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La grave crisis climatica actual, muestra la urgencia de movernos hacia procesos productivos sus-
tentables, como los de biorrefineria, que utilizan recursos renovables, para producir energia y bio-
combustible. La biorrefineria de algas ha captado la atencidn debido a las mdltiples ventajas que
presenta este tipo de biomasa, tal como su rapido crecimiento en el océano, mientras capta COs.

En Chile, el cultivo comercial de algas se limita al alga roja conocida como pelillo (Gracilaria
chilensis), que es utilizada para la produccion de agar, polisacarido constituyente de su pared celu-
lar altamente utilizado por sus propiedades gelificantes. Estas provienen de uno de sus constitu-
yentes, la agarosa, que es un polisacarido neutro, cuya composicion depende del tipo de alga de la
cual se extrae, los métodos y condiciones de operacion utilizados. Su calidad depende de la pureza
alcanzada, la que se asocia con el contenido de sulfatos y la fuerza de gel.

Buscando contribuir al desarrollo de la biorrefineria, este trabajo consiste en implementar un pro-
ceso de extraccion de agarosa por precipitacion con polietilenglicol, desde agar previamente ex-
traido de biomasa de pelillo. Se extraera a cuatro temperaturas 50, 60, 70 y 80°C, para luego ca-
racterizar los productos obtenidos, y determinar la temperatura que entrega una agarosa de mayor
calidad, comparable a productos comerciales.

Se implemento el proceso y se obtuvieron los productos deseados, lo cuales fueron caracterizados,
sin embargo, las extracciones de agarosa se realizaron desde diferentes lotes de agar, los cuales
mostraron diferencias significativas en sus caracteristicas, o que impidi6 analizar el efecto de la
temperatura en el proceso. Al comparar los agares y agarosas se encontraron diferencias significa-
tivas entre estos, principalmente en contenido de sulfatos, lo que indica que la extraccion fue exi-
tosa. ElI mayor rendimiento de extraccién de agarosa se obtuvo a 50°C, mientras que el menor fue
a 80°C. El contenido de sulfato en las agarosas vari6 entre un 0,16 + 0,02% y un 0,20 £ 0,04%, lo
cual esta dentro de lo reportado para productos comerciales. Las temperaturas de gelificacion entre
agarosas no mostraron diferencias significativas, estando en un rango de 29 a 31°C, similar a la
agarosa comercial. Las temperaturas de fusion se encontraron entre 77 y 79°C, menores que la
agarosa comercial. La agarosa extraida a 50°C muestra la mayor fuerza de gel medida, 642 g/cm?
y un mejor rendimiento en electroforesis. Por lo que se concluye que esta Gltima corresponde a la
agarosa de mejor calidad obtenida, pudiendo ser un producto comercialmente atractivo.

La investigacion realizada ratifica este proceso como una metodologia efectiva para la extraccion
de agarosa desde un amplio rango de calidad de agar y nos entrega una caracterizacion de las aga-
rosas obtenidas desde Gracilaria chilensis. Se obtuvieron agarosas de buena calidad, comparables
con productos ya comercializados, por lo que muestra ser un proceso prometedor para ser imple-
mentado en una biorrefineria de esta alga importante comercialmente para Chile.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Contexto

Como sociedad enfrentamos grandes desafios debido al cambio climético, el rapido crecimiento de
la poblacion, la escasez de alimentos y la creciente demanda de compuestos bioactivos derivados
de la naturaleza en diversos aspectos de la vida. A pesar de décadas de investigacion internacional,
debate politico y advertencias cientificas se ha fracasado en la mitigacion y reduccién de las emi-
siones de COy, al contrario, estas siguen al alza [1].

El aumento de la temperatura global provocado por los gases de efecto invernadero ha causado
importantes dafios al medioambiente. Ante esta situacion, 197 paises, incluido Chile, conformaron
el Acuerdo de Paris, el cual establece planes de accién mundial. Para alcanzar los objetivos estipu-
lados y apoyar el desarrollo sostenible, no basta con reducir el CO; liberado, también se debe cap-
turar desde la atmosfera, logrando emisiones netas de carbono cero o negativas, a través de diversas
medidas sociales, econdmicas, medioambientales y tecnoldgicas [2].

Asi, el uso de fuentes de energia renovable debe surgir como sustituto de los combustibles fésiles
de manera urgente [3][2]. Entre muchas alternativas, los biocombustibles son una opcion atractiva,
dado que se obtienen a partir de biomasa y su proceso tiene una gran capacidad de captura y alma-
cenamiento de carbono. Sin embargo, obtener este producto no es rentable econmicamente, de-
bido a los altos costos y uso de recursos que requiere el cultivo de la materia prima. Para aumentar
la factibilidad, buscando emular las refinerias de petréleo, se crea el concepto de biorrefineria, con
etapas de extraccion consecutivas, logrando producir diversos productos de alto valor [4].

Problematicas como el cambio climatico, la seguridad del abastecimiento energético y el aumento
de los costes de los combustibles fosiles, la produccidn de biocombustibles para el transporte es el
principal motor para el desarrollo de biorrefinerias [5].

1.2. Biorrefinerias

Las biorrefinerias forman parte de la economia circular, desde el disefio del proceso productivo se
considera el ciclo de vida del producto, buscando la reduccion del impacto ambiental, minimizando
el consumo de recursos y la generacion de residuos [6]. Estas contribuyen al desarrollo sostenible,
enfoque que se esfuerza por satisfacer las necesidades humanas de forma econémicamente viable,
respetuosa con el medioambiente y socialmente beneficiosa [5].

La biorrefineria, es una instalacion donde se realiza el procesamiento sustentable de biomasa para
generar una amplia variedad de bioproductos (comida, alimento, quimicos, materiales) y fuentes
de bioenergia (biocombustibles, energia y/o calor), esta cuenta las tecnologias de conversion per-
tinentes. La obtencidn de diversos productos logra maximizar el valor asociado a la materia prima



procesada desde una perspectiva no solo econdmica, sino que también social y medioambiental.
Sin embargo, es primordial examinar criticamente las opciones de materias primas, procesos y
mezcla de productos para garantizar la sostenibilidad [6][5].

Las biorrefinerias se han disefiado y utilizado recientemente para procesar diversos tipos de bio-
masa, estas pueden ser de primera, segunda o tercera generacion. Las materias primas de primera
generacion son cultivos alimentarios como el maiz, el trigo y la cafia de azlcar. En la actualidad,
mas del 80% de la produccion mundial de biocombustibles es etanol de primera generacion. Esto
ha provocado una competencia con la produccion de alimentos, en el uso de la tierra y en la reduc-
cion de la oferta de cultivos alimentarios, aumentando los precios de los alimentos en algunos
paises [5]. Tampoco disponemos de suficiente tierra fertil y agua dulce para cultivar la cantidad de
biomasa necesaria para una produccion de biocombustibles que satisfaga la demanda probable y
para capturar el carbono que ya se ha liberado a la atmoésfera [4]. Por esto, la atencion se esta
desplazando a las materias primas de segunda y tercera generacion [5].

Las materias primas de segunda generacion son materiales lignocelulésicos e incluyen cultivos
energéticos (por ejemplo, a&lamo y miscanthus) y residuos (por ejemplo, agricolas, forestales y mu-
nicipales). Las de tercera generacion consisten principalmente en microalgas y algas marinas [5].

1.3. Biorrefineria algal

Considerando que los mares y océanos cubren cerca del 70% de la superficie terrestre y contienen
97% del agua del planeta, asi como los minerales necesarios para la produccion de biomasa, un
sistema de biorrefineria basado en el medio y los recursos marinos podria ser una solucion practica
y prometedora [4]. La Figura 1, muestra un esquema simplificado de una biorrefineria algal [3].

——— o ——
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Figura 1: Esquema simplificado del proceso productivo de una biorrefineria algal [3].



Las algas se consideran materia prima de avanzada, tercera generacion. Su utilizacion esta ganando
atencion, ya que tiene muchas ventajas para la produccion de bioenergia en comparacion con la
biomasa lignoceluldsica [6]. Estas pueden cultivarse facilmente con energia solar en el océano, por
lo tanto, no compiten por tierras fértiles ni por el agua dulce con el cultivo de alimentos, teniendo
un bajo coste energético. Tampoco se necesitan insumos agricolas como fertilizantes, pesticidas.
Estan presentes en todo el mundo y tienen una alta disponibilidad. Crecen a tasas muy altas, a la
vez que fijan gran cantidad de CO2, mediante la fotosintesis, por lo que es un cultivo es respetuoso
con el medio ambiente [7][8]. Otro servicio ambiental para lo que son utilizadas, es la extraccion
de nitrogeno disuelto, elemento clave en los procesos de eutrofizacion, y otros contaminantes que
afectan a los sistemas costeros [7].

Ademas, las algas tienen un alto contenido de polisacaridos y lipidos y en la mayoria de los casos
no contienen mucha lignina, lo que permite superar la desventaja de la biomasa lignocelulosica,
pudiendo convertirse en bioetanol con una elevada tasa de conversion energética, teéricamente
superior al 80%. Todo lo anterior demuestra que el uso eficiente de biomasa marina ofrece una
solucién prometedora a los graves problemas del agotamiento de los combustibles fésiles y el ca-
lentamiento global, asi como para la seguridad energética, alimentaria e hidrica y un vehiculo para
la mitigacidn sostenible del cambio climatico [8].

1.4. Algas y sus usos

Las algas marinas se utilizan en todo el mundo desde hace siglos, y su cultivo es una actividad
milenaria que ha sido desarrollada principalmente en paises asiaticos, ya que, se consideraban una
fuente de alimento fundamental para las comunidades costeras debido a su alto contenido de ma-
cronutrientes [9].

Dadas las propiedades fisicoquimicas y nutricionales de las algas, su utilizacion se ha diversificado,
alcanzado importancia mundial. Son altamente apreciadas al ser la materia prima para producir
ficocoloides, polimeros naturales que confieren volumen, textura y viscosidad a una variada gama
de productos en la industria cosmética, medica y alimenticia [10]. También se han utilizado como
biorremediadores de ambientes afectados por “pasivos ambientales” costeros y otras sustancias
potencialmente contaminantes, por ejemplo, nitrégeno y metales pesados [10].

Actualmente unas 221 especies de algas marinas tienen valor comercial y diez de ellas se cultivan
intensivamente. La produccién mundial esta sustentada fundamentalmente por la acuicultura, en
2020 la recoleccidn silvestre fue de 1,1 millones de toneladas, mientras que la produccion acuicola
abarcé el 97 %, alcanzando los 35,1 millones de toneladas[9][11]. La industria mundial superaba
los 6.000 millones de délares anuales en 2018, alrededor del 85% corresponde a la venta de pro-
ductos alimentarios para consumo humano, en su mayoria extractos, como carragenina, agar y al-
ginatos, los cuales representan casi el 40% del mercado mundial de hidrocoloides alimentarios; el
resto procede de animales, microbios y plantas terrestres [9].



Chile se encuentra entre los principales paises productores de algas a nivel mundial, sin embargo,
estas provienen principalmente de poblaciones silvestres, siendo uno de los lideres en extraccion,
junto con China y Noruega [9]. Dado el esfuerzo pesquero ejercido, las praderas naturales han ido
perdiendo su capacidad de crecimiento y algunos recursos algales se encuentran con un alto riesgo
de sobreexplotacion, a esto se suman los efectos ambientales del cambio climatico, como variacio-
nes en temperatura, salinidad, oxigeno, pH, entre otros, los cuales han generado un escenario ain
mas incierto para la productividad de los sistemas marino-costeros, las fuentes de ingreso familiar
para los grupos de pescadoras y algueras que extraen este recurso [10].

Nuestro pais es privilegiado para el desarrollo de la acuicultura de recursos con valor comercial, al
poseer un extenso borde costero con zonas de alta productividad y buenas caracteristicas biogeo-
gréficas [12]. Estas caracteristicas han permitido el desarrollo de grandes cultivos de especies de
salmédnidos (salmon, trucha), moluscos (mejillones, ostra, ostidn, abalén), y alga (pelillo), siendo
la acuicultura es una de las actividades productivas que méas ha crecido en los Gltimos afios.

Chile ha implementado instrumentos que regulan y promueven el desarrollo de la acuicultura de
macroalgas a pequefia escala, como la Ley 20.925 publicada el afio 2016, un subsidio que beneficia
a quienes deseen implementar proyectos de cultivo y repoblamiento. Ofreciendo esta actividad
como una alternativa de diversificacion productiva y también como una respuesta de adaptacion
del sector pesquero artesanal al cambio climético [10]. Por lo que, el cultivo de macroalgas repre-
senta un sector que ademas de las condicionantes econdmicas, presenta una alta importancia en los
ambitos sociales y geopoliticos [12].

En 2022, este sector productivo
representd el 1% del cultivo total
del sector acuicola del pais. La
cosecha acumulada al mes de di-
ciembre 2022 fue de 15.500 ton,
donde el alga roja Gracilaria chi-
lensis (0 Agarophyton chilensis),
comunmente conocida como "pe-
lillo”, mostrada en la Figura 2, re-
presentd el 91,4% de la produc-
cion, explotdndose principal-
mente en la region de Los Lagos
(87,4%), seguido por la Region
Figura 2: Alga roja Gracilaria chilensis. de Coquimbo (7,9%). De esta
produccidn, 2.748 ton se exporta-
ron como alga seca [13]. La mayor parte de la biomasa de pelillo es procesada en el pais para
producir agar, siendo un importante productor y exportador de este producto [9]. En 2022, se ex-
portaron 1018 toneladas de agar, con ganancias de 26.899 mil délares [13].

El agar, o agar agar, ha tenido una gran demanda en la mayoria de los paises asiaticos como ali-
mento desde hace mas de 300 afos, este se produce principalmente a partir de algas rojas de la



familia Gracilaria, siendo el componente principal de la pared celular [9]. Es un complejo coloidal
compuesto principalmente de polisacaridos capaces de gelificar, muy utilizado como agente espe-
sante y gelificante en la industria alimentaria y farmacéutica [14]. Esta compuesto principalmente
por agarosa, agarosa piruvada y galactanos sulfatados, cuya composicion molecular varia segun la
especie de alga del cual se extrae. El agar de A. chilensis es altamente demandado debido a su
resistencia a la hidrolisis durante el almacenamiento y su alta reactividad [14].

Sin embargo, en la produccién industrial de agar, al igual que en la mayoria de los sistemas de
produccidn actuales, solo se utiliza una fraccion limitada de la biomasa para obtener un Gnico pro-
ducto de interés, desechando el resto lo que resulta en un desperdicio medioambiental y econdmico
[15]. Por esto, es importante proponer la extraccion de productos de alto valor afiadido, como pro-
teinas y compuestos bioactivos, ademas del agar.

Se ha evaluado previamente la recuperacion simultanea de productos a partir de algas de la especie
A. chilensis, donde se logré la extraccion de ficobiliproteinas y agar, obteniendo productos de
buena calidad [14]. Estas proteinas presentan actividad fotosintética y se utilizan como colorantes
en alimentacion y cosmética, han mostrado valor terapéutico por su actividad inmunomoduladora
y anticancerigena. Ademas, el agar, es un material de exportacion muy importante y su calidad
depende de la materia prima, métodos de extraccion y condiciones de secado [14][16].

Por otro lado, la agarosa es un polimero neutro y esencialmente no iénico que constituye una parte
importante del agar. Es un material de alto valor comercial y su demanda ha ido en aumento, espe-
cialmente en campos como la biotecnologia y la biologia molecular [16].

La agarosa es responsable de las propiedades gelificantes del agar y se caracteriza por su neutrali-
dad, al carecer de grupos cargados que puedan interactuar con otras moléculas. Su estructura mo-
lecular se compone de largas cadenas de polisacaridos lineales y flexibles, que le confieren la ca-
pacidad de formar geles estables en soluciones acuosas. La calidad de la agarosa depende de la
materia prima utilizada y los métodos de extraccion y esta determinada principalmente por la fuerza
del gel de agarosa [16].

