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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se desarrollaron procesos de obtencion de alginato
de calcio a partir de algas pardas de la especie Macrocystis pyrifera por medio de
la enzima Cellulase 10 XL y asistido por ultrasonido, comparandolos con el proceso
quimico tradicional. Ademas, se desarroll6 la metodologia para la fabricacion de
apositos para heridas a partir de los alginatos obtenidos. De estos tres procesos se
obtuvieron porcentajes de rendimiento de alginato, donde el proceso quimico obtuvo
un 16.86% Yy para los procesos enzimatico y asistido por ultrasonido se alcanzaron
porcentajes de 21.64 y 30.72%, respectivamente. Los alginatos fueron
caracterizados mediante espectroscopia por transformada de Fourier (FT-IR),
andlisis termogravimétrico (TGA) y resonancia magnética nuclear en estado solido
(RMN 13C). Se encontré que a partir de los procesos enzimatico y ultrasénico los
alginatos presentaron una mayor relacion de bloques M en su estructura, mientras
que en el proceso quimico presentaron mayor relacién de bloques G; siendo esto
favorable para su aplicacién en biomedicina. En cuanto a propiedades quimicas, los
alginatos presentaron comportamientos similares en comparacion a los alginatos
obtenidos por el procedimiento tradicional. Para la fabricacion de apdsitos se
emplearon los alginatos obtenidos por el proceso asistido por ultrasonido debido a
que presentaron un mayor rendimiento y un tiempo de produccion menor en
comparacion al enzimatico. Los apositos presentan caracteristicas favorables para

su implementacion en la biomedicina.
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1. INTRODUCCION

Los alginatos son moléculas de alto interés en la industria farmacéutica y alimentaria
debido a sus propiedades y su disponibilidad natural. Al ser polimeros comestibles,
se degradan facilmente en comparacion con polimeros derivados del petréleo, lo
gue los convierte en una opcién mas amigable con el medio ambiente y afiade un
valor agregado a los productos obtenidos. El alginato extraido de las algas pardas
se puede obtener por diferentes métodos de extraccion. EI método convencional
emplea solventes organicos de naturaleza acida o alcalina. Aunque ofrece un buen
rendimiento y es un proceso confiable, presenta un impacto ecolégico negativo
debido a los solventes utilizados. Por lo tanto, es fundamental explorar métodos
alternativos mas ecoldgicos. Entre estas alternativas, se destacan el método
enzimatico y el asistido por ultrasonido, que podrian ofrecer soluciones mas

amigables con el medio ambiente sin sacrificar la eficiencia.

La aplicacién de tecnologias emergentes que hacen uso de ultrasonido o enzimas
han sido propuestas como una alternativa “verde” que puede solventar las
desventajas ecologicas de los protocolos quimicos. Sin embargo, pocas
investigaciones han estudiado de manera comparativa los subproductos obtenidos
con las metodologias actuales (quimicas) y las emergentes (basadas en ultrasonido
0 enzimas). En este contexto, surge una oportunidad para caracterizar los extractos
obtenidos mediante estas metodologias y estudiar tanto la cantidad como la calidad
de los compuestos extraidos. Ademas, la aplicacion de diferentes métodos de
extraccion “verde” para la obtencion de alginato a partir de algas pardas muestra
cambios significativos en diferentes propiedades quimicas en comparacién con el

método convencional (quimico).

Para la ciencia biomédica, el alginato es de suma importancia debido a sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, su biocompatibilidad y no toxicidad; las
cuales aportan multiples beneficios en el desarrollo de materiales. El uso de alginato
en apositos para cuidado de heridas muestra beneficios significativos en

comparacion a los apdsitos convencionales, como bloquear la aparicion de
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patdgenos en heridas, asi como un ambiente himedo que ayuda a disminuir los

riesgos por infeccion y acelera el proceso de cicatrizacion.

En esta tesis, se buscO desarrollar y comparar dos metodologias alternativas:
enzimatica y asistida por ultrasonido, para la extraccion de alginato a partir de algas
pardas de la especie Macrocystis pyrifera. Estas metodologias fueron comparadas
con el método quimico convencional, considerando el estdndar de referencia. El
extracto obtenido con cada metodologia fue caracterizado para determinar sus
propiedades quimicas mediante diversas técnicas analiticas. Ademas, se desarrolld

una metodologia para la fabricacion de apdsitos a partir de los alginatos obtenidos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Algas

Las algas marinas son organismos que cumplen una funcion vital en el planeta, son
capaces de aportar oxigeno, participando con cerca del 50% de la fotosintesis[1].
Estos organismos viven adheridas a rocas o sustratos duros situados en zonas
costeras, pudiendo ser cultivadas en diversos entornos naturales y cosechadas
durante todo el afio. Su clasificacion puede realizarse de acuerdo con diversos
criterios, siendo uno de ellos su coloracion. En este sentido, se distinguen tres
categorias principales: algas rojas (Rhodophyta), algas marrones (Phaeophyta) y
algas verdes (Chlorophyta). Una de las principales caracteristicas que distingue a
cada uno de los tipos de algas es el entorno en el que crecen; mientras que las
algas rojas y marrones se encuentran en el océano, las algas verdes crecen

comunmente en agua dulce (rios y lagos).

Las algas marinas contienen mdltiples compuestos que les permiten tener
aplicaciones en distintas areas entre las que destacan la farmacéutica y la
alimenticia. Actualmente, y de acuerdo con su valor comercial se identifican
alrededor de 300 especies de algas marinas, sin embargo, sélo 10 especies son
cultivadas de forma extensiva. EI mercado de algas en el mundo tiene un valor de
mas de USD 6 mil millones por afio, donde cerca del 85% corresponde a algas

destinadas al consumo humano [2].

Las algas marinas contienen un 80-90% de agua, el otro 10-20% corresponde a
materia seca, de la cual los carbohidratos corresponden cerca del 40% vy las
proteinas entre el 15-47% [1], [2]. Dentro de los carbohidratos contenidos en las
algas marinas podemos encontrar diversos hidrocoloides tales como el alginato,
agar, carragenina, quitosano, celulosa y sus derivados. Estos hidrocoloides son
polisacéaridos que se caracterizan por ser hidrofilicos y al ser dispersados en agua
tienen la capacidad de formar geles y/o dispersiones viscosas [3], propiedades que

los hacen Utiles en distintas industrias.
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2.1.1. Algas pardas

Las algas pardas o algas marrones (Phaeophyta) cuentan con un amplio nimero de
especies, las cuales van desde formas filamentosas de pequefio tamafo hasta
algas marinas de gran tamafo. Los colores en los que se presentan varian desde
un verde oliva a varios tonos de marron que depende de la cantidad de fucoxantina
presente en el alga. A diferencia de las demas especies de algas, las algas
marrones son multicelulares [4]. De este tipo de alga se obtienen distintos
compuestos polisacaridos como el alginato, el fucoidan y laminaran [5]. Estos
polisacéaridos se encuentran contenidos en las matrices de la pared celular de las
algas pardas en donde sus composiciones y caracteristicas fisico-quimicas estan
influenciadas por la especie, la ubicacion geogréfica de su cultivo, estacion del afio,

edad de la poblacion de algas y el método empleado para su extraccion [6].

Hace apenas unos siglos, el cultivo de algas pardas se limitaba principalmente a
Japon, Corea y China, y se realizaba principalmente para el consumo humano. En
los ultimos afios, el desarrollo en nuevas aplicaciones en los sectores farmacéutico,
alimentario e industrial (como por ejemplo en el aumento de rendimiento de las
baterias de litio), ha generado una mayor demanda de algas pardas, haciendo que

su cultivo se expanda en regiones templadas de todo el mundo [7], [8].

