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RESUMEN

Las macroalgas han sido utilizadas desde la antigiiedad como fuente de alimentos por su alto
valor nutricional. Actualmente, en las industrias se emplean las macroalgas pardas para la
obtencién de alginato, el cual por su variabilidad es empleado en la industria cosmética,
farmacéutica y alimentaria como agentes espesantes, moldeadores y gelificantes segun sea
su calidad. El Pert cuenta con una diversidad de macroalgas, las cuales contienen diferentes
polisacaridos y metabolitos bioactivos que pueden obtenerse en una extraccion por fases,
siendo estos el alginato y los compuestos polifendlicos, de este modo se busca aprovechar y
maximizar el proceso de extraccion. La caracteristica gelificante del alginato lo hace factible
para la elaboracion de peliculas; en adicion, el empleo de aditivos naturales bioactivos
confieren a las peliculas la accion antioxidante, antimicrobiana entre otros. Por tal motivo,
esta investigacion se enfocé en aprovechar el proceso de extraccion a fin de obtener las
materias primas para la elaboracion de peliculas bioactivas. Este trabajo muestra los analisis
comparativos del contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante de dos macroalgas
pardas en distintos medios de extraccion; con valores de 94.13 y 187.70 mg EAG/100g MS
para los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de la M. pyrifera y L. trabeculata
respectivamente. Ademas, el potencial antioxidante de los extractos frente al DPPH fue del
81.74 % y 84.45 % de la M. pyrifera y L. trabeculata respectivamente. A partir de las
macroalgas pardas se obtuvo también el alginato de sodio con rendimientos de extraccion
del 17.99 % de la M. pyrifera y 26.89 % de la L. trabeculata. La caracterizacion de los
alginatos obtenidos se realizé mediante su andlisis por FTIR, TGA, DRX, RMN'H, RMN'3C
en estado s6lido y se determiné la masa molar promedio por ensayos de viscosimetria capilar.
A partir de los alginatos y de los extractos hidroalcohoélicos extraidos de las macroalgas
pardas se elaboraron peliculas bioactivas, los cuales fueron analizados por sus propiedades
fisicas (solubilidad, humedad, espesor), caracterizadas por FTIR, TGA, DRX, opacidad,
FESEM y se determiné la capacidad antioxidante de cada pelicula, siendo mayor la accién
en peliculas cargadas con extractos de L. trabeculata; asimismo, las peliculas evidenciaron
un incremento de la opacidad al agregar los extractos. En adicién, el analisis preliminar de
las peliculas bioactivas frente a paltas Hass evidencié una reduccion del pardeamiento y

deterioro del fruto hasta 21 dias del andlisis.

Palabras clave: Alginato, macroalgas pardas, antioxidantes, peliculas bioactivas
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ABSTRACT

Macroalgae have been used since ancient times as a source of food for their high nutritional
value. Currently, brown macroalgae are used in industries to obtain alginate, which due to
its variability is used in the cosmetic, pharmaceutical and food industries as thickening,
molding and gelling agents depending on their quality. Peru has a diversity of macroalgae,
which have different contents of polysaccharides and biactive metabolites that can be
obtained in a phased extraction, these being alginate and polyphenolic compounds, in this
way we seek to take advantage and maximize the ectraction process. The gelling
characteristic of alginate makes it feasible for making films; additionally, the use of bioactive
additives gives the films antioxidant and antimicrobial action, among others. For this reason,
this research focused on taking advantage of the extraction process in order to obtain raw
materials for the production of bioactive films. This work shows the comparative analyzes
of the total phenolic content and antioxidant activity of two brown macroalgae in different
extraction solvents; with TPC values of 94.13 and 187.70 mg GAE/100g dw for the
hydroalcoholic extracts of the leaves of M. pyrifera and L. trabeculata respectively. In
addition, the antioxidant potential of the extracts against DPPH was 81.74 % and 84.45 %
of M. pyrifera and L. trabeculata respectively. From brown macroalgae, sodium alginate
was also obtained with extraction yields of 17.99 for M. pyrifera and 26.89 for L.
trabeculata. The characterization of the alginate was determined by FTIR, TGA, XRD, 'H-
NMR, "C-NMR in solid state and the average molar mass was determined by capillary
viscometry tests. From the alginates and the hydroalcoholic extracts obtained from the brown
macroalgae, bioactive films were prepared, which were analyzed for their physical properties
(solubility, humidity and thickness), characterized by FTIR, TGA, XRD, opacity, FESEM
and the antioxidant capacity of each film was determined, with an inhibition percentage
between 40 — 50 %:; likewise, the films showed an increase in opacity when the extracts were
added. In addition, the preliminary analysis of the bioactive films agasinst Hass avocados
indicated a reduction in browning and deterioration of the fruit up to 21 days after the

analysis.

Keywords: Alginate, macroalgae, polyphenols, antioxidants, bioactive films
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CAPITULO 1.

APECTOS GENERALES

1. PRESENTACION

Las macroalgas proliferan a lo largo del litoral, existiendo una diversidad de especies,
los cuales han sido empleados desde la antigiiedad en la medicina y como fuente de alimento
debido a sus propiedades nutritivas (Quitral R. et al., 2012). Actualmente, en las industrias
se emplean las macroalgas pardas para la obtencion del alginato (Imeson, 2009), cuya
calidad depende tanto de la especie como del proceso de extraccion. El alginato es empleado
principalmente como agente estabilizante, espezante o gelificante en la industria cosmética,
farmacettica y alimenticia (Avendafio et al., 2013). Adicionalmente, por las propiedades
gelificantes del alginato, asi como a la variabilidad de sus caracteristicas y a la capacidad de
retener en su matriz polimérica otros componentes, puede ser empleado en la elaboracion de
peliculas con fines en la preservacion de alimentos o en el campo biomédico. Asimismo, si
bien se puede extraer el polisacarido de las macroalgas pardas, estas también poseen en su
pared celular otros compuestos que brindan proteccion a la especie y otorgan distintas
propiedades bioactivas como la capacidad antioxidante, antimicrobiana entre otros, los
cuales son dados por los metabolitos presentes en las macroalgas. Por tal motivo, el enfoque
de este trabajo de investigacion fue obtener las materias primas esenciales a partir de las
especies de macroalgas pardas de Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata procedentes
de Paracas para elaborar una pelicula con capacidad antioxidante que podria emplearse como
empaques para alimentos o en base a sus caracteristicas brindar una barrera de proteccion
antioxidante para preservar productos de la agroindustria o agroexportacion, entre estos a

los diversos frutos climatéricos.

La pelicula desarrollada es a base de alginato de sodio como matriz polimérica y tiene
incorporado un extracto hidroalcoholico, ambas materias primas fueron obtenidos de las
mismas macroalgas pardas en estudio, de esta manera se aprovecha mejor el proceso de

extraccion; este aditivo natural es el que le confiere la accion antioxidante.
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A continuacion, se resumen las actividades realizadas en esta investigacion.

La primera parte comprendio tres actividades

Recoleccion de las muestras de macroalgas pardas, las cuales se localizaron frente a
la isla Zérate y los farallones (Paracas) a 3.5 Km al suroeste de la playa Supay
(76°17'48.10" L.W. y 13°59'58.77" L.S.) y a una profundidad de 6 metros.
Identificacion botanica de las muestras de macroalgas pardas.

Busqueda bibliografica de las macroalgas de estudio y materiales poliméricos.

El trabajo experimental, realizado en los ambientes del Grupo de Investigacion de
Sintesis de Materiales Avanzados (GISMA) y del Laboratorio de Investigacion en
Biopolimeros y Metalofdrmacos (LIBIPMET) de la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional de Ingenieria, comprendio las siguientes actividades:

Lavado, secado y molienda de las muestras de macroalgas pardas.

Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos en ambas especies de macroalgas.
Determinacion del Contenido Fenolico Total (CFT) de los extractos de macroalgas
por el método de Folin - Ciocalteu.

Determinacion de la Actividad Antioxidante de los extractos de macroalgas por el
método del radical libre de DPPH

Extraccion del alginato de sodio a partir de las dos especies de macroalgas pardas.
Elaboracién de peliculas a base de alginato cargados con extractos hidroalcohélicos,

ambos obtenidos de las macroalgas pardas de estudio.

Estudio, interpretacion y andlisis de datos, en donde se realiz6:

Caracterizacion del alginato de sodio extraidos de las macroalgas pardas mediante su
analisis por FTIR, TGA, DRX, RMN'H, RMN"3C en estado sélido y viscosimetria
capilar para la determinacion de su masa molar promedio.

Evaluacion de la actividad antioxidante de las peliculas bioactivas.

Caracterizacion de las peliculas con capacidad antioxidante mediante su andlisis por
FTIR, TGA, DRX, FESEM, opacidad y propiedades fisicas.

Estudio preliminar del tiempo de preservacion de paltas Hass recubiertas con las

peliculas bioactivas.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. Formulacion del problema

Los estandares de exportacion de productos agricolas en el Pert cada vez son mas
exigentes debido a la competencia en el mercado agroindustrial. Asimismo, parte de los
productos agricolas (frutas y hortalizas) postcosecha se deterioran o descomponen en el
trayecto de su destino, tanto del mercado local como del exterior, debido a distintos factores
como dafos por manipulacién, almacenamientos inadecuados o por ataque de bacterias y
microorganismos patogenos, generando pérdidas econdmicas. En décadas anteriores se
utilizaban conservantes quimicos para mantener las frutas y hortalizas en buen estado; sin
embargo, estudios revelaron que el uso de estos conservantes produce intoxicaciones y
enfermedades degenerativas tras su constante consumo (Rodriguez Sauceda, 2011).
También, el uso descontrolado del plastico para envasar alimentos genera una problematica
medioambiental debido a que los plasticos pueden perdurar siglos hasta descomponerse
afectando distintos ecosistemas y a sus habitantes. En la busqueda de alternativas eco-
amigables para preservar y envasar alimentos surgié el estudio de los biomateriales
(recubrimientos y peliculas a base de materia organica). Actualmente, se busca desarrollar
materiales bioactivos, asi como también mejorar las caracteristicas y propiedades de las
peliculas y/o recubrimientos; en ese sentido, ;De qué manera la incorporacion de un extracto
en una matriz polimérica a base de alginato de sodio, ambos extraidos de las macroalgas
pardas, permitiria la obtencién de matrices bioactivas con posible actividad antioxidante que

podria ser empleado como material de empaque o de preservacion?

2.2. Sistematizacion del problema

o (Como influye la temperatura, el medio y el tiempo en los procesos de extraccion del
alginato en distintas especies de macroalgas pardas y cuanto seria el rendimiento?

. De qué forma la proporcion de los residuos manuronico (M) y gulurénico (G) del
alginato de sodio influye en la elaboracion de peliculas y/o recubrimientos?

. [ Como influye el solvente en la obtencion de los extractos de las macroalgas pardas
con respecto al contenido total de polifenoles y su posible bioactividad?

. (Como se puede elaborar peliculas y/o recubrimientos inteligentes o bioactivas a

partir de distintas especies de macroalgas pardas?



3. ESTADO DEL ARTE

Actualmente, el ritmo de vida del hombre demanda el consumo de plésticos para todo
tipo de actividades, debido a la practicidad del pléastico puede emplearse para envasar,
transportar, recubrir, contener entre otros; sin embargo, el uso excesivo del plastico genera
un impacto medioambiental debido a que el plastico tarda muchos afios en descomponerse;
es asi, como surgen las islas de plastico, producto de la acumulacion de toneladas de residuos
plasticos que acaban en los océanos. En el mar, el plastico se fragmenta a microparticulas
por la accidn del sol, agentes externos o microorganismos. Estas microparticulas se dispersan
en todo el medioambiente afectando a todo ser vivo, siendo los ecosistemas oceanicos y

fluviales los de mayor impacto (Ahmadi Asadi, 2023; Cohen, 2016).

Con relacion al cuidado del medioambiente, la busqueda de nuevos materiales como
sustituyentes del plastico, ha llevado al estudio y elaboracion de peliculas y/o recubrimientos
a base de materia organica (naturales) como el almidon, la celulosa, la gelatina, el quitosano,
el pullulan entre otros; obtenidos de fuentes de origen animal, vegetal o microbiana. En
adicion, la integracion de aditivos naturales o sintéticos en las peliculas y/o recubrimientos,
les otorga propiedades bioactivas (accion antioxidante, antibacteriana, etc.). En los casos de
la industria de alimentos y la agroindustria, enfocados en el desarrollo y preservacion de
frutas y verduras, el empleo de peliculas y/o recubrimientos bioactivos permite proteger e
incluso puede incrementar el tiempo de vida util de los productos alimenticios de interés; de
esta manera, los nuevos materiales pueden moldearse a las necesidades del consumidor en
relacion a la inocuidad, tamafio, ergonomia y a la calidad del producto (Eslami et al., 2023;

Palma-Rodriguez et al., 2017; Parreidt et al., 2018).

Las peliculas y/o recubrimientos proporcionan una cubierta protectora en el alimento
y su impacto en el ambiente no es dafino debido a que son biodegradables a comparacion
del pléstico; por lo tanto, representan una mejor alternativa de uso. Una fuente natural para
formar peliculas son los recursos hidrobiologicos; entre estos, el quitosano producto de la
desacetilacion parcial de la quitina obtenida del exoesqueleto de los crustdceos como los
cangrejos y las langostas (Larez Veladsquez, 2003); otros son las macroalgas pardas, cuyo
esencial componente de extraccion es el alginato que representa entre el 25 % al 40 % en
peso seco de la macroalga. El alginato tiene como principal caracteristica la de gelificarse y

espesarse; es decir, tiende a estabilizar las peliculas al momento de su formacion (Avendafio



et al., 2013). Asimismo, las macroalgas presentan una variedad de metabolitos secundarios
con distintas actividades. Entre los posibles beneficios se encuentran sus propiedades
antioxidantes (Batista Gonzéalez et al, 2009; Kadam et al., 2015), antifingicas,
antibacterianas (Rios et al., 2009), antiinflamatorias (Catarino et al., 2021) y fotoprotectoras

(Pangestuti et al., 2018; Sinjal et al., 2018)

Un estudio a las propiedades bioactivas del extracto de la Lessonia nigrescens Bory
indico la actividad antioxidante, antielastasa, anticolagenasa y un efecto protector de UV, en
base a ello se desarrolld una crema dermatoldgica, cuyo principal compuesto identificado
fue el acido galico (0.629 mg g de alga), el cual realiza la mayoria de las actividades
mencionadas. La actividad antioxidante, antielastasa y anticolagenasa del compuesto
indicaron valores de ICsp de 11 mg mL™!, 6.2 mg mL™' y 50.1 mg mL"! respectivamente,
valores mayores frente a un control de Trolox y su actividad fotoprotectora fue comparable

al factor de protector solar (FPS) 50 (Giurfa Tutaya & Oblitas Barboz, 2017).

Otro estudio con relacion a los extractos de Macrocystis pyrifera y Ulva rigida
muestra una actividad antioxidante del 81.4 % y 79.5 % respectivamente; asimismo,
determinaron que el CFT presentes era de 208.2 y 83.8 mg EAG/100 g alga respectivamente;
sin embargo, estos resultados se ven influenciados por el solvente, la temperatura, el tiempo
y la relacion de muestra - solvente de extraccion, por lo que los resultados pueden variar

significativamente (Consuegra, 2014).

Entre los compuestos con actividad antioxidante se encuentran los florotaninos y los
flavonoides presentes en las macroalgas pardas de Durvillaea antarctica, Lessonia spicata y
Macrocystis integrifolia procedentes de Chile. Estos compuestos son capaces de retrasar la
oxidacion al capturar los radicales libres, siendo favorables para el tratamiento de cancer.
Los analisis de la actividad antioxidante por DPPH infirié valores de ICso de 0.97 mg mL"!
(D. antdrtica), 1.24 mg mL™! (L. spicata) y 1.07 mg mL™" (M. integrifolia). Es asi como los
distintos polifenoles y metabolitos extraidos en estas macroalgas pueden servir como materia

prima para la industria alimenticia y farmacéutica (Olate-Gallegos et al., 2019).

Entre los estudios para la elaboraciéon de empaques funcionales, las peliculas y
recubrimientos a base de alginato redujeron la deshidratacion y brindaron proteccion a frutas

cortadas como manzana, papaya, pera y melon (Ferreira et al., 2016).



El desarrollo de peliculas a base de alcohol polivinilo cargado con extracto del alga
roja de Kappaphycus alvarezii evidencié la accion antioxidante y antibacteriana frente al S.
aureus 'y al B. cereus; ademas, las peliculas presentaron buenas propiedades mecanicas y de
barrera (Kanatt et al., 2015); por ende, el cargado de peliculas con extractos de algas puede

brindar beneficios adicionales.

En base a lo descrito, se plantea trabajar con macroalgas para la obtencion de las
materias primas (alginato y extractos) de las peliculas. Ademds, dependiendo de las
caracteristicas del alginato extraido y de la capacidad bioactiva de los extractos obtenidos,
se propone elaborar peliculas con distintas propiedades y evaluar las caracteristicas de

distintas especies de macroalgas pardas.

En la Tabla 1 se resumen distintos trabajos de investigacion para la elaboracion de
peliculas y/o recubrimientos con contenido activo (natural y/o sintético) empleados en la
industria alimentaria y en la Tabla 2 se muestran los resultados del contenido fenélico total
y la actividad antioxidante de distintas macroalgas pardas; estos trabajos se consideraron

como referentes para la realizacion de este trabajo de investigacion.



Tabla 1

Resumen de peliculas y recubrimientos bioactivos.

COMPONENTE
MATRIZ REACTIVOS RESULTADOS REFERENCIA
ACTIVO
Glicerol o ) )
. CaCo; Extracto de . Act1v1.dad antlb.acte?lana frente a (Aydin & Zorlu,
Alginato . E. coli, S. typhimurium, K.
Glucono delta - ~ Jamaica ) . 2022)
pneumoniae, B. subtilis
lactona (GDL)
e Actividad antibacteriana frente a
E. coli, S. aureus lou |
Alginato Glicerol Extracto de Nuez e Actividad antioxidante: 75.8 % 2132011;1 S
e Contenido fenolico: 192.66 mg
EAG/g
e Preservacion de Palta Persea por
12 dias fii -
Alginato Glicerol Mey'er?zyma ‘ ‘ (Iniguez-Moreno
caribbica e Mejora de las propiedades etal., 2021)
térmicas
o Actividad antioxidante: 82 %
. . Semillas de e Actividad antimicrobiana frente a (Oliveira Filho et
Alginato Glicerol ,
algodon S. aureus al., 2019)
¢ Solubilidad del 90 % en agua
Alginato Tween 80 Aceite esencial de  ® Incremento de la opacidad (Cofelice et al.,
CaCl, limoncillo e Solubilidad del 75 % en agua 2019)
e Actividad antioxidante: 32.96 %
Alginato Glicerol Chokeberry negro e Contenido fenélico: 25 mg (S.Kim et al.,
£ CaCl, (BCE) EAG/g 2018)
e Solubilidad del 82.89 % en agua
e Preservacion de Frambuesas por
Alginato Glicerol Eugenol 14 dias (Guerreiro et al.,
Pectinas CaCl, Acido citrico e Actividad antimicrobiana 2015)
e Actividad antioxidante
Aceite esencial de  ® Preservacion de pifias cortadas
Glicerol limoncillo y por 16 dias
Alginato girasol e Actividad antimicrobiana (Azarakhsh et al,,
CaCl, Aci - y o 2014)
cido ascorbico e Reduccion en la pérdida de peso
Acido citrico e Preservacion del color y firmeza
. . e Preservacion de Mango Kent
Aceite de girasol ,
i | { cido ascorhi cortados por 12 dias (Robles-Sanchez
Alginato CaClz Acidoascorbico -\ ividad antioxidante: 60 % etal., 2013)
Acido citrico . .. N
e Enriquecimiento de la Vitamina C
Glicerol e Preservacion de Sandias Citrullus Sinahi i
Alginato . Cinamaldehido lanatus cortadas de 12 a 15 dias (Sipahietal,
Lactato de calcio 2013)

Actividad antimicrobiana




COMPONENTE

MATRIZ REACTIVOS RESULTADOS REFERENCIA
ACTIVO
Actividad antioxidante: 84 %
Quitosano Glicerol Hongos T. terreum Actividad antimicrobiana frente a (Koc et al., 2020)
E. coliy S. typhimurium
Aceit ial d T. Xu et al.
Quitosano Glicerol cetie esenciat de Actividad antioxidante: 42 % (T: Xuetal,
canela 2019)
) ) Acido Actividad antioxidante: 35 % )
Quitosano Glicerol . . (Liu et al., 2017)
protocatecuico Solubilidad en agua del 17.9 %
Gelatina . . . .y .
Glicerol Aceite esencial de Preservacion de pan (M. A. Oliveira
Goma de . .
Tween 80 limon Solubilidad en agua del 3 % etal., 2020)
anacardo
Gelatina . .
] . Preservacion de Tocino (X. Zhang et al.,
(piel de Glicerol Acido de romero »
. Solubilidad en agua del 21.86 % 2019)
conejo)
Actividad antioxidante: 65 %
Gelatina . Cascara de Actividad antimicrobiana frente a (Hanani et al.,
Glicerol .
(pescado) granada S. aureus y E. coli 2019)
Solubilidad en agua del 55.97 %
Gelatina ) . . . Rasid et al.,
) ) Glicerol Centella asiatica Actividad antioxidante: 45.8 % (Rasid et a
(piel bovina) 2018)
Gelatina Acido tanico
(piel bovina) Glicerol Acido cafeico Actividad antioxidante: 70 % (Choi et al.,
Almidén Extracto de té Solubilidad en agua del 32 % 2018)
(ctrcuma) verde
Gelatina ) Actividad antioxidante: 70 % (Sui Chin et al.,
Glicerol Aloe Vera .
(pescado) Solubilidad en agua del 56.78 % 2017)
. Ascophyllum Actividad antioxidante: 61.46 %
Gelatina ) ) ) (Kadam et al.,
. . Glicerol nodosum Contenido fenolico: 15.6 mg
(piel bovina) 2015)
(macroalga parda) EFG/100 g
L . . Preservacion de Palta Hass
Carboximetil Moringa hojas y o . (Tesfay et al.,
celulosa semillas o Actividad antifiingica frente a C. 2017)
gloeosporioides
Almidén Contenido fenolico: 7.94 nug
. . Uva Cabermet EAG/g (Y. Xuetal.,
(Tapioca) Glicerol .. .. .
Franc Actividad antimicrobiana frente a 2018)
Celulosa
S. aureus, L. monocytogenes
Cascara de (dos Sant
Almidé Glicerol calabaza 08 >antos
micon . . . . e Actividad antioxidante: 60.5 %  Caetano et al.,
(yuca) Lecitina de soja  Aceite esencial de 2018)
orégano
Almidon iculas d e Actividad antimicrobiana frente a o i
(Platano) Glicerol Nlartlopartlcu asde E. coli, L. monocytogenes goisgiwan etal,
ata
Agar P Solubilidad del 12.9 % en agua
Nota. EAG: Equivalente de acido gélico; EFG: Equivalente de floroglucinol; Actividad antioxidante por el método de DPPH.



Tabla 2

Resumen del Contenido Fendlico Total y Actividad Antioxidante en macroalgas.

ESPECIE PROCEDENCIA OBTENCION RESULTADOS REFERENCIA
Lessonia Solvente: 121 mg EFG/100 g MAs
spicata Valparaiso EtOH 50% ICso: 1.24 mg/mL (Olate-Gallegos
Macrocystis ~ (Chile) Temperatura 370 mg EFG/100 g Mas etal., 2019)
integrifolia ambiente ICso: 1.07 mg/mL
Solvente:
EtOH 96%: 10.16 mg EAG/100
EtOH 96 y 70% o
Lessonia Marcona g MAs; % Inhibicion: 7.53 (Apumayta,
Relacion: 1:10
trabeculata  (Pertt) EtOH 70%: 12.82 mg EAG/100 2019)
Temperatura q
g MAs; % Inhibicion: 12.16
ambiente
Solvente: 148.89 mg EAG/100 g Mas
Lessonia IMARPE (Fernandez-
MeOH: Cloroformo ICsp: 1.98 mg/mL
trabeculata (Pertt) Burgos, 2017)
(2:1) % Inhibicion: 75.63
Lessonia Solvente: (Giurfa Tutaya &
Marcona 60.4 mg EAG/100 g MAs
nigrescens MeOH, EtOH 50% Oblitas Barboz,
(Pert) % Inhibicion: 69.6
Bory T (°C): 40 2017)
Solvente:
DCM: 175.2 mg EAG/100 g
DCM y EtOH
Polysiphonia MAs; ICso: 0.35 mg/mL (Gonzalez et al.,
) Pert Relacion: 1:10
paniculata EtOH: 142.6 mg EAG/100g ~ 2017)
Temperatura
MAs; ICsp: 1.01 mg/mL
ambiente
Macrocystis Marcona Solvente: 0.598 mg EAG/100 g MAs (Castro et al.,
pyrifera (Peru) EtOH 50% ICso: 0.38 mg/mL 2016)
EtOH 25%: 208.2 mg EAG/100
Solvente: o
Macrocystis ) g MAs; % Inhibicion: 81.4 (Consuegra,
. Chile EtOH 25y 75%
pyrifera EtOH 75%: 374.1 mg EAG/100 2014)

T (°C): 25,37y 70

g MAs; % Inhibicion: 84.9

Nota.  EAG: equivalente de acido galico; EFG: equivalente de floroglucinol; ICso: coeficiente de inhibicién media;

MAs: Macroalga seca; DCM: diclorometano; EtOH: etanol; MeOH: metanol.



4. JUSTIFICACION TECNICA Y SOCIAL

Actualmente, el Perti se encuentra entre los principales proveedores de frutas a nivel
internacional. Entre los afios 2021 y 2022, los productos de exportacion mas demandados
fueron las paltas, fresas, granadas, arandanos, uvas y mangos, siendo los paises de destino
Estados Unidos, Canadé, Espafia, China y Reino Unido (Gestion, 2023). En adicion, existen
otras frutas climatéricas, consumidas en el mercado nacional y con perspectivas al exterior.
Las frutas climatéricas son aquellas que continian su proceso de maduracion luego de la
recoleccion, como son las manzanas, platanos, paltas, entre otros. En ambos casos, tanto en
el mercado interno como el externo, la apariencia del fruto es primordial; por ende, se debe
tener mucho cuidado en el manejo (almacenamiento y transporte) de frutos climatéricos a
fin de que puedan llegar frescos a los consumidores; sin embargo, existe un porcentaje de
productos (frutas y hortalizas) postcosecha que no perduran hasta su destino final. Acorde a
la FAO, las pérdidas postcosechas de productos agricolas a nivel mundial representan mas
del 40%. En el Peru, estas pérdidas van principalmente a los tomates (42.9%) y platanos
(40.8%); entre las causantes de estas pérdidas se consideran los problemas por plagas,
almacenamiento, transporte, empaquetado entre otros (Rosales, 2019). Por lo general, los
frutos recolectados estan alrededor de dos a tres semanas almacenados hasta que lleguen al
consumidor o pais destino; por ello, la importancia de buscar nuevas tecnologias para la
preservacion de alimentos y poder prolongar el tiempo de vida util. Otras consideraciones
son los estados de desarrollo del fruto tales como la madurez fisiologica, madurez de
consumo (Optimas propiedades organolépticas), ablandamiento y senescencia del fruto
(Martinez-Gonzalez et al., 2017) a fin de buscar soluciones para su fortalecimiento. Como
una alternativa para la conservacion de productos hortofruticolas (frutas y verduras) esta el
empleo de peliculas y/o recubrimientos de origen natural como polisacaridos, proteinas y
lipidos, los cuales otorgan distintas propiedades fisicoquimicas, mecéanicas y de barrera
(Ferreira et al., 2016; Solano-Doblado et al., 2018). Asimismo, el uso de aditivos naturales
o sintéticos pueden repotenciar las caracteristicas de las peliculas y/o recubrimientos, siendo
selectivo segun la funcionalidad del aditivo; por ejemplo, el empleo de antioxidantes permite
la proteccion contra la luz, retarda la degradacion y rancidez oxidativa, asi como disminuye
los procesos oxidativos que conlleva a la madurez de las frutas (De Ancos et al., 2015;
Parreidt et al., 2018; D. Zhang et al., 2018). Entre aditivos o agentes bioactivos se pueden

emplear aceites esenciales, principios activos o extractos con alto contenido de polifenoles
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capaces de desarrollar distintas actividades; por ejemplo, extractos a base de algas marinas
pueden evidenciar actividad antimicrobiana (Eom et al., 2012), antioxidante, fotoprotectora
(Singh & Sidana, 2013), entre otros. Otro regulador en las caracteristicas de las peliculas y/o
recubrimientos son los agentes reticuladores, los cuales también pueden modificar las
propiedades mecanicas, de barrera, retardar el ablandamiento y decoloracion de alimentos,
entre otros (Giz et al., 2020; Urquiza et al., 2011); por consiguiente, la sinergia de los
constituyentes de las peliculas y/o recubrimientos pueden prolongar la vida util de los

alimentos lo que seria beneficioso para productos de agroexportacion.

Por lo tanto, este trabajo de investigacion se enfoca en la elaboracion y evaluacion
de peliculas a base de alginato como matriz polimérica, cargados con extractos de
macroalgas pardas como agente bioactivo y reticulados con una solucion de calcio; de esta
manera, se desea aprovechar al maximo las macroalgas pardas a fin de obtener distintos
compuestos y aportar en el desarrollo de nuevas peliculas bioactivas (accion antioxidante).
Asimismo, la elaboracion de peliculas como sustituyentes de los empaques alimenticios de

pléstico, colabora con la disminucion de la contaminacion ambiental.

5.  HIPOTESIS

El desarrollo de peliculas y/o recubrimientos a base biopolimeros representan una
alternativa ecoldgica que permiten la proteccion de alimentos como frutas y verduras frente
al ataque de microorganismos, dafios externos, asi como evitar afectar las propiedades
organolépticas del alimento, entre otros; esto debido a las diferentes propiedades mecénicas
y de barrera de las peliculas y/o recubrimientos (Fernandez Valdés et al., 2015). En adicion,
la incorporacion de agentes activos (naturales o sintéticos) a la formulacion de las peliculas
y/o recubrimientos pueden otorgar caracteristicas antioxidantes, antimicrobiana, entre otros
(De Ancos et al., 2015; Parreidt et al., 2018). Por lo tanto, la elaboracion de peliculas a base
de alginato cargado con extractos polifendlicos, ambos extraidos de las macroalgas pardas
de Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata, revelara en las peliculas un caracter
antioxidante, asi como también se podrian mejorar las caracteristicas y/o propiedades de las
peliculas; a su vez, al emplearse como empaques de frutos climatéricos como la palta Hass

podria prolongar el tiempo de vida util del fruto.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Elaboracion y evaluacion de peliculas con actividad antioxidante disefiadas a partir
del alginato de sodio y extractos polifendlicos obtenidos de las macroalgas pardas de

Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata.
6.2. Objetivos Especificos

o Extraer alginato de sodio a partir de las especies de macroalgas pardas de Macrocystis
pyrifera 'y Lessonia trabeculata provenientes del distrito de Paracas, provincia de

Pisco, departamento de Ica — Peru.

. Caracterizar el alginato de sodio extraido de las dos especies de macroalgas pardas
mediante su analisis por FTIR, TGA, DRX, RMN'H, RMN"3C y viscosimetria

capilar para la determinacion de la masa molar promedio.

J Obtener los extractos polifenolicos de las macroalgas pardas y evaluar el medio de
extraccion.
. Determinar el Contenido Fenolico Total (CFT) de los extractos de las dos especies

de macroalgas pardas mediante el método de Folin - Ciocalteu.

. Determinar la Actividad Antioxidante de los extractos de las dos especies de

macroalgas pardas mediante el método de radical libre de DPPH.

. Elaborar peliculas bioactivas a base del alginato cargados con los extractos obtenidos

de las dos especies de macroalgas pardas.

° Caracterizar las peliculas bioactivas mediante su analisis por FTIR, TGA, DRX,

opacidad, FESEM vy sus propiedades fisicas (espesor, humedad y solubilidad).
o Determinar la actividad antioxidante de las peliculas bioactivas.

o Realizar un anélisis preliminar de las peliculas bioactivas en paltas Hass.
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CAPITULO 11

FUNDAMENTO TEORICO

A. CONCEPTOS PREVIOS

1. Macroalgas o Algas marinas

Las macroalgas o algas marinas son organismos macroscopicos que pueden
sobrepasar en algunos casos los 60 metros, existen gran variedad de especies debido a su
diversidad morfoldgica y entre sus caracteristicas son capaces de generar su propio alimento
a partir de su entorno por lo que son considerados como organismos autotrofos y fototréficos,
es de ahi, su importancia para el ecosistema marino debido a que son los responsables de
absorber didoxido de carbono (CO;) para la produccion del oxigeno (Oz) mediante la
fotosintesis (Mansilla & Alveal, 2004). Asimismo, acorde al color de su talo se clasifican
como algas verdes (Clorophyta), algas rojas (Rhodophyta) y algas pardas (Ochrophyta -
Phaeophyceae). En todos los casos, las algas marinas acumulan dentro de sus paredes
internas distintos tipos y cantidades de compuestos, tales como el alginato, la celulosa, el
almidon entre otros polisacéaridos de diferentes pesos moleculares. Debido a su exposicion
en el mar han desarrollado mecanismos de defensa para subsistir frente a bacterias, virus u
hongos lo que les permitid desarrollar una variedad de metabolitos secundarios, asimismo a
adecuarse a condiciones adversas como cambios drasticos de temperatura, salinidad y
contaminantes (Leandro et al., 2020). La diversidad de compuestos polifenolicos presentes
en las algas marinas les otorga propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiflingicas
(Rios et al., 2009) entre otros, por lo que son objetos de estudio para la extraccion de estos
compuestos o como uso en suplementos alimenticios debido a su alto contenido de
vitaminas, proteinas, fibra dietética, minerales y aminoacidos (Quitral R. et al., 2012),
idoéneos para el consumo humano, para el cuidado de animales en la ganaderia, para el
enriquecimiento de cultivos en la agricultura (McHugh, 1987) y para la acuicultura marina

(Peso-Echarri et al., 2012).
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1.1.  Clasificacion de las Algas Marinas

1.1.1. Algas Verdes o Clorophytas

Las algas verdes presentan una coloracion entre amarillo verduzco o verde oscuro,
proliferan mayormente en ambientes de agua dulce y en algunos casos en aguas tropicales,
son poco sensibles a la luz, se sitian a menos profundidad y tienen menos presencia que las
algas rojas y pardas (Quitral R. et al., 2012). Contienen pigmentos como xantofila (luteina y
violaxantina), clorofila A y clorofila B, 4cidos grasos (acido linoleico, palmitico, oleico y a-
linolénico), carotenoides y el polisacarido ulvan. La especie mas conocida es la Ulva Lactuca

o lechuga de mar y Chaetomorpha (Leandro et al., 2020; Quitral R. et al., 2012).

1.1.2. Algas Rojas o Rhodophytas

Las algas rojas pueden desarrollarse en grandes profundidades por lo que no
requieren de mucha luz siendo llamadas especies bentonicas (Mansilla & Alveal, 2004); son
causantes del fendmeno de marea roja, el cual se produce por temporada debido a la excesiva
proliferacion del alga. Presentan pigmentos como ficoeritrina, ficobilinas, clorofila A,
clorofila D y carotenoides los cuales son los causantes de dar la coloracion rojiza al alga.
Contienen ademas acidos grasos como el acido palmitico, oleico y araquidénico (Leandro et
al., 2020; Quitral R. et al., 2012). En su estructura celular, presentan una region interna rigida
donde se aloja la celulosa y una region externa mucilaginosa conformada por ficocoloides
de galactanos como el agar - agar y carragenanos (Mansilla & Alveal, 2004). Entre las
especies comerciales donde se extrae el agar estan la Gracilaria y Gelidium, mientras que la

carragenina se extrae principalmente de la especie de Chondrus crispus (McHugh, 1987).

1.1.3. Algas Pardas u Ochrophytas - Phaeophyceaes

Las algas pardas preferentemente se ubican en las costas rocosas a profundidad
intermedia y son mas sensibles a la luz, proliferan también en aguas frias y dulces. Contienen
pigmentos como la clorofila A, clorofila C, fucoxantina y flavoxantina (xantofilas) que le
brindan unas coloraciones amarilla — parda oscura (Pal et al., 2014), aminoacidos como la
fosforina (Quitral R. et al., 2012) y en su organizacion estructural, el alga parda presenta una
capa interna que alberga la celulosa y una capa externa conformada por los ficocoloides de

fucoidanos y especialmente del acido alginico, este tltimo, se puede encontrar en distintas
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combinaciones con cationes divalentes como el calcio y magnesio (Mansilla & Alveal,
2004). Entre las especies comerciales de algas pardas se tienen la Durvillaea antartica,
Macrocystis, Lessonia, Ascophyllum y Ecklonia, de los cuales se extrae esencialmente el

alginato en distinta calidad y cantidad (McHugh, 1987; Quitral R. et al., 2012).

1.1.3.1.Macrocystis pyrifera

Esta especie pertenece al orden Laminariales, familia Laminariaceae y es conocido
comunmente como sargazo, bolita, canutillo, huiro flotador o giant kelp (en inglés).
Morfologicamente presenta un disco de fijacion o una base rizoide circular de 40 cm de
diametro y 35 cm de altura que le permite adherirse fuertemente a sustratos rocosos de
mediana profundidad, tienen estipes largos, circulares y flexibles de color amarillo — pardo,
de los cuales se conectan a aerocistos o bulbos que contienen aire permitiendo la flotabilidad
del alga, de estos se extienden las hojas laminares, alargadas y anchas. Estas especies pueden
alcanzar grandes tamafios de mas de 30 m conformando bosques submarinos extensos. Estan
distribuidos en la costa de américa del norte (Alaska, Baja California Norte y Sur, Islas
Revillagigedo y México), américa del sur (Argentina, Chile y Peru), Sudéfrica y Nueva
Zelanda. Entre sus aplicaciones, son fuentes de alimentos, fertilizantes, biocombustible,
dermocosméticos, farmacologicos y biomasa para la extraccion del alginato (Arakaki et al.,

2018; Castro et al., 2016; Guiry & Guiry, 2019; IMARPE, 2023).

