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RESUMEN

“Aprovechamiento de la biomasa sélida de sargazo como fuente de sustancias

de valor agregado mediante procesos de extraccion y digestion anaerobia”

Elaborado por: Q. I. Israel de Jesus Balderas Caballero
Dirigido por: Dr. Alejandro Alvarado Lassman

M.C.1.Q. Norma Alejandra Vallejo Cantu

En la presente investigacion se valoriz6 el sargazo mediante dos aplicaciones con la
finalidad de resolver problemas ambientales asociados a su arribo masivo a las costas
del Caribe Mexicano. Para lograr lo anterior primero se realiz6 una clasificacion y
caracterizacion de las diferentes especies de sargazo en playa delfines de la ciudad
de Cancun, Qroo. encontrandose las especies S. fluitans Ill, S. natans | y S. natans
VIII en proporciones de 84, 8 y 8 % respectivamente del total de la biomasa. Se
encontré que la mayor retencién de humedad fue en la especie S. natans | (94.46 +
2.04 %). En SV no hubo diferencia significativa debido a que las tres especies
presentaron valores similares (>80 %). El mayor contenido de proteina (5.81 + 0.41 %)
fue en S. natans I. La fibra en las tres especies fue entre 16 — 22 %. El porcentaje de
carbohidratos presente fue de 44 — 51 % en la biomasa. S. fluitans 1l y S. natans VIII
fueron las especies con mayor contenido de minerales 109410 y 97077 mg/Kg
respectivamente. A continuacion, se realizé la extraccion del alginato de sodio por

medio de extraccién sélido-liquido obteniéndose rendimientos entre 22.76 + 1.17 —
27.45 + 0.96 % p/p en las especies S. natans y S. fluitans mediante un pretratamiento

guimico a 60 °C y un tiempo de 4 h. El residuo sdlido remanente después de la
extraccion de alginato de sodio fue sometido a digestion anaerobia (DA) obteniéndose
rendimientos entre 450 + 12.0 mL de biogas/ gSV y 670 £ 10.0 mL de biogas/ gSV. La
generacion de biogas en la DA de la biomasa en fresco en S. natans |, S. natans VI
y S. fluitans Il fue de 1152 + 5.05 mL, 830 £ 4.64 mL y 1090 £ 7.0 mL de biogas/ gSV

respectivamente.
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ABSTRACT

“Use of the sargassum solid biomass as a source of value — added substances
through extraction and anaerobic digestion processes”

By: Q. I. Israel de Jesus Balderas Caballero
Advisor (s): Dr. Alejandro Alvarado Lassman

M.C.I1.Q. Norma Alejandra Vallejo Cantu

In this research, sargassum was valorized through two applications in order to solve
environmental problems associated with its massive arrival to the coasts of the Mexican
Caribbean. To achieve the above, first a classification and characterization of the
different species of sargassum was carried out on Dolphin beach in the city of Cancun,
Qroo. finding the species S. fluitans Ill, S. natans | and S. natans VIII in proportions of
84, 8 and 8 %, respectively, of the total biomass. The highest moisture retention was
found in the species S. natans | (94.46 = 2.04 %). In VS there was no significant
difference because the three species presented similar values (>80 %). The highest
protein content (5.81 + 0.41 %) was in S. natans |. Fiber in the three species was
between 16 - 22 %. The percentage of carbohydrates present was 44 - 51 % in the
biomass. S. fluitans Il and S. natans VIII were the species with the highest mineral
content 109410 and 97077 mg/kg respectively. Next, sodium alginate extraction was
carried out by solid liquid extraction obtaining yields between 22.76 + 1.17 - 27.45 £
0.96 % W/, in S. natans and S. fluitans species by chemical pretreatment at 60 °C and
a time of 4 h. The solid residue remaining after sodium alginate extraction was
subjected to anaerobic digestion (AD) obtaining yields between 450 + 12.0 mL biogas/
gVS and 670 £ 10.0 mL biogas/ gVS. In the DA of the solid fraction of fresh sargassum,
the generation of biogas produced in the samples of S. natans I, S. natans VIl and S.
fluitans 11l was 1152 + 5.05 mL, 830 + 4.64 mL and 1090 + 7.0 mL of biogas/ gSV

respectively
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Digestion anaerobia
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CH20 Formaldehido
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Na2COs3
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INTRODUCCION