2.1.2. Macrocystis pyrifera

La Macrocystis pyrifera, o también llamada alga gigante, es un tipo de alga parda
de gran tamafo nativa de Nueva Zelanda. Debido a sus caracteristicas y su rapido
crecimiento, es recolectada y cultivada en todo el mundo. En el 2012, Chile y México
produjeron alrededor del 7% de la produccion global de Macrocystis pyrifera en
poblaciones naturales [2]. La importancia de su cultivo radica en que esta alga es
rica en diversos polisacaridos sulfatados y también constituye una buena fuente de
proteinas. La composicion quimica de la Macrocystis pyrifera es mostrada en la
Tabla 1.
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Entre sus aplicaciones en al area de los alimentos, se encuentra la extraccion del
alginato para ser empleado como estabilizador en productos lacteos como helados,
crema y yogur. Ademas, el alginato es usado como agente gelificante o
emulsionante y se afade a alimentos para mejorar su contenido nutricional [2], [9].
La Macrocystis pyrifera también cuenta con aplicaciones en el area farmacéutica,
donde se utiliza como apdésitos para heridas, sistemas de liberacion de
medicamentos, y como tratamiento para aliviar la indigestion o el reflujo. Asimismo,
se sabe contiene compuestos que actian como un poderoso modulador
inmunoldgico, asi como agentes anti-diabetes y antioxidantes [10], [11], [12]. Otras
aplicaciones en las que se ha empleado esta especie de alga son en la produccion

de metano y en cosméticos [2], [13].

Tabla 1. Composicion quimica del alga parda Macrocystis pyrifera con base en materia
seca [14].

L, o Extracto de algas
Composicion quimica

Materia seca (%)

Lipidos 1.4+01

Ceniza 515+ 15

Proteina 15+ 0.5
Carbohidratos 32+ 10

2.2. Pared celular del alga

La pared celular en una capa resistente que se localiza en el exterior de la
membrana plasmatica en las células de plantas, bacterias, hongos y algas. La pared
celular de las algas, al igual que él de las plantas, estd compuesta por carbohidratos.
Dependiendo del tipo de alga la pared celular presenta diferentes caracteristicas;
las algas verdes presentan mayor contenido de celulosa, xilanos y mananos o
inclusive no presentar una pared celular. Las algas rojas presentan celulosa, xilanos
y polisacaridos sulfatados en su pared celular, y las algas pardas contienen alginato,

celulosa y fucoidan en su pared celular [15].
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La pared celular de las algas pardas, algas rojas y la mayoria de las algas verdes
estan compuestas por un esqueleto fibrilar de celulosa y una fase amorfa exterior.
Para las algas pardas esta fase exterior estd compuesta por alginato (Figura 1). Las
algas rojas y pardas en comparacion a las verdes presentan una matriz amorfa mas

amplia, por lo tanto, presentan mayor contenido de polisacéarido [16].
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Figura 1. Estructura de la pared celular de las algas pardas.

2.3. Alginato

El alginato es un carbohidrato coloidal hidrofilico con caracteristicas de
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Este biopolimero ademas de ser soluble en
agua y no presenta toxicidad, es un producto renovable debido a que se extrae de
algas pardas por medio de una solucion alcalina diluida, pero también se puede
extraer por medio de sintesis microbiana; siendo este ultimo el menos empleado [1].
El quimico brithnico E. Stanford fue el primero en realizar estudios sobre la
extraccién de alginato por medio de algas pardas en el afio 1883 por medio del

procedimiento de digestion de las algas con carbonato sédico obteniendo una

Pagina | 6



CENTRO DE INVESTIGACION ®  CitNcins v TECNOLOGIAS
EN QUIMICA APLICADA

sustancia gelatinosa a la cual llamé “algina” debido a que provenia de las algas [17].
Las especies de algas pardas mas utilizadas para la produccion de alginato de
forma comercial son Laminaria hyperborea, Saccharina japonica, Ascophyllum

nodosum y Macrocystis pyrifera [3].

Quimicamente, los alginatos son macromoléculas hidrocarbonadas compuesto por
una unidad monomeérica de residuos de &cido B-D-manurénico (M) y &cido a-L-
gulurdnico (G) unidos por enlace (1—4) [1]. Pueden estar compuestos por bloques
G, bloques M y/o bloques MG/GM (Figura 2). Dentro de sus propiedades fisicas, se
destacan su capacidad de absorcion de agua (hasta 200 a 300 veces su propio
peso), su capacidad de ser utilizados como agentes estabilizantes, espesantes y
formadores de geles. Sus aplicaciones se centran en las areas alimentaria y
farmacéutica, aunque también se utilizan en el sector textil, donde el alginato se
emplea en el recubrimiento de tejidos y en la produccién de tintes naturales. En
bioingenieria, el alginato se utiliza en la fabricacion de peliculas de polimero para
aplicaciones como apdésitos para heridas, sistemas de liberaciébn controlada de

medicamentos y matrices para cultivos celulares [18].

El alginato, al igual que otros biopolimeros, presentan limitaciones en sus
aplicaciones debido a su baja resistencia mecénica y su alta solubilidad en agua.
Estas limitaciones se deben a la estructura quimica del alginato. La presencia de un
anillo de seis miembros impide la compactacion de las cadenas, lo que resulta en
una mayor rigidez. Sin embargo, mediante la unién covalente con grupos polares,
se ha logrado aumentar la estabilidad de la estructura de la membrana del
biopolimero, obteniendo una reduccion de su naturaleza hidrofilica [19].
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Figura 2. Estructura quimica del alginato. Monémeros del alginato (acido B-D-manurénico
y acido a-L-gulurénico), estructura de la cadena de alginato mostrando la conformacion de

los enlaces y la composicién de los bloques G, My MG/GM.

2.3.1. Rigidez/flexibilidad, solubilidad y viscosidad del alginato

El contenido de bloques M y G en los alginatos varia segun el origen y el método de
extraccion utilizado para su obtencion. Estas diferencias afectan las propiedades
finales del alginato. Dependiendo de la estructura de los bloques, los alginatos
pueden presentar diversos grados de rigidez o flexibilidad. Esto se debe a la mayor
o menor interferencia de los anillos de glucosa presentes en la estructura, la
restriccion de rotacion de los enlaces glucosidicos y la repulsién electrostética entre
los grupos cargados en la cadena polimérica [20], [21]. En general, los alginatos con
mayores porcentajes de bloques G son mas rigidos en comparacién a los alginatos
con mayor presencia de bloques M; es decir, una mayor presencia de bloques M,
resulta en alginatos més flexibles [18], [22].

Por otro lado, el peso molecular y la rigidez de la cadena polimérica son factores
determinantes de la viscosidad intrinseca del alginato. A medida que aumenta la
rigidez y el peso molecular del alginato, también lo hace su viscosidad. Ademas,

otro factor que contribuye al aumento de la viscosidad intrinseca es la extensién de
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la cadena polimérica, ya que la repulsion electrostatica entre los grupos cargados

en la cadena se incrementa [18].

2.3.2. Formacion de geles

La propiedad mas importante de los alginatos es su capacidad de gelificacion
inducida por iones, lo cual le da una amplia posibilidad de aplicaciones. El
mecanismo general de gelificacion del alginato fue propuesto por Grant at al. [23]
en 1973, el cual es conocido como el modelo de “caja de huevo” (egg box en inglés)
donde se describe la gelificacién de alginato mediante Ca?*. Este modelo consiste
en que la red del gel esta formada por la asociacion intermolecular de cationes
divalentes que se alojan en las cavidades formadas por dos cadenas poliméricas
adyacentes que contienen bloques G en conformaciones helicoidales (Figura 3). El
alginato también puede formar geles mediante gelificacion inducida por iones
empleando otros cationes divalentes o multivalentes como Ba?*, Ni?*, Cd?*, Cu?*,
Sr2*, Fe?*, Zn?*, Mn?*, AI®*, Fe3* [18], [24]. Dependiendo del catién empleado el gel
presenta diferentes caracteristicas de resistencia, viscoelasticidad vy
biocompatibilidad.

