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RESUMEN

Las algas rojas o de la familia de las Rhodophyceae, son de gran importancia mundial
debido a que estas biosintetizan un tipo de polisacarido, denominado carragenano, de
amplio uso en el sector alimenticio. En Colombia, especificamente en la Costa Pacifica, se
encuentra muy difundida una especie de este tipo de alga, la Catenella impudica, de la cual
no se conocen reportes de estudios sobre los tipos de carragenanos que biosintetiza y por lo

tanto, de sus propiedades.

En este proyecto se optimizd la extraccion de los carragenanos de la Catenella impudica,
realizandole a las muestras de alga un tratamiento alcalino en frio, seguido de la
solubilizacion. La separacion de los tipos de carragenanos se llevé a cabo de acuerdo a sus
diferencias de solubilidad a temperatura ambiente. Se identificaron dos tipos de
carragenano, el hibrido k/1-carragenano y el 6-carragenano; por medio de la espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (IR-TF), y el empleo de la segunda derivada de los
mismos espectros. Se hallaron valores 6ptimos de concentracién y volumen de solucion
alcalina, temperatura y tiempo para «/1-carragenano de 2.74 %, 368.2 mL, 93,0 °C y 40.0
min. y para 6-carragenano de 3.4 %, 31.8 mL, 76.6 °C y 140.0 min., respectivamente.

Los resultados del presente trabajo fueron presentados en el 43* Congreso Mundial de
Quimica, en la ciudad de San Juan, Puerto Rico; entre el 31 de Julio y el 3 de Agosto de
2011 (Anexo D).

Palabras Claves: Carragenano, Catenella impudica, alga roja, optimizacion de extraccion,

infrarrojo (IR-FT), segunda derivada.



1. INTRODUCCION

El carragenano es un nombre genérico para denominar a un tipo de polisacarido de origen
natural, encontrado y extraido de las paredes celulares de cierto tipo de especies de algas
rojas (Rhodophyta): Gigartina stellata, Euchema spinosum, E. cottonii, entre otras; en
Europa, Asia y América. Este tipo de polisacarido es empleado principalmente en la
industria alimenticia como espesante, estabilizante o gelificante de sistemas acuosos,
destacandose su empleo en la elaboracion de postres lacteos, helados, flanes, yogurt, y otros
productos. Este tipo de industria recurre entre 70-80% de la produccion total mundial,
teniéndose que el mercado del carragenano mueve aproximadamente unos US $300
millones anuales. Ademads, es utilizado en productos no alimenticios como los

farmacéuticos, cosméticos o formulaciones textiles.

Se tiene un amplio conocimiento de las propiedades quimica, fisicas y bioldgicas del
carragenano, pero poco se conoce del que es biosintetizado por la Catenella impudica, la
cual es una especie de alga roja que se difunde ampliamente a lo largo de la costa pacifica
colombiana en ambientes de manglar, creciendo sobre las raices de Rhizophora,

encontrandose en zonas intermareales, a menos de 5 metros de profundidad.

La Catenella impudica pertenece a estas especies productoras de carragenano,
constituyéndose en una excelente candidata para investigar la optimizacion de la extraccion
de los tipos de carragenano que biosintetiza, promoviéndose la investigacién de esta
macroalga, dando una alternativa de explotacién sostenible para la comunidad del Pacifico

colombiano debido al gran interés del mercado mundial por este compuesto



2. MARCO TEORICO

2.1 Catenella impudica

La Catenella impudica es una especie de alga roja (Rhodophyta), el cual es el filo mas
diverso y abundante en el agua de mar, diferenciandose de los otros tipos de algas por no
tener ningun tipo de flagelo y presentar un pigmento fotosintético que le da el color natural
a las algas rojas, llamado ficobilina (ficoeritrina y ficocianina). Ademas, posee otros
pigmentos como los carotenos y xantéfilas.*

Esta especie se encuentra asociada a ecosistemas de manglares, en zonas intermareales,
soportando baja salinidades y desarrollandose a temperaturas de alrededor de los 27 °C. Su
ciclo de vida fundamentalmente consta de tres fases, una gametofitica o sexual, teniendo
dos plantas una masculina y una femenina o una planta con los dos gametos. Otra fase es la
carposporofitica, donde el gameto femenino fecundado muestra un proceso de
postfertilizacion generando una unidad llamada cistocarpo; y la Udltima fase es la
tetrasporofitica o fase asexual libre, que sucede después de la germinacion originando
nuevamente el ciclo al producirse nuevamente los gametos.”

Esta macroalga podria poseer un gran valor comercial, ya que podria emplearse para
producir una variedad de ficocoloides conocidos como carragenanos, los cuales son

utilizados en varias industrias, principalmente la alimenticia.?

2.1.1. Taxonomia

Esta especie posee talos de color purpura, violaceos hasta pardos formando segmentos
afilados, poco comprimidos, carnosos, no blandamente gelatinosos de 2 a 10 mm de largo y
de 1 a 2.5 mm de ancho, creciendo en forma de césped entre 3 a 4 cm de altura. Los

segmentos jévenes son delgados, y los viejos son anchos y aplanados.?



Su clasificacion taxonémica es:®

Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Subreino: Biliphyta

Filo: Rhodophyta

Subfilo: Eurhodophytina
Clase: Florideophyceae
Subclase: Rhodymeniophycidae
Orden: Gigartinales

Familia: Caulacanthaceae
Genero: Catenella

Especie: impudica

2.1.2. Habitos ecoldgicos

Su distribucion es amplia a lo largo de la Costa
Pacifica colombiana en areas costeras y propias en
ambientes de manglar creciendo sobre las raices de
Rhizophora (manglar rojo) (Figura 2). Se encuentra en
la zona intermareal, y a profundidades someras
menores a 5 metros. De naturaleza perenne, con
cobertura y germinacién durante todo el afo.
Dominante sobre la raiz, troncos y objetos duros
presentes en el mangle, formando densos tapetes junto

con algas rojas del complejo Bostrychetum, compuesto

Figura 1. Catenella impudica*

principalmente por géneros Bostrychia y Caloglossa.>  Figura 2. Habitos del crecimiento natural



de Catenella impudica sobre raices de
mangle en la costa pacifica colombiana.
(©2002. Enrique J. Pefia)*
2.1.3. Distribucién en Colombia®

e Caribe Colombiano

v’ Departamento del Magdalena: Ciénaga Grande de Santa Marta, sobre raices de
mangle.

v Departamento de Cordoba: Bahia de Cispata, sobre zona infralitoral, a 0,80m.

e Pacifico Colombiano

v Departamento del Choco: Bahia Cupica, sobre rocas en zona intermareal, encima
de la linea de reflujo. Bahia Solano, sobre raices de mangle, en la zona intermareal.

v Departamento del Valle: Bahia de Buenaventura, sobre la desembocadura del Rio
Dagua, en la zona intermareal, abundante sobre raices de mangle.

v Departamento de Narifio: Isla del gallo, en zona intermareal, sobre raices de
mangle.

2.2 CARRAGENANO

El término carragenano es un nombre genérico para denominar a un tipo de polisacaridos
que son extraidos de cierto tipo de especies de algas rojas (Rhodophyta): Gigartina,
Chondrus crispus, Eucheumae Hypnea®, siendo los principales componentes que ayudan en
la construccién de la pared celular, mediando en el reconocimiento célula-célula en las

interacciones huésped-patdgeno. Debido a sus propiedades fisico-quimicas son



abundantemente utilizados como agentes de espesamiento y gelificacion’, especialmente en

la industria alimenticia para la preparacion de ciertos productos lécteos y cérnicos.®

2.2.1. Nomenclaturay estructura

Los carragenanos son mezclas de galactanos solubles, lineales y sulfatados. Compuestos de
unidades alternadas de B-D-galactopironosa, y a-D-galactopironosa o 3,6-anhidro-o-D-
galactosapironosa, designadas como unidades G, D y AD, respectivamente, unidas
mediante enlaces glicosidicos a-(1,3) y B-(1,4). Teniéndose asi, la unidad de disacarido a
repetir en este compuesto.® Varios hidroxilos presentes, pueden estar sustituidos por

sulfatos, piruvatos o metilos.® *°

Los galactanos sulfatados son clasificados mediante cddigos de letras, de acuerdo a la
posicién y numero de grupos sulfatos, sobre cada unidad presente. Ademas, para los tipos
mas comunes de carragenano se cuenta con un tipo de identificacion con prefijos de letras
griegas, siendo comercialmente mas importantes tres tipos: k (kappa), 1 (iota) y A (lambda)-

carragenano.® (Figura 3)

Aunque se encuentran otros tipos como el p-(mu) y el v-(nu) carragenano, que se obtienen
de muestras de carragenano por métodos de extraccion suaves, siendo precursores

bioldgicos de k- y -carragenano, respectivamente.*!



