado, el alga

se separo por filtracion gruesa con embudo Blchner. En el caso del pre-tratamiento
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C, con HCI (pH 4), el filtrado se liofiliz6 para recuperar el residuo, el cual fue
analizado posteriormente. Para analizar la eficiencia de los pre-tratamientos, se
extrajo alginato de sodio del alga pre-tratada empleando un medio alcalino con
Na,CO; acuoso 0,1 M por 2 h a 80 °C. El extracto se filtré al vacio con fieltro de
poliéster y se precipitd en 2-propanol (2:1 en volumen de propanol : solucion

alcalina). El producto se sec6 en una estufa a 50 °C por dos dias.

3.2.1.2 Extraccién en medio alcalino

En primer lugar, el alga se descongel6, se enjuag6b con agua y se secé
superficialmente con papel toalla. En todos los casos, el pre-tratamiento fue con el
método B. Para la extraccion, se empled una proporcién de 60 mL de solucion por
cada 10 g de alga humeda (o su equivalente, 2 g de alga seca). La concentracion
de Na,CO; se varié segun lo descrito en la seccion 4.1.2. La temperatura de
extraccion se reguldé a 80 °C empleando una manta calefactora. El calentamiento
fue por 2 h. Una vez terminada la extraccion, se obtuvo una mezcla gelatinosa, la
cual fue diluida entre 3 a 4 veces su volumen con agua caliente a 50 °C para
facilitar su filtracion. Se filtré al vacio con fieltro de poliéster para retener los sélidos
residuales y se dej6é enfriar por 30 min en la refrigeradora. El producto se precipitd
en 2-propanol (2:1 en volumen propanol : solucion), se dejé 30 min en el alcohol y

se filtr6 al vacio. Finalmente, se sec6 en estufa a 50 °C por dos dias.

Adicionalmente, se estudio si el secado previo del alga tenia algun efecto sobre el
rendimiento de la extraccion. Para ello, se tom6 20 g de alga himeda, se agregé
250 mL de agua y se trituro ligeramente. El alga se recupero por filtracion gruesa al
vacio, y se separé en dos porciones de igual masa. La primera porcion se empleé
directamente para la extraccion, mientras que la segunda porcion se secé en estufa
a 50 °C por 24 h. Asumiendo que el alga triturada es una mezcla
considerablemente homogénea, ambas porciones deberian tener la misma masa en
seco de alga, haciendo asi las extracciones comparables. El pre-tratamiento se
realizé con el método B. La extraccion se realizé empleando una proporcion de
0,5 g Na,CO; por cada 10 g de alga hiumeda (o su equivalente, 2 g de alga seca), a
80 °C por 2h.
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3.2.1.3 Purificacion del alginato

El alginato de sodio del extracto crudo se precipité en 2-propanol, empleando una
relacion en volumen de 2:1 (propanol : solucién). Esto se realizé vertiendo el
extracto en 2-propanol y agitando fuertemente con ayuda de una bagueta. El
alginato es insoluble en solventes organicos, por lo cual precipité formando fibras
gue se adhirieron a la bagueta. De esta forma se obtuvo un sélido gelatinoso que se
pudo retirar facilmente del bafio. Una vez retirado, el sdlido se enjuago en 2-
propanol, se comprimié para retirar el solvente absorbido y se dejé secar en una

estufa a 50 °C por 2 dias.

El alginato de sodio crudo y seco se disolvi6 en una solucién de EDTA 5 mM
obteniéndose una concentracién de 0,65 % (w/v). Para facilitar la disolucién, se
calentd a 40 °C por 1 h. La solucién se centrifugé a 3000 rpm por 10 min para
separar los sélidos insolubles. El sobrenadante se filtr6 a presion usando un filtro de
nitrocelulosa con tamafo de poro de 8 uym. Luego, se dializé en agua por 48 h,
cambiando regularmente la solucién de dialisis. Se emplearon membranas de éster
de celulosa Spectra/Por #3 MWCO 3500. Finalmente, se recuper6 el alginato por
liofilizacion. Alternativamente, la solucion de alginato en EDTA se puede precipitar

en 2-propanol.

Para el analisis de los extractos de alginato, se empleé alginato comercial Sigma-
Aldrich como referencia. Debido a que este producto contenia residuos insolubles,
fue necesaria una purificacion previa para asegurar la exactitud de los analisis. Se
empled el mismo método de purificacién descrito anteriormente, excepto que el

alginato de sodio se disolvi6 solo en agua y no se realizé la dialisis.
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3.2.1.4 Protocolo propuesto para la extraccién y purificacién de alginato de

sodio

Se extrajo alginato de sodio de las tres partes del alga separadas anteriormente:
hojas, tallos y bulbos. El alga se secé en estufa a 50 °C por 24 h. Luego, se triturd
ligeramente en seco. El pre-tratamiento se realiz6 con el método D. Se empled 50
mL de solucién de lavado por cada gramo de alga seca. La extraccion se realizo
con una solucién de Na,CO3; acuoso en proporciéon molar 1:1, a 80 °C por 2 h. Esto
equivale a 0,25 g de Na,CO;3; por gramo de alga seca en 30 mL de agua. Una vez
terminada la extraccion, el alginato se purificd siguiendo el método descrito en la
seccion 3.2.1.3. Adicionalmente, se obtuvo un espectro UV-VIS de una solucién al

2 % (wl/v) del extracto de alginato.

3.2.2 Andlisis de composicién y estructura quimica por RMN

De acuerdo a la norma ASTM F2259-10(2012)' *°, se preparé 100 mL de una
solucion acuosa de alginato de sodio al 0,1 % (w/v). El pH se ajust6é a 5,6 con HCI
0,1M vy se calent6 a 100 °C por 1 h. El pH se ajust6 a 3,8 con HCI (1 My 0,1M) y se
calent6 nuevamente a 100 °C por 30 min. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
El pH se regulé a 7 con NaOH (1M, 0,1 M) y se liofilizé. La muestra se disolvié en
2 mL de D,O 99,9 % vy se liofiliz6. Se tomé 12 mg de la muestra y se disolvié en
0,8 mL de D,0O 99,9 %. Se agrego 10 pL de estandar de TSP al 1 % (w/v) en D,0O, y
20 yL de EDTA en D,0O 0,3 M. ElI EDTA acttia como quelante de los iones ca?, los
cuales causan ensanchamiento de las sefiales. Se obtuvo el espectro de 'H a
80 °C, con 64 escaneos y tiempo de relajacion (d1) de 2 s. Para el procesamiento
del espectro, se emple6é un zero-filling de 65k puntos y un exponential window

function con 0,5 Hz de ensanchamiento de linea.*®

Adicionalmente, se empled la misma muestra para obtener el espectro de *C a
25 °C, con 30 000 escaneos y tiempo de relajacion (d1) de 5 s.'”?® Para el
procesamiento del espectro, se empled un exponential window function con 10 Hz

de ensanchamiento de linea.
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En ambos andlisis, los desplazamientos quimicos se referenciaron a la sefial del
TSP.

3.2.3 Determinacion del ratio M/G por FT-IR

Se empled el método descrito por Filipov y Kohn®® para estimar el ratio M/G del
alginato por espectroscopia FT-IR. Para ello, se pes6 1 mg de alginato de sodio y
200 mg de KBr. Se disolvieron en 3 mL de agua Milli-Q Nanopure, y se liofilizé la
solucion. Se molié el liofilizado en mortero, se tomd 100 mg y se formé una pastilla
de 12 mm de didmetro. Se obtuvo el espectro FT-IR con una resolucion de 4 cm™y
32 barridos. El equipo realiz6 la autocorreccion de CO, y agua tras la adquisicion

del espectro.

3.2.4 Anélisis de masa molar por viscosimetria capilar

La viscosimetria capilar se realiz6 con un viscosimetro Ubbelohde 1C (K = 0,02871
mm?/s?). Se emple6 como solvente una solucién acuosa de NaCl 0,1 M * filtrada
con membrana de nylon de 0,2 um. Para el alginato Sigma-Aldrich, se prepar6 una
solucion al 0,25 % (w/v) mientras que para los alginatos extraidos de Macrocystis
sp., soluciones al 0,1 % (w/v). Estas soluciones se filtraron con membranas de
acetato de celulosa de 0,45 ym. Para cada muestra, se realizaron tres diluciones,
midiéndose cuatro veces el tiempo de flujo a cada concentracion. Las mediciones

se realizaron a 25 °C.%*®

3.2.5 Andlisis de masa molar por cromatografia de permeacion en gel (GPC)

El anélisis por GPC se bas6 en la norma ASTM FF2605-08°'.%* Como fase mévil se
empled una solucion de Na,SO, 0,05 M y EDTA 0,01 M en agua Milli-Q. La fase
movil se preparé como solucion stock de Na,SO,4 0,1M y EDTA 0,02 M en agua

Milli-Q, se diluyd 1:1 (v/v) y se filtré al vacio con filtro de membrana de 0,22 pym
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antes de su uso. Las muestras se disolvieron directamente en la fase movil a una
concentracion de 1,5 mg/mL por 24 h a 10 °C y con agitacion magnética a 600 rpm.
Se dejaron temperar a 25 °C, se filtraron con filtros de jeringa de 0,45 ym vy se
transfirieron a viales. Se inyecté 250 yL de muestra en un loop de 100 L. La

cromatografia se realiz6 por 40 min a un flujo de 0,5 mL/min.

3.2.6 Estudio del alginato por microscopia electrénica de barrido (SEM)

3.2.6.1 Morfologia del alginato de sodio y sus derivados

En principio, se estudié la morfologia superficial del alginato de sodio y sus
derivados: alginato de calcio y &cido alginico. Las muestras se prepararon con el
alginato de sodio Sigma-Aldrich purificado. Se preparé una solucién acuosa al
1,5 % (w/v) de alginato, y se separ6 en tres porciones. La primera se liofilizd
directamente. La segunda porcion se precipité en forma de perlas por adicion
directa con gotero a un bafio de cloruro de calcio 0,5 M. Las perlas se dejaron
reposar en el bafio por 30 min, se lavaron varias veces con agua y se liofilizaron.
Finalmente, la tercera porcion se precipitd en forma de perlas por adicién directa
con gotero a un bafio de acido clorhidrico 1 M. Las perlas se dejaron reposar por
15 min, se lavaron varias veces con agua hasta que el agua de lavado tuviese pH 4,
y se liofilizaron. Para su analisis por SEM, las muestras de alginato se colocaron en
pines de aluminio recubiertos con discos adhesivos de carbono. Ademas, se
recubrié las muestras con una capa de oro de aproximadamente 20 nm de grosor
empleando el equipo de sputtering en el modo Timed Sputter por 60 s a una
corriente de 25 mA. Se observaron las muestras usando el detector ETD en modo

alto vacio con un voltaje de 10 kV.
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3.2.6.2 Estudio del proceso de gelificacion del alginato de sodio por

entrecruzamiento iénico

Se estudio el proceso de gelificacion del alginato de sodio por precipitacién con
cationes divalentes, en este caso calcio (Ca?") y cobre (Cu®), para lo cual se
preparé una solucion acuosa al 2 % (w/v) de alginato de sodio Sigma-Aldrich.
Luego, se precipitaron perlas de alginato (aprox. 3 mm de didmetro) en dos
soluciones acuosas: CaCl, 0,5 M y CuS0O,4-5H,0 0,2 M. Ambas soluciones fueron
previamente filtradas con membrana de nylon de 1,2 um. Se fotografio el proceso
de gelificacion a diferentes tiempos para observar el proceso de difusion de los
cationes gelificantes. En el caso del cobre, las perlas a 1 min y a 30 min se
congelaron en nitrégeno liquido, se cortaron transversalmente y se liofilizaron. Se
observaron las secciones transversales por SEM empleando el detector ETD vy el
sistema EDS en modo alto vacio con un voltaje de 20 kV. Estas muestras también

se recubrieron con oro siguiendo el mismo método descrito en la seccion 3.2.6.1.

