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RESUMEN

Se analiz6 el efecto que tiene la aplicacion de un tratamiento
alcalino en el rendimiento, fuerza de gel, reologia y caracteristicas quimicas del
agar de Gracilariopsis lemaneiformis (Bory) Dawson, Acleto et Foldvik
encontrando las condiciones 6ptimas de concentracion de alcali, temperatura y
tiempo de pretratamiento alcalino para esta especie, a fin de obtener las mejores
caracteristicas de agar. Las variaciones de concentracion de NaOH, temperatura
y tiempos de pretratamiento alcalino, afectan el rendimiento y la fuerza de gel.
Los parametros que se probaron fueron: a) Concentracion de NaOH (2.5, 3.0,
4.0,5.0y 6.0 %) b) Temperatura (80, 90 y 100 °C) y c) Tiempo (constante en la
primer etapa (1hr)); los éptimos de rendimiento y fuerza de gel encontrados con
estas condiciones fueron concentracion de NaOH de 4.0 y 5.0 % a temperaturas
de 90 y 100 °C. En una segunda etapa, con las condiciones Ooptimas
encontradas, se vario el tiempo a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. El rendimiento
maximo de 24.36 % se obtuvo con NaOH 5.0 % a 90 °C por 15 minutos de
tratamiento; el rendimiento minimo de 15.5 % correspondi6 a NaOH 5 %, 100
°C a 120 minutos La maxima fuerza de gel fue de 1646 g cm™ (954 g cm™ Nikéng
a 100 °C, 5.0 % de NaOH y 90 min. y la minima de 270 g cm™ (156.5 g cm’
Nikan) con NaOH 5.0 %, 90 °C y 15 minutos de tratamiento; el 6ptimo general
encontrado fue NaOH al 5.0 %, temperatura 100 °C y tiempo de 90 minutos. La
fuerza de gel, contenido de 3,6 anhidrogalactosa, sulfatos, reologia e histéresis
del agar obtenido con las condiciones de tratamiento alcalino 6ptimas, caen
dentro de los requerimientos del agar comercial.




INTRODUCCION

De acuerdo con la US Pharmacopeia y la Food Chemicals Codex
(US PFCC), el agar se define como un coloide hidrofilico, insoluble en agua fria,
pero soluble en agua caliente. Esta solucién al 1.5 % es clara y forma geles
firmes entre los 32 y 39 °C y estos no se funden por debajo de los 85 °C.

El agar se obtiene de las algas rojas pertenecientes a los géneros
Ahnfeltia, Gelidium, Gracilaria, Gracilariopsis y Pterocladia (Kloareg y Quatrano,
1988). Sin embargo aproximadamente el 60 % de la produccién mundial de
agar, se deriva de las algas del género Gracilaria (Armisén, 1995).

El agar se emplea cbmo estabilizante o gelificante en preparaciones
alimenticias (Lewis et al., 1988), asi como en la industria farmacéutica en ciertas
formulaciones de medicamentos (Indergaard y Ostgaard, 1991). Ademas, el agar
se ha convertido en el mejor gel termoreversible solidificable en bacteriologia
(Womer, 1982), en los ultimos 20 afios, la agarosa ha jugado un importante
papel dentro de la biotecnologia, encontrando diversos nichos de aplicacion
(Hjerten, 1962; Matsunaga et al., 1980; Womer, 1982; Renn, 1984; Guiseley,
1987; Renn, 1990).

Esta compuesto por dos fracciones: agarosa y agaropectina (Fig. 1). La
agarosa posee una baja densidad de cargas, es soluble en agua y tiene
capacidad gelificante, mientras que la agaropectina es la fraccién con un alto

contenido de grupos iénicos y baja capacidad gelificante (Araki, 1944).



La agarosa es un polimero lineal compuesto por la sucesion de dos
unidades alternantes que se mezclan en una estructura repetitiva llamada
agarobiosa (O—p-D-galactopiranosa y O—a— L-3,6-anhidrogalactopiranosa) con
enlaces B (1-4) y a (1-3) respectivamente; la agaropectina esta compuesta por
B-D-galactosa, 3,6-anhidrogalactosa (AG), ésteres de sulfato, que pueden llegar

hasta un 5.0 %, acido D-glucurdnico y acido piravico (Araki, 1966) (Fig.2).
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Figura 1.- Estructura repetitiva del agar nativo.
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Figura 2.- Estructura repetitiva idealizada de la molécula del agar.

La capacidad de conformar hélices dobles y formar una red tridimensional
que inmoviliza al agua y produce el estado de gel esta dada por la fraccion
agarosa (Arnott et al., 1974; Rees, 1969). En particular, el comportamiento de
las caracteristicas reoldgicas del agar estan determinadas por la alternancia
regular de D—galactosa y residuos de 3,6-anhidro—L-galactosa, el contenido y
posicion de grupos sustituyentes y el peso molecular (Rees, 1972; Armisén y

Galatas, 1987).



ANTECEDENTES

En el Golfo de California existen al menos 55 especies de importancia
econdmica que incluyen varias especies endémicas. De estas especies, 19
presentan una alta potencialidad a ser explotadas; principalmente los géneros
Gracilaria, Gracilariopsis y Pterocladia, donde Gracilariopsis es la mas
abundante (Espinoza-Avalos, 1993; Pacheco-Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 1996;
Zertuche-Gonzalez, 1988; Pacheco-Ruiz et al., 2002).

Gracilariopsis lemaneiformis (Bory) Dawson, Acleto et Foldvik es una alga
roja productora de agar, que forma extensos mantos en la zona submareal
(Pacheco-Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 1996). Investigaciones sobre ciertas
especies de Gracilaria y Gracilariopsis en el Golfo de California han producido
informacion sobre su taxonomia y distribucion (Setchell y Gardner, 1924,
Dawson, 1949; Norris, 1975; Pacheco-Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 1996),
evaluacién de la biomasa disponible (Pacheco—Ruiz y Zertuche-Gonzalez, 2002)
y caracteristicas de su agar (Arellano-Carbajal et al.,1999).

