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GLOSARIO

Anteridios. En los briofitos, algunas plantas vasculares, y algas, es el organo
multicelular productor de espermatozoides.

Conceptéaculo. Cavidad especial donde se desarrollan los gametos.

Diploide. (Gr. Di, doble, dos, ploion, nave, barca). Condicion en la cual cada
autosoma esta representado dos veces (2n); por oposicion a haploide (n).

Estipe. Organo entre el sujetador y las hojas.
Haploide. (Gr. Haplos, simple, ploion, nave, barca). Que tiene sélo un conjunto
de cromosomas (n), por oposicion al diploide (2n); caracteristico de los gametos

eucarioticos, los gametofitos vegetales y algunos protistas y hongos.

Mondmeros. (Gr. Monos, tinico, meros, parte). Una molécula simple
relativamente pequefia que puede ligarse a otras para formar un polimero.

Monopodial. Relativo a un solo axis de crecimiento.

Oogamia. (Gr. Oion, huevo, gamos, casamiento). Reproduccion sexual en la
cual uno de los gametos, habitualmente el de mayor tamaio, no es movil.

Oogonio. Gametangio femenino unicelular.

Parafisas. Estructura estéril, encontrada con los esporangios o gametangios.
Parénquima. (Gr. Para, entre, en, en, chein, verter). Tejido vegetal compuesto
por células vivas, de paredes delgadas dispuestas al azar con vacuolas grandes;

habitualmente tejido fotosintético o de almacenamiento.

Polisacaridos. (Gr. Polus, mucho, sakcharon, azucar). Polimero de
carbohidratos compuesto por mondémeros de monosacaridos en cadenas largas.

Protoplasto. (Gr. Protos, primero, plastos, formado). Organulo citoplasmatico,
frecuentemente pigmentado, de las células vegetales.

Receptéculos. Puntas hinchadas del talo donde se localizan los conceptaculos.
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PRODUCCION Y PROPIEDADES DE ALGINATO DE SARGASSUM SINICOLA
(SETCHELL Y GARDNER) Y SU APLICACION EN INMOVILIZACION CELULAR.

RESUMEN

Se llevo a cabo la produccion de alginato de sodio del alga café S. sinicola como material
para la inmovilizacion de la microalga Chlorella sorokiniana y co-inmovilizacion con la
bacteria promotora de crecimiento de plantas, Azospirillum brasilense, para el tratamiento
de aguas residuales. El alginato también se empleo6 para la formulacion de microesferas de
A. brasilense, para la inoculacion de semillas de tomate, como promotores de crecimiento
de plantas. Durante la produccion se analizaron diferentes etapas por el método de cloruro
de calcio y se determiné el rendimiento y costos de produccidon para optimizar el proceso
de produccion. La composicion y estructura del alginato se caracterizo por 'H NMR, y se
evaluo la viscosidad, color, y compuestos fendlicos del alginato. Los resultados se
compararon con alginato comercial aislado del alga Macrocystis pyrifera. A partir de las
modificaciones en el proceso de produccion, se obtuvo un 15 % de rendimiento de alginato
con un costo de produccion de 7.8 USD kg™'. Este alginato presenta una mayor cantidad de
acido gulurdnico (FG = 0.64) que manurdnico (FM = 0.38), y una viscosidad de 100 mPa s
(2%). Tiene una coloracidn café intensa y una mayor cantidad de compuestos fendlicos que
en M. pyrifera. Sin embargo, el crecimiento de C. sorokiniana y A. brasilense no fue
significativamente diferente que con su control de M. pyrifera. El crecimiento de C.
sorokiniana es uniforme dentro de la esfera con ambos tipos de alginato, con un mayor
crecimiento en las esferas co-inmovilizadas. La remocion de nutrimentos (fosfatos y
amonio) de agua residual no fue significativamente diferente por tipo de alginato (p <
0.05). Las semillas de tomate inoculadas con microesferas de A. brasilense formuladas con

el alginato de S. sinicola, muestran un incremento en su crecimiento similar que con las



inoculadas con alginato de M. pyrifera. Este trabajo muestra el potencial uso del alginato
de S. sinicola como material para la inmovilizacion celular para el tratamiento de aguas

residuales y para la promocién de crecimiento de plantas.
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PRODUCTION AND PROPERTIES OF ALGINATE FROM S. SINICOLA (SETCHELL Y
GARDNER) AND ITS USE IN CELLULAR IMMOBILIZATION

ABSTRACT

Alginate from Sargassum sinicola was produced as raw material to immobilize the
microalga Chlorella sorokiniana and the microalga growth promoting bacteria
Azospirillum brasilense, for wastewater treatment and tomato plants growth promotion.
During the extraction of the alginate, different steps on the production using the calcium
chloride method were analyzed. The yield, production costs, viscosity, color, and phenolic
compounds concentration were evaluated to optimize the process. Alginate composition
and structure was analyzed by 'H NMR. Results were compared with commercially
alginate from Macrocystis pyrifera. Using the optimized process the alginate yield was
15%, costing 7.8 USD kg™'. Alginate from S. sinicola contains more guluronic acid (FG =
0.64) than mannuronic acid (FM = 0.38), and a viscosity of 100 mPa s (2 %). It shows a
dark brownish color with more phenolic compounds than M. pyrifera. Despite these
characteristics, the growth of C. sorokiniana and A. brasilense in S. sinicola alginate beads
was not significantly different than growth in M. pyrifera alginate beads. The growth of C.
sorokiniana was uniform inside the beads in both alginates, and the nutriments removal
(phosphates and ammonium) from wastewater was similar (p < 0.05). The growth of
tomato plants inoculated with S. sinicola alginate microbeads was enhanced as good as
with the M. pyrifera alginate. This study shows the potential use of S. sinicola alginate as

raw material for cell immobilization for wastewater treatment and plant growth promotion.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

En la zona costera de México se han reportado cerca de 1,114 especies de algas
marinas, sin embargo, solo algunas de ellas se cosechan comercialmente como materia
prima para la produccion de ficocoloides. Las especies que se han explotado
comercialmente en la Peninsula de Baja California son Gelidium robustum (Gardner)
Hollenberg & Abbott a partir de 1955, Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh,
Chondracanthus canaliculatus (Harvey) Guiry de 1966 a 1984, Gracilaria pacifica (ahora
vermiculophylla) Abott desde 1993, y esporadicamente Porphyra perforata J. Agardh,
Euchema uncinatum Setchell & Gardner y Egregia spp (Casas-Valdéz, 2001). De estas
especies, Macrocystis pyrifera se ha explotado comercialmente en la parte norte de la
peninsula para su exportacion, principalmente a Estados Unidos, donde se procesa para la
produccion de alginatos.

Los alginatos son uno de los principales componentes estructurales de la pared
celular de las algas café (Van den Hoek, et al. 1995), cuya funcion principal es la de dar
fuerza y flexibilidad a las algas. En su estado natural, los alginatos se presentan como una
mezcla de sales de los cationes que cominmente se localizan en el agua de mar,
principalmente Ca>", Mg*" y Na”, con el 4cido alginico (McHugh, 1987, 2003). Las
proporciones en las que estos iones estan unidos por el alginato dependen de su
composicioén asi como a la selectividad de enlace de los cationes alcalinotérreos por el
alginato.

La extraccion de los alginatos se realizd por primera vez en 1881 por Stanford

mediante extraccion alcalina, pero su produccion a nivel industrial inici6 en los Estados



INTRODUCCION

Unidos hasta los afios 1930’s (www.degusa.com). La extraccion se basa en una serie de
reacciones de intercambio i6nico que permiten extraerlo de la materia prima en particular,
cuyo procedimiento se ha ido modificando y optimizando con el tiempo (McHugh, 2003),
permitiendo la produccién de distintos tipos de alginato con diferentes grados de calidad. A
pesar de que el alginato de sodio es el alginato comercial mas comun, también se consumen
las sales de amonio, calcio y potasio, asi como el acido alginico y su derivado de alginato
de propilenglicol (Booth, 1975; Cottrell y Kovacs, 1980).

En los ultimos afios, la produccion comercial de alginatos ha adquirido una mayor
importancia en el ambito de distintas industrias, alcanzando una produccion global de 36-
39,000 toneladas aproximadas en el 2002 (Marinalg International, McHugh, 2003). Su
produccidn se concentra en unas cuantas empresas productoras de gran capacidad, cuatro
de ellas con actividad en Europa y Estados Unidos, y dos en Japon (McHugh, 2003). Para
asegurar su produccion, estas empresas cuentan con diversos proveedores de materia prima
alrededor del mundo, entre los que se encuentran los Estados Unidos, México, Chile,
Escocia, Irlanda, Francia, Noruega, Islandia, Canadd, China, Japon, Corea, Australia y
Sudafrica. Algunas otras empresas de menor tamafio operan en Chile, Indonesia y China
(McHugh, 1987, 2003).

La aplicacion de los alginatos se basa en cuatro propiedades principalmente. La
primera concierne a su habilidad como espesante al ser disuelto en agua, generando un
aumento en la viscosidad de la solucidon en que se disuelve. La segunda a su capacidad de
retener agua. La tercera se debe a su habilidad de formar un gel a partir de una serie de
reacciones quimicas de intercambio i6nico que dan lugar a la formacion de enlaces entre
las cadenas adyacentes del polimero del alginato. Particularmente se realiza un intercambio

de iones sodio por cationes divalentes o trivalentes. La cuarta se basa en la propiedad de
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formar peliculas de alginato, ya sea de sodio o calcio, y fibras principalmente de alginato
de calcio (McHugh, 1987, 2003; Cottrell y Kovacs, 1980; Degussa; ISP; Marinalg).

Entre las especies que se distribuyen en la peninsula de Baja California con
potencial para la extraccion de alginatos se encuentra Sargassum sinicola. El contenido de
alginato del género Sargassum muestra una variacion estacional de acuerdo con los
diferentes estadios de desarrollo de la planta, con un mayor contenido cuando la planta
alcanza su madurez vegetativa (Chauhan, 1970; Aponte de Otaola; 1983; Hernandez-
Carmona, 1985), principalmente en los estipes de la planta. El rendimiento del contenido
de alginatos de Sargassum spp en Baja California Sur, se ha estimado que varia entre 6.6 y
25% a lo largo del afio (Herndndez-Carmona, 1985; Casas-Valdez, 1985; Pérez-Reyes,

1997).

1.2. SARGASSUM SINICOLA

Esta especie pertenece a la Division Phaeophyta, Clase Pheophyceae, Orden
Fucales, Familia Sargassaceae, y Género Sargassum (Lee, 1980). Dentro de esta Division,
las algas se caracterizan por su coloracion café, el cual se deriva de la gran cantidad del
carotenoide, fucoxantina y sus cloroplastos, asi como de los taninos que presenta. Tienen
grandes cantidades de polisacaridos extracelulares que rodean al protoplasto. La pared
celular generalmente se compone de por lo menos dos laminas, con celulosa como el
principal componente estructural. El componente amorfo de la pared celular consiste de
acido alginico y fucoidina, mientras que el mucilago y la cuticula se componen
primariamente de acido alginico (Lee, 1980).

El Orden Fucales presenta organismos parenquimatosos con crecimientos a partir de

una célula apical. La generacion haploide esta reducida al huevo y al esperma con el
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remanente del ciclo de vida diploide. Los gametos se generan en los conceptaculos, y la
unidon gamética es por oogamia. Los conceptaculos pueden estar esparcidos en la superficie
del talo, pero frecuentemente se limitan a las puntas ensanchadas de los receptaculos. El
género Sargassum es comun en aguas tropicales y subtropicales. La forma de ramificacion
de la familia es monopodial, y todos los miembros tienen un sistema de ramificacion
lateral, con dos estructuras tipo hoja en la base con el remanente de un sistema de

ramificacion de aerocistos y receptaculos (Lee, 1980).

1.2.1. Descripciéon morfoldgica

Al inicio de su desarrollo presenta un color verde olivo-café, asi como un disco de
fijacion, un cauloide delgado y varios filoides alrededor. En esta etapa no presenta
aerocistos, ni estructuras reproductoras. Posteriormente la coloracion cambia a café¢ y se
desarrollan ramas secundarias en forma alterna al cauloide (Sanchez-Rodriguez, 1995).

Cuando alcanza su madurez presenta una talla promedio de 60 cm y tiene un
aspecto frondoso, con un disco de fijacion conico con apteras, y un estipe con cicatrices de
2 a 5 mm de ancho. De las ramificaciones secundarias se desprenden los filoides, los
cuales tienen una nervadura central bien diferenciada, con margen dentado, y una longitud
de 2 a 8 cm de largo y de 2 a 9 mm de ancho, observandose numerosos aerocistos a partir
de la parte media hacia el 4pice, los cuales son redondos y miden de 2 a 6 mm de diametro.
Presenta receptaculos dispuestos en la porcion terminal del alga de 2 a 9 mm de longitud,
con abundantes criptostomatas en los filoides y aerocistos. Los receptaculos presentan una
corteza y una capa de células cilindricas con nucleos alargados, fuertemente pigmentados y
varias capas de células en forma de celdas; entre estas se desarrollan los conceptaculos de

forma més o menos ovalada que contienen los oogonios o anteridios y parafisas. Los
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oogonios son de forma ovalada, observandose como una acumulacion de pequefios
granulos que se disponen cerca de la pared del conceptaculo. Los anteridios, alargados y
ramificados, son fuertemente basofilos, por lo que se observan tefiidos de un color mas
intenso que las parafisas (Sanchez-Rodriguez, 1995).

Al final de su desarrollo pierde algunas estructuras como filoides, aerocistos,
receptaculos y ramas primarias y secundarias; el rizoide y el alga en general se oscurecen y

le crecen varios epibiontes. La composicion quimica de la especie se muestra en la tabla 1.

Proteina cruda 9.21 %
Cenizas 38.85 % Aminoacidos (g 100g" proteina)
Extracto etéreo 0.58 % Valina 4.24 | Acido aspartico | 6.07
Fibra cruda 12.25 % Isoleucina 3.70 | Serina 2.82
Extracto libre de Nitrogeno 39.98 % Treonina 2.95 | Acido glutamico | 10.23
Energia bruta 2.15 Mcal gr! | Triptofano 1.03 |Prolina 2.62
- Magnesio 7014+114 ppm | Fenilalanina | 2.73 | Glicina 3.23
Potasio 68004+1921 ppm | leucina 5.33 | Alanina 4.97
Sodio 20668+1396 ppm | Lisina 3.88 | Cisteina 0.80
Calcio 5007+375 ppm | Metionina 1.54 | Tirosina 2.97
Fosforo 449+30 ppm | Histidina 1.31 |Arginina 5.35
Fuente: Pérez-Reyes, 1997, Casas-Valdez, 2004

Tabla 1. Composicion quimica de Sargassum sinicola en el Golfo de California, B.C.S.