Se han publicado numerosos estudios sobre la extraccion de agarosa desde agar, basados en un
principio basico de separacion en funcion de las diferentes cargas idnicas de la agarosa y de la
agaropectina [17]. Algunos de los métodos de extraccion son la acetilacion y la metilacion del agar,
la extraccion mediante precipitacion ya sea de la agarosa o de la agaropectina, también mediante
cromatografia de intercambio idnico. Algunos de los métodos mas actuales incluyen el uso de di-
metilsulfoxido (DMSO) para eliminar la agaropectina y también la extraccién basada en liquidos
ionicos (IL), que son bio-solventes [17].

En particular la extraccion por precipitacion de la agarosa con polietilenglicol (PEG), es un proceso
clasico, que fue patentado en 1968 para la extraccion industrial de agarosa, sin embargo, este debe
ser optimizado para cada tipo de alga. Ya que variables como la temperatura y tiempo del proceso,
el tipo de PEG y su concentracion varian la calidad del producto obtenido [18].



1.5. Motivacion y descripcion del proyecto

Motivados por la necesidad de hacer un aprovechamiento integral de la biomasa de Gracilaria
chilensis, creemos que es importante contribuir a la diversificacion de los productos obtenidos a
partir de esta alga, para que formen parte de un proceso factible de biorrefineria. Logrando fomen-
tar el cultivo de esta alga, aumentar su valor y contribuir al desarrollo procesos sustentables en el
pais, que traen consigo no solo beneficios economicos, sino también sociales y medioambientales.

Por ello, este trabajo se orienta a implementar y mejorar a nivel de laboratorio, una metodologia de
extraccion de agarosa a partir de agar extraido de G. chilensis, buscando obtener un material de
alta calidad y valor afiadido, con potenciales aplicaciones en diversos campos cientificos e indus-
triales. La metodologia consiste en la extraccion de agar desde residuos algales de pelillo, mediante
coccion a alta temperatura, con pretratamiento alcalino. Luego, desde el agar, se extrae agarosa,
mediante precipitacion con polietilenglicol. Se evaltan 4 temperaturas de extraccion, 50, 60, 70 y
80°C. Posteriormente, se caracterizan las agarosas obtenidas mediante estudios con espectrofoto-
metria infrarroja, medicion del contenido de sulfato, fuerza de gel, temperatura de gelificacion y
fusion, comparandolas con la caracterizacion de una agarosa comercial y referencias bibliograficas,
adicionalmente, se medira su idoneidad para electroforesis.

Finalmente se analizan y discuten los resultados para determinar la temperatura 6ptima la extrac-
cién de agarosa para esta especie de alga, que sera la que entregue una agarosa con mayor fuerza
de gel y tenga una calidad comparable con los productos presentes en el mercado.

1.6. Objetivos

Para el desarrollo de este trabajo experimental se plantean los siguientes objetivos:

Obijetivo general

Evaluar y mejorar el proceso de extraccion de agarosa desde agar de Gracilaria chilensis.

Objetivos especificos

e Implementar un proceso que permita extraer agar desde residuos algales de G. chilensis.

e Implementar un proceso que permita extraer agarosa desde el agar de G. chilensis mediante
precipitacion con polietilenglicol, evaluando el efecto de la temperatura en la extraccion.

e Caracterizar el agar y agarosa obtenidos, midiendo propiedades fisicas y quimicas relevan-
tes para determinar la calidad de los productos.

e Comparar la calidad de los agares, las agarosas extraidas a las diferentes temperaturas y
productos comerciales, observando diferencias en sus propiedades fisicoquimicas, determi-
nando la temperatura Optima de extraccion de agarosa, seguin la que entrega mayor fuerza
de gel.



Capitulo 2: Marco Teorico

2.1. Agar

El agar es un carbohidrato complejo, principal constituyente de la pared celular de algas rojas [19].
Este consiste en una mezcla heterogénea de galactanos, polimeros de galactosa, unidos alternati-
vamente por enlaces glucosidicos B-1,4 y a-1,3. La hidrdlisis completa del agar produce monéme-
ros de azucares, como D-galactosa, 3,6-anhidro-L-galactosa y L-galactosa-6-sulfato [8].

Los galactanos que componen el agar, difieren en sus conformaciones y en los sustituyentes de sus
cadenas laterales, teniendo diferentes densidades de carga. Se pueden encontrar sustituyentes como
el ester sulfato, el grupo metoxilo y el acido piravico, los que disminuyen la propiedad gelificante
general del agar [20]. Los dos polimeros constituyentes principales del agar son la agarosa y aga-
ropectina, cuya estructura quimica se puede observar en la Figura 3. La proporcion de estos dos
polimeros varia de acuerdo con la especie del alga [20].

OH OH o OH OH C{) OH _O0SO4H
o | <2 3
— 2\ ‘/ O.;‘,_ ) . (o) = / 0 / I ‘ / O.\,,‘_r
.‘;.}o\/} = 7-‘)\;9‘ ,n»o\/? e -)\L;o '/\o:{o
B-D-galactose a-L-anhydro-galactose f D-galactopyranose 3,6-anhydro-L-galactopyranose "
Agarosa Agaropectina

Figura 3: Estructura quimica componentes principales del agar, agarosa y agaropectina [21].

Agarosa es un nombre cominmente aceptado que se refiere a polisacaridos neutros con unidades
repetidas de D-galactosa y 3,6-anhidro-L-galactosa. Se estima que esta estructura lineal contribuye
hasta en un 70% al polisacarido de agar. La agarosa es la responsable de la capacidad gelificante
del agar, que es una gelificacién en medios acuosos con una reactividad muy baja con cationes y
proteinas, lo que diferencia el agar de otros gelificantes [16].

Por otro lado, la agaropectina tiene la misma estructura base que la agarosa, constituida principal-
mente por unidades alternadas de D-galactosa y L-galactosa, pero esta contiene muchos grupos
anionicos en su estructura como sulfato, piruvato y glucoronato, conteniendo todos los grupos po-
lares existentes en el agar. Aporta propiedades adicionales, como la resistencia a los cambios de
temperatura y a los &cidos. Esta posee un bajo poder gelificante en agua [16].

El agar generalmente se presenta como un polvo fino, de color blanco o ligeramente amarillento.
Cuando se mezcla con agua caliente y se enfria, adquiere una textura gelatinosa y transparente. La
consistencia del gel formado por el agar puede variar segun la concentracion utilizada y las condi-
ciones de gelificacion. Puede ser firme y elastico, similar a la gelatina convencional, 0 mas suave
y gelificado, dependiendo de su aplicacién y la cantidad de agar utilizado. En forma seca, el agar
no tiene olor ni sabor distintivo [16].



Una de las caracteristicas fundamentales del agar es su elevada histéresis de gelificacion, que es la
diferencia entre la temperatura de gelificacion y de fusion de un gel, siendo la mayor de todos los
hidrocoloides. Una vez disuelto el agar en agua, cuando la solucion se enfria hasta su temperatura
de gelificacion, entre 32-43°C, se formara un gel, el cual solo se derretird cuando se caliente hasta
alcanzar su temperatura de fusion, aproximadamente 80-90°C. Esto permite que la solucidn se so-
lidifique facilmente a temperatura ambiente y que gel se pueda calentar, haciéndolo estable hasta
temperaturas bastante altas, lo que resulta atractivo para sus distintas aplicaciones [16][21].

Las propiedades y cantidad de agar extraido dependen de muchos factores, como son, la especie
de alga, la procedencia de esta, su madurez, parametros ambientales, temporada de recoleccion y
los métodos de extraccion utilizados[22]. La estacion del afio, el ambiente y las condiciones de
cultivo pueden influir en el rendimiento de la produccion de agar, mientras que la calidad del agar
depende mayormente de los tratamientos y la especie utilizada[16].

El agar es soluble en agua hirviendo pero insoluble a temperaturas mas bajas. La propiedad gelifi-
cante del agar depende de su composicién y grado de sulfatacion. En general, el agar con mayor
contenido de agarosa y bajo grado de sulfatacion puede formar geles mejores y mas fuertes. El alto
contenido de compuestos sulfurados puede reducir la calidad del agar, caracteristica que presentan
principalmente las especies de Gracilaria, para la cual se informa un mayor grado de sulfatacion,
en comparacion con los agares de Gelidium y Pterocladia, principalmente en el C-6 de la L-galac-
tosa que contribuyen a una menor fuerza de gel [20].

En general, los rendimientos de obtencion de agar varian entre el 20% y el 35% para la mayoria de
las algas utilizadas para su extraccion y se ha demostrado que este aumenta cuando el alga es so-
metida a un pretratamiento alcalino [16][21]. Las aplicaciones del agar se basan principalmente en
las caracteristicas de su gel. Méas del 80% del agar producido se consume en la industria alimentaria
y el resto se utiliza principalmente en biotecnologia y otras aplicaciones cientificas. Un agar se
considera de buena calidad cuando puede resistir una fuerza entre 400 y 500 g/cm?, uno de alta
calidad resiste una fuerza mayor a 700 g/cm? [16][23].

2.1.1. Métodos de extraccion

El proceso de extraccidn de agar se basa en su solubilidad en agua caliente y su insolubilidad en
agua fria. Para lograr una alta solubilidad, rendimiento y calidad, durante la extraccion es impor-
tante controlar los parametros de temperatura y tiempo de exposicion, evitando la fragmentacion
excesiva del polisacarido. Otra variable que influye en el rendimiento del proceso es la proporcién
del volumen de agua en el cual se realiza la extraccion [24].

Antes de la extraccion, las algas se lavan en agua fria para eliminar impurezas y sales, y luego se
secan para su almacenamiento. La temperatura de secado influye en el rendimiento, temperaturas
mas altas pueden aumentar el rendimiento, pero afectar la extraccion de otros componentes. Luego
estas son fragmentadas para romper sus estructuras celulares y liberar el agar contenido en ellas.
Esto facilita la extraccion del agar en etapas posteriores del proceso [16][25].



Las algas de los géneros Gracilaria y Gelidium se utilizan principalmente para la produccion co-
mercial de agar. Gracilaria se prefiere para la produccion de agar de calidad alimentaria, mientras
que Gelidium se utiliza para la produccion de agar y agarosa de calidad farmacéutica. Ademas, el
agar procedente de Gelidium es de mejor calidad, con una fuerza de gelificacion, gelificacion y
temperaturas de fusion interesantes, mientras que a partir de Gracilaria se obtiene un gel de agar
de baja calidad relacionado con su alto contenido en sulfatos [21].

Sin embargo, las propiedades gelificantes de los agares de las especies de Gracilaria pueden me-
jorarse mediante un pretratamiento alcalino para convertir la a-L-galactosa-6-sulfato en 3,6-anhi-
dro-a-L-galactosa [21]. Sin embargo, es necesario adaptar el tratamiento alcalino a cada tipo de
alga para evitar la disolucion del agar, buscando la concentracion adecuada del medio alcalino y el
tiempo de tratamiento [22].

Después del tratamiento se requiere una etapa de neutralizacion previa a la solubilizacion, que
busca dejar el pH de la solucién levemente alcalino o neutro. Una vez neutralizada, la masa de
algas molidas se somete a un proceso de extraccion con agua caliente. El calor ayuda a disolver el
agar presente en las células de las algas, formando una solucién acuosa, esta se mantiene a altas
temperatura y con agitacion durante un tiempo de extraccion que permita obtener el mayor rendi-
miento. Como ya se menciong, en esta etapa es muy importante controlar los pardmetros de tem-
peratura y tiempo de exposicién, evitando la fragmentacion excesiva del polisacarido [16].

La solucién resultante se filtra para eliminar las impurezas y restos de la biomasa de algas. Esto se
puede hacer mediante filtracion a través de tamices o membranas, lo que deja una solucidn relati-
vamente clara de agar en agua. La solucion filtrada se concentra para aumentar la concentracion de
agar. También se pueden realizar pasos adicionales de purificacidn para eliminar cualquier conta-
minante residual y mejorar la calidad del agar [16].

El agar concentrado y purificado se seca para obtener un polvo fino o laminas solidas, dependiendo
de la forma deseada del producto final. El secado se realiza tipicamente mediante métodos como
secado al aire, liofilizacién o secado por pulverizacion [16].

2.1.2. Agar de Gracilaria chilensis

Debido a que las caracteristicas del agar obtenido varian segun el alga del que se extrae, se han
realizado estudios del agar extraido desde Gracilaria chilensis, que entregan datos sobre el rendi-
miento del proceso y sus propiedades. Se pudo observar que, al aumentar la concentracién del
pretratamiento alcalino, aumentaba el rendimiento, mientras que la temperatura de gelificacién y
fusién del agar disminuian. Se selecciond un pretratamiento con 3% NaOH, con el cual se obtuvie-
ron rendimientos de alrededor un 23%, valores similares a los reportados para otras algas [14].
Reportes anteriores muestran rendimientos mucho mayores, en torno al 40% [26].

Por otro lado, se mostraba que el pretratamiento alcalino disminuia el contenido de sulfato del agar
desde un 2.2% hasta un 1.6%. Con esta disminucion, las temperaturas de gelificacion y fusién
aumentaban levemente, estando en un rango entre 36-42°C y 75-81°C respectivamente [26].



Las caracteristicas fisicas y el contenido de sulfato de los agares extraidos con pretratamiento al-
calino fueron comparables a las del agar comercial, por lo que consideraron esta especie de alga
apta para la produccion de agar con fines comerciales, especialmente para la industria alimenticia.
Mediante la técnica de cromatografia de intercambio anionico este estudio determind que solo el
25% de los agares extraidos corresponden a fracciones neutras [26]. Esto demostrd que el agar de
esta alga es esencialmente una mezcla de polimeros de agarosa, agarosa piruvada y galactanos
sulfatados [27].

2.2. Agarosa

La agarosa es una molécula neutra de cadena larga formada por residuos de f-D-galactopiranosa
conectados a través de enlaces glucosidicos a-1,3 y B-1,4 con residuos de 3,6-anhidro-L-galactosa,
su estructura se puede observar en la Figura 4 [28]. Ambos residuos se repiten alternativamente.
Los enlaces entre los monomeros tienen diferente resistencia a la hidrélisis quimica y enzimética.
Los enlaces a-1,3 son mas facilmente hidrolizados por enzimas y se produce neoagarobiosa. Los
enlaces B-1,4 son mas facilmente hidrolizados por catalizadores acidos y producen unidades de
agarobiosa. Estos ultimos hacen que la cadena de polisacaridos sea especialmente compacta y re-
sistente a la rotura [16].

El peso molecular asignado a la agarosa no degradada es de aproximadamente 120.000 g/mol. Este
peso se ha determinado mediante mediciones de sedimentacion y representa 400 unidades de agaro-
biosa, unidas entre si. La agarobiosa, puede ser considerada como la unidad de repeticion de un
polimero de agarosa y tiene un peso molecular aproximado de 306 g/mol [16].
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Figura 4: Estructura quimica agarosa, con sus dimeros agarobiosa y neoagarobiosa [29].
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Cada cadena de agarosa contiene aproximadamente 800 moléculas de galactosa, y estas forman
fibras helicoidales que se agregan en una estructura superenrollada con un radio de 20-30 nm. Las
fibras son casi rigidas y tienen un amplio rango de longitud dependiendo de la concentracién de
agarosa. Cuando una solucion de agarosa se enfria, se solidifican y las fibras forman una malla
tridimensional de canales de diametro que oscila entre 50 nm y >200 nm dependiendo de la con-
centracion de agarosa utilizada; las concentraciones mas altas producen didmetros de poro prome-
dio mas bajos [29]. La estructura tridimensional se mantiene unida con enlaces de hidrogeno y, por
lo tanto, puede romperse calentandola de nuevo, siendo un gel termo reversible. EI mecanismo se
gelificacion, se representa en la Figura 5 [30]

Cooling Cooling Cooling

Heating Heating Heating

Random coil Double helix Aggpregated double helices 3D network

Figura 5: Mecanismo de gelificacion moléculas de agar y agarosa [31].

2.2.1. Determinacion de la calidad

Los criterios para juzgar la calidad de la agarosa son multiples, entre los cuales se encuentran, su
apariencia, propiedades fisicoquimicas, pureza, entre otros. Los valores buscados van a depender
de la aplicacion a la que se destine. En el caso de las propiedades fisicoquimicas, se considera su
color, transparencia en solucién, humedad, temperaturas de gelificacion y fusion y fuerza de gel,
siendo esta Ultima, uno de los parametros mas utilizados [16].