G. lemaneiformis existe en volimenes comerciales desde Bahia de los
Angeles (29° 02’ 44” N, 113° 32’ 09” W) hasta La Trinidad (27° 49°18” N, 112°
43’ 24" W) aproximadamente 350 km. de costa. Esta region posee varias bahias
con fondo arenoso donde G. lemaneiformis forma mantos unialgales localizados
principalmente a profundidades de 2 a 7 metros (Pacheco-Ruiz et al., 1999).

Desde hace varios afios la importancia comercial de Gracilaria y

Gracilariopsis ha ido en aumento debido a que se emplea en la obtencion de



agar grado alimenticio. La disponibilidad de esta importante materia prima, se ha
incrementado debido al desarrollo de cultivos a gran escala por paises como
Chile, China, Taiwan, Filipinas etc., siendo el primero el mayor exportador a nivel
mundial. En México, asi como en paises como Namibia y Venezuela se ha
comenzado a cultivar a escala piloto, o a explotar en forma racional mantos
naturales de algas pertenecientes a estos géneros (Armisen, 1995; Zertuche-
Gonzalez 1994; Pacheco-Ruiz et al., 2002).

En general, las agarofitas presentan variacion estacional en rendimiento,
sintesis, quimica y calidad del agar (Oza, 1978; Yang y Wang, 1983; Cote y
Hanisak, 1986; Luhan, 1992; Bird y Hinson, 1992; Rebello et al., 1996; Freile-
Pelegrin y Robledo, 1997a), por el efecto de factores ambientales tales como:
temperatura, nutrientes, fase reproductiva del alga (Kim y Enriquez, 1978;
Lahaye y Rochas, 1991), condiciones de cultivo y los métodos de extraccion-
purificacion que aplique el productor (Armisén, 1993; Lahaye y Rochas, 1991).

Generalmente, las especies de Gracilaria y Gracilariopsis producen
agares con una baja calidad debido al mayor grado de sulfatacion que los
obtenidos de especies de Gelidium y Pterocladia, por lo que se denominan
agaroides (Craigie, 1990).

Sin embargo, aunque la cantidad de grupos hemiéster sulfatos en
agarocoloides de algunas especies pueden alcanzar valores tan altos como de
14 % (peso humedo) ej. Gracilaria textorii (Suro) De-Toni (Craigie et al., 1984) y

16 % (peso humedo), Gracilaria abottiana (Abott) (Santos y Doty, 1983), el
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contenido de sulfatos es considerablemente mas bajo que los coloides tipo
“carragenano” (Craigie et al., 1978).

El patrén de sulfatacion de los agares de Gracilaria y Gracilariopsis esta
dominado por la esterificacion del carbono 6 (C-6). La «, L-galactosa 6-sulfato se
sintetiza en el alga como un precursor biolégico de la 3,6-anhidrogalactosa y es
convertida a la forma anhidro por efecto de enzimas sulfohidroliticas (Rees,
1961; Wong y Craigie, 1978).

La calidad del agar depende de sus propiedades fisicas como:
temperatura de fusién, gelificacion, viscosidad, fuerza de gel (Tsuchiya y Hong,
1966) y composicién quimica como el contenido de grupos sulfatos y porcentaje
de 3,6-anhidrogalactosa (Lahaye y Rochas, 1991).

Desde el desarrollo del tratamiento alcalino en agares, cuyo efecto es
convertir la L-galactosa—6-sulfato a 3,6-anhidro-L-galactosa, para mejorar las
caracteristicas de gelificacion (Duckworth y Yaphe, 1971; Rees, 1972), este
tratamiento ha sido utilizado por los productores de agar de Gracilaria y
Gracilariopsis (Minghou, 1990) (Fig. 3).

El pretratamiento alcalino ha sido aplicado en la obtencién de agar de
diferentes especies de Gracilaria, variando la concentracion de alcali,
temperatura y tiempos, procurando la mayor desulfatacion posible, con la menor

perdida de rendimiento que el proceso causa (Armisén y Galatas, 1987).
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CH20503

Figura 3.- Cambio conformacional de la molécula de agar por efecto del

tratamiento alcalino (4C1-1C4 a 4C1-4C1).

Se han empleado soluciones de NaOH a concentraciones que van desde
1.0 % hasta 25.0 % (P. Lian y Q. Zhang, 2000), temperaturas de 50 a 90 °C con
tiempos de 30 a 180 minutos (Minghou, 1990; Villanueva et al., 1997).

Villanueva et al.,(1997), optimiz6 la extraccion de agar de Gracilaria
eucheumoides (Harvey), al variar los 3 parametros citados en un tratamiento
alcalino encontré que el rendimiento de agar es alto a bajas temperaturas,
combinado con una soluciéon alcalina fuerte y un tiempo de tratamiento corto.
Mientras que, temperaturas altas y concentraciones de alcali altas, con
prolongados tiempos de tratamiento, produjeron un alto contenido de 3,6-AG, y
bajo contenido de sulfatos; las condiciones 6ptimas encontradas en el citado
estudio fue NaOH al 10.0 % a temperatura de 90 °C por 120 minutos de

tratamiento.
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En G. lemaneiformis de Carolina del Norte, USA, el agar en forma nativa
puede pasar, de no tener capacidad gelificante, hasta alcanzar fuerzas de gel
superiores a 1300 g cm™ al someterla a un tratamiento alcalino con NaOH al 4.0
% a 80 °C por 60 minutos (Bird y Hinson, 1992); en G. lemaneiformis (Bory)
Acleto et Foldvik del Golfo de California, Arellano-Carbajal et al., (1999)
emplearon un tratamiento alcalino con NaOH al 2.5 % a 90 °C durante 60
minutos, reportando un agar con una fuerza de gel maxima de 892 g cm™.