UNIDADES BASICAS DE DISACARIDO DEL CARRAGENANO

Unidad G Unidad D
A AL

N

la
n
Tipode o ey | cuRy) | Ry | coRa) | codigo letras
Carragenano | ~“#\'! A2 23 o1
1 (mu) OH | 0SO; | OH | 0S0, | G4S-D6S
v (nu) OH 0SO; | OSO; | OSO; | G4S-D2S,6S
A (lambda) 0SOy OH 0SO; | OSO; | G2S-D2S,6S
& (ksi) 0SO5 OH 0SOs5 OH G2S-D2S

Unidad G, p-D-Galactopiranosa. Unidad D, a-D-Galactopiranosa

b)

Unidad G Unidad AD
A A
- R, OH

CaIr';’;eﬂgno Co(Ry) | Ca(Ry) Co(Ry) Cédigo letras
K (kappa) OH 0SOs5 OH G4S-AD
 (ioa) OH | 050, 0505 GAS-AD2S
b (tetha) | 0S5O, | OH 0505 G2S-AD2S
B (beta) OH | OH OH G-AD

Unidad G, B-D-Galactopiranosa. Unidad AD, 3,6-anhidro-a-D-Galactopiranosa

Figura 3. Representacion esquematica de las unidades repetitivas de los diferentes tipos de carragenano, con
nomenclatura de codigo de letras y prefijos griegos. a) Hidroxilos sustituidos por sulfatos, en posiciones 4 y 2

de la unidad G (B-D-galactopiranosa) , y en posiciones 2 y 6 de la unidad D (a-D-galactopiranosa). b)



Hidroxilos sustituidos por sulfatos, en posiciones 4 y 2 de la unidad G (B-D-galactopiranosa) , y en posiciones

2'y 6 de la unidad AD (3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa).®

0S0y

Unidad G Unidad G Unidad AD

A-carragenano -carragenano
Figura 4. Sustitucion de grupos hidroxilos por grupos sulfatos, dando asi, las estructuras moleculares de las

unidades repetitivas en A~ y 1-carragenano.®

2.2.2. Propiedades

En las figuras 3 y 4, se puede notar los diferentes grados de sulfatacion que posee algunos
tipos de carragenano. A estos grupos ester sulfato se le atribuye el caracter anionico,
ademas de su gran tamafio y peso molecular; que le permiten al polimero reaccionar con
otras moléculas cationicas y anfotéricas mediante diferentes formas, incluyendo enlaces
i6nicos, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van de Waals, para formar estructuras
complejas que generalmente llevan a cambios en las propiedades fisicas del sistema en que
se usan.'? Por esto son utilizados en las diferentes industrias como agentes gelificantes,
espesantes o estabilizantes, como en la alimenticia donde le da ciertas propiedades de
textura o de proteccion a una gran variedad de productos como postres, helados, chocolates,

yogurt, gelatinas, salsas, etc.

Asi, los carragenanos poseen diversas propiedades que cambian de acuerdo al tipo de

carragenano y al medio donde son aplicados: *2



2.2.2.1. Gelificacion

Los geles formados por los carragenanos llegan a ser termorreversibles cuando se trabajan
bajo las condiciones de solvente y ciclos de calentamiento y enfriamiento apropiados,
donde se presentan varios cambios estereoquimicos en la molécula. Los «- y 1-carragenano
son capaces de formar geles, donde después de su dispersion, hidratacion y solubilizacion
de la molécula, al aumentar la temperatura; se presenten como cadenas simples y aleatorias,
que al someterse posteriormente a un proceso de enfriamiento, adquieren una conformacion
ordenada de doble hélice, siendo esta estructura energéticamente la mas estable (Figura 5),
las cuales interaccionan entre si y forman una red tridimensional que generan un gel estable
y firme.'? Todo este proceso se puede ver también en dos sucesivos y distintos pasos; una
transicion de cola a hélice en el enfriamiento y la posterior agregacion, dependiente de los
cationes que se encuentren entre las cadenas. La presencia de un catién adecuado es un
requisito esencial para la gelificacion, siendo los iones metalicos alcalinos capaces de
inducir dicho proceso.™

A B. .

Figura 5. Estructura molecular de 1-carragenano y empaquetamiento de doble hélice en fibras orientadas de
sales de cationes divalentes. A) Vista lateral de la doble hélice, diferenciandose las dos cadenas de

carragenano. B) Vista frontal de la doble hélice.*



Entre los iones mas utilizados se encuentra los iones potasio (K*), que son capaces de
introducirse entre las dobles hélices, neutralizando las cargas de los grupos sulfatos que se
encuentran orientados hacia el exterior de la hebra (Figura 5B), lo cual facilita el
acercamiento entre ellas y por tanto una mayor estabilizacién de toda la estructura.*
2.2.2.2. Viscosidad

Este tipo de compuesto puede generar soluciones de alta viscosidad debido a su estructura
macromolecular lineal y a su naturaleza polieléctrica, debido a que se tienen grupos sulfatos
a lo largo de la cadena, se presentan repulsiones llevando a que la molécula permanezca
expandida. Ademas, su caracter hidrofilico hace que permanezca rodeada de agua;
generando una resistencia al fluido de comportamiento no newtoniano del tipo
pseudopléstico, cuando la viscosidad es alta.*?

La viscosidad de este tipo de compuesto, esta relacionado con el tipo de carragenano, peso
molecular, concentracion y otros solutos presentes en solucion. Siendo asi, al aumentar la
concentracion del polisacéarido, la viscosidad aumenta exponencialmente, comportamiento
caracteristico de los polielectrolitos. EI aumento de la viscosidad puede ocurrir por dos
diferentes mecanismos:*

e Incremento de la interaccion entre las cadenas lineales, debido al aumento de la
concentracion del carragenano. La presencia de sales en la solucion, hace que
disminuya la viscosidad al reducir las repulsiones electroestaticas entre los grupos
sulfato. Esto ocurre para A-carragenano.

e Formacion de gel, causado por entrecruzamiento de las cadenas al presentarse bajas
concentraciones de sales y de temperatura, llevando a la solucién a un incremento
aparente de la viscosidad. Ocurriendo para k- y 1-carragenano.

Ademas, la temperatura es inversa a la viscosidad, de una forma reversible; cuando esta
aumenta, se obtiene soluciones de carragenano de baja viscosidad y a medida que su

temperatura baja, la viscosidad por tanto, aumenta.*?



2.2.2.3. Solubilidad

Este proceso conlleva a la hidratacion de las moléculas de carragenano en funcion de la
concentracion, tipo de cationes presentes, temperatura del agua y medio de dispersién.*?

Todas las fracciones de carragenanos son solubles en agua e insolubles en solventes
organicos, aceites o grasas; pero la solubilidad en agua depende del grado sulfatacion y en

sus cationes como sodio, potasio, calcio y magnesio.*

Cuando se presenta un alto grado de sulfatacion, habra una mayor repulsion entre las
cadenas, encontrandose mas apartadas. Por tanto, A-carragenano es soluble en agua tanto en
caliente como en frio. Caso opuesto, para k-carragenano gque necesita un calentamiento para

alcanzar la solubilizacién de sus cadenas debido a su bajo contenido de sulfatos.*?

2.2.2.4. Actividad bioldgica

Este tipo de compuesto posee propiedades bioldgicas importantes, reportandose diferentes
investigaciones, en donde sobresale la actividad antiviral, especificamente contra el virus
de herpes simple®®, actuando como inhibidor selectivo en determinados tipos de células
como Vero (células renales de mono: Cercopithecus aethiops), ademas en células humanas,
encontrandose que entre los diferentes tipos de carragenano el A-carragenano tiene un
indice mayor de selectividad y un modo de accién dual, al inactivar y bloquear la adsorcion
del virus.?® En otras investigaciones se reportan los efectos variables sobre el sistema

inmune y una baja actividad anticoagulante.!” '8

2.2.3. Fundamentos de la extraccion



Los fundamentos para la extraccion del carragenano, estan basados principalmente en la
solubilidad en agua e insolubilidad en solventes orgénicos polares, igualmente de sus otras

propiedades.™

Aparte de realizar tratamientos previos de limpieza para retirar materias extrafias, y de
molienda grosera; se llevan a cabo tres procesos elementales sucesivos, un tratamiento
alcalino y otros dos de refinado, siendo estos Ultimos de gel prensado y de precipitacion por
alcohol, diferenciandose estos altimos en la forma de precipitacion y del tipo obtenido de

carragenano.*?