El caribe es una de las regiones turisticas internacionales mas importantes, debido a
su biodiversidad, asi como su infraestructura turistica, generando grandes ingresos
econdmicos locales (Lépez et al., 2021). En los ultimos diez afios la llegada masiva de
Sargassum spp a las playas es un tema que actualmente causa severas afectaciones
ecolégicas y econdémicas. El mar de los sargazos se considera un area de importancia
ecologica ya que contiene un sistema de algas holopelagicas formando grandes
expansiones de biomasa, las cuales se constituyen principalmente dos especies:
Sargassum natans y Sargassum fluitans (Leal et al., 2020). Las masas de algas son
ecosistemas altamente productivos, que propician alimento y refugio a una gran
variedad de organismos (Vazquez et al., 2021). La reproduccion incontrolable de la
biomasa sélida de macro algas Sargassum aun no es del todo claro, se tiene la
conviccion que el aumento global en los niveles de CO2 que han afectado el cambio
climatico incrementan la acidez y la temperatura de los océanos promoviendo dicha
proliferacion (Aparicio et al., 2021). La extraccion del sargazo de las costas representa
un problema adicional ya que el proceso es costoso. So6lo en México, el gobierno
federal asigno $3.2 M de ddlares para retirar y extraer la biomasa de sargazo en 2015,
aun asi, las grandes cantidades de biomasa excedi6 la capacidad de extraccion (Leal
et al., 2020). Por lo que encontrar alternativas para la biomasa de macroalgas es de
gran importancia. Esta biomasa tiene varias aplicaciones, entre las cuales esta su
consumo como alimento, ademas de ser una fuente de gran variedad de compuestos
valiosos (como: alginatos (carbohidratos), fucoxantina (carotenoide), esteroide, entre
otros) con diferentes aplicaciones y usos en la industria de alimentos por ejemplo, para
el desarrollo de peliculas y revestimientos comestibles para la preservacion de
alimentos, otra aplicacion del sargazo es en la industria agricola donde los metabolitos
como los acidos grasos, pigmentos, alcaloides y terpenoides tienen propiedades
antifingicas, antivirales, antibacterianas y antiprotozoarias, las cuales ayudan a
proteger a las plantas de enfermedades. También las algas marinas tienen usos

potenciales en la productividad de los biocombustibles y la biorremediacion (Amador
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et al., 2021). Mdltiples estudios coinciden que la digestion anaerobia (DA) de la
biomasa sélida del Sargassum spp es factible para la creacion de biocombustibles de
tercera generacion. Sin embargo, la presencia de varios componentes recalcitrantes
como SO;~, NaCl y metales pesados en concentraciones significativas podrian

acumularse y actuar como inhibidores de la DA (Lopez et al., 2021).

Con el presente trabajo se pretende realizar la extraccion del AlgNa de S. natans y S.
fluitans para evaluar su rendimiento y comparar con otras especies de sargazo ya
reportadas en bibliografia, el empleo de métodos de extraccion como lo son liquido-
liquido, sdlido-liquido (extraccion Soxhlet) para aislar y cuantificar mediante métodos

cromatograficos los metabolitos para determinar su pureza.

Para poder dar solucién al manejo de la problematica del sargazo una opcién viable
es la DA, mediante accion microbiana y escasez de oxigeno este proceso convertira
la materia organica en un biogas (mezcla de metano y diéxido de carbono), el cual se
puede aprovechar para generar energia (térmica, mecanica o eléctrica), la biomasa de
macroalgas tratada por DA han arrojado resultados aceptables en trabajos de
investigacion con rendimientos similares a los reportados para la fraccion organica de

residuos organicos municipales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las etapas del proceso de digestién anaerobia de la fraccién sélida obtenida
del sargazo, asi como su potencial energético y su caracterizacion por cromatografia
de los compuestos de valor agregado (fenoles, alginatos, fucoxantina, caroteneoides

y esteroides) mediante métodos de extraccion liquido-liquido y sélido-liquido.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener la fraccion sélida del sargazo a partir de trituracion y filtracion.