Estos antecedentes permiten ver que, la optimizacion de los parametros
implicados en el tratamiento alcalino para obtener el maximo rendimiento con la
mayor calidad del gel, deben ser adaptados para cada especie de Gracilaria y
Gracilariopsis en particular, variables como la temperatura y la concentracion del
alcali deben ser ajustadas para obtener la mayor desulfatacion posible.

Por ello deberia ser prioritario encontrar las condiciones apropiadas para
optimizar el rendimiento en la extraccion de agar para cada especie de
importancia comercial, asi como determinar el tratamiento 6ptimo para obtener
las mejores fuerzas de gel. Por esto el presente estudio se encamina a
encontrar la combinacion optima de parametros como temperatura,
concentracion de NaOH y tiempo, a fin de obtener el mayor rendimiento y la

mejor calidad de agar.
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Hipotesis:
Al variar las condiciones de concentracion de alcali, temperatura y
tiempos de tratamiento alcalino, se presentaran diferencias significativas en el

rendimiento y fuerza de gel del agar de G. lemaneiformis.

OBJETIVOS

Objetivo general
»  Obtener agar de G. lemaneiformis con las mejores caracteristicas
de calidad y rendimiento mediante la utilizacion de un tratamiento
alcalino.
Objetivo particular
Describir las condiciones fisico-quimicas que permiten optimizar el
rendimiento y calidad de agar de G. lemaneiformis.
Comparar el agar nativo con el obtenido con tratamiento alcalino
mediante:
» |as propiedades fisicas: puntos de fusion y gelificacion, fuerza de
gel (reologia)
=  Composicion quimica: contenido de 3,6-anhidrogalactosa y grupos

hemiéster sulfato
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METODOLOGIA
Descripcion del area de estudio y colecta de muestras

Las muestras de G. lemaneiformis se colectaron en mantos comerciales
de Bahia de las Animas zona que se localizan en la costa NW del Golfo de
California (28° 49’ 00” Ny 113° 21’ 50” W) (Fig. 4)

La temperatura de la zona presenta amplias variaciones a lo largo del
afo, con valores maximos en verano y otofio (28-31 °C) y minimos en invierno y
primavera (14-22 °C) (Becerril-Bobadilla, 2001). Es una zona influenciada por
surgencias provenientes de las aguas profundas del Canal de Ballenas y
caracterizada por una fuerte mezcla por mareas (Roden y Groves, 1959; Bray y
Robles, 1991), por lo que la concentracién de nutrientes es relativamente alta
sobre todo en invierno y primavera (Alvarez-Borrego et al, 1978; Castro-
Montoya et al., 1987).

Las colecta se realiz6 de forma aleatoria en la zona submareal (a una
profundidad aproximada de 3 metros) en sustrato arenoso, con equipo de buceo
autbnomo, por personal de la empresa AMARES S.A. DE C.V. durante el mes
de marzo de 2001.

El material se secd al sol y se transport6é al laboratorio del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas donde se deshidraté hasta peso constante en
una estufa de conveccion a 60 °C durante 72 horas y se guardé en bolsas de

plastico para su analisis posterior.




29°10°N
29°00°
28°55°
Bahla
de: las
28°50° |— Animas
+
28° 45° | | |
113° 35° 113° 30° 113° 25 113° 20’ 113°15'W

Figura 4.- Localizacion del area de colecta.
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Obtencion de agar:

a) Agar nativo

Se prepararon por triplicado 5 gramos del alga seca sin moler,
posteriormente se lavaron dos veces en 100 ml de agua destilada; y se
colocaron en 150 ml de buffer de fosfatos pH 6.3 y se realizd la extraccion
durante una hora a 100 °C con agitacién continua. El extracto resultante, se filtrd
a vacio a través de un filtro (Whatman® 40), empleando tierra de diatomeas
como filtro auxiliar; el extracto se dejo enfriar hasta que gelifico, posteriormente
se congelé y descongel6 en dos ocasiones sucesivas y se drend el liquido
liberado. El gel resultante se lavé dos veces con etanol al 70 % durante 15
minutos y dos veces con etanol concentrado durante media hora. El producto
obtenido se secd a 60 °C durante 72 horas y se peso.

b) Agar con tratamiento alcalino:

Obtencion de variables 6ptimas:

Antes de la extraccion de agar, se aplicé a cada muestra de alga un
tratamiento alcalino bajo 5 porcentajes de NaOH, tres temperaturas sobre cada

condicion y un solo tiempo (Tabla I).
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Tabla I.- Tipo de variables utilizadas en el primer experimento.

N a OH % 6 TIEMPO (minutos)
2.5 80, 90y 100 60
3.0 80, 90y 100 60
4.0 80, 90y 100 60
5.0 80, 90y 100 60
6.0 80, 90y 100 60

Una vez detectadas las variables 6ptimas en base a rendimiento y calidad
de agar, se probaron las mismas condiciones, pero ahora variando el tiempo de
tratamiento alcalino a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos.

El procedimiento para este experimento fue utilizar 5 g de alga seca y
entera, la cual se someti6 a 150 ml de solucién alcalina, se calenté en bafio
maria con control de temperatura o en plancha de calentamiento, segun la
temperatura requerida; se dejo6 enfriar y se lavé exhaustivamente con agua
corriente por 5 minutos y posteriorrmente con 100 ml de H,SO4 al 0.025 % por
10 minutos, seguido de tres lavados mas con agua destilada, donde se dejo
reposar toda la noche. Al dia siguiente se drené el liquido y se le agregaron 150
ml de buffer de fosfatos pH 6.3; la extraccién de agar se efectud en autoclave
por 60 minutos a 1.5 kg cm™ de presién, la recuperacion del agar se realizo

como en el descrito para el agar nativo.
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Analisis Fisicos

Preparacion de geles

Se prepararon soluciones de agar al 1.5 % disolviendo 0.3 g de agar en
20 ml de agua destilada, se empled la autoclave a fin de asegurar la completa
disolucion de los geles. La solucién caliente resultante se le ajusté el volumen y
se vertié en dos viales de plastico de 5 ml en cada uno y 10 ml en un vaso de
precipitados de 30 ml. Una vez que se formé el gel, se dej6 reposar toda la
noche a temperatura ambiente y se procedié a la medicion de la fuerza de gel.