2.2.3.1. Tratamiento alcalino

El tratamiento alcalino es basicamente la conversion de precursores bioldgicos, como - y
v-carragenano en K- y t-carragenano, respectivamente. Y A-carragenano en 0-carragenano
(Figura 6). Aprovechandose asf, las propiedades gelificantes con que estos cuentan.™* Esta
conversion en si es la formacion de unidades 3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa (AD) a partir
de unidades 6-sulfato-a-D-galactopiranosa (D6S), donde se produce una desulfatacion

solvolitica.?°

El mecanismo de esta reaccion esta basado en dos pasos consecutivos. En el primero, las
unidades 6-sulfato-a-D-galactopiranosa (D6S) cambian la conformacién “C; (ecuatorial 6-
0SO05-galactopiranosa), a la conformacion C, por el incremento de la temperatura;
colocando a 6-OSO3;" y C3-OH de la posicién ecuatorial (e,e), a la axial (a,a). La fuerza del
alcali presente, simultdneamente ioniza los grupos hidroxilos libres (C2 y C3 en p-
carragenano y C3 en v-carragenano), de la unidad a-D-galactopiranosa, produciendo
aniones alcoxi en dichas posiciones. En el segundo paso se presenta un desplazamiento
nucleofilico del C6-sulfato por la accidn del anién alcoxi en C3, formandose el puente 3,6-

anhidro; generandose la unidad anhidrogalactopiranosa (DA), lo que libera al grupo sulfato.



En p-carragenano solo el anion alcoxi en C3, tiene una estereoquimica favorable (axial),
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Figura 6. Conversion de precursores biolégicos en k- 1- y 0-carragenano mediante tratamiento alcalino o

enzimatico, formando el anillo 3,6-anhidro.? 2

Esta reaccion de ciclacion llega a ser entre 20 a 60 veces mas rapido a partir de p- y v-
carragenano que de A-carragenano.” ?* La presencia de grupos ester sulfato contiguos al
hidroxilo del C3 de la unidad a-galactopiranosa, impide el ataque intramolecular,
disminuyendo la velocidad de reaccion, explicandose la falta de derivados ciclados de A-

carragenano en la naturaleza.?



2.2.3.2. Gel prensado

Esta forma de refinamiento del carragenano se realiza por medio de precipitacion con KClI,
cuando el polisacarido se encuentra en solucion. La precipitacion se presenta debido a las
interacciones ionicas que hay entre la sal y el carragenano, originando la desestabilizacion
de la molécula. EI gel formado se prensa para remover el agua presente antes del secado, lo
que le da el nombre caracteristico a este método. Los tipos de carragenano precipitados por
este procedimiento, son los que son fuertemente sensibles a los iones potasio como son el

K- y 1-carragenano.*?

2.2.3.3. Precipitacién por alcohol

Este método es el mas utilizado desde tiempos antiguos. Realizado generalmente con
alcohol isopropilico, para deshidratar y coagular la molécula. La precipitacién que se
realiza por este método no es selectiva, lo que hace que no sea eficiente para la separacion

de los tipos de carragenano presentes en solucién.*?



3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

e Optimizar la extraccion de carragenanosG del alga roja, Catenella impadica; mediante

el empleo de la metodologia de superficie de respuesta (RSM).

3.2 ESPECIFICOS

Determinar la influencia de la concentracion y el volumen de solucion alcalina, la

temperatura y el tiempo, en la extraccion del carragenano.

e Analizar estadisticamente el contenido de carragenano, considerando las variables

concentracion y el volumen de solucién alcalina, la temperatura y el tiempo.

e ldentificar los carragenanos estudiados por espectroscopia infrarroja (IR-TF), y la

aplicacion de la segunda derivada, verificando las bandas con la literatura.

e Evidenciar por espectroscopia infrarroja, la posible presencia de trazas de otros tipos de

carragenano en las muestras refinadas.



4. METODOLOGIA

La metodologia, equipos y reactivos de alta pureza y los solventes de grado analitico
utilizados en la extraccion del carragenano refinado, y la técnica instrumental de

caracterizacion, se describe a continuacion.

4.1 REACTIVOS Y EQUIPOS

4.1.1. Reactivos

Acetona (Fisher Scientific 99.7%)
Isopropanol (Merck A.C.S 98%)
Hidroxido de Potasio (Merck A.C.S 85%)
Cloruro de Potasio (Merck A.C.S 100%)
Bromuro de Potasio (Merck A.C.S)

4.1.2. EqQuipos

Balanza analitica Precisa XT220A

Campana de extraccion C4, modelo C180X

Plancha de calentamiento y agitacion Corning, modelo PC 420
Bafio Maria 1Dies, modelo D5000

Destilador Schott Gerate

Estufa Fisher Scientific, modelo 737G

pH-metro Fisher Scientific Accument AB15

Infrarrojo con Transformada de Fourier, Thermo modelo IR200



4.2 TOMAY TRATAMIENTO DE MUESTRAS

La Catenella impudica utilizada como fuente para la extraccion del carragenano se recibio
en el grupo de investigacion Quimica de Productos Naturales, proveniente del
departamento de biologia de la Universidad del Valle. Previo a su uso, la muestra se

mantuvo en bolsas plasticas, selladas y almacenadas en desecador a temperatura ambiente.

4.2.1. Sitio de muestreo?

Las muestras del alga fueron colectadas en dos estaciones de muestreo: Desembocadura del
rio Dagua e Isla Cangrejo, en el costado suroriental de la Bahia de Buenaventura, estuario
tropical de un é&rea aproximada de 70 km? (Figura 7). Presenta un clima célido
superhimedo, caracterizada por su alta precipitacion, con humedad relativa de 88%, casi
constante a lo largo del afio, y temperatura promedio del agua de 27,8 °C. Las formaciones
vegetales predominantes en la linea de la costa son los bosques de manglar cuyas raices

albergan una vegetacion caracteristica de macroalgas bénticas.
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Figura 7. Mapa de la Bahia de Buenaventura indicando las estaciones de muestreo. 1) Estacion -

Desembocadura del rio Dagua. 2) Estacion - Isla Cangrejo.”

4.2.2. Recoleccion de las muestras®

El alga roja se colectd6 de forma manual durante marea baja, desprendiéndola
cuidadosamente de los sustratos en los que cominmente crece (raices de mangle); para ello
se colocd aleatoriamente una cuadricula de 50 x 50 cm en diez de esos arboles, habiendo

trazado previamente un transecto de 50 m.

Las muestras fueron lavadas y colocadas en toallas de papel humedecidas con agua marina,
se empacaron en bolsas sellables de polietileno, y mantenidas en una nevera de icopor con
hielo hasta su traslado al laboratorio de la seccion de botanica del departamento de biologia
de la Universidad del Valle. Su clasificacion se llevo a cabo por los Doctores Philip A.
Silverstone Sopkin y Enrique J. Pefia, de acuerdo con los ejemplares presentes en la
coleccién de referencia de herbario CUVC de la Universidad del Valle, bajo el nimero
46406. Posteriormente, las muestras se limpiaron de materia extrafia y prontamente se

secaron a una temperatura aproximada de 60 °C.



4.3 OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION

Las mejores condiciones de extraccion de carragenano, se determinaron mediante el empleo
de la metodologia de superficie de respuesta (RSM) con un disefio factorial completamente
al azar (CRFD), generado mediante el uso de 4 factores, 3 niveles, 1 bloque. Utilizando el
software STATGRAPHICS® Centurion XV (®Statpoint Inc. 1982-2007, USA, version
15.2.06).%° En las tablas 1 y 2 se presentan los diferentes factores y los niveles en los que

fueron empleados.

4.3.1. Variables

Se tuvieron en cuenta cuatro factores (Concentracion y volumen de solucién alcalina, la
temperatura y el tiempo), manejandose a tres niveles equidistantes (-1, 0 y +1). Las
condiciones y demas caracteristicas de la extraccién, como la cantidad de alga, la
temperatura de secado, y el volumen de isopropanol; se mantuvieron constantes. La
variable de respuesta (Yy), fueron la cantidad de «/t- y 8-carragenano obtenidos, los cuales

se analizaron por separado.