3.2.7 Degradacion de alginato en medio alcalino asistida por microondas

En primer lugar, se preparé una solucién de alginato Sigma-Aldrich 0,667 % (w/v)
en NaOH 0,083 M (se dej6 homogenizando por un dia a temperatura ambiente).
Los programas de calentamiento por microondas realizados y los gréficos
correspondientes se muestran en la Tabla 1 y la Figura 6. En general, se empled un
tiempo de calentamiento de 2 min para llegar a la temperatura deseada, agitacion
magnética de 800 rpm y enfriamiento final con aire a 50 °C. El tiempo de
calentamiento a temperatura constante varié segun el caso. Para cada muestra, se
tomo 15 mL de la solucién de alginato y se colocO en un reactor para microondas
de 30 mL. Se sometié al programa de calentamiento y se trasvaso el contenido a
una fiola de 25 mL. Se enras6 con agua y se homogenizé. Las concentraciones
finales de alginato y NaOH son 0,4 % (w/v) y 0,05 M, respectivamente. Se midio6 la
viscosidad relativa a 25 °C empleando un viscosimetro Ubbelohde 1C (K = 0,02871

mm?/s?). Para cada muestra se repitié la medicion de viscosidad cuatro veces.
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Tabla 1. Programas de calentamiento en microondas para la solucién de alginato

en medio alcalino.

Variable: Tiempo de calentamiento Variable: Temperatura de reaccion
T=100°C t =10 min
Caso Tiempo (min) Caso Temperatura (°C)
A (control, 25 °C)* 0 E (control, 25
t =0 min)*
B 5 F 100
C 10 G 115
D 10 (intermitente)** H 130

* Se empled muestras sin calentar como control puesto que el alginato podria sufrir degradacion
espontanea a temperatura ambiente en el medio alcalino. El estudio de la variable tiempo de
calentamiento se realiz6 inmediatamente después de preparada la solucion, mientras que el de la
variable temperatura de reaccion, una semana despueés.

** Este caso se denomina intermitente debido a que se empled un programa con tres calentamientos y
enfriamientos que suma un tiempo neto de calentamiento de 10 min.
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Variable: Tiempo de calentamiento

Variable: Temperatura de reaccién
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Figura 6. Gréficos de la temperatura,

presion, potencia y los programas de

calentamiento en microondas para los casos mostrados en la Tabla 1. La linea

anaranjada corresponde a la temperatura (°C) medida con el sensor IR, la linea

azul corresponde a la potencia (W) de la radiacidbn microondas, y la linea verde

corresponde a la presion (psi) en el tubo de microondas durante el calentamiento.
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Se analiz6 el producto de la degradacion por FT-IR, 'H-RMN, **C-RMN vy
GPC.1*1"1924 5e tomaron las muestras G y H, y se regulé el pH a 6 con HCI 1 M. La
muestra G se precipitdé en 2-propanol y se separd por centrifugacion a 1000 rpm por
2 min. Se lavé el alginato con 2-propanol y se dej6 secar en estufa a 50 °C por 24
h. El propanol residual se rotaevaporé, y el residuo sélido se dej6 secar en las
mismas condiciones. Por otro lado, la muestra H se liofiliz6. Se obtuvieron los
espectros FT-IR y *H-RMN de las tres muestras. Adicionalmente, se obtuvieron los
espectros **C-RMN vy los cromatogramas GPC del alginato inicial y de la muestra G

purificada.

3.2.8 Andlisis del residuo del pre-tratamiento del alga con acido

El andlisis quimico se realiz6 por espectroscopias FT-IR, 'H-RMN y XRF. Los
espectros FT-IR se obtuvieron en pastillas de KBr (1 mg de muestra liofilizada en
200 mg de KBr), con resolucién de 4 cm™ y con 32 barridos.'® Los espectros 'H-
RMN se obtuvieron a 80 °C, con 64 escaneos y tiempo de relajacion (d1) de 2 s. Se
agreg6 10 uL de estandar de TSP al 1 % (w/v) a las muestras.”® Los
desplazamientos quimicos se referenciaron a la sefal del TSP. Los espectros XRF
se obtuvieron directamente de la muestra liofilizada empleando un voltaje de 40 kV,
una corriente de 30 pA y un tiempo de analisis de 60 s. Adicionalmente, se obtuvo
la distribucién de masa molar por GPC, empleando el mismo sistema que en el
caso del alginato.?* Para comparar el residuo del pre-tratamiento con el fucoidan
ofrecido comercialmente, se adquirid un suplemento alimenticio en tabletas, marca
KAL Nutraceutical, el cual consistia en un extracto del alga Laminaria japonica,
comunmente conocida como kombu, con un contenido de fucoidan de 300 mg por
tableta. Se tomd una tableta y se trituré6 completamente. Luego, se agregd agua y
se dej6 agitando a 40 °C por 1 h. Seguidamente, se centrifugd la mezcla a 3000

rpm por 5 min. El sobrenadante se filtré con papel filtro de paso rapido y se liofiliz6.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccion de alginato

La extraccion de alginato comprende tres procedimientos: un pre-tratamiento, una
extraccién en medio alcalino y un proceso de purificacion. En la literatura, se
reporta que existen diferencias en la composicion del alginato dependiendo de la
parte del alga de donde se extraiga®, por lo tanto, se empleé Gnicamente las hojas
del alga para estudiar las variables que afectan la extraccion. Asi mismo, se
comparo la extraccion empleando el alga humeda y el alga seca. Para determinar la
eficiencia de la extraccion, se compar6 la masa y el color del extracto de alginato

crudo.

En la Tabla 2, se observa que el contenido de humedad del alga es cercano al 80 %
(w/w), o lo que es lo mismo, el contenido de alga seca es del 20 % (w/w). Este valor
se emple6 como referencia posteriormente para calcular el rendimiento de las

extracciones empleando el alga humeda.

Tabla 2. Estudio del contenido de humedad del alga.

Masa (g) bulbo 1 | bulbo 2 tallo 1 tallo 2 hoja 1 hoja 2
algahumeda | 1,7910 1,2049 1,3119 1,5970 1,6466 1,9277

1 dia 0,2447 0,2628 0,3030 0,2845 0,3418 0,3083

2 dias 0,2428 0,2634 0,3015 0,2850 0,3399 0,3072

alga seca 0,2428 0,2634 0,3015 0,2850 0,3399 0,3072
% humedad 86,4 78,1 77,0 82,2 79,4 84,1

MEDIA 81,2 %
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4.1.1 Pre-tratamiento del alga

Con el pre-tratamiento A, se pretendio estudiar la viabilidad de usar solventes
organicos hidrosolubles para remover compuestos organicos en el alga, causantes
del color en el producto final. EI método B ha sido reportado como el pre-
tratamiento Optimo pues el formaldehido reaccionaria con compuestos fendlicos
presentes en el alga para precipitarlos como productos insolubles.’* Luego, el
tratamiento 4cido permitiria remover los cationes gelificantes. Por comparacién, con
el método C se buscé comprobar la eficacia de la reaccién con el formaldehido.
Finalmente, con el método D, se buscé comprobar si el hipoclorito de sodio

ayudaria a reducir la coloracion del producto final.

En todos los casos, excepto aquel con NaOCl (método D), el residuo del pre-
tratamiento fue una mezcla acuosa, gelatinosa y de color verde amarillento. Para
remover los sélidos insolubles, la mezcla se centrifugé a 3000 rpm por 10 min y se
filtr6 a presibn con membrana de nitrocelulosa de 8 um. Finalmente, el residuo
soluble se recuper6é por liofilizacion. El rendimiento fue del 5 % (w/w)
aproximadamente respecto de la masa inicial de alga. En base a lo reportado en la
literatura, se presume que este residuo podria ser un polisacarido del tipo

fucoidan.®** El analisis quimico del mismo se muestra en la seccion 4.8.

La Tabla 3 muestra los resultados de los diferentes pre-tratamientos. El pre-
tratamiento con formol 0,1 % (w/w) condujo a un producto de color verde de
mediana intensidad (ver Figura 7). El residuo de la filtracién con fieltro de poliéster,
al final de la extraccién, fue un soélido de color verde oscuro. A comparacion, el
metanol no parecio presentar una ventaja significativa sobre el uso de la solucion
de formol, pues no removi6é con eficiencia los compuestos fendlicos en el alga,
posiblemente porque estos estan dentro de la matriz celular y su difusion es lenta.
Por otro lado, el pre-tratamiento C, solamente con HCI (pH 4), condujo a un
producto con mayor coloracion, lo que parece indicar que el formol si remueve
parcialmente los compuestos fendlicos en el alga. El método D del NaOCI 0,5 %
(w/w) condujo a un producto marcadamente menos coloreado que los casos
anteriores (ver Figura 7). Durante el procedimiento, se observé que primero el alga

se tornaba color marrén y luego se iba decolorando rapidamente por efecto de la
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oxidacién. Sin embargo, como se reporta en la literatura’®, un tratamiento muy
prolongado podria conducir también a la degradacion del alginato, resultando en un
producto de menor masa molar. A diferencia del método reportado en la literatura®?,
en el cual el blanqueo se realiza directamente sobre el alginato de calcio precipitado
a partir del extracto, el método aqui mostrado tiene la ventaja de que, al realizarse

antes de la extraccion, evita dejar el olor y sabor a cloro en el producto final.

Tabla 3. Estudio del pre-tratamiento del alga.

_ _ Intensidad
Pre-tratamiento Color final
del color
A. Metanol 40 % Verde Media
B. Formol 0,1 % + HCI Verde Media
C. HCI (pH 4) Verde Oscuro
D. NaOCI 0,5 % Marrén Claro

Figura 7. Alginato pre-tratado con formol (izquierda), y alginato pre-tratado con
hipoclorito de sodio (derecha).

En base a lo observado, el tratamiento con hipoclorito de sodio parece ser el mas
indicado para obtener un alginato de menor coloracién. Ademas, de esta forma se
evita los lavados acidos subsecuentes al tratamiento con formaldehido, los cuales

podrian reducir la masa molar del producto final.** En caso se encontrara fucoidan
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en el residuo del pre-tratamiento, y este tuviese potenciales aplicaciones
comerciales, entonces convendria emplear el lavado solamente con acido (método

C) para recuperarlo y asi obtener ambos productos de un mismo lote de alga.