Para inducir la formacion de gel de alginato, los grupos carboxilo (principalmente
blogues G) se entrecruzan con iones divalentes; lo cuales son los mas cominmente
utilizados en comparacion a los iones multivalentes, excepto por Mg?* y Hg?* debido
a que no inducen la gelacién [20]. El Ca?* es el ion divalente mas estudiado para
inducir la gelificacion. Como se menciond con anterioridad el mecanismo de unién
entre alginato y Ca?* para la obtencién de geles consiste en el emparejamiento de
bloques G sucesivos que forman una estructura doble formando cavidades para
contener Ca?*. El procedimiento de reticulacion de Ca?* con alginato se muestra en
la Figura 4 donde se presentan los tres pasos del proceso de gelificacion: (1)
interaccién de Ca?* con una sola unidad de guluronato formando monocomplejos;
(2) propagacion y formacion de dimeros de “caja de huevos” mediante el
emparejamiento de estos monocomplejos; y (3) asociacion lateral de los dimeros de

la “caja de huevos”, generando multimeros, los cuales estan mediados por
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concentraciones de Ca?*, moléculas de agua y enlaces de hidréogeno entre los

grupos hidroxilo y carboxilo de residuos G emparejados [25], [26], [27].

OH
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oH
Acido B-D-manurénico (M) Acido a-L-gulurénico (G)
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Figura 3. Descripcion grafica del modelo “caja de huevo” para la gelificacion del alginato

(tomado y adaptado de la referencia [28]).
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Monocomplejos

Dimeros

Multimeros

Figura 4. Esquema del mecanismo de unién en mdltiples pasos de Ca?" al alginato. Las
lineas suaves y en zigzag representan los bloques M y G, respectivamente; y los puntos

azules representan los iones de calcio (Tomado y adaptado de la referencia [25]).

2.4. Aplicaciones de los alginatos

Los alginatos presentan una amplia y creciente gama de aplicaciones en la industria
debido a sus mudltiples propiedades como: su habilidad de formar geles, su
capacidad de encapsular agentes activos, retener agua y viscosidad. Sus
principales areas de aplicacion incluyen la industria alimenticia, farmacéutica,

biomedicina, nutricidbn, cosméticos y textil. Entre sus aplicaciones se usan como
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estabilizadores, espesantes, geles o aditivos farmacéuticos que estan relacionadas

su distribucion de mondmeros a lo largo de la cadena polimérica y a la relacion M/G.

2.4.1. Alimenticia

Los alginatos son cominmente usados en el area alimenticia en la modificacion de
las propiedades de los alimentos como lo es su capacidad de retencion de agua,
espesante y agente estabilizante. Como agente espesante, el alginato presenta
ventajas en términos de adhesividad en comparacion a espesantes comerciales
[29]. Por lo tanto, es usado para mejorar la textura de los alimentos, las propiedades
organolépticas y caracteristicas que favorezcan a la aceptacion del consumidor. Por
ejemplo, el alginato es comunmente utilizado en el yogurt para mantener y mejora
la forma cuajada y evitar que la viscosidad caiga durante la esterilizacién, la cual se
realiza a altas temperaturas, obteniendo asi una textura mas cremosa, asiéndola
mas agradable para el consumidor [30]. Otros ejemplos donde es utilizado como
agente espesante y gelificante son en salsas, mermeladas, jarabes, tartas de frutas
y alimentos para animales [31]. Como agente estabilizante, el alginato se puede
agregar a la cerveza para mantener y estabilizar la espuma [32].

El alginato de calcio se usa en la producciéon de helado para estabilizar y disminuir
los cristales de hielo y asi brindar una sensacién agradable al momento de
consumirlo [33]. En la industria carnica las estructuras de alginato de calcio se

emplean como alternativa a las tripas naturales de animales [31].

El alginato también es utilizado para el recubrimiento de alimentos. Por ejemplo, se
aplica un recubrimiento de alginato en frutas y verduras para reducir la oxidacion de
lipidos, la pérdida de nutrientes y crecimiento microbiano. Ademas, previene la
descomposicion durante el transporte y almacenamiento, ayudando a mantener los
alimentos frescos por mas tiempo [34], [35]. Otra de las aplicaciones del alginato en
el area alimenticia es como agente encapsulante de nutrientes especificos, como la
vitamina C, vitamina Bl y vitamina B12; lo cual proporciona a los alimentos una
mayor nutricion [36], [37], [38].
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2.4.2. Biomedicina

Debido a su buena biocompatibilidad y biodegradabilidad el alginato es
comunmente empleado en la industria biomédica y farmacéutica. Una de sus
aplicaciones es como agente aglutinante para sistemas de liberacién controlada y
liberacion inmediata de farmacos. Al encapsular ciertas sustancias activas (células,
enzimas, farmacos, proteinas, etc.) en sustrato de alginato protege los farmacos
retrasando su liberacion y prevenir la inactividad prematura para que los farmacos
alcancen el sitio de destino para completar la terapia dirigida [18]. Recientemente
se ha demostrado que los alginatos pueden usarse como una matriz para cultivos
de tejidos tridimensionales, trasplantes de células en diabetes y fabricacion de
medicamentos a base de alginato en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas
[39]. Otra de sus aplicaciones en esta area es como regeneracion de hueso, donde
se demostré que el gel de alginato de calcio proporciona células formadoras de
hueso en modelos animales, lo cual puede conducir a la regeneracion ésea
mediante la administracién de factores de crecimiento [40]. El gel de alginato de
calcio también se puede utilizar para hacer moldes de impresion dental [41].

2.4.3. Bioimpresion 3D

Otra &rea de aplicacion en la que el alginato ha tomado lugar es en la bioimpresién
3D; la cual es una nueva tecnologia de fabricacion aditiva para la fabricacion de
estructuras que se asemejan en arquitectura al tejido biolégico nativo [18]. El
alginato se puede cargar en un andamio hibrido de bioimpresién 3D que se aplica

para la regeneracion o remplazo de tejidos y 6rganos [42].

2.4.4. Adsorcion de contaminantes

El alginato se ha empleado en la adsorcidén de iones metalicos en aguas residuales
contaminadas. Se ha demostrado que los hidrogeles basados en alginato,
reforzados con materiales inorganicos o mezclas de redes poliméricas, son

eficientes para la remocion de metales pesados (Ni?*, Cr?*, Pb?*, Hg?* y Cd?)
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presentes en ecosistemas acuaticos [43], [44], [45]. Por lo tanto, el alginato forma

parte en el tratamiento de la contaminacion ambiental de aguas residuales.

2.5. Apositos

Una herida es una alteracion en la continuidad del revestimiento epitelial de la piel
resultado de un dafio fisico o térmico [46]. Las heridas se clasifican en agudas y
cronicas, dependiendo de la duracidn y del proceso de curacion. Las heridas agudas
se caracterizan por ser lesiones en la piel que se producen por un accidente o una
lesion quirdrgica y se curan en un periodo de tiempo predecible dependiendo del
tamafo, profundidad y extension del dafio en la epidermis y en la dermis. Las
heridas cronicas no siguen el proceso normal de curacion y no pueden sanar de
manera organizada y oportuna; estas heridas suelen ser causadas por Ulceras de
decubito, Ulceras en las piernas y quemaduras. Para promover la curaciéon de
heridas agudas y cronicas, es crucial proporcionar un entorno adecuado [47], [48],

[49]. Por lo tanto, el uso de apdésitos para heridas favorece el proceso de curacion.