4.3.2. Analisis de datos

Los datos obtenidos de la metodologia de superficie de respuesta (RSM), de las condiciones

Optimas y de la influencia de las variables (Concentracion y volumen de solucion alcalina,

la temperatura y el tiempo), en la cantidad de carragenano presente en la muestra; se



determiné empleando el software STATGRAPHICS® Centurion XV.? El anélisis de
multivariables y de superficie de respuestas, con la interpretacion cruzada de los resultados

de los mismos, indicaron la influencia de las variables.

Tabla 1. Factores independientes, niveles reales y codificados, que se emplearon para la

optimizacion de las condiciones de extraccion del carragenano.

Niveles
Factor
-1 0 +1
Temperatura (A) (°C) 80 85 90
Concentracion KOH (B) (%) 4 6 8
Vol. Solucién KOH (C) (mL) 100 200 300
Tiempo (D) (min) 60 90 120

Tabla 2. Disefio experimental incluyendo los niveles reales de las variables independientes

ensayadas.?®

Prueba A B C D Yo
1 90,0 8,0 3000 60,0
2 80,0 80 100,0 120,0
3 850 94 2000 90,0
4 850 6,0 31,8 90,0
5 850 6,0 3682 90,0
6 934 6,0 2000 90,0
7 90,0 80 100,0 120,0
8 850 2,7 2000 90,0
9 80,0 4,0 300,0 120,0

10 850 6,0 200,0 140,0
11 80,0 8,0 3000 60,0
12 90,0 4,0 100,0 60,0
13 850 6,0 2000 90,0
14 80,0 4,0 1000 60,0



15 90,0 4,0 300,0 120,0
16 850 6,0 200,0 90,0
17 850 6,0 2000 40,0
18 76,6 60 2000 90,0

A: Temperatura (°C); B: Concentracion Sin. KOH (%); C: Volumen SIn. KOH (mL); D: Tiempo

(min.); Yo: Cantidad de carragenano (%).

4.4 PROCESO DE EXTRACCION

Para la extraccion del carragenano de la Catenella impudica, se utiliz6 la metodologia
expuesta por Salas'®, con modificaciones. El alga seca se sometié a un proceso de limpieza,
mediante el lavado sucesivo con agua. Seguido, el alga preparada se le aplicé un
tratamiento alcalino, con agitacion vigorosa; lo que promovié la formacion de la unidad
3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa, la extraccion y su separacion a través de disolucion,
obteniéndolo de forma semirrefinada (Figura 8). Posteriormente, se llevd a bafio maria,
dejando los carragenanos en solucion, y de acuerdo a diferencias de solubilidad, con

respecto a la temperatura; se fraccionan en los tipos de carragenano (Figura 9).

TRATAMIENTO ALCALINO EN FRIO

3.0 g Algas secas

Envolver en muselina

1) Inmersién en H,O destilada x 1 hora,
lavar repetidamente

2) Inmersién en SIn. KOH (%, Vol.)*,
agitacion vigorosa

Eliminacion de




sobrenadante

3) Inmersion en H,0 destilada x 12 horas

Deposito de material en
bandejas acero inoxidable

Congelar — Descongelar
12 horas x 2 veces

Secar 42-45°C
hasta peso constante

Carragenanos
semirrefinados

Figura 8. Proceso de semirrefinado de los carragenanos, formacion de la unidad 3,6-AD, promoviendo la

extraccion y el posterior fraccionamiento del polisacérido.*®

* (La solucién de KOH, varia su concentracion y volumen, siendo estos parametros de estudio).



FRACCIONAMIENTO DEL CARRAGENANO SEMIRREFINADO

Carragenanos
semirrefinados

Filtrar en caliente

1) Adicionar 250mL de H,0 destilada
2) Bafio maria (°T, Tiempo)*

Eliminar materia
organica insoluble

Sobrenadante
°T ambiente

Filtrar

Carragenano gel

Congelar — Descongelar
X 2 veces

Secar 42-45°C
Peso Constante

Carragenano insoluble

Caracterizacion (IR-FT)

1) Adicionar KCI 0,2%

Carragenano solucion

Gel, coloca en bandejas
(Acero inoxidable)

Secar 42-45°C
Peso Constante

Carragenano soluble

Caracterizacion (IR-FT)

Figura 9. Proceso de extraccion y fraccionamiento de los carragenanos.™

* (La solubilizacion del compuesto se produce cuando las algas se llevan a bafio maria, variando en esta
paso, la temperatura y el tiempo; parametros de estudio).

1) Adicionar isopropanol
Gelificacién completa




45 CARACTERIZACION

La caracterizacion del carragenano presente en las muestras, para cada una de las diferentes
variables; se utilizd la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IR-TF),
siendo esta técnica una de las mas utiles para la identificacion de estructuras de
polisacaridos, que se basa en el andlisis de los picos de absorcién a nimeros de onda

caracteristicas (cm™).% '

4.5.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IR-TF)

Los andlisis por IR se llevaron a cabo con pastillas de KBr, en una proporcién aproximada
de 1:10, en un equipo Thermo modelo IR200. Los grupos éster sulfatos se evidenciaron con
la presencia de bandas intensas entre los 1240-1250 cm™. Los carbohidratos sulfatados
también muestran bandas menos intensas en 800-850 cm™; la posicién exacta depende de la
naturaleza del entorno del grupo sulfato; si es primario, secundario ecuatorial o secundario

axial, absorbiendo a 820, 830, y 850 cm™, respectivamente.?® 2%

4.5.2. Segunda derivada de IR-FT

La segunda derivada se calculé por medio del Software OriginPro® (OriginLab
Corporation® 1991-2011, versién 8.5.1)*°, a partir de las absorciones en la regién
comprendida entre 1750-500 cm™, usando el algoritmo de Savitzky-Golay, con suavizado

de cinco puntos y un polinomio de segundo grado.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PROCESO DE EXTRACCION

5.1.1. Tratamiento alcalino en frio

La extraccion de los carragenanos realizado,
involucra todas las etapas esenciales hasta
conseguir la refinacion, iniciando con una
limpieza (Figura 10), con el lavado continuo
hasta que el agua se muestra incolora. De esta
manera se eliminaron del alga el exceso de

tierra y sales provenientes del mar; seguido

por el tratamiento alcalino en frio, donde
ademas de la transformacion de la unidad D a  Figura 10. Algas lavadas con agua destilada,
la unidad AD (Figura 3), la disminucion de la previas a secado. (Fuente: Presente investigacion)
solubilidad y lograr separar los tipos de carragenanos; se llevé el material a una temperatura
de -2 °C para realizar una lisis de las células a través del hinchamiento de las mismas, a
causa del agua retenida; consiguiendo que los carragenanos presentes en la muestra estén
libres, siendo conocida esta muestra como carragenano semirrefinado (Figura 11). Se
observo ademas, la pérdida de la estructura del alga, obteniendo un compuesto coloidal tipo
gel, que al secar presentd una forma laminar con un alto contenido de material celulésico
(Figura 11, derecha). Esta forma de carragenano no es del todo comercial debido a la

presencia de impurezas, por lo cual la muestra requirio un proceso de refinamiento.



Figura 11. Producto del tratamiento alcalino en frio. Izquierda, carragenano semirrefinado sin secar.

Derecha, carragenano semirrefinado secado entre 42-45 °C. (Fuente: Presente investigacion)

5.1.2. Fraccionamiento del carragenano semirrefinado

A la totalidad del carragenano semirrefinado obtenido en 5.1.1, se le realizd una
purificacion y fraccionamiento; el cual es, un proceso de refinamiento de cada tipo de
carragenano presente en la muestra semirrefinada, basandose en las diferencias de
solubilidad en agua. Se obtuvieron dos tipos de productos, después del secado entre 42-45
°C; uno insoluble, como un polvo blanco fino (Figura 12, A); y otro soluble, que presentaba
una estructura quebradiza debido a la precipitacion y coagulacion con el alcohol

isopropilico (Figura 12, B).

Figura 12. Productos obtenidos a partir de la especie Catenella impudica; después del secado entre 42-45 °C.

A) Carragenano insoluble. B) Carragenano soluble (Fuente: Presente investigacion)



5.1.3. Rendimientos de la extraccién

Los rendimientos obtenidos para el carragenano semirrefinado, y los refinados, son
resumidos en la tabla A1 (Ver anexo A). Los rendimientos de los carragenanos reportados,

se calcularon de acuerdo a la siguiente formula:

%C = w x 100
Wy
Donde, %C es el rendimiento de la extraccion del carragenano, W es el peso en gramos del
compuesto obtenido (semirrefinado o refinado) y Ws, es el peso en gramos de la muestra de
alga con un secado extra a 60 °C.