4.1.2 Extraccion en medio alcalino

En la literatura®, se reporta que la extraccion de alginato 6ptima se realiza con
solucion acuosa de carbonato de sodio, Na,CO; a pH 10, lo cual equivale
aproximadamente a una concentracién de 0,017 M. En el presente estudio, la
extraccion se realizé también con Na,COj; (¢, pero variando la concentracion de
base, y se comparé los rendimientos. Para hacer los calculos de numero de moles,
en base a la neutralizacion de los grupos carbonato (ver ecuaciones quimicas en la
seccion 1.1.3), se empled las siguientes suposiciones. Esto se hizo para asegurar el

maximo de solubilidad del alginato en el medio de reaccion.

i.  Contenido de humedad en el alga: 80 %.
ii. En base a lo reportado en la literatura, el maximo contenido de alginato
en el alga seria aproximadamente 40 % en peso seco.’
iii. Todo el alginato esta presente como acido alginico, por ende, su masa

molar por unidad es de 177 g/mol.

En base a estas suposiciones, se probaron las siguientes proporciones molares de
Na,CO; a alginato: 0,625:1, 1:1y 2:1.

Para estudiar las condiciones de concentracién de la base, se realizaron cuatro
extracciones empleando el alga humeda (ver la Tabla 4). Como se aprecia, la
concentracion de la base es un factor determinante en la eficiencia de la extraccion
de alginato. En la condicion (a), se reprodujo la condicion de solucion de Na,COs (4
a pH 10 (equivalente a 0,017 M) reportada en la literatura; sin embargo, no se
obtuvo un buen rendimiento. En la condicion (b), se emple6 una relacion molar
Na,COs: alginato de 0,625:1, con lo cual se incrementd marcadamente el
rendimiento y alcanzdé un 27,7 %. Esto parece indicar que las suposiciones
mencionadas anteriormente son un buen método para calcular la cantidad de base

necesaria para una extraccion optima. Posteriormente, se optd por incrementar la
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relacibn molar a 1:1, como se observa en la condicion (c). El rendimiento se
increment6 en un 66 % aproximadamente. Cabe mencionar que para esta
concentracion, el alga practicamente se desintegré en el medio de extraccion, a
diferencia de los casos anteriores en donde se observaron pequefios restos de
alga. Para comprobar si la relacién molar 1:1 era la condicién dptima de extraccion,
se probd6 una relacién 2:1, como se observa en la condiciéon (d). En este ultimo
caso, el rendimiento no cambid significativamente respecto al caso anterior. Por lo
tanto, se concluye que la relacion molar 1:1 es la mejor alternativa para la
extraccién de alginato. Esta condicién implica el uso de 0,5 g de Na,CO; por cada

10 g de alga himeda (o su equivalente, 2 g de alga seca).

Tabla 4. Estudio del efecto de la concentracién de la base en la extraccién.

_ .. | Na,COg:alginato Rendimiento
Condicién [Na,CO3] (M)
(moles) (%)*
(@) pH 10 0,017 M 4,2+0,2
(b) 0,625:1 0,047 M 27,7+0,8
(©) 1:1 0,079 M 46,0 £2,9
(d) 2:1 0,157 M 454 +3,5

*El rendimiento se calculé en base a la masa de alga seca, asumiendo que el
contenido de humedad del alga es del 80 %. Las extracciones se realizaron por

duplicado.

Adicionalmente, se estudio si habia alguna diferencia entre emplear el alga humeda
0 seca para la extraccion. Para ello, se obtuvo dos porciones equivalentes de alga
humeda, y una de ellas se dejé secar. La masa en seco del alga fue 1,90 g. Como
se observa en la Tabla 5, no parece haber una diferencia significativa entre la
extraccion con alga hiumeda o alga seca. Esto se debe a que, en ambos casos, el
pre-tratamiento hidrata al alga, lo cual a su vez facilita la disolucion del alginato en
el medio alcalino durante la extraccion propiamente dicha. Sin embargo, cabe

resaltar que el alga seca es mas facil de almacenar y de manejar.
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Tabla 5. Estudio del efecto del estado inicial del alga en la extraccion.

Estado inicial del alga Rendimiento (%)*
Hlimeda 57,7
Seca 56,0

*El rendimiento se calcul6 en base a la masa de alga seca,
asumiendo que el contenido de humedad del alga es del 80 %. Las

extracciones se realizaron una vez.

4.1.3 Purificacion del alginato

En la literatura se reporta que el método del alginato de calcio es ampliamente
usado para aislar el alginato de sodio del extracto crudo.'®*'*!* Sin embargo, al
aplicar este método se observo que la precipitacion del alginato es muy rapida vy,
por ende, las impurezas tienden a quedar atrapadas en el gel formado. Ademas, se
ha reportado que el alginato sufre cierta degradacién en los subsiguientes
tratamientos con solucién de HCI para remover el calcio.®® Por lo tanto, se disefio

un método alternativo para purificar el alginato.

El alginato de sodio se aislé del extracto crudo por precipitacién en 2-propanol. Al
secarse, el gel de alginato redujo su volumen significativamente formando un sélido
duro. Superficialmente presentaba un color oscuro pero el interior era blanquecino.
Posteriormente, el alginato de sodio crudo se purificd segln el método descrito en

la seccion 3.2.1.3. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Dada la gran variedad de aplicaciones que tiene el alginato, la eleccién del método
de purificacion esta sujeta al grado de pureza que se necesite. Por ejemplo, el
alginato empleado en aplicaciones biomédicas requiere una purificacion mas
exhaustiva, a fin de remover endotoxinas, proteinas, metales pesados,
microorganismos, etc.® En cambio para aplicaciones como impresién de textiles, el

grado de pureza requerido es menor.
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Tabla 6. Purificacion del alginato de sodio.

Masa alginato Masa alginato o
Parte del alga - Rendimiento (% w/w)
crudo (9) purificado (g)
Hojas 1,0555 0,6985 66,2
Tallos 0,9543 0,6238 65,4
Bulbos 1,2228 0,6606 54,0

*El rendimiento se calculd en base a la masa de alga seca. Las extracciones se realizaron una vez.

En general, el método aqui propuesto permite remover una cantidad considerable
de impurezas, resultando en un alginato con buena solubilidad y de color claro. En
primer lugar, la precipitacion en 2-propanol permitio aislar el alginato de sodio del
extracto crudo. Durante la extraccion, el alginato se disuelve en el medio acuoso
basico, sin embargo, la lisis de las células libera una gran cantidad de sustancias al
medio. Asi, el solvente organico remueve el Na,CO; residual, membranas celulares,
lipidos residuos organicos, proteinas, compuestos fendlicos, etc. y reduce
significativamente el color del producto final. Ademas, permite en cierta medida
evitar la proliferacion de microorganismos en el producto. Con el secado se evapora
el solvente residual. Posteriormente, el producto es disuelto en una solucién acuosa
de EDTA 5 mM a una concentracién de 0,65 % (w/v). La concentracion es crucial,
puesto que se necesita una solucién suficientemente fluida para lograr una buena
separacion por centrifugacion, pero no tan diluida como para dificultar el aislamiento
del alginato al final de la purificaciéon. EI EDTA facilita la disolucién puesto que actua
como quelante de cationes gelificantes, principalmente el calcio. Es recomendable
triturar el producto antes de su purificacién, y calentar la soluciéon a 40 °C para
asegurar una buena disolucién. La centrifugacion permite remover los sélidos
insolubles, algunos de los cuales también son responsables del color oscuro en el
producto final. Por su parte, la filtracibn permite remover microparticulas en
suspension. Es recomendable filtrar a presion en vez de usar vacio puesto que la
solucion tiene una viscosidad considerable. Posteriormente, la solucion se somete a
una dialisis en agua, con la cual se remueven las sales (incluyendo el EDTA),
contaminantes organicos disueltos, y oligdbmeros de alginato u otros polisacaridos
de baja masa molar. El alginato se puede recuperar por liofilizacion, con lo cual
queda en forma de espuma expandida. Por otro lado, si se emplea la precipitacion

en 2-propanol, se le puede posteriormente triturar y dejar secar.
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4.1.4 Protocolo propuesto para la extraccién y purificacion de alginato de

sodio

Se determind un protocolo éptimo de obtencién de alginato de sodio a partir de
Macrocystis sp. El pre-tratamiento se realizé con solucion de hipoclorito de sodio
0,5 %. La extraccion fue en medio acuoso alcalino con Na,COj3; en proporcion molar
1:1, a 80 °C por 2 h. El extracto de alginato crudo se aislé por precipitacion en 2-
propanol, y se purifico por redisolucion en medio acuoso con un agente quelante de
cationes divalentes, seguido de una centrifugacion, una filtracion, y un proceso de
didlisis con membrana porosa. Finalmente, el alginato purificado se recuper6 por

liofilizacion.

En la Tabla 7, se observan los resultados del proceso de obtencion de alginato de
sodio a partir de las tres partes del alga: hojas, bulbos y tallos. La Figura 8 muestra
el espectro UV-VIS de una solucién acuosa del extracto de alginato (hojas). Se
observa que la absorcion en el rango visible (390 — 700 nm) es casi nula, lo cual
comprueba que el producto final tiene una baja coloracion. El rendimiento promedio
de la extraccion de alginato de sodio purificado fue 33,0 + 1,9 % (w/w). Este valor

|12

es superior al reportado por Hernandez-Carmona et al.”*, quienes obtuvieron un

rendimiento maximo de 21,9 %.

Tabla 7. Rendimientos de la extraccion y purificacion de alginato de sodio del alga

Macrocystis sp.

Parte del alga* | Extraccion (% w/w) | Purificacion (% w/w) | Total (% w/w)

Hojas 52,7 66,2 34,9
Tallos 47,7 65,4 31,2
Bulbos 61,1 54,0 33,0

*Extracciones realizadas con el alga seca. Se hizo una sola extraccién por cada parte.
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Figura 8. Espectro UV-VIS de una solucion acuosa al 2 % (w/v) del extracto de

alginato (hojas).

4.2 Anélisis de composicién y estructura quimica por RMN

Se empleé la norma ASTM F2259-10(2012)"" para el andlisis del alginato por
RMN." El método contempla una degradacion del polisacarido en medio acido
previo al andlisis. Esto se debe a que dicha degradacion rompe los enlaces
glicosidicos, lo cual permite reducir la viscosidad de la muestra, incrementar la
movilidad de las moléculas y consecuentemente obtener un espectro con mejor

resolucion.