2. Realizar el proceso de extraccion a la fraccion sdlida para obtener sustancias
de valor agregado.

3. Realizar la digestion anaerobia de la fraccion soélida posterior a la extraccion
evaluando su biodegradabilidad y produccion de biogas.

4. Realizar la caracterizacion mediante métodos espectrofotométricos de los

productos obtenidos y su rendimiento.
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CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1.Biomasa sélida de sargazo

El sargazo es una macroalga marina muy importante debido a que proporciona un area
de refugio y alimentacion para muchas especies, tales como peces, crustaceos y
tortugas (Leal-Bautista et al., 2020). EI mar de los sargazos se ubica en el océano
Atlantico donde sus aguas se caracterizan por ser templadas y tropicales, ahi viven
dos especies de macroalga: Sargassum fluitans y Saragssum natans (Aldana —
Aranda, 2020). Estos dos tipos de biomasa sélida son las Unicas especies
holopelagicas, las cuales tienen formas distintas que las diferencian una de otra como,
por ejemplo: S. fluitans se compone de las formas Il y IV mientras que S. natans |, I,
VIIl'y XI (Govindajaran et al., 2019) como se describe en la Figura 1. La disposicién o
la falta de espinas en el tallo distingue a las especies de sargassum como, por ejemplo,
toda la biomasa de Sargassum fluitans tienen espinas en el tallo (Figura 1.1 A),
mientras que la biomasa de Sargassum natans tienen tallos lisos (Figura 1.1 B y C)
(Schell et al., 2015).

Vajigas
esféricas con
=spinas

f !
S naﬁénsl d IS natans VIII

S. fluitans 111

Figura 1.1 Diferencias morfolégicas entre las formas de sargassum (Govindajaran et al., 2019).
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Esta biomasa soélida posee en su estructura externa unas pequefas vejigas (también
llamados nematocistos) (Figura 1.1 C), las cuales le confieren la capacidad de flotar
(Gallegos — Martinez, 2021) y pasan completamente su ciclo de vida flotando en el
océano Yy se reproducen de manera asexual por fragmentacién vegetativa (Amador-
Castro et al., 2021). Con respecto a sus propiedades se ha encontrado que esta clase
de biomasa solida contiene proteinas, minerales (Ca, P, K, etcétera), colesterol y
lipidos, entre otras. Por lo que es importante mencionar que el analisis quimico

presenta variaciones en la cantidad de moléculas contenidas en la biomasa sélida de

sargazo, véase Tabla 1.1 (Nava y Sanchez, 2020).

Tabla 1.1 Andlisis de las propiedades quimicas del sargazo (Nava y Sanchez, 2020).

Indicador Sargassum | Indicador Sargassum
Humedad (g/100 g) 7.40 Magnesio (g/100 g) 0.90
Cenizas (g/100 g) 38.35 Cobre (ppm) 1.0
Proteina (g/100 g) 6.57 Hierro (ppm) 3600.0
Fibra (g/100 g) 6.55 Zinc (ppm) 1600.0
E. etéreo (g/100 g) 1.05 Colesterol (mg/100 g) 4.0
Extracto libre de N2 40.08 Lipidos totales (g/100 g) 1.93
(9/100 g)

Energia bruta (MJ/g) 10.48 Ac. Linoleico (C18:2 LA) 6.99
Calcio (mg/100) 3.21 Ac. Linoleico (C18:3 ALA) 2.65
Fosforo (mg/100) 0.1 Ac. Araquidonico (C20:4 AA) 9.83
Sodio (mg/100 g) 20.1 Ac. Cicosapentaenoico (C20:5 EPA) | 3.53
Potasio (mg/100 g) 5.77 Ac. Docosahexaenoico (C22:6 DHA) | 0.60

1.1.1. Clasificacion de la biomasa sélida de sargazo

La biomasa sélida de sargazo, en especial del género sargassum, pueden ser de
colores pardos, negros y verdes, las especies mas representativas de esta biomasa
sélida que conforman los mantos flotantes son: Sargassum natans (Linnaeus) y

Sargassum fluitans (Bgrgesen) (Caballero-Vazquez et al., 2020).