Los apositos son utilizados para cubrir y proteger heridas para evitar mas lesiones
o infecciones, ademas facilitan la cicatrizacién y promueven un entorno 6ptimo para
la curacion. Los apoésitos son realizados a partir de biopolimeros, polimeros
sintéticos y biomateriales. Algunos de los biopolimeros mas utilizados son el
alginato, el quitosano, el fucoidan, acido hialurénico, entre otros; esto debido a que
presentan propiedades de no toxicidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y no
inmunogénicos. La seleccidon de apdsitos para el cuidado de heridas es crucial para
una curacion efectiva. Algunas de las caracteristicas que presentan los apdsitos son
[48], [50]:

1. Manejo de exudado: Los apdsitos deben absorber el exudado de la herida

con el fin de promover la cicatrizacion.

2. Promocion de factores de curacion:
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e Migracion epidérmica: Para mejorar la migracion epidérmica el apdsito
debe mantener la temperatura adecuada del tejido para mejorar el flujo

sanguineo, y asi favorecer a la regeneracion del tejido.

e Angiogénesis: Algunos apdsitos promueven el crecimiento de vasos

sanguineos (angiogénesis).

e Intercambio de gases: Los apositos deben permitir el intercambio de

gases entre la herida y el entorno.

3. No adherentes: Los apésitos no deben adherirse a la herida para ser faciles

de retirar sin traumatizar la herida ni el tejido circundante.

4. Estéril, no toxica y no alérgica: Los apdésitos deben cumplir con estas
propiedades para propiciar un ambiente adecuado para el tratamiento de la

curacion de heridas.

Los apésitos se clasifican en tradicionales, basados en biomateriales y artificiales.
Los apositos tradicionales son cominmente de gasa o compuestos de gasa y
algodén y se emplean para proteger las heridas del contacto con el entorno y
detener el sangrado [51]. Se caracterizan por poseer una alta capacidad de
absorcién; sin embargo, la filtracion de exudados puede provocar infecciones
bacterianas y pueden llegar a adherirse a la herida. Los apdsitos basados en
biomateriales son apdsitos naturales con estructuras de tipo coldgeno, un ejemplo
de estos son los injertos de fragmentos de piel de algun donante [48], [52]. Los
apositos artificiales se realizan a partir de biopolimeros (alginato, quitosano,
fucoidan, &cido hialurénico) y polimeros sintéticos (poliuratanos, teflon, proplast,
metacrilato de metilo, silicén). Presentan caracteristicas ideales para el tratamiento
de heridas y quemaduras. Se clasifican en peliculas/membranas, hidrogeles,

espumas, aerosoles, composites y sistemas de particulas [53].
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2.6. Alginato en apdsitos

Los apdsitos para heridas deben contar con capacidades de detener hemorragias,
reducir infecciones, absorber exudados y mejorar la cicatrizacion. El alginato al ser
un biopolimero con propiedades de biocompatibilidad y no toxicidad, tiene una
amplia variedad de aplicaciones en el area biomédica. Debido a esto, el alginato ha
sido empleado para la fabricacion de apdsitos en forma de hidrogeles, nanofibras,
membranas, esponjas, peliculas y espumas. En comparacion con los apositos
tradicionales para tratar heridas, los apositos a base de alginato se caracterizan por
una alta absorcion de agua, poseer una mayor porosidad y mejorar la actividad
antibacteriana. Los apositos a base de alginato se preparan por medio de la
formacion de un gel, mediante la reticulacion idnica de iones de calcio, magnesio,

bario, cadmio, entre otros [10], [53].

El efecto inmunogénico de los apdsitos de alginato esta influenciado por la cantidad
de bloques M. Es decir, que los alginatos con mayor contenido de bloques M son
mucho mas potentes para inducir la produccion de citoquinas en comparacioén con
los alginatos con mayor contenido de bloques G [54]. La cicatrizacion de heridas es
el resultado de interacciones entre citoquinas, factores de crecimiento y la matriz
extracelular [48]. Se han propuesto varios mecanismos por los cuales los bloques
M influyen en la produccion de citocinas, uno de ellos es la interaccion con
receptores celulares, en el que los bloques M interactlian con receptores especificos
en las células inmunitarias, desencadenando una cascada de sefializacion que
afecta la produccién de citocinas. Otro de los mecanismos propuestos es que los
blogues M modifican las propiedades fisicoquimicas del microambiente, lo que a su
vez influye en la funcion de las células inmunitarias [55]. Por lo tanto, inducir la

produccion de citoquinas promueve la curacion de heridas.

Los apositos de hidrogel tienen la capacidad de absorber una gran cantidad de
agua, cargar y liberar agentes bioactivos, y se pueden adaptar para que sean
guimicamente estables o se degraden al contacto con fluidos bioldgicos en un
periodo de tiempo [53]. Sin embargo, presentan una mala estabilidad mecéanica en
estado hinchado y llegan a deshidratarse si no se cubren [56]. Los apésitos de
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alginato en peliculas ademas de proteger la herida de infecciones bacterianas tienen
la capacidad de permeabilidad al vapor de agua, diéxido de carbono y oxigeno, y
puede combinarse con otros polimeros para mejorar sus propiedades mecanicas;
su limitante es que no son muy eficaces para heridas con exudados excesivos [53],
[56]. Los apositos de nanofibras de alginato imitan la matriz extracelular propiciando
la formacion de tejido nuevo y sus mallas nanofibrosas promueven la hemostasia
de los tejidos lesionados. Sin embargo, las propiedades de las nanofibras pueden

variar dependiendo del método de preparacion [57].

2.7. Métodos de extraccién

Existen distintos tipos de metodologias para la extraccion de alginato de algas
marinas. El método convencional consiste en aislar el alginato mediante el uso de
soluciones &cidas y alcalinas que permiten convertir su forma insoluble (presente
en la pared celular) en una forma soluble. A pesar de ser un método en el que se
obtiene un buen rendimiento con producto de calidad, a través de un proceso
confiable, presenta ciertas desventajas ya que se requieren altas temperaturas y
largos tiempos de aislamiento [58]. Ademas, el uso de solventes organicos impacta
de forma negativa en el ecosistema. Debido a esto, se han propuesto otras técnicas
de extraccion tales como la extraccion basada en enzimas, asistida por ultrasonido
y microondas, las cuales buscan minimizar el impacto ambiental de los métodos

quimicos.

2.7.1. Método enzimaético

El método de extraccion enzimatico consiste en el uso de enzimas que degradan
las paredes celulares del alga, liberando su contenido a través de un proceso
organico, es decir, amigable con el medio ambiente [59]. Estas enzimas pueden
digerir los carbohidratos y las proteinas que forman redes estructurales en el alga,
de esta forma, permiten liberar las sustancias ahi contenidas sin degradarlas [60],

[61]. Para la extraccion se emplean enzimas hidroliticas y proteasas, estas enzimas
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se encuentran disponibles comercialmente, por ejemplo: Viscozima, alcalasa,

celluclast y termamyl [62].

Los métodos enzimaticos presentan ventajas tales como un bajo costo de
operacion, bajo requerimiento de solvente, mayor rendimiento, y la particularidad de
ser amigable con el medio ambiente [61], [63]. No obstante, dichas técnicas
presentan algunos inconvenientes ya que el método requiere de largos tiempos de
incubacion en procesos de tipo batch, lo que alarga el proceso de extraccion.
Diferentes parametros se deben de considerar en los métodos de extraccion
enzimatica tales como la temperatura, el pH, tiempo y la concentracion de la enzima
en la muestra. Este método de extraccion afecta el peso molecular de los
polisacaridos extraidos, por lo tanto, modificando el pH del proceso de extraccion
se obtienen componentes de bajo peso molecular [61], [62]. Los porcentajes de
extraccion de alginato reportados por medio de esta metodologia varian de un 6%
a un 22% dependiendo del tipo de alga [64], [65], [66].