Del espectro *H-RMN de las muestras de alginato, se calcularon las frecuencias de
las moénadas, los duos y las triadas, con las cuales a su vez se calcul6 el ratio M/G
y la longitud promedio en nimero de los bloques-G sin considerar las triadas —
MGM- (Ng>1). Los estudios de Grasdalen et al.,***® (recopilados en la norma ASTM
F2259-10(2012)") mostraron que se pueden calcular los valores anteriormente
mencionados empleando las sefiales caracteristicas de la zona entre 4,25 y 5,5
ppm (ver Figura 9). Estas sefiales corresponden a los hidrégenos enlazados a los
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carbonos 1 y 5 (ver Figura 1), los cuales estan mas desprotegidos debido a su
cercania al enlace glicosidico y al grupo carboxilo, respectivamente. Debido a que
algunas de las sefiales se solapan entre si, fue necesario emplear un ajuste
gaussiano-lorentziano para determinar las areas de los picos. Ademas, para
obtener un buen ajuste fue necesario definir correctamente la linea base. Las

relaciones empleadas se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Relaciones empleadas para el andlisis cuantitativo por *H-RMN del

alginato.™

G =0,5(A + C +0,5(B1 + B2 + B3))
M = B4 + 0,5(B1 + B2 + B3)

Ménadas*
F,=GI(M+G)

F,, = M/(M + G)

GG =0,5(A+ C-0,5(B1 + B2 + B3)
MG = GM = 0,5(B1 + B2 +B3)

MM = B4

Duos*
Fes = GG/(M + G)
FMM = MM/(M + G)
FQM ] FMG =MG/(M + G)

GGM = MGG = (B1)0,5(B1 + B2 +B3)/(B1 + B2)
MGM = (B2)(0,5)(B1 + B2 + B3)/(B1 + B2)
GGG =GG - GGM

Triadas*
Fsge = GGG/(M + G)

Fuan = MGMI(M + G)

FGQM = FMQG = GGM/(M + G)

Ng = FG/FgM

Ratios Ng., = (Fg - FMQM)/FGQM
NM = FM/FMG

*F = fraccion o frecuencia

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx_:_\ée'_l}gﬁmo

DEL PERU

BSBd

51?\\

5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 PpPm

Figura 9. Regi6n de interés del espectro *H del alginato para el andlisis cuantitativo.

(Tomado de la referencia 15)
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En primer lugar, se corrobor6 el método empleando el alginato comercial provisto

por Sigma-Aldrich (ver Figura 10).
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Figura 10. Espectro *H-RMN a 80 °C (D,O, 500 MHz) del alginato Sigma-Aldrich

(arriba), y ajuste de la regién de interés del espectro (abajo). La linea negra es el

espectro original; la linea azul es el ajuste para cada pico; y la linea amarilla es la

suma total del ajuste. Concordancia del modelo = 99 %.

Tesis publicada con autorizacién del autor

No olvide citar esta tesis

40




PONTIFICIA

TESIS PUCP | gz_}\gﬁgﬁmo

DEL PERU

Tabla 9. Resultados del ajuste de la region de interés del espectro de *H-RMN del

alginato Sigma-Aldrich.

Sefial S (ppm) Asignacion* Area (u.a.)
A 5,06 G (proton 1) 8 119 330 304
B1 4,76 GGM (proton 5) 964 861 056
B2 4,73 MGM (protén 5) 2 528 234 496
B3 4,70 MG (proton 1) 3 936 093 696
B4 4,67 MM (proton 1) 8 751 037 440
C 4,47 GG (proton 5) 4 096 526 144

*Ver asignacion de protones en la Figura 1.

El productor reporta que el ratio M/G de este alginato es de 1,56, es decir, una
composicion de 61 % manuronato y 39 % guluronato.®® El valor aqui obtenido es
de 1,57 (ver Tabla 10), lo cual concuerda considerablemente con lo reportado. El
Ng>1 indica que, en promedio, el ndmero de unidades en una cadena

homogulurénica es de 5.

Tabla 10. Pardmetros de composicién y estructura del alginato Sigma-Aldrich.

Ménadas Duos Triadas Ratio M/G Ngs1

Fe 0,39 Feo 0,21 Feco 0,16 1,57 5,1
Fum 0,61 Fum 0,43 Fuem 0,13
Fom 0,18 Feam 0,05
Fuve 0,18 Fmce 0,05

Una vez corroborado el método, se realizé el mismo procedimiento para los

extractos de alginato del alga Macrocystis sp. (ver Figuras 11, 12y 13).
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Figura 11. Espectro "H-RMN a 80 °C (D,O, 500 MHz) del alginato extraido de las
hojas de Macrocystis sp. (arriba). Resultados del ajuste de la region de interés del

espectro *H-RMN (abajo). Concordancia del modelo = 99 %.
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Tabla 11. Parametros de composicion y estructura del extracto de alginato (hojas).

Monadas Duos Triadas Ratio M/G No>1

Fe 0,37 Fee 0,17 Feeo 0,14 1,73 6,0
Fm 0,63 Fum 0,44 Fuam 0,16
Fem 0,20 Feam 0,03
Fue 0,20 Fuee 0,03

De la Tabla 11, se oberva que el ratio M/G es de 1,73, lo cual indica una
composicion de 63 % de manuronato y 37 % guluronato. Este valor es comparable
con lo reportado en la literatura para esta especie de alga: 1,56.% Ligeras
variaciones en el ratio M/G son esperables dependiendo del lugar de origen del
alga. El Ngs; indica que, en promedio, el niumero de unidades en una cadena

homogulurénica es de 6.
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Figura 12. Espectro 'H-RMN a 80 °C (D,O, 500 MHz) del alginato extraido de los

bulbos de Macrocystis sp. (arriba). Resultados del ajuste de la region de interés del
espectro *H-RMN (abajo). Concordancia del modelo = 99 %.
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Tabla 12. Parametros de composicion y estructura del extracto de alginato (bulbos).

Ménadas Duos Triadas R':/EI’I;C'BO Ngs1

Fe 0,36 Fee 0,17 Fece 0,15 1,79 8,4
Fm 0,64 Fum 0,45 From 0,17
Fam 0,19 Feam 0,02
Fuc 0,19 Fyce 0,02

De la Tabla 12, se observa que el ratio M/G es de 1,79, lo cual indica una
composicion de 64 % manuronato y 36 % guluronato. Este valor es bastante similar
al obtenido para el extracto de hojas. El valor de Ng>; indica que, en promedio, el
namero de unidades en una cadena homogulurénica es de 8. Esto indica que el
alginato en los bulbos tiene cadenas homogulurénicas mas largas que aquel en las

hojas.
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Figura 13. Espectro 'H-RMN a 80 °C (D,O, 500 MHz) del alginato extraido de los

tallos de Macrocystis sp. (arriba). Resultados del ajuste de la region de interés del
espectro *H-RMN (abajo). Concordancia del modelo = 99 %.
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Tabla 13. Parametros de composicion y estructura del extracto de alginato (tallos).

Monadas Duos Triadas Ratio M/G No>1

Fe 0,37 Fec 0,15 Foce 0,13 1,72 6,7
Fm 0,63 Fum 0,42 Frvem 0,19
Fem 0,21 Feem 0,03
Fuc 0,21 Fuce 0,03

De la Tabla 13, se observa que el ratio M/G es de 1,72, lo cual indica una
composicion de 63 % manuronato y 37 % guluronato. Este valor es casi el mismo
que para el alginato de las hojas y los bulbos. El Ng.; indica que, en promedio, el
namero de unidades en una cadena homogulurénica es de 7. Al igual que en el
caso de los bulbos,

los tallos parecen contener alginato con cadenas

homogulurénicas mas largas que las hojas.

Tabla 14. Resumen de los resultados por *H-RMN de los extractos de alginato.

Parte del alga Ratio M/G Ng>1
Hojas 1,73 6,0
Bulbos 1,79 8,4
Tallos 1,72 6,7

En general, se observa que no existen mayores diferencias en cuanto al ratio M/G
se refiere entre las diferentes partes del alga Macrocystis sp. Sin embargo, los
bulbos y tallos parecen contener alginato con cadenas homogulurénicas mas largas
que las hojas (ver Tabla 14). Esto concuerda puesto que mas guluronatos en
secuencia permiten la formacién de geles mas rigidos, lo cual se refleja en la

consistencia de los bulbos y los tallos.

Se obtuvo también los espectros de *C-RMN de los extractos de alginato (ver
Figura 14).
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Figura 14. Espectros “*C-RMN (D,0, 125,77 MHz) de los extractos de alginato de
(A) hojas, (B) bulbos y (C) tallos. La letra indica si el carbono es de un manuronato
(M) o de un guluronato (G), mientras que el numero es referencial a la secuencia

mostrada en la Figura 1.

Los carbonos 6 (& 178 ppm) corresponden al acido carboxilico. Los carbonos 1 (&
104 ppm) son los anoméricos del enlace glicosidico. Estos estan enlazados a dos
oxigenos, por lo cual sus sefiales se encuentran desplazadas hacia campo bajo.
Los carbonos 4 (& 80 ppm) son aquellos que también forman el enlace glicosidico
aunque, al estar enlazados solo a un oxigeno, sus sefiales no se encuentran tan
desplazadas como la de los carbonos 1. En la zona de 70-80 ppm, se distinguen las
sefiales del resto de carbonos de los anillos piranoides (carbonos 2, 3 y 5).}" En
general, se observa que los picos correspondientes a los manuronatos son
considerablemente mas intensos que los picos de los guluronatos. Esto concuerda

con los valores del ratio M/G hallados por *H-RMN.
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En conclusién, el anélisis por *H y **C-RMN indica que el extracto de alginato posee
una mayor cantidad de manuronato que de guluronato, siendo el ratio M/G
aproximadamente 1,75. A diferencia de lo reportado en la literatura®, no se observé
mayores diferencias en cuanto al ratio M/G en funcién de la parte del alga de la cual
se extrajo el alginato. Sin embargo, los resultados parecen indicar que los bulbos y

tallos poseen cadenas homogulurénicas mas largas que las hojas.

4.3 Determinacién del ratio M/G por FT-IR

En principio, se obtuvo el espectro FT-IR del alginato de sodio Sigma-Aldrich (ver

Figura 15). Se distinguen las siguientes bandas de absorcién:?°

— estiramiento del O-H a 3424 cm™

— estiramiento de los C-H del anillo piranoide a 2962 y 2932 cm™
—  estiramiento simétrico del COO™ a 1611 cm™

— estiramiento asimétrico del COO™ a 1416 cm™

— estiramiento del C-O a 1337 y 1299 cm™

— estiramiento C-O-C a 1094 cm
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Figura 15. Espectro FT-IR del alginato de sodio Sigma-Aldrich en modo
transmitancia (arriba) con ampliacién de la zona de 2000 a 500 cm™ (abajo). En rojo
se muestra la linea base trazada para el célculo del ratio M/G.
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Para estimar el ratio M/G, el método de Filipov y Kohn'® emplea preferentemente el
ratio entre las absorbancias de las bandas a 1320 y 1290 cm™ (A1s0/A12e0). Ese
valor se relaciona con el ratio M/G empleando la gréfica de la Figura 16, la cual

dichos investigadores construyeron a partir de muestras con ratio M/G conocido.