1.2.2. Distribucién y abundancia

México tiene grandes cantidades del genero Sargassum, principalmente en aguas
templadas. En la parte sur del Golfo de California, este género domina sobre otras especies,
cubriendo grandes extensiones en las zonas submareal e intermareal (Hernandez-Carmona,
et al. 1990). La biomasa estimada para la costa oeste del Golfo de California es de 154,000
+ 16,000 tons peso humedo (Pacheco-Ruiz, et al. 1998), en tanto que en la Bahia de La Paz
se calculan 18,900 + 927 (Hernandez-Carmona, et al. 1990), y 7,250 + 530 en Bahia
Concepcion (Casas-Valdéz, et al. 1993). Sin embargo, a pesar de la biomasa que presenta

este género en la regidon y en general en México, su utilizacion como fuente de alginato y
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su potencial econdmico no se han explotado (Herndndez-Carmona, 1985; Casas-Valdéz,

1985; Li, et al. 1999).

1.3. ASPECTOS GENERALES DE LOS ALGINATOS

La palabra “alginato” se refiere a un grupo de polisacaridos que se encuentran en
todas las algas cafés. Su estructura esta formada de co-polimeros binarios no ramificados
de acido urdnico, los cuales son bio-sintetizados mediante enzimas especificas que
catalizan la formacion de los monomeros de acido B-D-manurdnico (M; 1,4-enlace acido
B—-D-mannopyranosyluronic *C;) y 4cido a-L-gulurénico (G; 1,4-enlace 4cido a-
gulopyranosyluronic 'Cy), unidos por enlaces C-1y C-4 (Hirst, et al. 1964; Valencia, 1995)
(figura 1).

Las cantidades relativas de ambos mondmeros, asi como su ocurrencia y arreglo
secuencial en la cadena polimérica, se relacionan con el origen del alginato, de manera que
existe una influencia tanto ambiental como genética para su conformacién estructural. Las

cadenas pueden tener una region en bloques

A COOH H
. . H H
compuesta exclusivamente de una unidad o de o Ho © Ho
COOH
otra (Bloques MM o GG), y regiones en ONCELY/ ol N1
H H H H
bloque de ambos 4cidos (Bloques MG o GM), 4
HO
. . COOH
las cuales se distribuyen azarosamente en la o o
H o HooC
cadena (Haug, et al. 1966). El tamafio HO HO on
particular de las regiones en bloque de los HO
Conformacion *C, Conformacion ' C 4
monomeros, su forma de unién en la cadena acido B-D- Manuronico. acido a-L- Guluronico.

y/o su estructura secuencial (tasa M/G), da Figura 1 A. Formulas clésicas de los

) . monomeros del &cido alginico. B. Estructura
lugar a wuna geometria y composicion  desilla. Modificado de McHugh, 1987.
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especifica del alginato, y en consecuencia, provee de propiedades diferentes al polimero
(McHugh, 1987; Skjidk-Braek, & Martinsen, 1991a), tales como su viscosidad y la
habilidad de intercambiar iones con metales divalentes, entre otras (King, 1983; Shymali, et
al. 1984; Castillo-Ferrer, 1993). Estas propiedades son importantes para la seleccion de la
materia prima para la produccion del alginato, asi como por la disponibilidad de
organismos-especies de algas particulares y a las propiedades especificas del alginato que
presentan. Por ejemplo, los alginatos que presentan grandes regiones de bloques-G dan
lugar a la formacion de un gel de fuerza alta, mientras que los alginatos que presentan
grandes regiones de bloques-M dan lugar a la formacion de un gel de fuerza media pero
con una alta resistencia a la sinéresis (Smidsred y Haug, 1972). La composicion estructural

del alginato de algunas especies de importancia comercial se muestra en la tabla 2.

Fuente del alginato F G FM FGG FMM FMG=GM
Ascophyllum nodosum 0.23 0.77 0.10 0.64 0.16
Durvillaea antartica 0.29 0.71 0.15 0.57 0.14
Ecklonia méxima 0.45 0.55 0.22 0.32 0.23
Laminaria japonica 0.35 0.65 0.18 0.48 0.17
L. digitata 0.41 0.59 0.25 0.43 0.16
Lessonia nigrescens 0.38 0.62 0.19 0.43 0.19
Macrocystis pyrifera 0.38 0.62 0.18 0.42 0.20

Fuente: Cottrell y Kovacs, 1980; McHugh, 1987.

Tabla 2. Composicion monomérica de algunos alginatos segun su fuente de origen.
1.3.1. Biosintesis

La estructura de un alginato esta relacionada con su biosintesis. El alginato
inicialmente es producido como polimanuronato, el homopolimero de bloques-M, para
posteriormente ser epimerizado para formar el copolimero binario (Larsen, 1981). Una o
varias epimerasas actian a nivel del polimero de manera que controlan el cambio
enzimatico de unidades M a G en ciertas regiones de la cadena. Sin embargo, el mecanismo

de las reacciones enzimaticas depende de diferentes factores (Larsen, 1981).
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La figura 2, muestra el esquema general de la biosintesis de los alginatos de acuerdo
a Draget, et al. (2002). La transformacion de unidades M a G, se incrementa conforme el

tejido de la planta es mayor, y por tanto tendrd mas

D-Fructosa-6-P

regiones de bloques-G y mas largos (Onsoyen, 1989). | 1
| D-Manosa-6-P

[ 1
1.3.2. Aplicacion de los alginatos | D-Manosa-1-P

GTP

La habilidad de los alginatos de modificar las IP.

. . . 2 NAD"
propiedades fisicas de las soluciones acuosas para

| GDP-Manosa

NADH+2H"

. - .. GDP-D-Acido manurénico
formar gel, emulsificar, estabilizar, y para restringir la | -

| Manuronan |

evaporacion del agua de superficies expuestas, ha *

| Alginato

permitido numerosas aplicaciones en la industria (Booth,

1975), tabla 3. Estas propiedades pueden ser modificadas
Figura 2. Biosintesis de los

por la adicién de sales metalicas, especialmente iones de ~ 2191NAL0S. Draget etal. 2002)

calcio, fosfatos y por la acidez de las mezclas, lo cual ha permitido la produccion de

productos mezclados para distintas industrias.

Sector Demanda total (%)
Impresion de textiles 50
Alimentos 30
Papel 6
Barras de Soldadura 5
Farmacéuticos 5
Otros 4

Fuente: McHugh, 2003

Tabla 3. Principales aplicaciones de los alginatos

Numerosos estudios han verificado la seguridad del uso de los alginatos en los
alimentos. El alginato de sodio, potasio, calcio, amonio, 4cido alginico y alginato de
propilenglicol estan incluidos en la lista de aditivos alimenticios que son reconocidos como
inocuos y seguros, segiin la FDA (Food and Drugs Administration) de los Estados Unidos

de América. También estan enlistados en el Codex Alimentarious que provee la FAO
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(Food and Agriculture Organization) y la WHO (World Health Organization) de las
Naciones Unidas donde se establece que los limites de ingesta diaria para los humanos del
acido alginico y de sus sales derivadas es de 50 mg Kg' de peso, y del alginato de
propilenglicol de 25 mg Kg''. Los principales productos alimenticios en los que se utilizan
los alginatos incluyen los postres, productos de pan, aderezos de ensaladas, alimentos
prefabricados, bebidas, y gel de reposteria. También son de gran utilidad para varios
procesos industriales donde actian como retenedores de agua, gelificadores,
emulsificadores, ligantes y estabilizadores de distintos materiales (P. ej. revestimientos de
papeles, adhesivos, impresion de textiles, pulidores, anti espumantes, ceramicas, vigas,
limpiadores, explosivos, juguetes, componentes de combustion, entre otros materiales)

(Cottrell y Kovacs, 1980, McHugh, 1987, 2003).

1.3.3. Mercado de alginatos en México

Durante el periodo de 1980-2000, México ha importado un promedio de 215
toneladas de alginatos por afio, principalmente de los Estados Unidos de Norteamérica,
Francia, Reino Unido, Corea del Sur, Alemania y Dinamarca (Banxico, comm escr.).

La tasa de importacion de los alginatos se ha incrementado casi constantemente de
1986 a la fecha, alcanzando en promedio del afio 1999 al 2001 cerca de 348 toneladas, con
un valor aproximado en el mercado de 5.6 millones de ddlares (figura 3). Los principales
productos importados de 1999 al 2001 fueron el alginato de propilenglicol (201 t a =20.46
USD kg™), alginato de sodio (125 t a ~12.36 USD kg™), alginato de magnesio, calcio y
amonio (9 t a #20.20 USD kg™), alginato de potasio (8 t a =14.72 USD kg™) y acido

alginico (5 t a #29.05 USD kg™).
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Figura 3. Importacion de alginatos en México (1993-2001).

1.4. PRODUCCION DE ALGINATO. -METODO DE CLORURO
DE CALCI1O-

La produccion de los alginatos se basa en un niimero de reacciones de intercambio
i6nico que facilitan la extraccion del acido alginico del alga en forma de alginato de sodio.
El acido alginico fue descubierto por primera vez en el afio 1881 por Stanford, pero no fue
sino hasta 1950 cuando Bashford, et al. y después Haug (1964), propusicron la
transformacion del acido alginico, insoluble en agua, a alginato de sodio mediante dos
reacciones de intercambio ionico. Actualmente se han desarrollado diversas modificaciones
en las diferentes etapas del proceso, para mejorar la producciéon de los alginatos
(Lukachyov y Pochkalov, 1965; Secconi, 1976; Duville, et al. 1974; Casas-Valdez, 1975,
1982; Hernandez-Carmona y Casas-Valdez, 1985; Hernandez-Carmona y Aguirre-Vilchis,
1987, McHugh, 1987; Hernandez-Carmona, et al. 1991, 1992, 1999a, 1999b, 2002;
Arvizu-Higuera, et al. 1995; McHugh, et al. 2001). De manera general, el proceso para

obtener alginato de sodio consiste en los siguientes pasos (figura 4):

10
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Sales insolubles de Calcio y Magnesio en
el acido alginico del alga
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Alginato de sodio soluble con residuos
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Alginato de sodio

Figura 4. Proceso de produccion de alginato de sodio

Reduccion del material o molienda. Hidratacion del alga molida y seca, con una
solucion de formaldehido. Pre-extraccion con acido clorhidrico para convertir el alginato
combinado con sus sales a acido alginico. Extraccién alcalina con carbonato de sodio a alta
temperatura para convertir el acido alginico a la forma soluble y filtracion de la solucion
para remover los residuos insolubles del alga. Precipitacion con cloruro de calcio para
convertir el alginato soluble a alginato de calcio. Conversion a acido alginico con acido
clorhidrico. Conversion a alginato de sodio con una mezcla alcalina de alcohol agua.
Prensado, secado y reduccion del producto obtenido a un tamafio apropiado, para su
empaquetamiento. A partir de este proceso general, existen diferentes cambios fisicos y
quimicos que pueden ser realizados para obtener productos especificos para usos

diferentes.

1.5. INMOVILIZACION CELULAR

La capacidad de gelificacion de los alginatos ha sido aprovechada para la

inmovilizacion de diferentes reactivos bio-activos como bacterias, algas, hongos, células de

11
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plantas, y células de animales, ya sea de manera tnica o en combinacion. Estos reactivos
inmovilizados pueden ser utilizados en varios procesos, tales como en la remocion de
nutrimentos de aguas residuales (de-Bashan, et al. 2002), para la promocion del
crecimiento de plantas mediante inoculantes (Bashan, 1986, 1998; Bashan, et al. 2002), en
la produccion de etanol a partir de almidon (McGhee, et al. 1984), produccion de acido
citrico, produccion continua de yogurt (Prevost, et al. 1985), produccion de acetona y
butanol, produccion de glicerol (Grizeau y Navarro, 1986), entre muchos otros procesos.

En la actualidad, la industria de la biotecnologia en aplicaciones biomédicas ha
tenido un crecimiento asombroso. Las principales areas de interés se han desarrollado en la
produccion de farmacos como los antibidticos, y en el desarrollo de sistemas de cultivo
celular para la produccion de anticuerpos monoclonales y proteinas de mamiferos. Las
capsulas de alginato, también permiten su aplicacion como sustrato de proteccion para
distintos componentes bidticos, como por ejemplo los protoplastos de plantas (Pati, et al.
2002). La matriz de gel provee a las células una barrera protectora contra infecciones,
estrés mecanico, y desecacion, por lo que se han encontrado nuevas aplicaciones en el
manejo masivo de células, ademas de que permite un mejor manejo de las mismas. Sin
embargo, existen algunas consideraciones importantes para la seleccion del tipo de alginato
a utilizar (Skjék-Breek, y Martinsen, 1991a).

Estructura. La seleccion del tipo de alginato requiere algunos conocimientos de su
estructura quimica y su relacion con las propiedades funcionales. Los mondmeros se
acomodan en un patréon de bloque en la cadena polimérica, y las proporciones y arreglo
secuencial de los residuos de acido urdnico son la principal caracteristica estructural
relacionada con la afinidad a iones divalentes, esenciales para las propiedades gelificantes

del alginato. El alginato de Macrocystis pyrifera es el mas utilizado para la inmovilizacién

12
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celular, el cual provee de geles con una fuerza y estabilidad baja en comparacion con el
alginato de otras fuentes (p. ej. Laminaria hyperborea), pero es mejor que otros con el
mismo contenido de acido gulurénico. Se ha demostrado que las propiedades mecanicas
son altamente dependientes de la composicion monomérica de las moléculas del alginato,
asi como de la estructura de bloque y su tamafio molecular (Skjak-Brak, y Martinsen,
1991a).

Propiedades mecanicas. Las propiedades de las esferas de alginato dependen
mucho de la composicion del alginato. La fuerza mecénica de los geles de alginato esta
determinada principalmente por la composicion quimica y la estructura de bloque. Las
esferas de alginato con una mayor fuerza mecéanica, una menor reducciéon y la mayor
estabilidad contra cationes monovalentes estan formadas por los alginatos con un alto
contenido de residuos G, mayor a 70%, y una extension en promedio cercano a 15 (Fg). Sin
embargo, la fuerza de gel depende fuertemente del peso molecular y existe un cierto peso
molecular en donde las propiedades de formacion de gel del alginato cambian rapidamente,
principalmente en alginatos de peso molecular bajo (Skjak-Brek, y Martinsen, 1991a).