Fuerza de gel

La fuerza de gel se evalué empleando dos métodos:
1).- Modificacion del método descrito por Miller y Furneaux (1987), en el cual la
fuerza de gel se define como la carga maxima requerida para romper la matriz
del gel en la vecindad inmediata de la carga aplicada. La fuerza de gel (g cm?)
se determiné empleando una balanza de dos platos usando un émbolo de 0.5
cm de diametro (0.196 cm?). El procedimiento consistié en colocar el émbolo
sobre el gel y por el otro lado de la balanza, un vaso en donde se agrega agua a
una velocidad constante de aproximadamente 200 g min™', de forma que se
presiona el gel hacia el émbolo y se registra en la balanza digital el peso
necesario para la ruptura del mismo. Para convertir la fuerza de gel a unidades
Nikan, el valor obtenido se dividid entre un factor de conversion que fue de

1.7265.
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2).- Gelometro Nikkan (Hispanoagar, 1967). La fuerza de gel también se
determin6 como la carga maxima que soporta el gel durante 20 segundos
(unidades Nikan, g cm?). Cuando el gel no resiste un peso durante 20
segundos, se utiliza la siguiente ecuaciéon para calcular el peso que resiste el
gel: Log w? = log w + k (log t — log 20)
Donde :

W?° = Nam. Max. de gramos que puede soportar durante 20 segundos

W = Numero de gramos de peso que resistio el gel

t = NUmero de segundos que resiste el gel cuando se agrega peso

k=0.18

Punto de fusion

Se determiné siguiendo el método de Armisén (1993).

Este consistio en poner los geles en tubos de ensayo, posteriormente se
colocaron en bafio maria a temperatura ambiente, a estos se les agregd una
perla de vidrio (0.3 cm de diametro), la temperatura en el bafio maria se
incrementd gradualmente y cuando la perla de vidrio cae al fondo se registra

como la temperatura de fusion del gel.




20

Punto de gelificacion

Se determind siguiendo el método de Armisén (1993).

En este se parte del agar en solucién dentro de un tubo de ensayo con
una esfera de vidrio dentro; el tubo de ensayo se coloca en bafio maria a una
temperatura igual o mayor de 85 °C. Posteriormente la temperatura se
disminuye gradualmente y al momento en que la perla de vidrio se inmoviliza, el
gel estad formado, se introduce el termémetro y se mide la temperatura

registrandose como el punto de gelificacion.

Contenido de 3,6 anhidrogalactosa

Se determind mediante el método colorimétrico de resorcinol-acetal
descrito por Yaphe y Arsenault (1965), modificado por Craigie y Leigh (1978),

utilizando D-fructosa como estandar y un factor de correccion de 1.087.

Cuantificacion de sulfatos

Se determind mediante el método turbidimétrico con BaCl, descrito por
Tabatabai (1974), con modificaciones de Craigie y Wen (1984), empleando

K>SO4 como estandar.
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Analisis estadisticos

Dado que el objetivo del presente trabajo fue detectar los valores de
condiciones Optimas para extraer agar optimizando el rendimiento y fuerza de
gel, las extracciones no se realizaron simultaneamente, por ello cada variable se
analizé utilizando un ANOVA de una via.

Para determinar las diferencias de los parametros de rendimiento, fuerza
de gel y tiempos de pretratamiento alcalino, se realizaron pruebas de
homocedasticidad de varianzas y normalidad utilizando la prueba de Cochran.
Una vez probada lo anterior, a los datos se les aplic6 un ANOVA, utilizando un
nivel de significancia de 95 % (a= 0.05).

Cuando se detectaron diferencias significativas entre tratamientos se aplico
una prueba a posteriori utilizando una DVS (diferencia verdaderamente
significativa) de Tukey (Wayne, 1983) con modificaciones hechas por Spj®tvoll y
Stoline (1973) para tamafos de muestras diferentes. Esta prueba solo se aplicé
al tratamiento 6ptimo encontrado, utilizando la siguiente férmula:

e Para muestras de igual tamafo:

DVS= qq,k, N-k CIVlresidual
N n

e Para muestras con diferente tamaiio:

DVS= qq, k, N-k l CMresidual
nj

Donde a es el nivel de significancia elegido, k es el nUmero de medias en

el experimento, N es el total de observaciones en el experimento, n es el nimero
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de observaciones en un tratamiento, CM es el error o el cuadrado medio dentro
de los grupos de la tabla ANOVA, g se obtiene de la tabla H del apéndice | con
a, ky N-k, y nj es el mas pequefio de los tamafios de muestra asociados cuyas

medias se van a comparar.



23

RESULTADOS

Agar nativo:

El rendimiento promedio obtenido para el agar nativo fue de 25.8 %. Los
geles producidos por el agar nativo fueron muy débiles y no dieron suficiente
fuerza para realizar en ellos las mediciones, por lo que se consideraron con una

fuerza de gel menor a 100 g cm™.

Agar con tratamiento alcalino:

a) Concentracién variable de NaOH y temperatura a tiempo

constante.
a.1.- Rendimiento:

El maximo rendimiento en base seca de 20.3 % correspondi6 al
tratamiento con NaOH al 2.5 % y 80 °C; el minimo fue de 17.8 % al utilizar
NaOH al 3.0 % y 100 °C (Fig. 5).