2.7.2. Método asistido por ultrasonido

El método de extraccion asistido por ultrasonido consiste en exponer la biomasa del
alga estando en un medio acuoso a frecuencias de ultrasonido mayores a 20 KHz.
Estas frecuencias generan la formaciéon de burbujas que se expanden y contraen
debido a la propagacién de ondas dando como resultado un aumento de la presién
y la temperatura de la muestra. Para la liberacion de contenido intracelular en el
solvente, las burbujas deben implosionar cerca de las paredes celulares, por lo que,
reducir el tamafio de particulas del alga ayuda a mejorar el proceso de extraccion
[61]. Al ser un método de extraccion rapida, tener un menor tiempo de
procesamiento, simplicidad y bajo costo, ha ganado interés como una alternativa a

los métodos actuales para la extraccion de compuestos de algas [67].

Es importante definir y optimizar las condiciones de extraccion asistido por
ultrasonido, ya que su eficiencia se vera afectada por la temperatura, tiempo,

potencia, proporcion del solvente y el compuesto que se desea extraer del alga. Por
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medio de esta técnica se pueden obtener modificaciones estructurales como el peso
molecular [63]. Para el caso particular de extraccion de alginato el pH es un factor
importante que considerar para establecer las condiciones Optimas [61]. Los
porcentajes de extraccion de alginato reportados por medio de esta metodologia
varian de un 15% a un 54% dependiendo del contenido de carbohidratos; los cuales

varian dependiendo del tipo de alga [68], [69].

Pagina | 19



ot e

e —
CENTRO DE INVESTIGACION
EN QUIMICA APLICADA

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Desarrollar una metodologia para la extraccion de alginato de algas pardas
mediante el método enzimatico y asistido por ultrasonido, y compararlo con el
método quimico tradicional. A la par su caracterizacion quimica y probar los

alginatos para apositos.

3.2. Objetivos particulares

1. Desarrollar métodos para la extraccion de alginato de algas pardas de la especie

Macrocystis pyrifera mediante el uso de enzimas y asistido por ultrasonido.

2. Comprender las propiedades estructurales y térmicas de los alginatos extraidos
por los procedimientos quimico, enzimatico y asistido por ultrasonido atreves de
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), resonancia magnética de sélidos (RMN) y

analisis termogravimétrico (TGA).

3. Determinar el porcentaje de rendimiento de alginato a partir de los procedimientos

enzimatico y asistido por ultrasonido.

4. Desarrollar una metodologia para la elaboracion de apdsitos a partir de alginatos

extraidos del alga Macrocystis pyrifera.

5. Estudiar el efecto del método de extraccion a partir de enzimas y asistido por

ultrasonido en la relacion de blogues M y G en la estructura quimica del alginato.
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4. HIPOTESIS

La extraccion de alginato a partir de algas pardas a través del método enzimatico
y/o asistido por ultrasonido presentard mayor rendimiento en comparacion al
meétodo tradicional (quimico), ademas se espera que las propiedades quimicas de

los alginatos sean similares.

5. JUSTIFICACION

El continuo deterioro del medio ambiente causado por el uso indiscriminado de los
combustibles fosiles y sus derivados no biodegradables ha traido consigo la
busqueda de productos biodegradables obtenidos de fuentes naturales. Las algas
marinas son una fuente rica de biopolimeros con aplicaciones en distintas industrias
gue no ha sido explotada por completo. La presente propuesta de tesis plantea un
estudio comparativo que busca la implementacion de tecnologias emergentes para
la extraccion de alginato de algas, su caracterizacion y pruebas para la fabricacién

de apdsitos.

6. METODOLOGIA

6.1 Materiales y reactivos

En la Tabla 2 se enlistan los materiales y reactivos utilizados para la obtencién de

alginato de calcio y la fabricacion de apdsitos.

Tabla 2. Materiales y reactivos utilizados.

Materiales Reactivos
= Parrilla de agitacion = Alga Macrocystis pyrifera seca
= Agitador magnético (cosechadas en Salsipuedes,
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= Vasos de precipitados BC, donadas por Algas Marinas

= Matraz Erlenmeyer S.A.de C.V)

= Matraz Kitasato = Acido clorhidrico (HCI, 99%)

= Embudo Buchner = Carbonato de potasio (K2CO3)

= Sonicador ultrasénico QSonica = Cloruro de calcio (CaCl2)
modelo Q500 = Enzima Cellulase 10 XL

= Barfio de hielo » Hidroxido de sodio (NaOH)

= Termdmetro = Acido acético (CHzCOOH)

= Papel filtro = Agua destilada

= Filtro de café

= Tela de manta

= Estufa

6.2. Procedimiento quimico

Se peso 5 g de polvo fino de alga parda (Macrocystis pyrifera) previamente tratada
para eliminar impurezas y reducir el tamafio de particula. Después, se agregaron 50
mL de agua destilada y 0.85 mL de &cido clorhidrico (HCI) y se calent6 la muestra
a 60 °C por 30 minutos con agitacion. Transcurrido ese tiempo se dej6 enfriar la
muestra a temperatura ambiente para posteriormente filtrarla al vacio utilizando un
filtro de café. Se lavé el filtrado con agua destilada y se recuper6 la fraccidon sélida.
Para la solubilizacion con carbonato de potasio se colocé el sdlido filtrado en un
vaso de precipitado y se adicionaron 100 mL de agua destilada y 0.75 g de
carbonato de potasio (K2CO3), y se calentd la solucion a 60 °C por dos horas.
Transcurrido ese tiempo, se dejo enfriar la solucién a temperatura ambiente y se
realizd un filtrado por medio de tela de manta como se muestra en la Figura 5.
Después de 24 horas, se realiz6 un lavado con agua destilada para continuar el
proceso con la fraccion liquida. Posteriormente, el liquido se precipitd como fibras
de alginato de calcio. Para esto, se peso6 1 g de cloruro de calcio y se disolvié en 50
mL de agua destilada. Se mezclé esta solucion con el liquido filtrado de la muestra
y se agitoé por 10 minutos. Después, se filtrd al vacio con papel filtro para recuperar
las fibras de alginato de calcio. Se lavd la muestra con agua destilada para
posteriormente retirarla del papel filtro. Se sec6 en una estufa a 70 °C hasta obtener

un peso constante. En la Figura 6 se muestra la metodologia utilizada.
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Figura 5. Filtrado de la muestra con tela de manta.