1.1.3.2.Lessonia trabeculata

Perteneciente al orden Laminariales y familia Lessoniaceae, esta especie es llamado
comunmente como aracanto palo, huiro palo, huiro varilla y kelp (en inglés), y puede
alcanzar hasta los 25 a 30 m de profundidad, generando bosques frondosos que permiten la
coexistencia de distintas especies marinas. En su morfologia, presenta un disco de fijacion
irregular de 20 cm de altura que se adhiere a sustratos rocosos submareales, tienen estipes
largos y gruesos de color pardo a café que alberga hojas laminadas, anchas y largas. Estan
distribuidos a lo largo de la costa del pacifico sudamericano (Chile, costa central y sur del
Peru). Es principal fuente de alginato (Arakaki et al., 2018; Carbajal & Gamarra, 2018;
Castro et al., 2016; IMARPE, 2023).

En la Figura 1 se esquematiza la clasificacion de las algas marinas y sus compuestos

quimicos caracteristicos.
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Figura 1

Clasificacion de las algas marinas: Algas Verdes, Algas Rojas y Algas Pardas.

* Ulvan

» Carotenos

» Xantofilas
* Alginato
* Florotaninos
* Fucoidanos
* Agar

* Carragenanos

1.2. Compuestos Bioactivos de las Algas Marinas

Los compuestos bioactivos son aquellos que cumplen funciones beneficiosas
influyendo en las actividades fisioldgicas y celulares de un organismo. En el caso de las
algas marinas, al estar expuestas a un entorno ambiental fluctuante genera en estas la
produccion de una variedad de metabolitos secundarios 0 compuestos inicos que permiten
combatir el estrés oxidativo en el que se encuentran (Consuegra, 2014). Estos metabolitos
y/o compuestos ejercen accion antioxidante, antinflamatoria, anticancerigena, antidiabética,
antimicrobiana, proteccion contra la radiacion UV, entre otros (Leandro et al., 2020; Mateos
et al., 2020; Pangestuti et al., 2018; Thomas & Kim, 2011); por ello, la importancia en el
estudio y uso de las algas marinas. Entre los tres tipos de algas marinas, estudios evidencian

que las algas pardas poseen mayor contenido de polifenoles (Quitral R. et al., 2012).
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En general, las algas marinas albergan una amplia variedad de compuestos
bioactivos, entre estos se han detectado acidos grasos, péptidos, carotenoides, polifenoles,

polisacaridos entre otros (Consuegra, 2014; Hermund, 2018).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios conformado por un
hidrocarburo aromatico enlazado con uno o mas grupos hidroxilos; abarcan desde moléculas
simples como acidos fenolicos hasta complejas como florotaninos, siendo estos compuestos

exclusivos de las algas pardas (Mekini¢ et al., 2019; Santos et al., 2019).

Los carotenoides son moléculas lipofilicas con una estructura base de 40 carbonos
en sistemas de dobles enlaces conjugados, siendo esta secuencia de enlaces lo que influye
en sus propiedades de absorcion de la luz (accion fotoprotectora o contra procesos foto-
oxidativos) y en su accion antioxidante; se dividen en carotenos (compuestos por a&tomos de
H y C) y xantofilas (conformados por atomos de H, C y O) como la fucoxantina (Gémez-

Carrasco et al., 2021; Hermund, 2018).

Los polisacaridos sulfatados son otros compuestos principales que contienen las
algas marinas, se caracterizan por tener acciones inmunoinflamatorias, actividades
anticoagulantes y antivirales, idoneos para la industria farmacéutica y alimenticia. Acorde al
tipo de alga se tienen como polisacéridos a las carrageninas en las algas rojas, ulvanos en las
algas verdes y fucoidanos en las algas pardas. En el caso de los fucoidanos, estudios indican
que presenta accion antitumoral debido a que inhibe la proliferacion de células tumorales y

mejora el sistema inmunologico (Hermund, 2018; Qin, 2018).

2. Florotaninos

Los florotaninos son oligomeros o polimeros que se producen de la polimerizacion
de los monomeros de floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenceno) formado por medio de la via

de policétidos o ruta acetato-malonato (Martinez & Castafieda, 2013).

Los florotaninos son los metabolitos polifenolicos exclusivos de las algas marinas
contemplandose una mayor concentracion en las algas pardas que en las algas verdes y rojas
(Santos et al., 2019). Dependiendo de la especie del alga, la estacion de recoleccion y el
entorno en que las algas se desarrollan, estos compuestos quimicos constituyen entre el 2 %

hasta el 20 — 30 % del peso seco del alga (Mekini¢ et al., 2019; Singh & Sidana, 2013).
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Entre las caracteristicas de los florotaninos son que tienen una diversidad de tamafio
y peso molecular desde los 126 a 650 KDa (Hermund, 2018); son altamente hidrofilicos y
debido a que en su estructura se tienen muchos grupos hidroxilos, estos permiten una

absorcion mas facil de los florotaninos en el sistema biologico (Ford et al., 2019).

Con relacién a sus propiedades o actividades bioldgicas, algunos estudios han
reportado que los florotaninos son beneficiosos debido a que presentan actividad
antimicrobiana, antibacteriana (Eom et al., 2012; Qin, 2018), antioxidante, antiinflamatoria
(Singh & Sidana, 2013), anticancerigeno, antidiabético, anti-VIH (Thomas & Kim, 2011) y
accion fotoprotectora (Catarino et al., 2017; Singh & Sidana, 2013).

Los florotaninos se clasifican en seis tipos, segun la naturaleza del enlace de las
unidades de floroglucinol (Figura 2), el nimero y la distribuciéon de grupos hidroxilos, se
tienen los floretoles, fuhaloles, fucoles, fucofloretoles, eckoles y carmaloles (Gisbert et al.,
2022; Singh & Bharate, 2006). Los floretoles presentan enlace éter (C-O-C) entre los
monomeros de floroglucinol orientados en posicién orto, meta, para y/o sus combinaciones
como el difloretol, trifloretol A, tetrafloretol A y tetrafloretol C (Figura 2.a), en los fuhaloles
el puente éter entre los mondmeros se da en posicion para y orto con la adicion de un grupo
hidroxilo en uno de los anillos (Martinez & Castafieda, 2013) como en el bifuhalol,
hidroxitrifuhalol B, trifuhalol A y tetrafuhalol A (Figura 2.b). Los fucoles presentan enlace
arilo o fenilo (C-C) entre sus mondmeros como por ejemplo el difucol, trifucol, tetrafucol A
y tetrafucol B (Figura 2.c¢). Los fucofloretoles evidencian las combinaciones de los enlaces
éter (C-O-C) y fenilo (C-C) en modo lineal o ramificado como en el fucofloretol A,
fucodifloretol A, fucotrifloretol A, fucotrifloretol E, bisfucotrifloretol A, trifucodifloretol A,
trifucotrifloretol (Figura 2.d). A. Los eckoles presentan sistemas de enlace dibenzodioxina
como el eckstolonol, dieckol, 2-floroeckol, 7-floroeckol y 7-hidroxieckol (Figura 2.e). Los
carmaloles contienen unidades o restos de dibenzodioxina con la adicion de un grupo
hidroxilo en su estructura como el difloretohidroxicarmalol (Figura 2.f), son considerados
también como derivados de floretoles con restos de dibenzodioxina y tienen mayor peso
molecular a comparacion de los eckoles. En adicion, los florotaninos también pueden
comprender distintas combinaciones de las clases mencionadas, tal como el florofucofueckol
B y fucofuroeckol B (Catarino et al., 2017,2021; Gisbert et al., 2022; Martinez & Castafieda,
2013; Singh & Bharate, 2006; Singh & Sidana, 2013). En la Figura 2 se observan los tipos

de florotaninos presentes en las algas marinas.
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Figura 2

Floroglucinol y estructuras de las clases de Florotaninos presentes en las algas marinas.

(a) Floretoles, (b) Fuhaloles, (c) Fucoles, (d) Fucofloretoles, (e) Eckoles y (f) Carmalol.
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3. Alginato

El alginato es un polisacarido o hidrocoloide que se extrae principalmente de las
algas pardas recolectadas de las costas del Atlantico Norte, Asia y América de Sur;
representa entre el 10 % y 40 % del peso seco del alga, valor que varia entre especies (Donati
& Paoletti, 2009; Imeson, 2009). Las algas pardas empleadas comercialmente para la
obtencion de alginato son Ascophyllum nodosum, Durvillaea antarctica, Durvillaea
potatorum, Eckonia cava, Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Lessonia nigrescens,
Lessonia trabeculata, Macrocystis pyrifera, Macrocystis antarctica, Sargassum 'y
Turbinaria (McHugh, 1987). Existen también algunas bacterias con la capacidad de
sintetizar de manera extracelular el alginato, estas son las especies Azotobacter vinelandii y

Pseudomonas (Peso-Echarri et al., 2012).

El alginato fue descubierto e investigado por primera vez por Stanford en 1881, en
donde el término alginato hace referencia a las sales de 4cido alginico, siendo estas sales de

sodio, magnesio, calcio y potasio (Imeson, 2009; McHugh, 2002).

El alginato actiia como un agente estabilizante y espesante debido a su capacidad de
gelificacion y de retencion de agua; es de ahi su reconocimiento e importancia en los
distintos campos de la industria como la farmacéutica, cosmética, textil y alimenticia;
asimismo, en el campo de la investigacion, existen estudios sobre las posibles aplicaciones
del alginato en la medicina y la biotecnologia debido a que se pueden realizar modificaciones
estructurales permitiendo multiples usos del material como la elaboracion de hidrogeles

(Avendano et al., 2013; Donati & Paoletti, 2009; Hurtado et al., 2020; Imeson, 2009).

3.1. Fuentes de obtencion

A partir de las algas marinas es posible extraer gran variedad de polisacaridos, entre
los que destacan las carrageninas, galactanos, laminarianas, agares, fucoidanos y alginatos,
estos hidrocoloides presentan diferentes caracteristicas y/o propiedades que son empleados
en una amplia gama de aplicaciones; por ende, son de gran importancia e impacto en los

comercios e industrias (Ayarza, 2014; J. Oliveira, 2003).

A nivel mundial, las especies de algas pardas mas representativas para la obtencion

del alginato son Ascophyllum, Laminaria y Macrocystis (McHugh, 1987).
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A nivel nacional, el litoral peruano alberga distintas especies de algas marinas,
principalmente en las zonas centro y sur se comercializan las especies de Macrocystis
intergrifolia, Macrocystis pyrifera, Lessonia nigrescens y Lessonia trabeculata, los cuales
son recolectadas de forma pasiva (material varado en las orillas) y activa (extraido del mar
por embarcaciones e indumentarias como cuchillas y espatulas). Acorde a un estudio sobre
las condiciones de viabilidad ecologica de las especies citadas, indican que la forma de
crecimiento del alga, las temporadas de recoleccion (invierno-verano) y los efectos del Nifio
u otro efecto ocednico afectan en gran medida a su contenido interno (metabolitos y/o
polisacaridos) e influyen en el futuro poblacional de las algas (Véasquez et al., 2012). Estos
causales inciden también en la exportacion del alga y comercializacion de sus derivados;
asimismo, las propiedades, calidad y contenido del alginato se ve determinada no solo de la
especie de alga, las condiciones climaticas de desarrollo (temperatura, salinidad y nutrientes)
y la forma de recolecciodn, sino también por las partes del alga (estipes y filoides), la humedad

y la metodologia de extraccion (Donati & Paoletti, 2009; McHugh, 1987).

3.2. Composicion quimica

El alginato es un polisacarido lineal, constituido por dos unidades monoméricas de
acidos urdnicos; estos son el dcido B-D-manurénico (M) y el acido a-L-gulurénico (G), los
cuales se conectan en las posiciones C; y Cs por enlaces glicosidicos (1-24) y dispuestos a
lo largo del polimero de manera homopolimérica, heteropolimérica y/o alternada; es decir,

se encuentran distribuidos en forma de bloques o segmentos (Imeson, 2009).

La conformacion de la cadena polimérica del alginato no evidencia mondmeros
repetitivos sino busca estructuras mas favorables y estables; por consiguiente, los bloques
alternados MG o GM, bloque MM y bloque GG evidencian enlaces glucosidicos diferentes
(Figura 3). En el bloque GG, la forma silla de los residuos gulurénicos presentan enlaces
glucosidicos diaxial a - (1,4) siendo su estructura capsular y rigida; en el bloque MM, los
residuos manuronicos se conectan por enlaces glucosidicos diecuatorial 8 - (1,4) presentando
una estructura plana y recta; y en el bloque MG o GM, los residuos urénicos (M y G) tienen
enlaces glucosidicos ecuatorial - axial con una estructura escalonada. Considerando estas
conformaciones, el volumen y la carga de los grupos carboxilicos, se tienen diferencias en
la flexibilidad siendo la tendencia entre los bloques: MG o GM (mas flexibles) > MM > GG
(menos flexibles) (Donati & Paoletti, 2009; McHugh, 1987).

21



Figura 3

Estructura quimica del Alginato. (a) Monomeros constituyentes: dcido -D-manuronico (M)
y dcido o-L-guluronico (G); (b) Alginato de Sodio, (c) Secuencia de los bloques: Bloque G,
Blogque M y Bloque MG.
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La relacion de las proporciones de manuronato y guluronato (M/G) en la cadena
polimérica varia seglin la especie de alga y el modo de extraccion del polisacarido; asimismo,
repercuten en las propiedades del alginato, entre estas, su capacidad gelificante y de
resistencia. Si el alginato contiene mayor proporcion del residuo manurénico (M) como en
el caso del género Macrocystis spp., el gel resultante es flexible, suave y tiene una mayor
capacidad de retencidén de agua; caso contrario, si el residuo guluronico (G) es de mayor
proporcion, como en el caso de la especie Laminaria Hyperborea, el gel resultante es rigido
y con poca capacidad de retencion de agua (Ayarza, 2015; J. Oliveira, 2003). En la Tabla 3

se indican los porcentajes de los residuos M y G presentes en algunas algas pardas.

Tabla 3

Porcentaje del residuo manuronico (M) y guluronico (G), relacion M/G y rendimiento de

alginato en distintas especies de macroalgas pardas.

Especie % M % G M/G % Alginato
Macrocystis pyrifera 50.5% 49.5% 1.02% 20 - 31%¢
Macrocystis pyrifera 614 394 1.564 NR
Macrocystis pyrifera 60° 40° 1.50° 26°
Macrocystis pyrifera (hojas) 63f 37t 1.73" 34.9°
Lessonia trabeculata 308 708 0.438 25.67¢
Lessonia nigrescens 60° 40° 1.50° 35°,28 - 41°
Ascophyllum nodosum 65°¢ 35¢ 1.85°¢ 26 - 28°
Ascophyllum nodosum 46¢ 544 0.85¢ 19 - 30>°¢
Laminaria digitata 55°¢ 45°¢ 1.20° 20 - 26°
Laminaria digitata 592 412 1.43? 18 - 26>°¢
Laminaria hyperborea (estipe) 30° 70° 0.43¢ 25 -75°¢
Laminaria hyperborea (fronda)  56*¢ 4434 1.28%4 25 -38>¢
Laminaria japonica 69.3% 30.7¢ 2.26° NR
Laminaria japonica 654 35¢4 1.864 22 - 28b¢
Ecklonia maxima 55¢ 45°¢ 1.20° 30 - 405°¢

Nota.  NR:No Reportado; Referencias: *McHugh, 1987), °(Clare, 1993), ¢(Reyes, 2001), 4(Saji et al., 2022),
°(J. Oliveira, 2003), f{(Ayarza, 2015), &(Chandia et al., 2001).
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3.3. Usosy aplicaciones del alginato

El alginato es un hidrocoloide natural, no toxico y biodegradable, entre sus productos
comerciales se encuentran el alginato de sodio, alginato de calcio, alginato de potasio, acido
alginico, alginato de amonio y alginato de propilenglicol; estos materiales, son inocuos y
considerados como aditivo alimenticio, farmacéutico e industrial, aprobados por la FDA
(Food and Drug Administration), reconocidos en el codex de productos quimicos de la FAO
(Food and Agriculture Organization) y la WHO (World Heald Organization) debido en gran
parte a su biocompatibilidad con diversos medios y principalmente por su capacidad de

gelificacion (Avendatfio et al., 2013; Imeson, 2009).

El alginato es considerado un agente estabilizante, espesante, gelificante, formador
de peliculas, capaz de retener o conservar agua y dependiendo del tipo de alginato pueden
brindar flexibilidad o resistencia mecanica; por consiguiente, el alginato se utiliza en una

amplia gama de aplicaciones industriales (Avendaifio et al., 2013; Donati & Paoletti, 2009).

En la industria farmacéutica y biomédica, el alginato se emplea en la elaboracion de
apoésitos para heridas, emulsificacion de medicamentos, transportacion o liberacion de
farmacos en peliculas o hidrogeles, formulaciones contra el reflujo gastrico, fabricacion de
tejido artificial o biomateriales en conjuncidon con otros polimeros y células e impresiones
dentales (protesis con mejor adhesion) debido a sus propiedades de aglutinamiento,
coloidales entre otros (Donati & Paoletti, 2009; Hurtado et al., 2020). En la industria textil,
debido a la viscosidad del alginato en solucion, es empleado para el estampado textil lo que
mejora el brillo y color de los tejidos, también se usa como adhesivo en la industria del papel
(McHugh, 1987). En la industria alimenticia varios productos son a base de alginato debido
a que aporta textura y viscosidad, tales como las salsas, jarabes, aderezos, mermeladas,
cremas para panaderia, rellenos de aceitunas y helados, ademas de conservar las mezclas y
emulsiones, retarda la formacion de cristales de hielo; también, se emplea en conjunto con

proteinas y otros polisacaridos (Hurtado et al., 2020; Imeson, 2009; McHugh, 1987).

El alginato de sodio, debido a su capacidad de retencidn, es usado para la remocioén
de metales pesados en el tratamiento de aguas o efluentes industriales; también, es
considerado como agente de intercambio idnico debido a su facilidad para formar geles en

presencia de metales divalentes (Funami et al., 2009; J. Oliveira, 2003).
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3.4. Propiedades del alginato

Las propiedades de interaccion con iones, viscosidad, solubilidad y gelacion del
alginato se ven influenciados por varios parametros como la temperatura, pH del medio,
presencia de 1ones gelificantes, fuerza ionica del medio, concentracion y peso molecular del

polisacarido (Lupo, 2014; McHugh, 1987).
3.4.1. Solubilidad

La solubilidad del alginato difiere segun el tipo, las sales de acido alginico formado
con los cationes de Na*, K", NH4", (CH,OH);NH4", Mg?" y Fe?" son solubles en agua;
mientras que las sales de 4cido alginico con los cationes divalente (Ca>*, Cu**, Zn**, Cr*) o
trivalentes (AI**, Fe*") son insolubles en agua; asimismo, las sales de alginato en disolventes
como alcoholes y cetonas son insolubles (McHugh, 1987; J. Oliveira, 2003). Otro factor que
interfiere en la disolucion del alginato es el tamafo de particula; particulas grandes requieren
mayor tiempo de agitacion y las particulas finas requieren mayor velocidad de agitacion para
evitar la formacion de grumos; en ambos casos, la agitacion de alto cizallamiento es
necesario para tener una mejor dispersion del alginato en solucion; en adicion, la temperatura

y la dureza del agua afectan la velocidad de disolucioén (Imeson, 2009).
3.4.2. Viscosidad

La viscosidad de las soluciones de alginatos esta determinada por la longitud de las
cadenas del polisacarido, los cuales al hidratarse generan un incremento en la viscosidad; la
temperatura también afecta el comportamiento del alginato, siendo menor la viscosidad
cuando se incrementa la temperatura; ademas, la despolimerizacién del polisacarido se
produce al mantener la temperatura (mayor a 50 °C) por tiempos prolongados (Lupo, 2014).
Las concentraciones salinas (cationes monovalentes) generan un aumento de la fuerza iénica
ocasionando una leve disminucion de la viscosidad; sin embargo, la presencia de cationes
divalentes o trivalentes, azucares y alcoholes produce una reticulacion parcial aumentado la
viscosidad (Imeson, 2009; Lupo, 2014). La agitacion de alto cizallamiento, requerido para
homogenizar soluciones de alginato, ocasiona un descenso en la viscosidad debido a que las
cadenas poliméricas empiezan a ordenarse en direccion del flujo de agitacion (McHugh,
1987). En relacion con el pH del medio, la viscosidad es estable a pH entre 5 -10, dado que

los grupos carboxilicos de los residuos uroénicos (M y G) generan un efecto repulsivo; a pH
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< 5, los grupos carboxilicos libres (-COO") comienzan a protonarse disminuyendo la
repulsion electrostatica y formandose enlaces puente de hidrogeno entre las cadenas
poliméricas lo que incrementa la viscosidad; a pH <2 se obtiene la precipitacion del alginato
como 4cido alginico y a pH > 11 se tiene una pérdida de la viscosidad debido a que se va
generando una polimerizacion lenta (Avendano et al., 2013; Lupo, 2014). Otros parametros
que influyen en la viscosidad son la concentracion y el peso molecular, acorde a la ecuacion
de Mark - Houwink la viscosidad intrinseca (1) se correlaciona directamente con el peso
molecular (Masuelli & Illanes, 2014), por lo que a pesos moleculares grandes la viscosidad
es mayor; en adicion, el peso molecular depende de las condiciones de extraccion por ello
en el mercado comercial existen tres tipos de alginato (bajo, medio y alto peso molecular),
de esta manera se obtienen soluciones de alginato con diferentes texturas para distintas
aplicaciones; asimismo, cuando se trabaja con altas concentraciones de alginato la
viscosidad va en aumento. En la industria, el alginato mas empleado es de viscosidad media

(200 - 400 mPa.s) (Imeson, 2009; McHugh, 1987).
3.4.3. Gelacion

La gelacion o solidificacion es la capacidad del alginato de formar geles y/o peliculas
mediante el intercambio idnico que se genera entre cationes divalentes (Ca**, Sr** y Ba*") y
la seccion de los residuos guluronicos (Bloque G) de la cadena polimérica. Debido a las
interacciones electrostaticas de Van Der Waals, el cation de Ca®" puede unir mas de dos
bloques G formando zonas multicapas (modelo caja de huevo) o redes rigidas y compactas.
En el caso de los bloques M y MG, estas no se unen homogéneamente por lo que forman
geles de redes débiles y elésticas. Por ende, la capacidad de formar geles y la fuerza del gel

depende del nimero y la longitud del bloque G (Imeson, 2009; Parreidt et al., 2018).
3.4.4. Intercambio ionico

Las cadenas poliméricas del alginato presentan selectividad idnica frente a los
cationes divalentes de alcalinotérreos, siendo el orden ascendente de la siguiente manera:
Mg?* << Mn** < Ca?** < Sr** < Ba?" < Cu?" < Pb*". La afinidad i6nica depende de la
composicion del alginato, principalmente de la cantidad de bloque G debido a que el
entrecruzamiento intermolecular ocurre entre el cation divalente y las secciones de bloque

G, dando como resultados la formacion de hidrogeles. La unidn del cation con los segmentos
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G (bloque G) de dos cadenas poliméricas adyacentes es del tipo quelato debido a la forma
geométrica que presentan; es decir, los residuos guluronicos (bloque G) estan enlazados
diaxialmente formando unas cavidades en donde encaja perfectamente el cation divalente
(Figura 4.b); por otro parte, las configuraciones de los enlaces glucosidicos en las
secuencias de los bloques M y MG presentan enlaces diecuatoriales y ecuatorial - axial
respectivamente, por tal motivo se forman cavidades estrechas que no permiten albergar
correctamente los iones divalentes (Figura 4.c y 4.d); considerando estas caracteristicas, la
tendencia en la fuerza de enlace de los cationes divalentes frente a los tres segmentos de la
cadena polimérica son: Bloque G, Ba®" > Sr** > Ca?* >> Mg?'; Bloque M, Ba?" > Sr** =
Ca?" =~ Mg*" y Bloque MG, Ba* = Sr** = Ca** = Mg?" (Clare, 1993; Donati & Paoletti,
2009).

3.4.5. Reticulacion con calcio

La reticulacion del alginato con calcio se fundamenta en las propiedades de gelacion
e intercambio i6nico de las soluciones de alginato frente a distintos cationes divalentes, en
este caso el alginato presenta mayor reactividad con los iones de calcio. El introducir
cationes de calcio (Ca*") al sistema del polisacarido produce un reordenamiento en las
cadenas del alginato, lo que conlleva a la formacion de hidrogeles o geles, debido a la
interaccion ionica entre el Ca® y dos 0 mas segmentos de residuos gulurénicos (G o Bloque
G) adyacentes de las cadenas poliméricas; dado que el cation puede encajar en el espacio
curvado que forman los Bloques G, el Ca*" puede coordinarse con los 4tomos de oxigeno de
los grupos carboxilicos e hidroxilos del alginato, esta vinculacién que produce sistemas
tridimensionales para describir la formacion del gel es conocido como el modelo de caja de

huevo (Figura 4.a y 4.b) (Clare, 1993; Helgerud et al., 2009; Parreidt et al., 2018).

Los alginatos con mayor contenido del residuo gulurénico o menor relacion M/G
generan geles rigidos, densos, quebradizos, baja solubilidad al agua y mejor propiedad de
barrera contra la humedad; caso contrario, los alginatos con mayor presencia del residuo
malurénico (M o Bloque M) producen geles flexibles, blandos y porosos; asi mismo, los
alginatos con mayor proporcion de bloques MG o GM generan segmentos elésticos en la red
del gel (Funami et al., 2009; Imeson, 2009; Paques et al., 2014). Por lo general, las especies
de Macrocystis y Ascophyllum presentan mayor proporciéon del bloque M mientras la

Laminaria hyperborea tiene mayor contenido del bloque G (Clare, 1993).
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Figura 4

Formacion del gel. (a) Reticulacion del alginato con los cationes de calcio en las secuencias
de los bloques G de la cadena polimérica (modelo de “caja de huevos”); Posibles
combinaciones del alginato — Ca’* para la formacion de geles: (b) en los Bloques GG-GG;

(c) en los Bloques GM-GM y (d) en los Bloques GM-GG.
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La reticulacion es importante porque influye en las propiedades mecanicas y de
barrera del gel, tales como: resistencia a la traccion, capacidad del hinchamiento,
permeabilidad al agua entre otros; por ello, es de interés en distintas aplicaciones como la
industria alimentaria, la biomedicina por su compatibilidad a distintos componentes
celulares (Bidarra et al., 2014; Lee & Mooney, 2012), biomateriales para la liberacion y/o

encapsulamiento de fArmacos (Arias, 2017; Bonilla-Valladares, 2016; Kuo & Ma, 2001).

La reticulacion quimica y/o fisica dependen del tipo de reticulacion, las
caracteristicas del alginato (fuente, concentracion, grado de polimerizacion, composicion
quimica, peso molecular), el agente reticulante (sales de calcio) y los agentes moduladores

o secuestrantes (Lee & Mooney, 2012; McHugh, 1987; Phillips & Williams, 2009).

Existen distintos métodos para generar la reticulacion del alginato con calcio,
obteniéndose geles homogéneos o heterogéneos con distintas propiedades. Los mas

conocidos son la reticulacion externa o de difusion y la reticulacion interna o in situ.
3.4.5.1.Reticulacion externa

El agente reticulante i6nico es el cation de calcio (Ca*") que se difunde al interior de
una solucidn de alginato a fin de formar geles, la interaccion es instantanea e irreversible,
debido a la alta solubilidad de la sal de calcio (CaCly), el Ca?* interactia facilmente con las
cadenas poliméricas del alginato (Parreidt et al., 2018). Al ser una reaccion instantanea, la
cinética de reticulacion o gelificacion es muy rapida, no hay un control del proceso lo que
produce geles no uniformes o sistemas heterogéneos (Clare, 1993). Las fuentes de calcio
para la reticulacion son el cloruro de calcio, lactato de calcio, nitrato de calcio, entre otros,
siendo el CaCl: la sal mas comun y que forma geles mas fuertes debido a su alta solubilidad;
sin embargo, en los alimentos puede brindar un sabor amargo (Lupo, 2014; Parreidt et al.,
2018). También, la adicion de iones no gelificantes (NaCl) puede reducir la difusion del

Ca?", producir una desestabilizacion y un hinchamiento del gel (Donati & Paoletti, 2009).
3.4.5.2.Reticulacion interna

En Ia reticulacion interna o in situ se tiene un control de la cinética de reticulacion
debido a la liberacion controlada del reticulante (Ca*"). En el sistema alginato - calcio, el

Ca?" se libera desde una fuente de sal de calcio inactivo al acidificar el medio mediante la
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adicion de acidos organicos o lactonas de lenta hidrdlisis (Phillips & Williams, 2009). Al ser
un proceso de lenta velocidad de reticulacion se obtienen geles homogéneos. Como fuentes
de sal de calcio inactivo se emplean el sulfato o carbonato de calcio, los cuales tienen baja
solubilidad en soluciones acuosas y alta solubilidad en medios acidos (Bidarra et al., 2014).
En el caso de los acidificantes se utilizan el acido acético o la glucona-delta-lactona (GDL)
(Kuo & Ma, 2001). Otros agentes que permiten retardar el flujo de la reticulacion son los
moduladores o secuestrantes como el citrato, EDTA o fosfato, los cuales compiten con los
grupos carboxilicos del alginato para su interacciéon con el catién (Ca®") (Lee & Mooney,
2012; McHugh, 1987). En adicion, si se aumenta la homogeneidad del sistema se mejoran

las propiedades del gel (Bidarra et al., 2014; Kuo & Ma, 2001).

Un analisis del comportamiento de reticulaciéon (modo interno) entre diferentes
proporciones M/G del alginato frente a distintas dosis del CaCO3 y GDL, corroboraron la
existencia de segmentos predominantes (Bloques G); en donde, las muestras enriquecidas
en G tienen mejor ensamblaje y elasticidad a 15 mM de CaCOs, mientras que los ricos en M
tenian mejor elasticidad a 3,75 mM de CaCOs, asimismo una dosis de 7,5 mM de CaCOs

mostraba en ambas muestras un mismo comportamiento cinético (Funami et al., 2009).

Otros modos de reticulacion que producen diferencias en las propiedades del gel son
el modo térmico (a bajas temperaturas se puede reducir la reactividad del reticulante y
cambiar las propiedades del gel), covalente (reticulacion con polietilenglicoles de diferente
peso molecular genera diversas propiedades al gel), celular (modificacion del alginato con

ligandos celulares para formar geles) entre otros (Bidarra et al., 2014; Lee & Mooney, 2012).
3.5. Metodologias de extraccion

Existen diversos procesos para la extraccion del alginato a partir de las algas marinas
que se fundamentan en una serie de reacciones de intercambio i6nico, a fin de optimizar el
proceso y obtener alginatos con distintas funcionalidades. En general, los procesos son:
acidificacion, decoloracion, extraccion alcalina, separacion de la biomasa y precipitacion del
alginato; en algunos casos se complementa con un tratamiento acido-base (Fertah et al.,
2014; Gomez et al., 2009; Latifi et al., 2015). En adicion, la extraccion del alginato debe
considerar distintos parametros como la especie del alga, molienda, relacion reactivos-alga,

solventes entre otros, de esta manera se busca un mejor rendimiento y calidad del alginato.
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El tamafio del alga molida influye en el rendimiento de extraccion del alginato debido
a que se tiene una mayor area superficial de contacto entre el alga y la solucion alcalina. En
la Laminaria digitata se estudiaron tamafios de molienda entre 1 mm a 5 mm reportando un
mayor rendimiento al trabajar a 1 mm (Fertah et al., 2014). Si bien las particulas pequenas
del alga ofrecen una mejor interaccion con el 4lcali, también generan cierta dificultad el
separar el alginato de sodio soluble de la biomasa (alga residual) por lo que en algunos casos
se requieren equipos especiales de separacion para evitar pérdidas e impurezas. La humedad
del alga también influye en el proceso de extraccion ya que tiene como finalidad que los
reactivos puedan ingresar plenamente en el alga (Labowska et al., 2019). Otra forma de tratar
la biomasa es mediante la extraccion alcalina asistida previamente por microondas, en este
caso se induce a la ruptura de las paredes celulares del alga para obtener una rapida liberacion

del alginato de sodio, mejorando el rendimiento (Nesic et al., 2023).

Entre los pretratamientos convencionales para la extraccion del alginato de sodio se
consideran en ocasiones el uso independiente o combinado de agentes desengrasantes (éter
de petroleo y n-hexano) o decolorante (formaldehido), acidificantes (como el HCI, H2SO4 y
acido citrico) y/o blanqueadores (NaOCI); de igual manera, algunos de estos agentes son
empleados en la etapa de purificacion. El tratamiento con éter de petréleo o hexano permite
remover lipidos, pigmentos o compuestos lipofilicos (Leal et al., 2008; Leyton et al., 2016).
El uso del formaldehido permite ablandar y despigmentar debido a que se produce una
polimerizacion entre el formaldehido y los compuestos fendlicos causantes de la coloracion
caracteristica del alga (Fertah et al., 2014; Herndndez-Carmona et al., 2012). En algunos
casos se emplea etanol a distinta concentracion para eliminar también acidos grasos, lipidos,
pigmentos y polifenoles (Leal et al., 2008; Olate-Gallegos et al., 2019). Otra forma de
tratamiento es la acidificacion con HCl o H2SO4 (pH 4) con el objetivo de remover las sales
externas, formaldehido residual, trazas de acidos fenolicos, polisacaridos (como fucoidanos
y laminarinas) y transformar las sales de alginato a acido alginico siendo mas sencilla la
extraccion con alcali (Bouissil et al., 2020; Latifi et al., 2015; Lorbeer et al., 2015). A fin de
evitar el uso de formaldehido, ser mas amigable al medio ambiente y lograr la acidificacion
también es factible el empleo de acido citrico (Silva et al., 2023). El uso de agentes
blanqueadores como el NaOCI al inicio del proceso de extraccion influye en el rendimiento
y en la calidad, se obtiene un alginato blanco; sin embargo, existe una degradacion en la

cadena polimérica que se evidencia en un bajo peso molecular, asimismo una disminucion
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en la relacion M:G debido a que los enlaces glucosidicos de los bloques MM y MG son més
sensibles a la hidrolisis que en el bloque GG; por ello, existira mayor contenido gulurénico
(G) que en presencia de iones de calcio pueden generar geles fuertes y resistentes. En
adicion, el NaOCI también puede ser empleado en la etapa de purificacion para blanquear
solo el alginato de sodio; de esta manera, se evita el deterioro del alga; sin embargo, el

rendimiento de extraccion sera menor (Andriamanantoanina & Rinaudo, 2010).

En la etapa de extraccion se trabaja en un medio alcalino con el objetivo de convertir
las sales de alginato insoluble a alginato de sodio soluble mediante un intercambio i6nico.
En esta etapa es fundamental optimizar la temperatura, la concentracion y cantidad del alcali,
la agitacion, el pH y el tiempo de extraccion. La temperatura de extraccion puede variar
desde la temperatura ambiente hasta los 90°C, al ser un proceso térmico se debe considerar
la especie y las partes (estipe, filoide) del alga; asimismo, el tiempo de extraccion y la
agitacion dependen del alga. Condiciones extremas como una alta temperatura y un tiempo
de extraccion prolongado provocan una reduccion en la viscosidad del alginato debido a la
despolimerizacion o rupturas en las cadenas de los residuos urdnicos (McHugh, 1987).
Algunas especies son mas viscosas por lo que es necesario adicionar mas liquido en la
extraccion de esta manera se obtiene una agitacion mas homogénea; asimismo, considerando
las partes del alga en algunos casos los estipes presentan una contextura mas rigida por lo
que se debe trabajar con altas velocidades de agitacion en agitadores de tres aspas o
agitadores de propela (Hernandez-Carmona et al., 2012). El pH del medio que otorga el alcali
es fundamental para la transformacion a alginato soluble en agua; por ello, la concentracion
y la cantidad del alcali son importantes. En general, el carbonato de sodio (4lcali) puede
fluctuar entre 0.5 a 5% dependiendo del alga y es requerido monitorear el pH durante el
proceso debido a que, por la humedad del alga, el pH tiende a disminuir con el tiempo;
ademas, un exceso de carbonato puede involucrar una despolimerizacion del alginato y un

menor rendimiento (Ayarza, 2015; Labowska et al., 2019).

En la etapa final existen 3 formas para obtener el alginato de sodio, estas son: la ruta
convencional mediante la precipitacion con alcohol (etanol, isopropanol) y la purificacion
del alginato por medio de la ruta del alginato de calcio o la ruta del 4cido alginico. En la ruta
con alcohol, el lodo o extracto alcalino obtenido es tratado con alcohol, de esta manera se
consigue la precipitacion del alginato de sodio en forma de fibras debido a que es insoluble

en este medio, entre los solventes que se pueden emplear estan el etanol (Bouissil et al.,
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2020; Nesic et al., 2023; Silva et al., 2023) y el isopropanol (Ayarza, 2015); ademas, para
lograr una correcta precipitacion se debe considerar concentraciones del alcohol por encima
del 50 %. En algunos casos las fibras del alginato pueden ser lavado con otros solventes
como metanol o acetona con el objetivo de remover mas impurezas (Fertah et al., 2014). En
la ruta del alginato de calcio, el extracto alcalino es tratado con cloruro de calcio, formandose
redes o fibras blancas debido al entrecruzamiento i6nico de las cadenas del alginato. Este gel
es insoluble en agua y puede ser decolorada ain mas al afiadirse hipoclorito de sodio,
seguidamente se adiciona 4cido clorhidrico, de esta forma se reemplazan los iones de Ca*"
con H" obteniéndose el acido alginico como un gel transparente. El 4cido alginico obtenido
se neutraliza con una solucién alcalina, formandose una pasta viscosa que es tratada con
etanol a fin de obtener el alginato de sodio (Gomez et al., 2009; McHugh et al., 2001). En la
ruta del acido alginico se emplea acido clorhidrico diluido sobre el extracto alcalino,
obteniéndose un precipitado gelatinoso (dcido alginico). Este gel puede separarse por
centrifugacion y ser tratado con una solucion alcalina en suspension con etanol, de este modo
se obtiene el alginato de sodio (Hernandez Carmona et al., 2002). Acorde a los estudios de
estas rutas, el proceso mas corto para una purificacion es la ruta con alcohol, obteniéndose
un mejor rendimiento; sin embargo, es necesario el empleo de otros solventes para remover
las impurezas lo que implica costos adicionales. En el caso de la ruta acida, la cadena
polimérica tiende a degradarse mas rapido; mientras que, en la ruta del calcio, el peso
molecular promedio del alginato es més bajo (Gomez et al., 2009; Labowska et al., 2019).
Dependiendo de la aplicacion del alginato, se puede procesar alginato de grado alimenticio,
farmacéutico entre otros, para lo cual es necesario el empleo de blanqueadores en la tltima
etapa, siendo estas en la ruta de calcio o ruta acida (Andriamanantoanina & Rinaudo, 2010;
Chaldun et al., 2023; Permatasari et al., 2022), algunos reportes indican que el blanqueo es
mejor en la ruta del calcio debido a que las fibras de alginato de calcio son mas resistentes a

la degradacion a comparacion del acido alginico (ruta acida) (Labowska et al., 2019).