Se encontrd diferencia significativa entre cada concentracion. Sin

embargo, no se encontro diferencia significativa entre temperaturas (Tabla Il).
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Figura 5.- Rendimientos al utilizar diferentes concentraciones de NaOH,

temperaturas y tiempo (60 minutos) constante (N=3; t=e.s.).

Tabla Il. Analisis ANOVA para rendimiento.

Fcal. | Fcrit. CONCLUSION
NaOH SS |DF| MS p Ho.
2:5 21.6223| 2 [10.8112] 8.8096 | 0.0515 | 0.0075 e
3 36.1079| 2 [18.0540| 7.1376 | 0.0515 | 0.0139 *
4 7.2162 | 2 | 3.6081 | 3.3765 | 0.0515 | 0.0805 *
5 6.3580 | 2| 3.1790 | 3.8512 | 0.0515 | 0.0618 *
6 10.9200| 2 | 5.4600 | 7.0282 | 4.2564 | 0.0145 ¥
80°] 3.8013 | 4 | 0.9505 | 0.7952 | 3.0555 | 0.5464 NS
90° y toda [NaOH] | 3.1007 | 4 | 0.7759 | 0.4274 | 3.0555 | 0.7865 NS
100° y toda [NaOH] | 9.5784 | 4 | 2.3946 | 2.8246 | 3.0555 | 0.0626 NS
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a.2.- Fuerza de gel:

La maxima fuerza de gel de 1848.0 g cm-2 (1071.3 g cm-? ), correspondié
al tratamiento con NaOH al 5.0 % y 90 °C. La minima de 191.5 g cm-? (111 g cm’
2 *) fue para el tratamiento con NaOH al 2.5 % y 80 °C (Fig. 6). Las mediciones
de la fuerza de gel en el gelometro Nikan para los tratamientos de 80, 90 y 100
°C, fluctuaron entre 100 y 1071.5 g cm-2 con NaOH al 2.5 % y 80 °C, y NaOH al
50 % y 90 °C respectivamente (Fig. 7). No se detectaron diferencias

significativas las concentraciones de NaOH independientemente de la

temperatura usada (Tabla Ill).

——80 —=w—90 —— 100

2400 -
2100 -

-
(==
o
o

1500 -
1200 -
900 -
600 -
300 -

0 T T T |
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0

NaOH %

Fuerza de Gel g cm 2

Figura 6.- Fuerzas de gel en g cm-2 (Miller y Furneaux, 1987) a diferentes

tratamientos de NaOH y tres temperaturas (n=8; +=E.S.).
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Figura 7.- Fuerzas de gel en unidades Nikan (n=8; +=E.S.).
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Tabla Ill. Analisis ANOVA para fuerza de gel.
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CONCLUSION

SS |DF| MS Feal Feit P HO.
2.5 % 4329189| 2 |(21645941209.1378| 3.5218 |1.15E-13 *
3 % 4024932| 2 (2012466 (483.0313| 3.4928 |[1.18E-17 *
4 % 5793617 2 |2896808|63.0695 | 3.5218 |4.09E-09 x
5% 784579 | 2 | 392289 | 9.8766 | 3.5915 | 0.0014 *
6 %. 2481486| 2 |11240743]|168.9397| 3.4667 |1.14E-13 *
80 °C 5600765| 4 |1400191(125.0181| 2.7277 |5.23E-17 ¥
90 °C 7577825| 4 [1894456|85.3067 | 2.6414 [1.51E-17 *
100 °C 1455585( 4 | 363896 | 14.3599 | 2.6335 |4.22E-07 *

* . . 7
Estos valores corresponden a unidades Nikan.
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b) Condiciones 6ptimas de concentracion de NaOH y temperatura a tiempo

variable:

b.1.- Rendimiento:

En general, el rendimiento disminuyé conforme se incrementé el tiempo
de tratamiento alcalino. El rendimiento maximo de 24.4 %, correspondié a NaOH
al 5.0 %, temperatura de 90 °C y 15 minutos de tratamiento. El rendimiento
minimo de 15.5 % correspondié a NaOH al 5.0 %, temperatura de 100°C y 120
minutos de tratamiento (Fig. 8).

Se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos y los

tiempos (Tabla V).

|+4%,90c —W—5%,90 C —4— 4%, 100 C —ji—5 %, 100 C

28 -
o 24
9
S
£ o
]
[ =
()]
X 46-
12 T T T 1
0 30 60 90 120

Tiempo (minutos)

Figura 8.- Rendimiento de agar a distintos tiempos y concentracion a

temperaturas optimas. (n=3; +=E.S.)
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Tabla IV.- Analisis de ANOVA para el rendimiento de las condiciones 6ptimas.

CONCLUSION

SS DF MS Feal F it p HO
4%,90°C| 49.76357 | 4 | 12.4409 | 24.9854 3.4780 | 3.45E-05 "
5%,90°C| 37.85735 | 4 | 9.4643 6.6705 3.4780 0.0069 *
4%, 100 °C| 59.68802 | 4 | 14.9220 | 24.9838 3.4780 | 3.45E-05 *
5%, 100 °C| 44.6417 | 4 | 11.1604 | 18.3830 3.6331 0.0002 *
15min. | 56.3452 | 3 | 18.7817 | 29.4111 4.0661 0.0001 *
30min. | 7.2815 | 3 | 2.4271 1.81586 4.0661 0.2222 NS
60 min. | 15.9384 | 3 | 5.3128 31.2962 4.0661 9.05E-05 *
90 min. | 22.6797 | 3 | 7.5599 7.1683 4.0661 0.0117 *
120 min. | 22.4118 | 3 | 7.4706 10.4436 4.3468 0.0056 *

b.2.- Fuerza de gel:

La fuerza de gel se incrementd conforme se incrementd el tiempo de
tratamiento alcalino, hasta llegar a la maxima fuerza de gel a los 90 minutos, a
partir de ese tiempo, la fuerza de gel cayo levemente (Fig. 9, 10). La maxima
fuerza de gel con ambos tratamientos (Miller y Furneaux,1987 y Nikan) fue de
1646 g cm™ (954.2 g cm™ *) que correspondié a NaOH a 5.0 %, temperatura de
100 °C y 90 minutos de tratamiento alcalino. La minima de 270 g cm™ (156.5 g
cm-?*) a NaOH al 5.0 %, temperatura de 90 °C y 15 minutos de tratamiento (Fig.
9, 10). Se detectaron diferencias significativas entre tratamientos 6ptimos (Tabla
V). La prueba a posteriori de Tukey, aplicado al éptimo no mostré diferencias

significativas entre tiempos (15=30=60=90=120) (Tabla VI.)
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Figura 10.- Fuerza de gel de condiciones 6ptimas (Nikan) variando el tiempo

tratamiento. (n=6; +=E.S.)

Tabla V. ANOVA para fuerza de gel y tratamiento 6ptimo a distintos tiempos.

CONCLUSION

SS |DF| Ms Foa Feit p Ho.

90°C y 4% NaOH [4319268| 4 [1079817|33.9062| 2.7955 | 2.4E-09 *
90°C vy 5% NaOH [3332993| 4 | 83324 [156.9066| 2.9277 |9.9E-14 *
100°C y 4% NaOH|2281693| 4 | 570423 | 23.9011 | 2.7955 | 6.6E-08 ¥
100°C y 5% NaOH|[1004442| 4 | 251110 | 8.6030 | 2.7762 | 0.0001 *
15 min. 2601984 | 3 | 867328 | 32.3565| 3.1599 | 1.8E-07 £

30 min. 2202391| 3 | 734130 (33.9284 | 3.2873 | 6.3E-07 ¥

60 min. 1867946| 3 | 622648 | 59.8481 | 3.0983 | 3.6E-10 *

90 min. 250837.8| 3 | 83612 | 7.0133 | 3.2873 | 0.0035 *

120 min. 533561.9| 3 | 177854 | 4.0259 | 3.0983 | 0.0215 ¥

Tabla VI. Prueba de Tukey para el tratamiento 6ptimo (5 % y 100 °C).

Q, 95%, K, N-K MS N DVS RESULTADO DECISION MIN.
4.14 2511105 [ 5 927.786 -896.715 NS 15-30
6 | 846.9489 -475.266 NS 15-60
6 | 846.9489 -416.592 NS 15-90
6 | 846.9489 -444.195 NS 15-120
5 927.786 -466.359 NS 30-60
5 927.786 -869.113 NS 30-90
5 927.786 -298.706 NS 30-120
6 | 846.9489 -570.077 NS 60-90
6 | 846.9489 -846.949 NS 60-120
6 | 846.9489 -846.949 NS 90-120

El mejor tratamiento para G. lemaneiformis corresponde a NaOH al 5%,

temperatura de 100 °C y 90 minutos de tratamiento alcalino (Fig. 9, 10).
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Contenido de 3,6-anhidrogalactosa

El agar nativo G. lemaneiformis presentd un contenido de 3,6-AG de
aproximadamente 27.0 %. El tratamiento alcalino, incrementé notablemente el
contenido de 3,6 anhidrogalactosa. Un maximo de 40.2 % se obtuvo con las
condiciones 6ptimas de tratamiento alcalino (NaOH al 5 %, 100 °C y 90 min.); el
menor contenido para el agar con tratamiento alcalino (37.2 %) correspondi6 a

las mismas condiciones NaOH al 5 %, 100 °C pero en 120 minutos de

tratamiento(Fig.11).

—49— %804 —&k—%3,6-AG

10 T - 50
T T [
8+ & i — 5 40
o
(7]
<] 4 4 <
:‘i" 6 30 &
— [42]
03’ 4 + + 20 %
X X
21 +10
0 | i | : : 0

0 15 30 60 90 120
Tiempo (minutos)

Figura 11.- Contenido de sulfatos y 3,6-anhidrogalactosa con NaOH al 5 % y

100 °C a distintos tiempos de tratamiento alcalino.
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Respecto al contenido de 3,6 AG no se encontraron diferencias

significativas entre tiempos (Tabla VII).

Tabla VII. Anélisis de ANOVA para el contenido de 3,6 AG y sulfatos.

CONCLUSION
SS DF MS FeaL FcriT. P HO.
3,6 anhidrogalactosa | 51.3236 | 4 | 12.8309 | 2.1263 | 2.6260 |0.096981 NS
Sulfatos con nativo [67.0918 | 5 | 13.4182|99.1562 | 2.4771 |5.13E-20 *
Sulfatos sin nativo | 15.4641 | 4 | 3.8660 | 76.0122 | 2.6684 |7.07E-16 ¥

El analisis de correlacion de Pearson mostré una fuerte correlacion

inversa de 3,6 AG y sulfatos con una r critica de -0.811 contra la r calculada de -

0.8311.

También se detectd correlacion positiva entre la 3,6 AG y fuerza de gel

(Tabla VIII).

Tabla VIIl.- Coeficientes de correlacion de Pearson 3,6 AG, sulfatos y fuerza de

gel.
COMPARACION n | Real Rerit. CONCLUSION
AG vs. sulfatos 6 | -0.831| -0.811 Inversamente proporcional
significativa
AG vs. F. de gel 51 0.804 | 0.878 Directamente proporcional
significativa
Sulfatos vs. F.de gel | 5 | -0.736 | -0.878 Inversamente proporcional
significativa
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Contenido de sulfatos

El contenido de grupos sulfato en el agar nativo de G. lemaneiformis en
promedio fue de 5.1 %. Los agares con tratamiento alcalino tuvieron un valor
maximo de 2.6 % a 15 minutos de tratamiento, el cual disminuyé gradualmente
hasta ~ 1 % a 120 min. (Fig. 10).