12
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La composicion taxonémica (véase Tabla 1.2) del sargazo en el caribe mexicano ha
reportado 12 especies de Chlorophyta, 14 Phaeophyceae y 14 de Rhodophya durante
las llegadas a Punta Cancun y Puerto Morelos (Leal-Bautista et al., 2020). Song et al.,
2015 identificaron a estas algas marinas como organismos fotosintéticos eucariotas
gue se pueden clasificar como algas verdes (Chlorophyceae), algas rojas (Rhodophya)

y algas marrones (Phaeophyceae) definidas por sus fitopigmentos.

Tabla 1.2 Clasificacion taxonémica de especies de sargazo (Martinez, 2020)

Reino: Chromista Orden: Fucales

Filo: Ochrophyta Familia: Sargassaceae

Clase: Phaeophyceae | Género: Sargassum

El género Sargassum pertenece a un conjunto de algas pardas que se clasifican en
265 géneros con mas de 1500 especies, obteniendo su color caracteristico del
carotenoide fucoxantina (que produce un color marrén) contenido en sus cloroplastos

junto con la presencia de taninos feoficeos (Davis et al., 2003).

Diversas fuentes afirman que la biomasa solida pelagica se compone de las dos
especies ya antes mencionadas. Sin embargo, cada especie exhibe una diversidad de
formas morfolégicas, actualmente se reconocen dos formas de S. fluitans (lll, IV) y
cuatro formas de S. natans (I, IlI, VIII, XI) ver Figura 1.2 A. La disposicién o falta de
espinas en el tallo (véase Figura 1.2 B), especialmente en la porcion distal, distingue
entre las especies de Sargassum: toda la biomasa sélida de S. fluitans tienen espinas,
mientras que todo el S. natans tienen tallos lisos ver Figura 1.2. Los atributos de la
vejiga y la hoja difieren ampliamente entre las distintas especies y formas (véase
Figura 1.2 C y D) (Schell et al., 2015).

13
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a. Aspectos de las hojas

S. natans | Parr S. fluitans Il Parr S. natans VIII Parr
— — - 7

< = ¢ B -

o,

b. Espinas en el tallo
Ausente Presente Ausente

c. Espinas en la vejiga (escala = 5 mm)
Presente Ausente Raro

d. Longitud media de la hoja (mm), ancho
(mm) y relacién L/a (escala = 5 mm)

Largo (28.7+1.8) Corto (21.5+0.5) Corto (32.30 £ 0.8)
Ancho (2.1+£0.1)  Ancho (4.6+0.1)  Ancho (7.3 % 0.2)

L/a (13.6 £0.7) L/a (4.7 £0.1) L/a (4.5 +0.1)
n=15 n=85 n=85

e

Figura 1.2 Caracteristicas de tres formas pelagicas de Sargassum a, b, c y d (de izquierda a derecha:
S. natans |, S. fluitans 11l y S. natans VIII) recolectadas durante la inundacion del Caribe de 2014/2015
(Schell et al., 2015).

1.1.2. Problemética e impacto ambiental de la biomasa sélida de sargazo

El arribo masivo de la biomasa sélida de sargazo es una manifestacion registrada
desde la década de 1960. En 2011 se observo la presencia masiva de sargazo en el
litoral de Brasil, el cual ha llegado hasta Cuba, Barbados y las Antillas menores
(Aldana, 2020). En 2014 la biomasa sélida de sargazo comenzo a llegar a las costas
del Caribe mexicano en cantidades inusualmente grandes, alcanzando un pico en
septiembre de 2015, cuando aproximadamente 2360 m® de biomasa/ km llegaron a
la costa entre Cancun y Puerto Morelos (Rodriguez-Martinez et al., 2019). En 2018 la
administracion de Quintana Roo obtuvo 62 millones de pesos del Fideicomiso Fondo

de Desastres Naturales (FONDEN) para el aseo de playas (Torres, 2019).
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Hay hipétesis acerca del incremento de esta biomasa que ha llegado al litoral del
Caribe. La primera es que la biomasa sélida de sargazo que circula en el mar de los
sargazos se traslado al sur por el calentamiento global. La segunda indica que la
biomasa sélida proviene del litoral de Brasil, en donde las salidas de diferentes rios
van eutrofizadas hacia el mar debido al incremento de la deforestacion del Amazonas.
La tercera hip6tesis tiene origen en Africa, donde la arena del desierto, rica en
nutrientes, fertiliza la region y, con ello, se incrementa el crecimiento de la biomasa

solida de sargazo.