En general, las reacciones que ocurren durante el proceso de extraccion son:

e Obtencion del 4cido alginico Ca(Alg),+2H" > 2 HAlg+ Ca?"

e Obtencion del alginato de sodio Ca(Alg)>+ 2 Na" > 2 NaAlg + Ca*"
2 HAlg + NaxCO;3; = 2 NaAlg + H,0 + CO;
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En la Tabla 4 se presentan los procedimientos de pretratamiento, extraccion y

purificacion del alginato a partir de distintas algas marinas.

Tabla 4

Procesos comparativos para la obtencion del alginato a partir de algas marinas.

Referencia Pre-tratamiento Extraccion Purificacion

Alga parda: Sargassum -NaxCO3 10% (70°C, - Blanqueo con NaOCl
aquifolium; Sargassum 1h) - Conversion a HAlg con HCI
cinereum - Filtrado (descartar 10% (pH 2)

(Chaldun et al., - Lavado con H2O s6lido) - Neutralizar con NaOH

2023) -HCI1 1% (1:30, w/v) - Preservar el Lodo - Precipitado del NaAlg en
- Lavado con H.0O (NaAlg) o extracto alcohol isopropilico
- Triturar en licuadora alcalino - Secado a 60°C

(Nesic et al., 2023)

Alga parda: Sargassum sp.
- Lavado con H.O

- Secado 40°C

- Molienda (50 mm)

-HC1 0.1 M (200 rpm, 24h)

- Exposicion del alga
al microondas

- NaxCO33% (200
rpm, 3h, 90°C)

- Preservar el Lodo

- Lodo en EtOH

- Centrifugar

- Preservar las fibras de NaAlg
- Lavado con acetona

- Secado

(Silva et al., 2023)

Alga parda: Saccharina

latissima; Laminaria digitata

- Lavado con H2O
- Secado 40°C
- Molienda (1 mm)

- Acido citrico 4% (200 rpm,

30°C)

-NaxCO32% (1:27,
w/v; 200 rpm, 24h,
30°C)

- Centrifugar
(descartar solido)

- Lodo en EtOH (1:2, v/v)

- Filtrado de las fibras de
NaAlg

- Secado

(Permatasari et al.,
2022)

Alga parda: Sargassum

aquifolium; Turbinaria ornata

- Lavado, secado al sol y
molienda
-HCI 1%

- Filtrado (descartar liquido)

- Na;COs3 4% (agitar,
2h, 60°C)

- Diluir con H0

- Centrifugar
(descartar solido)

- Lodo en NaOCl 12%

- Conversion a HAlg con HCI
5% (pH 2)

- Neutralizar con NaOH

- Precipitado del NaAlg con
isopropanol

- Centrifugar y liofilizar

(Ayarza, 2015)

Alga parda: Macrocystis

pyrifera
- Lavado con H20O

- Analisis en MeOH 40%, HCl,

Formol 0.1% y NaOCl
- Lavado con H2O

- NaxCOs3(80°C, 2h,
agitar)

- Diluir con H20
caliente (50°C)

- Preservar el lodo

- Precipitado del NaAlg en
propanol (1:2; v/v)

- Lavado de las fibras con
propanol

- Filtracion al vacio

- Secado 50°C

(Latifi et al., 2015)

Alga parda: Sargassum sp.
- Lavado con H20
- Secado 45°C
Ruta CaCl:

- CaCl2 2%, 2h
-HCHO 40%, 2h
Ruta HC1

- HCHO 40%, 2h
-HCI 0.1 N, 24h
Ruta H>SOq4
-HCHO 40%, 2h
- H2SO4 1%, 24h

- La biomasa en cada
ruta es lavada con
H20

-NaxCO33% (pH 11,
agitar 48h)

-EDTAO0S5g

- Filtrado con tela
muselina
(descartar solido)

- Preservar el Lodo
(NaAlg) o extracto
alcalino

- Precipitado del NaAlg (lodo)
en EtOH

- Centrifugar y separar las
fibras

- Secado a 60°C
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Referencia Pre-tratamiento Extraccion Purificacion
-Na;C03 02 M
Alga parda: Ecklonia radiata az. ? o - Lodo en EtOH
. (agitar 2h, 45°C) o
- Lavado, secado en rejilla y o - Reposar 12h, 4°C
) - Diluir con H>O ..
molienda . - Precipitado del NaAlg
. - Centrifugar .
(Lorbeer et al., 2015) - EtOH (agitar 3h) . - Centrifugar las fibras
. (descartar solido)
- Filtrado y secado - Lavado de las fibras con
- Preservar el Lodo
-HCI EtOH 50%
. (NaAlg) o extracto
- Neutralizar con NaOH 2 M . - Secado
alcalino
Alga parda: Laminaria digitata - NaxCOs3 2% (Agitar, - Lodo en EtOH
- Lavado, secado a sombra y 5h,25,40y60°C) -Filtrado de las fibras
molienda - Centrifugar - Lavado con EtOH
(Fertah et al., 2014) -HCHO 2% (descartar s6lido) - Lavado con MetOH
-HC102M - Preservar el Lodo o - Lavado con Acetona
- Lavado vy filtrado extracto alcalino - Secado al ambiente
Alga parda: Macrocystis ) ﬁﬁrgt:c\f;)d clalga Precipitacion como Ca(Alg)2
pyrifera Lo con CaCl»
) - Calentar a 80 °C .,
. - Molienda i - Conversion: Ca(Alg): a HAlg
(Hernandez-Carmona . - - Na2CO;s en solido
tal. 2012 - Hidratacion del alga (Hasta pH 10) (HCl, pH 2)
ctal., ) -HCHO 0.1 % o p - Conversion: HAlg a NaAlg
- Diluir con H20
-HCI (pH 4) . con NaxCOs en EtOH
- Filtrar (preservar el .
- Lavado con H2O - Secado y molienda
lodo)
Al da: S, ) -NaCOs3 1 M (pH - Neutralizar el lodo con HCI 1
Zoia;fizrg a: Sargassum sp., 11, 60 °C. 2 h) N
(Andriamanantoanina NaO CI?AW - Centrifugar con - Precipitado del NaAlg con
& Rinaudo, 2010) T ) e membrana porosa EtOH 50% - NaCl
-HCI0.05N (8,3, 1.2 pm) - Lavado con EtOH
- Lavado con H:0 - Preservar el lodo - Secado al ambiente
- Ruta Etanol

(Gomez et al., 2009)

Alga parda: Macrocystis

pyrifera

- Lavado

- Secado

- Molienda

-HCI1 0.1N (pH 4, agitar 15
min, Tamb)

- Filtrado (descartar el liquido)

- Preservar la biomasa (alga
pretratada)

-NaxCOs IN (pH
11.5, 2h, 60°C)

- Relacion 1:25 (w/v;
Alga seca: NaxCO3)

- Diluir con H20

- Tierra diatomea

- Agitar 15 min,
temperatura
ambiente

- Centrifugar
(descartar solido)

- Preservar el lodo o
extracto alcalino

- Lodo: EtOH (1:1, v/v)

- Soxhlet con EtOH, 100 h

- Secado al ambiente

- Ruta HC1

- Conversion del NaAlg a
HAlg con HCI IN (pH 2,
agitar, lh)

- Conversion del HAlg a
NaAlg con Na,COj (agitar,
1h)

- Precipitado del NaAlg con
EtOH (1:1, v/v)

- Soxhlet con EtOH, 100 h

- Ruta CaCl:

- Conversion del NaAlg a
Ca(Alg)z con CaClz

- Soxhlet con agua, 64 h

- Conversion del Ca(Alg) a
HAlg con HCI IN (pH 2,
agitar, 3.5h)

- Seguir ruta HCI

Nota.
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4. Peliculas y recubrimientos (Biomateriales) en la industria alimentaria

La diversidad de productos de plastico para embalaje, transporte y almacenaje de
distintos alimentos los hacen esenciales para el uso diario; sin embargo, el uso masivo del
plastico (PP, PE, PET) genera problemas medioambientales, economicos y dafios a la salud
debido a que los residuos no se degradan y pueden permanecer por mas de 100 afios en el
medioambiente, afectando todo tipo de vida. Como alternativa ecologica para sustituir los
plasticos se encuentran los biomateriales o materiales degradables que se descomponen en
agua, metano, dioxido de carbono, biomasa y/o compuestos inorgdnicos, reduciendo el
impacto ambiental (Ferreira et al., 2016; Suderman et al., 2018). Los biopolimeros son
materiales degradables empleados para la elaboracion de peliculas y/o recubrimientos, que

se derivan de fuentes naturales como polisacaridos, proteinas y lipidos (Eslami et al., 2023).

En la industria alimentaria, los biomateriales son conocidos como peliculas y/o
recubrimientos comestibles. La diferencia entre una pelicula y un recubrimiento reside en
sus caracteristicas y en su forma de elaboracion. Una pelicula es una capa delgada del
material polimérico que se obtiene por moldeo (preformado) y se puede manipular a fin de
envolver alimentos, mientras que un recubrimiento es un revestimiento superficial de una o
mas capas formadas directamente en la superficie del alimento mediante una inmersion o
aspersion del material polimérico, de esta manera se logra cubrir toda la superficie del

alimento (De Ancos et al., 2015; Fernandez Valdés et al., 2015; Parreidt et al., 2018).

Las peliculas y recubrimientos en la industria alimentaria tienen como caracteristicas
y funciones: proteger los alimentos frente a distintas bacterias y microorganismos, no deben
ser toxicos, ni afectar severamente las propiedades organolépticas del alimento, brindar
proteccion a dafios por manipulacion (mecénica, fisica o quimica) (Eslami et al., 2023;
Fernandez Valdés et al., 2015), reducir los procesos oxidativos como el pardeamiento
enzimatico y otras reacciones asociadas a la maduracion y senescencia del alimento (frutas
y verduras climatéricas) por medio de la incorporacion de agentes antioxidantes, asimismo
extender la vida util del alimento, de esta manera minimizar las pérdidas postcosecha (De
Ancos et al., 2015; Ferreira et al., 2016; Vazquez-Briones & Guerrero-Beltran, 2013),
brindar una barrera semipermeable de solutos, aceites y gases (O2, CO2, CoHa, compuestos
voléatiles), evitar la pérdida de agua al regular la tasa de respiracion del vapor de agua (De

Ancos et al., 2015; Parreidt et al., 2018), portadores o vehiculos de aditivos (agentes

36



bioactivos) en donde se permite proteger al agente bioactivo y posteriormente liberarlo en la
interfaz del biomaterial por medio del control de la humedad, temperatura, pH, entre otros
parametros (Arredondo Ochoa, 2012; D. Zhang et al., 2018). En la Figura S se representan

las funciones de las peliculas y recubrimientos.

Figura 5

Funciones de las peliculas y recubrimientos en la industria alimentaria.
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4.1. Composicion de los biomateriales

Las peliculas y recubrimientos son elaborados a partir de materiales naturales o
formadores (biopolimeros) como los polisacaridos, lipidos y proteinas, asi también sus
combinaciones permiten aprovechar las caracteristicas de cada componente y mejorar sus
deficiencias individuales. En adicion, el uso de plastificantes mejora la flexibilidad y reduce
la rigidez del biomaterial, un componente opcional son los surfactantes que favorecen la
dispersion de compuestos hidréfobos en la matriz polimérica, mejora la adhesion y
humectabilidad del biomaterial (Fernandez Valdés et al., 2015; Parreidt et al., 2018).
Asimismo, las peliculas y recubrimientos pueden albergar aditivos bioactivos naturales o
quimicos que repotencian la actividad del biomaterial, asi como cambiar las propiedades

mecanicas, funcionales, organolépticas, entre otros (De Ancos et al., 2015).

En general, los biomateriales estan conformados por el biopolimero, el disolvente, el

plastificante y los agentes bioactivos (accion antioxidante, antifiingica, etc.) y/o surfactantes.
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4.1.1. Polisacaridos

En este grupo se encuentran los compuestos de alto peso molecular, presentes en
animales, vegetales y microorganismos, constituidos por unidades repetitivas de mondémeros
o disacaridos unidos por enlaces glucosidicos, son solubles en agua por ello son llamados
hidrocoloides. Estos compuestos presentan buenas propiedades de barrera frente al oxigeno
y dioxido de carbono, asi como buenas propiedades mecénicas en los biomateriales y de
correcta adhesion en las superficies de productos hortofruticolas; sin embargo, al ser
compuestos hidrofilicos evidencian bajas propiedades de barrera contra la humedad (vapor
de agua). Por otro lado, son compuestos no toxicos, de bajo costo y no son grasosos. Entre
los polisacaridos que se emplean en los biomateriales estdn los galactomananos, celulosa,
almidon, quitina, quitosano, pectina, carragenina, alginato, pullulan, fucopol y gomas

vegetales (Arredondo Ochoa, 2012; Ferreira et al., 2016; Parreidt et al., 2018).

4.1.2. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas con cadenas de aminoacidos unidos por enlaces
peptidicos. Muestran barrera frente al oxigeno y dioxido de carbono, brindan estabilidad
mecanica y exhiben adherencia a superficies hidrofilicas por lo que son buenas formadoras
de peliculas; sin embargo, son sensibles al cambio de pH y no tienen buena resistencia a la
difusion del vapor de agua; por ello, se opta en elaborar peliculas en combinaciones de
compuestos hidrofébicos a fin de reducir la permeabilidad al agua. Entre las proteinas que
se pueden emplear en los biomateriales estan la caseina, soya, albimina, gelatina, colageno,

gluten de trigo, suero de leche, etc. (Arredondo Ochoa, 2012; De Ancos et al., 2015).

4.1.3. Lipidos

Los lipidos son compuestos hidrofobos, no poliméricos porque no contienen muchas
unidades repetitivas que formen grandes moléculas. Presentan baja afinidad al agua por lo
que exhiben una barrera contra la humedad reduciendo la transpiracion y deshidratacion del
alimento, ademas mejora la apariencia y el brillo, protege contra la oxidacién y reduce el
crecimiento microbiano; sin embargo, debido a su naturaleza posee baja cohesion y poca
adherencia a superficies hidrofilicas; por ello, son incorporados en matrices de hidrocoloides
a fin de mejorar sus caracteristicas. Entre los lipidos que se pueden emplear estan las ceras

de abeja, cera carnauba, cera candelilla, resinas y 4cidos grasos como el acido estearico,
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acido laurico, acido oleico y 4cido palmitico, entre otros (Arredondo Ochoa, 2012; De Ancos

et al., 2015; Fernandez Valdés et al., 2015; Vazquez-Briones & Guerrero-Beltran, 2013).

4.1.4. Plastificantes

Los plastificantes son moléculas de bajo peso molecular, baja volatilidad, alta
temperatura de ebullicion y similares al biopolimero formador de la pelicula o recubrimiento.
Debido a las limitaciones de los biopolimeros es necesario incorporar plastificantes con el
principal objetivo de otorgar mayor flexibilidad a los biomateriales. Los plastificantes son
capaces de reducir los enlaces de hidrogeno interno que ocurre entre las cadenas poliméricas,
lo que conlleva al aumento del espacio intermolecular (mayor volumen libre) permitiendo la
movilidad de las cadenas poliméricas, de este modo se reduce la fragilidad, se mejora la
flexibilidad, homogeneidad y fortalece la estructura de las peliculas (Abera et al., 2020;
Laohakunjit & Noomhorm, 2004; Parreidt et al., 2018; Solano-Doblado et al., 2018; Y.
Zhang & Han, 2006), se regula el flujo o tasa de respiracion y se minimizan los dafios por
manipulacioén del biomaterial (Abera et al., 2020; Cao et al., 2009); por consiguiente, los
plastificantes pueden modificar las caracteristicas y propiedades de las peliculas y
recubrimientos (morfologia, propiedades mecanicas, térmicas y fisicas) (Mohammed et al.,
2023; Suderman et al., 2018). Al tener bajo peso molecular, los plastificantes pueden
difuminarse mas facil entre las redes poliméricas; sin embargo, pueden migrar a la superficie
por distintos factores (cambios de temperatura y entorno, tamafio y forma del plastificante,
etc.), la pérdida del plastificante en las peliculas las vuelven mas fragiles o con pobres
propiedades mecanicas; por otro lado, altas concentraciones del plastificante implica un
aumento en la solubilidad y una deficiencia en sus propiedades de barrera contra la humedad

debido a su naturaleza hidrofilica (Eslami et al., 2023; Laohakunjit & Noomhorm, 2004).

Para una mayor efectividad del plastificante se deben considerar la composicion
quimica, peso molecular, tamafio y forma del plastificante, compatibilidad entre el
plastificante y el biopolimero, concentracion, nivel de toxicidad, rentabilidad, polaridad y el
mayor numero de grupos funcionales (grupo hidroxilo, -OH) por molécula (Cao et al., 2009;

Eslami et al., 2023; Laohakunjit & Noomhorm, 2004; Y. Zhang & Han, 2006).

Los fenémenos y mecanismos que ocurren en la plastificacion de biopolimeros se

pueden describir con la teoria de la lubricidad, la teoria del gel y esencialmente la teoria del

39



volumen libre. En la teoria de la lubricidad, los plastificantes lubrican el movimiento del
biopolimero debido a que reducen la friccion intermolecular entre las cadenas poliméricas,
aumentando asi la flexibilidad, lo que genera una mayor movilidad o deslizamiento del
biopolimero. En la teoria del gel, el plastificante es el responsable de la rigidez del
biopolimero debido a que reduce los puntos de contacto entre las cadenas permitiendo
deformar al biopolimero sin romperse. En la teoria del volumen libre, los plastificantes
reducen las fuerzas intermoleculares del biopolimero generando un espacio interno y
movilidad entre las cadenas poliméricas, de este modo se mejora la flexibilidad. El volumen
libre en el biopolimero se puede generar por los movimientos de la cadena principal, lateral
y extremos; en adicion, otra manera de incrementar el espacio interno del biopolimero es al

elevar la temperatura (Eslami et al., 2023).

La Figura 6 esquematiza el efecto del glicerol y polietilenglicol (PEG) sobre las
cadenas del alginato, en donde el glicerol y el PEG poseen 3 y 2 grupos funcionales (-OH)
respectivamente, aumentan el volumen libre, reducen las interacciones intermoleculares y

crean nuevos enlaces con las cadenas poliméricas, volviendo mas flexible al biopolimero.

Figura 6

Interaccion de los plastificantes de glicerol y polietilenglicol (PEG) sobre las cadenas

poliméricas del alginato.
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Entre los plastificantes que se emplean para la elaboracion de biomateriales estan los
glicoles, acidos grasos, azucares y polioles como el glicerol, sorbitol y polietilenglicol, entre
otros; asimismo, se pueden emplear mezclas de plastificantes para mejorar las propiedades

de las peliculas al aprovechar las cualidades de cada plastificante (Abera et al., 2020).
4.1.4.1.Glicerol

Compuesto hidrofilico de bajo peso molecular que posee 3 grupos funcionales (-OH)
que le permiten interactuar con las cadenas poliméricas. Aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) para afiadirse a peliculas y recubrimientos, empleado también en la
industria de alimentos, cosmética y farmacéutica. El glicerol brinda una mayor flexibilidad
y mejora las propiedades mecanicas, a concentraciones adecuadas aumenta el porcentaje de
alargamiento y reduce la resistencia a la traccion del biomaterial; sin embargo, debido a su
naturaleza hidrofilica genera deficiencia en las propiedades de barrera frente al vapor de

agua (Eslami et al., 2023; Laohakunjit & Noomhorm, 2004; Tarique et al., 2021).
4.1.4.2.Polietilenglicol (PEG)

El polietilenglicol posee dos grupos funcionales para interactuar con el biopolimero,
presenta diversos pesos moleculares entre 300 a 4 000 g mol™! e influye en las propiedades
mecanicas, térmicas y de barrera de las peliculas y posee. Los PEG con peso molecular
inferior a 800 g mol™ son transparentes y viscosos, otorgan a las peliculas una mejor
apariencia, son mas elasticas, resistentes que otros plastificantes y manifiestan una mayor
resistencia a la humedad (reduccion a la permeabilidad del vapor de agua); mientras que los
PEG con peso molecular superior a 800 g mol™! est4n en estado sélido como escamas blancas
y muestran mayor dificultad para difuminarse entre las redes poliméricas por lo que tienden
a exhibir peliculas opacas y aumentan la permeabilidad al vapor de agua. En adicion, altas
concentraciones del PEG, entre 2 - 6 % segln el peso molecular, también genera peliculas
opacas, los cuales con el transcurso del tiempo se manifestaran como peliculas blancas,
quebradizas y en algunos casos aceitosas debido a la migracién del plastificante a la
superficie de las peliculas, denominado como efecto “blooming” y “blushing” (florecimiento
y sonrojamiento); es decir, ocurre una separacion de fases ocasionado por sobrepasar el
limite de compatibilidad entre el biopolimero y el PEG (Cao et al., 2009; Eslami et al., 2023;
Maulana et al., 2021; Yacob et al., 2021).
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4.1.5. Surfactantes o tensioactivos

Los surfactantes o tensioactivos permiten la dispersion de compuestos hidrofobos en
la matriz polimérica al reducir la accion superficial del agua, mejora la humectabilidad y
adhesion de los recubrimientos sobre superficies rugosas e hidrofobas y reduce la pérdida de
humedad del producto. Se clasifican segun su estructura y carga en tensioactivos catidonicos
(carga positiva), anidnico (carga negativa), no i6nicos (sin carga) y anfoteros (la carga
depende del pH). Entre los tensioactivos mas comunes empleados en las industrias estan los
polisorbatos (tween 40 y tween 80), span 60, span 80, lecitina de soja, entre otros (Fernandez

Valdés et al., 2015; Parreidt et al., 2018).

4.1.6. Aditivos o Agentes bioactivos

La calidad de un alimento se determina por su estado y propiedades, en ese sentido
la busqueda de agentes naturales o quimicos que permitan proteger y mejorar la calidad del
alimento ha llevado al surgimiento de los agentes bioactivos, los cuales al incorporarse en
peliculas y recubrimientos como aditivos permiten ejercer una accion prologada por ser
liberados gradualmente a comparacidn de su aplicacion directa en el alimento; asimismo, los
agentes bioactivos no solo influyen en el alimento sino que también modifican las
propiedades mecanicas y de barrera de los biomateriales, por ello el interés de su estudio en
relacidon a su interaccion y funcionalidad con los biopolimeros y los alimentos. Entre las
actividades que se pueden ejercer estdn la antioxidante, antimicrobiana, antibacteriana,
antifungica entre otros; con relacion a ello, el interés esta en el empleo de aceites esenciales,
principios activos y principalmente en extractos debido a que poseen un alto contenido de
polifenoles, los cuales pueden desempefiar mas de una actividad. La importancia de afiadir
agentes antioxidantes a los biomateriales se debe a que pueden brindar proteccion contra la
luz (decoloracion), retardar la maduracion y senescencia de alimentos climatéricos, asi como
de otras reacciones causadas por la oxidacion (De Ancos et al., 2015; Lupo et al., 2012;
Parreidt et al., 2018). Entre los aceites esenciales, principios activos y extractos con actividad
antioxidante estan el aceite esencial de orégano (dos Santos Caetano et al., 2018), extracto
de té verde (Choi et al., 2018), aceite esencial de liméon (M. A. Oliveira et al., 2020), acido
protocatecuico (Liu et al., 2017), aceite esencial de canela (T. Xu et al., 2019), aceite de
girasol con ascorbico y citrico que otorgan un enriquecimiento de la vitamina C (Robles-

Sanchez et al., 2013), eugenol (Guerreiro et al., 2015); algunos también desempeian
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actividades antibacterianas y antimicrobianas frente a cepas de E. coli, L. monocytogenes, S.
aureus, Salmonella, entre otros; tales como las nanoparticulas de plata (Orsuwan et al.,
2016), extractos de nuez (Aloui et al., 2021), de jamaica (Aydin & Zorlu, 2022), de cascara
de granada (Hanani et al., 2019), cinamaldehido (Sipahi et al., 2013); actividad antifingica
frente a A. alternata, C. gloespiroides al tratar con extracto de moringa (Tesfay et al., 2017);

para mas compuestos bioactivos en peliculas y recubrimientos ver la Tabla 1.

4.2. Técnicas para la elaboracion de peliculas y recubrimientos

Existen diversas técnicas para la elaboracion de peliculas y recubrimientos, estas
pueden ser muy sencillas o complejas, dependiendo de la utilidad o practicidad que se anhele

desarrollar tanto en el proceso como en el producto de aplicacion.

Entre las técnicas mas empleadas para la elaboracion de peliculas y recubrimiento se

encuentran:

a. Fundicién o eliminacién del disolvente: Por medio de la evaporacion del
disolvente en una estufa se obtiene una capa delgada que se despliega facilmente del molde,
en esta técnica se debe tener cuidado con los secados rapidos y con las altas temperaturas a
fin de no alterar la movilidad e interacciones de las cadenas poliméricas, asi como evitar
perder al plastificante y por consiguiente la flexibilidad de la pelicula (Cagri et al., 2004;
Parreidt et al., 2018; Solano-Doblado et al., 2018).

b. Casting: Se realiza la evaporacion del disolvente de la solucion formadora
(contiene al biopolimero, disolvente, plastificante y aditivos activos) a condiciones
controladas de temperatura y humedad obteniéndose una pelicula moldeada, esta técnica se

considera como un proceso humedo (Escobar et al., 2009; Solano-Doblado et al., 2018).

c. Extrusion: En base a las propiedades termoplasticas del biopolimero, se
trabaja con una solucion formadora en la minima cantidad de agua en un molde o envase,
luego se aplica una presion y temperatura a fin de obtener una capa delgada o pelicula. Esta
técnica se considera como un proceso seco. En el caso de la coextrusion se sigue el mismo
proceso para obtener multicapas; sin embargo, se pueden presentar problemas en las

propiedades mecanicas y de barrera (Escobar et al., 2009; Parreidt et al., 2018).
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d. Gelacion térmica: Se realiza un tratamiento térmico a las peliculas y
recubrimientos a base de proteinas con el proposito de obtener estructuras mas compactas y
estables debido a la desnaturalizacion térmica de las proteinas, esta técnica puede involucrar

procesos en frio o caliente (Carmona et al., 2007; Solano-Doblado et al., 2018).

e. Pulverizacion electrodinamica: Por medio de la atomizacién a un alto
potencial eléctrico de la solucion formadora se obtienen finas gotas a escala nanométrica, en
donde el tamafio puede controlarse por el potencial de incidencia en la boquilla del

atomizador (Solano-Doblado et al., 2018).

f. Inmersion: El alimento se sumerge en la solucion formadora y luego se drena
el exceso a fin de generar una membrana en la superficie del alimento, segln se requiera se
puede realizar mas de una inmersion donde los tiempos varian segun el biopolimero, de esta
manera se evita la evaporacion del solvente y se logra cubrir toda la superficie del alimento;
asimismo, en caso de reticular los recubrimientos se hace la inmersion luego de la solucion
formadora, de este modo se puede reducir la interaccidén con zonas hidrofilicas (Parreidt et

al., 2018; Vazquez-Briones & Guerrero-Beltran, 2013; D. Zhang et al., 2018).

g. Impregnacion al vacio: Se sigue el mismo proceso de inmersion, pero a
condiciones controladas en una camara de vacio, se considera la presion, el tiempo y la

atmosfera para el vacio (Parreidt et al., 2018).

h. Pulverizacion o aspersion: El recubrimiento se produce por la formacion de
pequenas gotas en la superficie del alimento mediante la pulverizacion o aspersion de la
solucion formadora con boquillas de distintos tamafios. La aspersion se consigue por
diferencia de presion y el flujo depende de la boquilla del aspersor, asi como la densidad, la
viscosidad y la tension de la solucion formadora. Esta técnica permite tratar distintas
superficies y controlar el espesor al poder realizar multicapas; sin embargo, puede presentar
problemas de obstruccion en la boquilla del aspersor (Parreidt et al., 2018; Vazquez-Briones

& Guerrero-Beltran, 2013).

i. Esparcimiento: Por medio de una brocha o pincel se extiende manualmente
la solucion formadora sobre todo el producto a recubrir, la principal limitante de esta técnica

es la falta de uniformidad del recubrimiento (D. Zhang et al., 2018).
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5. Pardeamiento Enzimatico en Frutas Climatéricas

Las frutas climatéricas después de ser recolectadas siguen su proceso de maduracion,
parte de estas frutas son destinadas al mercado local y la otra parte de acuerdo con la
demanda y sus caracteristicas a la exportacion; sin embargo, la manipulacion y los
acondicionamientos de almacenaje pueden generar deterioros fisicoquimicos externos e
internos que afecten las propiedades organolépticas (sabor, textura, color y olor) y el valor
nutricional del alimento, acelerando la senescencia de este. Los dafos al tejido de los frutos,
que albergan distintos compuestos fendlicos, conllevan a las reacciones de oxidacion y/o
pardeamiento. El pardeamiento enzimatico se produce por la oxidacion de los compuestos
fenolicos a quinonas que luego se polimerizan formando melaninas que originan el color
pardo caracteristico, esta reaccion es catalizada por la accion de las polifenoloxidasas (PPO)
en presencia de O; (Figura 7). En adicion, el estrés oxidativo también provoca un
incremento en la produccion de etileno. La velocidad de oxidacion depende del contenido
de compuestos fendlicos, temperatura, pH y cantidad de O2; en base a ello, si se controla
alguno de estos parametros es posible retardar el proceso oxidativo. Como una alternativa,
los antioxidantes pueden ser usados para retardar el pardeamiento debido a que sirven como
agentes de sacrificio frente al oxigeno, asi como reducir las quinonas a difenoles. Asimismo,
la incorporacion de agentes antioxidantes en peliculas y antioxidantes permiten la liberacion
progresiva de estos agentes a fin de prevenir la oxidacion y degradacion del alimento, asi

como crear una barrera frente al oxigeno (Jadan, 2017; Silveira, 2017).

Figura 7

Proceso de pardeamiento enzimatico en frutas climatéricas.
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B. ASPECTOS QUIMICOS GENERALES

1. Determinacion del Contenido Fenolico Total (CFT) por el método de Folin —

Ciocalteu

El método de Folin - Ciocalteu se realiz6 por primera vez para el andlisis de tirosina
y triptéfano (aminoécidos que contienen un grupo fendlico) en proteinas por Otto Folin y
Vintila Ciocalteu en 1927 (Folin & Ciocalteu, 1927); actualmente, es el ensayo mas
empleado para cuantificar compuestos fendlicos totales en extractos naturales, bebidas y

alimentos (Christodoulou et al., 2022).

El método de Folin - Ciocalteu determina la capacidad para reducir el reactivo de FC
en presencia de compuestos fenolicos. El reactivo de FC contiene una mezcla de acidos
fosfomolibdico y fosfotungstico (presencia de iones molibdato y tungsteno) de color
amarillo. La Figura 8 presenta la reaccion de oxido - reduccion del ensayo, el cual se
produce en medio bésico (pH 10) a fin de generar el ion fenolato, este ion reduce al reactivo
de FC (Mo®", W® se reducen a Mo>*, W>") evidenciandose un cambio en la coloracion del
complejo de amarillo a azul que absorbe a longitudes de onda alrededor de los 760 a 765 nm

(Christodoulou et al., 2022; Fernandez-Burgos, 2017; Munoz-Bernal et al., 2017).

Figura 8

Reaccion de reduccion del molibdeno (reactivo de Folin-Ciocalteu) frente al acido galico

(compuesto fendlico) en medio basico.
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Para la cuantificacion de este ensayo, el estindar mas usado es el acido galico debido
a su estructura simple, por ello los resultados se expresan como equivalente del acido gélico
(EAG), otros estandares que se pueden usar son el acido cafeico, acido ferulico para plantas

terrestres o floroglucinol para algas marinas (Christodoulou et al., 2022; Ford et al., 2019).
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Entre los inconvenientes de este ensayo estan la sensibilidad al pH, temperatura y
tiempo de reaccion, segin las condiciones de trabajo se pueden exhibir diferentes valores;
asimismo, se puede obtener una sobreestimacion de los resultados debido a la presencia de
interferentes que también pueden reaccionar con el reactivo de Folin - Ciocalteu (FC). Estos
interferentes son compuestos no fendlicos como azucares reductores (fructosa y glucosa),

proteinas, tioles, vitaminas e iones inorganicos (Mn?>*, Fe™?, SO*") (Ford et al., 2019).
2. Determinacion de la Actividad Antioxidante por el método de DPPH

En 1995, Brand Williams estudio la actividad antiradical o antioxidante de distintos
compuestos fenodlicos frente al radical libre de DPPH (Brand-Williams et al., 1995). El
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) es un radical libre estable debido a la distribucion del
electrén desapareado sobre la molécula (deslocalizacion electronica) (Figura 9.a). E1 DPPH
presenta una coloracion violeta muy intensa que absorbe a longitudes de onda alrededor de
los 515 a 520 nm, esta banda de maxima absorcion desaparece luego de interactuar con los
compuestos bioactivos, observandose el cambio de color a un amarillo tenue (decoloracion).
El porcentaje de decoloracion indica el potencial de inhibicion o captacion del radical libre
de los compuestos bioactivos. La reaccion entre el compuesto bioactivo y el radical libre de
DPPH genera el radical fenoxilo del compuesto, el cual se estabiliza con los electrones « de
su anillo aromatico, de este modo se permite la donacidon del hidrogeno para producir la
forma no radicalaria de DPP-H (Figura 9.b) (Brand-Williams et al., 1995; Fernandez-
Burgos, 2017).

Las condiciones eficaces para conseguir la eliminacion del radical libre de DPPH son
a temperatura ambiente, oscuridad y tiempos de reaccion entre 30 min a 1 hora debido a que
los compuestos oxidantes son sensibles al calor y a la luz. Este método es practico, sencillo,
preciso y repetible que puede emplearse en el analisis de alimentos, extractos, sueros, fluidos
biologicos y compuestos bioactivos (polifenoles, flavonoides, entre otros) con naturaleza
polar que pueden obtenerse en medios organicos (etanol, metanol y soluciones
hidroalcoholicas). Entre los estudios y analisis que se pueden desarrollar estan el Clso y el
TClIso. El Clso (concentracion de inhibicion media) indica la concentracion o cantidad
necesaria del antioxidante para inhibir hasta un 50% la concentracion inicial del DPPH,
mientras que el TClso se refiere al tiempo requerido para alcanzar el estado de Clso

(Christodoulou et al., 2022).
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Figura 9

Meétodo de DPPH. (a) Estructuras resonantes del radical libre de DPPH; (b) Reaccion para

la eliminacion del radical libre de DPPH con acido galico.
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3. Técnicas de Caracterizacion de Polimeros

Las técnicas de caracterizacion permiten analizar y evaluar las caracteristicas y
propiedades de los polimeros con el proposito de poder desarrollar biomateriales (peliculas
y/o recubrimientos) y comprender sus funciones. Ademas de determinar la utilidad del

biomaterial, se puede estudiar y analizar las interacciones entre sus constituyentes.

Entre las técnicas de caracterizacion para polimeros y biomateriales se encuentran:
analisis morfologico (FESEM), comportamiento térmico (TGA), analisis espectroscopico

(FTIR, RMN), analisis de Difraccion de Rayos X (DRX) y el analisis viscosimétrico.
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3.1. Resonancia Magnética Nuclear en estado solido (RMNes)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica poderosa
y versatil que permite obtener informacion para la elucidacion de compuestos quimicos, son
de gran uso en la quimica organica. En el campo de los polimeros, permite el analisis
cualitativo y cuantitativo de distintos materiales, proporciona informacién de la estructura al
poder estudiar y analizar los tipos de monomeros o unidades repetitivas, distribucion,
composicion, ramificacion y grupos terminales (Danielsen et al., 2021). En adicion, algunos
polimeros no se pueden analizar por RMN en solucién a menos que se modifique su
estructura principal, en ese interés surgié la RMN en estado sélido (RMNes). La RMNes es
empleado principalmente para el estudio de los polimeros debido a que se puede analizar las
propiedades del polimero como flexibilidad, observar el empaquetamiento intermolecular,
permite estudiar la cadena principal (tacticidad, uniones monoméricas, secuencia), la
estructura secundaria (ordenamiento) y la estructura terciaria (plegamientos como en las
proteinas) (H. N. Cheng & English, 2002); asimismo, se puede emplear para el control de
calidad al observar la degradacion del polimero, analizar geles y obtener informacion de la
matriz polimérica (proporcion de los mondomeros), examinar so6lidos multifase (cristalinas,
amorfas e interfaciales), moléculas homopoliméricas, copolimeros, mezcla de polimeros

entre otros (Bovey & Mirau, 1996; Cheremisinoff, 1996).

En general, en la espectroscopia de RMN, un ntcleo atdmico activo magnéticamente
sometido a un campo magnético tiende a orientarse con el campo magnético, la energia para
cambiar la orientacion depende de la fuerza del campo y de la naturaleza del enlace entre los
atomos y su entorno, el giro en su orientacion genera una resonancia especifica, permitiendo
la caracterizacion de la molécula. Los nucleos més sensibles, abundantes y conocidos son:
'H y ¥C (Cheremisinoff, 1996), otros nicleos de atomos activos de interés son: '°N, 1°F, 3P
y ?°Si (Hunt & James, 1993). En la RMN'H las sefiales de resonancia se deben a los tipos de
hidrogenos presentes, donde la posicion, anchura y area permiten la caracterizacion de la
molécula. Del mismo modo, en la RMN!3C la elucidacion de la estructura de la molécula se

da con relacion al tipo de enlace del carbono y su entorno (Cheremisinoft, 1996).

En la RMNes de polimeros, se observa un ensanchamiento de las sefiales en los
espectros debido a los efectos de acoplamiento dipolar entre ntcleos y a la anisotropia del

desplazamiento quimico (5). En el caso de la RMN en solucion (RMN 'H,C), estos efectos
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desaparecen porque las muestras se encuentran disueltas, las cadenas poliméricas tienen
movimiento, observandose sefiales mas estrechas y nitidas, mientras que en la RMNes la
movilidad estd restringida por la matriz polimérica, los ntcleos estan en posiciones fijas
(rigidos), obteniéndose sefales anchas, dando una vision mas real del polimero (Bovey &

Mirau, 1996; Carraher, 2020; Stepanov, 2016).