Por otro lado, como criterios de pureza, se busca la reduccién de los grupos electronegativos al
minimo, especificamente el contenido de sulfatos y piruvato, ya que la presencia de estos grupos
puede generar interacciones no deseadas en las aplicaciones de la agarosa y afecta sus propiedades
fisicoquimicas. El aumento de la presencia de estos grupos puede producirse por una mala separa-
cion de la agaropectina. La resistencia o fuerza de gel se correlaciona negativamente con el conte-
nido de sulfato porque éste puede aumentar la repulsion mutua entre las moléculas de agar y difi-
cultar la agregacion de las dobles hélices, durante la formacion del gel, por lo que la estructura
tridimensional de la red esta relativamente suelta, lo que disminuye la resistencia del gel [31].
Igualmente es muy importante asegurar la ausencia de residuos de reactivos utilizados en el proceso
de produccion de agarosa [16].
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Particularmente se prefiere la agarosa de mayor pureza, para su uso en la electroforesis de acidos
nucleicos en gel de agarosa, ya que la presencia de los grupos cargados negativamente, crean un
flujo de agua en direccidn opuesta al movimiento del ADN, en un proceso denominado electroen-
dosmosis, lo que puede retardar el movimiento del ADN y provocar la difuminacion de las bandas.
También provocan un aumento de la fijacion de las sustancias cargadas eléctricamente, como la
fijacién no selectiva de proteinas [16].

La agarosa esta disponible como un polvo blanco que se disuelve en agua casi hirviendo y forma
un gel cuando se enfria. La agarosa exhibe el fendmeno de la histéresis térmica en su transicion de
liquido a gel, al igual que el agar, es decir, se gelifica y se funde a diferentes temperaturas. Las
temperaturas de gelificacion y fusién varian segun el tipo de agarosa. Las agarosas estandar deri-
vadas de Gelidium tienen una temperatura de gelificacion de 34-38°C y una temperatura de fusion
de 90-95 °C, mientras que las derivadas de Gracilaria, debido a sus sustituyentes metoxi mas altos,
tiene una temperatura de gelificacion de 40-52°C y una temperatura de fusion de 85-90°C [29].

La agarosa natural contiene grupos metilo sin carga y el grado de metilacién es directamente pro-
porcional a la temperatura de gelificacion. Las temperaturas gelificacion y de fusion pueden de-
pender también de la concentracion del gel, particularmente a una concentracion de gel baja de
menos del 1%. Por lo tanto, las temperaturas de gelificacion y fusién se dan a una concentracion
de agarosa especifica [29].

La Tabla 1, resume algunas caracteristicas reportadas para agarosas comercializadas por la empresa
estadounidense Sigma Aldrich, de las cuales existen alrededor de 23 productos disponibles a través
del proveedor Merk, con un amplio rango de propiedades y valores [32].

Tabla 1: Caracteristicas productos agarosa presentes en el catilogo de la empresa Sigma Aldrich [32] y un

producto de Fermento Biotec, producido en Chile (*)[33].

Productos comercializados
. Agarosa Agarosa
. Agarosa baja . ope Agarosa . Agarosa *
Propiedad baja T de gelifi- especial alta
EEO (A4679) cacién (A0701) (A9414) EEO (A5304) Lafken LM
Fuerza de gel
21200 2250 2200 =700 <500 [1.59
(8/cm?) [1%p/v] [1.5%]
T gelificacidn (°C)
- 26+2 26 - +1 24 -2

[1,5% p/v] 34 -38 6 6-30 36+1,5 4-28

T fusion (°C)
88+2 65+1 <65 - 65,8

[1,5% p/v] ’

Sulfatos (%) <0,20 <0,40 <0,10 <0,20 <0,12
Electroforesis, . , Electroforesis,
. . Cultivo células | . .
Usos inmunoelec- | Electroforesis , inmunoelectro- | Electroforesis
) mamiferas )
troforesis foresis
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2.2.1. Métodos de extraccion

Se han publicado numerosos estudios sobre la preparacion de agarosa desde agar, basados en un
principio basico de separacion en funcion de las diferentes cargas ionicas de la agarosa y de la
agaropectina [23].

Algunos procedimientos utilizaron sal de amonio cuaternario como reactivo para precipitar la aga-
ropectina y dejar agarosa en la solucion. Sin embargo, se reportd la dificultad de remover efectiva-
mente el precipitado de la solucién de agarosa, se descubrid que la adicion de polisacaridos como
la carragenina, cuyo contenido en sulfatos es mayor, formaba una floculacién separable con la sal
de amonio cuaternario. Luego se informd la adopcion de alquilenglicol de bajo peso molecular para
la purificacion de la agarosa. Para mejorar esta metodologia fue creada la metodologia que utiliza
polietilenglicol, el cual, precipita selectivamente las moléculas no cargadas. La cromatografia de
intercambio i6nico también se utiliza para separar agarosa de otros polisacaridos cargados [23].

Basandose en gran medida en estos métodos, han aparecido otras publicaciones y patentes que
modifican 0 mantienen estos principios para los procesos de preparacion de la agarosa. En ocasio-
nes se han utilizado sucesivamente dos o incluso tres métodos de fraccionamiento en intentos de
mejorar la calidad de la agarosa [16]. Para adaptarse a las modernas aplicaciones de la agarosa en
bioquimica se ha requerido la introduccion de modificaciones en la estructura quimica de esta mo-
lécula, mediante quimica organica sintética en muchos casos [23].

Los efluentes producidos durante la extraccion de agarosa mediante métodos convencionales cons-
tituyen un problema de contaminacion. Ademas, se necesitan reactivos quimicos agresivos y los
costes de extraccion son elevados. Esto ha llevado a la necesidad de técnicas ecoldgicas, rentables
y sostenibles para la extraccion de agarosa, sin embargo, estas nuevas técnicas aln representan
tecnologias poco accesibles comercial y econdémicamente [17].

Se han realizado varios métodos alternativos para extraer agarosa mediante extraccién con disol-
ventes modificados y el uso de biosolventes. Como ejemplo de la extraccidn con disolventes, esta
el uso de dimetilsulféxido (DMSO) para la extraccidn de agaropectina y la preparacion de agarosa
de alta calidad, este método utiliza un tiempo de proceso mas corto y es mas eficiente comparado
con los métodos convencionales [17].

Por otro lado, la extraccion por liquidos iénicos es un ejemplo del uso de biosolventes, estos son
compuestos formados Unicamente por iones y se consideran un disolvente mas ecoldgico, ademas,
sus propiedades biodegradables y no toxicas mejoran su funcionalidad como disolvente para el
aislamiento de la agarosa. Pueden recuperarse y reutilizarse para lotes posteriores, siendo ventajoso
para el proceso, ya que se consumen menos disolventes frescos y no se producen los problemas de
eliminacidn de residuos toxicos que se experimentan con los disolventes convencionales [17].

De las tecnologias probadas, la metodologia que utiliza polietilenglicol resulta ser una opcién de
extraccion prometedora por la disponibilidad de sus materiales y ausencia de disolventes toxicos.
A continuacion, se detallaran las caracteristicas de esta metodologia, la que formo parte de una
patente comercial de produccién industrial de agarosa.
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2.2.2. Precipitacion con polietilenglicol

El polietilenglicol, conocido como PEG, es un polimero termopléastico obtenido mediante la poli-
merizacion del éxido de etileno, més especificamente es un poliéter lineal o ramificado con un
grupo hidroxilo en cada extremo. El polietilenglicol tiene la ventaja de estar ampliamente disponi-
ble comercialmente y de que puede obtenerse en casi cualquier peso molecular deseado a un coste
razonable. Los distintos tipos de PEG se diferencian segun su peso molecular medio del cual toman
el nombre. Este polimero es altamente soluble en agua, por lo que la mayoria de sus aplicaciones
se dan en disoluciones acuosas, sin embargo, al aumentar el peso molecular disminuye tanto la
solubilidad como la higroscopia. Este material es biodegradable, biocompatible y no tdxico, ade-
mas, esta reconocido por la FDA como GRAS (compuestos generalmente reconocidos como segu-
ros) y ha sido aprobado para su consumo interno [34].

Las soluciones de PEG se estan trabajando como medios de reaccion ecoldgicos, sobre todo debido
al gran interés actual por la quimica de separacion ecoldgica. Lo mas relevante en el uso de esta
técnica es que el efecto del PEG es completamente reversible, por lo que puede eliminarse de las
fracciones mediante extraccion con un disolvente adecuado y puede ser recuperado de la disolucion
mediante extraccién con disolvente o por destilacion directa [18][34].

En las primeras aplicaciones de la metodologia de precipitacion de agarosa con polietilenglicol, se
trataba la solucion de agar con un liquido acuoso que contiene polietilenglicol disuelto con un peso
molecular de al menos 300 g/mol, en concentraciones tales que hacen que la agarosa se vuelva
insoluble en el liquido acuoso y separar la fraccion insoluble resultante, donde la proporcion de
agaropectina disuelta el liquido acuoso es mayor que en la mezcla original [18].

En posteriores mejoramientos de la metodologia, esta consistia en disolver al agar en un liquido
acuoso, tras lo cual se afiade polietilenglicol s6lido en una cantidad adecuada para precipitar selec-
tivamente la agarosa de dicha mezcla [27]. Este se debe llevar a una temperatura superior a la
temperatura de gelificacion de la solucion coloidal e inferior a la temperatura a la que se produce
una degradacién sustancial de la agarosa dentro del periodo tiempo al que se somete a dicha tem-
peratura. A temperaturas mas bajas, la solucién o dispersion puede empezar a gelificarse durante
el proceso, lo que puede afectar negativamente el proceso [18].

En 1967, este procedimiento se patentd en estados unidos, e indican que preferentemente, el frac-
cionamiento se lleva a cabo a una temperatura superior a 60°C. Reportan que, a temperaturas mas
bajas, entre 50 y 60°C, la agaropectina tiende a precipitar en mayor medida, junto con la agarosa.
A temperaturas inferiores como 40°C, las soluciones coloidales tienden a solidificarse. Destacaban
gue a temperaturas mas altas mejora el poder fraccionador del PEG, por lo que, preferian llevar a
cabo el tratamiento entre 70 y 100°C, mas particularmente al menos entre 80°C y 90°C, teniendo
muy buenos resultados. De hecho, la temperatura de precipitacion inicial preferida es esencial-
mente a 90°C, temperatura a la que la precipitacion es casi instantanea [18].

La agarosa es inestable a altas temperaturas, lo que influye en la eleccién del limite superior de
temperatura. Por otra parte, la degradacién a altas temperaturas también es funcién del tiempo vy,
por lo tanto, el proceso podria llevarse a cabo a altas temperaturas, incluso por encima el punto de
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ebullicion del agua si se lleva a cabo bajo presion, siempre que el tratamiento se realice tan rapida-
mente que la degradacion sea insignificante. Tales temperaturas elevadas pueden elegirse si se
desea, por ejemplo, por razones econdmicas, tratar soluciones coloidales de concentracion tan ele-
vada que serian demasiado viscosas para el tratamiento a temperaturas mas bajas [18].

En aplicaciones de esta metodologia se usaron temperaturas entre 50-60°C para precipitar agarosa
desde agar comercial, con un rendimiento aproximado de 50% y obteniendo una agarosa con un
porcentaje de sulfatos de 0.6% [27]. Més recientemente se utilizo la precipitacion de agarosa con
PEG en agar del alga Ahnfeltia plicata, donde se eligié 70°C como temperatura de elucion, ya que
se reporta que el uso de temperaturas mas altas, entre 80°C y 100°C, provocaba la coprecipitacion
de agaropectina, mientras que temperaturas mas bajas, entre 40°C y 60°C, provocaba la precipita-
cion de agar, en este estudio se obtiene una agarosa con un contenido de sulfato de 0,28% [23].

Factores que afectan este proceso son la fuente de donde proviene el polietilenglicol, ya que puede
diferir en propiedades relevantes para el proceso, también los diferentes tipos de agar o de diferen-
tes fuentes pueden tener caracteristicas muy variables, por lo que se recomienda realizar experi-
mentos preliminares para determinar las condiciones 6ptimas en cada caso particular [18].

El PEG esta disponible en diversos pesos moleculares, siendo los pesos moleculares medios com-
prendidos entre 1.500 y 10.000 g/mol los que resultan mas adecuados para este proceso. General-
mente se impone un limite superior al peso molecular del polietilenglicol por el hecho de que, a la
concentracion y temperatura empleadas, la viscosidad de la solucion resultante debe ser lo sufi-
cientemente baja como para que pueda separarse de ella un precipitado por centrifugacion u otros
medios. Al usar polietilenglicol de peso molecular 6000 g/mol, se observo consistentemente que
en la mayoria de los casos este era adecuado para una precipitacion virtualmente completa de aga-
rosa, independientemente de la concentracidén de agar o agarosa en la solucion tratada. Este es
generalmente encontrado ventajoso por razones econdmicas para tratar soluciones coloidales acuo-
sas de concentracion alta. En general, la concentracion debe ser tal que la solucion coloidal siga
fluyendo facilmente, lo cual, como ya se ha mencionado, también depende de la temperatura [18].

Otro factor que afecta la precipitacion de la agarosa es la concentracion de polietilenglicol en la
mezcla de reaccion. Si se desea 0 es necesario, el fraccionamiento puede realizarse en varias etapas,
por ejemplo, mediante un aumento escalonado de la concentracion de polietilenglicol y la elimina-
cion del material precipitado entre los sucesivos aumentos de concentracion. El aumento gradual
de la concentracion de polietilenglicol da lugar a la precipitacion de fracciones de resistencia de
gel decreciente, por lo que el proceso puede ser controlado para obtener precipitados de fuerza de
gel controlada, por ejemplo, en las concentraciones mas bajas de PEG sdlo se precipitara la agarosa
de mayor peso molecular, la cual tiene generalmente la mayor fuerza de gel [18].

Cuando una etapa de precipitacién produce un fraccionamiento incompleto, el fraccionamiento
puede llevarse a cabo por etapas tanto en la precipitacion como en la fase liquida residual. La
precipitacion fraccionada puede llevarse a cabo aumentando continuamente o por etapas la con-
centracion de PEG en la mezcla de reaccion. Por otra parte, cualquier precipitado formado puede
volver a disolverse y precipitarse tantas veces como se desee 0 se requiera para su posterior frac-
cionamiento o purificacion [18]
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2.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica analitica amplia-
mente utilizada en la industria y en entornos académicos para comprender la estructura molecular
y la composicion de muestras. La espectroscopia FTIR utiliza energia infrarroja para analizar una
muestra. La luz infrarroja se absorbe a frecuencias especificas directamente relacionadas con las
energias de enlace vibratorio interatdbmico de la molécula. El instrumento FTIR emite radiacion
infrarroja a través de una muestra en el rango de entre 10.000 y 100 cm™. La muestra absorbe parte
de esta radiacion, mientras que otra parte la deja pasar. Las moléculas de la muestra convierten la
radiacion absorbida en energia rotacional y/o vibracional [35].

La sefial resultante se presenta como un espectro de longitudes de onda, generalmente en el rango
de 4000 a 400 cm™, que representa una huella molecular de la muestra. Cada molécula o estructura
quimica produce una huella espectral Unica, lo que convierte al analisis FTIR en una herramienta
valiosa para la identificacion quimica [35]. La posicion (frecuencia) e intensidad de cada banda de
absorcion en el espectro FTIR contribuyen a la identificacion caracteristica de la molécula. Los
diversos enlaces en una molécula vibran con diferentes energias, lo que resulta en la absorcion de
longitudes de onda especificas de la radiacion [36].

Esta técnica se utiliza ampliamente en la industria y en laboratorios académicos para comprender
la estructura de moléculas individuales y/o la composicion de mezclas moleculares, lo que facilita
el analisis de muestras en diversas areas, incluida la investigacion de materiales, la farmacologia y
la biologia molecular. Sin embargo, la interpretacion de los datos espectrales FTIR es fundamental
para comprender la composicion y la estructura quimica de una muestra. Aungue esta técnica es
poderosa y tiene numerosas aplicaciones, la interpretacion no es sencilla debido a la complejidad
del espectro generado. Las bandas absorbidas en el espectro son discretas y degenerativas, y su
posicion puede variar segun diversos factores quimicos y matriciales. Por lo tanto, la interpretacién
del espectro requiere experiencia y conocimiento en técnicas espectrogréficas [37].