A, /A, T T T T
1.5

1.0

05

00 I 1 1 L
0 20 40 60 -80 % G 100
100% M 80 60 40 20 0

Figura 16. Relacién entre el ratio de absorbancias (Ai/A,) y la composicion del
alginato (ratio M/G) para (1) A1z20/A1200 Y (2) A1125/A1030. (Tomado de la referencia
19)

En el espectro FT-IR en modo absorbancia del alginato Sigma-Aldrich, se traz6 una
linea base sobre los puntos de menor absorbancia a 850 y 1500 cm™. Se observé
que las bandas de absorcién de 1320 y 1290 cm™ se encuentran desplazadas a
1338 y 1300 cm™, respectivamente (ver Figura 15). Sin embargo, la forma coincide
con los picos descritos por Filipov y Kohn, por lo cual fueron empleadas para el
andlisis. Los valores de absorbancia para las bandas a 1338 y 1300 cm™ son 0,027
y 0,034, respectivamente. El ratio de absorbancias es 0,77. Empleando la grafica de
la Figura 16, se obtiene una composicion de 67 % de manuronato y 33 %
guluronato, es decir, un ratio M/G de 2,03 aproximadamente. Este valor es
ligeramente diferente al reportado para este producto (1,56), sin embargo, es una

buena aproximacion.*
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En la Figura 17, se muestran los espectros FT-IR de los extractos de alginato. Se
distinguen las mismas bandas de absorcion que en el alginato Sigma-Aldrich. La
Unica diferencia apreciable es la variacién en la intensidad relativa de las bandas a
~1260 y ~800 cm™ respecto de las demas. En el espectro de las hojas (Figura
17A), ambas bandas poseen una intensidad relativa considerablemente mayor que
en los espectros de los bulbos (Figura 17B) y tallos (Figura 17C). Como se
menciona mas adelante en la seccion 4.8 Analisis del residuo del pre-tratamiento
del alga con &cido, estas bandas indican la presencia de polisacaridos sulfatados.
Al parecer las hojas contienen una mayor cantidad de los mismos que los bulbos y

los tallos.
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Figura 17. Espectros FT-IR de los extractos de alginato: (A) hojas, (B) bulbos y (C)

tallos. Se obtuvo un solo espectro por cada muestra.
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A continuacion, se muestran los ratios M/G calculados siguiendo este método para

los extractos de alginato.

Tabla 15. Ratio M/G de los extractos de alginato calculados por FT-IR.

Parte del alga Aiass A1300 A133s/A300 Ratio M/G
Hojas 0,050 0,057 0,88 1,50
Bulbos 0,053 0,063 0,84 1,86
Tallos 0,045 0,049 0,92 1,44

Como se observa en la Tabla 15, los ratios M/G calculados son bastante cercanos
entre si, e indican una composicién en el rango de 55 - 65 % manuronato y 45 -
35 % guluronato. El ratio M/G promedio es 1,60. Los tallos parecen contener una
cantidad ligeramente mayor de guluronatos que las hojas y los bulbos. Esto
concuerda considerablemente con los resultados obtenidos por 'H-RMN, aunque
claramente esta Ultima técnica permite un calculo mas exacto del ratio M/G. Se
comprueba entonces que se puede realizar una buena aproximacion del ratio M/G
de los extractos de alginato por FT-IR. La ventaja de este método radica en la
facilidad y rapidez para la preparacion de la muestra y en su bajo costo, a
comparacion del RMN. Por lo tanto, podria servir para controles rutinarios de la

caracterizacion del alginato.

4.4 Andlisis de masa molar por viscosimetria capilar

Los estudios de Martinsen et al. reportan que, para el alginato de Macrocystis
pyrifera disuelto en NaCl 5q 0,1 M, las constantes de Mark-Houwink son a = 0,92 y
K = 0,073 cm®g.*® En la Figura 18, se muestran las ecuaciones empleadas para el
célculo de la masa molar por viscosimetria capilar. Para determinar la viscosidad
intrinseca se empled el valor promedio de la ordenada de las gréaficas de Huggins y
Kraemer. Luego, con esta viscosidad intrinseca se determiné la masa molar

promedio en viscosidad empleando la ecuacion de Mark-Houwink.
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t
Viscosidad relativa n, = o
0
. . . t - to
Viscosidad especifica 1y, = n
0
) , . Nsp
Viscosidad reducida Nyeq = -
ln(nr)

Viscosidad inherente N, =

Método de Huggins [n] = lim

( )
(ln(m))
g

Método de Kraemer

Ecuacion de Mark — Houwink | = KM~

Figura 18. Ecuaciones para viscosimetria capilar.

A continuacion, se muestran los resultados de viscosimetria capilar para las
muestras de alginato, asi como también los graficos de Huggins y Kraemer (ver
Figuras 19 — 22).
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Alginato Sigma- Aldrich

[(Ng";‘rﬁ'l_g)] Solvente 2,500 x 10° 2,083 x 10° 1,786 x 10° 1,563 x 10°®
 promedio () 32,78 58,45 53.13 49,64 47,18
N, ; 1,78 1,62 151 1.44
N s ; 078 0,62 051 0,44
N red } 313,22 297,89 287,96 280,98
N inh } 231,33 231,74 232,35 232,94

[n] = 231,07 mL/g
MW = 77 940 g/mol
350.00 -
y = 34 458,46x + 226,69
300.00 - Rz = 0,999
n 250.00 -
T— —o o ° enred
1 y=-1696,75x + 23545 eninh
200.00 Re 0053
-0.0005 0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003
c (g/mL)

Figura 19. Resultados de viscosimetria para el alginato Sigma-Aldrich.

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP T gx_:_\éELl}gIBAD

DEL PERU

Extracto de alginato (hojas)

[NaAlgl — goivente  1,00x10° 833x10% 7,14x10* 6,25 x 10*
(g/mL)
t promedio (S) 32,78 78,40 67,92 61,24 1,73
n: - 2,39 2,07 1,87 1,73
Nsp - 1,39 1,07 0,87 0,73
N red - 1391,44 1286,11 1215,19 1169,53
N inh - 871,90 874,08 874,81 877,88
[n] =839,71 mL/g
MW = 316 867 g/mol
1500.00 -
1300.00 y =595 537,12x + 793,22
e R2 = 0,999
n 1100.00 -
y = -14 545,42x + 886,20 enred
900.00 _ R#=0910 eninh
-0.0002 0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008  0.001  0.0012
¢ (g/mL)

Figura 20. Resultados de viscosimetria para el extracto de alginato (hojas).
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Extracto de alginato (bulbos)

[NaAlg]

Solvente 1,00x 10° 8,33x10* 7,14x10* 6,25x 10™
(g/mL)
t promedio (S) 32,78 98,43 83,01 73,32 66,59
n: - 3,00 2,53 2,24 2,03
N sp - 2,00 1,53 1,24 1,03
N red - 2 002,59 1 838,57 1 731,08 1 650,03
N inh - 1 099,48 1114,88 1 126,87 1 133,86
[n]=1126,46 mL/g
MW =436 071 g/mol
2100.00 -
y = 939 340,40x + 1 060,52
1800.00 - R2 = 0,999
n 1500.00 -
y =-92 810,75x + 1 192,38 enred
Rz = 0,999 :
1200.00 ’ eninh
// ¢ ¢ ® —
-0.0002 0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001  0.0012
c (g/mL)

Figura 21. Resultados de viscosimetria para el extracto de alginato (bulbos).
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Extracto de alginato (tallos)

[NaAlg]  qovente  1.00x10° 833x10* 7,14x10% 6,25 x 10
(g/mL)
t promedio (S) 32,78 101,90 85,37 75,13 68,00
n: - 3,11 2,60 2,29 2,07
N s - 2,11 1,60 1,29 1,07
N red - 2 108,21 1 924,96 1 808,27 1718,97
N inh - 1134,05 1 148,42 1 160,96 1167,44
[n] =1 146,49 mL/g
MW = 444 506 g/mol
2400.00 -
2100.00 - y =1 036 146,72x + 1 068,28
R2=0,999
1800.00 -
n enred
1500.00 - y =-90 703,86x + 1 224,72
R2 = 0,997 eninh
1200.00 — —o ° o
-0.0002 0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001  0.0012
c (g/mL)

Figura 22. Resultados de viscosimetria para el extracto de alginato (tallos).

En general, se observé una buena correlacion lineal entre la concentracion de
alginato y la viscosidad de la solucion. El resumen de los resultados se muestra en
la Tabla 16. Se observa que el alginato Sigma-Aldrich tiene una masa molar menor
que los extractos de alginato de Macrocystis sp. El productor reporta que la masa
molar de dicho producto se encuentra en el rango de 120 000 — 190 000 g/mol*, sin
embargo, no se reporta el método de medicién. Aun asi el valor obtenido es
relativamente cercano. Ademas, considerando el hecho de que la muestra de
alginato fue sometida a una purificacion previa, es posible una variacién en la masa
molar. Otro factor a considerar es que tampoco se conoce la especie de alga de la
cual se extrajo el alginato, por lo cual los coeficientes de Mark-Houwink empleados
podrian no ser los apropiados. Por otro lado, los extractos de alginato obtenidos de

la Macrocystis sp. tienen una masa molar considerablemente mayor. Los extractos
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de tallos y bulbos parecen tener masas molares similares entre si, pero mayores
gue la de las hojas.

Tabla 16. Viscosidad intrinseca y masa molar promedio de las muestras de

alginato.
Alginato [n] (mL/g) MW (g/mol)
Sigma-Aldrich 231,07 77 940
Hojas 839,71 316 867
Bulbos 1126,46 436 071
Tallos 1 146,49 444 506

4.5 Anélisis de masa molar por cromatografia de permeacion en gel (GPC)

El andlisis por GPC permitié determinar la distribucion de masas molares de las
muestras de alginato. En primer lugar, se realiz6 una curva de calibracion
convencional empleando estandares Malvern Viscotek PolyCAL de oOxido de
polietileno (PEO). Se emple6 cinco estandares en el rango de 6 000 — 1 000k Da
(ver Tabla 17).

Tabla 17. Datos de los estandares Malvern Viscotek PolyCAL de PEO reportados

por el fabricante.

1 000k 600k 270k 65k 6 000
M, (Da) 1 001 000 610 000 258 000 65 000 6 100
M, (Da) 886 000 594 000 243 750 62 800 6 000
M,, (Da) 992 000 630 000 270 000 66 600 6 200
PDI* 1,120 1,061 1,108 1,061 1,033

*PDI = indice de polidispersioén (My/Mp)
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El indice de polidispersion (PDI) de los estandares es cercano a 1, lo cual indica
uniformidad de las cadenas poliméricas. Como se observa en la Figura 23, los
polimeros de mayor masa molar aparecen a menor volumen de retencién, debido a
su menor interaccion con los poros de la columna. El pico a 9,95 mL aparece en
todos los cromatogramas, y corresponde al solvente. Este se produce debido a
ligeras variaciones de la concentracion de sales entre la muestra y la fase mavil.
Como no se disponia de suficiente estandar, no se pudo determinar la viscosidad
intrinseca de los estandares para asi construir la curva de calibraciéon universal. El
procesamiento de los cromatogramas de las muestras en OmniSEC se basé en una
interpolacion de la curva de calibracibn convencional para determinar los
parametros de las distribuciones. Por lo tanto, la medicién por GPC solo permitio
determinar las masas molares relativas de las muestras de alginato y su

distribucion, mas no los valores exactos de sus masas molares (M,, My, Mp).

ssco . PEO 1000k y 65k
PEO 600k y 6000 _
PEO 270k y 6000 0B | o

,.
&
8

w
[
o

&*h
g

&
g
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8

g

o
=]
g

1

hx_1_1000k_65k_01.vdt / Method: Calibracion_20_04_15-0003 vem

! 30,00 8,22
-1 o
= 25,00
=1 0
& 2000 Bl e
- 20.00 & -
2 15,00 9,95 42000 8
2 15.00 & =
o 000 7,58 @
~ 500 6,93 P R-1200 %
- 00 B, O
000 7,23 o
00 h
-5.00- 0.0
10,00 0 3.0

Retention Volume (m

Figura 23. Cromatogramas de los estdndares de PEO (fase movil Na,SO, 0,05 M y
EDTA 0,01 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C).