Las interacciones que contribuyen al ensanchamiento de las sefiales en los espectros

RMNes (Stepanov, 2016) son:

1. Interacciéon dipolo — dipolo: Interaccion entre el nucleo principal y los nicleos
adyacentes (vecindad), depende principalmente de la magnitud de los momentos
magnéticos de los nucleos atomicos en interaccion que del campo magnético

aplicado.

ii.  Anisotropia del desplazamiento quimico: Se presenta un acoplamiento magnético
de los electrones circundantes. Si bien se tiene una interaccién con el campo
magnético, también se involucran los electrones contiguos; por ello, existe una

sensibilidad al entorno y a los ntcleos vecinos.

iii.  Interacciones cuadrupolares: Solo se evidencia cuando el niumero cuantico de
espin es mayor a 2, produciéndose la interaccion entre el momento cuadrupolar

eléctrico nuclear y la gradiente del campo eléctrico generados en el nucleo.

El predominio de una o mas de estas interacciones determinan al espectro de RMNes

(H. N. Cheng & English, 2002; Stepanov, 2016).

Un modo para corregir los efectos del acoplamiento dipolar es el empleo de la
polarizacion cruzada (Cross polarization, CP) para aumentar la sensibilidad de los nucleos
atomicos (Carraher, 2020). Con respecto a la anisotropia del desplazamiento quimico, se
realiza un giro de 54.6° al angulo de la muestra con respecto al campo magnético a fin de
anular sus efectos (Hunt & James, 1993), el cambio del d&ngulo es conocido como el dngulo
magico de giro (Magic angle spinning, MAS), los equipos de RMNes emplean rotores
giratorios para realizar el giro de la muestra; es asi, que la combinacién del CP-MAS permite

obtener buenos espectros de RMNes (Leary & Newman, 1992; Stepanov, 2016).
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3.2.  Espectroscopia Infrarroja (IR)

En el espectro electromagnético, la region del infrarrojo comprende 3 regiones: IR
cercano (12800 a 4000 cm™), IR medio (4000 a 200 cm™) e IR lejano (200 a 10 cm™!), siendo
la region del IR medio la méas empleada para el analisis de los compuestos. Mediante la
espectroscopia Infrarroja (IR) se puede determinar los principales grupos funcionales que
conforma la estructura de un compuesto quimico (Gieroba et al., 2023; Sarmiento, 2022). El
espectro IR se representa como el nimero de onda o frecuencia (cm™) frente a la absorbancia

(A) o porcentaje de transmitancia (T), los cuales se relacionan segtn la siguiente ecuacion:

Potencia Transmitida

%T=A=Logo (T"), T=

Potencia Incidente

En la espectroscopia infrarroja, las bandas de absorciéon que se observan en el
espectro IR a determinada frecuencia son producidas por los modos de vibracién que
experimentan los grupos atomicos de la molécula, luego de ser irradiados con radiacion
infrarroja; es asi, que en el espectro IR se observa diferentes intensidades y posiciones de las
senales, lo que permite su interpretacion y comparacion (Hong et al., 2021). En general, una
molécula lineal de N atomos presenta 3N-5 modos de vibracidon (rotacionales y
traslacionales) mientras que una molécula no lineal posee 3N-6 modos. Estos modos de
vibracion son especificos para determinado grupo de atomos, por lo que las bandas de
absorcion que se aprecian a determinadas frecuencias son caracteristicas, permitiendo su
identificacion en el espectro IR. Cuando se tienen moléculas pequeiias es facil distinguir los
modos vibracionales; en el caso de moléculas grandes como los polimeros se cree que se
deben considerar varios centros de interaccion; sin embargo, las vibraciones que se producen
presentan similares frecuencias; es decir, se evaluan a los mondémeros o unidades repetitivas
que conforman al polimero, por lo que las vibraciones también seran repetitivas,
apreciandose en el espectro IR una banda de absorcion correspondiente, por otro lado, las
uniones monoméricas son mas complejas de evaluar. Entre los modos de vibracion
moleculares estdn: Tension simétrica y asimétrica, en donde se da un estiramiento y
contraccion a lo largo del enlace; Flexion simétrica y asimétrica, flexion fuera del plano
simétrica y asimétrica, en donde se produce cambios o deformacion a los angulos de enlace,
son comunmente conocidos como modos de balanceo, aleteo, tijereteo y torsion (Billmeyer,

2020; Sperling, 2005).
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En los polimeros, la espectroscopia IR proporciona informacion de la estructura del
polimero (cristalinidad, orientacion, modos de enlace, mondémeros, grupos funcionales, entre
otros), permite estudiar los procesos de oxidacion, degradacion, ciclacion, polimerizacion
entre otras reacciones, por medio del andlisis de las sefiales: cambios en las intensidades o
eliminacion de ciertas sefales, asi como también corrimientos al compararse entre otros
espectros IR (Sarmiento, 2022; Sperling, 2005). En adicion, un caso complejo se presenta
en los polisacaridos, el andlisis del enlace glucosidico presenta cierta diferencia entre los
espectros IR de los monosacaridos, disacaridos y polisacaridos debido a las diferentes
configuraciones (a y ) que presenta el enlace glucosidico (C1->C4). Distintos estudios
incidian que la posicion y configuracion del enlace glucosidico mostraban diferencias en los
rangos de 1160 a 1130 cm™ y de 998 a 965 cm™ que se inferian a las vibraciones de
estiramiento del puente glicosidico (C1-O-C4). En otros casos, el puente glicosidico surge
en el rango de 960 a 920 cm™! por la vibracion de estiramiento simétrico, mientras que otros
indicaban la vibracion de estiramiento antisimétrico de la configuracion [ del enlace
glucosidico a 1090 cm™ y la antisimétrica de la configuracion o cerca de 1151 cm’!; es asi,
que el analisis de las configuraciones de los enlaces glucosidicos en los polisacaridos es muy

complejo (Nikonenko et al., 2000).

En general, para la interpretacion del espectro IR de polisacaridos se deben

considerar 5 zonas espectrales (Hong et al., 2021):

i. ZonaI: Comprende desde 4000 a 2500 cm™'. Se exhibe una banda ancha e intensa
entre 3600 a 3000 cm™! correspondiente a la vibracion de estiramiento del OH. En
adicion, bandas moderadas a 3000 — 2500 cm™ asignado a las vibraciones de

estiramiento simétrica y asimétrica del CH y CHa.

ii. ZonaII: Desde 1800 a 1500 cm™. Conocida como la zona del estiramiento de los
dobles enlaces. Las bandas se atribuyen a la vibracién de estiramiento de los
dobles enlaces del grupo COO™. También, aparece una banda cerca de 1635 cm™

por la influencia del agua que puede cambiar dependiendo de su interaccion.

iii. Zona III: Desde 1500 a 1200 cm™'. Llamada como la zona de simetria local. Se
considera las vibraciones de deformacion de los grupos con simetria local como
el CHz y C-OH. Ademas, en esta zona debido a las distintas vibraciones se produce

la superposicion de las bandas por lo que la asignacion es mas compleja.
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iv. Zona IV: Entre 1200 a 800 cm™!. Denominada la zona de la huella digital. Se

tienen las bandas atribuidas a las configuraciones a y B del carbono anomérico.

v. ZonaV:~800cm™. Conocida como la zona esquelética. Las bandas se atribuyen
a las vibraciones esqueléticas de los carbohidratos. En caso de los polisacaridos,

esta region es limitada y de dificil andlisis.

Esta técnica es rapida, sencilla y no destructiva con la muestra. Por lo general, se
trabaja con el modo de ATR (Reflectancia Total Atenuada), en donde es posible analizar
peliculas, recubrimientos, interfases, polvos y soluciones debido a que en este modo se
trabaja con un cristal de alto indice de refraccion, permitiendo mejores propiedades de
transmision del IR, la radiacion que ingresa se refleja internamente en la superficie del cristal
y se atenua por la absorcion de la muestra que esta en contacto, por ende, se obtiene un buen

espectro. (Carraher, 2020; Gieroba et al., 2023; Hunt & James, 1993).
3.3. Difraccion de Rayos X (DRX)

En la difraccion de rayos x (DRX), una muestra es sometida a una radiacioén
electromagnética, los rayos x inciden en los planos cristalograficos del material y se difractan
en angulos especificos, lo que permite su caracterizacion; la relacion entre la distancia
interplanar y el 4ngulo de difraccion siguen la ley de Bragg. Mediante la técnica de DRX es
posible determinar los pardmetros de red, composicion y estructura del material al evaluar

la posicion, forma e intensidad de los picos en los difractogramas (Bishnoi et al., 2017).

Los Rayos X (Rx) son radiaciones electromagnéticas de longitud de onda corta (4,
0.05 — 0.25 nm). Estos se generan en un tubo de Rx en alto vacio, en donde se aplica un alto
potencial entre un filamento de wolframio (W, cdtodo) y un objetivo metalico (dnodo), los
electrones emitidos del catodo inciden en el &nodo produciendo los Rx. Entre los anodos que
se pueden emplear estan el Mo, Fe, Cr y Cu. Las caracteristicas del anodo y el potencial
aplicado determinan la longitud de onda de los Rx generados (Billmeyer, 2020). En los
polimeros, se trabaja con la linea caracteristica del Cu, Ka (0.154 nm) mientras el resto de

la radiacion se elimina al usar filtros o monocromadores (Bishnoi et al., 2017).

La periodicidad en una cadena polimérica se determina por la unidad repetitiva o por

el monomero que lo conforma; del mismo modo, en la difraccion de rayos x, se busca la
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distancia repetitiva entre cadenas poliméricas, para lo cual, si se consideran las cadenas como
un sistema de capas, el espacio repetitivo entre estas capas serd la distancia. Normalmente,
en un sélido cristalino se considera las dimensiones de una celda unidad que es determinado
por las posiciones de los rayos difractados, siendo la ubicaciéon de los atomos que lo
conforman deducidas por las intensidades relativas de los rayos difractados; en el caso de
los polimeros, el analisis es mas complejo, se requiere de informacion adicional para
determinar la unidad repetitiva que va segun la conformacién y configuracion de la cadena
polimérica. En adicion, a diferencia de los sdlidos cristalinos que evidencian cierto
ordenamiento, en los polimeros se tiene un mayor desorden, lo que se refleja como un
ensanchamiento de los maximos de difraccion en los difractogramas (Billmeyer, 2020). En
algunos sistemas poliméricos, si se controla la temperatura y presion, se puede presentar
cierta cristalinidad, permitiendo inferir la periodicidad y el alineamiento entre cadenas
poliméricas. En sistemas de polimeros amorfos, las cadenas estan distribuidos al azar, se
tiene una mayor irregularidad por las ramificaciones o cadenas laterales por lo que su grafica
es muy difusa. Asimismo, en los sistemas semicristalinos, se analizan ambas partes (amorfa
y cristalina), obteniéndose picos anchos y una zona difusa o region del halo amorfo a mayor

angulo de difraccion (Sarmiento, 2022).

En general, la técnica de DRX permite analizar y evaluar la estructura cristalina,
semicristalina y amorfa de distintos materiales; estudios de transformacion de fases; analisis
en la nanotecnologia (nanotubos, nanoparticulas o nanofribras poliméricas), arcillas,
minerales, cerdmicos, polimeros, metales, entre otros; permite cuantificar fases a través de

las intensidades de difraccion (Bishnoi et al., 2017; Jarrells & Munson, 2022).

3.4. Analisis Térmico

El anélisis térmico involucra un conjunto de técnicas que permiten el estudio y
analisis de los diferentes procesos que experimenta una muestra al someterse a cambios de
temperatura predeterminada o en funcién del tiempo (Cheremisinoff, 1996). Entre las
técnicas de interés se tienen: analisis termogravimétrico (TGA, thermogravimetric analysis),
calorimetria diferencial de barrido (DSC, differential scanning calorimetry), analisis térmico
diferencial (DTA, differential termal analysis), analisis dinamo-mecéanico (DMA, dynamo-
mechanical analysis), andlisis termo-mecanico (TMA, thermo-mechanical analysis), entre

otros (Abraham et al., 2018; Carraher, 2020).
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En el anélisis termogravimétrico (TGA) se registra la variacion del peso de la muestra
con relacion al incremento de la temperatura, a un flujo de calentamiento que puede fluctuar
entre 10 a 30 °C min™' y en atmosfera controlada (aire o gas inerte), de esta manera se analiza
el comportamiento o la estabilidad térmica del material en rangos amplios de temperatura
(hasta los 1200 °C) (Hunt & James, 1993). Al suministrar calor a una muestra se generan
cambios fisicos y quimicos que se pueden asociar a: pérdida de humedad y componentes
volatiles, descomposicion, degradacion, reacciones de combustion, conversion de productos
carbonosos y residuos incombustibles (Cheremisinoff, 1996; Danielsen et al., 2021). En caso
de trabajar en atmosfera inerte, se evita los procesos de oxidacion del material. Por otro lado,
la degradacion infiere rupturas o escisiones de las cadenas poliméricas; es asi, que esta
técnica permite analizar la estabilidad térmica u oxidativa del material, evaluar la sorcion y
desorcion de disolventes o plastificantes, composicion de materiales (aditivos, impurezas,
disolventes), determinar la temperatura de descomposicion, contenido de humedad y

cenizas, entre otros (Abraham et al., 2018; Sarmiento, 2022).

En el TGA se pueden presentar tres modos de analisis, estas son: termogravimetria
dinamica, se mide los cambios del peso en funcion de la temperatura; termogravimetria
isotérmica, se registra la variacion del peso en funcion del tiempo a temperatura constante;
termogravimetria cuasi-isotérmica, se calienta en secuencias de tiempos hasta obtener una
masa constante. (Danielsen et al., 2021; Hunt & James, 1993). El mas empleado y sencillo

es la termogravimetria dinamica.
3.5. Viscosimetria capilar para la determinacion del peso molecular

La viscosimetria capilar es la técnica mas empleada para calcular el peso molecular
promedio de los polimeros. Esta técnica es sencilla, de facil manejo, precisa y de bajo costo
al no requerir reactivos complejos o toxicos (Danielsen et al., 2021; Hunt & James, 1993).
Los polimeros en solucion adquieren un volumen mayor al del disolvente, evidencian una
mayor viscosidad; por ello, se infiere que la viscosidad es proporcional al peso molecular
del polimero (Brady et al., 2017). Para las mediciones de las viscosidades del polimero y del
disolvente, se emplea un viscosimetro capilar del tipo Ubbelhode, en el cual se mide el
tiempo que tarda un liquido en caer desde una marca superior hasta una marca inferior del
capilar, se hace la comparacion de los tiempos de la solucidén polimérica y del disolvente

(Danielsen et al., 2021; Hunt & James, 1993). A partir de estos datos se obtienen los valores
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de las viscosidades del polimero siguiendo las ecuaciones que se observan en la Tabla 5

(Carraher, 2020).

Tabla 5

Terminologias de la viscosimetria

Nombre Simbolo Ecuacion
. . . tmuestra .
Viscosidad relativa O nr=—"——;t: tiempo (s)
Ldisolvente

. . , Umuestra — tdisolvente

Viscosidad especifica Nsp Nsp =
tdisolvente

. . . Nsp
Viscosidad reducida Nred Nred ==~

. . . Ln .,
Viscosidad inherente 1inh Ninh = éllr) ; C: concentracion
Viscosidad intrinseca [n] [n] = Lim (qred)e>0 0 Lim (Qinh)e>0

A determinadas condiciones, el polimero en solucidén evidencia una viscosidad
intrinseca caracteristica, el cual se relaciona con el volumen hidrodinamico del polimero y
depende del peso molecular promedio, la concentracion del polimero, la distribuciéon e
interaccion de las cadenas poliméricas, el disolvente o medio y la temperatura. En casos de
polielectrolitos i6nicos, la presencia de contraiones en el disolvente provoca una expansion
de las cadenas poliméricas debido a los efectos de la repulsion electrostatica, incrementando
la viscosidad; caso contrario, en macromoléculas neutras se experimenta una menor
viscosidad; es asi que, para evitar los efectos de repulsion electrostatica, se suele trabajar

con medios de cloruro de sodio como es en el caso del alginato (Belalia & Djelali, 2014).

Para la determinacion de la viscosidad intrinseca se considera las ecuaciones de
Huggins y Kraemer, a partir de sus graficas se realiza una extrapolacion a concentraciones

diluidas (c=0) de la solucion polimérica (Gomez-Diaz & Navaza, 2002; Sperling, 2005):

e Ecuacion de Huggins: rl% =[n]+Ki[n)*xC
Ln (y) _

e Ecuacién de Kraemer: ] -Ko[q)P*x C

C
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En la construccion de las graficas de Huggins y Kraemer, es recomendable trabajar
en bajas concentraciones del polimero a fin de evitar la presencia de curvas pronunciadas en
las graficas que impedirian la extrapolacion; asimismo, concentraciones muy altas del

polimero afecta al tiempo de ensayo y al capilar (Ramsackal et al., 2019).

A partir de la viscosimetria intrinseca se puede calcular la masa molar promedio del
polimero, considerando que el polimero tiene monomeros distribuidos en secuencias y
ordenamientos aleatorios, la masa molar comprendera el promedio de las masas moleculares
que lo conforman (Brady et al., 2017; Gacén et al., 2000); por consiguiente, la viscosimetria

intrinseca y la masa molar promedio se relacionan acorde a la ecuacion de Mark — Houwink:

[n] =K M*
Donde:

[n]: viscosidad intrinseca (mL g™)
M,: Masa molar promedio

K (mL g!) y a: constantes

En general, la constante a varia entre 0,5 — 1, dependiendo del disolvente. a es 0,5
cuando el disolvente mantiene al polimero enrollado, a estd entre 0,65 — 0,8 cuando se tiene
un buen disolvente y a es 1 cuando las moléculas son rigidas y asimétricas (A. Masuelli,

2018; Brady et al., 2017).
3.6. Microscopia Electronica de Barrido por Emision de Campo (FESEM)

La microscopia electronica de barrido por emision de campo permite estudiar y
analizar la morfologia, seccion transversal, espesores y el comportamiento superficial como
porosidad y uniformidad de peliculas, recubrimientos, sistemas compuestos, nanoestructuras
entre otros, aplicados en ceramicos, minerales, polimeros, biociencia y demas areas (Che

Hak et al., 2015; K. J. Kim et al., 1992).

La FESEM proporciona iméagenes de alta resolucion y amplia gama de contraste, esta
técnica permite trabajar con aumentos de 10x a 300 000x y una profundidad casi ilimitada
para obtener sistemas en 3D; asimismo, se trabaja con bajo potencial que va entre 0,5 kV —

30 kV, obteniéndose imagenes mas nitidas y menos distorsionadas a comparacion de los
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equipos convencionales (Ahmad-Fauzi & Sean, 2021; Mayeen et al., 2018). El trabajar con
bajo potencial de aceleracion permite controlar la energia de aterrizaje de los electrones a
fin de tener un equilibrio en la superficie de la muestra entre los electrones incidentes y
salientes, de este modo se evita el fendémeno de carga en la superficie, se reduce los dafos
por el haz de electrones en la muestra, se reduce las aberraciones cromatograficas y esféricas
del haz de electrones, se mejora los aspectos superficiales, lo que se refleja en una mejor

calidad de imagen (K. J. Kim et al., 1992; Yu et al., 2010).

Al comparar con otras técnicas, en la FESEM se tiene una mejor resolucion que en
la microscopia electronica de barrido (SEM) y se evita los problemas de incertidumbre en
las imagenes de muestras pretratadas que se evidencia en la microscopia electronica de
transmision (TEM), debido a que en la FESEM se emplea un cainén de emision de campo de
electrones, un sistema de lentes especiales y en conjunto con las caracteristicas del equipo
crea sondas de escaneo mas estrechas que se dirigen en zig-zag a la muestra, lo que se
evidencia en una mejor resolucion (K. J. Kim et al., 1992). Asimismo, en esta técnica se
puede indagar areas muy pequefias o zonas focalizadas a fin de observar trazas o
contaminantes en las muestras y también en casos de materiales aislantes no es necesario un

revestimiento a diferencia de otras técnicas (Mayeen et al., 2018).

En la FESEM se emplea una fuente de emision de campo que produce los electrones,
los cuales son acelerados por un campo eléctrico, concentrados en una columna de alto vacio
y enfocados - orientados por un sistema de lentes que bombardea al objeto (muestra), de esta
manera se emiten los electrones secundarios con velocidad y d&ngulo caracteristico acorde de
la superficie de la muestra, estos electrones son captados por el detector y dan una senal
electronica especifica que es amplificada y transformada en una imagen (Ahmad et al.,
2021). La columna de alto vacio es importante debido a que evita las alteraciones del haz de
electrones que se generan en el proceso para capturar la imagen (Jaya, 2020). Dependiendo
del detector es posible obtener la morfologia y composicion de los materiales; los detectores
de electrones secundarios brindan informacion superficial mientras que los detectores de

electrones retrodispersados reportan la composicion elemental (Che Hak et al., 2015).

Por lo general, las muestras se cortan en tamafios de 5x5x5 mm, son recubiertas con
oro u oro-paladio y son sometidos a un alto vacio a fin de eliminar burbujas o gases

interferentes antes del analisis morfologico (Jaya, 2020).
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CAPITULO I11.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En este trabajo de investigacion se busca aprovechar al maximo los recursos
hidrobiologicos a fin de extraer en conjunto o en serie distintos compuestos que puedan
servir para la elaboracidon de una pelicula bioactiva. La pelicula sera a base del alginato de
sodio y como aditivo antioxidante se empleara extractos polifendlicos de macroalgas pardas.
Por consiguiente, es necesario analizar y evaluar las caracteristicas del alginato y de los

extractos, ambos obtenidos de las macroalgas pardas; asimismo, caracterizar la pelicula.

El trabajo preliminar parti6 de la recoleccion del material de interés, las cuales fueron
dos especies de macroalgas pardas procedentes de Paracas e identificadas como Macrocystis

pyrifera'y Lessonia trabeculata.

Como trabajo experimental se realizo la limpieza, el lavado, el secado y la molienda
de las dos especies; luego se realizo un analisis cuantitativo para determinar el contenido de
fenoles totales mediante el método de Folin - Ciocalteu en distintos extractos de las muestras
con la finalidad de seleccionar el medio idoneo de extraccion. El ensayo se realizd por
triplicado para la veracidad de los resultados. También, se realizé la determinacién de la
actividad antioxidante de todos los extractos mediante el método de DPPH, obteniéndose el
porcentaje de inhibicion y el coeficiente de inhibicion media, de esta forma se evalud e
identifico los extractos que se emplearon en la elaboracion de la pelicula. Como proceso
continuo, se realizé la extraccion del alginato de sodio de las especies de macroalgas pardas
pretratadas. En tultima etapa, se elaboraron peliculas bioactivas con todos los compuestos

extraidos de las macroalgas pardas.

Finalmente, la caracterizacion del alginato extraido se realiz6 mediante el analisis de
las técnicas de FTIR, TGA, DRX, RMN'H, RMNes y viscosimetria capilar mientras que las
peliculas bioactivas elaboradas fueron evaluadas mediante sus propiedades fisicas y por las
técnicas de FTIR, TGA, DRX, opacidad, FESEM vy actividad antioxidante. En adicién, se

realizd un andlisis preliminar de los materiales bioactivos frente a un fruto climatérico.
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A. TRABAJO PRELIMINAR

1. Recoleccion de 1a muestra

La zona de recoleccion se localiz6 frente a la isla Zarate y los farallones, a 3.5 km al
suroeste de la playa Supay con coordenadas a 76°17'48.10" L.W.y 13°59'58.77" L.S. y a una
profundidad de 6 metros, en el distrito de Paracas, provincia de Pisco, departamento de Ica
(Figura 10). La recoleccion se realizo el 27 de mayo del 2019 mediante el método de buceo

con compresora de aire y fue asistido por una embarcacion pequeiia.

Figura 10

Zona de recoleccion de las especies de macroalgas pardas, Paracas.
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Se recolectaron dos especies de macroalgas pardas con un peso en frio de 10 Kg,
estas fueron preservadas en un cooler hasta su traslado al laboratorio de la Facultad de
Ciencias. La recoleccion de dos especies permitio analizar comparativamente el rendimiento
de extraccion del alginato, la cuantificacion de fenoles totales, la actividad antioxidante y

elaborar peliculas bioactivas, debido a que cada especie evidencia distintas caracteristicas.
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2. Determinacion (Identificacion) Botanica

La identificacion botanica de las dos macroalgas pardas fue realizada por el Bidlogo
marino Ernesto Pariona Icochea, acorde al sistema de Guiry & Guiry. (2019). En la Tabla 6

se indica la clasificacion taxondmica de las muestras en estudio.

Tabla 6

Clasificacion taxonomica de las macroalgas pardas recolectadas de Paracas.

Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Lessonia trabeculata Villouta &
Agardh 1820 Santelices 1986

Dominio Eukaryota Dominio Eukaryota
Reino Chromista Reino Chromista
Phylum Ochrophyta Phylum Ochrophyta

Clase Phaeophyceae Clase Phaeophyceae

Subclase Fucophycidae Subclase Fucophycidae
Orden Laminariales Orden Laminariales
Familia Lessoniaceae Familia Lessoniaceae
Género Macrocystis Género Lessonia
Especie Macrocystis pyrifera Especie Lessonia trabeculata

En el Anexo 1 (Pag. 178) se presenta el resumen del informe de la identificacion

botanica de las especies en estudio.

61



B. TRABAJO EXPERIMENTAL

1. Reactivos

La Tabla 7 indica los reactivos necesarios para el desarrollo del trabajo de

investigacion.

Tabla 7

Reactivos para el trabajo experimental.

Reactivos Marca Especificaciones
N - Hexano Merck QP

Etanol, C;HsOH Merck Absoluto, PA
Metanol, CH3;OH Merck PA

Cloroformo, CHCls Merck PA

Acetato de etilo Merck PA
Formaldehido, CH,O Merck 37 %

Acido Clorhidrico 37 %, HCI Merck PA

Hidroxido de Sodio, NaOH Merck PA

Carbonato de sodio, Na,COs3 Merck PA

Cloruro de Calcio, CaClz Supelco, Merck PA

Glicerol Sigma-Aldrich 99%
Polietilenglicol Sigma-Aldrich Promedio Mn 400
Acido galico Merck Anbhidro, para sintesis
Floroglucinol Merck 99%
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma - Aldrich CAS 1898-66-4
Reactivo de Folin & Ciocalteu, 2 N Sigma - Aldrich PA/RA

Nota. QP: Quimicamente Puro; PA/RA: Reactivo para analisis; CAS: Chemical Abstracts Service.
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2. Equipos y materiales

La Tabla 8 indica los equipos que se utilizaron para desarrollar la etapa de extraccion

del alginato y obtencion de los extractos de las macroalgas pardas.

Tabla 8

Equipos para el trabajo experimental.

Equipos Marca Laboratorio
Agitadores magnéticos DAIHAN Scientific MSH-20D LIBIPMET
Agitadores de Alto torque BIOBASE 0S40-S LIBIPMET
Enfriador de agua (Water Chiller) DAIHAN Scientific WCL LIBIPMET
Moledor doméstico BOSCH LIBIPMET
Liofilizador LABCONCO LIBIPMET
Balanza VIBRA GISMA
Bomba de vacio DAIHAN Scientific CH GISMA
Agitador Vortex KYNTEL GISMA
Medidor de pH OAKTON Ph700 GISMA
Rotavapor BIOBASE RE100-Pro GISMA
Estufa BINDER LF225DR GISMA
Ultracentrifuga Centrifuge 5810 R GISMA

Nota. LIBIPMET: Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos.

GISMA: Grupo de Investigacion en Sintesis de Materiales Avanzados.

Otros materiales que se emplearon fueron: vasos de precipitados 2 L y 3 L, matraces
aforados de 10 mL, 50 mL, 250 mL y 1000 mL , baguetas, espatulas, placas Petri de 90 x 20
mmy 150 x 22 mm, micropipetas de 1000 uL y 5000 pL, termdmetro, pastillas de agitacion,
papel indicador (0 — 14), probetas 10 mL 25 mL y 100 mL, parafilm, soporte universal con
nuez, papel filtro rapido Whatman, viales de 5 mL, tubos para centrifuga de 50 mL, frascos
ambar de 100 mL y 1000 mL, embudos, filtros de nylon de 0.45 um, jeringas de 50 mL,
papel de aluminio y balones de destilaciéon de 100 mL, 250 mL, 500 mL y 1000 mL.
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La Tabla 9 indica los equipos empleados para la caracterizacion del alginato, la

determinacion de fenoles totales y actividad antioxidante de los extractos de las macroalgas

pardas y de las caracterizaciones de las peliculas bioactivas elaboradas.

Tabla 9

Equipos y laboratorios de ejecucion para las caracterizaciones.

Equipo

Marca

Laboratorio

Espectrofotometro FT-IR
Espectrofotometro UV-Vis
Espectrofotometro UV-Vis

Viscosimetro de Ostwald

Difractometro de Rayos X (DRX)

Analizador Térmico (TG/DTA)

Espectrometro de Resonancia

Magnética Nuclear

Espectrometro de RMN'3C-CP-MAS

Analizador Termogravimétrico (TGA)

Microscopio Electronico de Barrido
de Emision de Campo (FESEM)

Difractometro de Rayos X (DRX)

Espectrofotometro UV-Vis

IRPrestige-21 SHIMADZU
Perkin Elmer Lambda 25
Perkin Elmer Lambda 365+
Fungilab, CANNON
BRUKER D2 PHASER
Perkin Elmer STA 6000
Bruker Avance 111 HD
Bruker Avance I1I 400

TA INSTRUMENT Q50
Schotty JSM-7200F
BRUKER D8 ADVANCE

Varian Cary 50 Bio

GISMA, UNI (Pert)
GISMA, UNI (Pert)
GISMA, UNI (Pert)
LIBIPMET, UNI (Pert)
TECMARA, UNI (Perti)

TECMARA, UNI (Pert)

Dpto. Quimica, PUCP
(Peru)

UFSCar (Brasil)

LATEQS - 1QSC, USP
(Brasil)

CAQI-IQSC, USpP
(Brasil)

IQSC, USP (Brasil)

IFSC, USP (Brasil)

Nota.  GISMA: Grupo de Investigacion en Sintesis de Materiales Avanzados

LIBIPMET: Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos

TECMARA: Tecnologia de Materiales para Remediacion Ambiental

UFSCar: Universidad Federal de Sdo Carlos

USP: Universidad de Sdo Paulo

IQSC: Instituto de Quimica de Sdo Carlos

IFSC: Instituto de Fisica de Sdo Carlos

CAQI: Central de Analises Quimicas Instrumentais

LATEQS: Laboratorio de Analise Térmica, Electroanalitica e Quimica de Solugdes
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3. Tratamiento de la muestra

Las macroalgas se descongelaron por 24 horas a temperatura ambiente, luego fueron
limpiadas, lavadas con agua destilada y separadas en tallos y hojas. Después, las muestras
fueron estiradas sobre papel kraft y secadas a 40 °C durante una semana; finalmente, se
molié en un molinillo doméstico, se pesd y se almacenod en frascos ambar a temperatura
ambiente, rotulados acordes a su especie, procedencia y masa. La Figura 11 esquematiza el

tratamiento de las muestras y la Tabla 10 indica las cantidades obtenidas por cada especie.

Figura 11

Esquema del tratamiento de las muestras de macroalgas pardas procedentes de Paracas.

Descongelado

\ 4 \ 4
Limpieza, Molienda
lavado y
separacion

Tabla 10

Cantidades obtenidas luego del tratamiento de las muestras.

Muestra Especie Parte de la Muestra Masa molida (g)
Muestra #1 Macrocystis pyrifera Hojas 289,64
Muestra #2 Macrocystis pyrifera Tallos 92,77
Muestra #3 Lessonia trabeculata Hojas 609,46
Muestra #4 Lessonia trabeculata Tallos 450,02
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4. Obtencion de los extractos de las macroalgas pardas

El proceso de extraccidon se realizd por maceracion en diferentes medios con la
finalidad de seleccionar el medio idoneo de extraccion. Los medios de extraccion empleados
fueron: metanol, etanol y soluciones hidroalcoholicas a distintas concentraciones. Todos los
extractos fueron analizados por espectroscopia UV-Vis para la determinacion del contenido

fenolico total (CFT) y la determinacion de la actividad antioxidante.

Previamente se realizo un desengrasado, para el cual la muestra molida se macerd
con n-hexano en relacion de 1:12 (p/v) con agitacion de 200 rpm a temperatura ambiente por
24 horas, luego el solido fue separado por centrifugacion a 5 000 rpm durante 8 minutos, el

s6lido remanente fue secado en la campana extractora.

El s6lido remanente seco se macerd con el solvente en relacion de 1:10 (p/v) durante
24 horas, a 450 rpm y a 40 °C. Luego, el extracto fue centrifugado por 8 min a 4 500 rpm y
seguidamente se paso por filtros de nylon (0.45 pm) a fin de conseguir la separacion del
extracto y del solido. El residuo solido se seco a 50 °C y el extracto resultante se conservo
en un frasco &mbar a -10 °C hasta su posterior analisis. Este procedimiento se realiz6 para

cada medio de extraccion y por triplicado.

Para la obtencion de los rendimientos, en el caso de los extractos de metanol y etanol,
cada extracto se concentrd a sequedad en un rotavapor a 45 °C y se registraron los pesos. En
el caso de los extractos hidroalcoholicos, luego de concentrar cada extracto en el rotavapor
en las mismas condiciones, el liquido sobrante fue liofilizado, después se pesd y se determin6
el rendimiento de las muestras. Los so6lidos obtenidos se almacenaron en frio para su

posterior analisis.

El rendimiento fue expresado como:

Masa final de extracto (g)

(%) Rendimiento = x 100 %

Masa de la macroalga seca (g)

La Figura 12 presenta algunos de los extractos obtenidos de las hojas y tallos de las

dos especies de macroalgas en distintos medios de extraccion.
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Figura 12

Maceracion de las muestras de M. pyrifera y L. trabeculata en distintos solventes.
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5. Determinacion del Contenido Fendlico Total de los extractos de las macroalgas

La determinacion del contenido fendlico total (CFT) de las muestras se realizd por
el método de Folin - Ciocalteu. En este ensayo se emplea el reactivo de Folin - Ciocalteu,
constituido por una mezcla del dcido fosfotingstico y el dcido fosfomolibdico, los cuales en
presencia de compuestos fenolicos y en un medio bésico se reducen a una mezcla de 6xidos.
La evidencia del ensayo se observa en el cambio de coloracion de amarillo a un azul intenso

que ocurre en la reaccion, siendo el maximo de absorcion a 765 nm.

El procedimiento experimental para la determinacion del CFT fue adaptado a
nuestras condiciones de acuerdo con los ensayos de Echevarria et al., 2009; Leyton et al.,
2016; Mamani et al., 2020. Este procedimiento consistio en la preparacion de la muestra,
preparacion de la curva de calibracion y ejecucion del ensayo. En todos los casos se

efectuaron los analisis por triplicado.
A continuacion, se detallan el procedimiento y las condiciones de trabajo.

a. Preparacion de la muestra

La obtencion de los extractos se describid anteriormente (Ver Cap. 111, B.4., Pag. 66).

b. Preparacion de la curva de calibracion
. Soluciéon madre de 4cido géalico (200 mg L'): Se pesé 10 mg de 4cido galico, se
disolvio en agua ultrapura y se enrasé en una fiola de 50 mL.

o Estandares de acido gélico (AG): A partir de la solucion madre de 4cido galico se

prepararon 12 estandares con concentraciones entre 5 a 200 mg L.

o Solucién madre de floroglucinol (200 mg L™): Se pesé 10 mg de floroglucinol, se

disolvid en agua ultrapura y se enrasé en una fiola de 50 mL.

. Estandares de floroglucinol (FG): A partir de la solucion madre de floroglucinol se

prepararon 12 estdndares con concentraciones entre 5 a 200 mg L.

c. Procedimiento del ensayo

o Solucion de Carbonato de sodio al 7.5 % (p/v): Se pes6 15 g de carbonato de sodio,

se disolvio en agua ultrapura y se enrasé en una fiola de 200 mL.
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o Solucién del reactivo Folin - Ciocalteu 0.2 N: A partir del reactivo Folin - Ciocalteu

2 N, se tomo 25 mL y se enrasé con agua ultrapura en una fiola de 250 mL.

] Estandares: En un tubo de ensayo se colocaron 1 mL del estandar, 2 mL del Na,COs3
7.5 %, 1.5 mL de F-C 0.2 N, después de la adicion de cada reactivo se agitd y se
completd con agua ultrapura hasta un volumen de 10 mL, se volvio a agitar y se dejo

reposar 1 hora en un ambiente oscuro. Esto se realiz6 para todos los estandares.

o Blanco de los estandares: 2 mL del Na,COs; 7.5 %, 1.5 mL de F-C 0.2 N, agua

ultrapura hasta completar 10 mL, se agitd y se dejo reposar 1 hora en la oscuridad.

. Muestras: Los extractos obtenidos fueron completados a un volumen de 20 mL con
sus respectivos solventes. A partir de ello, en un tubo de ensayo se colocaron 200 pL
de la muestra, 2 mL del Na;CO;3 7.5 %, 1.5 mL de F-C 0.2 N, se complet6 con agua

ultrapura (completar 10 mL), se agitd y se dejo reposar 1 hora en la oscuridad.

o Blanco de las muestras: En un tubo de ensayo se coloc6 200 uL del medio de
extraccion, 2 mL del NaxCOs 7.5 %, 1.5 mL de F-C 0.2 N, agua ultrapura hasta

completar 10 mL, se agito y se dejo en la oscuridad por 1 hora.

o En todos los casos (estdndares y muestras), transcurrido el tiempo del ensayo se
realiz6 la lectura de la maxima absorbancia a una longitud de onda de 765 nm en un

espectrofotdometro UV/Vis.

d. Resultados del ensayo

Los resultados son expresados como miligramo equivalente de acido galico por 100
gramos de alga seca (mg Eq AG / 100 g de macroalga seca) y como miligramo equivalente

de floroglucinol por 100 gramos de alga seca (mg Eq FG / 100 g de macroalga seca).

6. Determinacion de la Actividad Antioxidante de los extractos de las macroalgas

La actividad antioxidante de las muestras se realiz6 por el método del radical libre
DPPH?*, en donde el radical libre estable del 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (color violeta) posee
un electron deslocalizado que al entrar en contacto con un compuesto captador de radicales
libres o donador de hidrégeno se evidencia un cambio de color de violeta a amarillo. La
deslocalizacion del electron del radical libre intensifica el color violeta que absorbe a una

longitud de onda de 517 nm.
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La determinacion de la actividad antioxidante fue adaptado a nuestras condiciones
de acuerdo con los trabajos de Leyton et al., 2016 y Mamani et al., 2020. Para todos los casos

y a modo comparativo se realizo el andlisis por triplicado.
A continuacidn, se describen el procedimiento y las condiciones de trabajo.

a. Preparacion de la muestra

La obtencion de los extractos se describid anteriormente (Ver Cap. 111, B.4., Pag. 66).

b. Procedimiento del ensayo

o Solucién de DPPH (142 mg L): Se pes6 14.2 mg de DPPH, se disolvié en metanol
y se enras6 en una fiola de 100 mL. La solucion de DPPH se mantuvo refrigerada en

un frasco &mbar (evitar exposicion a la luz) hasta su utilizacion.