La interpretacion se basa en tres aspectos principales: el nimero de onda, que refleja la posicion
de la absorbancia y depende de la energia necesaria para la absorcién; la intensidad del pico de
absorbancia, relacionada con el dipolo/fuerza de enlace presente en las moléculas; y la forma de la
banda IR, que proporciona informacion sobre el tipo de enlaces presentes [37].

A pesar de ser principalmente una herramienta cualitativa, el analisis FTIR también puede em-
plearse cuantitativamente para cuantificar grupos funcionales especificos, siempre y cuando se
comprenda la quimica subyacente y se disponga de materiales de referencia estandar. La intensidad
de la absorbancia se correlaciona con la cantidad de funcionalidad presente en la muestra. Sin em-
bargo, es importante tener en cuenta que el FTIR es una técnica analitica "gruesa”, lo que significa
que puede proporcionar poca informacion sobre trazas o pequefias concentraciones de material en
una muestra [37].
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2.3.1. Analisis de composicion quimica

Los polisacaridos sulfatados son un grupo de polimeros diversos que incluyen a la carragenina, el
fucoidan y algunos polisacaridos sintéticos sulfatados quimicamente. Existen para estos, tres ban-
das de absorcion caracteristicas en 1200-1270 cm™, 1010-1060 cm™ y 900-800 cm, correspon-
dientes al estiramiento simétrico y asimétrico del doble enlace S y O y estiramiento del enlace
simple C-O-S, respectivamente, estas se pueden utilizar para confirmar la union de grupos sulfonilo
a polisacaridos [35][36].

Las bandas tipicas del agar se sitGian, por lo general, en 700-1400 cm™. La banda localizada a 740
cm?t se atribuye a la unién C-O-C. La banda a 805 cm™ se reconoce como grupos sulfato en C-2
de 3,6 anidro-L-galactosa. La banda a 820 cm-1 indicaban la presencia de grupos sulfato en el C-
6 de la D-galactosa. La banda en 845-855 cm-1 se atribuye a los grupos sulfato en C-4 de la D-
galactosa. La banda localizada a 886 cm-1 esta ligada a la flexién C-H en C-1 del B galactopirano-
sil. La banda en 930 cm™ esta asignada a la vibracion C-O-C de la 3,6-anhidro-galactosa. La banda
detectada a 1033 cm™ y la de 1148 cm™ suelen atribuirse a las vibraciones de estiramiento C-O y
C-C del anillo de piranosa. Las bandas identificadas a 1250 cm™ y 1370 cm™ se asignan a la vibra-
cion de estiramiento de los grupos éster sulfato [21][36][38][39].

17



Capitulo 3: Metodologia

‘ Biomasa

A. chilensis

» Extraccién de Extraccion de
agar » agarosa

Figura 6: Esquema resumen de las metodologias experimentales.

Caracterizacion Caracterizacion
agar agarosa
*  Andlisis FTIR * Electroforesis

*  Temperatura gelificacion

*  Temperatura fusién
Contenido de sulfato
Fuerza de gel

[Elaboracion propia]

En esta seccidn se presentan las me-
todologias experimentales utilizadas
en el trabajo realizado, el cual se di-
vide en 3 etapas principales, resumi-
das en la Figura 6. La primera co-
rresponde a la extraccion de agar
desde la biomasa de A. chilensis,
luego se realiza la extraccion de aga-
rosa desde el agar previamente ex-
traido y finalmente se caracterizan
los productos obtenidos. Cabe desta-
car que se utiliza la misma metodo-
logia para la caracterizacion de los

agares y agarosas obtenidos, midiendo las mismas propiedades. Se adiciona a las agarosas, una
prueba de electroforesis. Para cada etapa, se podra encontrar una lista con los materiales y equipos
utilizados, junto con el paso a paso de la metodologia.

3.1. Extraccion de Agar

En esta seccion se describe la metodologia seguida para la extraccion de agar desde residuos al-
gales Agarophyton chilensis. La Figura 7, muestra un diagrama de flujo del proceso. Los mate-
riales y equipos utilizados se encuentran listados en el Anexo A.1.

NaOH al H,50, al
Agua 3% pjv 0.025% vfv

Agua destilada

a75°C
i . Extraccion: s
Agar.oph}{ton Preparacion Tratam.lento ’ Neutralizacion » coccién a alta Eliminacién » Agar
chilensis de la muestra alcalino temperatura humedad

\ 4 \ 4

Agua de Solucién residual | |Solucién residual Residuos Agua
lavado con NaOH con 1,50, algales

Figura 7: Diagrama de flujo proceso de extraccion de agar desde biomasa de algas.

[Elaboracién propia]
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Preparacion de la muestra

1. Selava el alga con agua corriente para quitar el exceso de arena y otros contaminantes y se
pone a secar en la estufa a 60°C hasta peso constante, alrededor de 24 h.

2. El alga ya seca se homogeniza en una licuadora para obtener fragmentos de menor tamario,
que no sobrepasen los 2 cm. Se pesan 20 g del alga fragmentada en un vaso precipitado de
600 ml, que sera la muestra por utilizar.

3. Se lava la muestra con 400 ml de agua destilada con agitacion constante por 2 min, con el
propdsito de eliminar arena y restos de material marino que aun estén presentes.

4. Luego se filtra con dos capas de gasa, reteniendo el alga y eliminando el permeado alto en
contaminantes. La muestra de alga himeda se pone en un vaso precipitado limpio.

Tratamiento Alcalino

5. Se inicia el pretratamiento alcalino agregando 400 ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 3%
p/v y mantener en suspension durante 5 h a temperatura ambiente, con agitacion constante.

6. Luego la solucién alcalina se calienta a 85 °C por 1 hora a bafio maria, con el propdsito de
eliminar el contenido de sulfatos presentes en el alga. Pasado este tiempo la solucion ca-
liente se filtra en dos capas de gasa para retener el material algal y eliminar la solucion de
hidroxido de sodio.

7. Las algas retenidas son enjuagadas con 600 ml de agua destilada para eliminar el exceso de
hidroxido de sodio y se ponen en vaso precipitado limpio.

Neutralizacion

8. Para neutralizar la muestra, se agregan 400 ml de una solucion de acido sulfirico (H2SO4)
al 0.025% v/v y se suspende a temperatura ambiente con agitacion constante por 2 h.

9. Luego se filtra nuevamente con gasa y se conserva la masa de algas neutralizada.

Extraccion: Coccion a alta temperatura

10. Para comenzar la extraccion de agar, poner dentro de un vaso precipitado de 400 ml la
muestra de alga neutralizada y agregar agua destilada caliente a 75°C.

11. Luego, calentar la solucién en un agitador magnético hasta una temperatura entre 85-90°C
y se mantiene a esta temperatura con agitacion constante durante 2 h.

12. Pasado este tiempo, filtrar la muestra caliente con gasa, ejerciendo presion para obtener
todo el liquido. Se usa un pisa papas 0 una prensa de preferencia.

13. Se pone la solucion de agar caliente en tubos Falcon de 50 ml y se centrifugan a 2000g por
3min. Esto para eliminar impurezas visibles en el agar.
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Eliminacion humedad

14. Dejar enfriar la solucion filtrada a temperatura ambiente hasta que tome consistencia de gel.
Verter el gel en una bandeja de plastico y congelar a -20°C durante toda la noche.

15. Descongelar la muestra a temperatura ambiente, una vez que ya no se vea hielo, botar el
agua resultante, reteniendo el gel. También se puede presionar el gel, para sacarle el maximo
de agua posible.

16. Romper el gel y secar en estufa a 50-60°C hasta peso constante, durante 24 h aproximada-
mente.

17. Finalmente se enfria la muestra y se pesa el agar obtenido para el posterior célculo del
porcentaje de rendimiento de agar.

3.2. Extraccion de Agarosa

En esta seccidn se describe la metodologia seguida para extraer agarosa desde el agar obtenido
anteriormente desde el alga. Este proceso, cuyo diagrama de flujo se muestra en la Figura 8, se
Ilevara a cabo mediante una precipitacion con PEG, probando 4 temperaturas diferentes. Los ma-
teriales y equipos utilizados se listan en el Anexo A.2

NaCl al PEG NaClal Etanol al
0.05 M 6000 01M 70%
Preparacion Extraccién: »
solucién agar precipitacién
con PEG 6000 humedad

al 3%
Sobrenadante con Lavado con
agaropectina trazas de PEG

Figura 8: Diagrama de flujo proceso de extraccion de agarosa mediante precipitacion con PEG.

Eliminacién Eliminacién
PEG 6000

2

Blanqueado

Agar de A.
chilensis }*

* Agarosa ‘

Lavado con
etanol

[Elaboracién propia]

Tomando en cuenta las temperaturas evaluadas y utilizadas en las implementaciones de este mismo
proceso que se reportaron en la seccion 2.2.3, se establece un posible rango de temperatura de
extraccion, entre 40°C y 90°C [18][27]. Adicionalmente se considera que para el agar de A. plicata
se reporta una temperatura de gelificacion y fusion de 33°C y 98°C respectivamente y se extrajo la
agarosa a 70°C, como temperatura 6ptima [23]. Mientras que para el agar de A. chilensis las tem-
peraturas de gelificacion y fusion son 33.5°C y 87°C aproximadamente [14]. Dado a la similitud
observaba, se plantea evaluar el proceso de extraccion a 50, 60, 70 y 80°C.
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Preparacién solucion agar

1. Preparar una solucion caliente de agar al 3% p/v. Para esto pesar 1.2 g de agar en un vaso
precipitado de 100 ml y afadir 40 ml de solucion de NaCl al 0.05 [M]. Calentar en un
agitador magnético con agitacion constante.

Extraccion: Precipitacion con PEG 6000

2. Llevar la solucidn a la temperatura deseada de extraccion (50-60-70-80°C) y afiadir lenta-
mente 12 gr de PEG 6000 solido, esto se realiza durante 10 min con agitacion constante,
intentando mantener la temperatura estable.

3. Centrifugar la solucion caliente 6300 g por 30 min y recuperar el floculante formado,
desechando el sobrenadante. Esto se realiza separando la muestra en dos tubos Falcén de
50 ml.

4. Lavar dos veces el precipitado con una solucion caliente de PEG 6000 al 25% en 0,1 M
NaCl, afadiendo 30 ml de solucion de PEG caliente a la temperatura usada para la precipi-
tacion y romper el pellet formado, luego centrifugar a 6300 g por 7 min y quedarse con el
floculante formado.

Eliminacion PEG 6000

5. Lavar extensivamente el pellet con una solucién de NaCl al 0.1 M, para extraer el PEG
residual, para esto se afiaden 30 ml de solucién de cloruro de sodio en cada tubo y se rompe
el pellet formado, y se centrifuga a 6300 g por 7 min. Esto se hara hasta que se compruebe
que la solucion de lavado no contiene trazas de PEG, entre 9 y 11 lavados.

6. Comprobacion presencia de PEG: Después del lavado, poner 3 ml del sobrenadante en un
tubo Falcon de 15 ml y afadir 150 ul de Lugol, agitar y observar el cambio de color en la
solucion.

La presencia de PEG forma una solucion de café color oscuro al reaccionar con el Lugol,
mientras que cuando ya no esta presente se forma una solucion de color amarillo. Se puede
utilizar como blanco 3 ml de agua destilada con 150 pl de Lugol para tener una referencia
del color al que se espera llegar.

Blangueado

7. Para blanquear la agarosa sin rastros de PEG, lavar nuevamente el pellet afiadiendo 30 ml
de etanol 70 % y rompiendo el pellet, para finalmente centrifugar a 8228 g por 8 min.

Eliminacion humedad

8. Pellet se extiende sobre bandejas de plastico y se seca en estufa a 40°C hasta peso constante.
Se deja enfriar y se pesa la agarosa obtenida.
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3.3. Caracterizacion productos

Las metodologias mostradas a continuacion se realizaron de la misma forma para caracterizar los
agares y agarosas extraidas de A. chilensis. Los materiales y equipos utilizados para cada metodo-
logia se listan en el Anexo A.3.

3.3.1. Medicion contenido de sulfatos

Esta medicion se realiz6 una vez en triplicado para los agares y agarosas extraidas, me-
diante la medicién de absorbancia con espectrofotémetro como se describe a continua-
cion.

Preparacion reactivo de gelatina

1. Afadir 75 mg de gelatina en polvo a 25 ml de agua ultrapura en un tubo Falcon. Incubar a
80°C por 10 min y luego homogenizar completamente en Vortex.

2. Anadir 250 mg de BaCl, y homogenizar completamente.

Muestra hidrolizada

3. Afadir 1 mg de polisacarido seco a un microtubo con 250 pl de HCI 0.5 M vy agitar con
Vortex por 60 s.

4. Incubar en un bafio seco a 105°C durante 3 h. Luego dejar enfriar a temperatura ambiente.

5. Centrifugar la muestra a 13.400 g por 15 min a temperatura ambiente y transferir el sobre-
nadante a un nuevo microtubo.

Curva de calibracién

6. Preparar una solucion patron de sulfatos que contenga 10 mg/ml de ion sulfato, para esto,
disolver una sal de sulfato como Na;SOsen HCI 0.5 M.

7. Preparar soluciones estandar de sulfato con concentraciones entre 0.2 y 2 mg/ml diluyendo
la solucion patrén.

Lectura absorbancia en microplaca

8. Poner 140 pl de HCI 0.5 M en los pocillos de la microplaca que se necesiten medir.
9. Poner 20 ul de sobrenadante de cada muestra hidrolizada en la microplaca por triplicado.
10. Poner 20 ul de HCI 0.5 M como control negativo.

11. Poner 20 pl de las soluciones estandar de sulfato.
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12. Mezclar el contenido con la funcion integrada en el lector, con el modo lineal por un minuto
a 300 rpm y luego leer la absorbancia a 405 nm. Esta seré la primera medicion.

13. Anadir 40 ul del reactivo de gelatina. En el lector, mezclar el contenido e incubar la micro-
placa por 20 min a temperatura ambiente.

14. Mezclar nuevamente y medir la absorbancia a 405 nm. Esta sera la segunda medicion.

Calculo de sulfato

15. Corregir los valores de absorbancia medidos restando los valores de la primera medicion a
la segunda.

16. Crear la curva de calibracion graficando la absorbancia corregida de las soluciones estandar
de sulfato en el eje y, versus su concentracion conocida de sulfato en el eje x.

17. Usar la ecuacion de regresion para estimar la concentracion de sulfato en cada muestra y
calcular el porcentaje correspondiente.

3.3.2. Analisis FTIR

Para este estudio se enviaron las muestras de agar y agarosa al Laboratorio de Caracteri-
zacion de Materiales, del Departamento de Ingenieria Quimica, Biotecnologia y Materia-
les, de la Facultad de Ciencias Fisicas y Matematicas, Universidad de Chile, a cargo de la
laboratorista Gloria Troncoso, quien las analiz6 mediante espectrometria FTIR ATR. Las
muestras no necesitaban preparacién previa, sin embargo, estas debian ser de al menos 1
mg y preferentemente en forma de pelicula.

3.3.3. Temperatura de fusion

Esta medicion se realiz6 en dos ocasiones, en cada una de las cuales se uso un duplicado de cada
muestra de gel de agar y agarosa.

Preparacion del gel

1. Preparar un gel al 1.5% p/v, agregando agua destilada a la muestra seca (agar o agarosa) en
un frasco con tapa. Disolver en autoclave por 30 min.

2. Poner 5 ml de gel en tubo de ensayo de vidrio, se deja gelificar y se mantiene a temperatura
ambiente por al menos 20 h.

Medicion temperatura de fusion

3. Se pone sobre el gel una bolita de vidrio de 3 mm pintada de negro. Se sumerge el tubo en
un bafio de agua a 95°C.
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4. Observar el momento en que la bolita atraviesa el gel y cae al fondo del tubo, inmediata-
mente introducir un termdémetro y registrar la temperatura de la solucion. Esta sera la tem-
peratura de fusion.