Estabilidad quimica. La principal limitante en el uso de alginato de calcio para el
inmovilizado de células es su sensibilidad contra agentes quelantes (p. ej. fosfatos y
lactatos), o cationes no gelificantes (p. ej. Magnesio y Sodio).

Porosidad. La difusion es esencial para el uso de geles de alginato, y por tanto la
estructura del tamafio de poro y su distribucion son factores importantes a conocer. Las
estructuras de poro mas abiertas se presentan en las esferas de alginatos con mayor
contenido de residuos G, y esto permite una mayor difusiéon para moléculas mayores como

las proteinas (Martinsen, et al. 1992).
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2. ANTECEDENTES

En México la produccion de los alginatos se ha llevado a cabo a nivel de
investigacion desde los afios 70’s. La mayoria de los trabajos realizados se enfocan a la
cuantificacion del contenido de alginato para diferentes especies (Casas-Valdéz, 1975,
Gonzalez, 1983, Hernandez-Carmona, 1985). Algunos de estos trabajos abordan
modificaciones en el proceso de produccion, principalmente con M. pyrifera que es una de
las especies mas abundantes en la peninsula de Baja California (Casas-Valdéz, 1982,
Ortega y Zaragoza, 1983, Hernandez-Carmona y Casas-Valdéz, 1985, Hernandez-Carmona
y Aguirre-Vilchis, 1987, Hernandez-Carmona, et al. 1991,1992, 1999a, 1999b, y 2001,
Rodriguez-Montesinos y Hernandez-Carmona, 1991, Reyes-Tisnado, et al. 2000, Arvizu-
Higuera, et al. 1995).

El rendimiento que se ha obtenido de la extraccion de alginatos de la especie S.
sinicola ha mostrado una variacion estacional, local e individual relacionada con las
caracteristicas ambientales y a la especie (Casas-Valdez, 1982; Hernandez-Carmona, 1985;
Pérez-Reyes, 1997). Sin embargo, estas variaciones también son reflejo del proceso de
extraccion, aunque no se ha evaluado el costo operacional de cada proceso. Por ejemplo,
Casas-Valdéz, en 1982, reporta un rendimiento de hasta 25 % en la extraccion de S.
sinicola, aunque, especificamente en la localidad de San Juan de la Costa, B.C.S.,
unicamente obtiene un 15 % de rendimiento. Herndndez-Carmona, 1985, reporta en la
misma zona un 22.8% de rendimiento en invierno, 24.8% en primavera y 21.3% en
verano, mientras que Pérez-Reyes, 1997, reporta un rendimiento maximo de 10%. Dichos
trabajos se enfocan a la cuantificacion del alginato, sin analizar las caracteristicas del

mismo.
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Entre las aplicaciones mas novedosas de los alginatos se encuentra la
inmovilizacion celular (Skjék-Braek, y Martinsen, 1991b). Recientemente se ha evaluado la
utilidad del género Chlorella en la remocion idnica de amonio y fosforo en aguas
residuales, inmovilizada en geles de alginato de M. pyrifera (Valderrama, et al. 2002; de-
Bashan, et al. 2002, 2004). La incorporacion de los microorganismos en el medio residual a
partir de esferas de inmovilizacion, permite una facil remocion, una vez que elimina los
nutrimentos indeseables (de la Noe, et al. 1990), lo que abarata los costos operacionales.
La remocion de ambos iones ha sido exitosa, sobre todo cuando se encuentra co-
inmovilizada con la bacteria promotora de crecimiento de plantas A. brasilense (Gonzalez y
Bashan, 2000; Lebsky, et al. 2001; de-Bashan, et al. 2004). Asi mismo, se ha utilizado el
alginato de M. pyrifera para la inoculacién de semillas de plantas con la bacteria A.
brasilense, donde se ha observado un mayor crecimiento en la plantas inoculadas con la

bacteria (Bashan, et al. 2002).
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3. JUSTIFICACION

Aunque en México se han estudiado diferentes etapas de la produccion de alginatos
de algunas algas café, existe mucha informacion relevante sin concluir sobre la produccion
de alginato de Sargassum sinicola. La informacion que se tiene para esta especie se
encuentra limitada a la cuantificacién del rendimiento del alginato (Casas-Valdez, 1982;
Hernandez-Carmona, 1985; Pérez-Reyes, 1997), sin determinar las caracteristicas del
mismo, los costos de produccion, 6 alguna aplicacion posible para el producto.

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de produccion de los alginatos incluye
diferentes etapas, cada una de las cuales interfiere en la calidad del producto que se obtiene
(McHugh, 1987). Debido a que las caracteristicas tanto fisicas como quimicas de las algas
cafés cambian de una especie a otra, es necesario analizar el efecto de distintas variables
durante las principales etapas de produccion del alginato y adecuarlo a cada especie. Dicho
analisis es necesario realizarlo tanto a nivel laboratorio como planta piloto, lo cual
permitiria tener un mayor control en las variables que intervienen en su produccion, de
manera que se pueda optimizar el proceso al mejor precio. Asi mismo, es necesario
determinar las propiedades especificas del alginato que se obtiene, de tal forma que se
pueda establecer un proceso de produccion de acuerdo al uso especifico que se le quiera dar
al alginato, y asi evitar gastos innecesarios. Esta informacion no solo permitird hacer
recomendaciones pertinentes a la industria sino también tener un mayor control en el costo-
beneficio del producto obtenido.

Los geles de alginato han probado ser un medio muy exitoso para encapsular
biocatalizadores, especialmente cuando se forman como esferas de gel (Skjak-Brek, y

Martinsen, 1991b). Su preparacion requiere de un proceso relativamente facil de realizar
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JUSTIFICACION

(Bashan, 1986), cuya principal ventaja es su naturaleza no toxica, bio-degradabilidad, y
lenta liberacion de los reactivos encapsulados. Los encapsulados de la microalga Chlorella,
de la division Chlorophyceae, recientemente han sido utilizado para la remociéon de
nutrimentos de aguas residuales, principalmente para la remocién idnica de amonio y
fosforo (de-Bashan, et al. 2002, 2004), con la idea de proveer un tratamiento terciario de
los efluentes urbanos y agricolas, y asi evitar los problemas de eutrofizacion que se generan
cuando se descargan en cuerpos de aguas naturales (de la Note, et al. 1990). La
inmovilizacidon permite que, una vez que son removidos los iones de interés, la microalga
se retire del medio de manera facil y econdmica, sin embargo el proceso atin presenta altos
costos operacionales por lo que no ha sido implementado. La produccion de un alginato a
un menor costo puede ser un factor importante para su implementacion, por lo que la
produccion del alginato de S. sinicola puede ser prometedora para dicha aplicacion. Este
alginato también podria ser utilizado para la inoculacion de semillas con microorganismos

que promuevan el crecimiento de plantas para optimizar su produccion.
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HIPOTESIS

4. HIPOTESIS

4.1. HipoTESIS |I. PRoODUCCION DE ALGINATO DE S.
SINICOLA

La modificacion de diferentes factores fisicos y quimicos durante el proceso de
obtencion de alginato a partir de Sargassum sinicola puede incrementar el rendimiento y

calidad del alginato, por arriba de los valores reportados.

4.2. HipOTESIS Il. INMOVILIZACION CELULAR

El alginato de Sargassum sinicola puede ser utilizado para la inmovilizacion y co-
inmovilizacion de Chlorella vulgaris y/o Azospirillum brasilense para su aplicacion en la

remocion de nutrimentos de aguas residuales y como promotores de crecimiento de plantas.
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OBJETIVOS

5. OBJETIVOS

1) Establecer un procedimiento adecuado para la produccién de alginato de sodio de

Sargassum sinicola, evaluando el efecto de diferentes factores fisicos y quimicos tanto

a nivel laboratorio como planta piloto.

a)

b)

Analizar diferentes etapas durante la produccion de alginato de sodio de Sargassum

sinicola.

1) La concentracion adecuada de formaldehido para la hidratacion del alga.

i1) El efecto de la pre-extraccion acida en sistema de flujo continuo y sistema de
carga.

ii1) El efecto de diferentes temperaturas y tiempo de extraccion

iv) La cantidad de hipoclorito de sodio para el blanqueado adecuado del alga.

Evaluar algunas caracteristicas del alginato obtenido

1) Rendimiento

1) Viscosidad

iii) Color

1v) Proporcion de fracciones de dcido Guluronico y Manoroénico

v) Costos de produccion

2) Producir encapsulados de alginato de Sargassum sinicola y determinar su aplicacién en

la remocién de nutrimentos de aguas residuales y en la promocion del crecimiento de

plantas.
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a)

b)

OBJETIVOS

Preparacion de inmovilizados de Chlorella vulgaris y/o Azospirillum brasilense en
alginato de sodio de Sargassum sinicola con su control de Macrocystis pyrifera.

1) Evaluar el crecimiento celular

Establecer su aplicacion en la remocion de nutrimentos de agua residual y en la
promocion de crecimiento de plantas.

1) Determinar la remocidén de amonio y fosfatos en agua residual sintética

i1) Establecer la reduccion luminosa por la coloracion del alginato

iii) Evaluar el crecimiento de plantas de jitomate inoculadas con inmovilizados de

Azospirillum brasilense en alginato de Sargassum sinicola.
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MATERIALES Y METODOS

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. COLECTA DE MATERIAL

Se colectaron muestras de Sargassum sinicola en el Sausozo, San Juan de la Costa,
Baja California Sur, México, durante Mayo-Junio del 2001 y 2002. Las colectas se
realizaron cortando los talos del alga con un cuchillo, cerca del rizoide, usando equipo
SCUBA a una profundidad de 3-5 m. Las muestras fueron deshidratadas al sol y molidas a
un tamafio de malla de 40 y mezcladas, colocandolas en bolsas harineras para su

almacenamiento hasta la realizacion del procedimiento experimental.

6.2. PRoDuUCCION DE ALGINATO DE SODIO DE S.
SINICOLA

6.2.1. Produccién a nivel laboratorio
6.2.1.1. Hidratacion

Se tomaron 30 g de alga seca y molida, los cuales se hidrataron durante 12 hrs en
una solucion de 250 mL agua con diferentes concentraciones de formaldehido: 0.0
(control), 0.2, 0.4, y 0.6%. Transcurrido el tiempo de hidratacion, la solucion se drend, y se
prosiguid con la pre-extraccion del alginato, por medio del sistema de carga, colocando el
extracto en 450 mL de agua, adicionando suficiente HCI hasta alcanzar un pH de 4, y
manteniendo una agitacion constante durante 15 min. Posteriormente las algas se drenaron
nuevamente y se colocaron en 750 mL de agua para llevar a cabo la extraccion alcalina,
ajustando el pH a 10 con una solucion de Na,COs al 10% y elevando la temperatura a 80°

C, en bafio maria durante 2 hrs, con agitacion constante a 800 rpm.
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La muestra obtenida se filtr6 con un filtro revestido de tierra de diatomeas con la
ayuda de una bomba al vacio. La solucién resultante se mezcld con una cantidad similar de
alcohol para obtener las fibras de alginato de sodio, las cuales se drenaron y prensaron para
posteriormente mantenerlas en secado por 16 hrs en un horno a temperatura de 35°C o
hasta alcanzar una humedad de 12%. Cada procedimiento experimental se llevd a cabo por
triplicado con un control sin formaldehido para cada caso, y se llevd a cabo la
determinacion del rendimiento y calidad del alginato segun se describe posteriormente.

Adicionalmente se determind el efecto de la hidratacion con formaldehido durante
dos tiempos (12 y 36 hrs), y con 1, 2 y 3 repeticiones simultdneas del proceso de
hidratacion. En cada repeticion se dreno la solucion de formaldehido al 0.4%, para colocar

una nueva en un periodo de 12 hrs, con un control sin formaldehido.

6.2.1.2. Pre-extraccion en sistema de flujo continuo y sistema de
carga

Una vez establecida la concentracion de formaldehido adecuada, el tiempo y las
repeticiones necesarias durante la hidratacidon, se compar6 el proceso de pre-extraccion
mediante un sistema de flujo continuo contra el sistema de carga. Para la pre-extraccion en
el sistema de carga se utilizaron dos tratamientos. Después de la hidratacion, las algas se
colocaron en 450 mL de una solucién ligeramente acida con HCI (pH 4 o pH 2) con
agitacion constante durante 15 min. Después de la pre-extraccion el proceso se llevo acabo
como se describio anteriormente, y se evalud el rendimiento y calidad del alginato. Para la
pre-extraccion en sistema de flujo continuo, después de hidratar las algas durante la noche,
se utilizo el sistema descrito por Myklestad (1968). Se hizo circular una solucion de acido

clorhidrico a través de un reactor con el alga a una tasa de flujo de 160 mL min™', durante
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15 min con agitacion constante a 800 rpm, en dos tratamientos, a pH 1 y 2. Posterior a la
pre-extraccion el procedimiento se realizé como se describid anteriormente.

Durante la pre-extraccion, se colectaron muestras del efluente para calcular la
cantidad de calcio que se elimina de las muestras, segun el método descrito por
Schwarzenbach y Flaschka (1969): 10 mL de la solucién muestra se le agregdo 1 mL de
solucion Buffer pH 10. Se agit6 y se agregd una pizca de ericromo negro y se volvid a
agitar. Finalmente se tituld la muestra con una solucion de NEDTA 0.07566 N. Para
corregir los valores de calcio intercambiado, se realizo un tratamiento control en el que se
hidrataron las algas durante 12 hrs, para posteriormente realizar la pre-extraccion
bombeando en el reactor agua destilada Uinicamente. El valor obtenido corresponde a las
sales de calcio libres, el cual fue sustraido de la cantidad total de calcio de las muestras

experimentales.

6.2.1.3. Temperatura y tiempo de extraccién alcalina

Después de la hidratacion y de la pre-extraccion acida, previamente seleccionadas,
se realiz6 la extraccion alcalina del alga. Las algas se colocaron en una solucién acuosa
(750mL) y se adicion¢ suficiente solucion de carbonato de sodio al 10 % hasta alcanzar un
pH de 10. Las muestras se colocaron en bafio maria a dos temperaturas: 70 y 80° C, durante
1, 1.5, 2 y 2.5 horas, con una agitacién constante a 800 rpm y manteniendo el pH a 10. Las
siguientes etapas se llevaron a cabo como se ha descrito anteriormente y de igual forma se

determind el rendimiento y las caracteristicas del alginato.
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6.2.1.4. Blanqueado

Se llevo a cabo el proceso de produccion a nivel planta piloto y se tomaron cuatro
muestras de fibras de alginato de calcio de 20 g, se prensaron y diluyeron en 200 mL de
agua y se trataron con las siguientes concentraciones de hipoclorito de sodio: 0.0, 1.5, 2,
2.5 mL). El alginato de calcio ya blanqueado en el laboratorio fue tratado con &acido
clorhidrico para obtener fibras de acido alginico en su forma fibrosa y se convirtiéo en
alginato de sodio por neutralizacion con carbonato de sodio como se describe

posteriormente.