. Muestras: Los extractos obtenidos fueron completados a un volumen de 20 mL con
sus respectivos solventes. A partir de ello, en un tubo de ensayo se colocaron 1 mL
de la muestra, 8 mL de metanol, 1 mL de la solucion de DPPH, se agit6 y se dejo

reposar por 30 minutos en un entorno oscuro.

o Control: En un tubo de ensayo se colocd 1 mL del solvente, 1 mL de la solucion de

DPPH y 8 mL de metanol, se agit6 y se dejo en la oscuridad por 30 minutos.

. Blanco: En un tubo de ensayo se afiadié 1 mL del medio de extraccion y se completd

a 10 mL de metanol, se agitd y se dejo en la oscuridad por 30 minutos.

. En todos los casos, después de los 30 minutos se realizo la lectura de la absorbancia

a 517 nm en un espectrofotometro UV/Vis.

Adicionalmente, se realizo la determinacion del coeficiente de inhibicion media
(ClIs0), definido como la cantidad minima necesaria de antioxidante para inhibir al 50 % la
concentracion de DPPH. El Clso se obtiene al graficar el porcentaje de inhibicion frente a
distintas concentraciones del extracto; por ende, se construy6 una curva de regresion de 5
puntos para cada muestra. A partir de los extractos se tomaron alicuotas en orden creciente
de volumen y se completaron a un volumen de 5 mL acorde al medio de extraccion de cada
muestra. Cada nueva concentracion siguio el procedimiento del ensayo de DPPH descrito
anteriormente. Del mismo modo, para el comparativo con el acido galico se considero las

mismas proporciones de las muestras, blanco y control segtin el solvente de trabajo.
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c. Resultados del ensayo

Los resultados fueron expresados como el porcentaje de inhibicidon, segun la

siguiente expresion:

o Am—-Abm
% Inhibicion = (1 - — ) x 100
AppPH
Donde: Am  : Absorbancia de la muestra o estandar

Abm : Absorbancia del blanco de la muestra o estandar

Appra : Absorbancia de la solucion de DPPH

El Clso o ICso se determin6 a partir de la curva de regresion del porcentaje de

inhibicion en funcion de la concentracion para cada muestra.

7. Particionamiento de los extractos de las macroalgas pardas

En base a los andlisis por espectroscopia UV/Vis de los extractos, se realizdo un
particionamiento de las muestras con mejores resultados para cada especie. El procedimiento
experimental para el particionamiento fue adaptado a nuestras condiciones de trabajo, segun
las investigaciones de Chandini et al., 2008, Leyton et al., 2016 y Olate-Gallegos et al., 2019;

siendo el particionamiento en orden creciente de polaridad.

El solido liofilizado obtenido anteriormente (Ver Cap. 111, B.4., Pag. 66) fue disuelto
con 50 mL de agua ultrapura, luego se trasvas6 a una pera de decantacion y se adicion6 25
mL de hexano, se agité vigorosamente, luego se dejo reposar y se decanto. El proceso se
repitié con otros 25 mL de hexano, las fases de hexano se juntaron en un frasco ambar y la
fase acuosa fue tratada con 25 mL de cloroformo (por duplicado), igualmente se repitio el
proceso con 25 mL de acetato de etilo (por duplicado) y luego con 25 mL de butanol (por
duplicado). Finalmente, para el caso de las fases orgénicas, estas fueron concentradas a
sequedad en un rotavapor a 40 °C mientras que la fase acuosa fue liofilizada. Posteriormente,
las muestras fueron envasadas en viales de 5 mL, rotuladas y almacenadas en frio para su
posterior analisis. A las particiones obtenidas (a excepcion de la fase hexano) se le realizo el
analisis de la actividad antioxidante, siguiendo el procedimiento del ensayo de DPPH

descrito anteriormente (Ver Cap. 111, B.6., Pag. 69).
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11.

1il.

8. Extraccion del Alginato de Sodio de las macroalgas pardas de Macrocystis

pyrifera'y Lessonia trabeculata

La extraccion del alginato de sodio a partir de las macroalgas pardas fue adaptada de
los procedimientos descritos por Fertah et al., 2014; Gomez et al., 2009; Hernandez-

Carmona et al., 2012; Leal et al., 2008; Leyton et al., 2016.
En general, el procedimiento se dividio en 3 etapas:

La primera etapa comprendio el desengrasado con n-hexano, seguido de la obtencion
de los extractos hidroalcoholicos y una decoloracion con una solucion de
formaldehido, de esta forma se remueven los compuestos lipofilicos, pigmentos,
compuestos polifenolicos entre otros componentes presentes en la macroalga y que

son afines en estos solventes.

La segunda etapa albergo6 la extraccion solido - liquido de las muestras con una
solucion de carbonato de sodio (Na2COs). El alginato que se obtiene es producto del
intercambio de iones de sodio que ingresan a la matriz polimérica y se intercambia
con otros iones que estan en menor proporcion.

Finalmente, la tercera etapa comprendi6 un intercambio idnico con cloruro de calcio,
seguido de un tratamiento acido — base con 4cido clorhidrico e hidroxido de sodio
respectivamente. En esta etapa ocurre nuevamente un intercambio i6nico, en donde
se separan las impurezas remanentes y se obtiene el alginato de calcio (Ca(Alg)),
que al ser tratado en un medio 4cido se transforma en é4cido alginico (HAIg) y es
nuevamente transformado a alginato de sodio (NaAlg) a través de un tratamiento

basico.
Las reacciones que se involucran en este proceso son las siguientes:
Ca(Alg),+2 H" > 2 HAlg+ Ca*"
HAlg + NaOH - NaAlg + H.O

A continuacon, se detalla el procedimiento experimental de cada etapa. Asimismo,

para obtener los rendimientos de extraccion se realiz6 el trabajo por triplicado.
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a. Desengrasado, obtencion de los extractos y decoloracion de las muestras

En un frasco &mbar de 500 mL se colocd 25 g de muestra seca y molida, luego se
adicion6 n-hexano en relacion de 1:12 (p/v) y se dejo agitar durante 24 horas a temperatura
ambiente. Después, el solido se filtro y se seco en la campana extractora durante 30 minutos
para eliminar las trazas de solvente. El liquido remanente se concentrd en un rotavapor para
recuperar el n-hexano. El s6lido seco se macer6 con etanol al 80 % en relacion de 1:10 (p/v)
con agitacion a 450 rpm durante 24 horas a 40 °C. Posteriormente, el extracto se centrifugo
a 4500 rpm durante 8 minutos, luego se filtr6é con filtros de nylon de 0.45 um. El residuo
liquido (extracto) se refriger6 en un frasco ambar a -10°C. El solido remanente se tratd con
una solucion de formaldehido al 0,1 % (v/v) en relacion de 1:20 (p/v) durante 10 horas con
agitacion constante y a temperatura ambiente. Finalmente, el solido se filtré y se seco en la

estufa a 50 °C durante 24 horas. Este s6lido fue empleado en la etapa de extraccion.
b. Extraccion solido-liquido

El s6lido obtenido (Sec. 8.a.) se coloco en un vaso de precipitado de 1 L que contenia
500 mL de una solucion de carbonato de sodio al 3 % (p/v). Las condiciones de extraccion
que se mantuvieron fueron un pH de 10, en bafio maria a 80 °C, con agitacion a 1200 rpm
empleando un equipo de alto torque durante 2 horas. Después, se retird del bano maria y al
lodo alcalino resultante se le adicioné 250 mL de agua destilada, se agité por 15 minutos y
luego se centrifug6 a 10 000 rpm durante 20 minutos a fin de separar el solido del liquido.
El extracto alcalino resultante fue vertido lentamente en un vaso de precipitado que contenia
etanol en una relacion de 1:1 (v/v), obteniéndose un precipitado que fue lavado con etanol
absoluto. Finalmente, el so6lido se filtr6 y se sec6 a 45 °C. El liquido remanente fue

concentrado en un rotavapor para recuperar el solvente.
c. Purificacion

El s6lido obtenido en la etapa anterior se traté con 200 mL de una solucidn de cloruro
de calcio 0.05 mol L™! a temperatura ambiente con agitacion constante durante 2 horas, luego
se dejo reposar por 30 minutos y las fibras (alginato de calcio) obtenidas se centrifugaron a
10 000 rpm por 20 minutos. Estas fibras se sometieron a un tratamiento acido hasta obtener
un pH ~ 2 con una solucion de 4cido clorhidrico 0.1 mol LI, se agito por 1 hora a temperatura

ambiente y las nuevas fibras (acido alginico) se centrifugaron a 10 000 rpm por 20 minutos.
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Las fibras obtenidas fueron tratadas con una solucién de hidréxido de sodio 0.1 mol L™ hasta
obtener entre pH 7 — 8, de esta manera se transform¢ el acido alginico a alginato de sodio;
por ultimo, la solucidn de alginato de sodio fue precipitado en etanol (relacion 1:1, v/v), se
centrifugd (10 000 rpm, 10 minutos) y se seco a 45 °C. El alginato de sodio extraido de cada
muestra fue refrigerado hasta su caracterizacion y posteriormente fueron utilizados en la

elaboracion de las peliculas.

El rendimiento de la extraccion fue expresado como:

L. Masa de alginato extraido
(%) Rendimiento = g (9) x 100 %

Masa de la macoalga seca (g)

En el Anexo 2 (Pag. 182) se tiene el diagrama del proceso de extraccion de los

extractos y alginatos; en adicion, el Anexo 3 (Pag. 184) esquematiza todo el proceso.

9. Elaboracion de las peliculas cargadas con los extractos de las macroalgas pardas

Las peliculas bioactivas a base del alginato y los extractos de las macroalgas pardas
se desarrollaron en direccion a los estudios similares de Aloui et al., 2021; Blachechen &

Petri, 2020; Cao et al., 2009; Giz et al., 2020; Kim et al., 2018.

A partir de los productos extraidos de las especies de M. pyrifera 'y L. trabeculata en
las secciones anteriores se elaboraron diferentes peliculas bioactivas; para ello, se empled el
alginato de sodio como matriz polimérica de las peliculas y como agente bioactivo los
extractos hidroalcohodlicos de cada especie de macroalga parda. A modo comparativo, se
elabord con las mismas proporciones peliculas a base del alginato referencial o comercial.
Para lo cual, se preparé una solucion de alginato al 1.75% (p/v) de cada muestra, cada
alginato se disolvid en agua a 70 °C con agitacion constante. Luego, se adiciond una mezcla
del plastificante al 1.5% (p/v) y se agitd durante 30 minutos a 50°C. Posteriormente, se
incorpord 10 mL del extracto hidroalcohdlico continuando la agitacion durante 30 minutos
a 40 °C, luego se dejo reposar a temperatura ambiente. La mezcla de los reactivos conformé
la solucion formadora, del cual 25 mL se vertié en placas acrilicas de 90 x 90 mm y se dejo
secar a 35 °C por 24 horas. Luego del secado, las peliculas fueron sumergidas en una mezcla
de cloruro de calcio al 2 % (p/v) y plastificante al 1 % (p/v) durante 1 minuto, se lavd con

agua destilada y se dejo secar a 30 °C.
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En la Tabla 11 se indican los constituyentes de las peliculas elaboradas con el

alginato referencial y los alginatos extraidos de las hojas de cada especie de macroalga parda

mientras en la Figura 13 se presenta el proceso de elaboracion.

Tabla 11

Constituyentes de las peliculas a base del alginato referencial y alginatos extraidos.

Codigo Alginato Plastificante Extracto (Ext.) Reticulacion
AlgRGP 1.75% AlgR G:P (9:1)

AlgRGPCa 1.75% AlgR G:P (9:1) CaCl> 2%
AlgRGPExtM 1.75% AlgR G:P (9:1) Ext. M. pyrifera

AlgRGPExtMCa 1.75% AlgR G:P (9:1) Ext. M. pyrifera CaCl, 2%
AlgRGPExtL 1.75% AlgR G:P (9:1) Ext. L. trabeculata

AlgRGPExtLCa 1.75% AlgR G:P (9:1) Ext. L. trabeculata CaCl; 2%
AlgMGP 1.75% AlgM G:P (9:1)

AlgMGPCa 1.75% AlgM G:P (9:1) CaCl> 2%
AlgMGPExtM 1.75% AlgM G:P (9:1) Ext. M. pyrifera

AlgMGPExtMCa 1.75% AlgM G:P (9:1) Ext. M. pyrifera CaCl, 2%
AlgLGP 1.75% AlgL G:P (9:1)

AlgLGPCa 1.75% AlgL G:P (9:1) CaCl; 2%
AlgLGPExtL 1.75% AlgL G:P (9:1) Ext. L. trabeculata

AlgLGPExtLCa 1.75% AlgL G:P (9:1) Ext. L. trabeculata CaCl> 2%

Nota.  AlgR: Alginato referencial (Sigma-Aldrich)

AlgM: Alginato extraido de Macrocystis pyrifera

AlgL: Alginato extraido de Lessonia trabeculata

G:P (9:1): Glicerol: PEG400 en relacion 9:1

ExtM: Extracto de M. pyrifera

ExtL: Extracto de L. trabeculata

Ca: Reticulacion con cloruro de calcio al 2 % w v'!
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Figura 13

Elaboracion de las peliculas. (a) Disolucion del alginato, (b) Soluciones formadoras, (c)

Peliculas base (AIgRGP) y cargada (AIgRGPExtM); (d) Peliculas reticuladas.
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CAPITULO1V.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. ANALISIS DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

1. Obtencion de los extractos de las macroalgas pardas

El rendimiento de extraccion es expresado como:

. Masa final de extracto
(%) Rendimiento = ! 9) x 100 %
Masa de macroalga seca (g)

Enla Figura 14 y Tabla 12 se evidencian los rendimientos obtenidos de los extractos

de las macroalgas pardas seglin la especie y el solvente o medio de extraccion.

Figura 14

Diagrama de datos comparativos de los extractos de macroalgas pardas segun el solvente.
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Tabla 12

Rendimientos obtenidos de los extractos de las macroalgas pardas.

Muestra Especie Parte Solvente Rendimiento (%)

#1 Hojas 6.54 £ 0.94
Macrocystis pyrifera

#2 Tallos 429 +£0.56

MeOH

#3 Hojas 6.76 £ 0.78
Lessonia trabeculata

#4 Tallos 2.78 £0.45

#1 Hojas 5.21+0.87
Macrocystis pyrifera

#2 Tallos 3.65+0.74

EtOH

#3 Hojas 5.75+0.54
Lessonia trabeculata

#4 Tallos 2.54+042

#1 Hojas 9.94 +1.02
Macrocystis pyrifera

#2 Tallos 7.36+£0.72

MeOH 80%

#3 Hojas 8.71+£1.04
Lessonia trabeculata

#4 Tallos 4.86 £ 0.66

#1 Hojas 12.47 £ 1.06
Macrocystis pyrifera

#2 Tallos 10.65 +0.96

EtOH 80%

#3 Hojas 9.88 £0.92
Lessonia trabeculata

#4 Tallos 5.22+0.56

Nota. Ensayos por triplicado para cada muestra; EtOH: etanol; MeOH: metanol.

Acorde a los datos experimentales se infieren los siguientes resultados:

Los medios hidroalcohdlicos (MeOH 80% y EtOH 80%) evidenciaron mayores
rendimientos que el metanol y etanol en cada especie debido a la afinidad con el medio.
Existen diversos factores que involucran la extraccion de compuestos, siendo el de mayor
interés la polaridad del solvente, distintos estudios en algas infieren altos rendimientos de
extraccion en mezclas de solventes, entre estos los hidroalcoholicos son los mas empleados
debido a la variacion de polaridad de los medios involucrados, asi se extrae facilmente

compuestos afines (Aroa Lopez & Argimiro Rivero, 2011; Leyton et al., 2016).
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Al comparar las partes de las macroalgas, las hojas (Muestras #1 y #3) de ambas especies
presentan mayores rendimientos que los tallos (Muestras #2 y #4) tanto en los medios
alcoholicos e hidroalcoholicos. Ademas, el menor rendimiento en cada solvente se observo
en los tallos de la L. trabeculata (Muestra #4) con coloraciones de extractos mas tenues a
comparacion de las otras muestras. Estas particularidades pueden deberse a las diferencias
de las muestras solidas, los tallos son mas rigidos que las hojas en ambas especies, ain mas
rigidos son los tallos de la L. trabeculata que los tallos de la M. pyrifera; por lo tanto, la
extraccion no es homogénea debido a que en muestras mas finas se abarca mayor area de
contacto y es mas facil el ingreso e interaccién entre el solvente y la macroalga a

comparacion de particulas mas rigidas y grandes (Consuegra, 2014; Leyton et al., 2016).
2. Determinacion del Contenido Fendlico Total de los extractos de macroalgas

La Figura 15 esquematiza el ensayo del CFT de los extractos de macroalgas y de los
estandares. Las muestras partieron con masas aproximadas de 2 gramos de macroalga seca

que fueron maceradas con el solvente en relacion 1:10 (p/v).

Figura 15

Ensayo del CFT: a) en los estandares, b) en los extractos de las macroalgas pardas.
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2.1. Curva de Calibracion

La Tabla 13 presenta los datos de los estandares de 4cido galico y floroglucinol para
la elaboracion de las curvas de calibracion con volumenes de ensayo del CFT a 10 mL y
absorbancias registradas a 765 nm. La Figura 16 esquematiza las respectivas curvas de

calibracion.

Tabla 13

Curva de calibracion en base al patron de acido galico (AG) y floroglucinol (FG).

Estindar Concentr_e:ci()n Concentracién_;ie Absorbancia (765 nm)
(mg L) Ensayo (mgL™)  f¢ido galico  Floroglucinol
El 5 0.50 0.03527 0.04124
E2 10 1.00 0.07722 0.08460
E3 15 1.50 0.10835 0.12750
E4 30 3.00 0.21323 0.26705
E5 50 5.00 0.33414 0.45280
E6 75 7.50 0.50722 0.70370
E7 85 8.50 0.55922 0.82684
E8 100 10.00 0.66761 0.97940
E9 115 11.50 0.78671 1.10960
E10 125 12.50 0.85621 1.20550
Ell 150 15.00 1.06032 1.48620
E12 200 20.00 1.41180 1.88750
Ecuacion de la recta de regresion lineal
Acido galico (AG) y =0.06988 x - 0.00756
Floroglucinol (FG) y=10.09710 x - 0.01250

y = Absorbancia (765 nm); x = Concentracién en mg Eq (AG o FG) L™!

Nota. mg EqAG L': miligramo equivalente de acido galico por litro de extracto.

mg Eq FG L'!: miligramo equivalente de floroglucinol por litro de extracto.
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Figura 16

Curva de Calibracion del: a) acido galico (AG); b) floroglucinol (FG).

a)

1.4+
Equation y=a+b*x
12 Intercept -0.00756 = 0.00849
) Slope 0.06988 + 8.56454E-4
Adj. R-Square 0.99835
w 1.0+
)
g
2 0.8
=
2
o 0.6+
<
0.4 -
B Absorbancia
0.2 - Linear Fit
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Concentracién (mg Eq AG L)
b)
2.0+
Equation y=a+b*x
Intercept -0.0125 +0.0109
1.6 - Slope 0.0971 £0.0011
Adj. R-Square 0.99859
o]
2
= 1.2
=
-
=3
2 0.8
<
0.4+ ® Absorbancia
Linear Fit
0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentracién (mg Eq FG L)

81



2.2. Determinacion de la concentracion equivalente en las muestras

La determinacion del contenido fenolico total (CFT) equivalente de acido gélico o

floroglucinol se expresa como mg Eq (100 g MS)! y se obtiene de la siguiente ecuacion:

mg Eq
100 g MS

x 10?

., ,mgEq Vol. Ensayo (mL) Vol. extracciéon (L)
= Concentracion ( 3 )

X
Alicuota Ensayo (mL) masa MS (g)

Donde:

mg Eq: miligramo equivalente de AG o FG (segun se desee expresar)
MS: macroalga seca

Volumen del ensayo: 10 mL en todos los casos

Alicuota del ensayo: 1 mL para cada medio de extraccion

Volumen de extraccion: 0.02 L en todos los casos

Masa: aproximadamente 2 g para cada muestra

Concentracion (mg Eq L™!): se obtiene de las rectas de regresion lineal (AG o FG)

La cuantificacion de fenoles se expresa como equivalente del estandar, en plantas
terrestres el estindar mas empleado es el acido galico (AG), otra opcidn de estandar dirigido
a muestras marinas como las macroalgas es el floroglucinol (FG) debido a su semejanza
estructural a la base de los florotaninos, los cuales estan presentes en las macroalgas marinas

(Mekini€ et al., 2019).

La Tabla 14 presenta el CFT de los extractos en medios alcoholicos (metanol y
etanol) e hidroalcohodlicos a diferentes proporciones de etanol (50%, 60%, 70%, 80% y
90%), en todos los casos se realizd el ensayo por triplicado. La codificacion MpH y MpT
indican Macrocystis pyrifera Hojas y Tallos respectivamente, mientras la codificacion LtH
y LtT indican Lessonia trabeculata Hojas y Tallos correspondientemente. En adicidn, la
Figura 17 representa los datos comparativos del CFT de los extractos de las macroalgas

pardas a distintos medios de extraccion.
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Tabla 14

Contenido Fendlico Total de los extractos de las macroalgas pardas.

. . ., Concentracion Concentracion
Muestra / Céodigo Medio de extraccion
mg Eq AG/100g MS mg Eq FG/100g MS
#1 - MpH 27.40 = 0.64 20.15+0.52
#2 - MpT 16.21 +£0.73 12.09 £ 0.45
MeOH
#3 - LtH 59.30 £ 1.07 43.13+£0.92
#4 - LtT 26.76 = 0.55 19.69 £ 0.86
#1 - MpH 63.40+0.94 46.08 + 0.68
#2 - MpT 34.63 £1.03 2536 £0.83
MeOH 80%
#3 - LtH 13891 £ 1.11 100.47 £1.02
#4 - LtT 107.57 +1.09 7791 +0.89
#1 - MpH 23.57+0.78 17.39 £ 0.88
#2 - MpT 7.62 +0.95 590+ 0.53
EtOH
#3 - LtH 56.41 +£1.17 41.05+0.99
#4 - LtT 11.88 £ 1.06 8.97+0.79
#1 - MpH 94,13 £1.01 68.19 £ 0.93
#2 - MpT 52.64 +£1.17 38.33+0.84
EtOH 80%

#3 - LtH 187.70 £ 1.12 13547+ 1.04
#4 - LtT 13942 +1.23 100.84 + 1.15

CFT de los extractos hidroalcohdlicos en distintas proporciones de EtOH

#1 - MpH 120.90 + 1.10 87.50 + 0.81
EtOH 50%

#3 - LtH 227.775+1.28 164.47 + 0.92

#1 - MpH 110.17 = 1.01 79.76 £0.73
EtOH 60%

#3 - LtH 223.62+1.24 161.49 + 0.89

#1 - MpH 104.79 +1.04 75.89 £0.75
EtOH 70%

#3 - LtH 197.15+1.22 142.42 £ 1.01

#1 - MpH 33.08 £1.29 24.23 +0.93
EtOH 90%

#3 - LtH 81.35+1.05 59.01 £0.76
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Figura 17

Diagrama de datos comparativos del CFT de los extractos de macroalgas pardas: a) en

distintos medios de extraccion, b) a distintas proporciones de etanol.
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Acorde a los datos experimentales se infieren los siguientes resultados:

De la Figura 17.a, la L. trabeculata presenta mayor respuesta del CFT que la M.
pyrifera, siendo la Muestra #3 (LtH) el de mas alto CFT en todos los medios. En funcién de
las partes de las macroalgas, las hojas en ambas especies evidencian mejores resultados en
cada medio de extraccion. Con respecto al medio de extraccion, los extractos
hidroalcoholicos revelaron altos indices del CFT; sin embargo, existen diferencias entre las
proporciones del etanol. El etanol es un buen solvente para extraer compuestos bioactivos
que pueden emplearse en la industria farmacéutica, cosmética, alimenticia, entre otros, a
comparacion del metanol y la acetona que son dafiinos y no son permitidos en areas de
alimentos (Y. Li et al., 2017); ademads, anteriormente se indico que medios hidroalcohoélicos
presentan mayor variacion de la polaridad por lo que extraen distintos compuestos afines
(Aroa Lopez & Argimiro Rivero, 2011); por ello, se optd por evaluar distintas proporciones
de etanol a fin de seleccionar el medio idoneo de extraccion, este ensayo solo se evalud en
las hojas de cada especie debido a que mostraron mejores resultados. De la Figura 17.b. se
observa que en EtOH 50% el CFT es mayor en ambas especies; sin embargo, es necesario
considerar el proceso de obtencion y estabilidad de los extractos. El alga presenta un elevado
grado de hinchamiento frente al agua por ser altamente hidrofilico, por lo que es necesario
una proporcion alga/solvente mayor a fin de poder separar el extracto de la biomasa y obtener
regular cantidad, lo que involucra costos de solventes y procesos de separacion adicionales;
esto se observo en los medios de EtOH 50% y 60%, en los cuales se realizaron entre dos y
tres centrifugaciones para la separacion del extracto, mientras que en los demas medios solo
requirio una centrifugacion y los extractos obtenidos pudieron pasar facilmente por los filtros
de nylon. Otro detalle, es la estabilidad de los extractos acuosos o que poseen mayor
proporcion de agua debido a que tienden a degradarse mas rapido, ademas se puede producir
un crecimiento microbiano, los cuales proliferan en el agua, para evitar estos inconvenientes
se puede adicionar conservantes como el dcido ascorbico (Leyton et al., 2016); sin embargo,
en estos medios también se extraen ciertos polisacaridos (alginato, fucoidanos, etc.) que son
solubles en agua y que pueden causar inconvenientes. Entre estos se puede aprovechar el
hecho de que el alginato es insoluble en etanol (Gomez et al., 2009), no obstante, otros
compuestos o metabolitos de interés son afines al etanol; por tales motivos, se opta por
trabajar con mayores proporciones de etanol (70% u 80%), asimismo, para seleccionar el

medio idoneo de extraccion se debe analizar también la actividad antioxidante de cada uno.
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En general, los compuestos fenodlicos tienen un alto poder reductor por lo que este
método brinda una aproximacidon del contenido fenodlico; sin embargo, este ensayo en
realidad mide el contenido de compuestos capaces de reducir al reactivo de Folin-Ciocalteu
(reaccion tipo redox); por consiguiente, este ensayo es poco sensible debido a la presencia
de compuestos reductores no fenolicos o interferentes como azucares reductores, pigmentos,
proteinas, tioles, aminas aromadticas, acidos organicos, iones inorganicos (Fe?', Mn*", I
entre otros presentes en las muestras y que ocasionan valores altos del CFT, en caso se
requiera un mejor analisis, se debe aislar o purificar los compuestos de interés a fin de

eliminar los interferentes (Ford et al., 2019; Mekini¢ et al., 2019)

3. Determinacion de la Actividad Antioxidante de los extractos de las macroalgas

3.1. Ensayo de DPPH de los extractos

La Figura 18 representa el tratamiento de los extractos para determinar la actividad
antioxidante por el método de DPPH (radical libre). Los extractos se trabajaron a una

relacion 1:10 (p/v) de masa de macroalga y volumen de solvente.

Figura 18

Tratamiento de los extractos de macroalgas pardas para el ensayo de DPPH*.
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La actividad antioxidante se expresa como:

Donde: Am es la absorbancia de la muestra (extracto), Abm es la abosrbancia del

% Inhibicion = (1 -

Am—Abm

AppPH

) x 100

blanco de cada muestra (solvente) y el Apppr es la absorbancia de la solucién de DPPH.

La Tabla 15 muestra el porcentaje de inhibicion y el coeficiente de inhibicion media
(Clso) de los extractos de macroalgas pardas. La Figura 19 representa los datos comparativos

del porcentaje de inhibicion de las macroalgas pardas en distintos medios de extraccion y en

distintas proporciones de etanol. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Tabla 15

Porcentaje de Inhibicion y Clso de los extractos de las macroalgas pardas.

Muestra / Codigo Medio de extraccion % Inhibicion Clsp (mg mL™")
#1 - MpH 15.26 £0.95 5.35
#2 - MpT 9.08+£0.72 6.13

MeOH
#3 - LtH 65.53 £1.14 1.07
#4 - LtT 42.84+1.03 1.27
#1 - MpH 9.56 £ 0.87 5.58
#2 - MpT 7.24+1.01 8.61
EtOH
#3 - LtH 25.67+0.96 2.64
#4 - LtT 14.58 £ 0.84 6.21
#1 - MpH 4746+ 1.11 2.42
#2 - MpT 25.93+0.92 3.46
MeOH 80%
#3 - LtH 82.75+0.86 0.37
#4 - LtT 82.32+1.05 0.53
#1 - MpH 81.74 £ 1.12 2.27
#2 - MpT 56.42 +1.02 3.37
EtOH 80%
#3 - LtH 84.45+1.04 0.37
#4 - LtT 82.16 £ 1.22 0.26

Nota.  Clso, miligramos del extracto por mililitro de solvente (mg mL™); Clso del AG es 1.05x10 mg mL".
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Figura 19

Diagrama de datos comparativos del porcentaje de inhibicion de los extractos: a) en

distintos medios de extraccion, b) a distintas proporciones de etanol.
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Acorde a los datos experimentales se infieren los siguientes resultados:

De la Figura 19.a, la L. trabeculata evidencia mayor actividad que la M. pyrifera en
todos los medios de extraccion. Con relacion a las partes de las macroalgas, se observa una
diferencia entre las hojas y tallos de la M. pyrifera, presentando las hojas mayor poder de
inhibicion, en el caso de la L. trabeculata la diferencia entre hojas y tallos es notable en los
medios alcohdlicos (metanol > etanol) mientras que en los hidroalcohdlicos la diferencia es
minima. En todos los casos, los extractos hidroalcoholicos de ambas especies presentaron
mayor actividad. Asimismo, el andlisis del Clso infiri6 mejores resultados en la L.
trabeculata con 0.37 mg mL! y 0.26 mg mL™! de las hojas y tallos respectivamente. En el
caso de la M. pyrifera, las hojas presentaban un Clsp menor que los tallos; es decir, se
requiere mayor cantidad de la Muestra #2 (MpT) para conseguir disminuir a la mitad la
concentracion inicial del DPPH. Comparando los resultados con el estandar de acido gélico,
se observd que el Clso del estdindar es menor que las muestras; no obstante, los extractos de
las macroalgas evidenciaron actividad antioxidante en diferentes medios de extraccion. En
adicion, debido a que los resultados fueron favorables en los extractos hidroalcohoélicos, se
optd por evaluar distintas proporciones del etanol, del mismo modo que en el analisis del
CFT. En la Figura 19.b se observo que todos los extractos hidroalcohélicos presentaban un
poder de inhibicion mayor del 70 %, siendo los medios de EtOH 70 % y 80 % los de mayor
actividad en ambas especies. La diferencia de polaridades entre los medios conlleva a extraer
compuestos con afinidad a los solventes involucrados, si bien el CFT fue mayor en el EtOH
50 %, el poder de inhibicion fue mejor en los medios de EtOH 70 % y 80 % debido a que se
puede tener afinidad a compuestos menos polares, ciertos lipidos o pigmentos tales como
esteroles, carotenoides, entre otros; los cuales aumentan la actividad antioxidante al trabajar
en sinergia con otros componentes como florotaninos, compuestos fendlicos y/o metabolitos
secundarios presentes en las macroalgas (Chandini et al., 2008; Kindleysides et al., 2012;
Leyton et al., 2016). Por consiguiente, los analisis del CFT no guardan relacion con los
ensayos de DPPH para la determinacion de la actividad antioxidante debido a que se debe
considerar que existen distintos mecanismos de accion antioxidante de los polifenoles u otros
compuestos tales como la capacidad de inhibir especies reactivas de oxigeno, capacidad de
atrapar metales que desencadenan procesos oxidativos y el alto poder reductor de ciertos
compuestos; asimismo, se pueden presentar distintas actividades bioldgicas (antifiingica,

antiinflamatoria, etc.) (Olate-Gallegos et al., 2019; Tenorio-Rodriguez et al., 2019).
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Considerando los resultados obtenidos en ambas especies, asi como los beneficios e
inconvenientes generales que conlleva la obtencion de los extractos, se selecciond como

medio de extraccion al EtOH 80 %.

3.2. Ensayo de DPPH de los particionamientos

Los particionamientos se realizaron a los extractos de las hojas de cada especie en el
medio de EtOH 80 % debido a que se obtuvieron mejores resultados en los analisis del CFT

y DPPH. Los porcentajes de inhibicion de cada particion se exhiben en la Tabla 16.

Tabla 16

Porcentaje de Inhibicion de los particionamientos obtenidos de los extractos.

% Inhibicion

Muestra /
Cédigo Cloroformo Acetato de etilo Butanol Agua
#1 - MpH 0.97 £ 0.06 17.36 £0.13 52.67 +0.35 83.15+0.41
#3 - LtH 20.84 £0.27 48.24 +0.28 69.79 + 0.47 89.72 +£0.53

Del mismo modo que la L. trabeculata tiene mayor poder de inhibicion que la M.
pyrifera, los particionamientos fueron mayores en la L. trabeculata. Con respecto al solvente
empleado para los particionamientos, se observa un incremento del porcentaje de inhibicion
conforme se aumenta la polaridad, siendo mayor la fase acuosa en ambas especies. Debido
a que los particionamientos presentan variacion en su composicion es normal evidenciar

fracciones con resultados mayores al extracto crudo (Chandini et al., 2008).

Los resultados obtenidos en los rendimientos y en los ensayos del CFT y DPPH
realizados a los extractos de las macroalgas difieren con otros estudios desarrollados a las
mismas especies, vistas anteriormente (Tabla 2, pag. 9), debido a distintos factores, tales
como la regiéon y periodo de colecta, tamafio y edad del alga, salinidad, entorno, exposicion
solar, etc., que influyen en la produccién de metabolitos secundarios u otros compuestos en
las macroalgas (Kindleysides et al., 2012; Olate-Gallegos et al., 2019). Asimismo, acorde a
los resultados obtenidos se infiere que los extractos de ambas especies evidencian potencial
como antioxidantes naturales que podrian utilizarse en lineas de cosmética, alimentos,

farmacos, etc., como otras especies de algas (Chandini et al., 2008; Y. Li et al., 2017).

90



B. CARACTERIZACION DEL ALGINATO EXTRAIDO

1. Rendimiento de la extraccion del alginato de sodio obtenido de las especies de

Macrocystis pyrifera 'y Lessonia trabeculata

El rendimiento del proceso de extraccion se expresa como:

Masa de alginato extraido (g)

(%) Rendimiento = x 100 %

Masa de la macoalga seca (g)

En la Tabla 17 se indican los rendimientos de extraccion del alginato de sodio
obtenidos de las hojas y tallos de cada macroalga parda procedentes de Paracas. Los ensayos

se realizaron por triplicado para cada muestra.

Tabla 17

Rendimiento del alginato extraido de las macroalgas pardas.

Muestra Especie Parte (%) Rendimiento
#1 Macrocystis pyrifera Hojas 18.23 +£0.31
#2 Macrocystis pyrifera Tallos 17.69 +0.12
#3 Lessonia trabeculata Hojas 26.61 +£0.22
#4 Lessonia trabeculata Tallos 27.16 £ 0.30

Como rendimiento total se considera el promedio de los rendimientos obtenidos de
las hojas y tallos de cada especie. Por lo tanto, el rendimiento total para la M. pyrifera fue
de 17.99 + 0.36 %; mientras que para la L. trabeculata fue de 26.89 + 0.39 %. Si bien los
alginatos obtenidos de la L. trabeculata evidenciaron un mayor rendimiento, estos también
presentaron una coloracion mas oscura que las obtenidas de la M. pyrifera. Estos resultados
fueron similares con algunos estudios, donde el rendimiento de alginato va entre 25 — 30 %
en el género de Lessonia (Chandia et al., 2001; Leal et al., 2008), mientras que en la M.
pyrifera el rendimiento fluctia entre 10 - 34 % (Gomez et al., 2009; McHugh et al., 2001),
cuyas diferencias se deben a varios factores que involucran a la especie y al proceso de

extraccion.
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2. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)
2.1. Condiciones de Trabajo

Los espectros FT-IR del alginato referencial (Sigma-Aldrich) y de las muestras
extraidas de las macroalgas pardas fueron obtenidas mediante la técnica de reflectancia total
atenuada (ATR), empleando el equipo IRPrestige 21 — Shimadzu, en el rango de 600 cm™ a
4000 cm™ con una resolucion de 4 cm™ (20 scans/muestra). El andlisis se realizé en el
laboratorio del Grupo de Investigacion de Sintesis de Materiales Avanzados (GISMA),
Facultad de Ciencias, UNI. Los datos obtenidos fueron graficados con el programa

OriginPro 2018.
2.2. Caracteristicas y analisis de los espectros

En la Figura 20 se presenta el espectro FT-IR del alginato referencial, en el cual se

identificaron las siguientes sefiales:

En la region entre los 3600 a 2500 cm™' se observd una banda ancha a 3242 cm’!
correspondiente a la vibracion de estiramiento del grupo hidroxilo (-O-H) y una sefal
cercana y débil a 2922 cm™! atribuido a la vibracion de estiramiento del enlace C-H, (Gomez-
Ordofiez & Rupérez, 2011; Hong et al., 2021). En la region del doble enlace, alrededor de
los 1800 a 1500 cm™, se percibe una sefial a 1588 cm™ asignado a la vibracion de
estiramiento asimétrico del carboxilato (O-C-O). En la region de simetria, entre los 1500 a
1000 cm™!, se perciben multiples vibraciones por lo que se tiene una region poblada debido
a la superposicion de las sefiales, entre estas, se tiene a 1407 cm™ la vibracion de deformacion
del enlace C-OH con contribucién de la vibracion de estiramiento simétrico del grupo
carboxilato (O-C-O) (Belattmania et al., 2020; Leal et al., 2008), proxima a esta sefial se
tiene una banda débil a 1298 cm™ correspondiente a la vibracion de deformacion de los
enlaces C-C-H y O-C-H. Las sefales cercanas a 1167 cm™, 1124 cm™ y 1086 cm™ se les
puede atribuir las vibraciones de estiramiento de los enlaces C-O y C-C del anillo piranosa
(Nikonenko et al., 2000). La banda fuerte a 1020 cm™ corresponde a la vibracion de
estiramiento del C-O del enlace glucosidico (C-O-C)(Gémez-Ordofiez & Rupérez, 2011;
Shanura Fernando et al., 2017). En la regién anomérica o huella digital (950 a 700 cm™) se
tiene una sefial a 943 cm’! correspondiente a la vibracion de estiramiento del C-O en los

residuos de 4cidos urénicos y a 884 cm! referido a la vibracion de deformacién del Ci-H en
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el residuo del acido B-manurdnico (Chandia et al., 2004; Gomez-Ordonez & Rupérez, 2011;

Helmiyati & M Aprilliza, 2017; Leal et al., 2008).