El estudio estadistico del rendimiento de la extraccion del carragenano semirrefinado
(Tabla 3), se realiz6 mediante un andlisis de varianza de un factor (ANOVA), en funcion de
la concentracién del KOH (%), mediante el software STATGRAPHIC Centurion XV?°,
observandose que no hay diferencia significativa entre los valores de las medias de las
concentraciones de KOH empleadas en la extraccion (p<0.05) (Ver anexo B) y por
consiguiente que el rango de concentracion de KOH (%) empleadas, no afectan el
rendimiento del carragenano, sino que solamente proporciona el medio adecuado para la
formacion del anillo en la unidad 3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa (Unidad AD). Ademas
se tiene un promedio de rendimiento del 38,99 %, alcanzando valores de hasta 50,66 %,
indicando que el tratamiento alcalino en frio no solamente transforma las unidades a-D-
galactopiranosa (Unidad D) a unidades 3,6-anhidro-a-D-galactopiranosa (Unidad AD), sino
también la purificacion parcial del carragenano mediante la eliminacion de azucares
simples, proteinas y minerales (Ca**), las cuales hacen un aporte significativo en el peso del
alga."® Se logra ademés la eliminacién del pigmento caracteristico rojo (ficobilina),

evidenciandose por la coloracion verde del carragenano semirrefinado (Figura 11). De los



mayores rendimientos obtenidos del semirrefinado como las pruebas 9 y 13, no se
obtuvieron rendimientos de carragenanos refinados altos lo que indicaria la presencia de un
elevado grado de impurezas, para esas condiciones.

Tabla 3. Rendimientos de los carragenanos semirrefinado y refinados. (Ver anexo A)

RENDIMIENTO DE LOS CARRAGENANOS DE LA Catenella

impudica
“Rendimiento | "Rendimiento | , o ) o
Prueba | Semirrefinado Insoluble Rendimiento | “Rendimiento
(%) %) Soluble (%) Total (%)

1 34,11 T‘ 12,87 | 22,52
2 42,10 6,37 ‘ 12,19 | 18,56
3 47,88 3,63 ‘ 6,95 | 10,58
4 37,68 5,80 ‘ 5,72 | 11,52
5 25,68 5,02 ‘ 3,69 | 8,71
6 35,17 10,74 ‘ 7,21 | 17,95
7 42,31 10,71 ‘ 8,68 | 19,39
8 43,66 4,09 ‘ 8,14 | 12,23
9 48,74 1,50 ‘ 8,16 | 9,66
10 41,93 4,75 ‘ 9,15 | 13,90
11 35,91 2,90 ‘ 7,27 | 10,17
12 30,61 8,69 ‘ 3,37 | 12,06
13 50,66 6,20 ‘ 10,59 | 16,79
14 32,19 6,46 ‘ 5,90 | 12,36
15 12,90 6,20 ‘ 0,00 | 6,20
16 47,99 4,69 ‘ 11,72 | 16,41
17 47,01 6,28 ‘ 6,69 | 12,97
18 45,25 6,45 10,50 | 16,95

“ Rendimiento en base a W; (peso de la muestra con secado extra a 60 °C).

El carragenano al ser un hidrato de carbono, es por consiguiente un componente energético
para las algas rojas, afectado por factores endégenos y exdgenos.*® Los rendimientos de los
carragenanos refinados (Tabla 3), estan muy relacionados con la fase de vida del alga,
encontrandose que para el alga del orden Gigartinales en fase gametofita haploide



predomina el k-carragenano y en fase tetrasporofita diploide predomina el A-carragenano.”
12,23, 313 Ademés, las sintesis de carbohidratos se relaciona a perfodos de maximo
crecimiento, incrementos en la actividad fotosintética y una reduccion en el contenido
proteico,® indicando que para la muestra del alga de estudio, se presenta una mezcla de
algas en diferentes fases de vida al no presentarse una superioridad en el rendimiento, de un
compuesto sobre el otro.

5.2 CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (IR-FT)

Los grupos funcionales caracteristicos de los carragenanos refinados obtenidos, se
identificaron mediante la espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier,

comparando bandas caracteristicas de los espectros con los reportados en la literatura.?®*

En las figuras 13 y 14 se pueden observar los espectros obtenidos para el carragenano
insoluble y soluble, respectivamente (Ver anexo C). En los cuales, de forma general; en la
region comprendida entre 3600-1600 cm™ se pueden apreciar tres bandas. La primera que
es ancha, intensa y simétrica alrededor de los 3424-3448 cm™, es asignada a la vibracion de
estiramiento del los grupos O-H. La segunda banda, que es débil; entre los 2931-2954 cm™
debida a la vibracion de estiramiento del C-H alifatico. Y la tercera banda de intensidad
fuerte, entre 1643-1635 cm™ asignada a la presencia de las vibraciones de estiramiento
entre C-C del anillo.*’
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Figura 13. Espectro infrarrojo del carragenano insoluble de la Catenella impudica.
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Figura 14. Espectro infrarrojo del carragenano soluble de la Catenella impudica.

La banda que se aprecia a aproximadamente 1249 cm™, la cual es una banda general para

los carragenanos; se atribuye a la vibracion de estiramiento asimétrico del grupo sulfato



(S=0). Ademés, las bandas que aparecen alrededor de 1072 cm™ y 930 cm™, son asociadas
a la presencia del anillo C3-O-C6 de la unidad de anhidro-galactopiranosa (AD).** De
acuerdo a lo anterior, se indicaria que los carragenanos refinados extraidos de la C.
impudica, presentan dentro de su estructura unidades AD debido al tratamiento alcalino en
frio aplicado. No obstante, para lograr la caracterizacion de los carragenanos de la C.
impudica; se evalud la segunda derivada de los espectros, debido a la poca resolucién de las

bandas en la region anomérica.

La segunda derivada aplicada a los espectros de las muestras (Ver anexo C), presentan
minimos en la posicion de las bandas de absorcion del espectro original, aumentando la
resolucion cuando se encuentran solapadas o débiles, especialmente en la regién anomérica
o de huella dactilar (950-700 cm™).®® En las figuras 15 y 16 se pueden observar la
aplicacion de la segunda derivada a los espectros de los carragenanos insoluble y soluble,

respectivamente.

609,3955
578,54

4

g' —
1380,782/<§

1226,505

1157,08—— |
[1072,228 3

1033,658

2nd Deriv
1643,054<
1527,346
1434 779<

3022422
802;

>
b

971,9473
856,2393 —— |

1265,074
925,6641

1600 1400 1200 1000 800 600
Num. Onda (cm™)

Figura 15. Segunda derivada del espectro infrarrojo del carragenano insoluble de la Catenella impudica,
entre 1750-500cm™,
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Figura 16. Segunda derivada del espectro infrarrojo del carragenano soluble de la Catenella impudica, entre
1750-500cm™.

En el espectro de la segunda derivada del carragenano insoluble (Figura 15), aparecen
bandas que en el espectro original no se pueden observar. Presenta una banda a 856,2 cm™
que puede ser asignada a la galactopiranosa-4-sulfato (G4S), encontrandose en k- y 1-
carragenano. La presencia de 1-carragenano se confirma con la banda a 802,2 cm™, debida
a la 3,6-anhidro-galactopiranosa-2-sulfato (AD2S), mostrando ausencia de esta vibracién
para k-carragenano. Por lo tanto, la presencia de estas bandas y con la de 925,7 cm™ de la
unidad AD; confirman que el compuesto extraido de la Catenella impudica e identificado
como carragenano insoluble, corresponde al tipo hibrido «/1-carragenano,’ el cual es una
mezcla de cadenas, conteniendo ambas unidades (k-, 1-) 0 de igual forma, con la

galactopiranosa-4-sulfato y la 3,6-anhidro-galactopiranosa-2-sulfato.?*

En el espectro de la segunda derivada del carragenano soluble (Figura 16), se pueden
observar bandas a 933,4 cm™ y a 902,5 cm™, indicando la presencia de C-O-C vy la
sulfatacion en C2 de la unidad anhidro-galactopiranosa, respectivamente. Con estas bandas
y con la presencia de la banda a 1025,9 cm™ asignada al estiramiento simétrico en C2 de

S=0, y 802,2 cm™ indicarfan que el compuesto extraido de la Catenella impudica e



identificado como carragenano soluble, corresponde al tipo 0-carragenano, el cual es el

producto de la conversion de A-carragenano por el tratamiento alcalino en frio.