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de sulfatos a
diferentes tiempos de tratamiento alcalino (Tabla VIII).

El analisis de Pearson mostroé que existe una correlacion inversa entre el

contenido de sulfatos vs. fuerza de gel (Tabla IX).

Punto de fusion y de gelificacion

Los puntos de fusidon y gelificacion se determinaron solo para los agares
extraidos con las condiciones 6ptimas de tratamiento alcalino. La temperatura de
fusion fluctu6 entre 80.6 °C a 93.7 °C, presentandose el maximo valor a los 60
minutos de tratamiento alcalino y el minimo a los 120 min (Tabla IX).

La maxima temperatura de gelificacion de 36 °C se presentdé a 90
minutos, la menor de 32.2 °C a 120 minutos (Tabla 1X).

El gel con mayor intervalo de histéresis correspondié a 60 minutos de

tratamiento alcalino (Tabla IX).



Tabla IX. Punto de fusion, gelificacion e histéresis en °C.

15’ 30’ 60’ 90’ 120’
P. de fusién 91.3 |92.3 |93.7 |93.6 |80.6
P. gelificaciéon | 33.6 |35 34.2 |36 32.2
Histéresis 57.7 |57.3 |59.5 |57.6 |48.4

34
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DISCUSIONES

Agares obtenidos de especies de Gelidium y Pterocladia, poseen un bajo
contenido de sulfatos y gelifican sin necesidad de un tratamiento alcalino, por lo
que pueden ser empleados directamente en diferentes aplicaciones comerciales
a diferencia del agar nativo de G. lemaneiformis, que carece de capacidad
gelificante. En general el agar obtenido de especies Gracilariales producen geles
débiles considerados como “agaroides”, tales como Gracilaria confervoides (L.)
Grev. (Moore, 1944), G. lemaniformis de Carolina del Norte (USA) (Bird y
Hinson, 1992) y G. euchemoides Harvey (Villanueva et al.,1999) entre otras. No
obstante, mediante la aplicacion de un tratamiento alcalino, se pueden mejorar
las propiedades de estos agares y sean aptos para usos comerciales.

La utilizacion de un tratamiento alcalino ha demostrado efectos positivos
en la calidad del agar, debido a la eliminacion de impurezas y de grupos
sulfatos. El tratamiento alcalino elimina los grupos sulfato labiles convirtiendo la
a-L-galactosa-6-sulfato a 3,6 anhidro-a-L-galactosa (Craigie y Wen, 1984, Rees,
1972; Yaphe y Duckworth, 1972), esto tiene como consecuencia un incremento
en la calidad del agar al cambiar sus caracteristicas fisico-quimicas.

A pesar de lo anterior, tiene efectos contrarios como son una disminucién
en el rendimiento y fuerza de gel cuando se aplican altas concentraciones de
alcali, temperaturas y tiempos de tratamiento prolongados debido a la

depolimerizacion de la cadena del agar, la cual se reduce al emplear
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condiciones controladas entre ellas, el calentamiento previo del alcali antes de
agregar el alga (Myslabodski, 1990).

La aplicacion de un tratamiento alcalino a especies de Gracilaria y
Gracilariopsis (variando concentraciones de NaOH, temperatura y tiempo de
tratamiento alcalino) producen cambios notables en el rendimiento y las
caracteristicas del agar (Villanueva et al., 1999; Bird y Hinson 1992; Murano et
al., 1990; Durairatnam 1987; Hong et al., 1969).

En general agares obtenidos con tratamiento alcalino muestran un menor
rendimiento comparado con su agar nativo, debido principalmente a la disolucion
de fracciones de bajo peso molecular durante el tratamiento (Freile-Pelegrin y
Robledo, 1997).

El rendimiento obtenido para G. lemaneiformis a cualquier concentracion
y temperatura probada en este estudio, cumple con las caracteristicas de
rendimiento recomendados industrialmente (> 8.0 %) (Armisén, 1995).

Todos los parémetrbs considerados (concentracion de NaOH,
temperatura y tiempo de tratamiento) tienen un efecto marcado en la fuerza de
gel tal como lo demuestra Villanueva et al, (1997) en los agares de G.
euchemoides y Freile-Pelegrin y Robledo (1997) en el agar de G. cornea.

La variacion de concentracion de NaOH y temperaturas a tiempo
constante de tratamiento alcalino (60 minutos) mostré variacion en el
rendimiento a concentraciones de NaOH menores de 4.0 %, a todas las
temperaturas probadas, a partir de NaOH al 4.0 % el rendimiento muestra

variaciones minimas a cualquier temperatura y concentracién de alcali debido
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posiblemente a la fuerza iénica de la solucién, producida por la concentracion de
NaOH empleada.

El rendimiento en las condiciones éptimas (variando el tiempo), disminuye
conforme se incrementa el tiempo del tratamiento alcalino, esto se puede atribuir
a la disolucion del agar motivado por la degradacion del polimero por efecto del
alcali, temperatura y tiempo de tratamiento (Brasch et al., 1983; Myslabodski,
1990).

Un rendimiento minimo de 15.5 % se obtuvo con NaOH al 5.0 %, 100 °C,
y 120 minutos de tratamiento alcalino y un maximo de 24.4 % correspondio a
NaOH al 5.0 %, 90 °C por 15 minutos, este rango es superior a los reportados
para la misma especie 9.9-23.7 % por Bird y Hinson (1992) y de 8.2-154 %
por Arellano-Carbaijal et al, (1999) y el maximo rendimiento encontrado es mayor
al reportado para especies como Gracilaria tikvahiae (McLachlan) (22.2%), (Bird
y Hinson, 1992), Gracilaria maramae (South) (14%), Gracilaria arcuata
(Zanardini) v. Snackeyi (20%) (Falshaw et al., 1999) y menor que G. blodgettii
(Gmlein) Silva (25.7%) (Bird y Hinson, 1992) G. cornea (31.6 %) (Freile-Pelegrin
y Robledo, 1997b).