Rodriguez et al., 2016 con base en sus observaciones sugirieron que la biomasa no
provenia del Mar de los Sargazos, debido a que es una zona oligotréfica, en contraste
con la Regidén de Recirculacidon del Atlantico Norte (NARR por sus siglas en Inglés), la
cuenca del Amazonas rica en macro y micro nutrientes (p. ej. N2 y P) y la posible
eutrofizacion de aguas costeras caribefias aportaron el incremento de la biomasa
sélida de sargazo duplicandola en 11 dias, comparado con = 50 dias en el piélago del

Mar de los Sargazos.

Las floraciones de esta biomasa sdlida de sargazo tienen efectos negativos en los
ecosistemas marinos debido a su naturaleza invasiva (Amador-Castro et al., 2021).
Las grandes cantidades de Sargassum spp. acumuladas en las playas se
descomponen coloreando las aguas cercanas a la costa, generalmente claras, a un
color marrén turbio, debido a los lixiviados y las particulas organicas ver Figura 1.2 A
y 1.2 B (Van Tussenbroek et al., 2017), lo cual induce a una disminucion del nivel de
O2 (oxigeno) y un aumento en las concentraciones de nutrientes, taninos y otros
compuestos organicos, asi como HzS (acido sulfhidrico) en el agua, provocando la
muerte de praderas marinas, fauna y erosion de las playas debido a practicas
inadecuadas para su remocion, ver Figura 1.3 C (Rodriguez y van Tussenbroek, 2020).
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A Antes de la marea de sargazo

i\

Coral

B. Durante la marea de sargazo

Acumulacion de sargazo
5 — o s ST

Estrés del ecosistema

C. Después de la marea de sargazo

Desestabilizacion de playas
g Incremento de turbidez i

S T N

Disminucion de 1a biodiversidad

Figura 1.3 Efectos ambientales de las mareas de sargazo en las comunidades de corales y pastos

marinos cercanos a la costa (Amador-Castro et al., 2021).
1.1.3. Aplicaciones potenciales de la biomasa sélida de sargazo

La biomasa del sargazo tiene multiples aplicaciones ya que es la fuente de diversos

compuestos valiosos los cuales se describen a continuacion:
e Alimentos

Los andlisis nutricionales de las algas marinas han identificado altos niveles de
carbohidratos, minerales y vitaminas. Hay dos tipos principales de polisacéaridos en las
algas como son los estructurales y de almacenamiento. Los polisacaridos estructurales
son analogos a las plantas terrestres y son principalmente: celulosas, hemicelulosas y
xilanos, mientras los polisacaridos de almacenamiento son: carragenina y alginatos
(MacArtain et al., 2007).

Especialmente la biomasa sélida del sargazo pelagico posee grandes cantidades de
estos carbohidratos especialmente en forma de alginatos y polisacaridos sulfatados,
los cuales son utilizados en la industria de alimentos y bebidas como agentes

espesantes, gelificantes y estabilizantes para productos como mermeladas, salsas de
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frutas y recubrimientos comestibles para productos alimenticios (Amador et al., 2021,
Fawzy et al., 2017).

e Salud humana

Las algas producen metabolitos secundarios con aplicaciones relacionadas con la
salud, en la biomasa del sargazo se han identificado compuestos potencialmente
antioxidantes como la fucoxantina y la feofitina. La fucoxantina es un carotenoide con
especial interés por sus efectos antioxidantes y antiinflamatorios que son asociados a
la reduccion de padecer cancer, obesidad y diabetes (Amador et al., 2021). Se ha
demostrado que los extractos de la biomasa de Sargassum siliquastrum (alga marrén
del género Sargassum) tiene capacidad antioxidante, por lo que investigadores
sugieren que el uso de extractos de algas con fines médicos puede inhibir la

peroxidacion de los lipidos para beneficio de la salud humana (Nava y Sanchez, 2020).
e Agricola