5.3 SUPERFICIE DE RESPUESTA

Para el andlisis de superficie de respuesta elaborado mediante el software
STATGRAPHIC® Centurion XV, se utilizaron los rendimientos que se resumen en la
tabla A1 (Ver anexo A). La optimizacion de extraccion se analizd por separado para cada
tipo de carragenano caracterizado.

5.3.1. k/-carragenano (insoluble)

Las tablas y figuras que se presentan a continuacion son los resultados obtenidos por el
software STATGRAPHIC® Centurion XV? para la optimizacién de x/i-carragenano de la

especie de alga, Catenella impudica.

La tabla 4 muestra el andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la

variable de respuesta del rendimiento de k/i-carragenano.

Tabla 4. Andlisis de varianza para «/i-carragenano.”

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio |Razéon-F| Valor-P
A:%KOH 0,0784072( 1 0,0784072 0,05 0,8417
B:Vol KOH 0,298764| 1 0,298764 0,18 0,6995
C:Temperatura 46,5633| 1 46,5633 28,14 0,0131
D:Tiempo 1,16419| 1 1,16419 0,70 0,4632
AA 1,88861| 1 1,88861 1,14 0,3637
AB 0,0269097( 1 0,0269097 0,02 0,9066
AC 2,16736| 1 2,16736 1,31 0,3355
AD 5,31972| 1 5,31972 3,21 0,1709
BB 0,258198| 1 0,258198 0,16 0,7193




BC 2,98241| 1 2,98241 1,80 0,2720
BD 3,06295| 1 3,06295 1,85 0,2669
CC 19,2136 1 19,2136 11,61 0,0422
CD 0,000423405( 1 0,000423405 0,00 0,9882
DD 0,418857| 1 0,418857 0,25 0,6495
Error total 4,96463( 3 1,65488

Total (corr.) 109,012| 17

R? = 95,45%

El analisis de varianza (ANOVA), indica que variables son las influyentes en el proceso,
con un intervalo de confianza del 95%. El valor de cada factor o interaccion que se reportan
en la dltima columna de la tabla 4, menores a p<0,05 serdn estimados como los mas
relevantes para obtener el mayor rendimiento de «/t-carragenano. Estos son: El factor
temperatura y su auto interaccién (CC). EI modelo planteado presenta un excelente ajuste,
ya que se obtuvo una alta correlacién (R?) de 95,45 %, minimizandose las posibles causas
de error a un 4,55 % restante.

La influencia de los factores sobre el proceso se pueden observar de la misma forma, y en
su respectivo orden; en el diagrama de Pareto estandarizado (Figura 13), siendo este una
representacion grafica del analisis de varianza (ANOVA). Los efectos de color azul (+) son
efectos directamente proporcionales y los del color morado (-) inversamente proporcionales

a la variable de respuesta.
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Figura 17. Diagrama de Pareto estandarizado para la extraccion de «/i-carragenano de la Catenella

impudica.”®

El diagrama incluye una linea vertical azul cuya ubicacion depende del intervalo de
confianza trabajado, siendo del 95% para este caso. Los efectos que sobrepasan la linea
vertical se consideran como los mas significantes para el proceso. Estos son, en su orden,
temperatura y la interaccion de esta. Indicando que un cambio en la temperatura tiene un
efecto mas notable sobre el rendimiento de k/1-carragenano que cualquier variacion de otro
efecto, siendo por tanto la temperatura la de mayor importancia para el control del proceso.
Observando de nuevo los rendimientos reportados en la tabla 3, los mayores rendimientos
de este tipo de carragenano se alcanzan a 90 y 93.4 °C (pruebas 1, 6, 7, 12), y los

rendimientos bajan significativamente cuando la temperatura también lo hace.

El efecto de cada variable sobre el rendimiento de «/1 -carragenano, se puede observar en la
figura 18. La representacion de cada variable: la concentracion y el volumen de KOH, la
temperatura y el tiempo, exponen pendientes que representan la significancia sobre el
proceso Y la sensibilidad de la variable de respuesta a estos factores, apreciandose que el

factor que presenta mayor pendiente es la temperatura mostrando de igual forma, que a



variaciones de temperatura se presentard un cambio significativo en el rendimiento de x/1-
carragenano. Los otros factores no presentan pendientes significativas y por tanto la
variacion de ellos no muestra cambios significativos en el rendimiento, pero logran
mayores rendimientos a valores medios del porcentaje de KOH (%) y valores extremos de

volumen de KOH y tiempo.
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Figura 18. Grafica de los efectos principales para «/i-carragenano.”

Con la tabla 5 se demuestra el buen ajuste del modelo empleado mediante la comparacion
de los resultados experimentales del rendimiento y los valores ajustados o exhibidos por el
mismo modelo, apreciando una clara similitud entre ellos, justificando o demostrando la
alta correlacion conseguida de 95,45 %. Se determina que por medio del modelo empleado

se puede optimizar la extraccion de «/t-carragenano, a partir de la Catenella impudica.



Tabla 5. Estimacion de los resultados para la extraccion de «/t-carragenano de la Catenella

impudica.®®

Observados | Ajustados
Prueba | Rend. (%) |Rend. (%)
1 9,65 9,10
2 6,37 6,62
3 3,63 3,83
4 5,80 6,00
5 5,02 5,23
6 6,46 5,70
7 10,70 10,15
8 4,09 4,30
9 1,50 1,76
10 4,75 4,97
11 2,90 3,16
12 8,69 8,14
13 6,21 5,20
14 6,46 6,72
15 6,20 5,65
16 4,69 5,20
17 6,28 6,49
18 10,74 11,91

En la tabla 6 se resume los valores de los parametros encontrados para el maximo
rendimiento de «/i-carragenano, en la cual los valores de optimizacion se hallan dentro del
rango determinado previamente en el disefio del experimento, aunque con orientacion a

estar ubicados en puntos extremos de cada factor.

Tabla 6. Optimizacion del proceso para k/i-carragenano.”

Factor Bajo| Alto | Optimo
KOH (%) 27 | 94 2,74
Vol. KOH (mL) | 31,8|368,2| 368,2
Temperatura (°C) | 76,6 | 93,4 | 93,03
Tiempo (min.) 40,0 | 140,0| 40,0




En la figura 19 se observa graficamente las superficies de respuestas, en la que se muestra
una superficie en ascenso donde el valor 6ptimo se representa en el punto maximo de la
superficie. Todas las superficies difieren entre si en los factores constantes, teniendo en
cuenta que solo se necesitan dos factores en variacion mientras los otros dos permanecen
constantes para modelar el disefio y observar el cambio en el rendimiento. No6tese que en la
superficie de respuesta se muestran diferentes contornos, donde cada uno de ellos
corresponde a un rango de rendimiento obtenido, pronosticado por el modelo e ilustrando la

forma en que este responde a las variaciones de los factores.

Cuando la temperatura y tiempo permanecen constantes en el valor medio, la superficie
muestra que los valores maximos de rendimiento (~5,46 %), se logran cuando la
concentracion se acerca a valores medios y el volumen a valores bajos. Utilizando los
valores de optimizacion como constantes para cada factor, se puede ver los valores de
rendimientos maximos, especificamente cuando se deja la temperatura a 93,4 °C y tiempo
de 40,0 min., el maximo rendimiento es aproximadamente de 17 % cuando la concentracién

se acercaa 4 % y el volumen a 300 mL.
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5.3.2. @-carragenano

especie de alga, Catenella impudica.

variable de respuesta del rendimiento de 6-carragenano.

Tabla 7. Andlisis de varianza para 0-carragenano.”
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Figura 19. Superficie de respuesta para k/t-carragenano. Superior izquierda, variacion de «k/1-carragenano con
respecto a %KOH y volumen de KOH con temperatura y tiempo a nivel medio. Superior derecha, variacion
de «/1-carragenano con respecto a %KOH y volumen de KOH con temperatura y tiempo en nivel optimo.