5g de alga parda
50 mL de agua destilada :' ,@ 2
0.85 mL de HCI = 100dr;1$|3icliaedaagua

0.75 g de K:CO;
= \ - L '
o8 B
| B 0 . V
Polvo fino de 0

L
alga parda <~ 60°C % =
30 min ~ 60°C
2 horas
50 mL de agua
= destilada
1g de CaCl,
s ~< < TS <cEE
& .
* ) — ®»
70 ¢ 24 horas

Figura 6. Representacion gréfica del procedimiento quimico empleado para la extraccion

de alginato a partir de algas pardas de la especie Macrocystis pyrifera.
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6.3. Procedimiento enziméatico

Se pesoé 5 g de polvo fino de alga parda (Macrocystis pyrifera) previamente tratada
para eliminar impurezas y reducir el tamafio de particula. Después, se agregaron 50
mL de agua destilada y 0.85 mL de &cido clorhidrico (HCI) y se calenté la muestra
a 60 °C por 30 minutos con agitacion. Transcurrido ese tiempo se dejé enfriar la
muestra a temperatura ambiente para posteriormente filtrarla al vacio utilizando un
filtro de café. Se lavo el filtrado con agua destilada y se recuperd la fraccion sélida.
Para el tratamiento enzimatico, el sélido resultante es suspendido en 20 mL de agua
destilada y transferido a un matraz Erlenmeyer. Posteriormente, se ajusto el pH a
5.5 utilizando hidroxido de sodio si el pH era menor o acido acético si era mayor.
Después, se calent6 la solucion a 55 °C con agitacion. Una vez estabilizada la
temperatura, se adicion6 0.15 mL de la enzima Cellulase 10XL. Se dejo incubar esta
solucion por 20 horas cuidando que la temperatura se mantenga en el intervalo de
53-58 °C. Transcurrido el tiempo de incubacion, se aumento la temperatura hasta
80 °C por 5 minutos y posteriormente se enfrié la solucién en bafio de hielo para
inactivar la enzima. Se adicionaron 0.750 g de carbonato de potasio (K2COs3) y se
agité para obtener una solucion homogénea. Se realiz6 un filtrado por medio de tela
de manta colocada en un vaso de precipitado (Figura 5). Después de dejar la
muestra filtrandose 24 horas, se realizé un lavado con agua destilada para continuar
el proceso con el liquido filtrado. Con lo que respecta a la parte de la precipitacion
de las fibras de alginato como alginato de calcio se pesé 1 g de cloruro de calcio y
se disolvié en 50 mL de agua destilada. Se mezcld esta solucién con el liquido
filtrado de la muestra y se agit6é por 10 minutos. Después, se filtr6é al vacio con papel
filtro para recuperar las fibras de alginato de calcio. Se lavo la muestra con agua
destilada para posteriormente retirarla del papel filtro. Se sec6 en una estufa a 70
°C hasta obtener un peso constante. En la Figura 7 se muestra la metodologia

utilizada.
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Figura 7. Representacion grafica del procedimiento enzimético empleado para la

extraccion de alginato a partir de algas pardas de la especie Macrocystis pyrifera.

6.4. Procedimiento asistido por ultrasonido

Se pesoé 5 g de polvo fino de alga parda (Macrocystis pyrifera) previamente tratada
para eliminar impurezas y reducir el tamafio de particula. Después, se agregaron 50
mL de agua destilada y 0.85 mL de acido clorhidrico (HCI). Se agit6 esta solucién
por 45 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se filtré al vacio la
solucion con papel filtro y se realiz6 un lavado con agua destilada. Posteriormente,
se coloco la fraccién solida en un vaso de precipitado y se agregdé 0.750 g de
carbonato de potasio (K2COs3) y 500 mL de agua destilada. Posteriormente, esta
solucién fue sonicada usando una amplitud del 100% sumergiendo el sonotrodo en
el liquido 4 cm por 60 min. Transcurrido este tiempo, se dej6 enfriar la solucion a
temperatura ambiente y se realiz6 un filtrado por medio de tela de manta (Figura 5).
Después de dejar la muestra filtrandose 24 horas, se realizé un lavado con agua
destilada para continuar el proceso con el liquido filtrado. Posteriormente, el liquido
se precipitd como fibras de alginato de alginato de calcio. Para esto, se pesé 1 g de
cloruro de calcio y se disolvié en 50 mL de agua destilada. Se mezclé esta solucién

con el liquido filtrado de la muestra y se agitd por 10 min. Después, se filtré al vacio
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con papel filtro para recuperar las fibras de alginato de calcio. Se lavo la muestra
con agua destilada para posteriormente retirarla del papel filtro. Se secé en una
estufa a 70 °C hasta obtener un peso constante. En la Figura 8 se muestra la

metodologia utilizada.

5g de alga parda N
50 mL de agua destilada / ' ‘
0.85 mL de HCI / u 500 mL de agua
destilada
0.75 g de K.CO:

%‘ﬂ \ ' I
| Tiele . . - .
' ‘ Polvo fino de 0 B
alga parda

~ 45min

/ 50 mL de agua

destilada
1g de CaCl. @
4 o — . -— o — \
70°C 10 min 24 horas .

60 min

Figura 8. Representacion grafica del procedimiento asistido por ultrasonido empleado

para la extraccion de alginato a partir de algas pardas de la especie Macrocystis pyrifera.

6.5. Fabricacion de apositos con los alginatos obtenidos

Se peso 20 g de polvo fino de alga parda (Macrocystis pyrifera) previamente tratada
para eliminar impurezas y reducir el tamafio de particula. Después, se agregaron
200 mL de agua destilada y 3.4 mL de acido clorhidrico (HCI). Se agit6 esta solucién
por 45 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se filtré al vacio la
solucion con papel filtro y se realizo un lavado con agua destilada. Posteriormente,
se coloco la fraccion solida en un vaso de precipitado y se agrego6 3 g de carbonato
de potasio (K2CO3s) y 500 mL de agua destilada. Posteriormente, esta solucién fue

sonicada usando una amplitud del 100% sumergiendo el sonotrodo en el liquido por

Pagina | 26



= =-_ CONAHCYT

E HUMANIDADE

s e —
o
CENTRO DE INVESTIGACION cu ~4< \ Y ucwomu

EN QUIMICA APLICADA

60 min. Transcurrido este tiempo, se dej6 enfriar la solucion a temperatura ambiente
y se realiz6 un filtrado por medio de tela de manta (Figura 5). Después de dejar la
muestra filtrandose 24 horas, se realiz6 un lavado con agua destilada para continuar
el proceso con el liquido filtrado. Posteriormente, el liquido se precipité como fibras
de alginato de alginato de calcio. Para esto, se peso6 4 g de cloruro de calcio y se
disolvié en 200 mL de agua destilada. Se mezclo esta solucion con el liquido filtrado
de la muestra y se agité por 10 min. Después, se filtré al vacio con papel filtro para
recuperar las fibras de alginato de calcio. Se dejo filtrando hasta que las fibras de
alginato se compactaron y se obtuviera una membrana delgada. Se coloco la
membrana cuidadosamente en un vidrio de reloj y se sec6 en una estufa a 70 °C
por dos horas para eliminar la humedad excedente. En la Figura 9 se muestra la

metodologia utilizada.

20g de alga parda o
200 mL de agua destilada /’Q
3.4 mL de HCI / 500 mL de agua

destilada
3 gdeK:CO;
7T - o' —B

=
Polvo fino de -
alga parda <~ 45min

70°C
2 horas
/ 200 mL de agua

- destilada
/ . - 4g de CaCl:

10 min 24 horas
60 min

Figura 9. Representacion grafica del procedimiento para la fabricacién de apésitos de

alginato a partir de algas pardas de la especie Macrocystis pyrifera.
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7. Técnicas de caracterizacion

7.1. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

La técnica de IR proporcion6 informacion sobre los distintos enlaces quimicos de
las muestras de alginato. El estudio se realizdé en un espectrofotometro de Nicolet

Is50 en un rango de longitud de onda de 4000 a 500 cm™2.

7.2. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Con latécnica de TGA se determing la estabilidad térmica del alga y de los alginatos
extraidos a través de los procedimientos quimico, enzimatico y asistido por
ultrasonido. Para el analisis térmico fue utilizado el analizador termogravimétrico
TGA Q 500 V6.7 en un rango de temperaturas de 25 °C hasta 700 °C con inyeccién
de oxigeno a 600 °C.