6.2.2. Producciéon a Nivel Planta Piloto

Una vez establecidos los parametros fisico-quimicos para las etapas de hidratacion,
pre-extraccion, y extraccion a nivel laboratorio, se llevo a cabo la valoracion a nivel planta
piloto mediante la siguiente metodologia. 10 Kg de alga molida y seca, se mantuvieron en
hidratacion durante una noche en un tanque con 50 L a la concentracién de formaldehido
establecida en el laboratorio (0.4%), y con una agitacion de 15 min.

La pre-extraccion también se realizé de acuerdo a los resultados obtenidos a nivel
laboratorio, en el sistema de flujo continuo o de carga, utilizando para esto un tanque de
200 L, el cual se mantuvo en agitacion constante (Hernandez-Carmona, 1999a). Durante
esta etapa se tomaron muestras del liquido residual para valorar el intercambio i6nico de
Ca/H comparado con los resultados obtenidos en el laboratorio. Posteriormente el alga se
transporté a un tanque marmita con 250 L de agua, elevando la temperatura segin lo
establecido a nivel laboratorio (80°C), y ajustando el pH a 10 con carbonato de sodio en

polvo, con agitacion constante durante 2 horas. Durante este tiempo se colectaron muestras
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de 300 mL de la solucion a intervalos de 15 min., para medir la viscosidad en el laboratorio
con el procedimiento antes descrito, y de esta forma determinar el tiempo de extraccion.

La pasta obtenida se transfiri6 a un tanque de dilucion, adicionando suficiente agua
a una temperatura de 70° C hasta alcanzar una viscosidad de 45 mPa s segin Hernandez-
Carmona, et al, 1999b. La solucion resultante se filtr6 con un filtro rotatorio al vacio
revestido con tierra de diatomeas (Hernandez-Carmona, et al. 1999b), con una cuchilla con
avance de 0.lmm cada 3.5 s y una rotacién del tambor de 2 rpm. Durante la filtracion, la
solucion de alginato se bombeo a un tanque de precipitacion (1700 L capacidad total),
donde simultaneamente una solucion de cloruro de calcio al 10 % se adiciond para
precipitarlo como alginato de calcio, utilizando una proporcion de 2.2 partes de cloruro de
calcio por 1 parte de solucion de alginato, en agitacion constante. Al término de la
precipitacion, la solucion residual se dren6 en una cama de malla de metal (US sieve series
No 18; 165 x 80 x 29) con un area de filtracion de 1.32m?, y se colectaron las fibras de
alginato de calcio obtenidas. Posteriormente se colocaron en un tanque con 150 L de agua,
agregando 700 mL de hipoclorito de sodio al 5% con agitacion constante durante 15 min.
Posteriormente se drend la solucion residual, y las fibras de alginato de calcio se
procesaron a acido alginico mediante tres lavados acidos con acido clorhidrico a pH 2, 1.8
y 1.8, en una dilucién con 150 L de agua (McHugh, et al. 2001).

En cada paso la solucion residual se drend, y al término de los lavados el acido
alginico se prensé con una prensa hidraulica para eliminar el exceso de agua. El precipitado
se peso, separando las fibras manualmente para facilitar su conversion a alginato de sodio.
Las fibras se colocaron en una mezcladora de doble planetario, con una mezcla de alcohol-
agua (45:55 %), y se adicion¢ suficiente carbonato de sodio en polvo hasta que la solucion

alcanzo6 un pH de 7 (Hernandez-Carmona, et al. 2002).
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El producto se prensé nuevamente, y las fibras se separaron manualmente para
dejarlas secando en un horno a 50° C durante el tiempo necesario hasta alcanzar una
humedad del 12%. Al producto resultante se le determin6 el rendimiento y se realizaron las

pruebas de calidad.

6.3. EVALUACION DEL PROCESO DE PRODUCCION Y
CARACTERIZACION DEL ALGINATO

6.3.1. Determinacién del rendimiento

El rendimiento del alginato se calculé en base al peso del alginato obtenido de
acuerdo al peso inicial del alga seca:

Rendimiento = (Peso seco alginato / peso seco alga)

6.3.2. Viscosidad

La viscosidad se determind con una solucion de alginato al 2% a 22° C de
temperatura, utilizando un viscosimetro de Brookfield™ modelo LVTDV-1 a 60 rpm, con
la aguja apropiada. Después de la primer evaluacion de la viscosidad, a la solucién de
alginato se le adiciond 0.5% de hexametafosfato de sodio para secuestrar cualquier 16n de
calcio presente y la viscosidad final se midié6 nuevamente para establecer el porcentaje de

reduccion.

6.3.3. Costos de produccidn

Para cada procedimiento experimental se evaluaron los costos de produccion
aproximados por kilogramo de alginato de acuerdo a la siguiente formula:
Precio por kg alginato = Materia prima + suministros + mano de obra +

mantenimiento (6 % de la inversidn) + seguro contra accidentes (2 % de la inversion) +
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empaque del producto + gastos administrativos (15 % de la inversion) + investigacion y
desarrollo (5 % de la inversion) + depreciacion a 11 afios.

En base a una inversion inicial de 1,000,000 USD para la implementacion de un
complejo industrial de produccion. La produccion anual estimada se calculd de acuerdo al
rendimiento obtenido y al procesamiento de 3600 kg de alga seca, en 24 ciclos diarios
durante 312 dias por afio (ANEXO 1).

Para cada procedimiento experimental se calcularon los costos de produccion segiin
las modificaciones de la materia prima necesaria para el procesamiento, haciendo la
estimacion a nivel planta piloto de acuerdo al método de produccion de alginato de calcio:

Materia prima = Costo de algas + formaldehido + &cido clorhidrico + Carbonato

de sodio + Tierra de diatomeas + Cloruro de calcio + Hipoclorito de sodio + Alcohol.

6.3.4. Coloracion

Se determino el color del alginato seco (en forma de grano) y en dilucion. Para la
determinacion en seco se utilizaron las tablas de color para sedimentos de Munsell, (2000),
en tanto que para el alginato en solucion se utiliz6 la técnica de determinacion
espectrofotometrica para color de Hardy, (1936) (ANEXO 2), en la que se prepara una
solucion de alginato de sodio al 1.25 %, la cual se filtra para remover cualquier particula
suspendida, y se mide la coloracion como porcentaje de transmitancia en un
espectofotometro (Unico, UV-2800, Ridge Road, NJ, USA), con la técnica de 10

SIGMA

ordenadas. La coloracion también se determino para el alginato de M. pyrifera como

control.
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6.3.5. Concentracién de compuestos fendlicos

Se determind la concentracion de polifenoles en el alginato de S. sinicola en
solucion al 1 %, mediante la técnica colorimétrica de Folin-Ciocalteau, de acuerdo al
“Current protocols in food analytical chemistry”, Waterhouse, (2002) (ANEXO 3), asi

como de su control de M. pyrifera.

6.3.6. Restriccion de luz

Se prepararon 3 tubos de gel del alginato de S. sinicola y 3 del alginato de M.
pyrifera, adicionando 50mL una solucion de alginato (200 mPa s) en un cilindro de
membrana permeable de celofan, de aproximadamente 10 cm, selladolos por los extremos.
Los tubos se colocaron durante 12 hrs en una soluciéon de Cloruro de Calcio (2 %) con
agitacion constante. Posteriormente, a cada tubo se le realizaron 5 cortes transversales de
aproximadamente 3 mm con un bisturi, y se colocaron sobre una plataforma con un orificio
de 2 cm de diametro. Los cortes se pusieron sobre un medidor de intensidad luminosa
SPER SCIENTIFIC, y se registr6 el promedio de un minuto de lectura de la intensidad
luminosa que pudo pasar a través de la pelicula de gel. Se tomaron las lecturas iniciales de
intensidad luminosa sin la pelicula de gel, restandole el valor obtenido con la pelicula de
gel para registrar el porcentaje de reduccion de intensidad luminosa. La luz emitida se
gener6 con dos lamparas fluorescentes ****™ de 39 W a una distancia de ~30 cm, mismas
condiciones que fueron utilizadas durante la incubacion de la microalga para el tratamiento

de aguas residuales.

6.4. INMOVILIZACION CELULAR

Se llevaron a cabo diferentes tratamientos de encapsulado de microorganismos

(Chlorella vulgaris Beijerinck, UTEX 1602, USA, Azospirillum brasilense Cd, DSM
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1843), mediante la técnica descrita por Bashan (1986) y Bashan, et al. (2002). La
inmovilizacion celular se realizé utilizando el alginato de S. sinicola producido a nivel

Sigma

planta piloto, y utilizando alginato de M. pyrifera como su control.

6.4.1. Condiciones de crecimiento de los

microorganismos

Previo a la inmovilizacion de los microorganismos en las esferas de alginato, se
prepar6é un inoculo de Chlorella vulgaris, aislada de los efluentes secundarios de un
estanque estabilizador de aguas de tratamiento de Santa Fe de Bogotd, Colombia
(Gonzalez, et al. 1997), en 100 mL de medio esteril C30 (Anexo 4) durante 5 dias,
obteniendo aproximadamente 6.0 x 10° cel/mL. Azospirillum brasilense se cultivo en 100
mL de medio liquido Nutrient Broth (Oxide, UK - Difco, Detroit, Mi), o en medio TYG
(Anexo 4), a 37°C £ 2 por 16 h, en una mezcladora rotatoria. Ambos microorganismos se

cosecharon y prepararon para su inmovilizacion de acuerdo a los tiempos de cultivo.
6.4.2. Tratamiento de aguas residuales

Los experimentos se realizaron en frascos Erlenmeyer de 250 mL a 28 + 2°C con
iluminacion constante (1600 lux). Después del cultivo de los microorganismos, el in6culo
se centrifugd a 4000 rpm en dos tubos, durante 10 min. Previamente se prepard una
solucién de alginato de M. pyrifera y S. sinicola a una viscosidad de 200 mPa s con 40 mL
de agua destilada (50 mL para el control), los cuales se esterilizaron durante 15 min en
autoclave a 250°F y 1 kg/cm?® de presiéon. Dependiendo de la fuente de origen del alginato,
la viscosidad y gradiente de degradacién durante la esterilizacion varid, por lo que fue
necesario realizar las curvas de concentracion vs viscosidad del alginato esterilizado para

obtener soluciones homogéneas de ambos alginatos a 200 mPa s de viscosidad. El alginato
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control de M. pyrifera se prepar6 con una mezcla de 1.5g de alginato de viscosidad media y
0.5g de alta viscosidad, para obtener una soluciéon con 200 mPa s después de su

esterilizacion.
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Figura 5. Produccidn de esferas de alginato; inmovilizacién y co-inmovilizacion celular.

Inmovilizado. Después de centrifugar la microalga, se eliminé el sobrenadante y se
adicionaron 20 mL de solucion salina (0.85% NaCl) en uno de los tubos. La solucion se
homogeneizd, se colocaron 10 mL en cada alginato y se mezcld durante 15-20 min.

Co-inmovilizado. Después de la centrifugacion de la microalga, se elimind el
sobrenadante y se agregaron 10 mL de solucion salina. La solucién se mezclo y se
colocaron 5 mL en cada uno de los alginatos. Adicionalmente, al centrifugado de la
bacteria, después de eliminar el sobrenadante, se le agregd suficiente solucion salina hasta

obtener una densidad optica de 1 + 0.2 leyendo la absorbancia a 540 nm en un
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espectrofotometro. De esta solucion se agregaron 5 mL mas a cada alginato, para
posteriormente mezclarlos durante 15-20 min.

Una vez mezclados, cada una de las soluciones se inyecto por goteo en una solucion
de CacCl, al 2% dejando reposar las capsulas durante una hora. Finalmente se realizaron dos
lavados con solucion salina para eliminar el exceso de CaCl, y se dejaron las capsulas en
medio liquido Nutrient Broth al 10 %. Después de la preparacion de los encapsulados, estos
se colocaron en Medio Residual Sintético (Anexo 4), en sistema de cultivo semi-continuo,
con recambio del medio cada 48 h, durante 240 h (5 Ciclos). Los cultivos se mantuvieron
con iluminacidon constante, utilizando 2 lamparas fluorescentes de 39 W, OSRAM, y
manteniéndolos en una mezcladora rotatoria, Orbit Shaker, Lab-line, a 150 rpm. En cada
ciclo se realizo el conteo de la microalga y la bacteria, asi como la cuantificacién del
contenido de amonio (NH,") y fosfatos (PO,”) en el medio, mediante técnicas estandar de
analisis de agua, usando kits HACH (Hach Co, Loveland, CO, USA). El amonio fue
analizado por el método de salicilato y el fésforo (ortofosfatos) por el método de

molibdobanadato.

6.4.3. Conteo celular

Para la determinacion del crecimiento tanto de la microalga como de la bacteria, se
tomaron 5 cédpsulas de alginato y se disolvieron en 5 mL de soluciéon de bicarbonato de
sodio (4%) por una hora a 30° C. Posteriormente se realizd el conteo de la microalga
utilizando un hemocitometro o cdmara de Newbauer. El nimero de microalgas se calculo
por mililitro de alginato, para lo cual, al final del procedimiento experimental se conto el
namero de esferas que se formaron a partir de los 50 mL de alginato. A. brasilense se

e : : I .- Difco, Detroit Michi
cuantifico realizando una serie de diluciones en placas de agar nutritivo =~ ¢ Zerot MHemean

31



MATERIALES Y METODOS

haciendo el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de las bacterias, las cuales
se dejaron cultivando a 37°C durante 24 hrs.