Inferior, variacion de k/1-carragenano con respecto a temperatura y tiempo con porcentaje y volumen de KOH

Las Tablas y Figuras que se presentan a continuacion son los resultados obtenidos por el

software STATGRAPHIC® Centurion XV para la optimizacion de 0-carragenano de la

La tabla 7 muestra el andlisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para la



A:%KOH 0,58679| 1 0,58679 0,26 0,6453
B:Vol KOH 2,06289| 1 2,06289 0,91 0,4096
C:Temperatura 14,6413( 1 14,6413 6,49 0,0842
D:Tiempo 3,03959| 1 3,03959 1,35 0,3298
AA 7,0898( 1 7,0898 3,14 0,1745
AB 2,0321| 1 2,0321 0,90 0,4127
AC 20,4573| 1 20,4573 9,06 0,0572
AD 0,469588| 1 0,469588 0,21 0,6793
BB 37,676| 1 37,676 16,69 0,0265
BC 1,51006( 1 1,51006 0,67 0,4733
BD 35,2179| 1 35,2179 15,60 0,0289
CcC 1,17633( 1 1,17633 0,52 0,5225
CD 27,1655| 1 27,1655 12,03 0,0404
DD 4,92437| 1 4,92437 2,18 0,2362
Error total 6,77205| 3 2,25735

Total (corr.) 186,065 17

R’ = 96,36%

El andlisis de varianza (ANOVA), indica que variables con mayor influencia en el proceso
(p<0,05) para 6-carragenano, son las interacciones entre el volumen:volumen de KOH,
volumen de KOH y el tiempo, y temperatura:tiempo. Teniendo que el ajuste del modelo es

del 96,36 %, minimizandose las posibles causas de error a un 3,64%.

La influencia de los factores sobre el proceso se pueden observar de la misma forma, y en
su respectivo orden; en el diagrama de Pareto estandarizado (Figura 20). Resumiendo, los
efectos de color azul (+) son efectos directamente proporcionales y los del color morado (-)
inversamente proporcionales a la variable de respuesta. Se tiene que los efectos de las
variables estudiadas no son significativas (p>0,05). Sin embargo, la interaccion de algunos
factores si presentan efectos significativos sobre el proceso de extraccion de una manera
inversamente proporcional al rendimiento de 6-carragenano. Para observar el efecto de

estas interacciones ver la figura 22.
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Figura 20. Diagrama de Pareto estandarizado de para la extraccion de 0-carragenano de la Catenella

impudica.”®

Por consiguiente la gréfica de los efectos principales (Figura 21), no muestran pendientes
pronunciadas que impliquen cambios significantes en el rendimiento de 6-carragenano,
siendo por tanto de menos importancia para el proceso de acuerdo al analisis de varianza
(ANOVA) de la tabla 17. Lo que indica que la variacion desde el valor bajo a el alto de

cualquier factor no implica cambios significativos en el rendimiento de 8-carragenano.
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Figura 21. Gréafica de los efectos principales para 6-carragenano.”

El efecto de las interacciones de los factores principales sobre el rendimiento de 6-
carragenano se observan en la figura 22. Si comparamos las pendientes con las de los
efectos principales (Figura 21), notamos la significancia de las interacciones para el
proceso segun el analisis de varianza. Cuando la extraccion se hace por un tiempo de 60,0
min., y se aumenta el volumen de KOH gradualmente, el rendimiento del carragenano es
aproximadamente 10,5 %, pero al incrementar el tiempo de extraccion a 120 min., y
disminuir gradualmente el volumen de KOH, se obtiene un rendimiento mayor de
aproximadamente 12,5 %. Caso igual pasa con la interaccién entre el tiempo y la
temperatura. A tiempos cortos de extraccion, y aumentos graduales de la temperatura se
alcanza un rendimiento maximo de aproximadamente 9,2 %. Pero cuando el tiempo de
extraccion se incrementa, y se disminuye la temperatura gradualmente, el rendimiento del

carragenano sube a aproximadamente 13,2 %.
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Figura 22. Efecto de la interaccion de factores para 6-carragenano. Izquierda, efecto de la interaccion del

volumen de KOH y el tiempo; derecha, efecto de la interaccion de la temperatura y tiempo.?

De la misma forma que k/1-carragenano, con la tabla 8 se demuestra el buen ajuste del
modelo empleado mediante la comparacion de los resultados experimentales del
rendimiento y los valores ajustados o exhibidos por el mismo modelo, percibiéndose una
clara similitud entre ellos, justificando o demostrando la alta correlacion conseguida de
96,36 %. Se determina que por medio del modelo empleado se puede optimizar la

extraccion de 6-carragenano, a partir de la Catenella impudica.

En la tabla 9 se resume los valores de los parametros encontrados para el maximo
rendimiento de 6-carragenano. Teniendo que los valores de optimizacion se encuentran
dentro del rango determinado previamente en el disefio experimental, aunque con
orientacion a estar ubicados en puntos extremos de cada factor, a excepcién de la

concentracion de KOH.



Tabla 8. Estimacion de los resultados para la extraccion de 6-carragenano de la Catenella

impudica.?®

Observados | Ajustados
Prueba | Rend. (%) |Rend. (%)
1 12,87 12,46
2 12,19 11,69
3 6,95 7,59
4 5,72 6,35
5 3,69 4,32
6 10,50 11,24
7 8,68 8,26
8 8,15 8,80
9 8,17 7,68
10 9,15 9,80
11 7,27 6,78
12 3,37 2,96
13 10,59 10,39
14 5,90 5,41
15 0,0 -0,41
16 11,72 10,39
17 6,69 7,34
18 7,22 7,76

Tabla 9. Optimizacién del proceso para 6-carragenano.?

Factor Bajo | Alto | Optimo
KOH (%) 27 | 94 3,41
Vol KOH (mL) |31,8|368,2| 31,8
Temperatura (°C) | 76,6 | 93,4 | 76,61
Tiempo (min) 40,0 | 140,0 | 140,0

En la figura 23 se puede observar graficamente las superficies de respuestas,
diferenciandose entre si, en los factores constantes. NGtese que en la superficie de respuesta
se muestran a diferentes contornos, cada uno de ellos corresponde a un rango de
rendimiento obtenido, pronosticado por el modelo e ilustrando la forma en que este

responde a las variaciones los factores.



Cuando la temperatura y tiempo permanecen constantes en el valor medio, la superficie
muestra que los valores maximos de rendimiento se aproximan a 9,9 %, cuando la
concentracion y volumen se acercan a valores medios. Utilizando los valores de
optimizacion como constantes para cada factor, se puede ver los valores de rendimientos
maximos, especificamente cuando se deja la temperatura a 76,62 °C y un tiempo de
140,0min., el maximo rendimiento es aproximadamente de 25 %, cuando los niveles de
concentracion y de volumen de KOH, estan en sus valores bajos de 4 % y 100 mL,

respectivamente.
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Figura 23. Superficie de respuesta para 0-carragenano. Superior izquierda, variacion de 6 -carragenano con
respecto a %KOH y volumen de KOH con temperatura y tiempo a nivel medio. Superior derecha, variacién
de 6-carragenano con respecto a %KOH y volumen de KOH con temperatura y tiempo en nivel optimo.

Inferior, variacion de 6-carragenano con respecto a temperatura y tiempo con %KOH y volumen de KOH en
nivel 6ptimo.”®






6. CONCLUSIONES

Las condiciones de optimizacion de extraccion para x/i-carragenano de la Catenella
impudica, fueron identificadas mediante la metodologia de superficie de respuesta como
2,7 %, 368,2 mL, 93,0 °C y 40 min., para la concentracion y el volumen de solucién
alcalina, la temperatura y el tiempo, respectivamente. Por analisis de varianza, se tiene un
ajuste del modelo del 95,45%, siendo la temperatura la que presenta mayor influencia para

el control del proceso.

Las condiciones de optimizacion de extraccion para 6-carragenano de la Catenella
impudica, fueron identificadas mediante la metodologia de respuesta como 3,4 %, 31,8 mL,
76,61 °C y 140,0 min., para la concentracion y el volumen de solucion alcalina, la
temperatura y el tiempo, respectivamente. Por andlisis de varianza se tiene un ajuste del
modelo del 96,36 %, siendo las interacciones de los factores las que presentan mayor

influencia para el control del proceso.