Los aprovechamientos de las algas marinas como fuente de sustancia organica y
nutrientes han llevado a su uso como acondicionadores de suelo, donde muchos
estudios han revelado una amplia gama de efectos beneficos de las aplicaciones de
extractos de algas marinas en plantas, como germinacién, mayor rendimiento de los
cultivos, mayor resistencia al estrés bidtico y abidtico y mayor vida util de la
poscosecha de productos perecederos (Khan et al., 2009), asi como la mejora de la
germinacion de semillas e incidentes debido al ataque de hongos e insectos y la

absorcion de nutrientes (Nava et al., 2020, Amador et al., 2021).
e Bioenergia

La biomasa sélida de las macroalgas pardas es ampliamente investigada para obtener
bioenergia debido a las caracteristicas especiales como la ausencia o el muy bajo
contenido de polimeros como la lignina, un gran contenido de hidratos de carbono y
los bajos niveles de lipidos (Tadesco et al., 2014), estas ventajas convierten a la

biomasa sélida del sargazo como materia prima para la obtencién de biogas mediante
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la digestion anaerobia (DA). El uso de diferentes algas pardas, incluidas las especies
de Sargassum en DA han obtenido rendimientos maximos de metano (CH4) de hasta
0.380 m3/kg de SV (Amador et al., 2021).

1.2. Métodos de extraccion

Los métodos de extraccidon con solventes (liquido—liquido) y extraccion en fase sélida,
son Uutiles para separar analitos de matrices complejas de muestras antes de su
andlisis por cromatografia (Gary, 2009). La disociacion de un compuesto por
aislamiento se basa en el traspaso selectivo del analito de interés desde una mezcla
sélida o liquida con otros compuestos hacia una fase liquida (solvente organico). El
exito de la técnica dependera de la inmiscibilidad en el solvente de extraccion, entre el

compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla inicial.

1.2.1. Tipos de extraccion

e Extraccion liquido — liquido

El método de extraccion con solventes (liquido—liquido) parte de la distribucion de un
soluto entre dos fases liquidas no solubles entre si. Esta técnica resulta ser bastante
util si se requiere hacer separaciones aceleradas y libres de sustancias organicas e
inorganicas. El equipo mas empleado para la separacion con disolventes, es el
embudo de decantacion como el que se muestra en la Figura 1.4. Las extracciones
liguido — liquido son muy practicos, pero tienen ciertas desventajas. Los disolventes
para separar se limitan a los que son insolubles con agua (p. e]. muestras acuosas),
debido a que forman emulsiones al agitar los disolventes, y se ocupan voliumenes
grandes de disolventes que generan un gran problema para eliminar los residuos.
(Gary, 2009).
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Figura 1.4 Embudo de separacién (Gary, 2009).
e Extraccion sélido — liquido

La extraccion en fase sdlida es un procedimiento en el que los grupos funcionales
hidrofébicos se adhieren a superficies de particulas y funcionan de fase extractora.
Esto reduce la necesidad de utilizar volumenes grandes de solventes. También es un
proceso fisico en el que se relaciona la fase sélida (FS) y la fase liquida (FL). La FS
tiende a ser atraida por los analitos que estan presentes en el solvente (Viera y

Santana, 2015), durante la FS se inserta un cartucho, similar al de una jeringa.

Jeringa

Adaptador

Eluyente
N omuestra

4 Fase sdlidaextrayente
) ——V\idrio poroso

g

Figura 1.5 Cartucho con fase sélida y jeringa para elucién a presion positiva (Gary, 2009).

En el cartucho se inserta la muestra y se hace pasar a través de éste mediante el
émbolo (presion positiva), un vacio (presién negativa) o por centrifugacion (véase la

Figura 1.5). Se separan las trazas de las moléculas, se pre-concentran en la columna,
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y se separan de la matriz de la muestra. Posteriormente se pueden extraer con un
solvente organico p. ej. etanol (CH3sOH) para su analisis por cromatografia. Antes de

su analisis se puede concentrar mas el solvente (Gary, 2009).
1.2.2. Extraccion asistida con microondas