Adicionalmente, las esferas de alginato con la
microalga inmovilizada y co-inmovilizada se fijaron en

parafina y se aplicé una tincion Hematoxilina-Eosina. Estas

esferas se utilizaron para hacer cortes histologicos y realizar

el conteo de las microalgas, con la finalidad de determinar su

forma de crecimiento y distribucion en las esferas. Los

conteos se hicieron por tratamiento, haciendo el _ o _
Figura 6. Determinacion espacial

del crecimiento de C. sorokiniana
en cortes histolégicos de esferas
de alginato (grosor 3um)

seguimiento por ciclo durante 10 dias. De cada tratamiento
se seleccionaron cinco esferas con un didmetro superior a
los 2 mm. Las esferas se observaron en microscopio optico (40X) y se tomaron fotografias
digitales utilizando el programa de andlisis de imagenes Sigma Scan Proo V5. Para cada
esfera se realizaron fotomontajes de cuadrantes de 200 pm a partir de la porcion central y

hasta los extremos, y se hicieron los conteos de la microalga C. sorokiniana por cuadrante
(Fig 6).
6.4.4. Promotores de crecimiento de plantas

El procedimiento para la preparacion de los inmovilizados del promotor de
crecimiento de plantas, Azospirillum brasilense, es similar al descrito anteriormente. Se
prepar6 una solucion de alginato de M. pyriferay S. sinicola a una viscosidad de 200 mPa s
con 160 mL de agua destilada (200 mL para el control), se esterilizaron, y se dejaron
enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiental. El in6culo de la bacteria se centrifugd a

4000 rpm en dos tubos, durante 10 min, a los cuales, después de eliminar el sobrenadante,
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se les agregd suficiente solucion salina hasta obtener densidad optica de 1 + 0.2 leyendo la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro. De estas soluciones se agregaron 40 mL a
cada alginato, para posteriormente mezclarlos durante 15-20 min. Una vez mezclados, cada
una de las soluciones de alginato—bacteria se inyectd por goteo bajo presion con el
prototipo descrito por Bashan et al. (2002), en una solucion de CaCl, al 2% y se dejaron
reposar las capsulas durante una hora. Finalmente se realizaron dos lavados con solucion
salina, y se llevo a cabo un crecimiento secundario manteniendo las esferas en medio TYG
50% durante 16 horas a 37° C con agitacion constante. Este prototipo permite producir
esferas de tamafio entre 100 y 200 pum. Posteriormente las esferas se secaron mediante
liofilizacién (Virtis 5L, Benchtop), durante 48 hrs. Para cada tipo de alginato se realizaron
los conteos de la bacteria después de su preparacion, y después de deshidratarlas.

Una vez preparado, el inmovilizado de la bacteria, se utiliz6 para inocular semillas de
jitomate (Lycopersicon esculentum), variedad ACE (Comercializadora GERMNAL®,
Meéxico D.F.) Antes de la inoculacion, las semillas se higienizaron; las semillas se
colocaron en solucion tween (2%) durante 10 min, hipoclorito de sodio (50%) por 5 min y
tiosulfato de sodio (2%). Posteriormente, después de secar las semillas, colocandolas en
papel secante a temperatura ambiente, se bafiaron con una solucion de alginato y se
mezclaron con los inmovilizados liofilizados de la bacteria.

Las semillas inoculadas se sembraron en tierra esterilizada pobre en nutrientes (tamiz
malla 500), en macetas opacas de 5.5 cm de didmetro, manteniendo su cultivo durante 30
dias en una camara de incubacion controlada Conviron (TC 16, Controlled environments,
Winnipeg, Canada), con las siguientes condiciones: riego diario (segun sus
requerimientos), humedad de 70 %, ciclo de luz oscuridad 12:12 (2000 lux), a una

temperatura de 27 + 2°C. Antes del sembrado de las semillas, el sustrato se saturd con agua
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destilada. El procedimiento se llevo a cabo por triplicado, con una muestra de 50 semillas
por tratamiento, repartidas en 10 macetas. El andlisis del suelo fue previamente publicado
por Bashan et al. (2000) y Carrillo-Garcia, et al. (2000). En cada caso se utilizoé alginato
solo como tratamiento control, y semillas solas como tratamiento blanco.

Después de los 30 dias de cultivo, se extrajeron las plantas y se midieron, separando
el tallo de la raiz. Las porciones se secaron a 75 + 2°C durante 24 horas para obtener el

peso seco, en un horno Econotherm (Jouan, Inc. Modelo 1025).

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para los resultados obtenidos se realizaron las pruebas de homocedasticidad y
normalidad. Aquellos datos que presentaron una distribucién normal y homocedasticidad se
analizaron mediante la prueba estadistica ANOVA factorial o la prueba t de student, con la
prueba a posteriori de Tukey. En los casos en que no se cumplieron los supuestos de
normalidad y/o homocedasticidad se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis
con el analisis a posteriori de Nemenyi, SNK o Dunn segtn fuera el caso, de acuerdo a lo
siguiente:

Prueba a posteriori tipo Tukey no paramétrica de Nemenyi y Student-Newman-

Keuls para comparaciones multiples con igual nimero de datos.

Nemenyi: Error estandar = n(nk)l(gk—i-l)
SNK: Error estandar = n(np)1(2p+1)

Prueba a posteriori tipo Tukey no paramétrica de Dunn para comparaciones

multiples con diferente nimero de datos.
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Error estandar = N(N+Df 1 + 1
12 nA nB

Prueba a posteriori tipo Tukey no paramétrica de Dunn para comparaciones

multiples con diferente nimero de datos y rangos empatados.

t
Error estandar = NN+ z i T 1
12 12(N—-1) A\ nA nB

En todos los casos se utilizdé un o de 0.05.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado con tres repeticiones.
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7. RESULTADOS

7.1. PRODUCCION DE ALGINATO DE SODIO DE S.
SINICOLA

7.1.1. Produccién de alginato nivel laboratorio
7.1.1.1. Hidratacién

Los resultados obtenidos durante la etapa de hidratacion mostraron que no existen
diferencias significativas en el rendimiento, viscosidad y costos de produccion al variar la
concentracion de formaldehido (Control, 0.2, 0.4 y 0.6%, figura 7). El promedio del
porcentaje del rendimiento obtenido en esta etapa oscild alrededor del 12 %, con un costo
de produccion por kilogramo de alginato de 8.0 USD, cuando el costo del alga es de 20
USD ton™ peso humedo. La viscosidad del producto, también presenté valores similares,
alrededor de los 65 mPa s a una concentracion de 2 %.

En cuanto al tiempo y numero de repeticiones durante la hidratacion (figuras 8 y 9),
no se observaron diferencias significativas en el rendimiento y costos de produccion del
alginato, sin embargo, la viscosidad final del alginato present6 un decremento cuando se
aumenta el tiempo de hidratacion de 12 a 36 hrs a una concentracion de 0.4%

Por otra parte, como se muestra en la figura 10, la coloracién del producto mostro
una disminucion al incrementarse la concentracion de formaldehido, asi como con las
repeticiones durante la hidratacion. A pesar de esta disminucion, la coloracion se mantuvo

de un color café mas oscuro que para el alginato de M. pyrifera.
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Figura 7. Andlisis del proceso de produccion de alginato de S. sinicola con diferente concentracion de

formaldehido durante la etapa de hidratacion. Las letras entre paréntesis representan diferencias

significativas entre los grupos. (K-W, o = 0.05, prueba a posteriori Dunn)
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Figura 8. Analisis del proceso de produccién de alginato de S. sinicola con diferentes repeticiones
durante la hidratacion. Las letras entre paréntesis representan diferencias significativas entre los grupos. (K-
W, a = 0.05, prueba a posteriori Dunn)
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Figura 9. Anélisis del proceso de produccién de alginato de S. sinicola con diferente tiempo de
hidratacion. Las letras entre paréntesis representan diferencias significativas entre los grupos. (K-W, o =
0.05, prueba a posteriori Dunn)
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Hidratacion (0.4%) 12 hrs * 3 Hidratacion (0.4%) 12 hrs * 1
repeticiones repeticion

Figura 10. Caracteristicas del alginato de sodio con diferentes repeticiones durante la hidratacion.

7.1.1.2. Sistema y pH de Pre-extraccién

En la etapa de pre-extraccion, se realizaron cuatro procedimientos experimentales:

1) Sistema de carga a un pH de 4

i1) Sistema de carga pH 2

iii) Sistema de flujo continuo pH 2

iv) Sistema de flujo continuo pH 1.

En cada caso se realizaron los procedimientos con hidratacion control (0%
formaldehido) y con 0.4% de formaldehido, la cual fue la concentracion de formaldehido
que se selecciond durante la hidratacion, y con la finalidad de valorar si habia un efecto por
la combinacion de ambos factores.

De los cuatro procedimientos experimentales el sistema de flujo continuo pH 1
presenté un rendimiento significativamente mayor, de alrededor del 18 %, seguido del

sistema carga pH 2 (15 %), el sistema de flujo continuo pH 2 (14 %) y finalmente el
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sistema de carga pH 4 (12 %). A pesar del mayor rendimiento obtenido en el sistema de
flujo continuo pH 1, los costos de produccion para este procedimiento experimental fueron
significativamente superiores a los demas (9.4 USD kg™), sobre todo cuando el costo del
alga es de 25 USD kg en adelante, mientras que los menores costos de produccién (7.8
USD kg™) se obtuvieron con el sistema de carga pH 2 (Figura 11). Entre estos dos
tratamientos no hubo diferencias estadisticas significativas en la comparacion de la
viscosidad inicial y final.

El andlisis estadistico entre los grupos de 0.0% de formaldehido y 0.4% durante la
hidratacion, mostré6 que no hay diferencias significativas en el rendimiento, costos de
produccion y viscosidad de cada tratamiento por la combinacién de la concentracién de
formaldehido y el sistema de pre-extraccion.

La comparacion entre ambos sistemas de pre-extraccion con un mismo pH de 2,
mostrd que no existen diferencias estadisticas significativas en el rendimiento obtenido
(figura 11), ambos oscilan entre el 14-16 % de rendimiento, sin embargo, el sistema de
carga, con este pH de pre-extraccion, presenta un incremento importante en la viscosidad
del alginato, con valores de =100 mPa s. Ademas de esto, los costos de produccion para el
sistema de flujo continuo pH 2 se mantienen ligeramente por arriba del sistema de carga pH

2 (8.3 vs 8.0 USD kg™, respectivamente), aunque sin diferencias estadisticas significativas.
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La figura 12, muestra la tasa de intercambio i6nico Ca®"/ H', en los sistemas de pre-
extraccion en carga (pH 4) y flujo continuo (pH 2), tanto a nivel laboratorio como en planta
piloto. En el sistema de flujo continuo se puede apreciar un mayor intercambio idnico que
en el sistema de carga, en ambos niveles de experimentacion. Por otro lado, en ambos
sistemas, el intercambio 16nico es mayor y mas rapido a nivel laboratorio que a nivel planta

piloto.

Nivel laboratorio Nivel planta piloto
407 Lk Flujo continuo pH 1 3.0 7 A Flujo continuo pH2
—— CargapH4 A

351 ---A-- Flujo continuo pH 2 A
3.0 —¢—CargapH?2
25 | —e— CargapH4 A A
20 s
154
1.0 4
0.5 1

0.0

2.5 A

K (Ca®*H"
K (Ca?'/H")

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 12. Intercambio i6énico (Ca?*/H*) durante la pre-extraccion.

7.1.1.3. Extraccion

En la etapa de extraccion, el mayor rendimiento con el procedimiento de pre-
extraccion en carga pH 4, se obtuvo en un tiempo de dos horas (Fig 13), a una temperatura
de 80° C (Fig 14). A los 70° C se obtiene un rendimiento de 11 %, lo cual genera un
incremento en los costos de produccion (8.3 USD kg™), comparado con los costos de
produccién que se generan durante la extracciéon a 80° C, de alrededor de los 8.0 USD kg™,

con un rendimiento de 15 %.
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La curva de rendimiento por tiempo de extraccion (Figura 13), muestra el mayor
rendimiento a las dos horas de extraccion, sin encontrar diferencias significativas al
incrementarse el tiempo de extraccion a dos horas y media. Los costos de produccion
durante el tiempo de extraccidn muestran un patrén muy similar, encontrando el mayor
costo de producciéon con una hora de extracciéon (8.9 USD kg'), y el menor costo de
produccién a las dos horas (8.0 USD kg™). La viscosidad obtenida durante los diferentes

tiempos de extraccion se encontr6 alrededor de 65 mPa s.

17 1
16 1
15 4
14 4
13 4
12 4

Rendimiento (20)

11 -1

10 L] L] L) L]
60 90 120 150

Tiempo de extraccion (min)

Figura 13. Curva del rendimiento de alginato de sodio obtenido durante la extraccion a 80° C

(Media + desviacion estandar).
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7.1.1.4. Blanqueado

Los resultados obtenidos durante la etapa de blanqueado no mostraron un cambio
significativo en la coloracién del producto. En las diferentes concentraciones de hipoclorito
de sodio que se adicionaron la coloracion permanece con un color café muy oscuro, con

matiz de 7.5 YR (2.5/3), de acuerdo a las cartas de coloracion de Munsell (2000).

7.1.2. Producciéon de alginato nivel planta piloto

Los resultados obtenidos a nivel planta piloto fueron diferentes que a nivel
laboratorio. El rendimiento obtenido a nivel planta piloto fue menor tanto en el sistema de
pre-extraccion en carga pH 4 (10%) en comparacion con el rendimiento a nivel laboratorio
(12%), como en el sistema de pre-extraccion en flujo continuo SFC pH 2 (12 y 15 %,
respectivamente), sin encontrar diferencias significativas por sistema de pre-extraccion. El
menor rendimiento obtenido durante el proceso, generd un incremento en los costos de
produccién del alginato, los cuales oscilaron alrededor de los 8.3 USD kg™ de alginato.

Proporcionalmente, la concentracion de reactivos utilizados a nivel planta piloto, en
las etapas en comin con el nivel laboratorio, fueron muy similares. Sin embargo, la
concentracion de CaCl, necesario durante la conversion a alginato de calcio a nivel planta
piloto fue superior al utilizado con M. pyrifera (3:1 de CaCl,: solucion de alginato, en lugar
de 2:1), asi como la concentracion de HCI durante su conversion a acido alginico. Las
fibras fueron mas pequefias y el drenado durante estas etapas fue mas lento, con una mayor
pérdida de material.

El producto final, alginato de sodio, también presentd unas fibras pequenas y faciles
de separar y secar. El molido del material también se facilitd comparado con M. pyrifera, y

en un menor tiempo.
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7.2. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL ALGINATO

7.2.1. Composicidon

La composicion y parametros secuenciales del alginato de S. sinicola, obtenido en la

planta piloto, se llevé a cabo con el anélisis de resonancia magnética nuclear (‘"H RMN),

para comparar el contenido de acido manurénico y gulurénico del alginato de S. sinicola y

M. pyrifera. En la tabla 5 se muestran los

resultados  obtenidos, denotandose una
variacion importante en la fraccion Fgae,
donde se observa que el alginato de S. sinicola
presenta un mayor numero de Fggg a

comparacion del alginato de M. pyrifera.

Sargassum sinicola

J

NMR S. sinicola M. pyrifera
Fg 0.64 0.38
Fum 0.36 0.62
Fos 0.54 0.18
Fum 0.25 0.42
FMG:FGM 0.11 0.2
Feeo 0.51 0.13
FGGM:FMGG 0.04 0.05
Fumem 0.08 0.18

Ng>1 14 4

Tabla 4. Contenido de unidades uronicas de
alginato de sodio, seguin su fuente de origen.