Los rendimientos de los carragenanos refinados de la Catenella impudica, al no observarse
un predominio de un tipo de carragenano sobre el otro; indicarian que la muestra de alga de

estudio presentaria una mezcla de algas en diferentes fases de vida.
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ANEXOS



ANEXO A: Datos y resultados para el carragenano semirrefinado, y refinados («/t1y 0)
Tabla A.1 Datos y resultados para carragenano semirrefinado, «/t- y 6-carragenano segn disefio experimental.?®

EXTRACCION DE k/i- Y -CARRAGENANO DE LA Catenella impudica

Prueba W, W Weemi Rend. “Rend. | W,, RKe/r:fi *Rch?_d. **i?:d' W, Rend. “Rend. “Rend.
C)) C)) ) (%) (%) (@ (%) (%) (%) @  6-(%) 0-(%) 6-(%)

1 3,0020 | 2,9403 | 1,0029 @ 33,4088 34,1099 | 0,2838 | 9,4537 | 9,6521 | 28,2970 | 0,3784 12,6060 | 12,8706 37,7327
2 3,0027 | 2,9422 | 1,2386 41,2484 42,0961 | 0,1873 | 6,2377 | 6,3659 | 15,1223 | 0,3585 11,9404 12,1858 28,9474
3 3,0024 | 2,9155 | 1,3961 @ 46,4984 47,8843 | 0,1058 | 3,5227 | 3,6277 | 7,5760 | 0,2027 6,7513 | 6,9525 @ 14,5194
4 3,0025 | 2,9087 | 1,0961 36,5062 37,6839 | 0,1686 | 5,6142 | 5,7953 | 15,3788 | 0,1663 55376 = 5,7163 15,1689
5 3,0025 | 2,7995 | 0,7189 @ 23,9445 25,6805 | 0,1406 | 4,6828 | 5,0223 | 19,5568 | 0,1032  3,4360 | 3,6851 @ 14,3500
6 3,0023 | 2,6455 | 0,9304 30,9907 35,1704 | 0,2840 | 9,4594 | 10,7352 | 30,5234 | 0,1909 6,3585  7,2160 20,5173
7 3,0024 | 2,8785 1,2178 40,5598 42,3056 | 0,3081 | 10,2629 | 10,7046 | 25,3032 | 0,2497 8,3178 8,6758 20,5075
8 3,0024 | 2,8518 | 1,2451 41,4702 43,6607 | 0,1165 | 3,8802 | 4,0852 | 9,3567 | 0,2324 77,7394  8,1482 18,6625
9 3,0016 | 2,9724 1,4488 48,2676 48,7423 | 0,0446 | 1,4859 1,5005 3,0784 | 0,2428 8,0890 8,1686 16,7587
10 3,0025 | 2,7652 | 1,1593 38,6123 41,9258 | 0,1315 | 4,3786 | 4,7543 | 11,3399 | 0,2531 8,4308  9,1543 21,8344
11 3,0025 | 2,8297 | 1,0160 @ 33,8385 35,9053 | 0,0821 | 2,7333 | 2,9002 | 8,0774 | 0,2058 6,8532 | 7,2718 @ 20,2526
12 3,0024 | 2,9833 | 09131 30,4134 30,6078 | 0,2593 | 8,6364 | 8,6916 | 28,3967 | 0,004 3,3451  3,3665 10,9988
13 3,0022 | 2,7509 1,3937 @ 46,4215 50,6628 | 0,1707 | 5,6858 6,2053 | 12,2483 | 0,2914 9,7062 @ 10,5930 20,9089
14 3,0019 | 2,9775 | 0,9585 31,9287 32,1900 | 0,1925 | 6,4115 | 6,4640 | 20,0807 | 0,1757 5,8541  5,9020 18,3348
15 3,0017 | 2,9766 0,3839 12,7883 12,8963 | 0,1845 | 6,1476 6,1995 | 48,0722 | 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
16 3,0010 | 2,6598 1,2764 42,5336 47,9892 | 0,1248 | 4,1586 4,6920 9,7772 | 0,3117 10,3865 11,7188 24,4196
17 3,0022 | 2,6597 1,2504 41,6495 47,0128 | 0,1670 | 5,5637 6,2802 | 13,3584 | 0,1779 @ 5,9257 6,6887 14,2274
18 3,0027 | 2,7994 | 1,2668 42,1898 45,2537 | 0,1807 | 6,0190 | 6,4561 | 14,2665 | 0,2940 9,7901 10,5011 23,2048

Donde, W denota peso, siendo W;: De la muestra inicial (después de limpieza); Ws: De la muestra inicial con secado extra a 60°C; Wgmi: Del carragenano

semirrefinado; Rend., "Rend., y “Rend.: Rendimientos en base a W;, W, Y Weemi,, respectivamente. /1- y 6- del tipo de carragenano.



ANEXO B. Contraste de significancia para carragenano semirrefinado por %KOH

Tabla B.1 ANOVA para carragenano semirrefinado por porcentaje de KOH (%).

Suma de Cuadrado
Fuente Gl ) Fearc Ferit
Cuadrados Medio
Entre grupos | 397,286 4 | 99,3214 1,10 3,18
Intra grupos 1173,0 13| 90,2305
Total (Corr.) | 1570,28 |17

(Statgraphic, 2007)

Donde, Gl: Grados de libertad; F¢,.: Valor calculado de F; F;;: Valor de F critica (tedrica).
Hq: Las medias muéstrales son iguales. Como F;; es mayor que F . entonces no se rechaza la hipétesis nula:

Las medias muéstrales no presentan diferencia estadisticamente significativa (p>0.05).



ANEXO C. Caracterizacion del carragenano por espectroscopia infrarroja y segunda

Figura C.1 Espectros infrarrojos de k/1-carragenano, para las 18 pruebas realizadas.
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Figura C.2 Derivada segunda de la regién comprendida entre 1750-500cm™ de los espectros de «/i-carragenano.

2nd Deriv 2nd Deriv

2nd Deriv

A ad el A

2

A{ é/\

I \/A\/

I e
il

OYRY

VVVV

Ik

AN AU/\ n A

L

Al
|/

L

AL
\

~ | 1=
]
—— L
P

1200 1000
Long. Onda (cm™)




~

T T
—

2nd Deriv

WY (T Y VSN A v ree sy
AN LTV VA T 10 A R T 2
3

=
—
=]

oz

— T
o |t .

)

60[)\/ 1400 1200 10

2nd Deriv
| 2nd Deriv

2nd

e G

i ‘ / / Long. Onda (cm'9)0 | ] -/ " :m & 7
T oy e L b J/\(v% N
i

2nd Deriv

/1 1 1 " 1T L L L L
L 2ndDeriv | —| 2

]
e
, ;

\ -' ; ) %Q . éQPO 300 _ ,(ﬁwzw / \ 1600 ‘szmoo \Lo 1208 R ;{Ix\(c 100)0 800 600
AN ﬁ\% A L \U/ Wi :
' }\/v RS i | | \/M/ M Talh 10V AL
) \/ ol (AR A
B0 00 1200 1000 a0 600 ] f0 | 1400|1200 | 1000 | 800 600
1600 121(|)L5m' Ondf‘zé%m 4 1000 800 600 L. . um. Onda (cm-l? .
Long. Onda (cm™) 1600 1400 1200 1000 800 600

Long. Onda (cm™)




600 -

o o
3 3
= —— e g
lo— I o INT— © o
I = |- =
N s = << = °
—] 3.4 mm s 8
1 e B N
— 1T 5 o~ B
S g - £ 8T 3
i —— oG —f — [ssH—  |38s6
L N N ol [P
<] — — —
- E e ==
| W 1 3 W | S . mv S
I 3 SE
— Il S ﬁ/ . nWWU/vl 33
— =1 r <
AV — M — = — =
I W —] Im[v} mlﬂmw 3
— —] S
— 2 g L 2
. o 1 Lo 3
g i -
L —1 i i - g ]
" s I P | T | i S I TS e = T T
M .J T .\rA#_ —Cco. w WA\.)\WIN_ 14_.@ ch.o. m ML JI%\—@ —:. o
= © | o — 3
,/// ) ) m
= I~ A[\W\d S
— I~ ©lo
<] =
- - I E
= i< T = =
e 114 _| — © [ 5
B =g i
e S == 1 = S B
1 s = oA ©
| h— H 2 Aﬂnm mﬂ.l m
AM/ hummvv WMW =1 /Mm o
— HYo | S S | o
| | = s | = T-51 E S
S - Hl\”& \,Mmﬂr\v m u —
— H | | N
T H— g I — - — WWI - - |wm
A\\ — E A\m.\ﬁv E AH]MHA“V T3
E e | — Ll r—
I | — R I — T S — m 1
. 1 <
g o ] o
=13 liv g
- Hd b -
+ | = - - -
I J Q
PR e S [ ST HPE O RN § i e = S e TP | I MY = = e T I _m
S
MMM/E.@D puz 11 X W H/ AlRapuz 15 M ARd v:.N



Figura C.3 Espectros infrarrojos de 0-carragenano, para las 18 pruebas realizadas.
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Figura C.4 Derivada segunda de la regién comprendida entre 1750-500cm™ de los espectros de 6-carragenano.
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