3.3.4. Temperatura de gelificacion

Esta medicion se realizo en dos ocasiones, en cada una de las cuales se uso un duplicado de cada
muestra de gel de agar y agarosa. Cabe destacar que este procedimiento se realiz6 posteriormente
a la medicion de la temperatura de fusion anteriormente descrita, aprovechando que la muestra se
encontraba en solucion.

Medicion de la temperatura

1. Sesumerge el gel al 1.5% p/v en un bafio de agua caliente y se espera que deje de ser gel.

2. Se sumerge el tubo en un agua fria con un termémetro dentro. Mientras la temperatura baja
arrojar dentro del tubo pelotas de vidrio de 3 mm para observar si estas ingresan o no al
interior de la muestra. Cuando estas ya no entran al gel y se corrobora que la muestra ya no
fluye, registrar la temperatura como la temperatura de gelificacion.

3.3.5. Propiedades reologicas

Adicionalmente a la medicion de la temperatura de fusion y gelificacion de las muestras de agarosa
descritas anteriormente, se realizo un estudio de estas propiedades utilizando un Redmetro Hibrido
Discovery HR-2, en el Laboratorio de Biomateriales e Ingredientes Funcionales (LIBIF), del De-
partamento de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos (DECYTAL), Facultad Tecnolégica, Uni-
versidad de Santiago de Chile, a cargo del profesor Fernando Osorio.

Se realizd un barrido de temperatura a 1 ml de muestra de gel de agarosa al 1,5%, desde los 25°C
hasta los 90°C, aumentando 2°C por minuto. Se utilizd una placa cénica de 60 mmy 1.008°, placa
Peltier Acero — 108467.

Los resultados de estas mediciones no han sido analizados, debido a que se realizaron con poste-
rioridad a la realizacion del trabajo experimental, estos se encuentran a disposicion en el Anexo B
para su posterior analisis.

3.3.6. Fuerza de gel

Esta medicion se realiza en triplicado utilizando un Texturometro Zwick Roell BDO-FBO, en el
Laboratorio de Biomateriales e Ingredientes Funcionales (LIBIF), DECYTAL, Facultad Tecnolo-
gica, Universidad de Santiago de Chile, a cargo del profesor Fernando Osorio.
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Preparacion del gel

1.

Se prepara un gel al 1.5% p/v, disolviendo la muestra seca en agua destilada. Se prepara
utilizando el autoclave por 30 min.

Se ponen aproximadamente entre 15-20 ml de gel en un tubo de pléstico de 3,8 cm de
didmetro y se mantiene a temperatura ambiente por 24 h.

Medicién fuerza de gel

3.

Se monta la mesa de medicion en el texturometro y se inserta el embolo de medicién, en
este caso de geometria cilindrica con un diametro de 1,27 cm (0,5 pulgadas).

Se enciende el computador y el equipo, y se realizan los pasos necesarios para conectarlos
y poder comenzar la mediciones, para esto se utiliza el programa “Test Xpert Machine”.

Posteriormente se deben seleccionar las especificaciones de operacion, donde se establece
la altura de inicio de la medicidn, que corresponde a la altura del gel, una velocidad de la
prueba de 1 mm/s y una penetracion en el gel de 5 mm.

Una vez configurada la medicion, se posiciona el gel en el centro de la mesa de medicion y
se comienza con el ensayo, llevando el embolo a la altura del gel, presionando “LE” en el
programa, luego se presiona “FORCE 0” para dejar en cero la fuerza aplicada y finalmente
se presiona “START”. El equipo realiza la medicion y se genera un grafico de fuerza (N)
versus la distancia de penetracion (mm).

Una vez finalizada la medicion, el equipo vuelve a la altura predeterminada y se deben
guardar los archivos generados, que son un archivo Excel, con los datos medidos y un ar-
chivo Word, que contiene el grafico generado y una tabla resumen de los resultados rele-
vantes.

Calculo fuerza de gel

8.

Posteriormente se toma el dato de fuerza méxima (Fmax) que entrega el software, el cual
también se puede identificar como el peak en el grafico generado. Este se debe convertir de
newton a gramos.

Luego el valor obtenido en gramos se divide en el area transversal del embolo utilizado.
Obteniendo asi la fuerza de gel en unidades de g/cm?.

3.3.7. Idoneidad para electroforesis

Para evaluar la capacidad de los geles de la agarosa extraida, se prepararon geles de electroforesis
segun lo descrito a continuacion:
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Preparacion gel de electroforesis

1.

Prepara una solucién de agarosa al 1% p/v con buffer TAE x1 y se le agrega tincion para
acidos nucleicos, GelRed®. Dejar enfriar un momento y vaciar la solucion en el molde de
gel de electroforesis. Dejar gelificar.

Corrida gel electroforesis

2.

Preparar la camara le electroforesis llenandola con buffer TAE x1 y posicionando el gel en
el centro, con los pocillos de carga hacia el lado donde se encuentra el polo positivo.

Cargar un pocillo con 2 pl de muestra, en este caso un leader de 1 kb. Cerrar la cAmara.
Encender el voltimetro y dejar correr el gel con 70 V por 30 min.

Observar el gel en el generador de imagenes Gel Doc™ EZ Imager y guardar la imagen.

3.3.8. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza de un factor (ANOVA) para los datos recopilados de la caracte-
rizacion de los polisacéridos extraidos, donde el factor evaluado para el agar fueron los diferentes
lotes obtenidos, mientras que para la agarosa fue la temperatura de extraccion utilizada. Este ané-
lisis fue realizado con la herramienta de andlisis de datos del programa Excel y considero un inter-
valo de confianza de 0,05 para confirmar la existencia de diferencias significativas en los datos.

Posteriormente se utiliz6 el software GraphPad Prism 8 para realizar el mismo andlisis estadistico.
Par esto se proporcionaron los datos promedio, las desviaciones estandar correspondientes y el
numero de mediciones de cada propiedad medida y como se resultado se obtienen graficos que
explican visualmente las diferencias significativas entre los datos analizados.
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Capitulo 4: Resultados y Discusiones

A continuacion, se presentan y discuten los resultados obtenidos de cada seccion del trabajo ex-
perimental desarrollado. En el Anexo B, se puede encontrar una base de datos de los resultados,
por si se requiere consultar alguno con mayor detalle.

4.1. Extraccion de agar

Figura 9: Muestra de G. chilensis seca.

Para la realizacion de esta investigacion se hicieron cuatro
extracciones de agar desde A. chilensis, siguiendo la meto-
dologia descrita en la seccion anterior. Estas se realizaron
desde 20 g de alga seca (Figura 9) en triplicado, si bien no se
registro el rendimiento de extraccion de cada muestra, se es-
tima que se encontro entre un 7% y 10%, ya que, en dos de
las extracciones, se obtuvieron 4,3 g y 5,8 g de agar, desde
los 60 g de alga que se uso en total.

Este rendimiento es menor al reportado para esta alga en es-
tudios anteriores, de un 23% aproximadamente [14]. Esto se
atribuye a las dificultades enfrentadas en la etapa de extrac-
cién, ya que, no se contaba con una prensa o instrumento

adecuado para filtrar la solucion caliente de agar desde la masa de algas, razén por la cual no se
pudo recuperar en su totalidad. En una extraccion previa se intenté obtener la mayor cantidad po-
sible de solucion, presionando fuertemente con la mano. Si bien se cumplio el objetivo buscado, se
obtuvo un gel de agar con impurezas visibles, como se observa en la Figura 10.

Debido a esto y con informacion recopilada de procesos de extraccion de agar, se decidi6 adicionar
una etapa de purificacion mediante centrifugacion posterior al filtrado. Aunque esta contribuyé a
la reduccién del rendimiento obtenido, permitio obtener una solucion de agar visiblemente libre de
impurezas y un gel homogéneo, como el que se puede observar en la Figura 11.

Figura 11: Gel de agar con impurezas.

:

Figura 10: Gel de agar obtenido con la incor-

poracion de la etapa de centrifugacion.
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En las extracciones previas de agar, se contaba con un equipo de liofilizacién para la etapa final de
eliminacion de la humedad, con el que se obtuvo un agar en forma de esponja (Figura 12), que
luego se disolvia facilmente al preparar una solucion. Sin embargo, para las extracciones de los
agares utilizados no se contaba con este equipo, por lo que se utilizd una estufa, donde se obtenia
una lamina de agar (Figura 13), que se demoraba mucho mas tiempo en disolverse, aun cuando se
rompia en trozos mas pequefios. Algunas referencias sugerian pulverizar estas laminas, sin em-
bargo, no contabamos con un equipo que nos permitiera moler tanto la ldmina, como para llegar a
una consistencia de polvo.

. | ,
Figura 12: Agar secado en estufa.

Figura 13: Agar liofilizado.

4.2. Extraccion de agarosa

A continuacién, se mostraran y discutiran los resultados obtenidos de la extraccion de agarosa a las
cuatro temperaturas seleccionadas, de 50, 60, 70 y 80°C, basadas en resultados de estudios ante-
riores y en caracteristicas del alga a utilizar. Cabe destacar que cada extraccion se agarosa se realizd
desde diferentes lotes de agar extraido de G. chilensis, por lo que algunos resultados se deben
contrastar considerando las caracteristicas del agar del cual proviene cada agarosa.

Extraccion de agarosa a 50°C

Esta extraccion se realiz6 desde agar extraido el 14/12/23. La
centrifugacion en caliente realizada luego de la adicion del
PEG, entregd un pellet formado por 3 capas visibles, mos-
trado en la Figura 14. Como podemos observar, la capa 1, es
de color café oscuro y se posa en el fondo del tubo, sobre esta
se encuentra la capa 2, que es un pellet de color blangquecino
y finalmente la capa 3 que corresponde a un gel semi trans-
parente. Esto se menciona debido a que surgi6 la interrogante
del contenido de cada una de estas fracciones del pellet, si  Figura 14: Pellet agarosa extraida a
bien se conservaron las 3, la parte gel fluia y parte de ella se 50°C, con 3 capas visibles.
perdia con el sobrenadante.
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A

Figura 15: Prueba con Lugol para detectar trazas de PEG,

realizada en el agua del lavado 1 hasta el lavado 9.

Para la eliminacion de las trazas de
PEG, fueron necesarios 9 lavados con
la solucion de 0,1 M NaCl Este ni-
mero fue determinado mediante la rea-
lizaciéon de una prueba con Lugol al

~ sobrenadante de cada lavado, expli-

cada en la seccion Metodologia. El
Lugol reacciona con las trazas de PEG
generando un color café oscuro, cuya
intensidad va disminuyendo al dismi-
nuir el contenido de PEG, hasta quedar
de un color amarillo. Para saber
cuando ya se habia eliminado comple-
tamente, se buscaba conseguir el color
generado en el agua destilada, cuando

estos eran visiblemente iguales, ya no era necesario seguir con los lavados. En la Figura 15 se
puede observar un ejemplo de los resultados de esta prueba, realizada al sobrenadante del lavado

1,3,6,7,8y0.

Extraccion de agarosa a 60°C

Esta extraccion se realizo a partir de agar extraido el 08/12/2023. La cen-
trifugacion en caliente realizada luego de la adicion del PEG, entreg6 un
pellet formado por 2 capas visibles, mostrado en la Figura 16. Como po-
demos observar, una es de color café oscuro y se posa en el fondo del
tubo de centrifuga y la otra una capa de gel blanquecino. En este proceso
también fueron necesarios 9 lavados con la solucion de 0,1 M NaCl, para
la eliminacién de las trazas de PEG.

Extraccion de agarosa a 70°C

Esta extraccion se realizo desde agar extraido el 05/12/23. La centrifu-

gacioén en caliente también entreg6 un pellet formado por 3 capas visi-

bles, mostrado en la Figura 17, al igual que en la extraccion a 50°C. En
este proceso se realizaron 11 lavados con la solucién de 0,1 M NacCl,
para la eliminacion de las trazas de PEG.

Extraccion de agarosa a 80°C

Esta extraccion se realizo desde agar extraido el 18/12/23. La centrifu-
gacion en caliente entregd también un pellet formado por 3 capas visi-
bles al igual que en la extraccion a 50°C y 70°C. Fueron necesarios 11
lavados con la solucion de 0,1 M NaCl, para la eliminacion de las trazas
de PEG.
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extraida a 60°C.

Figura 17: Pellet agarosa

extraida a 70°C.



4.2.1. Rendimiento extraccion de agarosa

Se calculo el rendimiento del proceso

Rendimiento extracion de agarosa a diferentes considerando la masa seca de agar

temperaturas
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Temperatura de extraccion

utilizada para cada extraccion, que
correspondia a 1,2 g, ejemplificado
en el Anexo C. La extraccion se
realizo en triplicados, por lo que, los

resultados mostrados en la Figura 18

representan el rendimiento promedio

para cada temperatura, junto con las
80°C

52.50%

barras de error que muestran la des-
viacion estandar. La Figura 19 mues-
tra los resultados del analisis estadis-
tico para estos resultados, y se puede
observar que existen diferencias sig-

Figura 18: Grdfico rendimiento extraccion de agarosa mediante nificativas entre la mayoria de los

precipitacion con PEG, a diferentes temperaturas. (n=3)

rendimientos obtenidos a las distintas
temperaturas de extraccion.

Analizando los resultados, podemos notar que la extraccion con mayor rendimiento fue la realizada
a 50°C, con un 62,22%, seguida por la de 70°C con un 58,89%, estos dos resultados no muestran
diferencias significativas entre si. Luego sigue la de 60° C, con 57,22%, la que tampoco muestra
diferencias significativas con la de 70°C. Por otro lado, la de menor rendimiento fue a 80°C, con
un 52,50%, que muestra diferencias significativas con las otras 3 temperaturas.
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Figura 19: Resultados andlisis estadistico

Diferencia valores promedio

para el rendimiento extraccion de agarosas.
Mayor niimero de * representan una mayor

diferencia significativa.

La misma metodologia utilizada en este trabajo se usé
para extraer agarosa desde el alga Ahnfeltia plicata, esta
se llevd a cabo a 70°C y muestra un rendimiento de ex-
traccion aproximado de 56% [23]. Otros métodos que
también utilizan precipitacion con PEG, aungue me-
diante diferente metodologia, reportan rendimientos en-
tre 30 y 40% [18][27]. Otra fuente reporta un rendi-
miento de un 60-70% después de una primera precipita-
cion, mientras que luego de 3 procesos se obtiene un ren-
dimiento entre 30 y 45% [40].

Asi los resultados obtenidos muestran concordancia con
lo obtenido en A. plicata. También se puede considerar
que el obtener mejores rendimientos que los reportados,
se puede deber a un mayor contenido de agarosa en alga
o también que el producto obtenido es de menor pureza.
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4.3. Caracterizacion de polisacaridos

A continuacion, se muestran los resultados de los diferentes andlisis realizados a las agarosas ob-
tenidas, junto con los agares de los cuales se extrajo cada una, para caracterizar los productos ob-
tenidos y poder determinar la calidad de estos. También se muestran los resultados del agar comer-
cial para cultivos bacterioldgicos, “Difco™ Bacto Agar” (Becton Dickinson) y de la agarosa co-
mercial para electroforesis de acidos nucleicos, “SeaKem® LE Agarosa” (Lonza).

4.3.1. Apariencia

La Figura 20 muestra las agarosas extraidas luego de ser secadas en estufa y trituradas, en ellas se
puede apreciar una leve diferencia de color. Las obtenidas a 50°C y 60°C muestran un color café
oscuro, mientras que la obtenida a 70°C muestran un color dorado, finalmente la de 80°C presenta
un color café mas claro. Esta Ultima presentaba ademés una textura diferente mas cercana a un
polvo, en cambio las otras 3, resultaban méas parecidas a una pelicula, lo que las hacia mas dificiles
de disolver. Es importante considerar que las agarosas comerciales son blancas en forma de polvo.

a) Agarosa 50°C b) Agarosa 60°C c) Agarosa 70°C d) Agarosa 80°C

Figura 20: Agarosas extraidas mediante precipitacion con PEG a diferentes temperaturas.