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP | gz_}\gﬁgﬁmn

DEL PERU

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos para las muestras de alginato

analizadas (ver Figura 24).

20.00 2000 0
19.00 NaAlg Sigma-Aldrich 18.00
18.00 NaAlg Tallos 1800
p— NaAlg Bulbos oo
NaAlg Hojas
E 16.00 18.00 E
L §-16.00 §
2 15.00 o -
3 8,23 1500 8 s g
T—'I'NDCI 1.1m':| |
2 L
g 00 7,50 oo gl ol
1] - 1 1
§u nwf
5 1Moo s—le0a o
Y 11.00 & S[—1200
& 000 1{I_,|]|] 31100
E i\ 1000 § 2
8.00 & £
? 9.00 ,‘: -
5 800 = 2
E 800 * >
2™ ;\'l -|
§ 7.00 2 >
§ oo 8 o
p | 600
; 5,00 H
5 =
Z 400 5o "
¥ 100 4.00 :f:
= .-
;" 2,00 200 3
: 200 3
i 1,00 %
;‘-?. 0.00—+ 100 8
1.00 +-0.00
2,00 -1.00

s
g8 8
[
g 8

4.0 5.0 60 T0 BO 80 100 "o 120 130 14.0
Retention Volume (mL)

Sigma-Aldrich Hojas Bulbos Tallos
M, (Da)* 60 551 333 755 347 107 301 286
M, (Da) 33054 121 229 112 708 111 415
My (Da) 209 328 600 805 563 823 593 321
PDI 6,333 4,956 5,002 5,325

*Mp es la masa molar correspondiente al pico de la muestra en el cromatograma.

Figura 24. Cromatogramas de las muestras de alginato (fase mévil Na,SO,4 0,05 M
y EDTA 0,01 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C) y resultados del analisis de distribucion

de masas molares.

Como se observa en la Figura 24, el alginato Sigma-Aldrich sale a un volumen de
retencion de 8,23 mL, mientras que los extractos de alginato de Macrocystis sp.
salen a un mismo volumen de retencion de aproximadamente 7,50 mL. Se

comprueba asi que el alginato Sigma-Aldrich tiene una masa molar promedio

Tesis publicada con autorizacién del autor
No olvide citar esta tesis




PONTIFICIA

TESIS PUCP | gz_}\gﬁgﬁmo

DEL PERU

considerablemente menor a la de los extractos de alginato, lo cual concuerda con

los resultados de viscosimetria capilar.

Los extractos de alginato de las tres partes del alga tienen la misma distribucién de
masas molares, lo cual no concuerda con los resultados de viscosimetria capilar,
puesto que alli se observé una mayor viscosidad intrinseca para el alginato de
bulbos vy tallos. La diferencia mas importante entre ambos métodos fue que en el
GPC se emple6 un agente quelante de cationes divalentes, i.e. EDTA, en la fase
movil. La interaccion de estos cationes podria incrementar la viscosidad de la
solucion al entrecruzar cadenas de alginato, generando asi agregados que
presentan una mayor masa molar. Para comprobar esta hipotesis, se midié la
viscosidad de las soluciones de alginato Sigma-Aldrich y de los extractos de hojas y
tallos empleando como solvente NaCl 0,1M y EDTA 0,01 M (ver Tabla 18).

Tabla 18. Prueba de viscosidad de soluciones de alginato con EDTA.

Alginato
c (%) Blanco Sigma-Aldrich 0,25 % Hojas 0,1 %  Tallos 0,1 %
t1* 32,92 59,14 78,90 91,85
t2 32,95 59,16 78,91 91,81
t3 32,95 59,17 78,90 91,80
t4 32,94 59,17 78,92 91,84
t prom 32,94 59,16 78,91 91,83
N sp - 0,80 1,40 1,79

*Los tiempos se reportan en segundos.

Al comparar las viscosidades especificas de la Tabla 18 con las obtenidas
anteriormente en la seccion de viscosimetria capilar (ver Figuras 19 - 22), se
observa que solo en el caso de los tallos existe una disminucion del 10 %. Esto
parece indicar que los tallos contienen una cantidad significativa de cationes
divalentes, los cuales no fueron eliminados completamente durante el proceso de
purificacion e interfieren con la medicién de masa molar por viscosimetria capilar.
Se presume que en el caso de los bulbos sucede lo mismo. Esta situacion tiene

sentido considerando que tanto bulbos como tallos tienen una consistencia fisica
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mucho mas rigida que las hojas, lo cual puede deberse a una mayor cantidad de

cationes divalentes que generan mayor entrecruzamiento iénico.

En general, los PDI de las muestras de alginato son bastante altos, indicando asi
una amplia dispersion de masas molares. Sin embargo, el PDI de los extractos de
alginato es ligeramente menor que el del alginato Sigma-Aldrich. En este tipo de
polimeros de origen natural es esperable una amplia dispersion.** Ademas, hay que
considerar el hecho de que la extraccion en medio alcalino rompe las cadenas
poliméricas parcialmente, lo cual incrementaria la dispersion por la formacion de

fragmentos de menor masa molar.

4.6 Estudio del alginato por microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las aplicaciones del alginato se relacionan principalmente con su capacidad para
formar geles, por lo cual se realiz6 un estudio morfoldgico del alginato de sodio y
sus derivados, asi como también un estudio de su proceso de gelificaciébn por

entrecruzamiento idnico.

4.6.1 Morfologia del alginato de sodio y sus derivados

El alginato se comercializa cominmente como su sal de sodio, sin embargo existen
diversos derivados de importancia entre los cuales se encuentran alginato de calcio
y el &cido alginico. Las imagenes por SEM en la Figura 25 muestran que
efectivamente existen diferencias morfoldgicas entre el alginato de sodio y sus
derivados. Comparando las imagenes a magnificacion de 1600x de las Figuras
25(A) y 25(B), se observa que la presencia del catién Ca?*, divalente, genera una
estructura menos compacta que el cation Na*, monovalente, pues el alginato de
sodio tiene una estructura con forma de laminas plegadas, mientras que el interior
de la perla de alginato de calcio posee una estructura porosa amorfa. Por otro lado,
la Figura 25(C) muestra que el acido alginico tiene forma de laminas lisas, muy
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diferente a la de las sales metalicas. Esto tiene sentido puesto que la ausencia de

cationes permite que el polimero se expanda.

(A) alginato de sodio

—— 100 ym

(B) alginato de calcio
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(C) acido alginico

Figura 25. Imagenes SEM del (A) alginato de sodio, (B) alginato de calcio y (C)

acido alginico, liofilizados.

4.6.2 Estudio del proceso de gelificacion del alginato de sodio por

entrecruzamiento iénico

El alginato de sodio precipité en forma de perlas en soluciones acuosas de cationes
multivalentes, Ca®" y Cu®**. Como se observa en la Figura 26, el proceso de
gelificacién es considerablemente rapido. Al instante en que se agrega la gota de
alginato de sodio a la solucién de calcio, los cationes Ca** rapidamente entrecruzan
las cadenas poliméricas en la superficie de la perla, fijando asi su forma esférica. Al
principio, las perlas son transparentes, pero a medida que transcurre el tiempo, se
van tornando méas opacas. Esto se debe a que los cationes Ca®" van difundiendo
paulatinamente hacia el interior de la perla. Para comprobar esto, una perla se corté
transversalmente al minuto de iniciada la gelificacién, y se observd que el interior

aun estaba liquido, solo la superficie habia gelificado.
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Os 30s 1 min

Figura 26. Proceso de gelificacion de perlas de alginato de sodio en CacCl; (aq).

Al emplear una solucién de sulfato de cobre, se observé el mismo proceso de
gelificacién que en el caso del calcio (ver Figura 27), sin embargo, la gelificacion
con calcio parece ser un poco mas rapida. Si se compara la opacidad de las perlas
en las imagenes a 5 min de iniciada la gelificacion, se observa que la proporcion
gel : solucién es mayor en el alginato de calcio que en el alginato de cobre. Esto
comprueba que la afinidad del alginato por el cation gelificante afecta la dinamica
del proceso. Un factor a considerar seria el radio i6nico del cation. Asumiendo un
ndmero de coordinacion 6, el radio del Cu®" es 0,73 A, mientras que el del Ca* es 1
A.*? Segun el modelo de la “caja de huevos” (“egg-box” model), los guluronatos
tienen un efecto quelante sobre los cationes divalentes, por lo cual el tamafio del
cation afectaria la conformacién que adoptan las cadenas de alginato que lo
rodean.! Otros factores involucrados podrian ser la densidad de carga del catién o
la afinidad de sus orbitales para formar enlaces de coordinacién con los

carboxilatos.*
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Os 30s 1 min

5 min

Figura 27. Proceso de gelificacion de perlas de alginato de sodio en CuSOy (ag.

Con ayuda de las imagenes del SEM, se comparé la morfologia de las secciones
transversales de las perlas de Ca(Alg). y Cu(Alg),, a 1 min y 30 min de iniciada la
gelificaciébn en ambos casos.

A 1 min de iniciada la gelificacién, las perlas de alginato no gelificaron
completamente, por lo cual, en las Figuras 28(A) y 29(A), se distinguen dos areas
morfolégicamente diferentes. El area externa, que ha gelificado, tiene una
estructura rugosa y porosa. Por el contrario, el area mas interna de la perla tiene
una estructura mas compacta, como de laminas arrugadas. Comparando las
Figuras 28(A) y 25(A), se observa que la topografia del &rea mas interna es la del
alginato de sodio. Cabe resaltar también que, como se menciond antes, la
gelificacion con Ca®* parece proceder con mayor rapidez que con Cu®. Si se
compara la distancia radial del area gelificada en comparacion al didmetro de la
perla en las Figuras 28(A) y 29(A), se observa que, proporcionalmente, el calcio ha

avanzado mas que el cobre. Por otro lado, a 30 min de iniciada la gelificacion, en
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ambos casos las perlas de alginato gelificaron casi por completo. En las Figuras
28(B) y 29(B), se observan estructuras porosas en ambas secciones transversales.
Sin embargo, la gelificacibn con calcio genera una forma como de laminas
entrecruzadas, mientras que la gelificacién con cobre genera una forma de laminas

apiladas.