65 80 &5 50 45 40 35 30 25

Chemical shift (ppm)

20 15

Figura 15. Espectro ‘*H RMN (300 MHz) de alginato de sodio de S. sinicola.
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7.2.2. Coloracion

De acuerdo a las tablas de Munsell (2000) el alginato en polvo de S. sinicola
presenta un color café muy oscuro, con matiz de 7.5 YR (2.5/3), mientras que el alginato de
M. pyrifera tiene una coloracion amarillo palido 2.5Y (7/4).

La determinacion del color del alginato en solucion (1.25 %) presentd las

siguientes:
Fuente del alginato M. pyrifera S. sinicola
pH 6.8 7.6
Longitud de onda dominante 575 580
Pureza (Saturacion del color) 10% 80%
Matiz Amarillo Anaranjado-amarillento
Porcentaje de luminancia
(Grado de brillantez) 81.7 274

Tabla 5. Caracteristicas del color de la solucién de alginato de sodio de S. sinicola.

7.2.3. Concentracién de compuestos fendlicos

El método colorimétrico para la determinacion de compuestos fendlicos totales
mostrd una mayor concentracion de polifenoles en el alginato de S. sinicola (58.83 + 8.62
mg/kg GaE) comparado con el alginatos de M. pyrifera €™ (7.13 + 3.83 mg/kg caE). Esta

relacion fué directamente proporcional a la concentracion del alginato.

48



RESULTADOS

7.3. INMOVILIZACION CELULAR
7.3.1. Determinacién de la curva de viscosidad

El procedimiento para preparar los inmovilizados de alginato implica la
esterilizacion del mismo para evitar el crecimiento de otros microorganismos. Durante este

proceso, se observo un decremento de

>

1400 4
1200 4
1000 4

viscosidad diferente para cada tipo de B Sin esteriizar

O Esterilizado

alginato (M. pyrifera S€™; viscosidad w00 |

600 -

inicial 1500 mPa s, y S. sinicola; 400 -

Viscosidad mPas

200 -

viscosidad inicial 550 mPa s), por lo
2% 3% 4%
que fue necesario determinar la curva Concentracion

oy}

400

de viscosidad de cada uno de los 350 |

3
. , . 300 =13.499(x
alginatos y asi homogeneizar la 250 | > 9
200 A

viscosidad a 200 mPa s. Para esto, se 150 |

Viscosidad (m Pas)

100 .

prepararon disoluciones con 1.0, 1.5, 5

2.00% 2.25% 2.50% 2.75% 3.00%

2.0, 2.5, 3.0 y 4.0% de concentracion, y

Concentracioén

se midio la viscosidad de la solucion sin
Figura 16. A. Viscosidad del alginato de Sargassum
sinicola antes y después de esterilizar. B. Ecuacion de |

esterilizar y esterilizado (Figura 16, A). viscosidad segun la concentracion del alginato.

Las concentraciones establecidas
para obtener una viscosidad de ~200 mPa s por cada tipo de alginato fueron las siguientes:
Alginato de sodio de M. pyrifera S€™® 29 y S. sinicola 2.45% (Figura 16, B; R=0.998). A
partir de estas concentraciones se realizé el inmovilizado de los microorganismos como se

describio en la metodologia.
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7.3.2. Tratamiento de aguas residuales

El aspecto inicial de los encapsulados segun el tipo de alginato fue notoriamente
diferente (Figura 17). Las esferas de alginato de S. sinicola conservan la coloracion café en
comparacion con el alginato de M. pyrifera. A pesar de esto, en cada uno de los recambios
del medio se observo una pérdida progresiva de la coloracion, de manera que al final de los

experimentos las esferas tienen una reduccion importante en la coloracion.

| Blanco | " | Inmovilizado | Co—inmoYilizado
M pyrifera § W | M pyrifera M pyrifera

Blanco Inmovilizado | Co-inmovilizado
S sinicola w Ssinicola S sinicola
. 13

- ___..M.:"-_.'_ e -w-.__._j

Figura 17. Inmovilizado de C. sorokiniana y co-inmovilizado con A. brasilense en alginato de S. sinicola
y M. pyrifera

Otra de las diferencias notables fue su forma, encontrando que las esferas
producidas con alginato de S. sinicola tienden a ser menos esféricas y de mayor tamafio que

las esferas del alginato de M. pyrifera.

7.3.3. Reduccién de intensidad luminosa

La intensidad luminosa en la cual se realizo el tratamiento de aguas residuales fue

en promedio de 1577 lux. La intensidad luminosa con los cortes del gel de alginato de S.
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sinicola fue de 847 lux, presentando una reduccion del 46. 28% de la intensidad luminosa,

comparada con el 16.03% de reduccion del alginato de M. pyrifera.

B‘h

(]

A

-E=l-1=

Figura 18. Determinacion de la reduccién luminosa en gel de alginato de S. sinicola. A. Preparacion de
tubos de alginato. B. Cortes ~3mm de tubos de gel. C. Medicion de la reduccion de la intensidad luminosa de
los cortes de tubo de gel de alginato de S. sinicola y M. pyrifera.

7.3.4. Crecimiento de los microorganismos

A pesar de la coloracion que presentan las esferas producidas con el alginato de S.
sinicola, el crecimiento de la microalga fue muy similar en ambos tipos de alginato durante
los 10 dias del experimento (Figuras 19 y 20). El mayor crecimiento se observa en las
esferas donde C sorokiniana estd co-inmovilizada con A. brasilense, alcanzando una
poblacion de 20 X 107 en el altimo ciclo del tratamiento, comparado con 15 x 107 en el
inmovilizado. Entre los dos tipos de alginato, existen diferencias significativas en el
crecimiento de la microalga inmovilizada hasta las 96 horas de tratamiento, siendo superior
en el alginato de sodio de M. pyrifera, sin embargo para el siguiente ciclo y hasta las 240
hrs ya no se presentan diferencias significativas por tipo de alginato alginatos.

Para el co-inmovilizado a partir de las 96 no hay diferencias significativas en el
crecimiento de la microalga por tipo de alginato, en tanto que el crecimiento de A.
brasilense se mantiene con valores similares para ambos tipos de alginato, sin encontrar

diferencias estadisticas significativas entre ellos (Figura 21).
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Figura 19. Crecimiento de C. sorokiniana inmovilizada en alginato de S. sinicola y M. pyrifera. Las letras
mayusculas indican diferencias significativas en el crecimiento de C. sorokiniana por tipo de alginato, las

letras minusculas indican diferencias significativas consecutivas por ciclo de tratamiento. K-W (a=0.05),
prueba a posteriori SNK
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Figura 20. Crecimiento de C. sorokiniana co-inmovilizada en alginato de S. sinicola y M. pyrifera. Las
letras mayusculas indican diferencias significativas en el crecimiento de C. sorokiniana por tipo de alginato,
las letras mintsculas indican diferencias significativas consecutivas por ciclo de tratamiento. K-W (a=0.05),

prueba a posteriori SNK en la comparacion entre tratamientos. ANOVA (a=0.05), prueba a posteriori Tukey,
en la comparacion por ciclo.
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Figura 21. Crecimiento de A. brasilense co-inmovilizada con C. sorokiniana en esferas de alginato. Las
letras mayusculas indican diferencias significativas en el crecimiento de C. sorokiniana por tipo de alginato,
las letras minusculas indican diferencias significativas consecutivas por ciclo de tratamiento. ANOVA
(0=0.05), en la comparacion por ciclos. t student (a=0.05), en la comparacion por tipo de alginato.
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7.3.5. Localizacion del crecimiento de C. sorokiniana

La inclusion de las esferas en parafina y su tinciéon con Hematoxilina Eosina,
permitié una buena precision en los conteos de la microalga al interior de las esferas. El
crecimiento de C. sorokiniana fue homogéneo de la parte exterior a la interior de la esfera,
sin encontrar diferencias estadisticas significativas (Figura 22). La comparacion por tipo de
alginato muestra que en el alginato de S. sinicola hay una menor concentracion por area de

la microalga, lo cual se atribuye a una menor reduccion en el tamaio de la esfera.
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Inmovilizado  Inmovilizado Co- Co-
M. pyrifera S. sinicola inmovilizado  inmovilizado
M. pyrifera S. sinicola

Figura 22. Crecimiento de C. sorokiniana inmovilizada y co-inmovilizada con A. brasilense, por distribucion
en esferas de alginato de S. sinicola y M. pyrifera. (A) Zona central, (B) 0.2-0.4 mm del centro, (C) 0.4-0.6
mm, (D) 0.6-0.8 mm, y (E) 0.8-1.0 mm. Las barras con letra mayuscula diferente denotan diferencias
significativas por tratamiento, ANOVA (p < 0.05). Las barras representyan error estindar para cada ciclo.
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7.3.6. Remocion de nutrimentos

La remocion de amonio y fosfatos (Figura 23) también tuvo un comportamiento
similar entre los dos tipos de alginato. El amonio es removido practicamente en su totalidad
a partir del segundo ciclo y se mantiene asi hasta el ultimo ciclo, mientras que la remocion

de fosfatos es mas irregular aunque se alcanza una remocion del 20% en algunos ciclos.

2.5 1 Aa Aa Aa Aa Aa
20 - Q Q Q o o
+ Ba Ba
Ba Ba
15 %
o
o 1.0
£
0.5 7 Bb Bb Bb Bb Bb Bb Bb Bb
Bb Bb Bb Bb Bb Bb Bb Bb
00 — T i CHD T — T T
1 2 3 4 5
48 hrs 96 hrs 144 hrs 192 hrs 240 hrs

No ciclo-tiempo de incubacién

Ba\pa

-.Ba
Y

48 h 96 h 144 h 192 h 240 h

No. Ciclo-tiempo de incubacion

Figura 23. Remocidn de amonio y fosfatos con inmovilizados de C. sorokiniana y co-inmovilizado con A.
brasilense en alginato de S. sinicola y M. pyrifera. Las letras maytsculas indican diferencias significativas
en la remocion de nutrimentos con su control. Las letras mintsculas indican diferencias significativas
consecutivas por ciclo de tratamiento. Las letras maytsculas en cursiva indican diferencias por el tipo de
alginato. Las letras mintsculas en cursiva indican diferencias significativas entre el inmovilizado y el co-
inmovilizado. K-W (a=0.05), prueba a posteriori SNK
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7.3.7. Promotores de crecimiento de plantas

En esta etapa se utilizo el alginato de S. sinicola y M. pyrifera para preparar micro-
capsulas de la bacteria promotora del crecimiento de plantas A. brasilense, para inocular
plantas de jitomate variedad ACE. Los resultados obtenidos muestran que existen
diferencias significativas en el crecimiento de las plantas por tratamiento, donde el mayor
crecimiento y ganancia en peso se obtuvo en las semillas inoculadas con A. brasilense
(Figura 24). La comparacion por tipo de alginato no mostr6 diferencias significativas en la
longitud total y el peso total de las plantas inoculadas con micro-capsulas por tipo de

alginato (S. sinicola y M. pyrifera).

Tratamiento Alginato N Longitud (cm) Peso (mg)
. L Tallo |  --—-- 60 494 +1.13 447 +1.43
anco (semilas sin Raiz |  -moee- 60 1.86 +0.51 2.03 +1.06
microesferas)
Total |  --—---- 60 6.80 +1.42 6.51 +2.14
Tall | S-sinicola [ 12 438 +051 401 095 |
‘ M. pyrifera 12 4.04 £0.64 5.01 +£0.95
Inoculo control (micro S.sinicola | 12 195 =046 255 128
esferas de alginato sin Raiz e s
bacteria) M. pyrifera 12 1.93 +£0.46 2.60 +£0.93
Total S. sinicola 12 6.33 +£0.79 6.57 +£1.59
otal e S OO e ]
M. pyrifera 12 598 +0.73 7.61 £1.36
S. sinicola 9 531 £0.93 6.11 £1.18
Tallo A
. M. pyrifera 15 5.52 £1.23 730 £1.72
Inoculo Tratamiento , S.sinicola | 9 316 +1.09 272 £120
(mlcroesferas con A Raiz T B
brasilense) M. pyrifera 15 2.87 £0.62 343 +£1.52
Total S. sinicola 9 847 +1.81 8.83 +£2.08
otal i L O OO ]
M. pyrifera 15 839 +1.59 10.73 £2.28

Tabla 6. Promocion de crecimiento de plantas inoculadas con alginato de S. sinicola y M. pyrifera.
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Figura 24. Crecimiento de plantas de Jitomate, variedad ACE, inoculadas con la bacteria promotora de
crecimiento de plantas, A. brasilense, después de 30 dias de tratamiento. Las letras entre paréntesis
representan diferencias significativas entre los grupos. (K-W, a = 0.05, prueba a posteriori Dunn).
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8. ANALISIS
8.1. PRODUCCION DE ALGINATO DE S. SINICOLA

De acuerdo a los resultados obtenidos en el proceso de produccion del alginato de S.
sinicola, la primera hipdtesis del trabajo se debe rechazar, ya que el rendimiento que se
obtuvo no fue mayor al reportado previamente. Sin embargo, el analisis de costos de
produccion para los procedimientos experimentales muestra que elevar el rendimiento no
es necesariamente lo mas adecuado para optimizar la produccidon a un nivel industrial,
sobre todo cuando el incremento del rendimiento conlleva un aumento importante en los
costos de produccion.

Es importante resaltar la importancia de las propiedades y caracteristicas del
alginato para una aplicacion especifica. Por ejemplo, en nuestro caso, no necesitamos
generar un gasto en la reduccion del color del alginato de S. sinicola cuando nuestros
resultados indican que el color café del alginato no afecta el crecimiento de la microalga C.
sorokiniana que utilizamos para la remocion de nutrimentos de aguas residuales. Como
tampoco necesitamos reducir el color para los inoculantes promotores de plantas, ya que
este no afecta el crecimiento de la bacteria A. brasilense ni de nuestras plantas de jitomate.
Podemos senalar que lo més importante es la optimizacion del costo-beneficio durante la
produccion del alginato de S. sinicola, aunque debemos destacar que desde la utilizacion
del alginato de S. sinicola ya se estaria generando un beneficio al utilizar un alga con una
biomasa importante, que estacionalmente se desprende y se deposita en las playas aledafias
a su crecimiento sin tener una utilidad evidente.