Cuando se prepararon geles de estas agarosas a una concentracion de 1.5% p/v, también se pudo
apreciar una diferencia en el color, el cual se va atenuando al aumentar la temperatura, lo cual se
observa en la Figura 21, por lo que la temperatura
de extraccion puede tener efecto en esta caracte-
ristica. Sin embargo, hay que considerar el color
del agar del cual fue extraida la agarosa. La Figura
22 muestra la comparacion entre los geles de aga-
rosa y el gel del agar correspondiente. Se puede
observar que el agar mas oscuro es el de la agarosa
extraida a 80°C, la que resulta ser la mas clara, por
lo que ratifica la idea de que al aumentar la tempe-
ratura de extraccion disminuyen los pigmentos
presentes en la agarosa. También se puede apre-
Figura 21: Geles de agarosa (1.5%) extraidas @ ¢jar |a agarosa comercial es casi transparente, re-
diferentes temperaturas. flejando el color blanco del contenedor.
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a) Comercial  b) 50°C c) 60°C

Agar

Agarosa

d) 70°C “e) 80°C

Figura 22: Geles de agar de Agarophyton chilensis y geles de agarosa extraidas a diferentes temperaturas
por el método de precipitacion con PEG (1,5% p/v).

4.3.1. Contenido de sulfato

A continuacion, la Figura 23, muestra los resultados de la medicion de sulfatos para las extraccio-
nes realizadas tanto de agar como de agarosa, expresados en porcentaje de sulfato, cuyo célculo se
ejemplifica en el Anexo D, donde también se encuentra la curva de calibracién utilizada. La medi-
cion se realizo en triplicado, por lo que las barras representan el promedio obtenido y las barras de
error muestran la desviacion estandar. Por otro lado, la Figura 24 muestra los resultados del analisis
estadistico para el contenido de sulfatos de los agares y agarosas.

Contenido de sulfatos
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Figura 23: Grifico contenido de sulfato agarosas extraidas me-
diante precipitacion con PEG a diferentes temperaturas,

con sus respectivos agares. (n=3)
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Se puede observar que todas las aga-
rosas presentan un porcentaje de sul-
fatos menor al agar del cual fueron
extraidas, mostrando diferencias sig-
nificativas en el andlisis estadistico.
Este comportamiento era el esperado,
ya que, la metodologia busca elimi-
nar la fraccién del agar que contiene
los grupos sulfato. Esto también se ve
reflejado en el comportamiento de
los productos comerciales, que tam-
bién tienen una diferencia significa-
tiva.

Podemos observar que los diferentes
lotes de agar presentan diferencias en
su contenido de sulfato, encontran-
dose entre un 0,23% del agar de la



extraccion a 50°C y 0.40% del agar de la extraccion a 80°C, los cuales muestran diferencias signi-
ficativas (Figura 24.a), lo que ratifica que los resultados anteriores que nos mostraban que los aga-
res tenian una composicion diferente. EI agar usado para la extraccién a 80°C es el Unico que
muestra diferencias significativas con el agar comercial, que tiene un contenido de sulfato de
0,24%, del cual no se reporta la especie de alga de la cual se extrae, lo que podria ser una variable
que los haga diferir en esta propiedad. Sin embargo, en reportes anteriores de extraccion de agar
desde A. chilensis, se reporto un porcentaje de sulfatos de 1,6%, siendo un porcentaje mucho mayor
al obtenido en esta experiencia, por lo que los agares obtenidos muestran tener un bajo contenido
de sulfatos.

Al analizar el porcentaje de sulfato de las agarosas en la Figura 23, se puede apreciar que este
porcentaje aumenta al aumentar la temperatura de extraccion, sin embargo, el analisis estadistico
no encuentra diferencias significativas (Figura 24.b). Esto sumado a la diferencia encontrada en los
lotes de agar utilizado, no nos permite determinar una relacion entre la temperatura de extraccion
y el contenido de sulfato de la agarosa obtenida. Sin embargo, podemos notar que a mayor tempe-
ratura disminuyd mas el contenido de sulfato, pero no se puede atribuir solo a la temperatura, ya
que quiza el hecho que el agar tenga un mayor contenido de sulfato permite que la extraccion sea
mas eficiente.

Existen diferencias significativas con el contenido de sulfato de la agarosa comercial analizada
para las agarosas extraidas a 70 y 80°C (Figura 24.b), sin embargo, todas las agarosas extraidas se
encuentran dentro de los rangos reportados para algunos de los productos mostrados en la Tabla 1,
con porcentajes de sulfato menores o iguales a 0,20% e incluso de 0,40%, por lo que la agarosa
extraida desde G. chilensis tiene potencial para ser comercializada.
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Figura 24: Resultados andlisis estadistico ANOVA para el contenido de sulfatos de agares (a) y

agarosas (b). Mayor niimero de * representa una mayor diferencia significativa.
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4.3.2. Espectrofotometria FTIR

A continuacidn, se muestran los resultados de los analisis mediante FTIR. Estos entregan un reporte
que sefala los porcentajes de similitud de las muestras analizadas con espectros almacenados en
librerias, lo que permite identificar los compuestos presentes. La Figura 25, resume estos porcen-
tajes respecto a los primeros 3 compuestos reportados para las cuatro agarosas extraidas y sus res-
pectivos agares. Se incluyen agar y agarosa comercial. En el Anexo E.1 se puede encontrar el
detalle de los porcentajes.

Para los agares, se muestran claras diferencias en el porcentaje de similitud con respecto al com-
puesto 343 de la libreria, agar comercial con agua absorbida. El agar 80°C coincide un 55%, mien-
tras el agar 60°C coincide un 95%. Los porcentajes respecto al compuesto agar polvo fino (1171)
son mas cercanos, estando en un rango entre 75% para el agar de 80°C y 87% para el agar de 60°C,
mientras que el agar a 50 y 60°C son aproximadamente un 82%. El agar comercial analizado mues-
tra resultados una similitud de 88% con el compuesto 343 y un 86% con el compuesto 1171. Esto
nos muestra que los agares obtenidos varian mucho en su composicién, a pesar de seguir la misma
metodologia de extraccion, esto se puede deber al procesamiento previo de las algas, como el ta-
mafo de triturado o hasta la utilizacion de partes diferentes del alga [16].

Porcentaje similutud con compuestos de la libreria FTIR

W Agar, commercial, (w absorbed water) [343]
W Agarosa, (w absorbed water), Sigma [344]
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Porcentaje similitud (%)
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Figura 25: Grifico de los porcentajes de similitud de los agares y agarosas extraidas con los compuestos
disponibles en la libreria FTIR.

Se observan cambios en los porcentajes de similitud las agarosas con respecto a los del agar de la
cual se extrajeron, para las agarosas extraidas a 50, 70 y 80°C estos suben considerablemente, en
cambio, la de 60°C muestra una disminucion. Al concentrarnos en la comparacion de las agarosas
con el compuesto agarosa Sigma (344), la mayor similitud recae en la agarosa 60°C con 89,5%,
disminuyendo 3% de similitud, sigue la agarosa de 50°C con 89% de similitud y un aumento de
aproximadamente 21%, luego se encuentra la agarosa 80°C con una similitud de 86%, aumentando
un 32%, finalmente la agarosa de 70°C concuerda en un 80% y aumento 16%.
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La agarosa comercial analizada tiene una similitud de 92%. Estos resultados nos muestran que la
metodologia de precipitacion con PEG sirve para extraer agarosa desde diferentes agares y obtener
agarosas con buena similitud a los productos comerciales registrados en las librerias, sobre todo
con el comportamiento observado a 80°C. El comportamiento mostrado a 60°C no concuerda con
lo observado a las demas temperaturas, por lo que se puede tratar de errores en el andlisis de la
muestra de su agar, ya que la medicién con FTIR es muy sensible a la forma de la muestra y de
medicion [37].

Espectro FTIR agares
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Figura 26: Espectros resultantes del andlisis mediante FTIR para los agares extraidos de G. chilensis.

Se incluye el espectro de agar comercial.

Por otro lado, el analisis mediante FTIR entrega el espectro de absorcion de la frecuencia infrarroja
de cada muestra, la cual es Unica para cada compuesto analizado seguin su composicion quimica.
Su andlisis nos puede ayudar a entender cuales son los compuestos presentes en la muestra y la
causa de las diferencias en los porcentajes de similitud.

La Figura 26, muestra los espectros de los agares extraidos y del agar comercial, en la cual, pode-
mos observar que en general todos los agares muestran espectros similares, con peaks ubicados en
las mismas longitudes de onda. La Figura 27, muestra los espectros generados para las agarosas
extraidas y la agarosa comercial. En estos espectros se observa que todas las agarosas extraidas
tienen un espectro similar, marcando los mismos peaks caracteristicos, pero de diferente intensidad.

Para poder apreciar la diferencia entre los espectros de agar y agarosa, la Figura 28 muestra un
gréafico comparativo entre los espectros del agar y agarosa de la extraccion a 50°C, los graficos
comparativos a las demas temperaturas de extraccion se pueden encontrar en el Anexo E.2. Aqui
se puede apreciar que ambos espectros siguen una forma similar marcando los mismos peaks, pero
los de la agarosa presentan una mayor profundidad, es decir menor porcentaje de transmitancia,
para todas las temperaturas.
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Si bien tedricamente la transmitancia se relaciona inversamente con la absorbancia y por lo tanto
con la concentracion, en este caso no podemos usar estos espectros para comparar cuantitativa-
mente los compuestos presentes, ya que la forma de la muestra influye en la cantidad de luz absor-
bida por la muestra, ya que no se ve un comportamiento igual en todas las comparaciones entre
agar y agarosa. Por esto se van a destacar los peaks donde se pueden notar diferencias y a que
compuestos se atribuyen.

Espectro FTIR agarosas
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Figura 27: Espectros resultantes del andlisis mediante FTIR para las agarosas extraidos mediante pre-

cipitacion con PEG, a diferentes temperaturas. Se incluye espectro de agarosa comercial.

Espectro FTIR comparacion agarosa 50°C con su agar
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Figura 28: Espectros FTIR de la agarosa extraida a 50°C mediante precipitacion con PEG
y del agar del cual fue extraido.

34



Los peaks de absorcion presentes a 3390, 2930, y 1640 cm™ que se ven mas profundos para el
espectro de agarosa se atribuyen a las vibraciones de estiramiento producidas por enlaces O-H, C-
H, y C-O, respectivamente, mostrando asi mayor presencia de puentes de hidrogeno y contenido
total de azucares, debido a la eliminacion de grupos sulfatos y otros sustituyentes, lo que la aumenta
la fuerza de la interaccion entre las moléculas del esqueleto de la estructura.

La banda en 1370 cm™, se asocia a la presencia de grupos sulfatos, si bien la agarosa tiene un
contenido menor de sulfatos como se mostré en los resultados anteriores, este espectro muestra un
porcentaje menor de transmitancia, lo cual se observa en todas las temperaturas de extraccion. La
region en 1070 cm se atribuyen al esqueleto de la estructura. Esto se puede deber a que la agarosa
estd mas purificada por lo que su estructura presenta menos grupos sustituyentes y esto permite
que los grupos aun presentes y las galactosas absorban mas radiacion.

4.3.1. Temperatura de gelificacion

Los resultados de la medicién de la temperatura de gelificacion de los productos obtenidos en el
trabajo experimental se muestran en la Figura 29, donde se puede encontrar la temperatura prome-
dio medida junto con la desviacion estandar correspondiente, representadas en las barras de error,
esta figura se encuentra agrupada con la temperatura de extraccion de las agarosas y el agar del
cual se extrajo. En el Anexo F, se pueden encontrar los resultados mas detalladamente. La Figura
30 muestra los resultados del analisis estadistico ANOVA.

Podemaos apreciar en la Figura 29 que

Temperatura de gelificacion las agarosas presentan una tempera-
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Figura 29: Grifico temperatura de gelificacion promedio de las

agarosas extraidas mediante precipitacion con PEG y sus res- Vemos que la temperatura de gelifi-
cacion para todos los agares es muy
similar, estando en el rango entre
29,5°C y 31°C (Figura 29). El analisis estadistico no muestra diferencias significativas (Figura
30.a), lo que muestra que esta propiedad se mantiene constante en los distintos lotes de extraccion.
La temperatura de gelificacion del agar comercial fue de 30,5°C, se encuentra en el mismo rango

pectivos agares. (n=4 para agarosas) (n=2 para agares)
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de temperaturas y con la cual tampoco existen diferencias significativas, por lo que los agares ex-
traidos son comparables con el agar comercial.
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Figura 30: Resultados andlisis estadistico ANOVA para la temperatura de gelificacion de agares (a) y

agarosas (b). El rétulo ns significa que no existen diferencias significativas.

Para las agarosas extraidas vemos temperaturas de gelificacion muy cercanas, encontrandose en el
rango entre 31,3°C y 32,5°C, y estas no muestran diferencias significativas (Figura 30.b). Vemos
que la temperatura de gelificacién de la agarosa comercial, de 31,5°C, se encuentra en el mismo
rango de temperatura y no hay diferencias significativas, por lo que este analisis estadistico muestra
que la temperatura de gelificacion de las agarosas extraidas es comparable con la de la agarosa
comercial, y que la temperatura de extraccion no tiene un efecto claro en la temperatura de gelifi-
cacion.

4.3.2. Temperatura de fusion

Los resultados de la medicién de la temperatura de fusion de los productos obtenidos en el trabajo
experimental se muestran en la Figura 31, que reporta la temperatura promedio medida junto con
la desviacion estandar correspondiente. La figura se encuentra agrupada con la agarosa extraida a
cada temperatura y antes el agar del cual se extrajo. En el Anexo F, se pueden encontrar los resul-
tados mas detalladamente. Por su parte, la Figura 32 muestra los resultados del analisis estadistico
ANOVA, realizado a los datos obtenidos para los agares y agarosas.

De la Figura 31, podemos observar que todos los agares extraidos muestran una temperatura de
fusion similar, estando en un rango entre 72,5°Cy 75°C, sin diferencias significativas (Figura 32.a).
En este parametro el agar comercial muestra una temperatura de 81,5°C, con la cual todos los
agares extraidos muestran diferencias significativas.
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Temperatura de fusion
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Para la temperatura de fusion pode-
mos ver que las agarosas de todas las
temperaturas tienen una temperatura
W Agar mayor a la temperatura de fusion de
sus agares correspondientes (Figura
31), siendo la mayor diferencia la de
la agarosa de 50°C, que supera por
5,8°C a la temperatura del agar del
cual fue extraido y la menor diferen-
cia se observa en la agarosa de 70°C,
que la supera por 2,5°C. Esta diferen-
cia también se observa en la agarosa
y agar comercial, pero mostrando una
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Figura 31: Grifico temperaturas de fusion promedio para las
agarosas extraidas mediante precipitacion con PEG a diferentes
temperaturas y sus respectivos agares. (n=4 para agarosas)

(n=2 para agares)

menor diferencia.

El aumento de la temperatura de fu-
sion podria atribuirse a la disminu-
cion significativa del contenido de
sulfato entre agar y agarosa, lo que
potencia la interaccion de los enlaces

de hidrégeno y las moléculas de agarosa, requiriéndose mas energia para fundir el gel.

Para las agarosas extraidas podemos ver en la Figura 31 que las temperaturas de fusion son cercanas
entre si, encontrandose en el rango entre 77°Cy 78,3°C, sin diferencias significativas (Figura 32.b).
La temperatura de fusion de la agarosa extraida a 50°C es la mayor reportada, de 78,3°C, esto
coincide con el hecho de que la agarosa de 50°C tiene el menor contenido de sulfatos.
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Figura 32: Resultados andlisis estadistico ANOVA para la temperatura de fusion de sulfatos de

y . . e
agares (a) y agarosas (b). Mayor niimero de * representan una mayor diferencia significativa.
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Vemos que la temperatura de fusion de la agarosa comercial es mayor a las de las agarosas obteni-
das, siendo de 82,5°C (Figura 31), mostrando diferencias significativas con las temperaturas de
fusion de las todas las agarosas extraidas (Figura 32.b), sin embargo, la agarosa extraida a 50°C es
la que presenta una menor diferencia, mostrando que esta temperatura de extraccion nos entrega
un producto que se acerca mas a las caracteristicas comerciales.