e e NS

/aw R o

Figura 28. Secciones transversales de las perlas de alginato de calcio, a (A) 1 min
y a (B) 30 min de iniciada la gelificacion. En los cuadrados rojos se muestran las

magnificaciones de ciertas areas de las perlas.
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Figura 29. Secciones transversales de las perlas de alginato de cobre, a (A) 1 miny
a (B) 30 min de iniciada la gelificacion. En los cuadrados rojos se muestran las

magnificaciones de ciertas areas de las perlas.
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Finalmente, se realizdé un analisis por SEM-EDS de las secciones transversales de
las perlas de Cu(Alg).. La eleccion del Cu®* se debi6 a que, al ser un catién atipico
en el alginato, fue sencillo determinar su presencia por EDS. En las Figuras 30(A) y
31(A) (Cu(Alg), a 1 min), se observa que efectivamente el cobre es el responsable
de la gelificacion y la estructura porosa en la zona radialmente mas externa de la
perla de alginato. El escaneo de linea y el mapeo muestran la presencia de cobre
solamente en dicha zona. El escaneo del carbono se realizé para corroborar que la
intensidad de la sefial del cobre no se debi6 a efectos morfolégicos. Se observa
claramente que la sefial del carbono es considerablemente constante. Por otro lado,
en las Figuras 30(B) y 31(B), se observa que a los 30 min el cobre se encuentra
presente en toda la perla de alginato, tanto el escaneo de linea como el mapeo lo
confirman. Este estudio confirma que la gelificacion del alginato procede por

difusion de los cationes multivalentes hacia el seno de la perla de alginato.**

= Wcx = Wcx
L e Wl
centro d(um) borde centro d(um) borde

Figura 30. Escaneo de linea por SEM-EDS en las secciones transversales de las
perlas de alginato de cobre, a 1 min (A) y a 30 min (B) de iniciada la gelificacién. Se
muestra una imagen referencial de la perla de Cu(Alg),, donde se observa el
escaneo de linea (flecha roja) para los elementos C y Cu. Luego, se muestra el

grafico de distancia (um) vs intensidad de sefal para cada elemento.
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Figura 31. Mapeo del cobre por SEM-EDS en las secciones transversales de las

perlas de alginato de cobre, a 1 min (A) y a 30 min (B) de iniciada la gelificacion.
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4.7 Degradacion de alginato en medio alcalino asistida por microondas

El uso de radiaciéon microondas para sintesis quimica y extracciones es una técnica
relativamente novedosa que ha tomado gran cabida debido a la facilidad de uso asi
como a los reducidos tiempos de reaccion que se manejan. A diferencia del método
usual de calentamiento por conduccion y conveccién, la radiacion microondas
penetra directamente en el medio de reaccion, generando focos de calentamiento
uniformemente distribuidos haciendo mas eficiente el proceso. Estos se producen
debido a la rotacion dipolar de los solventes polares y a la migracion de iones
producto de la aplicacion del campo electromagnético. Ambos procesos favorecen
la rapida transferencia de masa y energia, lo cual a su vez facilita el proceso de

calentamiento y reaccion.*

Se estudid el efecto de la degradacion en medio alcalino asistida por microondas
sobre la masa molar del alginato. Se analizd las variables tiempo de calentamiento
y temperatura de reaccion. Previamente, se ha reportado la aplicacion de
microondas para la hidrdlisis de alginato en medio &cido, obteniéndose resultados
favorables.”® El medio &cido es cominmente usado para la degradacion de
polisacéaridos pues permite la facil ruptura de los enlaces glicosidicos por adicion de
una molécula de agua. Por otro lado, se sabe que el alginato también es
susceptible a la degradacién por base, por lo cual resulta pertinente un estudio
analogo al reportado pero en medio alcalino. La eleccién de hidréxido de sodio se
debe a que no genera productos gaseosos que pudiesen generar sobrepresion en
un medio de reaccion cerrado. Los resultados del estudio se muestran en la Tabla
19.
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Tabla 19. Medicion de viscosidad del alginato degradado.

(@) Variable: tiempo de calentamiento

solvente A (0Omin) B (5min) C (10 min) (interrrE)itente)
Tiempo (s) 32,90 97,79 81,57 73,77 75,37
o (s) 0,05 0,22 0,15 0,09 0,09
N relativa - 2,97 2,48 2,24 2,29

(b) Variable: temperatura de reaccion
solvente E(25°C) F(100°C) G (115°C) H(130°C)

Tiempo (s) 32,90 91,17 71,77 56,23 43,27
o (s) 0,05 0,10 0,14 0,07 0,03
rl relativa = 2,77 2,18 1,71 1,32

Al comparar las viscosidades relativas de las soluciones de control A y E, se
observa que efectivamente el alginato en la solucion se degrad6 espontaneamente
en el lapso de una semana. En la seccion (a) de la Tabla 19, se observa que un
mayor tiempo de calentamiento conduce a una disminucién de la viscosidad de la
solucion de alginato, es decir, a una menor masa molar promedio. Sin embargo, no
parece haber una relacion directamente proporcional entre el tiempo de
calentamiento y la viscosidad. En los casos B y C, una vez que la solucién llegaba a
la temperatura fijada, la potencia de la radiacion microondas disminuia
considerablemente puesto que solo se necesitaba mantener la temperatura estable
(ver Perfil de calentamiento en Figura 6). En el caso D, se emple6 un programa de
calentamiento intermitente, puesto que de esta forma la solucién estaria sometida a
una radiacion mas potente por el mismo tiempo que en el caso C. Sin embargo, se
observa que no existe una diferencia significativa entre los casos C y D, lo cual

parece indicar que la potencia no es un factor determinante en este caso.

Por otro lado, la seccion (b) de la Tabla 19 muestra que la viscosidad de la solucion
de alginato decrece rapidamente a medida que se incrementa la temperatura de
calentamiento. Como se observa en el caso H (T = 130 °C), la solucion resultante
tiene una viscosidad cercana a la del solvente. Esto indica que la temperatura de
calentamiento tiene un mayor efecto sobre la masa molar del alginato que el tiempo

de calentamiento.
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Se analiz6 el producto de la degradacion por FT-IR, RMN y GPC. En la Figura 32,
se muestran los espectros FT-IR de la muestra G purificada, del residuo de la
muestra G y de la muestra H. El espectro (a) de la Figura 32 muestra las bandas de
absorcion caracteristicas del alginato: OH a 3417 cm™, CH a 2918 y 2850 cm™,
COO a 1612 y 1414 cm™, y C-O-C a 1093 cm™. El espectro (b) corresponde al
residuo de la precipitacion de la muestra G en 2-propanol. Se observan diversas
bandas de absorcién similares a las del alginato de sodio: OH en la zona de 3600-
3200 cm™, CH en la zona de 3000-2900 cm™, y COO™ a 1619 y 1417 cm™. Ademas,
se observa una banda a 1638 cm™ la cual podria indicar presencia de enlaces C=C.
La banda en la zona de 1030-1200 cm™ es de muy baja intensidad, lo cual hace
suponer que hay pocos o ningun enlace glicosidico C-O-C. El espectro (c) que
corresponde a la muestra H muestra las mismas sefales que el espectro (a) lo cual
confirma que el producto de la degradacion es alginato. Sin embargo, se observa
que la intensidad relativa de la banda en la zona de 1030-1200 cm™ es menor que
en el espectro (a), lo cual tendria sentido puesto que a 130 °C se produce una

mayor degradacion y, por ende, disminuye la cantidad de enlaces glicosidicos.

(a) 80-

% T
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- 413 1613
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Figura 32. Espectros FT-IR (en pastilla de KBr) de (a) muestra G purificada, (b)

residuo de G, y (¢) muestra H.
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Posteriormente, se obtuvo los espectros *H-RMN de las mismas muestras. En la
Figura 33(a) se muestra el espectro de la muestra G purificada, y se observa que
los picos en la zona de 3,5 — 55 ppm corresponden a los del alginato.
Conjuntamente con los resultados mostrados anteriormente, esto confirma que el
principal producto del tratamiento en medio alcalino con microondas es un alginato
de menor masa molar. Sin embargo, la Figura 33(b) muestra que dicho tratamiento
también conduce a la formacién de diversos sub-productos. Se observan los picos
caracteristicos del alginato en la zona de 4,5 — 5,5 ppm aunque de muy baja
intensidad. Esto es indicativo de un alginato con baja masa molar puesto que al
romperse los enlaces glicosidicos, los hidrégenos 1 y 5 ya no estan tan
desprotegidos y, por ende, sus sefiales se desplazan hacia campo alto. La intensa
sefial a 8,5 ppm corresponde al hidrégeno del carboxilo en los &cidos urénicos, lo
cual indica la presencia de acido alginico de baja masa molar. Esto puede deberse
a que, durante la neutralizacion, el alginato de baja masa molar se protono, pero no
precipité en el 2-propanol puesto que por su reducida polaridad y tamafio debe ser
ligeramente soluble. Se observan también una gran cantidad de sefiales a campo
alto en las zonas de 4,0 — 3,5 ppm y 2,75 — 1,25 ppm. Estas pueden deberse a la
ruptura de los anillos piranoides del alginato, posiblemente por efecto de radicales
libres producto de la radiacibn microondas combinada con los iones hidroxilo.
Finalmente, el espectro (c) de la Figura 33 corresponde a la muestra H, la cual no
fue purificada. En este se observa la superposicion de las sefiales de los espectros
(a) y (b). La senal del 2-propanol no aparece puesto que la muestra H se aislé por

liofilizacion.
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Figura 33. Espectros *H-RMN a 80 °C (D,0, 500 MHz) de (a) muestra G purificada,
(b) residuo de G, y (c) muestra H.

Adicionalmente, se obtuvo los espectros **C-RMN del alginato Sigma-Aldrich y de la
muestra G purificada. Comparando los espectros (a) y (b) de la Figura 34, se
confirma que la muestra G purificada es efectivamente alginato degradado. En la
literatura, se reporta que el mecanismo de degradacién alcalina es la B-
eliminacién®, sin embargo, no se observa presencia de enlaces dobles en el
alginato degradado. Esto puede deberse a que el doble enlace, una vez formado,
es subsecuentemente hidrolizado en el medio de reaccion. La diferencia en la
intensidad de los picos se debe a que el alginato degradado presenta mucha mas
movilidad, por lo cual los nucleos de *3C tienen mayor facilidad para relajarse,

generando asi una sefial mas intensa.
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Figura 34. Espectros "*C-RMN a 25 °C (D,0, 125 MHz) de (a) alginato inicial y (b)

muestra G purificada.
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Finalmente, se obtuvo la distribucion de masas molares de la muestra G purificada

y se comparo con la del alginato Sigma-Aldrich inicial (ver Figura 35). No se pudo

obtener el cromatograma de la muestra H debido a que el alginato no precipitd

apropiadamente en 2-propanol, por lo cual no se pudo separar del resto de sub-

productos de la degradacion. Esto pudo deberse a que su masa molar promedio ya

era bastante baja.

19.00

NaAlg Sigma-Aldrich

Muestra G purificada 8,39
s 15.00—
2 8,23 10,00
§I 14.00
f oo
g 9
g 6.00
g'l 3.00
Sigma-Aldrich Muestra G purificada
M, (Da) 60 551 41 191
M, (Da) 33054 23697
M, (Da) 209 328 84 362
PDI 6,333 3,560

Figura 35. Cromatogramas del alginato Sigma-Aldrich y de la muestra G purificada
(fase movil Na,SO, 0,05 M y EDTA 0,01 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C); y

resultados del analisis de distribucion de masas molares.
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El analisis por GPC indica claramente que la muestra G purificada tiene una masa
molar promedio considerablemente menor que el alginato Sigma-Aldrich, lo cual
corrobora los resultados por viscosimetria capilar. Ademas, se observa que la

muestra G tiene un PDI bastante menor.