En la Tabla 18 se indican las sefiales obtenidas en los espectros del alginato

referencial y de los alginatos extraidos de las hojas y tallos de las especies de Macrocystis

pyrifera (Muestra #1 y #2) y Lessonia trabeculata (Muestra #3 y #4) respectivamente.

Tabla 18

Seriales caracteristicas en los espectros de FT-IR de los alginatos extraidos.

Numero de onda (cm™)

Asignacion
Alginato* #1 #2 #3 #4
3242 3240 3239 3237 3235  Estiramiento del O-H
2922 2928 2920 2925 2930  Estiramiento del C-H
1588 1590 1589 1589 1585  E. asimétrico del O-C-O
Deformacion del C-OH,
1407 1410 1408 1406 1408 E. simétrico del O-C-0
1298 1312 1304 1295 1314  Deformacion C-C-H y O-C-H
1167 1164 1167 1168 1166 E. del C-O y C-C (anillo piranosa)
1124 1122 1123 1120 1123 E. del C-O (anillo piranosa)
1086 1080 1080 1080 1080  E. del C-O y C-C (anillo piranosa)
1020 1022 1022 1022 1020  Estiramiento del C-O-C
943 945 945 943 946  E. del C-O en el 4cido uroénico
884 878 881 884 875  D. del Ci-H en el acido B-manurénico
Alginato de Sodio
Na "00C OH Na "‘00C Na~ "00C
~OH /m
o -011 Na' OOC
HO
o)
OH  \a*-0oc a' 00C

Nota. (*) Alginato Sigma — Aldrich; E. = Estiramiento; D. = Deformacion.
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A continuacién, se muestran los espectros FT-IR del alginato referencial y de todas

las muestras extraidas de las macroalgas pardas.

Figura 20

Espectro FT-IR (600 - 4000 cm™): a) alginato de sodio (Sigma-Aldrich); b) alginato extraido

de las hojas de la M. pyrifera (Muestra #1); c) alginato extraido de los tallos de la M.

pyrifera (Muestra #2); d) alginato extraido de las hojas de la L. trabeculata (Muestra #3);

e) alginato extraido de los tallos de la L. trabeculata (Muestra #4).
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En base a las sefiales caracteristicas del espectro FT-IR del alginato referencial y de
los registrados en la literatura, estos guardan relacion con los valores obtenidos en los
espectros FT-IR de las muestras extraidas de las macroalgas de M. pyrifera 'y L. trabeculata,

por consiguiente, los resultados corresponden con lo esperado al alginato de sodio.
3. Termogravimetria/Termogravimetria derivativa (TGA/DTG)
3.1. Condiciones de Trabajo

El andlisis termogravimétrico fue realizado en el equipo Simultaneous Thermal
Analyzer STA — 600 Perkin Elmer. Se trabajé en el rango de 50 °C a 800 °C con un flujo de
calentamiento de 10 °C min’!, en atmosfera inerte (N2) con un flujo de 30 mL min’!. El
analisis se realizo en el laboratorio del grupo de Fisicoquimica, Facultad de Ciencias, UNI.

Los datos obtenidos del TGA/DTG fueron procesados con el programa OriginPro 2018.
3.2. Caracteristicas y analisis de los termogramas

El analisis termogravimétrico permite estudiar la estabilidad térmica del alginato de
sodio, en donde se puede evidenciar los procesos de deshidratacion, descomposicion -
degradacion, formacion de carbonato de sodio y el residuo correspondiente. En la Tabla 19
se presentan los porcentajes de pérdida de peso de cada proceso obtenido en los termogramas

para el alginato referencial y los alginatos extraidos.

Tabla 19

Resultados de la termogravimetria (TGA) en atmosfera inerte de los alginatos.

Pérdida de Peso (%)
Proceso AT (°C)
Alginato* #1 #2 #3 #4

Deshidratacion 25— 187 11.67 15.18 14.08 17.51 16.92
Descomposicion 187 — 560 50.51 46.06 48.70 49.75 47.96
Formacion del

560 — 800 11.10 10.64 10.91 8.54 .88
Na:CO3 ? ?
Residuo ~800 26.72 28.12 26.31 24.20 25.24

Nota.  (¥) Alginato Referencial, Sigma-Aldrich.
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Por el andlisis termogravimétrico de las muestras se observaron 3 intervalos de
temperatura en los termogramas. El primer intervalo va entre los 25 a 187 °C en donde ocurre
la deshidratacidon con una pérdida de peso alrededor del 11.67% a 17.51%. Como el alginato
contiene en su estructura grupos hidroxilos (-OH) y carboxilato (-COQO") presentara afinidad
a las moléculas del agua; por ello, a la primera pérdida de peso se le atribuye la liberacion
del agua (Giz et al., 2020; Russo et al., 2007; Soares et al., 2004). El segundo intervalo va
alrededor de los 187 a 560 °C, en el cual se aprecia la mayor pérdida de peso entre los 46.06%
a 50.51% debido a la descomposicion y/o degradacion de la cadena polimérica y a la
fragmentacion de sus monomeros (Kragovic et al., 2016; Swamy et al., 2010). EI tercer
intervalo va desde los 560 °C hasta los 800 °C, en donde la descomposicion del material
continua hasta su transformacion a carbonato de sodio (Kragovic et al., 2016; Siddaramaiah
et al., 2008), presentandose una pérdida de peso alrededor del 8.54% a 11.10%. Finalmente,

el residuo carbonoso obtenido a los 800°C presenta un contenido alrededor del 26%.
A continuacion, se muestran los termogramas obtenidos de todas las muestras.

Figura 21

Termogramas (TGA/DTG), en N> (30 mL min™): a) alginato de sodio (Sigma-Aldrich); b)
alginato extraido de las hojas de la M. pyrifera (Muestra #1); c) alginato extraido de los
tallos de la M. pyrifera (Muestra #2); d) alginato extraido de las hojas de la L. trabeculata
(Muestra #3), e) alginato extraido de los tallos de la L. trabeculata (Muestra #4).
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Con respecto a la curva DTG en los termogramas de las muestras se observo dentro
de los rangos de temperaturas de los procesos térmico del material, picos alrededor de los
112 °C, 255 °Cy 700 °C correspondientes a la pérdida de humedad, a la fragmentacién y/o
ruptura del material y a la formacion del carbonato respectivo (Giz et al., 2020; Kragovic et
al., 2016). En el alginato referencial se observaron estos picos a los 112.76 °C, 257.50 °C y
712.39 °C (Figura 21.a), en la Muestra #1 a los 112.31 °C, 257.22 °C y 713.44 °C (Figura
21.b), en la Muestra #2 a los 107.97 °C, 258.18 °C y 700.47 °C (Figura 21.c), en la Muestra
#3 alos 108.11 °C, 240.20 °C y 706.95 °C (Figura 21.d) y en la Muestra #4 se evidenci6 a
los 113.74 °C, 258.25 °C y 692.39 °C (Figura 21.e).

Acorde a los datos obtenidos en los termogramas del alginato referencial y de los
registrados en las bibliografias, estos guardan semejanza con los obtenidos en las muestras
extraidas de las macroalgas pardas; por lo tanto, los resultados corresponden con lo esperado

al alginato.
4. Difraccion de Rayos X (DRX)
4.1. Condiciones de Trabajo

Los difractogramas del alginato referencial y de las muestras fueron obtenidas en un
difractometro Bruker D2 Phaser operando a un voltaje de 30 Kv, una corriente de 10 mA 'y
una fuente de radicacion de Cu ko (A = 0.1542 nm) en el rango 26° de 5 a 80°. El analisis se

realiz6 en el laboratorio del grupo de Fisicoquimica, Facultad de Ciencias, UNI.
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4.2.  Caracteristicas y analisis de los difractogramas

En el andlisis de difraccion de rayos X para el alginato referencial se observaron tres
bandas de difraccion a valores aproximados de 26 de 13.8°, 21.9° y 39.5°, estos valores
dependen de la estructura del alginato; es decir, en la diferencia entre el contenido del residuo
o bloque gulurénico (G) y el residuo o bloque manuroénico (M) (Fontes et al., 2013), siendo
la primera sefial a 13.8° originado por el plano (110) del residuo gulurénico y la segunda
sefal a 21.9° debido al plano (200) del residuo manuroénico (Fabia et al., 2005). En adicion,
debido al distinto ordenamiento de los residuos G y M en la cadena polimérica se puede
presentar una superposicion de sefiales lo que se evidencia como picos anchos en forma de
bandas en el difractograma; asimismo, la region amorfa situada alrededor de la tercera sefial

indica el desorden y las distintas orientaciones de las cadenas poliméricas que no pueden ser

considerados como planos cristalinos (Fabia et al., 2005; Sundarrajan et al., 2012).

Acorde a Afzal et al., 2018, el porcentaje de cristalinidad se determin6 como:

Cristalinidad (%) =

En la Tabla 20, se evidenciaron los valores caracteristicos en el alginato referencial

y los alginatos obtenidos de las macroalgas pardas.

Tabla 20

__Areacristalina

x 100

Area total

Resultados de los difractogramas de los alginatos referencial y extraidos.

20 (Grados)
Asignacion
Alginato* #1 #2 #3 #4
Residuo Gulurénico (G) 13.8 13.9 13.4 13.5 13.4
Residuo Manuroénico (M) 22.3 22.5 22.7 22.2 22.1
Halo Amorfo 39.5 39.7 39.9 39.7 39.9
Cristalinidad (%) 38.93 37.27 38.21 38.33 39.98

Nota.  (*) Alginato Referencial, Sigma-Aldrich.
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A continuacidn, se muestran los difractogramas obtenidos para las muestras.

Figura 22

Difractogramas (DRX): a) alginato de sodio (Sigma-Aldrich); b) alginato extraido de las

hojas de la M. pyrifera (Muestra #1); c) alginato extraido de los tallos de la M. pyrifera

(Muestra #2), d) alginato extraido de las hojas de la L. trabeculata (Muestra #3), e) alginato

extraido de los tallos de la L. trabeculata (Muestra #4).
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En la estructura del alginato se tienen la conformacion homopolimera referido a las
secuencias de las unidades G y M como bloques, y la conformacion heteropolimera
correspondiente a las secuencias alternadas de los bloques GM, MG, entre otros; estas
conformaciones dependen de la especie de macroalga parda y del método de extraccion del
alginato. Por consiguiente, teniendo en consideracion el tamafio y posicion de los residuos
gulurénico (G) y manuronico (M) en la estructura del alginato, los difractogramas obtenidos
evidenciaron ligeras variaciones. En las cadenas poliméricas, los bloques M situados en
paralelo tienen una menor distancia entre si, siendo mas repetitivos a comparacion de los
bloques G, cuya forma geométrica tipo pinza o cavidad infiere una mayor distancia entre
bloques G, considerando que la distancia repetitiva entre las cadenas poliméricas esta
relacionada a la periodicidad y ademds que las cadenas poliméricas se encuentran
distribuidas al azar (Billmeyer, 2020; Fabia et al., 2005), conlleva en presentar en los
difractogramas una sefial méas ancha y de menor intensidad alrededor de los 22°
correspondiente al residuo M mientras que al residuo G se evidencia una sefial menos ancha
y de mayor intensidad alrededor de los 13° en ambas especies de macroalgas; asimismo, se
observé una zona difusa o region del halo amorfo alrededor de los 39° (Figura 22). Ademas,
en los difractogramas de los alginatos extraidos de las hojas y tallos de cada especie y del
alginato referencial se observo diferencias en las intensidades debido a que también se debe

considerar la proporcion de los residuos M y G presentes en cada muestra.

Con respecto al porcentaje de cristalinidad, debido a la distribucion y conformacion
del alginato, se obtuvieron valores inferiores al 50%, siendo para el alginato referencial
(Sigma-Aldrich) de 38.93 %, en la Muestra #1 se obtuvo un 37.27 %, en la Muestra #2 fue
un 38.21 %, en la Muestra #3 se consiguié un 38.33 % y en la Muestra #4 se alcanz6 un
39.38 %, en base a los resultados obtenidos se indica que los alginatos extraidos de cada
especie y del alginato referencial presentan estructuras semi-cristalinas y guardan relacion

con otros estudios (Alzarea et al., 2022; Helmiyati & M Aprilliza, 2017).

De los resultados obtenidos se infiere que el residuo G, el residuo M y el halo amorfo
de las muestras extraidas de las hojas y tallos de cada especie, guardan angulos de difraccion
semejantes, existiendo una leve variacion en las intensidades; asimismo, estos resultados son
comparables con lo obtenido en el alginato referencial y los reportados en las literaturas

correspondiente al alginato de sodio.
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S. Determinacion de la Masa Molar mediante Viscosimetria Capilar

5.1. Condiciones de Trabajo

El ensayo de viscosimetria capilar se adaptdé de los procedimientos de Belalia &
Djelali, 2014 y Martinsen et al., 1991. A partir del alginato referencial y de las muestras
extraidas se prepararon soluciones de 0.30% (p/v) y 0.15% (p/v) respectivamente en medio
de cloruro de sodio; para ello, todas las muestras se disolvieron en una minima cantidad de
agua destilada a 70 °C, luego se complet6 con una solucion de NaCl (concentracion final de
NaCl 0.1 M) durante 24 horas a 350 rpm y a temperatura ambiente. Después se paso por
filtros nylon 0.45 um. A partir de la solucién filtrada se obtuvieron cinco diluciones de
trabajo. Este ensayo se realizo en el grupo del Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros
y Metalofarmacos (LIBIPMET), en un equipo viscosimetro Fungilab con un capilar Cannon

a 25 °C. Los datos obtenidos fueron graficados con el programa OriginPro 2018.
5.2.  Calculos y analisis del ensayo

La determinacion de la masa molar promedio (Mv) de las muestras se realizo
mediante viscosimetria capilar, empleando la ecuacion de Mark-Howink en relacion con la
extrapolacion de las ecuaciones de Huggins y Kraemer (Gomez-Diaz & Navaza, 2002) y las
ecuaciones involucradas del analisis (Tabla S, pag, 56) con el objetivo de calcular la

viscosidad intrinseca [n].
Ecuacion de Mark-Howink (Masuelli & Illanes, 2014):
[n] =K M*

Donde:

[n]: viscosidad intrinseca (mL g™!)

My: Masa molar promedio

K (mL g!) y a: constantes a las condiciones de 25 °C y en NaCl 0.1 M

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de la viscosimetria capilar para

el alginato referencial y los alginatos extraidos de las macroalgas pardas.
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5.2.1. Alginato referencial (Sigma-Aldrich)

Tabla 21

Datos del andlisis de viscosimetria capilar para el Alginato Referencial (Sigma-Aldrich).

P - n(red) n(inh)
0.0005 216.02 1.5291772 0.5291772 1107.64 889.02
0.0006 244 38 1.7299606 0.7299606 1145.93 860.44
0.0008 277.97 1.9677199 0.9677199 1215.35 850.08
0.0010 317.37 2.2466316 1.2466316 1304.69 847.13
0.0013 396.02 2.8034168 1.8034168 1415.55 809.14

Nota.  Tiempo del NaCl (medio) = 141.26 s. Medida del tiempo por triplicado.

Acorde a los datos de la Tabla 21, se calculd la viscosidad intrinseca representado

en la Figura 23, obtenido por los métodos de Huggins y Kraemer.

Figura 23

Viscosimetria del Alginato referencial (Sigma-Aldrich) en medio de NaCl 0.1 M a 25 °C.
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Debido a que se desconoce la procedencia de la macroalga parda del que se obtuvo
el alginato referencial se considerd los parametros de Mark-Houwink a 25 °C y en medio de

NaCl 0.1 M para ambas especies, los cuales se encuentran en la Tabla 22.

Tabla 22

Resultados de la masa molar promedio del alginato referencial acotado para cada especie.

Especie k (ml gh) a [n] (ml gh) M, (g mol')
Macrocystis pyrifera 0.0073% 0.92¢ 914.99 347 861
Lessonia trabeculata 0.059° 0.78° 914.99 235786

Nota.  Parametros Mark-Houwink (a 25 °C, NaCl 0.1M) acorde a:
(*) Martinsen et al., 1991; (°) Storz et al., 2009.

5.2.2. Alginato extraido de la Macrocystis pyrifera

Tabla 23

Datos del andlisis de viscosimetria capilar para los alginatos extraidos de las hojas

(Muestra #1) y tallos (Muestra #2) de la Macrocystis pyrifera.

Muestra (Cgo::lc;_lll)t racién Tiempo (s) 1« Nsp n(red) n(inh)
0.0004 205.29 1.16365 0.16365 410.17 379.87
0.0006 221.37 1.25477  0.25477  424.63 378.26
#1? 0.0008 238.49 1.35183  0.35183  440.06 377.06
0.0010 256.30 1.45275  0.45275  453.21 373.84
0.0015 304.21 1.72432  0.72432  482.88 363.22
0.0006 226.69 1.28603  0.28603  476.72 419.27
0.0008 246.33 1.39743 039743  497.11 418.56
#2° 0.0010 265.45 1.50587  0.50587  506.39 409.79
0.0012 285.32 1.61864 0.61864 515.54 401.32
0.0015 318.74 1.80823  0.80823  538.82 394.90

Nota.  Tiempo del NaCl: (%) 176.42 s; (°) 176.27 s. Medida del tiempo por triplicado.
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Figura 24

Determinacion de la viscosidad intrinseca, mediante las ecuaciones de Huggins y Kraemer:

a) alginato extraido de las hojas de la M. pyrifera (Muestra #1), b) alginato extraido de los

tallos de la M. pyrifera (Muestra #2).
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Acorde a los datos presentados en la Tabla 23 y en la Figura 24.a., se obtuvo para

la Muestra #1 los siguientes valores:
[n] =386.54 mL g'1 Mv = 136 347 g mol’!

De los datos de la Tabla 23 y de la Figura 24.b. se obtuvo para la Muestra #2 los

siguientes resultados:

[n] =439.95 mL ¢! Mv = 156 942 g mol!

5.2.3. Alginato extraido de la Lessonia trabeculata

Tabla 24

Datos del andlisis de viscosimetria capilar para los alginatos extraidos de las hojas

(Muestra #3) y tallos (Muestra #4) de la Lessonia trabeculata

Concentracion

Muestra (g mL") Tiempo (s) 1 Nsp n(red) n(inh)
0.0006 204.40 1.15942  0.15942  265.70 246.54
0.0008 214.35 1.21586  0.21586  270.00 244 .47

#3? 0.0010 224.49 1.27340  0.27340  273.68 241.94
0.0012 235.45 1.33555  0.33555  279.63 241.12
0.0015 251.80 1.42829  0.42829  285.53 237.65
0.0006 220.40 1.24965  0.24965 416.10 371.45
0.0008 235.80 1.33694  0.33694 42145 363.21

#4° 0.0010 252.40 1.43109  0.43109 431.53 358.80
0.0012 270.73 1.53499  0.53499  445.83 357.11
0.0015 297.52 1.68692  0.68692  457.95 348.60

Nota.  Tiempo del NaCl: (%) 176.29 s; (%) 176.37 s. Medida del tiempo por triplicado.
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Figura 25

Determinacion de la viscosidad intrinseca, mediante las ecuaciones de Huggins y Kraemer:
a) alginato extraido de las hojas de la L. trabeculata (Muestra #3), b) alginato extraido de
los tallos de la L. trabeculata (Muestra #4).
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En base a los datos de viscosimetria capilar de la Tabla 24 y Figura 25.a., se obtuvo

para la Muestra #3 los valores de:
[n] =252.12mL g Mv =45 166 g mol™!

Acorde a los datos de la Tabla 24 y de la Figura 25.b., se obtuvo para la Muestra #4

los siguientes resultados:

[n] =384.17 mL g! Mv = 77 504 g mol!

A partir de los célculos realizados y a modo comparativo se construyo la Tabla 25,
en donde se resumen los valores obtenidos de la masa molar promedio y la viscosidad

intrinseca para el alginato referencial y las muestras extraidas.

Tabla 25

Resumen de los resultados de la masa molar promedio de los alginatos.

Resultados Alginato* #1 #2 #3 #4
[n] (ml g™1) 914.99 386.54 439.95 252.12 384.17
347 861?%
-1
Myv (g mol™) 135 786b 136 347 156 942 45 166 77 504

Nota.  (*) Alginato Referencial, Sigma-Aldrich; (*) Para Macrocystis pyrifera; (°) Para Lessonia trabeculata.

De los resultados obtenidos, las muestras procedentes de la M. pyrifera (Muestra #1
y Muestra #2) presentan mayor masa molar promedio que las muestras procedentes de la L.
trabeculata (Muestra #3 y Muestra #4); asimismo, al compararlos con el alginato referencial,
se observa que las muestras extraidas tienen menores masas molares promedios, siendo el
orden: Alginato referencial > Muestra #2 > Muestra #1 > Muestra #4 > Muestra #3; si bien
las macroalgas pardas fueron recolectadas de un mismo lugar, las caracteristicas fisicas entre
estas son distintas, la L. trabeculata tiene un cuerpo mas grueso y rigido a comparacion de
la M. pyrifera que en adicion presenta bulbos o aerocistos en su constitucion. En ambas
especies las muestras obtenidas de los tallos presentaron mayor masa molar; sin embargo,

en el caso de la L. trabeculata la diferencia entre hojas y tallos fue mayor, esto puede deberse
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a que ademas de los tallos se considerd también las ramas de este, siendo asi un solo grupo
por lo que influye en la masa molar. Otra consideracion, es el hecho de que los tallos de la
L. trabeculata no fue molida uniformemente debido a la rigidez del material por lo que puede
influir en los resultados, siendo la diferencia méas marcada entre las especies de macroalgas.
Con respecto a la comparacion con el alginato referencial, se debe considerar que se
desconoce la procedencia del cual se extrajo el alginato, por lo general son mezclas de
especies, lo que permite tener variacion en la viscosidad y masa molar del material que van

acorde a la utilidad o al consumidor, por ello la notable diferencia.

6. Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno (RMN'H)

6.1. Condiciones de Trabajo

Los espectros RMN'H del alginato referencial y de las muestras extraidas se
obtuvieron en un espectrometro Bruker Ascend (11.75 T) Avance III HD a una frecuencia

de 500 MHz equipado con una criosonda Bruker CP TCI 500S1 H-C/N-D-05-Z.

El tratamiento de las muestras se realiz6 acorde a la norma (ASTM F2259-10, 2012).
A partir de 100 mg de cada muestra se prepard una solucion al 0.1 % (p/v); para ello, se
disolvié en 100 mL de agua destilada, en un bafio maria a 100 °C, luego se ajust6 el pH con
HCI (0.1 M) hasta un pH de 5.6 y se dej6 agitar por 1 hora, de ahi nuevamente se ajust6 el
pH hasta un pH de 3.8 y se dej6 agitar por 30 minutos mas. Transcurrido el tiempo, se ajusto
el pH con NaOH (0.1 M) a pH 7 u 8, luego las muestras fueron liofilizadas. Del producto
liofilizado se pes6 aproximadamente 12 mg y se disolvié con 1 mL de D20 (al 99.9 %),
luego se volvid a liofilizar. Finalmente, se disolvio con aproximadamente 1.2 mL de D>O en
los tubos de RMN vy se agregd 20 pL de acido trimetilsililpropanoico (TSP, 3 mM). La

temperatura de trabajo fue de 70 °C y previamente se calibr6 para un ancho de pulso de 90°.

El desarrollo de esta caracterizacion se realizo en los ambientes del laboratorio de
Quimica - CERMN, en el departamento de Ciencias de la Pontifica Universidad Catdlica del
Pert (PUCP). Los datos obtenidos fueron procesados con el programa Mestrelab Research
Chemistry Software Solution (Mnova6) para obtener la deconvolucion de cada espectro en
la zona de interés (desplazamiento quimico aproximado entre 4.30 a 5.30 ppm). Asimismo,

graficados con el programa OriginPro 2018.
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Acorde a los resultados de viscosimetria capilar y del andlisis de actividad
antioxidante las hojas evidenciaron mejores resultados, por consiguiente, el analisis de

RMN'H se realizé solo para las hojas de cada especie (Muestra #1 y Muestra #3).
6.2. Caracteristicas, calculos y analisis de los espectros

Para el anélisis de RMN'H del alginato fue necesario un pretratamiento que consistia
en la despolimerizacion del polimero mediante una hidrolisis parcial por etapas con acido
clorhidrico 0.1 M, de esta manera se reduce el peso molecular y es factible de analizar; sin
embargo, es necesario evitar la hidrolisis completa debido a que puede generar la
epimerizacion del material y evidenciar una relacion de M/G errénea. Asimismo, la
temperatura con la que se da las mediciones debe ser elevada, en este caso fue a 70 °C, con
la finalidad de reducir la viscosidad de la muestra, obteniéndose sefiales mas estrechas y

alejando la resonancia del agua de la zona de interés (Jensen et al., 2015).

En la Figura 26 y Figura 27 se presentan los espectros de RMN'H del alginato
referencial y de los alginatos extraidos de las macroalgas pardas respectivamente dados por
los protones de las unidades del manuronato y guluronato. Para las designaciones de los
hidrégenos se considera la numeracion de los carbonos enlazados (ver estructura del
alginato, Figura 26) y la asignaciéon M y G son en referencia a la unidad manuronato (M) y

guluronato (G) respectivamente.

En cada espectro se evidencio la sefial del estandar interno del TSP a (6) 0 ppm y la
sefal residual del solvente (D20O) a (6) 4.32 ppm. Con respecto al alginato, se observo los
protones anoméricos del M1 y G1 a un desplazamiento quimico (8) alrededor de los 4.67
ppm y 5.06 ppm respectivamente. En comparacion con las demas sefiales, estos hidrégenos
se sitian a un campo bajo debido a que estan proximos a dos d&tomos de oxigeno por lo que

estan menos protegidos que los otros hidrogenos (Grasdalen, 1983; Llanes et al., 2011).

Acorde a Kinh et al., 2007 la senal a (0) 4.46 ppm corresponde al hidrogeno del G5
que a comparacion del G1, esta en proximidad a un dtomo de oxigeno. Con respecto a las
otras sefales la interaccion entre los protones guarda la siguiente relacion de los
desplazamientos quimicos (9, ppm): a 3.73 (M5), 3.75 (M3), 3.91 (M4/G2), 4.03 (M2/G3)
y 4.17 (G4).
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A partir del RMN'H es posible determinar la relacion de los residuos de manuronato
y guluronato (ratio M/G) del alginato. Para ello, se hace el andlisis acorde al (ASTM F2259-
10, 2012), en el rango de 4.40 a 5.20 ppm para calcular las frecuencias o fracciones de las
monadas (Fg, Fm), los duos (Fgg, Fmm, Fom =wma), las triadas (Fees, Fmam, Foom = Fmge) v la
relacion M/G correspondientes a cada muestra por medio de la relacion de las areas de cada
senal. Para tener el area aproximada, es necesario ajustar las sefales por medio de la
deconvolucion del espectro en el rango establecido. Tal como se observa en la Figura 34, se
establecieron los sectores A, B1, B2, B3, B4 y C en el espectro correspondientes a los

hidrégenos enlazados a los a&tomos de carbono 1y 5.

En la Tabla 26, se presentan las asignaciones y desplazamientos quimicos (J)
referidos a los picos de los hidrégenos en relacion con las conformaciones que presenta las

unidades G y M en la cadena del alginato, los cuales fueron comparables con la literatura.

Tabla 26

Asignacién del espectro RMN'H del alginato en el rango de () 4.40 a 5.20 ppm.

Desplazamiento Quimico ()

Posicion del

Seiial e Muestras Referencia
Alginato* #1 #3 (Grasdalen, 1983)
A Gl 5.06 5.06 5.06 5.05
B1 GGM-5 4.77 4.75 4.76 4.75
B2 MGM-5 4.73 4.73 4.73 4.73
B3 MG-1 4.70 4.70 4.70 4.70
B4 MM-1 4.67 4.67 4.67 4.67
C GGS5 4.46 4.46 4.46 4.46

Nota.  (*) Asignacion del hidrogeno correspondiente a los carbonos 1 y 5 para las moénadas, diadas y triadas

de las unidades G y M; () Alginato referencial, Sigma-Aldrich.

Tal como se evidencia en la Tabla 26, se tienen sefales que guardan relacion con las
distintas secuencias de los residuos G y M; sin embargo, en la Figura 26 y Figura 27, se
observaron diferencias en las intensidades de estas sefiales, lo que indica que existe variacion

con respecto a las proporciones de las unidades G y M en cada muestra.
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Figura 26
Espectro RMN'H (500 MHz, D:O, 70 °C) del alginato referencial (Sigma-Aldrich), con
ajuste de region. Linea gris producto de la deconvolucion del espectro en el rango de 4.40

a 5.20 ppm (Region A, Bl, B2, B3, B4 y C). Estructura numerada del Alginato.
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Figura 27

Espectro RMN'H (500 MHz, D0, 70 °C) del alginato extraido de las Hojas de la M. pyrifera
(Muestra #1) y del alginato extraido de las Hojas de la L. trabeculata (Muestra #2), con
ajuste de region en el rango de 3.40 a 5.20 ppm.
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La composicion quimica y la secuencia en el alginato se determind por medio de la
deconvolucion y al ajuste del espectro, obteniéndose las areas de interés las cuales fueron

reemplazadas en las siguientes ecuaciones (ASTM F2259-10, 2012; Grasdalen, 1983):

G = 0.5(A+C+0.5(B1+B2+B3)) M = B4+0.5(B1+B2+B3)
GG = 0.5(A+C—0.5(B1+B2+B3)) MM = B4

MG = GM = 0.5(B1+B2+B3)

GGM = MGG = (B1)0.5(B1+B2+B3)/(B1+B2)

MGM = (B2)0.5(B1+B2+B3)/(B1+B2)

GGG = GG - GGM

En la Tabla 27 se muestran las ecuaciones para las fracciones y se resumen los
calculos realizados para las distintas secuencias de G y M en el alginato, asi como la relacion

M/G para cada muestra.

Tabla 27

Parametros para las fracciones (monadas, duos, triadas) del alginato.

(U.A))
Distribucion Fracciones o Frecuencias
Alginato* #1 #3

Fg = G/(M+G) 0.3859 0.5389 0.4774
Monadas

Fv=M/(M+G) 0.6141 0.4611 0.5226

Foo= GG/(M+G) 0.1097 0.2854 0.2212
Dtios Fvm = MM/(M+QG) 0.3379 0.2077 0.2664

Fom = Fmc= MG/(M+GQG) 0.2762 0.2534 0.2562

Foos= GGG/(M+QG) 0.0106 0.2386 0.1788
Triadas Fyvom = MGM/(M+G) 0.1559 0.2066 0.2138

Foom = Fmgs= GGM/(M+G)  0.1203 0.0468 0.0424

Relacion M/G 1.5914 0.8557 1.0947
Longitud (G)? Ng>1= (FG-Fmam) / Foom 1.9120 7.0945 6.2155
Longitud (M)*  Nm=Fwm/Fumc 2.2236 1.8195 2.0397

Nota. (") Alginato referencial, Sigma-Aldrich. (%) Longitud promedio del bloque G y M.
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De la Tabla 27, se reporta que la composicion del residuo guluronato y manuronato
es del 38.59 % y 61.41 % para el alginato referencial (M/G, 1.59), del 53.89 % y 46.11 %
para la Muestra #1 (M/G, 0.85) y del 47.74 % y 52.26 % para la Muestra #3 (M/G, 1.09)
respectivamente. De estos resultados, la Muestra #1 tiene un contenido de unidades
guluronato mayor que el alginato referencial y en proporcion con la Muestra #3. Teniendo
en consideracion, que las propiedades del alginato son influenciadas por el contenido de

unidades G, las caracteristicas de gelacion idnica serdn diferentes en las muestras.

Con relaciéon al Ng-1, la longitud homogulurdnica es de 7.09 (Muestra #1), 6.21
(Muestra #3) y 1.91 (Alginato referencial). Si bien el compuesto extraido es el alginato, las
diferencias del M/G y Ng se debe al proceso de extraccion, especie, lugar de procedencia

entre otros factores.

En la Figura 28 se percibe las diferencias en las intensidades de las sefales, en donde
se observa que para una mayor proporcion del G la intensidad es mayor, caso contrario se

evidencia una mayor intensidad en el M.

Figura 28

Relacién M/G en los espectros RMN'H (500 MHz, D>O, 70 °C) del alginato referencial, de
la Muestra #1 (M. pyrifera) y la Muestra #3 (L. trabeculata) en el rango de 4.30 a 5.30 ppm.
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7. Resonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMNC)

7.1.  Condiciones de Trabajo

Los espectros RMN!’C-CP-MAS de las muestras se consiguieron en un
espectrometro Bruker Avance 11I-400 MHz, operando en un campo magnético de 9.4 T
(100.56 MHz) con una sonda MAS-BB-4mm y con una secuencia de pulso CPTOSS
(Polarizacion cruzada con supresion total de banda lateral). El andlisis se realizé en los
ambientes del departamento de Quimica de la Universidade Federal Sdo Carlos (UFSC) y

los resultados fueron procesados con el software OriginPro 2018.

Para las mediciones se emple6 una masa aproximada de 60 mg de cada muestra en
polvo, los cuales se envasaron en rotores de zirconia con un didmetro externo de 4 mm.
Como estandar de calibracion se utilizé al adamantano (CioHis) cuya sefial del carbono se

observa para el CH; a 38.5 ppm.
7.2.  Caracteristicas y analisis de los espectros

El analisis de las muestras por RMN'*C-CP-MAS permite ademas de identificar las
sefiales con sus desplazamientos quimicos, observar aquellos grupos quimicos que son
rigidos del polimero mediante la intensidad de sus sefiales y analizar de manera general la
estructura de un polimero por medio de la amplitud de sus sefiales. Las intensidades de las
sefiales son proporcionales al porcentaje de las unidades de manuronato (M) y guluronato
(G), siendo la rigidez influenciada por la presencia de unidades G en la cadena del alginato
que forma bloques compactos cerrados a comparacion de las unidades M que indican mayor
flexibilidad debido a que forman bloques planos abiertos (Brus et al., 2017). En adicion, la
superposicion de sefiales refleja bandas anchas lo que infiere en la heterogeneidad estructural
del alginato (secuencias de diadas y triadas del G, M y mixtas) (Brus et al., 2017; El Hariri
El Nokab et al., 2022).

En la Figura 29 se observan los espectros de RMN!3C-CP-MAS en estado solido del
alginato, en donde se distinguen tres regiones. En la primera region se observan picos entre
los (d) 170 a 180 ppm correspondiente al &tomo de carbono del carboxilato (-COO") (Sperger
et al., 2011) designados como G6 y M6 en referencia al &tomo de carbono seis (C6) para la

unidad guluronato (G) y manuronato (M) respectivamente; en adicion, para la Muestra #1 y
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Muestra #3 se observa en la region del carbonilo (8, 160 — 190 ppm) picos de menor
intensidad alrededor de los (8) 160 a 170 ppm que pueden ser dados por los grupos carboxilo

protonados (-COOH) (EI Hariri El Nokab et al., 2022; Urbanova et al., 2019).

En la segunda regidn, se tienen seiales superpuestas alrededor de los (6) 101 ppm
correspondientes a los atomos de carbonos anoméricos del enlace glucosidico de las
unidades G1 y M1 dado por el carbono uno (C1) en la estructura del alginato. Teniendo en
consideracion que este carbono esta enlazado a dos unidades de oxigeno se evidencia el
desplazamiento quimico a un campo bajo a comparacion de los demas carbonos del anillo
piranosa (Grasdalen et al., 1981; Salomonsen et al., 2009). Otro detalle observado en los
espectros es la presencia del 4tomo de carbono anomérico M1 en el alginato referencial y en
la Muestra #3 alrededor de los (8) 99.5 ppm, mientras que para la Muestra #1 se tiene bien

marcado el carbono G1 de mayor intensidad, indicando una mayor presencia de este.

Por tultimo, en la tercera region se presentan sefiales amplias y superpuestas en el
rango de los (8) 60 a 90 ppm referido a los a&tomos de carbonos (C5, C4, C3 y C2) del anillo
piranosa de las unidades G (G5, G4, G3 y G2) y M (M5, M4, M3 y M2). Debido a los
entornos de los atomos de carbono, se observa que para el carbono cuatro (C4), este también
forma parte del enlace glucosidico (C1-O-C4); sin embargo, estd unido a un atomo de
oxigeno a comparacion del C1, por consiguiente, su sefial es proxima a los (8) 82 ppm
(Grasdalen et al., 1981). En relacion con las otras sefiales, para el caso de la Muestra #1 se
observa picos intensos en los carbonos G3 y G5 a comparacion de los carbonos M3 y M2,
infiriendo una mayor proporcion de las unidades G en el alginato, esto mismo se evidencio
en la region anomérica mencionado anteriormente y en el andlisis de los espectros de
RMN'H del mismo, en donde se indico una relacion M/G menor a 1, corroborando con la
premisa de que se tiene mayor porcentaje de residuos G. En el caso de la Muestra #3 las
sefnales correspondientes al M2 y M3 evidencian intensidades cercanas al G3 y G5, por lo
que la proporcion de las unidades M y G son proximas, esto también corrobora la relacion
M/G de 1 visto en el RMN'H, indicando porcentajes de unidades M y G cercanos. A modo
comparativo se observo que, para el alginato referencial, las sefales M2 y M3 son mas
intensas que las sefiales G2 y G5, asimismo las sefiales de G3 y G4 son casi imperceptibles
lo que infiere un mayor porcentaje de unidades M y lo que corresponde con la relacion M/G

de 1.59 indicado en el RMN'H del alginato referencial.
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La marcada diferencia del contenido de unidades G y M en cada muestra influye en
la afinidad con iones divalentes y en sus propiedades gelificantes. En esta tesis, se elabora
con estos alginatos peliculas que son reticuladas con calcio, por ende, se tendran peliculas

mas rigidas que otras debido a la mayor proporcion de unidades G presentes.