4.3.3. Fuerza de gel

Los resultados de las mediciones de fuerza de gel para las agarosas obtenidas mediante extraccion
con PEG a diferentes temperaturas, junto con los de agar y agarosa comercial se pueden observar
en la Figura 33, esta muestra la fuerza de gel promedio obtenida de las tres mediciones y las barras
de error representan la desviacion estandar. Por otro lado, la Figura 34, muestra los resultados del
andlisis estadistico. EI Anexo G contiene un ejemplo de célculo.

Analizando los resultados podemos
Fuerza de gel observar de la Figura 33 que la aga-
rosa extraida a 50°C fue la que mos-
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Figura 33: Grifico resultados fuerza de gel para agarosas extrai- entre sf, al igual que la de 80 y 70°C.
das mediante precipitacion con PEG, a diferentes temperaturas. Finalmente la de 60°C si presenta di-
ferencias significativas con la aga-

Se incluyen mediciones de agar y agarosa comercial. (n=3) r0sa 2 80°C.

Como podemos observar la agarosa comercial medida muestra una fuerza de gel mucho mayor a
la reportada para las agarosas extraidas (Figura 33), de 1932 g/cm?, mostrando una gran diferencia
significativa con todas las temperaturas (Figura 34), lo que nos muestra que en esta propiedad las
agarosas obtenidas no lograron acercarse al comportamiento de este producto comercial. Sin em-
bargo, como se puede ver en la Tabla 1, estan por sobre la fuerza de gel reportada para algunos
productos comerciales aptos electroforesis, menores a 500 g/cm? y su fuerza de gel permite un fcil
manejo, por lo que podrian ser un producto comercialmente viable.

Se esperaba que esta propiedad tuviera relacion con el contenido de sulfatos de las muestras, y si
bien, coincide que la agarosa a 50°C es la con menor contenido de sulfatos y con mayor fuerza de
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gel, las deméas muestras no siguen el orden de contenido de sulfato, sin embargo, hay que considerar
que no se observaron diferencias significativas en esa propiedad.

ANOVA

Fuerza de gel
o _ kK Kok
= 500 Igl I;' -
=
£ o g
= ¥y
8 -500 * Kk K
E 1000 *ﬁ* ****H
> - ok % ok
g s H Hs
< -1500 (]
kS
A 2000 T T T T

Figura 34: Resultados andlisis estadistico ANOVA para agarosas extraidas a diferentes temperaturas y

agarosa comercial. Mayor niimero de * representan una mayor diferencia significativa.

4.3.4. Idoneidad para electroforesis

La Figura 35 muestra los resultados de la prueba de electroforesis que se realiz6 para las agarosas
extraidas y la comparacion con la agarosa comercial. Estas son imagenes de los geles de agarosa
luego de realizar una electroforesis a un marcador de peso molecular de 1 kb por 30 mina 70 V.

La primera diferencia que podemos observar es la coloracién que muestra el gel en el generador de
imagen, vemos que la agarosa comercial no se ve en la imagen, mostrando un color negro, mientras
las agarosas extraidas se muestran de color plomo, por lo que puede indicar que tienen algin com-
puesto que la agarosa comercial no tiene. También observamos algunas impurezas en los geles de
las agarosas de 70 y 80°C, mientras que el gel se 50°C se ve bastante liso.

También se puede observar que el gel de agarosa comercial muestra 7 bandas, donde las 3 supe-
riores estan difusas, mientras en el gel de agarosa extraida a 50°C, se pueden visualizar claramente
6 bandas, donde los dos superiores se encuentran difusas similar a lo que muestra el gel comercial,
ademas, las bandas no avanzaron a misma distancia. Para el gel de agarosa 60°C, se aprecia que
las moléculas mas pequefias de la muestra avanzan la misma distancia que para el gel de 50°C, sin
embargo, las demas bandas se encuentran mas cercanas unas de otras y se puede observar 4 bandas
marcadas y dos que estan difusas.
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a) Agarosa b) Agarosa «c¢) Agarosa d) Agarosa e)Agarosa
comercial 50°C 60°C 70°C 80°C

Figura 35: Resultados electroforesis en geles de agarosa extraidas mediante precipitacion con

PEG a diferentes temperaturas, desde agar de G. chilensis.

El gel de agarosa 70°C, presenta un comportamiento similar al anterior, con la distancia avanzada
y sus bandas, sin embargo, este gel muestra bandas de forma irregular, lo que se puede deber a
impurezas en el gel o que el gel no qued6 homogéneo. Finalmente, el gel de agarosa 80°C, fue el
que tuvo menor desplazamiento de la muestra y todas sus bandas son difusas, lo cual no pasa en
los otros geles.

Estos resultados coinciden con la reduccion del contenido de sulfato entre agarosas, donde la de
menor contenido fue la agarosa extraida a 50°C, por lo que la reduccién del contenido de sulfato
disminuye la electroendoosmaosis y las bandas de electroforesis son mas claras. A pesar de que en
apariencia los geles de las agarosas extraidas a mayor temperatura presentaban una menor colora-
cion, siendo mas similares a la agarosa comercial, vemos que esta variable o afecta en el rendi-
miento del gel para electroforesis.

4.3.5. Resumen de la caracterizacion de agarosas extraidas a
diferentes temperaturas

Finalmente, para poder apreciar de forma mas clara todos los resultados obtenidos para las agarosas
se presenta la Tabla 2, donde se resumen las caracteristicas de las agarosas extraidas a diferentes
temperaturas, también se incluyen las caracteristicas medidas de la agarosa comercial y un producto
comercializado producido en Chile, para tener una referencia de las caracteristicas de productos
presentes en el mercado. Debido a la diferencia de los agares de los cuales se obtuvo cada agarosa,
no se pueden relacionar las caracteristicas obtenidas con la temperatura de extraccion.
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Es importante mencionar que las agarosas obtenidas presentaron diferencias significativas entre
ellas solo en el rendimiento del proceso de extraccion y en su fuerza gel. Para para la temperatura
de gelificacién no se observo ninguna diferencia significativa, mientras que en el contenido de
sulfatos y la temperatura de fusién mostraron diferencias significativas solo con la agarosa comer-
cial, siendo la agarosa con caracteristicas mas cercana a esta Ultima, la extraida a 50°C.

Asi, se determina que la agarosa extraida a 50°C es la de mayor calidad, debido a que presenta
mayor similitud con la agarosa comercial analizada, incluyendo su sobresaliente performance en
la electroforesis. Esto coincide con que fue el proceso que mostré un mejor rendimiento y el pro-
ducto obtenido con una mayor fuerza de gel.

Tabla 2: Resumen resultados caracterizacion agarosas extraidas mediante precipitacion con PEG desde

agar de G. chilensis. Se incluyen datos medidos para agarosa comercial SeaKem® LE Agarosa de Lonza y

datos de catilogo para la Agarosa Lafken LM, de Fermento Biotec [33].

Muestra / Agarosa Agarosa Agarosa Agarosa Agarosa Agarosa
Caracteristica 50°C 60°C 70°C 80°C comercial Lafken LM

Rendimiento (%) 62,22+127 57,22+0,79 58,89+0,36 52,50+*2,50 - -

Sulfatos (%) 0,16 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,18 £ 0,02 0,20 £ 0,04 0,11+0,01 <0,12

Fuerza de gel
(g/cm?) [1,5% p/v]

T. Gelificacion (°C)
[1,5% p/v]

642 + 25 483 + 36 526 + 19 612 +13 1932 + 58 <500

31,3+0,6 32,3+15 32,5+0,6 31,3+0,6 31014 24-28°C

T. Fusién (°C)

[1,5% piv] 78,3+0,5 77,3+0,5 770+12 77,9+09 82,5+35 65,8°C
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Capitulo 5:Conclusiones

A lo largo de este trabajo se logré implementar los procesos de extraccion de agar desde biomasa
de algas de G. chilensis y la posterior extraccion de agarosa mediante precipitacion con polietilen-
glicol. Se caracterizaron los productos obtenidos, mediante diferentes metodologias, logrando co-
nocer propiedades fisicas y quimicas relevantes para sus aplicaciones comerciales. Esto permitio
comparar la calidad del agar y agarosas extraidos con productos comerciales disponibles para uso
en el laboratorio, los que también fueron caracterizados.

Si bien se buscé evaluar el efecto de la temperatura en el proceso de extraccion de agarosa, reali-
zando la metodologia a cuatro temperaturas diferentes, no se logré cumplir este objetivo, debido a
que cada extraccion de agarosa se realizo de un lote diferente de agar, los cuales mostraron dife-
rencias en su composicion y su calidad, lo que puede afectar la calidad de la agarosa obtenida.

En los resultados para los lotes de agar, los andlisis con FTIR mostraron espectros similares y con
la presencia de peaks caracteristicos para el agar, sin embargo, los porcentajes de similitud repor-
tados estuvieron en un rango entre 75y 87%. El agar comercial analizado mostré una similitud de
86% respecto a la libreria del FTIR, pudiéndose igualar solo al agar utilizado para la extraccion de
agarosa a 60°C (agar 60°C), que obtuvo 87% de similitud. En el contenido de sulfato, solo uno de
los lotes logro ser comparable con el agar comercial, el agar 50°C. Por otro lado, la temperatura de
gelificacién no mostro diferencias significativas entre los agares y el agar comercial. La tempera-
tura de fusion fue menor a la obtenida para el agar comercial y no hubo diferencias significativas
entre los lotes de agar.

Los resultados revelaron diferencias significativas al comparar las propiedades las agarosas con las
del agar del cual se extrajo cada una. Tal como se esperaba, se disminuy0 el contenido de sulfato,
y aumento el porcentaje de similitud con la Agarosa Sigma de la libreria FTIR. Por lo que se puede
concluir que se realiz6 una extraccion de agarosa exitosa mediante precipitacion con PEG, logrando
eliminar las fracciones cargadas del agar.

El rendimiento en la extraccion de agarosa mostro una relacion inversa con el contenido de sulfato
del agar, ya que, la extraccion con mayor rendimiento fue a 50°C, siendo este agar el con menor
contenido de sulfato y la extraccion a 80°C que tuvo el menor rendimiento corresponde al agar con
mayor contenido de sulfato. Esto concuerda con la teoria, ya que, con la extraccion busca recuperar
la fraccion neutra del agar, y al tener un menor contenido de sulfatos, se recupera mas producto.

Comparando los resultados de la caracterizacidn entre agarosas, se pudo apreciar una diferencia en
la apariencia del producto, tanto en su forma seca, como en estado de gel, estos muestran que el
aumento de temperatura disminuye la intensidad del color, siendo la agarosa extraida a 80°C la de
mejor apariencia, a pesar de ser la que mostré un mayor contenido de sulfatos. Con esto se puede
concluir que la temperatura de extraccion tiene un efecto en los pigmentos presentes en la agarosa,
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lo cual es importante para conseguir un producto atractivo comercialmente, ya que las agarosas
comerciales son blancas en forma de polvo y cuasi transparentes en forma de gel.

Por otro lado, los resultados del analisis con FTIR, mostraron que todas las agarosas obtenidas
tienen espectros de absorcion muy similares y una similitud con la libreria de un 81% hasta 89,5%
correspondientes a la agarosa extraida a 70°C y 60°C respectivamente, mientras la agarosa comer-
cial reportd 92% de similitud. Con respecto al contenido de sulfatos no existieron diferencias sig-
nificativas entre las agarosas, estando en un rango del 0,16% al 0,20%, mientras la agarosa comer-
cial contenia un 0,11%, mostrando diferencias significativas, sin embargo, se encuentran en un
rango aceptable para agarosas comercializadas para electroforesis.

Las temperaturas de gelificacion exhibidas por los geles de agarosa a una concentracion de 1,5%
p/v, no mostraron diferencias significativas entre agarosas, ni con la agarosa comercial analizada,
encontrandose en un rango entre 30 y 34°C. Se puede concluir que la temperatura de gelificacién
de las agarosas extraidas es comparable con la de la agarosa comercial. Por otro lado, la temperatura
de fusién tampoco mostro diferencias significativas entre las agarosas, encontrandose en un rango
entre 76 y 79°C, mientras la agarosa comercial tuvo una temperatura de fusion de 82°C, siendo
comparable solo a la agarosa extraida a 50°C.

La fuerza de gel exhibida por los productos obtenidos se encuentra en un rango de 642 a 483 g/cm?,
siendo la agarosa extraida a 50°C la que mostré una mayor fuerza de gel. Si bien se observaron
grandes diferencias significativas al comparar las agarosas obtenidas con la agarosa comercial es-
tudiada, estas presentan una fuerza de gel mayor a la reportada para productos comercializados y
los cuales permiten un buen manejo, por lo que se puede concluir que la agarosa extraida desde G.
chilensis mediante precipitacion con polietilenglicol seria un producto comercialmente atractivo.

En la idoneidad para la electroforesis se pudo apreciar una diferencia en el comportamiento de las
agarosas, asociado con el contenido de sulfatos de cada muestra, siendo la de 50°C la que mostré
un mejor rendimiento con bandas mas claras en el gel y un desplazamiento de los fragmentos mas
cercano a lo observado para la agarosa comercial.

Finalmente se concluye que en este estudio la mejor temperatura de extraccién fue de 50°C, debido
a que la agarosa extraida a esta temperatura fue la que present6 propiedades mas cercanas a la
agarosa comercial estudiada, teniendo una mayor fuerza de gel, mejor desempefio en electroforesis
y un mayor rendimiento.

Al analizar todas estas caracteristicas, se puede ver que las agarosas obtenidas mostraron ser muy
similares entre si, a pesar de provenir de agares de diferente calidad, lo que puede ser un indicador
de que este procedimiento logra agarosas de calidad aceptable, al coincidir con las caracteristicas
de los productos comerciales, a partir de agares de diferente pureza. Asi esta metodologia de ex-
traccion de agarosa mediante precipitacion con polietilenglicol muestra resultados prometedores
para ser incorporada en un proceso de biorrefineria algal de Gracilaria chilensis, logrando obtener
un producto de alto valor agregado, que aumente el valor asociado a la produccion de esta alga
importante comercialmente para Chile, fomentando su cultivo y utilizacion.
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5.1. Recomendaciones

Con la realizacién de este trabajo surge como recomendacion realizar este mismo estudio a partir
de un mismo lote de agar de G. chilensis, o de diferentes lotes homogéneos, para poder visualizar
claramente el efecto de la temperatura en las propiedades de la agarosa obtenida.

Junto con esto se sugiere triturar bien el alga seca para mejorar el rendimiento en la extraccion de
agar. También se recomienda establecer tiempos fijos en la etapa de secado de las algas, agar y
agarosas, para que el contenido de agua no sea una variable dentro de la experimentacion, ya que,
si bien se buscé peso constante, hubo diferentes tiempos de secado, que pudieron afectar la calidad
del producto, ya que el agua interfiere en mediciones como por ejemplo en el analisis mediante
FTIR. En esta misma linea, se recomienda el uso de un equipo de liofilizacion para el secado de
agar y agarosa, debido a que se obtienen productos con mejor disolucion.

Se propone realizar un estudio a las diferentes fases del precipitado que se obtiene en la centrifu-
gacion en caliente después de la precipitacion con PEG, para saber si la fase gel, de la cual se perdia
una porcion, corresponde 0 no a agarosa y con esto, si es que debe retenerse o desecharse. También
se sugiere el ajuste de las condiciones de centrifugacion, debido a que este dato no fue encontrado
y se opto por una velocidad, temperatura y tiempo arbitrarios, basado en experiencias con otros
procesos, por lo que esta etapa puede ser mejorada considerablemente, para obtener un pellet mas
compacto y que sea mas homogeéneo, evitando la perdida de parte del precipitado.

Para la extraccion de agarosa utilizando polietilenglicol se recomienda hacer un estudio del efecto
de la concentracidn de este en el proceso, debido a que se reporta que diferentes concentraciones
de PEG precipitarian diferentes pesos moleculares de agarosa, las cuales poseen propiedades dife-
rentes. También se sugiere estudiar una segunda e incluso una tercera etapa de precipitacion PEG,
al disolver el pellet obtenido en la primera etapa, con el fin de lograr una agarosa mas purificada.