En general el parametro de calidad mas importante del agar es la fuerza
de gel (Onraet y Robertson, 1987) ya que de acuerdo a ella seran las
aplicaciones a las que pueda destinarse, €j.; las aplicaciones bacteriolégicas y
biomédicas requieren fuerzas de gel entre 500 a >700 g cm™ y las alimenticias

requieren fuerzas de 150 a 600 g cm™ (www.seatechagar.com).
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La fuerza de gel de los agares nativos, fueron tan débiles que no
soportaron el peso del émbolo (<100 g cm™), estos agares son similares a los
encontrados por Craigie y Wen (1984) para Gracilaria tikvahiae (Harvey) de 8-
32 g cm™, Freile-Pelegrin (1997b) de 89 g cm? en G. cornea y los geles de G.
lemaneiformis de Carolina del Norte para los meses de marzo y junio que no
gelificaron (Bird y Hinson, 1992), sin embargo en estos ultimos, la fuerza de gel
se incremento de 0 a aproximadamente 1300 g cm al tratar el alga con NaOH
al 4.0 %.

Al variar el tiempo en las condiciones 6ptimas encontradas se observa un
incremento gradual en la fuerza de gel hasta los 90 minutos de tratamiento,
posterior a este tiempo disminuye, lo que sugiere una degradacion de la
molécula (Nishinari y Watase, 1983). El valor maximo de fuerza de gel
encontrado en las condiciones 6ptimas es menor a las encontradas en el primer
experimento, es posible que el uso de la autoclave al disolver el agar afecte el
polimero de alguna forma disminuyendo su fuerza de gel (Llamas, com. Per. M.

A pesar de la disminucion en la fuerza de gel entre los experimentos en
que se disolvio el agar a reflujo y los que se disolvieron en autoclave 1847 g cm™
(1071 g cm™ *), son superiores a los encontrados para la misma especie de 892
g cm? reportados por Arellano-Carbajal et al., (1999), pero menores a los
reportados por Bird y Hinson (1992) de 1300 g cm™? debido posiblemente a las
diferencias en los métodos de extraccion empleados.

El andlisis estadistico no mostré diferencias para la fuerza de gel en las

condiciones optimas probadas (NaOH al 4.0 y 5.0 %, temperaturas de 90 y 100
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°C), pero se observa que la mayor fuerza de gel corresponde a NaOH al 5.0 %,
temperatura de 100 °C y 90 minutos de tratamiento, considerandose esta como
las condiciones Optimas de tratamiento alcalino para G. lemaneiformis.

En un trabajo en proceso realizado para la empresa AMARES, S.A,,
empleando las condiciones éptimas establecidas en este estudio, se obtuvieron
fuerzas de gel superiores a los 2400 g cm? (1391 g cm?’)

El maximo contenido de 3,6-AG (40.2 %) en G. lemaneiformis coincide
con la mayor fuerza de gel encontrada, es ligeramente mayor a los valores
encontrados para agar con tratamiento alcalino de la misma especie por Bird y
Hinson (1992) pero menor al reportado por Arellano-Carbajal et al., (1999) de
(47.8 %).

El contenido de sulfatos (1.03 %) para las condiciones 6ptimas es menor
a los encontrados por Bird y Hinson (1992) pero ligeramente mayor al valor
reportado por Arellano-Carbajal ef al., (1999) (0.8 %).

El punto de gelificacion (32.2-36 °C) y el de fusién (93.7 °C) encontrados
en este estudio son menores al intervalo reportado para la misma especie por
Arellano-Carbajal (1999) temperatura de gelificacion (34.3-37 °C) y fusion (92-98
°C); sin embargo, caen dentro de las especificaciones para agar comercial
(temperatura de gelificacion no mayor a 38 °C y fusién no menor a 90 °C,
Armisén y Galatas, 1987). Las diferencias encontradas en el punto de

gelificacion y fusion se deben al efecto del tratamiento alcalino (Freile-Pelegrin y

: Llamas, C. Empresa AgarMex
Estos valores corresponden a unidades Nikan.
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Robledo, 1997), por la época del afio (Arellano-Carbajal et al., 1999) asi como
por el peso molecular del polimero (Selby y Wynne, 1973).

La informacion generada en este estudio, es sin duda benéfica para la
industrializacion de agar de G. lemaneiformis.

Las condiciones 6ptimas encontradas en este estudio pueden variar para
cada especie debido a las posibles variaciones en la composicion del agar nativo
de cada una en particular.

Se recomienda hacer este tipo de estudio para las diferentes agarofitas de

importancia comercial.
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CONCLUSIONES

El agar nativo de Gracilariopsis lemaneiformis no gelifica, por lo que no
es apto para usos comerciales.

El tratamiento alcalino genera una disminucién en el rendimiento
respecto al agar nativo.
El uso de un tratamiento alcalino previo a la extraccion de agar, disminuye
el contenido de sulfatos e incrementa el contenido de 3,6-
anhidrogalactosa y la fuerza de gel.
Las condiciones 6ptimas para la extraccion de agar de G. lemaneiformis
son NaOH al 5.0 %, 100 °C a 90 minutos de tratamiento.
El empleo de la autoclave en la disolucion del agar afecta adversamente
la fuerza de gel.
Las propiedades reoldgicas del agar obtenido con las condiciones

Optimas caen dentro de las especificaciones de agar comercial.
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