La extraccién asistida con microondas (MAE, microwave-assisted extraction), se ocupa
para el aislamiento de analitos de materiales naturales, donde el disolvente se calienta
rapidamente por radiacion de microondas (Ruslan et al., 2019). Los compuestos de
analito se separan de la matriz facilitando que pasen al disolvente. La cinética de la
extraccién emplea la radiacion de microondas para acelerar extraccion por medio del
calentamiento del solvente. El calentamiento por microondas genera 2450 MHz de
frecuencia, capaz de evaporar el H20 presente en la muestra. La MAE tiene como
ventaja de emplear tiempos mas cortos de extraccion, menor cantidad de solvente,
menor uso de energia, dando como resultado mayor rendimiento de extraccion, asi

como una mejor precision y exactitud (Ruslan et al., 2019, Gary, 2009).
1.2.3. Extraccién asistida por ultrasonido

Un método de separacion sélido-liquido para la obtencion de compuestos activos es
la extraccion dinamica asistida por ultrasonido (DSASE, por sus siglas en inglés). El
uso de esta extraccion evita inconvenientes tales como mermas y descomposicion de
compuestos activos y termolabiles debido a sus condiciones de operacion cercanas a
los 25 °C (Roldan et al., 2008) y la simplicidad y eficiencia. Se aplican frecuencias a la
muestra entre 20-35 kHz (Gu et al., 2005, Rivera et al., 2017), promoviendo el traspaso
de analitos desde la muestra hasta el disolvente. La extraccion DSASE también se ha
empleado en la obtenciobn de compuestos como ésteres organofosforados,
blanqueadores, colorantes y polifenoles, utilizando flujos de solvente entre 0.2-1.0 mL/

min, obteniendo porcentajes de recuperacion por encima del 85 % (Rivera et al., 2017).
1.2.4. Extraccién supercritica
Esta técnica de extraccién por fluidos supercriticos o “tecnologia de solventes verdes”

es semejante a la extraccion convencional, siendo una principal diferencia el uso de

20



Fundamentos teéricos
|

un agente extractor como un fluido supercritico (Roman et al., 2016). El fluido
supercritico es toda sustancia a una temperatura y presion por encima de su punto
critico termodinamico. Tiene propiedades de difundirse a través de solidos como un
gas, y de disolver los materiales como un liquido (Velasco et al., 2007). El principal
solvente supercritico usado es CO2. El dioxido de carbono (condiciones criticas
temperatura 30.9 °C y presion 73.8 bar) es econdmico, ecoldgico con el medio
ambiente y generalmente reconocido como seguro por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) y por la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en inglés). El CO2 supercritico (SC-COz)
también es sugerido por su alta difusividad combinada con su fuerza solvente
facilmente ajustable. Otra ventaja es que el CO: es gas a temperatura y presion

ambiente, por lo que su obtencion de analitos es facil. (Herrero et al., 2010).

1.3. Sustancias de valor agregado de la biomasa solida de sargazo
1.3.1. Alginatos

El alginato tiene diferentes aplicaciones, particularmente en las industrias de alimentos
y farmacos empledndose como agentes gelificantes, espesantes y estabilizantes. Las
algas pardas son la principal fuente de alginato de uso comercial (Rhein-Knudsen et
al., 2017).

1.3.1.1. Fuente de obtencién del alginato

El Alg-Na fue descrito por el quimico Standford en 1881 (Stephen et al., 2006). Los
alginatos son biopolimeros naturales presentes en las paredes celulares y en la matriz
intercelular de las macroalgas pardas, y se encuentran como sales de sodio, calcio y
magnesio del &cido alginico (Fawzy et al., 2017). Estos polisacaridos estan presentes

en gran cantidad ~40 % p/p en las macroalgas de la clase Phaeophyceae (Ayarza-

Ledn, 2014), con un precio minorista de ~ 12 USD/Kg y un valor global de 300 millones
y en aumento (Rheid-Knudsen et al., 2017).

También el material polimérico exocelular semejante a los alginatos es producido por

bacterias provenientes del suelo como Azotobacter vinelandii, Azotobacter crococcum
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y varias especies de Pseudomonas (Stephen et al., 2006). Existen biomasas solidas
de algas las cuales son cultivadas para la produccion de polisacéaridos de interés como
los alginatos, entre las que se encuentran son: Ascophyllum nodosum, Durvillaea
antarctica, Durvillaea potatorum, Laminaria digitata, Laminaria hyperborea, Saccharina
latissima, Laminaria japdnica, Ecklonia maxima, Macrocystis pyrifera, Lessonia

nigrescens, Lessonia trabeculata y Sargassum spp (Jiménez-Contreras, 2020).
1.3.1.2. Estructura quimica del alginato