Las asignaciones y los desplazamientos quimicos (8) correspondientes a las sefiales
de las unidades G y M del alginato se presenta en la Tabla 28. Asimismo, se evidencia el

comparativo de los resultados con los reportados en las literaturas.

Tabla 28

Asignacion del espectro RUN'3C-CP-MAS del alginato.

Desplazamiento Quimico (ppm)

Region del  Asignacion

Muestras (Tesis) Referencias
Carbono del C* sl = 1
Salomonsen (Grasdalen et al.,
NaAlg® #1 #3 et al., 2009) 1981)
G6 177.3°  177.6¢
Carbonilo 176.17 176.32 176.31 176.2
M6 177.7  177.1
Gl 101.20 102.21 102.04 102.2 103.2 1022
Anomérico
M1 99.90 - 99.65 99.5 103.8  102.8
G4 82.61 8291 82.35 82.8 82.6 82.6
M4 80.7 80.3
7536 7621  75.95 76.4
M5 78.8 78.9
M3 74.3 74.1
Piranosa 71.69 7148 71.47 71.6
M2 73.3 72.2
G3 71.8 72.1
68.74 68.11 68.27 68.4
G5 69.9 70.2
G2 6546 6522 6542 63.5 67.8 67.4

Nota.  (*) Asignacion del carbono correspondiente a la unidad manuronato (M) y unidad guluronato (G) con
sus respectivos posicionamientos numéricos; (*) Alginato Referencial, Sigma-Aldrich; (°) §, correspondiente a

la secuencia GGG y GMG; (%) 8, correspondiente a la secuencia MMM y MGM.
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Figura 29

Espectro RMNC-CP-MAS (100.56 MHz) del alginato referencial (Sigma-Aldrich), del
alginato extraido de las Hojas de la M. pyrifera (Muestra #1) y del alginato extraido de las
Hojas de la L. trabeculata (Muestra #3). Estructura enumerada para los residuos

manuronato (M) y guluronato (G) del alginato.
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C. CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS DE ALGINATO

1. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

1.1. Condiciones de Trabajo

Los espectros FT-IR de las peliculas elaboradas con alginato y cargadas con los
extractos correspondientes de las especies de Macrocystis pyrifera 'y Lessonia trabeculata,
asi como de los constituyentes de las peliculas fueron analizadas mediante la técnica de
reflectancia total atenuada (ATR), en un equipo IRPrestige 21 — Shimadzu, con una

resolucion de 4 cm™ (20 scans/muestra) en el rango de 600 a 4000 cm™.

1.2.  Caracteristicas de los espectros

1.2.1. Componentes de las peliculas

Tabla 29

Seriales caracteristicas en los espectros FTIR de los componentes de las peliculas.

Muestra Nimero de onda (cm™)

AlgR 3242.1,2922.4, 1588.5, 1407.3, 1298.5, 1167.6, 1124.3, 1080.2, 1020.3,
943.5, 884.2

AlgM 3240.2,2928.4, 1590.5, 1410.3, 1312.8, 1164.6, 1122.6, 1080.4, 1022.5,
945.7, 878.1

AlgL 3237.4,2925.4, 1589.6, 1406.7, 1295.3, 1168.8, 1120.3, 1080.4, 1020.7,
946.1, 875.6

ExtM 3314.2,2921.7, 2850.9, 1637.4, 1450.4, 1399.1, 1237.4, 1074.5, 1034.9,
928.2, 870.3, 677.7

Extl 3329.4,2922.4,2852.1, 1634.2, 1455.8, 1386.7, 1237.4, 1071.3, 1030.4,
928.4, 881.1, 676.3

Glicerol (G) 3292.4,2934.5, 2878.1, 1455.3, 1419.4, 1323.6, 1210.8, 1108.4, 1030.6,

990.3, 671.1
PEG400 (P)  3448.3,2868.1, 1457.7, 1351.8, 1293.2, 1248.6, 1094.4, 943.7

CaCl 3304.4,1639.2, 673.5

Nota.  AlgR: Alginato de sodio (Sigma-Aldrich); AlgM: Alginato extraido de M. pyrifera; AlgL: Alginato
extraido de L. trabeculata; ExtM: Extracto de M. pyrifera; ExtL: Extracto de L. trabeculata; G: glicerol; P:
polietilenglicol (PEG400); CaCl,: Sol. cloruro de calcio.
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1.2.2. Peliculas elaboradas a base del alginato referencial y extraidos

Tabla 30

Seriales caracteristicas en los espectros FTIR de las peliculas elaboradas.

Muestra Nimero de onda (cm™)

3271.2,2937.3, 2879.3, 1602.2, 1409.6, 1339.7, 1296.1, 1096.1,
AlgRGP

1027.2, 925.7, 848.4, 815.2, 670.1

3275.5, 2936.6, 2878.8, 1596.2, 1415.6, 1337.1, 1288.2, 1096.5,
AlgRGPCa 1028.2, 928.7, 847.3, 816.8, 668.2

3288.8,2931.4, 2881.7, 1601.5, 1410.6, 1338.3, 1298.2, 1096.4,
AlgRGPEXIM 1029.1,922.3, 851.3, 815.6, 674.8

3290.5, 2936.9, 2886.1, 1629.2, 1410.4, 1337.7, 1298.1, 1101.1,
AlgRGPEXIMCa 2 ) 5 923.4,849.9, 812.2, 673.8

3277.9,2937.8, 28843, 1601.2, 1406.2, 1338.3, 1294.6, 1086.9,
AlgRGPEXIL 1026.3, 9253, 852.4, 813.5, 674.3

3278.2,2931.1, 2885.7, 1591.4, 1414.5, 1339.1, 12943, 1087.1,
AlgRGPEXtLCa ) 17 < 26,1 881.4, 817.2, 670.8

3287.2,2937.3, 2888.6, 1607.8, 1406.3, 1353.6, 1093.6, 10288,
AlgMGP 925.7, 854.4, 812.6, 672.5

3288.1,2938.6, 2879.3, 1596.2, 1415.6, 1337.8, 1085.3, 1024.6,
AlgMGPCa 928.4, 856.3, 811.2, 668.7

3287.5,2937.8, 2888.9, 1606.1, 1409.6, 1353.8, 1093.6, 1028.2,
AlgMGPExIM 925.6, 854.6, 812.2, 672.1

3288.9, 2938.1, 2879.3, 1600.2, 1411.5, 1338.8, 1085.7, 1029.2,
AIgMGPEXMCa o5 5 ¢67.6. 809.6, 667.8
Aol GP 3272.6,2933.9, 2876.4, 1601.8, 1407.2, 1355.7, 1088.8, 1027.5,

& 924.7, 848.4, 811.1, 670.3

3278.4,2934.1, 2878.8, 1598.1, 1415.6, 1338.7, 1084.2, 1028.1,
AlgLGPCa 924.3, 849.3, 812.2, 669.1

3274.1,2933.6, 2876.2, 1602.5, 1406.6, 1355.5, 1089.1, 1027 2,
AlgLGPExtL 924.4, 848.1, 811.3, 670.2

3277.5.2934.3, 2878.3, 1601.1, 1414.3, 1337.7, 1086.7, 1027.9
AlgLGPExtLCa : ’ : : : : : .

924.3, 848.9, 812.6, 669.7

Nota.  AlgR: Alginato referencial; AlgM: Alginato extraido de M. pyrifera; AlgL: Alginato extraido de L.
trabeculata; G: glicerol; P: PEG400; ExtM: Extracto de M. pyrifera; ExtL: Extracto de L. trabeculata; Ca:

reticulacion con Calcio.
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1.3.  Analisis de los espectros

Los valores reportados en las Tablas 29 - 30 y observados en las Figuras 29 al 33

de los espectros FTIR de las peliculas y sus componentes son interpretados a continuacion:

La Figura 30 muestra los espectros FTIR de las peliculas y sus constituyentes, en
donde se evidencian las bandas tipicas correspondientes del alginato en las peliculas, estos
son alrededor de los 3271 cm™ la vibraciéon de estiramiento del enlace O-H, a 1602 cm! la
vibracion de estiramiento asimétrica del carboxilato (O-C-O), a 1409 cm™! la vibracién de
estiramiento simétrica del O-C-O", a 1027 cm™! la vibracion de estiramiento del C-O-C, las
sefiales entre 1200 y 1010 cm™ involucra las vibraciones de estiramiento del C-C y C-O del
anillo piranosa, por debajo de los 1000 cm™ se tiene la vibracién de estiramiento del C-O de
los residuos urénicos y la vibracion de deformacion del enlace C-H; en el d&cido manuroénico
(Gomez-Ordoniez & Rupérez, 2011; Hong et al., 2021; Leal et al., 2008; Shaari et al., 2018),

indicados anteriormente en la caracterizacion del alginato.

Con respecto a los plastificantes, en el glicerol se observo las sefiales a 3292.4 cm’!
de la vibracion del enlace O-H, a 2934.5 y 2878.1 cm™! la vibracion de tension asimétrico y
simétrico del enlace C-H del -CH, respectivamente, a 1455.3 y 1419.4 cm™ la vibracion de
flexion del C-H, a 1323.6 cm™ balanceo en el plano del enlace O-H, a 1210.8 cm™ vibracion
del enlace C-C-C, a 1108.4 cm™ la vibracion de estiramiento del C-O en el HC-OH, a 1030.6
y 990.3 cm™ la vibracion de estiramiento del C-O en el CH>-OH y a 671.1 cm™ el balanceo
del -CHa- (Danish et al., 2017; Kachel-Jakubowska et al., 2017; Nakagawa & Oyama, 2019).

En el polietilenglicol (PEG400) se presentaron las sefiales a 3448.3 y 2869.1 cm™ de
la vibracion de estiramiento del enlace O-H y C-H respectivamente, a 1457.7 y 1352.8 cm’!
la vibracion de flexion del C-H, a 1293.2, 1248.6 y 1094.4 cm™' la vibracion de estiramiento
de los enlaces del C-O-H y O-H, a 943.7 cm™ la vibracién de flexion fuera del plano del CH
(Banerjee et al., 2017; Marcos et al., 2018; Shameli et al., 2012).

Para la solucion de cloruro de calcio se obtuvo picos a 3309 cm™! de la vibracion de
estiramiento del enlace O-H del agua, ademés de que se tiene una influencia del hidrogeno
del agua y el cloro en la red cristalina del compuesto (O-H*Cl), a 1639.2 cm™' la vibracion

de flexion del enlace H-O-H del agua (Karunadasa, 2019).
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En relacion con los extractos de M. pyrifera (M) y L. trabeculata (L) (Figura 31), se
obtuvieron sefiales cercanas. En general, ambos extractos evidencian sefiales a 3214.2 (M)
y 3237 (L) em™ por la vibraciéon de estiramiento del enlace O-H, a 2921.7-2850.9 (M) y
2922.4-2852.1 (L) cm™! la vibracion de estiramiento del enlace C-H indicativo de estructuras
alifaticas y/o aromaticos (Meenakshi et al., 2011; Tenorio-Rodriguez et al., 2019), a 1637.4
(M) y 1634.2 (L) cm™! la vibracion de estiramiento del enlace C=C, a 1450.4 (M) y 1455.8
(L) em™ la vibracién del enlace C-H y flexion del enlace C-C de compuestos arométicos
(Bouzidi et al., 2008; Suresh et al., 2016; Tenorio-Rodriguez et al., 2019), a 1399.1 (M) y
1386.7 (L) cm™ flexion del O-H vy el estiramiento C-O en el grupo C-O-H, a 1237.4 (M) y
(L) cm™ estiramiento del C-O (Beratto et al., 2017; Lim et al., 2002), 1074.5 (M) y 1071.3
(L) cm™! vibracion del C-O-H de alcoholes secundarios, a 1034.9 (M) y 1030.4 (L) cm’!
estiramiento del C-O del alcohol primario (Bouzidi et al., 2008; Coates, 2000).

En cuanto a los espectros FTIR de las peliculas (Figura 30 al 33), ademas de las
sefiales tipicas del alginato, se confirma la presencia del glicerol debido a la presencia de las
bandas alrededor de los 2934 y 2878 cm!, observandose ligeros desplazamientos que pueden
ser por la interaccion de enlace de hidrogeno producido entre el alginato y el glicerol (Shaari
et al., 2018), igualmente para el PEG400. Otra banda mas pronunciada que se observa por
debajo de los 750 cm™! indica también la integracion del plastificante en la matriz polimérica.
Asimismo, al comparar el espectro FTIR del alginato base con el plastificante se observa
que en el rango de los 3400 a 3000 cm! la intensidad de la banda se ve incrementada debido
a la mayor presencia de los grupos hidroxilos (-OH) que otorga el plastificante a la pelicula.
Otro detalle que se observa son los desplazamientos a frecuencias mas altas de las sefales
de 1588 y 1022 cm™' del alginato; en las peliculas se observan estas sefiales alrededor de los
1600 y 1026 cm™. Estos cambios pueden ser por la disminucion en la interaccion entre el
agua y el alginato, en donde ahora se involucra el glicerol que tiene mayor afinidad al agua

(Gao et al., 2017; Shaari et al., 2018).

En las Figuras 31, 32 y 33 se presentan los espectros FTIR de las peliculas cargadas
con los extractos de cada macroalga, en los cuales se observo que la vibracion asimétrica y
simétrica del grupo carboxilato (-COO") evidencian un leve desplazamiento luego del
cargado con los extractos debido a que pueden producirse interacciones intermoleculares por
puente de hidrogeno y/o i6nicos (Aydin & Zorlu, 2022; Kadam et al., 2015; Shin et al., 2019;

Wang et al., 2017). Las interacciones entre la matriz polimérica y el extracto pueden ser
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producidos por los grupos hidroxilos, carboxilos y/o carbonilos entre otros grupos
funcionales presentes en los compuestos de los extractos. Las macroalgas pardas contienen
exclusivamente florotaninos (Gaitan-Espitia & Schmid, 2020), los cuales poseen mas de un
grupo hidroxilo. En adicion, considerando que el alginato también tiene dos grupos hidroxilo
en los residuos manurénico y gulurdnico, estos también pueden interactuar con los
compuestos polifendlicos de los extractos formando una red mas estable (Aloui et al., 2021;
Kadam et al., 2015). En los espectros FTIR de las peliculas también se evidenciaron sefiales
alrededor de los 2920 y 2850 y 671 cm™ que son marcados en los extractos, lo que confirma

la integracion del extracto en las peliculas.

Con respecto a la reticulacion con calcio de las peliculas se perciben cambios en las
sefiales correspondientes a la vibracion del estiramiento asimétrico y simétrico del grupo
carboxilato, la Tabla 31 reporta las sefiales antes y después de la reticulacion, donde se
observé que en la sefial alrededor de los 1602 cm™ ocurre un desplazamiento a un nimero
de onda més bajo, a 1596 cm™, mientras que para la sefial a los 1409 cm™! el desplazamiento
va a un nimero de onda mas alto, a 1415 cm™'. Estos cambios se deben a la fuerte interaccion
electrostatica que ocurre entre el cation divalente (Ca®") y el carboxilato (COO") (J. Li et al.,
2016; Tong et al., 2017; Urquiza et al., 2011). Estos picos son caracteristicos para identificar
el intercambio i6nico, al variar el entorno en la pelicula se produce el intercambio de los
iones de sodio por los iones de calcio, en el que se involucran cambios con el peso y tamafio;
teniendo en consideracion que la formacidn mas compacta lo tienen los residuos gulurénicos
(Bloques G), entonces se beneficia el posicionamiento del Ca*" en la cadena polimérica lo
que conlleva a un ordenamiento en el material; es asi, que se observan variaciones en las
sefnales del carboxilato (Blachechen & Petri, 2019; Giz et al., 2020; J. Li et al., 2016). Los
desplazamientos en las sefiales del carboxilato confirman la reticulacion del proceso; sin
embargo, en las peliculas #3 y #4, la sefial a 1410 cm™ no evidencia cambios significativos,
mientras que la sefial a 1601 cm™! se desplazo a 1629 cm™, en algunos casos se debe a que
se produjo una reticulacién incompleta (Bekin et al., 2014). En cuanto a las intensidades de
las peliculas reticuladas se observd una disminucion en las sefiales del carboxilato, debido a
que los grupos hidroxilo y carboxilato de la matriz polimérica forman una estructura mas
rigida con el Ca®" (de Laia et al., 2014; Larosa et al., 2018); sin embargo, la presencia de los
extractos incrementa las intensidades, lo que indica una posible competencia en las

interacciones con los compuestos polifenolicos del extracto y la cadena polimérica.
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Tabla 31

Valores comparativos de las sefiales de vibracion de estiramiento asimétrico y simétrico del

carboxilato (-COQO ) antes y después de la reticulacion con calcio.

Numero de onda (cm™)

N° Componentes
v(-COO) Asimétrico v(-COO) simétrico

#1 AlgRGP 1602.2 1409.6
#2 AlgRGPCa 1596.2 1415.6
#3 AlgRGPExtM 1601.5 1410.6
#4 AlgRGPExtMCa 1629.2 1410.4
#5 AlgRGPExtL 1601.2 1406.2
#6 AlgRGPExtLCa 1591.4 1414.5
#7 AlgMGP 1607.8 1406.3
#8 AlgMGPCa 1596.2 1415.6
#9 AlgMGPExtM 1606.1 1409.6
#10 AlgMGPExtMCa 1600.2 1413.5
#11 AlgLGP 1601.8 1407.2
#12 AlgL.GPCa 1598.1 1415.6
#13 AlgLGPExtL 1602.5 1406.6
#14 AlgL.GPExtLCa 1601.1 1414.3

Nota.  AlgR: Alginato referencial; AIgM: Alginato extraido de M. pyrifera; AlgL: Alginato extraido de L.
trabeculata; G: glicerol; P: PEG400; ExtM: Extracto de M. pyrifera; ExtL: Extracto de L. trabeculata; Ca:

reticulacion con Calcio.

A continuacidn, se presentan los espectros FTIR de las peliculas a base del alginato
referencial, los alginatos extraidos, los cargados con los extractos de las macroalgas, las

reticulaciones con calcio, ademas de los otros constituyentes de las peliculas elaboradas.
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Figura 30

Espectros FT-IR de la pelicula de alginato, pelicula de alginato reticulada, alginato

referencial, glicerol, polietilenglicol y solucion de cloruro de calcio.
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Figura 31

Espectros FT-IR de las peliculas de alginato referencial, peliculas cargadas con los

extractos, peliculas reticuladas, extracto de M. pyrifera y extracto de L. trabeculata.
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Figura 32
Espectros FT-IR de la pelicula a base del alginato extraido, peliculas cargadas con extracto,

peliculas reticuladas, alginato extraido de M. pyrifera y extracto de M. pyrifera.
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Figura 33

Espectros FT-IR de la pelicula a base del alginato extraido, peliculas cargadas con extracto,

peliculas reticuladas, alginato extraido de L. trabeculata y extracto de L. trabeculata.
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2. Termogravimetria / Termogravimetria derivativa (TGA/DTG)

2.1. Condiciones de Trabajo

El anélisis termogravimétrico se realizo en un equipo de TA Instruments modelo
SDT Q600 en el laboratorio del Instituto de Quimica de Sio Carlos (IQSC) de la Universidad
de Sao Paulo en Brasil (USP). Las mediciones se trabajaron en atmosfera inerte (N2) a un

flujo de 50 mL min’!

, en un rango de temperatura de 30 a 1000 °C con una rampa de
calentamiento de 10 °C min™! y en unos crisoles térmico de alimina (6xido de aluminio).

Los datos obtenidos del TGA/DTG fueron graficados con el programa OriginPro 2018.
2.2. Caracteristicas y analisis de los termogramas

En las Figuras 34 y 35 se presentan los termogramas (TGA/DTG) de las peliculas,

en donde se tienen las siguientes observaciones:

Las peliculas presentaron los procesos de descomposicion térmica del alginato, se
evidencid los procesos de deshidratacion, descomposicion/degradacion y transformacion del

residuo a materiales carbonosos.

Para las peliculas bases, sin adicion de extracto ni reticulacion, en la primera etapa,
analizado entre los 30 °C a 160 °C, se obtuvo la primera pérdida de masa entre los 6 -11 %
asociado a la evaporacion del agua, de los plastificantes y/o trazas de solventes (S. Kim et
al., 2018; Shaari et al., 2018); en la segunda etapa, entre los 160 °C a 300 °C, se obtuvo el
mayor porcentaje de pérdida de masa (56 — 60 %) debido a la descomposicion de la matriz
polimérica y de los plastificantes (Aloui et al., 2021), en simultaneo se produce la
despolimerizacion y pir6lisis de las cadenas poliméricas (Nguyen et al., 2020) que puede
ocurrir hasta los 500 °C en donde se genera la degradacion de los fragmentos obtenidos
previamente, con pérdidas de masa entre los 8 -11 %; en la tltima etapa se tiene la conversion

de los componentes degradados a materiales carbonosos (Soares et al., 2004).

Al comparar las peliculas con los alginatos que se emplearon como base, se observa
una disminucidn en la temperatura de degradacion, en el caso de los alginatos de partida
caracterizados anteriormente, la temperatura era alrededor de los 250 °C mientras que en las

peliculas fue a los 217 °C, esto debido a la presencia del plastificante (Gao et al., 2017).
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En las peliculas que se cargaron con los extractos de macroalgas pardas se observaron
ligeros cambios en la temperatura de degradacion. En este caso se observd un leve
incremento en la mayoria de las peliculas, siendo la tunica diferencia para la pelicula
elaborada con el alginato extraido de la M. pyrifera cargado con su respectivo extracto, en
donde se observd una pequeiia disminucion en la temperatura. Estos cambios pueden deberse
a la presencia de los compuestos polifendlicos presentes en los extractos, los cuales inducen
ligeras perturbaciones en la matriz polimérica, influenciando la temperatura de
deshidratacion y descomposicion del material. También los compuestos polifendlicos son
mas sensibles al calor por lo que promueve la variacion de la temperatura de degradacion.
Acorde a Aloui et al., 2021 la temperatura se incrementa acorde a la concentracion de los
extractos, mientras que Nguyen et al., 2020 manifiesta una disminucién en la temperatura
con relacion a los extractos fenolicos. En general, la incorporacion de los extractos en las

peliculas de alginato no influye drasticamente en la estabilidad térmica de las peliculas.

Con respecto a las peliculas reticuladas se observd que en la primera etapa los
porcentajes de pérdida de masa disminuyeron a comparacion de las peliculas bases y de las
peliculas cargadas con extractos. Esta disminucion se debe a que en el caso de los
polisacaridos, estos tienen una fuerte afinidad al agua debido a que poseen grupos
hidrofilicos en sus cadenas, en el alginato de sodio se tiene dos hidroxilos (-OH) y un grupo
carboxilato (-COO") para cada residuo gulurénico y manurdnico los cuales pueden
interactuar con el hidrogeno del agua; sin embargo, la reticulacion con una solucion de calcio
en las peliculas produce un intercambio i6nico donde los iones de calcio reemplazan a los
iones de sodio generando una disminucién de los sitios hidrofilicos (Bekin et al., 2014; Giz
etal., 2020); por ende, absorbe menos humedad lo que se evidencia en el TGA. En la segunda
etapa se evidencid en las curvas DTG (Figura 35) un aumento en la temperatura de
degradacion del material debido a que se tiene un ordenamiento de las cadenas poliméricas
lo que conduce a la formacion de una red rigida y semi-penetrante (Xiao et al., 2002). Otro
detalle se observa en la disminucion de la pérdida de masa también en esta etapa debido a la
presencia del calcio en los carboxilatos de las cadenas del alginato se tiene un proceso de
descomposicion y degradacion mas lento lo que se confirma con el aumento de temperatura
observado en las curvas DTG de la Figura 35 y cuyos datos se reportan en la Tabla 32. En
la siguiente etapa, la formacién de residuos carbonosos evidencia un aumento en el

porcentaje de la pérdida de masa debido a que se tendra carbonato de sodio (Na,COs3) y
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carbonato de calcio (CaCOs) por ello la cantidad aumenta. Esto también se observa al final

del analisis, los residuos en las peliculas reticuladas tienen un mayor contenido.

En la Tabla 32 se indican los porcentajes de pérdida de peso de las peliculas
realizadas con el alginato referencial, el alginato extraido de la M. pyrifera y el alginato
extraido de la L. trabeculata, asi como el cargado con extracto los extractos hidroalcoholicos

de cada especie de macroalga parda y sus respectivas reticulaciones.

Tabla 32

Resultados de la termogravimetria (TGA/DTG) en atmosfera inerte de las peliculas.

Porcentaje de Pérdida de Peso (%)

N°  Composicion Formacién l()oTC();
Deshidratacién Descomposicion Degradacién de Residuo
Carbonato
#1  AlgRGP 9.32 60.51 8.25 17.69 4.22 217
#2  AlgRGPCa 7.25 49.81 13.62 2241 6.91 228
#3  AIgRGPExtM 4.94 62.14 8.59 20.07 4.26 218
#4  AlgRGPExtMCa 19.26 48.93 8.69 17.79 5.31 226
#5  AlgRGPExtL 5.28 63.19 8.14 18.23 5.14 219
#6  AlgRGPExtLCa 6.84 46.55 15.08 24.65 6.88 227
#7  AlgMGP 6.77 56.67 11.98 19.32 5.25 211
#38  AlgMGPCa 5.75 56.21 10.05 19.62 8.96 212
#9  AlgMGPExtM 5.68 56.10 12.43 19.66 6.13 210
#10 AIgMGPExtMCa 3.94 54.19 12.41 21.04 8.40 237
#11  AlgLGP 10.92 56.57 11.31 13.78 7.42 193
#12  AlgLGPCa 7.56 54.25 9.71 20.14 8.34 197
#13  AlgLGPExtL 8.68 55.49 10.39 17.33 8.09 194
#14 AlgLGPExtLCa  6.28 53.75 7.99 20.97 1098 214

Nota.  AlgR: Alginato de sodio referencial; AlgM: Alginato extraido de M. pyrifera; AlgL: Alginato extraido
de L. trabeculata; G: glicerol; P: PEG400; ExtM: Extracto de M. pyrifera; ExtL: Extracto de L. trabeculata;

Ca: reticulacion con Calcio.
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Figura 34

Termogramas (TGA) de las peliculas a base del: a) alginato referencial (AIgR), alginato

extraido de las macroalgas pardas (AlgM y Algl), s/c reticulacion de calcio (Ca); b)

alginato referencial, alginato extraido c/u cargados con el extracto de M. pyrifera (ExtM),

s/c reticulacion de calcio; c) alginato referencial, alginato extraido c/u cargado con el

extracto de L. trabeculata (ExtL), s/c reticulacion de calcio.
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Curvas DTG de las peliculas a base del: a) alginato referencial y cargado con los extractos;

b) alginato extraido y cargado con el ExtM; c) alginato extraido y cargado con el ExtL. En

cada caso con sus reticulaciones de calcio correspondientes
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3. Difraccion de Rayos X (DRX)

3.1. Condiciones de Trabajo

Los difractogramas DRX de las muestras se trabajaron en un equipo Bruker DS
Advance con una fuente de radicacion de CuK a (A = 0,1542 nm) operando a un voltaje de
40 Kv, una corriente de 40 mA y una fuente de radiacion de Cu k, (A = 0.1542 nm) en el
rango 20° de 5 a 80° con incremento de 0.02° y tiempo de acumulacién de 0.5 s por paso.
El andlisis se realizo en el laboratorio del Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC) de la
Universidad de Sdo Paulo en Brasil (USP). Los datos fueron graficados con el programa

OriginPro 2018.

3.2. Caracteristicas y analisis de los difractogramas

Los DRX de los alginatos bases se indicaron anteriormente en donde se obtuvieron
aproximadamente picos de difraccion 20 de 13.8° y 22.3° correspondientes al residuo
gulurénico y manurdnico respectivamente (Fontes et al., 2013); cuyas intensidades fueron
diferentes debido a que dependian de la conformacién y disposicion de las cadenas del
alginato, esta variacion se confirmé con los resultados del RMN en donde se obtuvieron

diferencias en el contenido del residuo gulurdénico entre los alginatos de interés.

Las Figuras 36 y 37 presentan los difractogramas de las peliculas en donde se
observo que el pico a 20 = 13.8° disminuyd a comparacion del alginato base, esto es debido
a la presencia del plastificante el cual cambia la estructura semicristiana del alginato a una
estructura mas amorfa; es decir, las interacciones intermoleculares del alginato se ven
influenciadas por el glicerol, el cual forma puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilos
del alginato lo que facilita la movilidad de las cadenas poliméricas (Shaari et al., 2018). Esta
disminucion del pico también indica que se tienen mayores distancias entre las cadenas
poliméricas (Gao et al., 2017). En el caso del pico de difraccion a los 22.3° se incremento y

se ensancho levemente lo que indica una pelicula mas homogénea.

En el caso de las peliculas cargadas con los extractos, no se presentan diferencias con
las peliculas bases, esto puede inferir que los compuestos polifendlicos de los extractos
también interaccionan fuertemente con los grupos funcionales del alginato lo que elimina la

semicristalinidad del alginato (Peng et al., 2020).
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Los difractogramas de las peliculas reticuladas evidencian un pico muy pequefio casi
imperceptible pero ligeramente mayor que las peliculas bases alrededor de los 13.8° mientras
que el pico a los 22.3° se mantuvo. Asimismo, se observa un leve ensanchamiento en los
picos de difraccion lo que sugiere que existe un ordenamiento de las cadenas poliméricas y

un espaciado entre las cadenas en forma de capas (Urquiza et al., 2011).

Figura 36

Difractogramas (DRX) de las peliculas de alginato referencial, de las peliculas cargadas

con extracto de M. pyrifera, cargado con L. trabeculata y sus reticulaciones con calcio.
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En el caso de las peliculas elaboradas con los alginatos extraidos, los DRX (Figura
38) presentan un pico intenso a 29.3° y picos menores a 35.8°, 39.4°, 43.2°, 47.8° y 48.5°
que son caracteristicos del CaCOs3, lo que puede indicar que parte del calcio reacciond con

el carbonato remanente en la matriz polimérica del alginato (Jiang et al., 2019).

Figura 37

Difractogramas (DRX) de las peliculas a base del: a) alginato extraido y cargado con el
extracto de M. pyrifera, s/c reticulacion de calcio; b) alginato extraido y cargado con el

extracto de L. trabeculata, s/c reticulacion de calcio.
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4. Transmitancia de luz y opacidad

4.1. Condiciones de Trabajo

La transmitancia de las peliculas se registr6 en un espectrofotometro UV/Vis marca
Varian Cary 50 Bio, en el rango de 200 a 700 nm. Las muestras fueron cortadas en piezas
de 2 x 2 cm y colocadas en el adaptador de peliculas. El andlisis se realizé en el laboratorio

del Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC) de la Universidad de Sao Paulo en Brasil (USP).

La opacidad se determin6 a partir de la transmitancia y el espesor de cada pelicula,
acorde a Cui et al., 2021 estos valores se reemplazaron en la siguiente ecuacion:

—Log (T)

Opacidad = n

Donde T es la transmitancia de la pelicula a 600 nm y d es el espesor de la pelicula

en milimetros (mm).

El espesor de cada pelicula se midié en un micrometro digital Mitutoyo 293-MDH,
rango de 0 a 25 mm, resolucion de 0.0001 mm. Las muestras fueron puestas en una superficie
compacta de espesor conocido y se registraron las mediciones como la diferencia con la

superficie compacta. Los datos recopilados fueron tratados con el programa OriginPro 2018.

4.2. Caracteristicas y analisis de las peliculas

La Tabla 33 reporta los espesores, transmitancias y opacidades de las peliculas, en
los cuales infieren que la incorporacion de los extractos incrementa ligeramente el espesor
de las peliculas posiblemente a que se produce una alineaciébn u ordenamiento
conformacional de las cadenas del alginato frente al extracto por lo que hay mas sélidos
dispersos en la matriz polimérica (Aydin & Zorlu, 2022). En el caso de las peliculas
reticuladas se observo también un incremento del espesor debido al entrecruzamiento que se
produce entre los cationes de calcio y los grupos carboxilatos de las cadenas poliméricas,
principalmente en el bloque G, formando redes mas compactas y rigidas. Acorde a distintos
estudios, el empleo de soluciones reticulantes genera la disolucion del alginato en la solucion
y el entrecruzamiento de los cationes divalentes formando peliculas més gruesas que las

peliculas bases (Cofelice et al., 2019; J. Li et al., 2016).
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Tabla 33

Valores del Espesor, Transmitancia y Opacidad de las peliculas en la region del UV-Vis.

Transmitancia (%)

N°  Peliculas E(SI‘I’I‘I’;‘)” UV-C  UV-B  UV-A Visible Op&i‘_‘ad
240nm 300nm 360nm 600nm
#1  AlgRGP 0.1087 36.23 58.42 71.74 87.45 0.54
#2  AlgRGPCa 0.1095 44.78 63.53 75.20 88.30 0.49
#3  AlgRGPExtM 0.1163 31.09 54.66 68.50 83.42 0.68
#4  AlgRGPExtMCa 0.1234 25.21 54.5 72.97 89.42 0.39
#5  AlgRGPExtL 0.1187 20.25 45.29 62.81 84.27 0.63
#6  AlgRGPExtLCa 0.1276 31.63 57.81 72.62 88.12 0.43
#7  AlgMGP 0.1343 1.92 12.00 24.42 55.99 1.88
#8  AlgMGPCa 0.2032 0.62 2.55 3.95 5.53 6.19
#9  AlgMGPExtM 0.1444 1.62 13.60 27.85 61.81 1.45
#10 AIgMGPExtMCa  (0.2066 0.09 1.58 3.07 4.98 6.30
#11 AlgLGP 0.1114 9.30 29.61 51.12 82.60 0.75
#12  AlgLGPCa 0.1729 0.03 0.45 1.44 7.97 6.35
#13  AlgLGPExtL 0.1229 0.09 12.63 31.78 73.66 1.08
#14  AlgLGPExtLCa 0.1804 0.67 2.21 3.72 6.16 6.71
Nota. UV-C: Ultravioleta tipo C, 200 — 280 nm; UV-B: Ultravioleta tipo B, 280 — 315 nm; UV-A:

Ultravioleta tipo A, 315 — 400 nm; U.A.: unidades arbitrarias.

La Figura 38 presenta las peliculas elaboradas desde las peliculas base, peliculas

cargadas con los extractos y peliculas reticuladas a modo de comparacion entre si. A primera

vista las peliculas cargadas con los extractos y elaboradas con los alginatos extraidos de las

macroalgas pardas de estudio evidenciaron cierta coloracion parda-verdosa posiblemente a

la presencia de compuestos polifendlicos y pigmentos como betacarotenos, fucoxantinas,

violaxantinas y clorofilas entre otros que otorga el color pardo caracteristico de este tipo de
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macroalgas (Kadam et al., 2015). Asimismo, las peliculas a base de los alginatos extraidos
y reticuladas eran semi-blanquecinas, los cuales evidenciaron opacidades mayores que las
peliculas del alginato referencial, visualmente las diferencias fueron mas notables, por lo que

estas peliculas pueden abarcar otros campos de aplicacion o funcionalidad.

Figura 38

Peliculas del alginato referencial, peliculas de los alginatos extraidos de cada macroalga,

cargados con los extractos hidroalcohdlicos de M. pyriferay L. trabeculata, s/c reticulacion.

Peliculas a base del AlgR (referencial) Peliculas a base del AlgM (extraido)

Nota. 1: AlgRGP; 2: AlgRGPCa; 3: AlgRGPExtM; 4: AlgRGPExtMCa; 5: AlgRGPExtL; 6:
AlgRGPExtLCa; 7: AlgMGP; 8: AlgMGPCa; 9: AlgMGPExtM; 10: AlgMGPExtMCa; 11: AlgLGP;
12: AlgLGPCa; 13: AlgLGPExtL; 14: AlgLGPExtLCa.
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A continuacion, la Figura 39 presenta los espectros de transmitancia de las peliculas

en el rango de 200 nm a 700 nm.

Figura 39

Espectros de Transmitancia de: a) peliculas elaboradas con el alginato referencial,

peliculas cargadas con los extractos y reticuladas; b) peliculas a base de los alginatos

extraidos, peliculas cargadas con sus respectivos extractos y reticuladas.
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Acorde a la Figura 39.a, en la region visible (600 nm), las peliculas elaboradas con
el alginato referencial presentaron una transmitancia mayor del 70 % mientras que en la
region ultravioleta (UV) disminuy6 considerablemente, siendo el minimo valor del 20.25 %.
En comparacion con las peliculas elaboradas con los alginatos extraidos (AlgM y AlgL)
(Figura 39.b), las transmitancias en el visible fueron de 55.9 % (#7), 5.53 % (#8), 61.8 %
(#9), 4.98 % (#10), 82.6 % (#11), 7.97 % (#12), 73.6 % (#13) y 6.16 % (#14), valores
menores que sus contrapartes comparativas (mayor del 70 %) y siendo mucho menor en la

region UV; en respuesta, las opacidades fueron mayores para estas peliculas.

Al incorporar los extractos de las macroalgas pardas se observo una disminucion de
la transmitancia, por ende, son mas opacas, esto puede atribuirse a que la absorcion de parte
de la luz se da por los grupos cromoforos de los compuestos polifenolicos presentes en los
extractos (Alizadeh-Sani et al., 2021; Fernandez-Marin et al., 2022). En general, diversos
estudios indican que las peliculas cargadas con extractos polifendlicos pueden brindar
proteccion a alimentos empaquetados y prevenir la foto-degradacion, asimismo, peliculas
mas opacas protegen contra la luz ultravioleta (Aloui et al., 2021; S. Y. Cheng et al., 2015;
Kadam et al., 2015; S. Kim et al., 2018).

Con respecto a las peliculas reticuladas con calcio se observa una gran diferencia en
las peliculas a base de los alginatos extraidos (AlgM y AlgL), siendo estos mas opacos que
las otras peliculas e inclusive se tiene un bloqueo de la luz Ultravioleta (UV) percibida en la
region UV-C (240 nm). Al comparar con las peliculas reticuladas elaboradas con el alginato
referencial no se observd mucha variacion en la opacidad. Estos cambios pueden deberse a
la conformacion del alginato, teniendo en consideracion que la reticulacion o el
entrecruzamiento de los cationes de calcio se posicionan e interactiian mejor con los grupos
carboxilatos de los residuos gulurénicos (Bloque G) de la cadena polimérica entonces se
infiere que a mayor contenido de residuos gulurdnicos se tendrd mayor cantidad de iones de
calcio que interactien, esto se evidencid en los termogramas de las peliculas en donde los
residuos fueron mayores para las peliculas reticuladas y elaboradas con los alginatos
extraidos a comparacion de las peliculas de alginato referencial; adicionalmente, la
caracterizacion por RMN'H y RMN!*C de los alginatos extraidos indicaron mayor
proporcion del residuo gulurénico que el alginato referencial confirmando los resultados

obtenidos en las peliculas.
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5. Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FESEM)
5.1. Condiciones de Trabajo

El analisis se realizd en un Microscopio electronico de barrido de emision de campo
marca Schottky JSM-7200F en el laboratorio del Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC)
de la Universidad de Sao Paulo en Brasil. Se trabaj6 con un voltaje de aterrizaje de 2.00 kv,

un detector LED y a resoluciones de 10 um y 1 pm con ampliaciones de x1000 y x5000.