4.8 Andlisis del residuo del pre-tratamiento del alga con acido

El espectro FT-IR del residuo del pre-tratamiento del alga con &acido (ver Figura 36)
indica la presencia de polisacaridos, posiblemente del tipo fucoidan. Se observan
las bandas de absorcién tipicas de los polisacaridos: la banda ancha a 3433 cm™
asignada al OH, y las bandas a 2933-2962 cm™ asignadas a los CH del anillo
piranoide y a los grupos C-6 de las unidades de fucosa y galactosa. Las bandas a
1626 y 1413 cm™ indican la presencia de &cidos urénicos. Adicionalmente, se
observa la banda de absorcién a 1261 cm™ correspondiente al estiramiento S=0 y

las bandas a 850 y 802 cm™ correspondientes a las vibraciones C-O-S.%

%T

3434

30 —
4000 3500

I I 1 1
2000 1500 1000 500
cm”

T T
3000 2500

Figura 36. Espectro FT-IR en pastilla de KBr del residuo del pre-tratamiento con
HCI (pH 4).
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Para comprobar la identidad del residuo, se obtuvo una muestra de fucoidan
comercial. El espectro FT-IR de la muestra (ver Figura 37) es considerablemente
similar al del residuo del pre-tratamiento. Se observan las bandas de absorcion del
OH a 3386 cm™, de los CH a 2961-2929 cm™, de los acidos urénicos a 1628 y 1416
cm™, del S=0 a 1261 cm™ y del C-O-S a 861 y 801 cm™. Sin embargo, la intensidad

relativa de los picos es diferente en ambos casos.

802

% T

3386 1030

30 L) '
4000 3500

1 I I I
2000 1500 1000 500
cm”

T T
3000 2500

Figura 37. Espectro FT-IR en pastilla de KBr del fucoidan comercial purificado.

El analisis por *H-RMN se observa en la Figura 38. En el espectro del residuo se
distinguen dos sefiales, una a 5,44 ppmy otra a 1,35 - 1,27 ppm, las cuales podrian
corresponder al hidrogeno del carbono anomérico y al grupo metilo de la fucosa,
respectivamente.®® Se distinguen también sefiales a 5,10, 4,88, 4,68, 4,57 y 4,41
ppm, posiblemente pertenecientes al alginato. Particularmente, la sefial a 4,68 ppm
indicaria que se trata de alginato con alto contenido de manuronato. Las cadenas
con alto ratio M/G podrian disolverse en el medio acuoso empleado para el pre-

tratamiento puesto que el manuronato tiene un pK, (3,35) mas bajo que el
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guluronato (3,65) y, ademas, tiene poca afinidad por cationes divalentes, causantes
de la gelificacion. Por otro lado, en el espectro del fucoidan comercial, se
distinguen una variedad de sefales en el rango de 5,5 - 4,5y de 4,0 — 3,5 ppm que
indican la presencia de polisacaridos. La sefial a 5,36 ppm probablemente
corresponde al hidrégeno del carbono anomérico del anillo piranoide. Se observa
también una sefial de muy baja intensidad a 1,3 ppm, lo cual indicaria que el
fucoidan proveniente de esta alga no tiene un alto contenido de fucosa. Es posible
que la cadena principal esté compuesta de azlcares con un grupo hidroxilo en el
carbono 6 (analogo a la glucosa), haciendo que las sefiales metilénicas se

desplacen hacia campo bajo.
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La espectroscopia de fluorescencia de rayos X (XRF) (ver Figura 39) revela que el
residuo del pre-tratamiento contiene cantidades considerables de azufre, potasio y
calcio. Se aprecian también sefales de baja intensidad de fésforo, zinc, estroncio y
bromo. La presencia de azufre apoya los resultados descritos por FT-IR, indicando
que los polisacaridos presentes se encuentran sulfatados. Las sefales intensas de
cationes como potasio y calcio son esperables considerando que el espectro FT-IR
indica la presencia de acidos urénicos. Ademas, los grupos sulfato darian un mayor
caracter anidnico al polisacarido, lo cual incrementaria su afinidad por diversos
cationes. Por otro lado, el espectro XRF del fucoidan comercial muestra sefiales de
fésforo, azufre, cloro, potasio, calcio, zinc y bromo. La intensa sefial del cloro puede
deberse a la presencia de cloruros provenientes del proceso de extraccién del

fucoidan en medio acido (i.e. HCI).
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Figura 39. Espectros XRF* del residuo del pre-tratamiento (arriba) y fucoidan

comercial (abajo).

*Las sefiales de Rh, Ti, Fe, Ni y Cu se deben a componentes presentes en el equipo mismo.

Finalmente, se analizaron las muestras por GPC (ver Figura 40). El residuo del pre-
tratamiento tiene una alta masa molar promedio, con un M, de 370 kDa. Este valor
es semejante al de los extractos de alginato. Su PDI es de 4,806 lo cual indica una
amplia distribucién de masas molares. Por su parte, el fucoidan comercial tiene una
masa molar promedio bastante menor, con un M, de 11k Da. Sin embargo, su PDI

es 3,803, es decir, tiene una distribucion de masas molares mas angosta. La masa
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molar del fucoidan es variable y depende principalmente del alga de origen y de las

condiciones de extraccion empleadas.?*** Considerando que la mayoria de

procesos de extraccion emplean &cido caliente, es razonable esperar cierto grado

de hidrdlisis de los enlaces glicosidicos del fucoidan comercial.

28,00 Extracto fucoidan
Fucoidan comercial 9,96
é 24.00 _
; 22.00
fS\?DW 1 -_
E 16.00| _.
2 A 10,05 g
§ 10.00— _-
g *%] 8,91 2
; 6.00—{ 7.44
Extracto Comercial
M, (Da) 369 103 11 028
M, (Da) 128 222 12 683
M,, (Da) 616 262 48 234
PDI 4,806 3,803

Figura 40. Cromatogramas del extracto de fucoidan y del fucoidan comercial (fase
moévil Na,SO,4 0,05 My EDTA 0,01 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C); y resultados del

analisis de distribucion de masas molares.

En resumen, se concluye que existe suficiente evidencia para suponer que el

residuo del pre-tratamiento &cido contiene polisacaridos sulfatados del tipo

fucoidan, aunque es altamente probable que también contenga alginato.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e EI protocolo de extraccion de alginato de sodio de Macrocystis sp. fue
optimizado para mejorar el rendimiento y la calidad del producto.

e El pre-tratamiento 6ptimo del alga se consiguié empleando una solucién acuosa
de hipoclorito de sodio 0,5 % (w/w). Esta permitié obtener un alginato con baja
coloracion.

e La extraccion en medio alcalino que generé un mayor rendimiento fue aquella
en la que se empleé una relacion molar 1:1 de alginato : Na,COs, esto es 0,5 ¢
de Na,CO; por 10 g de alga hiumeda (o su equivalente 2 g de alga seca). La
extraccion se realiz6 a 80 °C por 2 h. Adicionalmente, se comprobd que no
existe diferencia en cuanto a rendimiento se refiere si se emplea el alga himeda
o el alga seca inicialmente, siempre y cuando se hidrate el alga durante el pre-
tratamiento.

e Se disefid6 un procedimiento alternativo para purificar al alginato de sodio. El
extracto crudo se disolvi6 en una soluciébn acuosa de EDTA 5 mM, se
centrifugo, se filtré a presién con una membrana de 8 ym, se dializé en agua y
se liofilizo.

¢ Los rendimientos finales de alginato obtenidos para las tres partes del alga
(hojas, bulbos y tallos) fueron considerablemente cercanos entre si. El
rendimiento promedio de la extraccion fue 57,8 £ 6,7 % y el de la purificacién
fue 61,9 £ 6,8 %. En promedio, el rendimiento total del proceso de obtencién de
alginato fue 33,0 £ 1,9 % wi/w.

e El andlisis quimico permitié6 determinar la composicidén y estructura del extracto
de alginato de Macrocystis sp. Con el *H-RMN se obtuvo los valores de ratio
M/G y Ng>1. En cuanto al ratio M/G, no se observé diferencias significativas
entre las diferentes partes del alga. El ratio M/G promedio fue 1,75, es decir,
una composicion de 64 % manuronato y 36 % guluronato. Sin embargo, los
tallos y bulbos parecian contener cadenas homogulurénicas mas largas que las
hojas, como indicaron los valores de Ng>;. Por otro lado, con la espectroscopia
FT-IR se logré identificar los grupos funcionales presentes en el alginato y

estimar el ratio M/G. El ratio M/G promedio obtenido mediante esta técnica fue
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1,60, es decir, una composicion de 62 % manuronato y 38 % guluronato. El
valor fue considerablemente cercano al obtenido por *H-RMN.

e EIl analisis de masa molar por viscosidad y GPC indica que los extractos de
alginato de las tres partes del alga Macrocystis sp. tienen la misma distribucién
de masas molares. Considerando el valor obtenido para el extracto de hojas, la
masa molar promedio en viscosidad del alginato es aproximadamente 320 kDa.
El M, promedio de los tres extractos de alginato relativo al PEO es 330 + 20
kDa; y el PDI promedio es 5,094 + 0,201, lo cual implica una distribucién de
masas molares bastante amplia.

e Considerando los resultados descritos anteriormente, se concluye que no hay
un beneficio en separar las partes de esta especie de alga previamente al
proceso de extraccion de alginato.

e El estudio morfolégico por SEM muestra que el entrecruzamiento iénico del
alginato con calcio (Ca®*") genera una estructura relativamente compacta y
rigida. Ademas, se observdé que el &cido alginico presenta una estructura
laminar debido a la expansion del polimero ante la ausencia de cationes. El
estudio por SEM-EDS permitié observar el proceso de gelificaciéon de una perla
de alginato de sodio por entrecruzamiento i6nico con Ca** y Cu®". Se confirmé
gue los cationes multivalentes difunden rapidamente hacia el interior de la perla
de alginato.

e La degradacion del alginato en medio alcalino asistida por microondas conduce
principalmente a la disminucion de su masa molar promedio. Ademads, se
concluye que la temperatura de reaccion es una variable mas determinante en
la degradacion que el tiempo de calentamiento.

e El analisis del residuo del pre-tratamiento del alga Macrocystis sp. con &cido

indica que es probable que contenga un polisacarido sulfatado del tipo fucoidan.

5.2 Recomendaciones

e En el estudio del pre-tratamiento del alga, se analizaron diferentes métodos
para reducir el color en el producto final. Otra variable a analizar seria la
remocion de cationes divalentes con la solucion de lavado, para asi facilitar la
extraccion de alginato en medio alcalino. Esto podria ayudar a reducir el tiempo
de calentamiento, y minimizar el costo energético. Por lo tanto, se recomienda

analizar el contenido de calcio en la solucién de lavado residual.
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e En cuanto a la extraccion de alginato en medio alcalino, resultaria Gtil analizar
también las variables de tiempo y temperatura de reaccion.

¢ En la purificacién del alginato, la filtracion con membrana puede complicarse a
nivel de produccion debido a que los sélidos insolubles finos podrian obstruir el
flujo. Se propone buscar métodos alternativos de filtracion empleando columnas
de materiales porosos que retengan las impurezas de manera segregada.

e En el andlisis por GPC, seria recomendable emplear estandares de pululan
puesto que su estructura es similar a la del alginato. De esta forma, se podria
usar el GPC para estimar el valor de una masa molar mas cercana del alginato.

e Seria factible el uso de radiacién microondas para obtener alginatos con masa
molar promedio especifica.

e Para comprobar si el residuo del pre-tratamiento con acido es en realidad
fucoidan se podrian realizar los ensayos de contenido de sulfatos y
cromatografia liquida (HPLC) de los productos de degradacion por hidrélisis

acida.
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