Para poder optimizar el proceso de produccion a nuestras necesidades, es necesario

destacar las modificaciones que se realizaron durante el proceso, ya que cada una de ellas

58



CONCLUSIONES

tiene una connotacion importante en las propiedades del alginato a obtener. Estas
modificaciones deberan considerarse en caso de que se busque una nueva aplicacion al
alginato de Sargassum sinicola.

Durante la hidratacion se modifico tanto la concentracion de formaldehido, como el
tiempo y las repeticiones a las que se expusieron las algas a este. El tratamiento con
formaldehido, usado por primera vez por Gloahec (1939), y modificado por Haug, (1964),
da como resultado el origen de productos insolubles por la reaccion de los compuestos
fenolicos con el formaldehido (McHugh, 1987). Los grupos fendlicos son responsables de
la formacion de productos coloreados de café durante la extraccion alcalina, debido a que
estos dan lugar a productos oxidados/polimerizados con el alcali. Nuestros resultados
muestran que la adicion de formaldehido tiene un efecto importante en la reduccion del
color del alginato, no solo en cuanto a la concentracién de formaldehido adicionado, sino
también al tiempo y al nimero de repeticiones de hidratacion. El incremento en la
concentracion de formaldehido no mostrd un efecto significativo en el rendimiento o costos
de produccion, aunque habra que tener cuidado con el tiempo de hidratacion ya que se
observa una ligera reduccion en la viscosidad final del producto cuando la hidratacion se
lleva a cabo durante 36 horas. La concentracion de compuestos fendlicos que obtuvimos en
el alginato de S. sinicola, tedricamente se puede reducir con el incremento en la
concentracion de formaldehido o con el nimero de repeticiones de hidratacién en caso de
que se requiera.

La etapa de pre-extraccion acida en el proceso de produccion del alginato facilita la
extraccion alcalina del alginato insoluble presente en las algas, a alginato soluble. En las
algas cafés, el acido alginico esta presente principalmente como la sal de Ca®" de 4cido

alginico, aunque también puede haber sales de Mg®", K y Na'. (Mchugh, 1987;
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Hernandez-Carmona, et al. 1999a). El objetivo de la pre-extraccion es precisamente la
eliminacion de estos iones por medio de un 4cido fuerte como el acido clorhidrico,
obteniéndose acido alginico insoluble dentro del alga. Ademas, el a4cido mineral remueve
todos los compuestos fenolicos acido-solubles.
Ca (Alg), +2H" — 2H Alg+ Ca™"
HAlg+Na"— NaAlg+ H

En algunos casos, se ha mostrado que S. sinicola llega a tener una mayor
concentracion de iones magnesio y calcio que M. pyrifera, y menor concentracion de
potasio (Mg®* 130, Ca** 37, K29 y Mg”* 52, Ca® 14, K" 52 mg kg'l, respectivamente; Manzano
y Rosales, 1989 y Gojon, 1997). Tedricamente las sales de Ca*" y Mg del 4cido alginico
requieren una mayor concentracion de acido para ser intercambiadas durante la pre-
extraccion, comparadas con las sales de Na” y K, por lo que la pre-extraccion acida para S.
sinicola pudiera requerir una mayor concentracion de acido para facilitar la extraccion
alcalina, comparado con M. pyrifera. Sin embargo, las proporciones idnicas son muy
variables para esta especie. Pérez Reyes, 1997 y Casas-Valdez, 2004, muestran una mayor
concentracion de iones potasio en comparacion con magnesio y calcio. En nuestro caso, no
evaluamos la concentracion ionica en el alga S. sinicola, por lo que desconocemos que
tanta influencia tienen estos iones durante la pre-extaccion, aunque suponemos que la
concentracion ionica es mayor que en M. pyrifera, ya que las cantidades de acido
necesarias durante la pre-extraccion fueron superiores.

Como se aprecia en los resultados, el intercambio i6nico en el sistema de flujo
continuo es mas eficiente que en el sistema de carga, pero con un incremento significativo

en los costos de produccion a pesar del rendimiento obtenido. De acuerdo al andlisis
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estadistico, es mas importante el pH que el sistema de pre-extraccion, obteniéndose los
mejores resultados en cuanto al rendimiento y costos de produccion en el sistema de carga
a un pH 2. Este sistema no s6lo reduce la cantidad de agua y acido que se utiliza durante la
pre-extraccion, sino también genera una mayor eliminaciéon de compuestos fenolicos acido-
solubles (McHugh, 1987). Hernandez-Carmona y Aguirre-Vilchis, (1987) mencionan que
el rendimiento de extraccion del alginato para M. pyrifera esta en funcion del tiempo del
tratamiento 4cido y de la capacidad de saturacion ionica de la solucion, lo cual estd
relacionado a su vez, con el porcentaje de iones presentes en el alga y a la velocidad del
intercambio i6nico. En su caso, el mejor rendimiento lo obtienen en el sistema de flujo
continuo 0.2N (= pH 1), sin embargo, como observamos en nuestros resultados el costo
operacional de elevar la concentracion 4cida en nuestro caso es demasiado alto, por lo que
nos resulta conveniente mantener la pre-extraccion a un pH de 2.

Durante la extraccion, las sales de calcio y magnesio insolubles son transformadas a
la forma soluble, de manera que pueden ser removidas del resto del alga. Las altas
temperaturas y los tiempos largos de extraccion conducen al rompimiento de las cadenas de
acidos urdnicos y consecuentemente disminuir la viscosidad del alginato de sodio para su
extraccion, sin embargo, estos factores son determinantes para la calidad y rendimiento del
alginato extraido. A los 70°C obtuvimos el menor rendimiento de extraccion, lo que nos
hace suponer que el rompimiento de la pared celular es insuficiente a esta temperatura, lo
cual a su vez eleva los costos de produccion. A 80° C, durante 2 horas, obtuvimos los
mejores resultados, obteniendo un buen equilibrio en el rendimiento, costos de produccion,
y viscosidad del producto.

Las condiciones de extraccion dependen mucho del tratamiento de hidratacion y

pre-extraccion a las que hayan estado sometidas las algas. Una hidratacion prolongada o
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una pre-extraccion demasiado acida, por largo tiempo, pueden tener como consecuencia la
desnaturalizacion de las cadenas poliméricas del alginato si se combinan con una
temperatura de extraccion alta o un tiempo excesivo. Herndndez- Carmona, et al. (1999a)
muestran que una temperatura elevada por largos periodos tiende a reducir el rendimiento
de produccion del alginato en M. pyrifera. Esto no solo genera una disminucioén en el
rendimiento, sino también en la viscosidad del alginato, el cual es uno de los pardmetros
principales a considerar para su aplicacion, lo cual a su vez incrementaria los costos de
produccion.

El blanqueado es un paso necesario para lograr un color y olor deseado del producto
final. Este paso es mejor si se realiza en el estado de alginato de calcio, ya que este es mas
resistente a la degradacion que el acido alginico (McHugh, 1987). Usualmente se adiciona
una solucion de hipoclorito de sodio al 1% a la suspension de alginato de calcio en agua,
dependiendo del alga utilizada y a la efectividad de los tratamientos con formaldehido y
acido. En el caso de M. pyrifera, se ha mostrado que la adicion de 0.48 mL g de
hipoclorito de sodio es suficiente para reducir de manera importante la coloracién del
alginato (McHugh, et al. 2001). Sin embargo, en nuestro caso, el blanqueado del material
fue menos eficiente que el tratamiento con formaldehido y el pre-tratamiento acido para la
eliminacion de la coloracion. Esto conlleva el incremento en los costos de produccion,
aunado al poco beneficio que nos genera remover el color del alginato. En base a esto, la
aplicacion del alginato en la inmovilizacion celular para el tratamiento de aguas residuales
y como promotores de crecimiento de planta no requiere de un proceso de blanqueado muy
exhaustivo, lo cual nos genera una importante reduccion en los costos de produccion.

Durante la produccion a nivel planta piloto se utilizé el método de cloruro de calcio.

Este procedimiento incluye tres pasos mas que el realizado durante la extraccion a nivel
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laboratorio. El alginato de sodio después de ser filtrado se precipita a alginato de calcio, en
lugar de ser neutralizado directamente con alcohol. Las fibras de alginato de calcio, son
mas faciles de manejar y permiten la eliminacion de agua eficientemente. Posteriormente se
realiza la conversion a 4cido alginico con tres lavados acidos (HCI), para facilitar su
conversion nuevamente a alginato de sodio mediante la adicion de NaCOs y alcohol. Este
proceso reduce cuantiosamente la cantidad de alcohol necesario para la neutralizacion del
alginato de sodio hasta su presentacion final. Debido al mayor niimero de etapas durante la
produccion con el método de cloruro de calcio, la pérdida de material durante el proceso
también se incrementa, por lo que nuestro rendimiento se reduce notablemente.
Comparativamente con el alginato de M. pyrifera, el alginato de S. sinicola, requiere
una mayor concentracion de CaCl, durante su conversion a alginato de calcio (3:1 de
CaCly: Solucion de alginato, en lugar de 2:1). Sin embargo, debido a que la viscosidad del
alginato de sodio de S. sinicola es menor que la de M. pyrifera, el proceso de produccion se
puede llevar a cabo con una mayor cantidad de material a procesar. Mientras que para M.
pyrifera la produccion se realiza con 10 kg de alga, con S. sinicola podemos procesar 20
kg. Esto no solo reduciria los costos de produccién, sino también el tiempo del proceso de

produccion.

8.2. CARACTERIZACION DEL ALGINATO DE S. SINICOLA

Las diferencias en la estructura de los alginatos, generalmente estd relacionada con
las especies y sus requerimientos ambientales (Panikkar y Brasch, 1996), dando lugar a la
conformacién de alginatos con caracteristicas diferentes y tUnicas. Aparentemente el
alginato de S. sinicola, presenta una mayor estabilidad que el alginato de M. pyrifera, ya

que tiene una mayor cantidad de unidades de 4cido gulurénico. Los enlaces biaxiales (GG)
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de la cadena polimérica dan como resultado una rotacion mas larga y dificil alrededor del
enlace glucosidico, lo que debe contribuir a la rigidez y extension de las cadenas de
alginato (Draget, et al. 2002). De acuerdo a esto, la alta composicion de Fggg (0.51) en el
alginato de S. sinicola, deberia de reflejarse en la viscosidad del alginato, sin embargo esta
es baja. Posiblemente la composicion Fggg del alginato se refleje mas en la estabilidad del
alginato que en su viscosidad. Durante el procedimiento de esterilizacion del alginato
observamos que de acuerdo al porcentaje de reduccion de la viscosidad del alginato, el de
S. sinicola es mucho mas estable (35% reduccion) que el de M. pyrifera (500% reduccion).
La composicién y estructura de las unidades de acido gulurdnico también esta relacionada
con la capacidad de gelificacion. Esto se ve reflejado en el valor promedio de la longitud de
los bloques de acido gulurdnico superior a uno (Ng>1) (Smidred, et al. 1992, Draget, et al.
2002), donde se ha observado que un alto contenido de triadas de acido gulurénico genera
una mayor fuerza mecdnica, mayor estabilidad con la combinacién con cationes
monovalentes, y menor encogimiento durante la formacion del gel (Martinsen, et al. 1989,
Skjék-Braek, & Martinsen, 1991b). Adicionalmente, estas caracteristicas afectan las
propiedades de difusion en el gel, siendo mejores cuando el contenido de acido gulurénico

es alto (Martinsen, et al. 1989, 1992).

8.3. TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

Chlorella sorokiniana es un alga verde unicelular que en su crecimiento exponencial
contiene cerca de 50% de proteina, 5% de clorofila, y un gran nimero de vitaminas, con la
incorporacion de nitrogeno y fosforo, y generando una reduccion de la demanda bioldgica
de oxigeno del medio (Lee, 1980). Su incorporacion en el alginato de S. sinicola en la

preparacion de inmovilizados y co-inmovilizados, mostrd ser eficiente, sin encontrar
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diferencias significativas en su crecimiento y en la remocioén de amonio y fosfato por tipo
de alginato. A pesar de la coloracion del alginato de S. sinicola, lo cual generé una
reduccion en la penetracion de luz adicional de 30%, la microalga C. sorokiniana, se
desarroll6 en forma similar a su control con alginato de M. pyrifera. Robinson et al. (1985),
mencionan que la luz no es un factor limitante para el crecimiento de Chlorella, sino mas
bien la disponibilidad de CO,, lo cual puede generar un efecto de zonacién en la superficie
de las esferas.

Como hemos mencionado, las propiedades del gel de alginato también estan
relacionadas con la fuente y tipo de alginato del que se trata. Por un lado, se ha observado
que la fuerza mecanica del gel, la capacidad de difusién dentro del gel y la estabilidad del
volumen son directamente proporcionales al contenido y longitud en promedio de los
bloques-G de la cadena polimérica (Martinsen, et al. 1989), mientras que por otro lado, la
concentracion del alginato es inversamente proporcional a la difusion en la red del gel
(Martinsen, 1992). La combinacién de estos factores nos sugiere que efectivamente la
capacidad de gelificacion y estabilidad del gel es mayor cuando utilizamos el alginato de S.
sinicola, asi como la capacidad de difusion dentro de la esfera, sin embargo dado que la
concentracion que se utilizo en el alginato de S. sinicola fue mayor que en M. pyrifera, para
la homogeneizacion de la viscosidad de ambos alginatos, esto podria originar una
disminucion en la capacidad de difusion dentro de la matriz del gel.

Otro de los factores que puede interferir con el crecimiento de microorganismos en el
gel de alginato es la concentracion de compuestos fendlicos, la cual fue mayor en el
alginato de S. sinicola. Consecuentemente, es posible pensar que existe un equilibrio entre

los factores negativos (alta concentracion, compuestos fendlicos, color) y positivos (mayor
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cantidad de unidades G y cadenas mas largas) propios del alginato de S. sinicola, ya que en
general no observaron diferencias en la capacidad de remocion de nutrimentos.

Otra de las diferencias importantes que se observaron entre las esferas por tipo de
alginato, fue el tamafio de las esferas. Durante el proceso de formaciéon del gel se genera
una reduccion en tamafio o encogimiento del gel relacionado con la cantidad de é4cido
gulurdnico del alginato. El mayor encogimiento se present6 en el alginato de M. pyrifera,
dando lugar a esferas con un menor tamafio que a las esferas formadas con alginato de S.
sinicola (2.41 £ 0.10 mm y 2.66 £ 0.12 mm, respectivamente). Esto da como resultado una
menor difusion en las esferas de M. pyrifera con una mayor concentracion por area del
nimero de microalgas.

El crecimiento de la microalga fue superior cuando estuvo co-inmovilizada con la
bacteria A. brasilense, lo cual concuerda con lo descrito por distintos autores (Gonzalez y
Bashan, 2000; Lebsky, et al. 2001), donde la bacteria ejerce un efecto positivo para el
desarrollo de la microalga, como se explicara posteriormente.