7.3. Resonancia magnética nuclear en estado sélido

La técnica se usé para obtener un analisis de la relacién de los bloques M/G de la
estructura de los alginatos obtenidos por los procedimientos quimico, enzimatico y
asistido por ultrasonido. Estas mediciones se llevaron a cabo en un espectrémetro
Bruker 500MHz Avance Il con sonda de solidos corridos en un rotor de 6xido de

zirconio de 4mm ID a 10 KHz.
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8. RESULTADOS

8.1. Rendimiento de alginato

En la Tabla 3 se presentan los tres rendimientos promedio de alginato extraido a
partir de 5 g de polvo de alga de los procedimientos quimico, enzimatico y asistido
por ultrasonido; asi como los rendimientos obtenidos del escalamiento a 20 g de
polvo de alga. De acuerdo con estos datos, el método de extraccion de alginato
asistido por ultrasonido es el que mayor rendimiento genera (30.72%). Esto es
debido a que la energia generada por las ondas ultrasonicas fragmenta la pared
celular y las fibras de celulosa, las cuales se encuentran dentro de la pared celular
liberando el alginato externo y una mayor cantidad de alginato interno. Este
fendbmeno se facilita por la relacion agua/alga de 100/1 generando una mayor
cantidad de burbujas que implosionan sobre la superficie de la pared celular y las
fibras de celulosa del alga. Para el caso del método enzimatico, el porcentaje de
extraccion es mayor con respecto al método quimico; lo cual se puede explicar
debido a que la enzima tiene la capacidad de degradar tanto a la pared celular como
las fibras de celulosa liberando alginato externo e interno. En lo que respecta al
método quimico el porcentaje de extraccion del alginato es menor debido a que el
HCI puede fragmentar o solo reblandecer la pared celular liberando el alginato
externo y parte del alginato interno; es por esta razon que los porcentajes de
rendimiento tienden a variar. Esta reportado que el porcentaje de alginato contenido
en el alga Macrocystis Pyrifera es de 29-38% en peso seco [31], siendo esta especie
la més rica en contenido de este polisacarido en comparacion con otras especies
cuyo contenido varia entre 16-19% [22], el cual varia debido a factores relacionados

al cultivo del alga.

En la Figura 10 se presenta la grafica con los promedios de cada procedimiento con
sus respectivas desviaciones estandar, donde se puede observar que
estadisticamente los procesos quimico y enziméatico al toparse sus desviaciones

estandar presentan los mismos rangos de porcentaje de rendimiento de alginato.
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Sin embargo, el proceso asistido por ultrasonido estadisticamente es el que

presenta un aumento significativo en el rendimiento de alginato.

Tabla 3. Rendimiento de extraccion de alginato de las muestras tratadas a partir de los

procedimientos quimico, enziméatico y asistido por ultrasonido.

Peso del Peso alginato  Rendimiento Promedio Desviacion
alga seco (%) (%) estandar
(9) (9) (%)
Proceso quimico
1.037 20.74
0.759 15.18
15.89 +3.36
0.733 14.66
20 2.6 13
Proceso enzimatico
1.144 22.88
1.062 21.24
20.60 +2.25
1.04 20.8
20 3.5 17.5
Proceso asistido por ultrasonido
1.513 30.26
1.621 32.42
30.60 +1.26
1.475 29.50
20 6.046 30.23
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Figura 10. Grafica de los promedios de rendimiento de extraccion de alginato a partir de

los procesos quimico, enzimatico y asistido por ultrasonido.

8.2. Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros FT-IR del alga y de los alginatos extraidos de algas pardas de la
especie Macrocystis pyrifera por los tres métodos (quimico, enzimatico y asistido
por ultrasonido) se presentan en la Figura 11. Tomando como referencia el espectro
obtenido del alga sin ningun tratamiento se puede observar que se presentan las
mismas sefiales caracteristicas que en los espectros de los alginatos obtenidos de
los tres métodos. La banda de absorcion en aproximadamente 3349 cm*
corresponde al estiramiento del grupo OH, la sefial de baja intensidad a 2926 cm™
se atribuye a la vibracion de estiramiento C-H. Para el caso de las muestras de

alginato se observa que esta sefial (OH) tiende a ser mas ancha con respecto a la
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del alga; esto es una evidencia del cambio quimico del que estan rodeados los
grupos OH. Las sefales asimétricas y simétricas de los grupos COO se presentan
aproximadamente a 1602 y 1422 cm™ respectivamente [70]. La intensidad de la
sefal simétrica del alginato extraido por el método quimico y del alga es baja con
respecto al alginato extraido por el método enzimatico y asistido por ultrasonido; lo
cual es un indicativo de una mayor presencia de calcio para el método quimico y del
alga [71]. En laregién entre 962 y 1200 cm corresponde a las bandas de absorcién
de vibracion de los anillos monoméricos de los carbohidratos [70], [72]; esta region
esta conformada por un grupo de tres sefiales las cuales al desplazarse a menores
nameros de onda es un indicativo a mayor presencia de calcio debido al
debilitamiento de los enlaces C-C y C-O los cuales se comparten con el ion de calcio
[71]. La sefial presentada en 938 cm™ se debe a la vibracion de estiramiento de CO
de los residuos de acido urénico [73]; y en 876 cm™ que es mucho mas intensa para
el método enzimatico y asistido por ultrasonido corresponde a la existencia de un
anillo vibratorio de a-L-gulurénico [74]. El residuo del acido B-D-manurdénico se
observa en 818 cm! donde esta sefial es mas intensa en el procedimiento quimico.
La sefial ubicada en 700 cm™ puede estar atribuida a la vibraciéon en modo flexion
fuera del plano del C-O. Esta vibracién se activa probablemente debido al
incremento del volumen libre en el entorno de la estructura de bloques M, y es por
esto por lo que en el procedimiento asistido por ultrasonido se intensifica en mayor
medida.
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Figura 11. Espectros FT-IR de polvo de alga de la especie Macrocystis pyrifera y de los
alginatos de calcio extraidos de los procesos quimico, enzimatico y asistido por

ultrasonido.

8.3. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Se realiz6 el andlisis termogravimétrico para determinar la estabilidad térmica del
alginato extraido a través de los diferentes procedimientos; los cuales se presentan
en la Figura 12. Para la muestra del alga parda en polvo de la especie Macrocystis
pyrifera se presenta una pérdida de humedad de aproximadamente 11% a una
temperatura aproximada de 150 °C. De 200-350 °C presenta dos perdidas de peso;
donde la primera pérdida de 24% a 250 °C es atribuida a la degradacion de las
hemicelulosas, y la segunda perdida a 320 °C con un valor de 21% a la degradacion
de la celulosa [75]. El alga presenta un residuo de 40% de material inorganico

debido al alto contenido de sales y otras impurezas.

Para los tres procedimientos la primera pérdida de peso con un valor aproximado
de 9 % se observa en un rango de temperaturas de 22-180 °C el cual se atribuye a

la pérdida de agua [76]. La siguiente pérdida de peso con valores de 20%, 9% y
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12% para los procedimientos quimico, enzimatico y asistido por ultrasonido,
respectivamente esta asociada con el rompimiento de los enlaces glicosidicos el
cual ocurre en un rango de temperaturas de 160-230 °C, asi como la pérdida de
peso con valor aproximado de 20 % observado en el rango de temperaturas de 230-
340 °C; dichas pérdidas de peso se presentan como las sefiales mas intensas en la
Figura 13 representando un maximo de pérdida de peso [77]. Aproximadamente el
50 % restante de las tres muestras corresponde a material carbonico intermedio. En
el rango de temperaturas de 380-560°C se presenta una pérdida de peso de 7%
asociada con la oxidacion del material carbénico intermedio previamente formado
[76]. A los 600 °C se le realizé inyeccion de oxigeno para degradar los residuos
carbonosos. La descomposicion del carbonato de calcio dio como resultado la
formacién de dioxido de carbono y éxido de calcio atribuyendo el residual del 40 %
en 650 °C para las muestras del procedimiento quimico y enzimatico, y de un 16%

para el proceso asistido por ultrasonido.
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Figura 12. TGA del polvo de alga de la especie Macrocystis pyrifera y de los alginatos de

calcio extraidos de los procesos quimico, enzimético y asistido por ultrasonido.
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Figura 13. Derivada de la pérdida de peso del polvo de alga de la especie Macrocystis
pyrifera y de los alginatos de calcio extraidos de los procesos quimico, enzimatico y

asistido por ultrasonido.