Las muestras fueron previamente secadas en una estufa a 50°C durante 24 h. Luego,
las peliculas fueron cortadas aproximadamente a 0.5 x 0.5 cm y colocadas en los soportes de
oro (metalizacion en Au) siendo puestas a un alto vacio en un desecador por 20 minutos.

Todas las muestras se mantuvieron en el desecador hasta su posterior analisis.

5.2.  Caracteristicas y analisis de las imagenes FESEM

En las Figuras 40, 41 y 42 se muestran las imagenes FESEM de las peliculas, los

cuales presentaron diferentes caracteristicas superficiales.

La pelicula a base de alginato referencial (AIgRGP) fue més compacta y homogénea
que las peliculas elaboradas con los alginatos extraidos (AlgMGP y AlgLGP), las cuales
presentaron cavidades y eran mas rugosas, esto se debe por las diferentes caracteristicas que
presentaron los alginatos de partida. Al tener diferentes conformaciones (relacion M/G) en
sus cadenas poliméricas, las interacciones entre el agua, los plastificantes y el alginato
varian, por lo que luego del secado las peliculas puedan presentar espacios. Estudios con
relacion al contenido de glicerol y PEG-400 en peliculas indican que la morfologia es més
homogénea debido a que el plastificante puede interactuar con las cadenas del alginato
brindado movilidad y un leve ordenamiento, que luego de la evaporacion del medio forma
una superficie compacta (Gao et al., 2017; Yacob et al., 2021) tal como se evidencio6 en la
pelicula AIgRGP, mientras que en las peliculas de AlgMGP y AlgLGP se puede indicar que
las interacciones entre los plastificantes y el alginato no fue completamente a lo largo de las
cadenas poliméricas sino en secciones, por lo que la porosidad que presenta la superficie es

producto del espacio dejado por el plastificante luego del secado (Shaari et al., 2018).
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En el caso de las peliculas cargadas con los extractos de las macroalgas pardas se
presentaron superficies heterogéneas, rugosas y con ciertas arrugas, los cuales se observaron
mejor en las peliculas AIgRGPExtM y AlgRGPExtL debido a que las peliculas elaboradas
con los alginatos extraidos y cargadas con sus respectivos extractos ya presentaban en sus
peliculas bases superficies heterogéneas. Estos cambios morfologicos se deben a la presencia
de los compuestos polifendlicos que alteran el ordenamiento de las cadenas; es asi, que
debido a las fuertes interacciones de los grupos afines entre los compuestos polifendlicos y
las cadenas del alginato se forman protuberancias o arrugas en la superficie de las peliculas
cargadas con extractos. De la misma manera, Aydin & Zorlu, 2022 reportd superficies
irregulares y rugosas al adicionar extractos polifenolicos de las hojas de flor de Jamaica a
peliculas de alginato; Kadam et al., 2015 trabajé con extractos del alga parda de Ascophyllum
nodosum en peliculas de gelatina y caseinato, obteniendo superficies rugosas y pequefios
cumulos debido a que los extractos del alga tenian diversos compuestos fenolicos que

interactiian en distintas zonas de la matriz polimérica.

En relacion con las peliculas reticulas se percibieron distintos cambios morfologicos.
En las peliculas elaboradas con el alginato referencial y cargadas posteriormente, se
observaron superficies medianamente lisas lo que puede indicar una disposicion mas
ordenada de la matriz polimérica (Aydin & Zorlu, 2022). Para las peliculas realizadas con
los alginatos extraidos y reticuladas con calcio se observaron morfologias muy heterogéneas
y rugosas, esto puede atribuirse a las caracteristicas diferentes del alginato indicado
anteriormente. Acorde a Shaari et al., 2018, la presencia de cationes de calcio en peliculas
plastificadas, cuyas cadenas poliméricas tienen cierta movilidad y estdn homogéneamente
distribuidas, genera membranas suaves y regulares debido al reordenamiento de sus cadenas
formando redes mas compactas. Sin embargo, esto no se evidencia en las otras peliculas
debido a que el entrecruzamiento de los cationes de calcio se produce en un sistema no
uniforme; es decir, las peliculas bases de los alginatos extraidos ya evidenciaban superficies

heterogéneas y cavidades, por lo que la reticulacion con calcio se dio de forma irregular.

A continuacion, se muestran las imagenes FESEM para tres amplitudes de estudio
(x1000, x5000 y 15000) de las peliculas elaboradas con el alginato referencial, peliculas a
base de los alginatos extraidos y sus comparativos con las peliculas cargadas con sus

respectivos extractos y sus correspondientes reticulaciones con calcio.
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Figura 40

Imdgenes FESEM de las peliculas elaboradas con el alginato referencial y sus variaciones.
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Figura 41

Imadgenes FESEM de las peliculas elaboradas con el alginato extraido de la Macrocystis

pyrifera, las peliculas cargadas con el extracto y las peliculas reticuladas con calcio.
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Figura 42

Imadgenes FESEM de las peliculas elaboradas con el alginato extraido de la Lessonia

trabeculata, las peliculas cargadas con el extracto y las peliculas reticuladas con calcio.

10 pm (x1000) 1 pm (x5000) 1 pm (x15000)
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6. Caracteristicas fisicas de las peliculas
6.1. Condiciones de Trabajo

6.1.1. Espesor de las peliculas

Para medir el espesor de cada pelicula se empled un micrometro digital Mitutoyo
293-MDH, rango de 0 a 25 mm, resoluciéon de 0.0001 mm. Se registraron 10 medidas del
espesor en secciones aleatorias de la pelicula y se estim¢ el promedio de las mediciones para

cada muestra.

6.1.2. Contenido de humedad

El contenido de humedad de las peliculas se determin6 por el método gravimétrico
segun los procedimientos de Aydin & Zorlu, 2022 y Cofelice et al., 2019, con algunas
modificaciones. Para la realizacion del ensayo se utilizd una balanza analitica Vibra LF.
Cada pelicula se cort6 en trozos de 20 x 20 mm y se pesaron las masas, registrandose como
masa inicial (M), luego se secaron en una estufa a 105 °C durante 24 horas a fin de eliminar
el agua remanente en las muestras. Posteriormente, las muestras se almacenaron en un
desecador hasta que alcanz6 una masa constante y se registr6 como masa final (My). El

contenido de humedad se calcul6 acorde a la siguiente ecuacion:

M; — Mg
% Contenido de Humedad = ( I ) x 100

i

6.1.3. Solubilidad

La solubilidad de las peliculas en agua se determin6 acorde a los procedimientos
descritos por Laohakunjit & Noomhorm, 2004 y Oliveira Filho et al., 2019, con algunas
modificaciones. Se cortaron trozos de 20 x 20 mm de cada pelicula y se seco a 105 °C durante
24 horas, luego se registrd la masa (M;). Las muestras secas se sumergieron en 10 mL de
agua destilada por 30 minutos a temperatura ambiente, luego se separ6 el remanente s6lido
o insoluble y se seco a 105 °C por 24 horas, finalmente se registro la masa final (M»). La

solubilidad se determind empleando la siguiente ecuacion:

. M; — M,
% Solubilidad = (T) x 100
1
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6.2. Determinacion y analisis de los ensayos

Tabla 34

Caracteristicas fisicas de las peliculas: espesor, humedad y solubilidad.

Ne Composicion Espesor (mm) Humedad (%)  Solubilidad (%)
#1 AlgRGP 0.1087 £ 0.0005 2891 +0.19 61.71+1.45
#2 AlgRGPCa 0.1095 + 0.0004 27.59 +0.65 3336+ 1.18
#3 AlgRGPExtM 0.1163 +0.0008 29.12+0.41 64.96 + 1.24
#4 AlgRGPExtMCa  0.1234 + 0.0006 26.34 +0.77 36.88 + 1.06
#5 AlgRGPExtL 0.1187 £ 0.0005 29.24 +0.37 66.54+1.10
#6 AlgRGPExtLCa 0.1276 £ 0.0009 25.77 £ 0.52 3436+ 1.39
#7 AlgMGP 0.1343 £ 0.0004 28.34+0.63 65.51+1.82
#8 AlgMGPCa 0.2032 £ 0.0007 26.87 +0.44 2645+ 1.44
#9 AlgMGPExtM 0.1444 £ 0.0003 28.76 +£0.43 68.84 +1.13
#10  AlgMGPExtMCa  0.2066 = 0.0005 2591 +0.72 28.21 +£1.59
#11 AlgLGP 0.1114 £+ 0.0006 29.17+0.90 64.48 +1.28
#12  AlgLGPCa 0.1729 £ 0.0006 25.64+£0.71 26.5+1.17
#13 AlgLGPExtL 0.1229 £ 0.0008 29.35+1.06 65.72+1.07
#14  AlgLGPExtLCa 0.1804 + 0.0005 25.68+1.11 27.9+1.38
Nota. AlgR: Alginato de sodio referencial; AlgM: Alginato extraido de M. pyrifera; AlglL: Alginato

extraido de L. trabeculata; G: glicerol; P: PEG400; ExtM: Extracto de M. pyrifera; ExtL: Extracto

de L. trabeculata; Ca: reticulacion con Calcio.

Acorde a los resultados presentados en la Tabla 34, existe una marcada diferencia

entre las peliculas base (solo alginato), las peliculas cargadas con los extractos y las peliculas

reticuladas. Como se indic6 anteriormente, en el caso del espesor que influye en la opacidad,

los espesores de las peliculas bases (#1, #7 y #11) son menores a sus consecuentes peliculas

modificadas. El espesor no solo se ve influenciado por los métodos de elaboracion de las

peliculas sino también por la adicion de extractos y agentes reticulantes, los cuales aumentan

en cada caso un poco mas el espesor.
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En la matriz polimérica de las peliculas, la incorporacion de extractos conlleva a
cambios conformacionales de las cadenas poliméricas debido a la presencia de distintos
compuestos que interactuan con las cadenas; ademas, se tiene un aumento de componentes
en las peliculas (mayor presencia de sélidos), por lo que se evidencid un incremento del
espesor tal como se reportan en otros estudios (Aydin & Zorlu, 2022; Kadam et al., 2015;
Oliveira Filho et al., 2019). Asimismo, se obtuvo otro aumento del espesor al utilizar agentes
reticulantes debido a la presencia de los iones de calcio que ingresan en la matriz polimérica

e interactuan con los residuos G del alginato (Cofelice et al., 2019; S. Kim et al., 2018).

Al evaluar las propiedades de las peliculas es necesario considerar la solubilidad y
humedad del material si se espera emplearlos con fines de proteccion y/o almacenamiento
como envases o contenedores de alimentos, siendo una de sus funcionalidades disminuir la
transferencia de humedad entre el alimento y su entorno, por ende, las peliculas deben ser
relativamente insolubles para evitar la pérdida del material pero también tener una moderada
afiliacion al agua que permita su aplicacion en superficies de alimentos frescos, en ese
sentido, los componentes de las peliculas influyen en sus caracteristicas fisicas (Mohammed
et al., 2023; Tarique et al., 2021). El empleo de plastificantes aumenta la humedad y
solubilidad del material debido a los grupos hidroxilos que interaccionan con el agua y la
matriz polimérica, formando enlaces de hidrogeno, lo que ocasiona la retencion del agua en
las peliculas. En este caso se empled la combinacion de dos plastificantes, glicerol (cadena
corta, 30H) y PEG400 (cadena mediana, 20H), los cuales por sus diferencias ingresan a la
matriz polimérica e influyen en el sistema en diferente intensidad o manera aportando un
grado higroscopico medio (Abera et al., 2020; Cao et al., 2009; Laohakunjit & Noomhorm,
2004; Suderman et al., 2018), a modo pre-experimental se elaboraron peliculas con
diferentes proporciones de los plastificantes, siendo visualmente aceptable la proporcion
Glicerol:PEG400 (1:1). Otro componente en el sistema es el calcio, las peliculas de alginato
presentan limitaciones debido al caracter hidrofilico del alginato por lo que es necesario
reticular con iones divalentes (Ca®") a fin de disminuir la humedad y la solubilidad de las
peliculas tal como se evidencio en los resultados. En el caso de los extractos, se observo un
ligero aumento de la humedad y solubilidad debido a la presencia de compuestos con grupos
funcionales que también influyen en la matriz polimérica al competir con los otros
componentes (plastificante y alginato) en las interacciones con su entorno, estos resultados

fueron igualmente reportado en otros estudios (Aydin & Zorlu, 2022; S. Kim et al., 2018).
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7. Determinacion de la Actividad Antioxidante de las peliculas
7.1.  Condiciones de Trabajo

La actividad antioxidante de las peliculas se realizo por el método de eliminacion de
radicales libres de DPPH acorde a los procedimientos descritos por Aloui et al., 2021 y Kim
et al., 2018, con algunas modificaciones. Se pesod aproximadamente 0.12 g de la pelicula y
se disolvid en 10 mL de agua destilada, se incub6 a 45 °C durante 30 minutos, luego se retird
los remanentes solidos. A partir de la solucion obtenida, en un tubo de ensayo se colocaron
1 mL de la muestra, 1 mL de una solucién metanodlica de DPPH 0.1 mM y se complet6 el
volumen a 5 mL con metanol, luego se dejo reposar en la oscuridad por 30 min y se midid
la absorbancia a 517 nm. Previamente, se preparo el control y el blanco del ensayo. El blanco
del ensayo es el solvente de trabajo y el control consistio en 1 mL de la soluciéon de DPPH y
4 mL de solvente. En cada caso se guardo6 en oscuridad por 30 min y se registro las lecturas

a 517 nm. El porcentaje de inhibicion se determin6 seglin la ecuacion vista anteriormente.
7.2. Determinacion y analisis del ensayo

Figura 43

Diagrama de datos comparativos de la actividad antioxidante de las peliculas.

100
% Inhibicidn
80
o 60.37
S - 59.01
5 5022 51.42
Q
2 42.17
§ 40 - £ 37.65 40i27 37.1
= E I
L
20+
1.83 156 257 173 299 1.62
0 ::: :I: T :3 T (I“ T :;:; T CI“ T E; T CI“
5 5 = 2 5 b 5 2
=) %2 (e > ~ I 5 9 (& & =) g o =
< % 5 o4 9o #®H o2 = 5 o4 < 5 o #
2 2 & & 5 ERCE- 2 3 5
< =®» g 2 3 < 3 O < = 9
< 5 < 2 < 3 < =
= < = <

152



Del diagrama comparativo de la Figura 43 se infieren los siguientes resultados:

Las peliculas bases que no tienen incorporados los extractos de las macroalgas en
cada caso, presentan un porcentaje de inhibicion imperceptible en comparacion con las otras
peliculas. En el caso de las peliculas bases elaboradas con los alginatos extraidos de la M.
pyrifera y L. trabeculata, se observd una accion inferior del 3% posiblemente por la
presencia de trazas fenolicas en la matriz polimérica; del mismo modo, se observd en las
peliculas reticuladas. En adicion, estos resultados pueden ser por el alginato, cuyos grupos
hidroxilos presentes en las cadenas poliméricas pueden interactuar con el reactivo (Elbayomi
et al., 2021); asimismo, estudios indican que alginatos de bajo peso molecular evidencian
una leve accion antioxidante que puede variar segun su concentracion (Kelishomi et al.,
2016), tal como se obtuvo en los alginatos extraidos de la M. pyriferay L. trabeculata, cuyos

pesos moleculares fueron inferiores al alginato referencial.

Al analizar las peliculas cargadas con los extractos de L. trabeculata se evidenciaron
porcentajes de inhibicién mayor del 50 %, a comparacion de las peliculas cargadas con los
extractos de M. pyrifera. Estos resultados siguieron la misma tendencia del andlisis de la
actividad antioxidante de los extractos, en donde el extracto de L. trabeculata presentd una
inhibicion del 84.45 % y la M. pyrifera del 81.74 %. La accion antioxidante que evidencian
las macroalgas es atribuida a los distintos metabolitos secundarios y/o compuestos fenolicos
presentes en sus extractos. Las macroalgas pardas contienen exclusivamente florotaninos.
Los florotaninos tienen gran importancia por su utilidad, como la accidén fotoprotectora
(Gaitan-Espitia & Schmid, 2020), antioxidante (Abdala-Diaz et al., 2014), antiinflamatorio

(Besednova et al., 2022), entre otros.

Al evaluar las peliculas reticuladas en todos los casos se observa una disminucion
del porcentaje de inhibicidn, esto puede deberse a que la reticulacion forma redes mas firmes
y/o agrupadas debido a la interaccion de los residuos guluronicos con los iones divalentes
de calcio, encapsulando a los extractos en las redes poliméricas de las peliculas; en adicion,
al momento de sumergir las peliculas en la solucion reticulante, se observa una leve
coloracion en la solucion debido a que la pelicula es previamente humedecida antes de
empezar el proceso de reticulacion, lo que podria inducir a una leve pérdida del extracto
incorporado, que puede reflejarse en una leve disminucion de su actividad. Acorde a los

resultados se confirma la obtencidn de peliculas bioactivas (antioxidantes) en cada caso.
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8. Analisis preliminar del material bioactivo
8.1. Condiciones de Trabajo

El analisis preliminar consistié en un ensayo visual evaluado en paltas Hass a fin de
apreciar cambios significativos de coloracion y estado del fruto. Las paltas Hass fueron
colectadas de un mercado local procedente de la provincia de Chincha (Ica, Perd), en un
estado de no maduracion. Para su desinfeccion, las paltas fueron sumergidas en una solucion
de hipoclorito de sodio al 0.2 % (v/v) durante 2 minutos, luego lavadas con abundante agua

destilada, secadas a temperatura ambiente y almacenadas a 8 °C hasta su analisis.

Para los ensayos en las paltas se realizaron dos formas de accion, peliculas y
recubrimientos; para lo cual, se mantuvieron las proporciones de las formulaciones de las
peliculas a fin de emplearlas en los recubrimientos; es decir, las soluciones bases para la
elaboracion de las peliculas fueron consideradas como las soluciones formadoras para los

recubrimientos, asimismo, la solucidn reticulante fue el mismo en ambos casos.

Para el analisis en las peliculas, las paltas pretratadas fueron partidas a la mitad,
cubiertas en su totalidad con las peliculas y reservadas a 8 °C con una humedad relativa entre

50 - 60 % durante 21 dias con intervalos de observacion de 7 dias.

En el caso de los recubrimientos, las paltas pretratadas fueron inmersas en la solucién
formadora en su totalidad durante 2 minutos, retirado y dejado escurrir por 1 minuto y
nuevamente sumergido por 2 minutos, luego de escurrir los remanentes por 5 minutos se
aplico la solucion reticulante, formandose una cobertura en cada palta, del mismo modo se

almacenaron a 8 °C y 50 — 60 % de humedad relativa por 21 dias.

A modo comparativo para cada caso (pelicula y recubrimiento) se trabaj6é con una
palta desinfectada como muestra control, una muestra base sin extracto y una muestra con
extracto. Ademas, debido a las diferencias obtenidas entre las peliculas a base de los
alginatos extraidos, se optd por trabajar con las peliculas y recubrimientos de la M. pyrifera

mientras que en la L. trabeculata solo se evalud en los recubrimientos.
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8.2.  Analisis preliminar del ensayo

La Figura 44 muestra el ensayo preliminar en la palta Hass evaluado con las
peliculas elaboradas con la M. pyrifera debido a las diferencias que presentaban las peliculas
a base de la L. trabeculata vistas en sus caracterizaciones, siendo la principal variable la
relacion M/G de los alginatos extraidos de cada especie, los cuales generaban en el caso de
la L. trabeculata peliculas mas sensibles al tacto; sin embargo, el extracto correspondiente a
la L. trabeculata evidenciaba mayor actividad antioxidante que la M. pyrifera, por lo que se
optd en otra forma de evaluar su accion frente a la palta Hass, en ese sentido el método de
inmersion / aspersion, a fin de generar un recubrimiento sobre la palta Hass y considerando
la misma formulacion de las peliculas, fue realizado en todos los casos (alginato referencial
y alginatos extraidos de M. pyriferay L. trabeculata) a modo comparativo, cuyos analisis se

observan en las Figuras 45 y 46.

En la Figura 44, el control (Mo) evidencié cambios de estado a los 7, 14 y 21 dias
que perdurd el andlisis. La palta control (Mp) presentd un debilitamiento del pericarpio
observandose como una resequedad, un arrugamiento del exocarpio (piel) y un pardeamiento
notable alrededor del endocarpio (semilla) y mesocarpio (pulpa) debido a la degradacion
oxidativa o procesos de maduracién que incrementan la produccion de etileno, afecciones
por hongos, etc., que fueron reportados en otros ensayos (Ifiiguez-Moreno et al., 2021;
Tesfay et al., 2017); del mismo modo, el fruto cubierto con la pelicula base (M) evidencio6
una coloraciéon parda, mientras el fruto tratado con la pelicula cargada del extracto (M2)
presento una tonalidad de menor intensidad, lo que prueba el accionar del extracto al migrar
de la pelicula a la superficie del fruto brindando una barrera de protecciéon que mantuvo la
integridad del fruto hasta los 21 dias del ensayo. Un analisis a los intervalos de dias muestra
un inicio del pardeamiento a los 7 dias, siendo notorio en el endocarpio de las muestras Mo
y Mi. Al dia 14, la coloracion se extendié al mesocarpio en las tres muestras, siendo mas
notable en las muestras Mo y Mj. Al dia 21, el exocarpio del fruto en Mo y M; tenian una
leve presencia de moho posiblemente por la humedad, ademés la muestra My presentd un
exocarpio mas oscuro, mientras que las muestras M; y M» tenian coloraciones parciales. Una
vista al interior del fruto no reflejaba deterioro o dafo a la pulpa por lo que se podria seguir
evaluando por mas dias, esto fue en las tres muestras; sin embargo, el control (Mo) parecia
mas reseco y con haces vasculares un poco notorias. Estos resultados pueden diferir entre

otros estudios debido a las diferencias en las condiciones del ensayo y caracteristica del fruto.
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Figura 44

Ensayo con las peliculas de alginato en las paltas a los dias 1, 7, 14y 21. Palta sin cubrir
(Control, My), palta cubierta con la pelicula base (M) y palta cubierta con la pelicula
cargada con extracto de M. pyrifera (M>).
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Dia 7
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En las Figuras 45 y 46 se evalud el accionar de los recubrimientos en la palta Hass.
Los recubrimientos de las paltas Hass se llevaron a cabo con la inmersion en una solucion
formadora y la aspersion de la solucion reticulante, obteniéndose un fruto recubierto en su
totalidad sin espacios o burbujas en la superficie. El andlisis preliminar en las paltas Hass
transcurridos 21 dias, evidenci6 en el fruto con la solucion formadora base (#2) un exocarpio
oscuro mientras en el fruto sin recubrir se observé un ennegrecimiento del exocarpio mas
dréstico y un ablandamiento del mesocarpio (Figura 45.a y 45.b). En el caso de los frutos
recubiertos con las soluciones formadoras cargadas con los extractos (#4, #6, #10 y #14) se
observaron exocarpios con zonas pardas de muy baja intensidad, siendo el recubrimiento
con el extracto de la L. trabeculata sin diferencia significativa con respecto al dia 1 del
analisis. Ademas, al inspeccionar el interior de cada fruto no se evidenciaron ablandamientos

ni pardeamientos del mesocarpio hasta el dia 21 (Figura 45.c y 45.d).

En general, las peliculas y recubrimientos que incorporaron los extractos de las
macroalgas permitieron mantener las paltas Hass hasta 21 dias del analisis (Figura 46),
lograndose reducir el pardeamiento oxidativo, el deterioro del pericarpio y el ablandamiento
del fruto. En adicion, estos ensayos preliminares en el fruto evidenciaron las diferencias y

practicidades que se pueden obtener al desarrollar peliculas y recubrimientos.

Figura 45

(a) Palta Control al dia 1, (b) Palta Control al dia 21, (c) Palta recubierta al dia 21, (d)

Vista interna de la palta recubierta al dia 21.
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Figura 46

Ensayo del recubrimiento con alginato cargado con los extractos de macroalgas pardas en

las paltas, desde el dia 1 hasta el dia 21.

Ne Composicion Dial Dia 21

#2  AlgRGPCa

#4  AlgRGPExtMCa

#6  AlgRGPExtLCa

#10 AlgMGPExtMCa

#14 AlgLGPExtLCa
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CONCLUSIONES

A partir de las macroalgas pardas se logré obtener extractos con rendimientos
maximos de 12.47 £ 1.06 % y 9.88 + 0.92 % de las hojas de las especies de Macrocystis
pyrifera y Lessonia trabeculata respectivamente, considerando como medio de extraccion
idéneo una mezcla hidroalcohdlica de etanol al 80 %. Acorde a los extractos obtenidos en
distintos medios se realizaron ensayos de CFT y DPPH de cada especie. En la determinacion
del CFT de los extractos mediante el método de Folin — Ciocalteu, se obtuvo mayores
resultados en las hojas de cada especie 94.13 £ 1.01 y 187.70 = 1.12 mg EQAG/100 g Ms de
la M. pyrifera 'y L. trabeculata respectivamente. En el caso de la evaluacion de la actividad
antioxidante de los extractos mediante el método de DPPH, se obtuvieron porcentajes de
inhibicién del 81.74 + 1.12 y 84.45 + 1.04 % para los extractos de las hojas de la M. pyrifera
y L. trabeculata respectivamente. En cuanto al Clso de los extractos se obtuvo para estos
casos 2.27 y 0.37 mg del extracto mL™' de la M. pyrifera y L. trabeculata respectivamente.
En relacién con los resultados obtenidos, se concluye que los extractos de cada especie de
macroalga parda tienen el potencial de actuar como antioxidantes naturales. por lo que se

utilizé como aditivo en la elaboracion de peliculas bioactivas.

Con respecto a la extraccion del alginato de sodio a partir de las macroalgas, se
obtuvieron rendimientos totales de 17.99 = 0.36 % de la M. pyrifera'y 26.89 + 0.39 % de la
L. trabeculata. Los alginatos extraidos de cada especie fueron caracterizados mediante su
anélisis por FT-IR, TGA/DTG, DRX, RMN'H y RMN'"C en estado s6lido, obteniéndose
resultados que guardan similitudes a los reportados en las literaturas y al patrén del alginato
referencial (Sigma-Aldrich); por lo que los productos extraidos corresponden con lo
esperado al alginato de sodio. En adicion, la determinacion de la masa molar promedio de
los alginatos extraidos realizado por viscosimetria capilar infirieron valores de 136 347 y
156 942 g mol™! de las hojas y tallos respectivamente de la M. pyrifera'y valores de 45 166

y 77 504 g mol” de las hojas y tallos respectivamente de la L. trabeculata, resultados muy

diferentes al alginato referencial, por lo que las peliculas elaboradas con estos alginatos

evidenciaron distintas caracteristicas, principalmente en los procesos de reticulacion.

Se elaboraron peliculas a base de alginato referencial cargados con los extractos de

cada especie y reticulados con calcio. Asimismo, se elaboraron peliculas con los alginatos
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extraidos cargados con sus respectivos extractos y reticulados posteriormente, de esta forma

se analizo6 sus caracteristicas antes y después del cargado de extractos y del reticulado.

Las peliculas obtenidas fueron caracterizadas por su analisis de FTIR, TGA, DRX,
Opacidad, FESEM, propiedades fisicas (solubilidad y humedad) y se determiné la actividad
antioxidante de cada muestra. Por medio de los cuales se obtuvieron diferencias notables en
sus morfologias y en su accién antioxidante, siendo las peliculas cargadas con el extracto de
L. trabeculata de mayor potencial (Mayor del 50 %). Asimismo, el cargado de las peliculas
con extractos de macroalgas y la reticulacion de las peliculas con calcio influyen en la
opacidad, siendo mayores en las peliculas elaboradas con los alginatos extraidos. Con
relacion a su estabilidad térmica los extractos no influyen drasticamente cambios térmicos;
sin embargo, la reticulaciéon con calcio desplaza la temperatura de degradacion de las
peliculas. Los andlisis por FTIR permiti6 evidenciar la incorporacion de los iones de calcio
en las peliculas, observandose desplazamientos en torno a las sefiales del carboxilato, con
respecto al cargado se evidencio también cambios en las intensidades de los espectros. En

los analisis por DRX, la accion de los plastificantes generd peliculas amorfas.

En conclusion, las peliculas mostraron grandes diferencias entre si por lo que sus
utilidades pueden ser diversas. En el caso de las peliculas a base de los alginatos extraidos,
al tener mayor opacidad pueden emplearse contra la foto-degradacion en la region UV/Vis
permitiendo preservar alimentos, mientras que las peliculas elaboradas con alginato

referencial al ser translicidas se pueden emplear en distintos empaquetamientos visuales.

Como enfoque previo, se realizd el analisis preliminar de las peliculas elaboradas,
las cuales fueron evaluadas en paltas Hass con la finalidad de observar cambios de coloracion
y estado del fruto. Acorde a las caracteristicas de las peliculas se opt6 por trabajar también
con recubrimientos tomando como base las formulaciones de las peliculas. En ambos casos
la incorporacién de los extractos de las macroalgas permitio reducir el pardeamiento

oxidativo y el deterioro del fruto hasta 21 dias que se desarrollo el analisis a comparacion

del control (palta lavada) cuyo deterioro fue notable.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Evaluar las propiedades de barrera de los materiales elaborados mediante el ensayo
de permeabilidad frente al etileno y didéxido de carbono a fin de analizar otras caracteristicas

de las peliculas.

Evaluar las propiedades mecanicas de las peliculas con relacion al espesor y analizar

las caracteristicas de realizar las peliculas por el método de moldeo o *“casting”™ y por el

método de inmersién o “coating”.

Realizar un enfoque a profundidad a fin de evaluar la transferencia de gases,

humedad y firmeza de las paltas Hass al cubrirlas con las peliculas disefiadas.

Realizar estudios de actividad antimicrobiana o antifiingica de los extractos de las

macroalgas pardas frente a microorganismos que afectan la poblacion de frutos climatéricos.

Evaluar la ecotoxicidad y degradacion del biomaterial.

Realizar un analisis de LC-MS a los particionamientos de los extractos de las
macroalgas pardas con el objetivo de identificar a los compuestos causantes del accionar de

las macroalgas, asi como confirmar la presencia de florotaninos (compuestos principales en

las macroalgas pardas).
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ANEXO N° 1. RESUMEN DEL INFORME DE LA IDENTIFICACION
BOTANICA DE LAS ALGAS PARDAS
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PREPARACION DE BIOPLASTICOS DE ALGINATO CON CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE A PARTIR DE MACROALGAS DE LA COSTA PERUANA,
PARA SU APLICACION EN LA CONSERVACION DE ALIMENTOS

Contrato N°01-2018-FONDECYTBM-IADTUM
Peru — 2019

SERVICIO DE IDENTIFICACION BOTANICA

Titulo del entregable : Informe sobre las algas pardas herborizadas

Presentado por : Blgo. Ernesto Pariona Icochea (Consultor)

1. Objetivo

o Recolectar las algas pardas presentes en la localidad de Paracas.

e Confeccionar un herbario de las algas pardas recolectadas de Paracas.

2. Metodologia

El lugar de recoleccion de algas pardas se localizé frente a la isla Zarate y los
farallones, aproximadamente a 3.5 km al suroeste de playa Supay (76°17'48.10" L.W. y
13°59'58.77" L.S.); a una profundidad aproximada de 6 metros. La recolecta fue realizada el
27 de mayo del 2019. En la zona de muestreo, se anotaron las coordenadas, haciendo uso de

un GPS; se tomaron datos de profundidad, temperatura del agua de mar, tipo de sustrato,

estado del mar y caracteristicas del entorno fisico.
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El método de recoleccion fue realizado a través de buceo con compresora, asistido
por una embarcacién desde la superficie. Las algas fueron removidas del fondo, de manera
manual, con una barreta, tratando de desprender individuos completos del sustrato hasta
completar un peso total de 10 kg. Las muestras fueron colocadas en una bolsa de plastico y
almacenadas dentro de un contenedor con hielo y refrigerantes, de esta manera se

mantuvieron frescas las muestras durante el traslado al laboratorio de la facultad de ciencias.

Debido al gran tamafio de las especies recolectadas, se escogieron individuos
Jjuveniles o partes del alga para la elaboracion de los herbarios mientras el resto de la carga
fue destinada para la extraccion de alginatos. La elaboracion de los herbarios fue
desarrollada de acuerdo con la metodologia propuesta por (Carbajal & Gamarra, 2018). Los
ejemplares fueron lavados con agua para eliminar los restos inorganicos y epibiontes. Luego,
cada ejemplar fue extendido sobre una cartulina folcote de 42,0 cm x 29,7 cm (formato A3)
dejando un espacio en la esquina inferior derecha para la posterior colocacion de la etiqueta
del herbario. Después, la cartulina, fue cubierta con tela tocuyo y colocada entre cartones
secantes (carton prensado) para absorber la humedad y entre cartulinas corrugadas para
facilitar la ventilacion del montaje. Asi mismo, se emple6 una prensa de madera para sujetar
firmemente los montajes asi dispuestos. Por tltimo, se cambi6 diariamente los cartones por
otros secos, extrayéndose aquellos especimenes que ya se hubiesen adherido a la cartulina.

Aquellas secciones que presentaron dificultad para adherirse a la cartulina fueron fijadas

cuidadosamente con goma.

3. Resultados

3.1. Clasificacion taxonémica

3.1.1. Lessonia trabeculata Villouta & Santelices 1986

La clasificacidon taxondmica como sigue (Guiry & Guiry, 2020):

Dominio : Eukaryota

Reino :  Chromista

Phylum :  Ochrophyta

Clase :  Phaeophyceae
Subclase  :  Fucophycidae

Orden :  Laminariales
Familia :  Lessoniaceae
Género :  Lessonia

Especie :  Lessonia trabeculata
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3.1.2. Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh 1820

La clasificacién taxonémica como sigue (Guiry & Guiry, 2020):

Dominio :  Eukaryota

Reino :  Chromista

Phylum :  Ochrophyta

Clase :  Phaeophyceae
Subclase :  Fucophycidae
Orden :  Laminariales
Familia :  Laminariaceae
Género :  Macrocystis

Especie :  Macrocystis pyrifera

3.2. Herbario de las algas pardas recolectadas

a) Especimenes de Macrocystis pyrifera recolectados en Paracas (Isla Zarate).
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b) Especimenes de Lessonia trabeculata recolectados en Paracas (Isla Zarate).

¢) Detalle de las etiquetas de los especimenes de Macrocystis pyrifera y Lessonia

trabeculata.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA
Coleccion Ficologica

Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh

Loc: Zarate, Paracas, Ica.

Coord: 13.999658° LS, 76.296696° LW

Habitat: Playa semi-expuesta, submareal somero rocoso.
Prof (m): 6 metros Temp (°C): 18 °C
Forma de colecta: con barreta

Fecha: 27/05/2019 Hora: 08:10 am

Col: E. Pariona
Iden: E. Pariona
Observaciones: Mar calmo. Visibilidad regular.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA
Coleccién Ficologica

Lessonia trabeculata Villouta & Santelices
Loc: Zarate, Paracas, Ica.

Coord: 13.999658° LS, 76.296696° LW
Habitat: Playa semi-expuesta, submareal somero rocoso.

Prof (m): 6 metros Temp (°C): 18 °C
Forma de colecta: con barreta

Fecha: 27/05/2019 Hora: 08:30 am
Col: E Pariona

iden: E. Pariona

Observaciones: Mar calmo. Visibilidad regular.
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ANEXO N°2: DIAGRAMA DEL PROCESO DE EXTRACCION DEL

EXTRACTO Y DEL ALGINATO

[ 25 g de Alga seca j

[ Solvente }4 i
[ Solvente }4 ®

[ Solvente Jt »
-

Desengrasado /Extracto/ Decoloracion
300 mL de n-hexano

Agitar, Ta_mbieme, 24 h

Filtrar y secar el solido

250 mL de EtOH 80%

Agitar, 40°C, 24 h

Filtrar y guardar el extracto a -10°C
500 mL de formaldehido 0.1%

Agital‘, Tambiente, 10h
Filtrar y secar el sélido a 50 °C, 24 h

J

[ Residuo sc’;lidoJ-— 1 ®

Extraccion Sdlido -Liquido
500 mL de NaxCOs al 3%
Agitar, 80°C, 2h, pH 10
250 mL de agua

Agitar, T ambiente, 15 min

Centrifugar por 20 min

[ Extracto Alcalino ]

]
v

Vaciar sobre etanol, relacion 1:1

Agitar, Tambiente
Filtrar y lavar con etanol

Secar el s6lido a 45 °C

( Alginato

)

v
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(... Continuacion)

[ Residuo Liquido }

Purificacion

200 mL de CaCl> 0.05 M

Agitar 2 h, reposar 30 min, Tambiente
Centrifugar (colectar las fibras)

HCI] 0.1 M (Hasta pH 2)

Centrifugar (colectar las fibras)

[ Acido alginico

)

®
[ Residuo Liquido ]-———f
L]

NaOH 0.1 M / etanol
(Hasta pH 7-8)
Centrifugar

Secara 45 °C

v
F Alginato de Sodio ]
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ANEXO N° 3: PROCESO DE EXTRACCION DEL ALGINATO DE SODIO
Y EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS MACROALGAS PARDAS

A. TRABAJO PRELIMINAR

a) Recoleccion de las especies de Macrocystis pyrifera y Lessonia trabeculata, Paracas.

185



¢) Secado y molienda de las Hojas y Tallos de la especie Macrocystis pyrifera (izquierda)

y Lessonia trabeculata (derecha)

B. TRABAJO EXPERIMENTAL

1. Desengrasado con n-hexano de las macroalgas pardas
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2. Obtencion de los extractos hidroalcohdélicos de la M. pyriferay L. trabeculata
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4. Extraccion alcalina (sélido — liquido)

a) Extraccion con carbonato de sodio (Na2CO03) de las macroalgas pardas.

NC P CICICDD
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¢) Secado y molienda del alginato extraido de las macroalgas pardas de Macrocystis

pyrifera (1zquierda) y Lessonia trabeculata (Derecha)

Macrocystis pyrifera

Muestra # 1 (Hojas) Muestra # 3 (Hojas)

Muestra # 2 (Tallos) Muestra # 4 (Tallos)
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