Particularmente, durante el proceso de solidificacion del alginato a esferas, se ha
observado la formacion de pequefias cavidades de varios tamafios que se generan
azarosamente dentro de la esfera (Gonzalez y Bashan, 2000). Las microalgas tienden a
concentrarse, y tener cierta preferencia para su crecimiento, dentro de estas cavidades. Sin
embargo, en el alginato de S. sinicola no se observan estas cavidades internas como en el
alginato de M. pyrifera, sino mas bien una especie de canales donde aparentemente hay una
mayor concentracion y un crecimiento preferente de las microalgas. Las observaciones de
los cortes histoldgicos de las esferas incluidas en parafina mostraron un crecimiento similar
en el numero total de microalgas por zona dentro de la esfera para ambos tipos de alginato,

donde la distribucion de las microalgas fue estadisticamente uniforme de los extremos
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hacia el centro. La formacion de cavidades en el alginato de M. pyrifera y de canales en el

alginato de S. sinicola, fue homogénea en las esferas

8.4. INOCULANTES COMO PROMOTORES DEL CRECIMIENTO
DE PLANTAS

El crecimiento de plantas de jitomate fue similar entre las semillas inoculadas con
las microesferas de A. brasilense, inmovilizado en alginato de M. pyrifera y S. sinicola. En
ambos casos hay una estimulacién del crecimiento de las plantas, sin embargo existen
algunas diferencias importantes entre ellos a considerar. Por un lado, la estabilidad de las
esferas esta relacionada con la concentracion de unidades de 4cido gulurénico. Entre mayor
sea el numero y longitud de los bloques de 4cido gulurdnico, mayor serd la estabilidad del
alginato y tardardn mds en degradarse las esferas. Esto conlleva que la liberacion de la
bacteria sea mas lenta, aunque de manera mas prolongada, en el alginato de S. sinicola.
Esta estabilidad a su vez podria generar un mayor tiempo de almacenamiento si pensamos
en semillas comerciales inoculadas con microencapsulados de alginato, dado que la
degradacion seria menor. Por otro lado, la coloracion del alginato podria ser una ventaja
durante la manipulacion de los microencapsulados, ya que facilitaria su cuantificacion.

El efecto mas notorio en el desarrollo de las plantas de jitomate se observo en el
crecimiento a nivel de la raiz. Se ha descrito que uno de los principales efectos de la
inoculacién de plantas con bacterias promotoras del crecimiento es precisamente la
estimulacion de la formacion de pelos radiculares de la raiz, lo cual promueve a su vez el
desarrollo de la raiz y de la planta (Michiels, et al. 1989). Al tener un crecimiento y
mantenimiento adecuado de la bacteria inmovilizada en el alginato de S. sinicola, estamos

asegurando la estimulacion del crecimiento de la raiz y de la planta.
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9. CONCLUSIONES

El alga S. sinicola puede ser utilizada para la produccion de alginato de sodio, con
un rendimiento aproximado de 15 %, viscosidad de =100 mPa s (2%), y a un costo
aproximado de 7.8 USD kg™ alginato. Este alginato tiene una alta cantidad de Fggg en su
composicion estructural, lo cual determina su alta estabilidad y capacidad de formacion de
gel.

El método mas adecuado para la produccion de alginato de S. sinicola es el
siguiente:

e Hidratacion con formaldehido al 0.4% durante 12 horas.

e Pre-extraccion dcida en sistema de carga pH 2.

e Extraccion a 80°C durante 2 horas pH 10.

e Filtracion al vacio con filtro revestido con tierra de diatomeas.

e (Conversion a alginato de calcio en proporcion 3:1 (CaCl,: Solucidn de alginato).

¢ Sin procedimiento de blanqueado

Durante la etapa de hidratacion se observa un decremento importante en la
coloracion del alginato al aumentar la concentracion del formaldehido, sin llegar a tener
efectos deletéreos en el rendimiento y viscosidad del alginato. La pre-extraccion en sistema
de carga y pH 2 no mostr6 diferencias significativas en el rendimiento del alginato, sin
embargo, durante la extraccion en carga hay un aumento importante en la viscosidad del
mismo, asi como una reduccion en la cantidad de agua que se utiliza durante el proceso. El

mayor rendimiento durante la extraccion se obtuvo a 80° C en un lapso de 2 horas. El
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procedimiento de blanqueado no mostré tener un efecto favorable en la reduccion del color
del alginato.

De acuerdo al proceso utilizado para la produccion de alginato a nivel planta piloto,
el alginato de S. sinicola tiene una coloracion café intensa, con una concentracion de
compuestos fenolicos de (58.83 + 8.62 mg kg™ GaE).

A pesar de estas caracteristicas, que usualmente no son recomendables en la
industria de produccion de alginato, el alginato de S. sinicola mostré ser 1til para su
aplicacion en la remocidon de nutrimentos de aguas residuales y para la promocion de
crecimiento de plantas, mediante la inmovilizacion de la microalga Chlorella sorokiniana y
la bacteria Azospirillum brasilense. Ambos microorganismos crecieron favorablemente al
ser inmovilizados y co-inmovilizados en el alginato de S. sinicola, sin encontrar diferencias
significativas tanto en la remocidon de nutrimentos de agua residual como en la promocion
del crecimiento de plantas de tomate, en comparacion con el alginato control de M.

pyrifera.

69



RECOMENDACIONES

10. RECOMENDACIONES

Durante la etapa de extraccion a nivel planta piloto, es necesario disminuir el
volumen de dilucion de la solucion de alginato para facilitar su procesamiento hasta la
precipitacion a alginato de calcio, en donde también es necesario aumentar
considerablemente la concentracién de cloruro de calcio para que la precipitacion se lleve
adecuadamente.

Para reducir la composicion de compuestos fendlicos y la coloracion del alginato, se
recomienda aumentar el numero de hidrataciones a 3 (durante 30 min.), e intercalarlas con
2 procesos de pre-extraccion a pH 2 con un tiempo de 7 minutos cada uno. Esto reduce
importantemente la coloracion y la composicion de compuestos fendlicos, con un ligero
incremento en los costos de produccién (8.3 USD kg'), sin afectar la viscosidad del
producto. Sin embargo, cuando los compuestos fenolicos y la coloracion no sean un factor
importante, se deberdn optimizar los costos de produccion.

La concentracion del alginato de S. sinicola utilizado para la inmovilizacion celular
fue de 2.45%, sin embargo, dado que la concentracion de Fggg del este alginato es alta, es

posible reducir dicha concentracion sin afectar la capacidad de formacion de gel.
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12. ANEXOS

1. Costos de produccion.

Precio por kg alginato = Materia prima + suministros + mano de obra + mantenimiento
(6 % de la inversion) + seguro contra accidentes (2 % de la inversion) + empague del
producto + gastos administrativos (15 % de las ventas) + investigacion y desarrollo (5 %

de las ventas) + depreciacion.

Produccion anual estimada (PAE) = AxRxT

A es igual a la cantidad de algas procesadas durante 24 ciclos diarios con 150 kg de
algas por ciclo (3600kg), R es el rendimiento experimental obtenido y T es el nimero de

dias de trabajo anual (312 dias).

Costos de la materia prima por kg de alginato:
Costo de algas + formaldehido + acido clorhidrico + Carbonato de sodio + Tierra de

diatomeas + Cloruro de calcio + Hipoclorito de sodio + Alcohol.

1
Algas=C x —
R
C es el costo del alga, donde se estimaron tres valores posibles de costo del
alga Sargassum sinicola.: 20, 25 y 30 USD ton/peso/hiimedo, y R el rendimiento.
Formaldehido= F x 0.232 USD L'
F es el estimado de la cantidad de formaldehido necesaria para realizar la
hidratacion en un tanque de 1000L a la concentracion, tiempo y repeticiones durante la
hidratacion experimental: 0.0, 0.2, 0.4 y 0.6%, durante 12 0 36 horas con 1,2, 03

repeticiones.
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Acido clorhidrico = A x 0.137 USD L x Fle

A es la sumatoria de la cantidad experimental de acido clorhidrico utilizado por g de
alga durante la pre-extraccion acida en laboratorio y los lavados dcidos para la conversion a
acido alginico en planta piloto. El volumen de HCI se modificé de acuerdo al gasto por
sistema experimental durante la pre-extraccion: Sistema de pre-extraccion en carga pH 2 6

4, y sistema de flujo continuo pH 2 6 1, y R el rendimiento.

Carbonato de sodio = Na x 0.098 USD kg™ x Il?

Na es la sumatoria de la cantidad experimental de carbonato de sodio utilizada
durante la extraccion por g de alga procesada y durante la conversion a alginato de sodio en
planta piloto. El volumen de Na,COs se calculd proporcionalmente al utilizado durante el
proceso experimental para alcanzar un pH de 10 durante la extraccion y de 7 en la
conversion, y R el rendimiento.

Tierra de diatomeas = T x 0.2 USD kg™

T es la cantidad experimental de tierra de diatomeas utilizada durante la filtracion
por ciclo en planta piloto (3kg).

Cloruro de calcio = Ca x 0.211 USD kg™

Ca se calcul6 en base al promedio experimental de cloruro de calcio que se utilizé
durante la precipitacion por ciclo en planta piloto, la cual vari6 segun la formacién de
fibras.

Hipoclorito de sodio = H x 0.242 USD L™

H es la cantidad experimental de hipoclorito de sodio por g de alga procesada
utilizada durante el blanqueado a nivel laboratorio, de acuerdo a la concentracién

experimental.
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Alcohol = ROH/10 x 0.179 USD L™
ROH es la cantidad experimental de alcohol que se utilizé durante la conversion a

alginato de sodio a nivel planta piloto por ciclo.

Costos de la mano de obra por kg de alginato:
24 personas para la produccion, con un sueldo de 500 USD mensuales y 4 personas para la
administracion con un sueldo de 1000 USD mensuales.

Mano de obra = (£P; x £S;)+ (XP,x X£8S,)

Donde Pi es el No. de personas por categoria y Si es el salario anual por categoria
por kg de alginato de acuerdo a:

_ Sueldox12
PAE

Si

Costos de mantenimiento por kg de alginato:

6% de la inversion
PAE

Mantenimiento =

Costos de seguro por kg de alginato:

2% de la inversion

Seguro para accidentes =
PAE

Costos de empaque por kg de alginato:

Empaque = __PAE / PAE
22.5kg x 0.5

Donde 22.5 es la capacidad de empaque y 0.5 es el costo del empaque (USD/pieza)

Costos de administracion, ventas y gastos generales por kg de alginato:
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15%ventas
PAE

Administracion =

Costos de investigacion y desarrollo por kg de alginato:

5%ventas

Investigaciéon y desarrollo =
PAE

Depreciacion:

Inversion
11

Depreciacion =
PAE

ANEXOS
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2. Protocolo espectrofotométrico para la determinacion del color, de acuerdo al

Standard methods for the examination of water and wastewater, 1989 (Hardy, 1936).

Se prepar6 una solucion de alginato al 1 %, y se filtro en frascos de 250 mL, con la ayuda
de una bomba de vacio y papel filtro Whatman No. 1. Se colocaron 2 mL en microcubetas
de cuarzo, y se determinaron los valores de porcentaje de transmitancia con las siguientes

longitudes de ondas (10 ordenadas):

No ordenada X | Y \ Z
Longitud de onda (nm)

2 435.5 489.5 422.2
5 461.2 515.2 432.0
8 5443 529.8 438.6
11 564.1 541.4 444.4
14 5774 551.8 450.1
17 588.7 561.9 455.9
20 599.6 572.5 462.0
23 610.9 584.8 468.7
26 624.2 600.8 477.7
29 645.9 627.4 495.2

Factor 0.09806 | 0.10000 | 0.11814

Después de determinar el porcentaje de transmitancia para cada longitud de onda, se suman
los valores de cada columna y se multiplica por el factor apropiado para obtener los valores
de tristimulo X, Y y Z. El valor del tristimulo Y es el porcentaje de luminancia. A partir de

estos se calculan los coeficientes tricromdticos X y y de las ecuaciones:

X= X
X+Y+Z

y= _ Y
X+Y+Z
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Finalmente, los coeficientes X, Y se ubican en un diagrama de cromaticidad y se determina
la longitud de onda dominante, y la pureza directamente del diagrama. El matiz del color se
determina de acuerdo a los intervalos de la tabla de matices segtn los intervalos de

distribucion de la longitud de onda dominante.
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3. Protocolo en microescala para la determinacion de fenoles totales por colorimetria

Folin-Ciocalteae, segun el Current Protocols in Food Analytical Chemistry, 2002.

e Se colocan 20 pl de muestra, estdndar de calibracion de 4cido galico, o blanco (agua
desionizada o destilada) en una cubeta de 2 mL.

e Se adicionan 1.58 mL de agua, seguido de 100 pl del reactivo FC, y se mezcla de 1
a 8 min.

e Se agregan 300 pul de solucién de carbonato de sodio y se mezcla, incubando
durante 2 hrs a temperatura ambiente.

e Se mide la absorbancia a 765 nm, restando la absorbancia del blanco para todas las
lecturas y formando una curva de calibracion de los estandares.

e Se usa la curva para determinar la concentracion de acido galico correspondiente, y
se reportan los valores en equivalentes de 4cido galico (GAE) usando las unidades

de mg/L o mg/kg para sélidos.

Curva de calibracion:

0.60 -

0.50 -

0.40 -

0.30 -

Absorbancia

0.20 -

0.10 -

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
50 mg/L 100 mg/L 250 mg/L 500 mg/L
(GAE) (GAE) (GAE) (GAE)

Estandares
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4. Medios de cultivo y experimentales

Medio Residual sintético.

mg/L
1 NaCl 7
2 CaCl, 4
3 MgS04*7H,0 2
4 K,HPO, 21.7
5 KH,PO, 8.5
6 NazHPO4 334
7 NH,CI 10
Medio TYG
g/L
1. KOH 4.8
2. C4HGO; 5
3. NaCl 1.2
4. MgS0,*7H,0 0.25
5. K,HPO 0.13
6. CaCl2 0.22
7. K,;SO4 0.17
8. Nast4 2.4
9. NaHCO; 0.5
10. NH,CI 1.0
11. NaCO; 0.09
12. EDTA-Ferrico 0.07
13. Triptona 5
14. Extracto de levadura |5
15. Dextrosa anhidro 5
Solucion C30
mg/L
1 KNO; 12.5
3 KH,PO, 2
4 K,HPO, 0.5
5 Oligoelementos 0.5
6 FeSO, * TH20 0.5
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