Para hacer mas robusta la caracterizacion de las agarosas extraidas, se sugiere realizar los analisis
con FTIR en triplicado, para poder obtener mas confianza en los resultados, debido a que diversos
factores pueden afectar la medicién, como la forma y tamafio de la muestra. Adicionalmente se
sugiere realizar un analisis exhaustivo de los espectros infrarrojos reportados en esta medicién, con
el apoyo de un asesor con experiencia en analisis de este tipo de ensayos, para poder detectar las
estructuras quimicas presentes causantes de las diferencias entre los productos obtenidos.

Con el mismo objetivo de mejorar la caracterizacion, se sugiere utilizar un aparato de punto de
fusién para determinar la temperatura de fusion de los geles, obteniendo este dato con mayor con-
fiabilidad al ser una metodologia méas exacta que la utilizada en este trabajo. Finalmente se reco-
mienda incluir la medicion de otras caracteristicas, como el contenido de 3,6-anhidrogalactosa, ya
que, esta se relaciona directamente con la calidad de la agarosa y su fuerza de gel. También se
considera importante conocer el valor de la electroendoosmosis, ya que se relaciona con su com-
portamiento en electroforesis. Ambas propiedades son constantemente reportadas en los catalogos
comerciales y pueden ayudar a clasificar el producto obtenido para aplicaciones especificas.
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Anexo A: Materiales y equipos

A.1. Extraccion de agar

Materiales

e Agarophyton chilensis cultivada en
Puerto Montt, recolectada en no-
viembre de 2022.

e Agua destilada
e NaOH al 3% p/v

e H2SO4al 0.025% viv

Equipos

e Balanza
e Licuadora

e Congelador

A.2. Extraccion de agarosa

Materiales
» Agar extraido desde A. chilensis
e Agua destilada
* NaCl0.05M
* NaCl0.1M
* PEG 6000

e Etanol 70%
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Gasa

Vaso precipitado 500 [ml]
Matraces aforados 100 y 500 [ml]
Micropipeta 1000[ug]

Puntas de micropipeta

Estufa

Parrilla de agitacion con calentador

Gasa

Vaso precipitado 600 ml

Agitador magnetico con calentador
Micropipeta p1000

Micropipeta p 5000

Puntas de micropipeta



Equipos

* Estufa

* Congelador

* Agitador magnético con calentador

Centrifuga 5804 R - Eppendorf

A.3. Caracterizacion propiedades fisicoquimicas

A.3.1. Temperatura fusion y gelificacion

Materiales

» Agar extraido desde A. chilensis

e Agar comercial: Difco™ Bacto
Agar — BD (Chile)

e Agarosa de A. chilensis

e Agarosa comercial: “SeaKem® LE
Agarosa”- Lonza (USA)

Equipos

e Autoclave

e Bafio maria

A.3.2. Medicion fuerza de gel

Materiales

* Agarosa de A. chilensis

* Agarosa comercial: “SeaKem® LE
Agarose”- Lonza (USA)

e Agar comercial: Difco™ Bacto
Agar — BD (Chile)

e Agua destilada
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Agua destilada

Tubo de ensayo de vidrio

Bolita de vidrio de 3 mm diametro
Frascos tapa rosca azul 25 ml

Termodmetro

Tubos plésticos de 3,8 cm de didame-
tro

Embolo cilindrico de 1,27 cm de
diametro



Equipos

e  Texturémetro Zwick Roell BDO- e Autoclave
FBO

A.3.3. Medicién de sulfatos

Materiales

Gelatina en polvo
Agar extraido desde A. chilensis

Agar comercial: Difco™ Bacto
Agar — BD (Chile)

Agarosa de A. chilensis

Agarosa comercial: “SeaKem® LE
Agarosa”- Lonza (USA)

Agua ultrapura

Cloruro de bario (BaClz x 2H»0)

Equipos

Centrifuga 5804 R - Eppendorf

Espectrofotometro, SPECTROstar
Omega

A.3.4. Electroforesis

Materiales

Agarosa de A. chilensis
Buffer TAE x1
Tincion &cidos nucleicos, GelRed®

Molde para gel de electroforesis
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Sulfato de sodio (Na2SO4)
HCI0.5M

Microtubos 1.5 ml

Tubos Falcon 50 mi
Microplaca 96 pocillos
Micropipeta multicanal P200
Micropipeta P20

Puntas de micropipeta

Vortex

Baro seco

Cémara electroforesis
Estandar de ADN 1 Kb
Micropipeta P2

Puntas de micropipeta



Equipos

* Autoclave e Generador de iméagenes, Gel

. Doc™ EZ Imager
* Voltimetro
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Anexo B: Base de datos resultados

A continuacion, se proporciona un enlace de una carpeta almacenada en Drive, llamada
“Resultados Memoria - Maria Trujillo”, donde se recopilan todos los datos obtenidos en
el desarrollo del trabajo experimental. Aqui se podran encontrar los datos crudos, repor-
tes y datos procesados de los resultados de:

Rendimiento extracciéon de agarosas
Temperatura gelificacién y fusion
Contenido de sulfatos

Analisis FTIR

Mediciones reolégicas

Fuerza de gel

Electroforesis

Analisis estadistico ANOVA

El enlace a la carpeta de Drive es el siguiente: https://drive.google.com/drive/fol-
ders/1SDgN9XoZL7a4m7 gXTOIZIRMrojPgFS2?usp=sharing
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Anexo C: Calculo rendimiento agarosa

La extraccion de agarosa se realiz6 desde 1,2 g de agar extraido desde A. chilensis, lo que va a
representar el 100% de la muestra. Una vez realizada toda la metodologia de extraccion, la agarosa
obtenida es pesada para saber qué porcentaje de la muestra inicial es recuperada. A continuacion,
se ejemplificara el calculo de rendimiento con los datos obtenidos de la extraccién a 50°C, mostra-
dos en la Tabla 3, el cual se realiz6 en la herramienta computacional Excel.

Tabla 3: Masa de agarosa obtenida en la extraccion a 50°C, realizada en triplicado.

Muestra Peso [g]
1 0,73
2 0,75
3 0,76
Promedio 0,75
Desv. estandar 0,02

Primero se calcula el peso promedio de la agarosa extraida en triplicado, con la funcién “PROME-
DIO”, seleccionando las celdas correspondientes al peso de M1, M2 y M3, se calcula un promedio
simple, sumando los valores y dividiendo esta suma en el nimero datos, en este caso se muestra
redondeado resultando 0,75. Luego se calcula la desviacion estandar de los datos del peso con la
funcion “DESVESTA”.

Finalmente, para el calculo del porcentaje, se divide el peso promedio por 1,2, que corresponde al
peso inicial de la muestra, y se multiplica por 100 para expresarlo en porcentaje. Se realiza la misma
operacion para expresar la desviacion estandar en términos de porcentaje.

eso ;
Rendimiento = PESOpromedio * 100
P€SOinicial
o 0,7467 g
Rendimiento = W * 100 = 62,22%
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Anexo D : Contenido de sulfato

D.1. Curva de calibracion

La curva de calibracion se realizo con la sal sulfato de sodio en concentraciones conocidas entre
0,2y 2,0 mg/ml. Se calculo el promedio de las tres mediciones de absorbancia para relacionar una
absorbancia con cada concentracion conocida, lo cual se muestra en la Tabla 4. Con estos datos se
crea un grafico de dispersion, mostrado en el Figura 36, donde el eje x corresponde a la concentra-
cién de sulfato y en el eje y la absorbancia.

Absorbancia

0.0

Tabla 4: Datos curva de calibracion contenido de sulfatos.

Concentracién (mg/ml) | Absorbancia 405 (nm)
0,0 0,040
0,2 0,216
0,6 0,499
1,0 0,765
14 1,169
18 1,403
2,0 1,530

Curva calibracion de sulfato

0.5 1.0 1.5 2.0

Concentracion de sulfato [mg/ml]

—@— Abs 405
nm
......... Lineal
(Abs
405
nm)
y =0.7858x
R?=0.998

Una vez creado el grafico se
afiade una linea de tendencia, li-
nea punteada en la Figura 36, la
cual estd representada por la
ecuacion de la recta, mostrada en
la figura. Con esta ecuacion se
puede relacionar cada absorban-
cia medida en las muestras anali-
zadas con la concentracién co-
rrespondiente. El valor de R?
0,998, muestra que esta curva se
ajusta fidedignamente a los pun-
tos experimentales.

Figura 36: Curva de calibracion contenido de sulfato, realizada con un

estandar de NaSOq con concentraciones entre 0,2 mg/ml y 2 mg/ml.
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D.2. Porcentaje de sulfato

La medicion de la concentracion de sulfatos en las muestras de agar y agarosa se realizaron en
triplicado mediante la lectura de la absorbancia a 405 nm. Una vez seguida la metodologia, se
calculo la absorbancia promedio correspondiente a cada muestra y usando ecuacion de la linea de
tendencia de la curva de calibracion, se despeja la concentracion de sulfatos. A continuacion, se
ejemplifica este calculo con la muestra de agarosa extraida a 50°C.

Las tres mediciones de absorbancia de esta muestra fueron: 0,054 - 0,060 - 0,072. Se calcula el
promedio simple, que es 0,062. Luego usando la ecuacion de la curva de la linea de tendencia, y=
0,7858x, donde la absorbancia promedio corresponde a la variable “y”, se despeja el valor de “x”,
que corresponde a la concentracion de sulfatos.

absorbanciay,omedio = 0,7858 * Concentraciong,rqtos

y =0,7858 x x
_ 0,062 — 0079 mg
*=07858 " 7 mi

Una vez calculada la concentracion de sulfatos promedio de esta muestra, que corresponde a 0,079
mg/ml, se debe calcular el porcentaje que este valor representa de la muestra inicial. Para esto se
considera que la muestra medida tenia un volumen de 0,02 ml, pudiendo conocer el peso del sulfato
en esta muestra multiplicando estos valores.

myg

masa sulfato = 0,079 *0,02ml = 0,0016 mg

ml

Luego se calcula el porcentaje que esta masa de sulfato representa del total de la muestra, que fue
de 1 mg.

) 0,0016 mg
Porcentajesyifaro = W * 100 = 0,16%
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Anexo E: Resultados FTIR

E.1. Porcentajes similitud compuestos librerias

La Tabla 5 muestra con mayor detalle los porcentajes de similitud reportados en los resultados del
analisis mediante FTIR, incluye los 3 compuestos mas similares y su numero identificador en la
libreria.

Tabla 5: Porcentajes similitud muestras de agar de G. chilensis y agarosas extraidas mediante precipita-
cion con PEG a diferentes temperaturas, con compuestos de las librerias FTIR. Se indica entre corchetes

el numero identificador del compuesto.

Porcentaje similitud
Agar, commercial, Agarosa, Agar,
Muestra (w absorbed water) |(w absorbed water),| fine powder

[343] Sigma [344] [1171]

Agar 50°C 68,21 % 68,23 % 82,57 %
Agarosa 50°C 90,33 % 89,02% 88,55 %
Agar 60°C 95,38 % 92,72% 87,70%
Agarosa 60°C 90,48 % 89,54 % 86,65 %
Agar 70°C 66,52 % 64,54 % 82,49%
Agarosa 70°C 81,36 % 80,94 % 83,57 %
Agar 80°C 55,82 % 53,83 % 75,14%
Agarosa 80°C 87,09% 86,65% 86,46 %
Agar comercial 88,93 % 86,95% 85,98 %
Agarosa comercial 93,54 % 92,83 % 88,03 %
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E.2. Comparacion espectros FTIR agar y agarosas

A continuacion, las Figuras 37, 38, 39 y 40 muestran gréaficos donde se puede apreciar el espectro
FTIR de la agarosa extraida a una temperatura y el respectivo agar del cual se extrajo. Estas figuras
ayudan a identificar las diferencias en la composicion quimica que se generan luego de aplicar la
metodologia de precipitacion con PEG.

Espectro FTIR comparacion agarosa 60°C con su agar

100

90
80 Agar60°C
70
60
50

Agarosa 60°C
40

Transmitancia (%)

30
20
10

0
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Longuitud de onda (cm-1)
Figura 37: Espectros FTIR de la agarosa extraida a 60°C mediante precipitacion con PEG y del

agar del cual fue extraido

Espectro FTIR comparacion agarosa 70°C con su agar

100

90
20 Agar70°C
70
60
50 Agarosa 70°C
40

30

Transmitancia (%)

20
10

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Longuitud de onda (cm-1)

Figura 38: Espectros FTIR de la agarosa extraida a 70°C mediante precipitacion con PEG y del

agar del cual fue extraido
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Espectro FTIR comparacion agarosa 80°C con su agar

100
90

20 — Agar 80°C
70
60

50

Agarosa 80°C
40

30

Transmitancia (%)

20
10

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Longuitud de onda (cm-1)
Figura 39: Espectros FTIR de la agarosa extraida a 80°C mediante precipitacion con PEG y del

agar del cual fue extraido.

Comparacion espectro FTIR agary agarosa comercial

100
90

Agar

80 Comercial

70
60

— Agarosa
comercial

50
40

Transmitancia (%)

30
20
10

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Longuitud de onda (cm-1)

Figura 40: Espectros FTIR de la agarosa y agar comerciales.
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Anexo F: Resultados temperatura de ge-
lificacion y fusion

A continuacién, la Tabla 6, muestra el detalle de las temperaturas de gelificacion y fusion promedio
de los geles de agar y agarosa a una concentracion de 1,5% p/v. También se muestra la desviacion
estandar de los datos registrados.
Tabla 6: Temperaturas de gelificacion y fusién promedio de los geles de agar extraido de A. chilensis y
las agarosas obtenidas mediante precipitacién con PEG a diferentes temperaturas. Geles formados con

una concentracién de 1,5% p/v.

Muestra T gelificacion (°C) T fusién (°C)
Agar comercial 30,5+0,7 81,5+0,7
Agarosa comercial 31,0+1,4 825+35
Agar 50°C 295+0,7 72,5+0,7
Agarosa 50°C 31,3+0,6 78,3+0,5
Agar 60°C 29,5 0,7 725+2,1
Agarosa 60°C 323+1,5 773%+0,5
Agar 70°C 31,0£0,0 74,5+0,7
Agarosa 70°C 325+0,6 770+1,2
Agar 80°C 30,0£0,0 750+14
Agarosa 80°C 31,3+0,6 779+0,9
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Anexo G: Calculo fuerza de gel

Cuando se realiza la medicion con el Texturometro, el software entrega una tabla de datos relevan-
tes de la prueba. Entre estos datos se encuentra la fuerza maxima (Fmax) aplicada por el equipo
durante la medicidn, que corresponde también al peak generado en el grafico de fuerza (N) versus
la distancia de penetracion (mm).

Se toma este dato para cada muestra, que se tiene en triplicado, se calcula el promedio y la desvia-
cion estandar en Excel y luego se convierten las unidades de medida de newton (N) a g/cm?, para
esto se sigue el procedimiento descrito a continuacion, el cual se ejemplificara con los datos obte-
nidos para la agarosa extraida a 50°C, mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7: Datos de fuerza maxima obtenidos en la medicion de la fuerza de gel para la agarosa extraida a

50°C.
Medicion Fmax (N)
1 7,74
2 8,42
3 7,76
Promedio 7,97
Desv. estandar 0,32

Tomamos el promedio de Fmax 0btenido y se convierten sus unidades de newton a gramos, para eso
dividimos por la fuerza de gravedad y luego pasamos de Kg a g multiplicando por mil.

F di 7,97 N 7,97 %9 %M 1000
romedio , ’ 2
max P - 2 —0,81234Kg X ——3

Fuerza de gravedad 981 ™ g9g1 M
) SZ ) 52

=81243 g

Luego se dividen estos gramos equivalentes a la fuerza aplicada en el area de contacto del embolo
utilizado expresado en cm?, que en este caso tenia una forma cilindrica y un didmetro de 1,27 cm,
por lo que se calcula area de un circulo.

diametro
2

P 1,27 cm
Area=m X (

)2 = 3,14 X (

)2 = 1,2668 cm?

Finalmente, con estos dos valores expresamos la fuerza de gel de la agarosa extraida a 50°C en
2
g/cm=,

812439 _ 641,82 L

F de gel = ———>9
uerza ce get = 15668 cm? cm?

Se sigue el mismos procedimiento para el valor promedio de la desviacidn estandar. Que en este
caso resulta ser 25,43 g/cm?.
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