8.4. Resonancia magnética nuclear en estado sélido

En la Figura 14 se muestra el espectro de RMN 13C en estado sélido de los alginatos
de calcio extraidos por los procedimientos quimico, enzimatico y asistido por
ultrasonido, y en la Figura 15 se presenta la estructura quimica del alginato con
cada carbono enumerado. Los espectros obtenidos se pueden separar en tres
regiones: la regiéon piranosa de 60-90 ppm, la region anomérica que comprende de
90-115 ppm y la region de los grupos carboxilatos entre 170-190 ppm [78], [79], [80].
Las sefiales de *3C de los monémeros M y G en las regiones piranosa y anomérica
presentan anchos de linea e intensidades comparables; con las cuales se puede
determinar la relacion M/G de las muestras de alginato de calcio. La region
anomérica evalla los carbones presentes en el puente glicosidico el cual determina
la interaccion y la formacion de los bloques (M y G) [81]. Como se puede observar

en el espectro, los carbonos G1 presentan mayor intensidad para los procedimientos
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guimico y enzimatico, mientras que para el procedimiento asistido por ultrasonido
los carbonos M1 son los que presentan mayor intensidad. En la region piranosa, las
sefales de los carbonos G4 y M4,Ms tienden a desaparecer al incrementar el
contenido de calcio [71], [78]. Es por esta razén que las sefiales de los carbonos
M2,M3 y G3,Gs son las que comunmente se emplean para determinar la relacion
M/G, es decir, si hay mas presencia de bloques G o bloques M. En el procedimiento
quimico al poseer sefales mas intensas en G3,Gs y Gi1 nos dice que los alginatos
obtenidos poseen mayor cantidad de bloques G en su estructura. Para los alginatos
extraidos por el procedimiento enzimatico al poseer sefial mas intensa en M2,Ms en
comparacion a la sefial de los carbonos G3,Gs es un indicativo a que posee una
mayor cantidad de bloques M. En el procedimiento asistido por ultrasonido al tener
sefiales més intensas en M1 y M2,M3 en comparacion a las sefiales Gi1 y G3,Gs
respectivamente, los alginatos por este procedimiento tienen mayor presencia de
bloques M [82].

Segun la literatura el carbono de la piranosa G2 no se ve afectado significativamente
por una relacion M/G diferente, debido a que estas sefiales no se encuentran en
posiciones estratégicas con respecto a posibles cambios quimicos del entorno
relacionados con la estructura primaria del polisacarido; es decir, la secuencia de

los monémeros My G [78].
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Figura 15. Estructura quimica del alginato con cada carbono enumerado.
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8.5. Prototipo de apdsito de alginato de calcio extraido del alga Macrocystis
pyrifera

Para la fabricacion de apositos se empled el alginato extraido a partir del método
asistido por ultrasonido debido a que este presenté mayor porcentaje de rendimiento
y menor tiempo de produccion en comparacion a los procedimientos enzimatico y
quimico. Ademés, en base a los andlisis realizados se encontré6 que el
procedimiento asistido por ultrasonido presenta una mayor cantidad de bloques M
en comparacion a los bloques G, lo cual hace que estos alginatos segun la literatura
presenten en mayor medida caracteristicas favorables para la curacion y

cicatrizacion de heridas.

Al realizar la precipitacion de las fibras de alginato como alginato de calcio en el
procedimiento asistido por ultrasonido se rocié por medio de un aerdgrafo la
solucién de cloruro de calcio (CaClz) para la obtencién del apdsito, lo cual dio como
resultado que la estructura no fuera uniforme y solo la parte superior se gelificara.
En la Figura 16 se muestran fotografias de las muestras con resultados inadecuados

por medio de esta metodologia.

Figura 16. Fotografias de experimentos repetidos de los apdsitos no obtenidos rociando

con aerégrafo la solucién de CacCl..

Al comprobar que con el aerégrafo no se lograban obtener los apésitos, se opté por
verter la solucion de CaClz sobre la muestra. Se observo la formacion de una
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pelicula delgada uniforme, pero debido al alto contenido de humedad el apésito se
fragilizé. En la Figura 17 se muestran fotografias de experimentos inesperados para

la obtencién de apdsitos por medio de esta metodologia.

Figura 17. Fotografias de experimentos repetidos de los apdsitos no obtenidos vertiendo

la solucién de CaCl, sobre la muestra.

Para obtener peliculas con mayor espesor, se opté por escalar el procedimiento
asistido por ultrasonido a 20 g de alga con el fin de obtener un mayor contenido de
alginato y para disminuir el contenido de agua, se filtr6 la muestra después de
agregar la solucion de CaClz. En la Figuras 18 y 19 se muestran los apoésitos
hiamedos y secos obtenidos por medio de esta metodologia. Bajo este
procedimiento se logrd obtener exitosamente los apositos de alginato extraidos a

partir de la metodologia asistida por ultrasonido.
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Figura 19. Apdésitos secos de alginato de calcio extraidos del alga Macrocystis pyrifera.
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9. CONCLUSIONES

1. Se desarrollaron exitosamente las metodologias para la extraccion de
alginato a partir de algas pardas mediante el método enzimatico y asistido
por ultrasonido con rendimientos mayores al procedimiento tradicional
(quimico). Ademas, las propiedades quimicas fueron similares en
comparacion a los alginatos extraidos por el proceso quimico.

2. Los procedimientos enzimatico y asistido por ultrasonido pueden eliminar el
uso de soluciones &cidas que se usa para reblandecer la pared celular, y asi
minimizando el impacto ambiental de las extracciones del alginato.

3. El procedimiento asistido por ultrasonido para la extraccion de alginato de
calcio es el mas eficiente en comparacion a los procedimientos quimico y
enzimatico debido a que presenta un mayor porcentaje de rendimiento y un
menor tiempo de extraccion. Este procedimiento tiene el potencial de
escalarse a nivel piloto y a nivel industrial.

4. Para obtener un incremento en el rendimiento de extraccion del alginato; se
tiene que fragmentar la pared celular y las fibras de celulosa del alga para
liberar el alginato interno y externo, lo cual se logra con el uso de enzimas y
ultrasonido.

5. Eltipo de proceso de extraccion de alginato tiene un efecto en la relacién de
blogues M y G de la estructura del alginato. Los alginatos extraidos por el
meétodo quimico poseen mayor cantidad de bloques G y los extraidos por los
métodos enzimético y asistido por ultrasonido su relacion de bloques M es
mayor.

6. Se desarroll6 una metodologia exitosa para la fabricacion apdsitos a partir
del alga parda Macrocystis pyrifera usando el método asistido con

ultrasonido.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ademas de los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, se proponen
estudios adicionales que abran paso al planteamiento de proyectos futuros y

mejoras en el sistema planteado de esta tesis:

1. Realizar pruebas de tension, absorcion y determinar propiedades reologicas
de los apésitos obtenidos.

2. Combinar el alginato con otros biopolimeros y/o aditivos funcionales para
mejorar las caracteristicas de los apdsitos.

3. Optimizar la metodologia para la obtencién de los apositos.

4. Desarrollar una metodologia para la extraccion de alginato empleando
enzimas y ultrasonido.

5. Determinar el peso molecular de los alginatos extraidos.
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