Los alginatos son polisacaridos anionicos lineales que estan formados por unidades
de acidos uronicos 3-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) ver Figura 1.6 (A), unidos
por enlaces glicosidicos 1—4. Existen diversas formas del enlace glucosidico conforme
la secuencia de unién entre los monémeros (Ayarza-Leon, 2014), esto generara 3
formas estructurales o bloques heteropoliméricos (MG) y/o homopoliméricos (MM o
GG) ver Figura 1.6 (B).
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Figura 1.6 Estructura del alginato en sus monémeros constituyentes (A) y su forma estructural del

polimero dependiendo la secuencia adaptada del mondmero (A) (Ayarza-Le6n, 2014).

La composicidén quimica y la masa molecular del alginato pueden variar dependiendo
varios factores como la especie de alga de estudio, la variacion espacial y estacional,

la edad y el tipo de tejido muestreado (Stephen et al., 2006, Fawzy et al., 2017).
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1.3.1.3. Extraccion de alginatos

Para extraer el alginato de la biomasa de algas estas se pueden utilizar hmeda o seca
(Ayarza-Leon, 2014) y se puede describir esquematicamente de acuerdo a la Figura
1.7. En el primer paso, el alginato insoluble tiene una composiciéon de contraidon
determinado por el equilibrio de intercambio i6nico con el agua de mar (Na*, Mg?*,
Ca?*, Sr?*, etc.). Se realiza un pre-tratamiento del alga el cual se trata con formol para
la remocion de compuestos fendlicos los cuales dan un color indeseable (Ayarza-Leon,
2014).

Alginatos de Ca*, Mg®y Sr™en
particulas de algas

y

Acido alginico

Lavado,|filtracion

A

Alginato de sodio

Neutralizacién I—’I
HC1

Ca® l l
Alginato-Ca Acido alginico
HC1

. NaxCOs3

Acido alginico

Alginato de sodio

NaxCO3

A

Alginato de sodio

Figura 1.7 Proceso de extraccion y aislamiento del alginato de sodio de sargazo (Stephen et al.,
2006).

Para extraer del tejido de las algas se utiliza un acido mineral como el acido clorhidrico
a una concentracion de 0.1-0.2 M para convertir el Alg-Ca en acido alginico de acuerdo

a la Ecuacion 1.1.

Ca(Alg), + 2H* - 2HAlg + Ca?* 1.1
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En el segundo paso el acido alginico se disuelve mediante una neutralizacién con un
alcali preferentemente en su forma de sodio debido a su solubilidad en agua fria
(Fertah et al., 2017), como el Na2CO3 o NaOH, en este paso compiten procesos de
intercambio i6nico y neutralizacion acido-base de acuerdo a las Ecuaciones 1.2-1.3
(Ayarza-Leon, 2014).

Ca(Alg), + 2Na* - 2NaAlg + Ca?* 1.2
HAlg + Nat - NaAlg + H* 1.3

La fraccion sodlida de la biomasa del sargazo se puede eliminar mediante
procedimientos fisicos como es el tamizado, flotacion, centrifugacion y filtracion.
Existen dos métodos de purificacion (véase Figura 1.7). El primer método por alginato
de calcio, en la cual se afiade una solucién de CaClz para luego remplazar el ion de
Ca?* por H* con adicion de HCI diluido dando lugar al acido alginico insoluble.
Finalmente se neutraliza con un alcali en solucion acuosa formando una pasta. El
segundo método se precipita el acido alginico en alginato de sodio y se repiten los
pasos del primer método. Para precipitar el Alg-Na se utiliza la adicion de un solvente

organico como por ejemplo etanol (Stephen et al., 2006, Ayarza-Ledn, 2014).

1.4.Digestién anaerobia

La digestion anaerobia (DA), es una degradacion microbiana en escasez de Oz que da
lugar a una combinacién de gases (CH4y CO2) denominado “biogas” y una suspension
acuosa o “lodo” que incluye los microorganismos responsables de la degradacion de
la materia organica (Lorenzo y Obaya, 2005; Hernandez y Delgadillo, 2011; Parras-
Huerta, 2015). La DA se emplea para obtener el uso benéfico de los residuos organicos
en cuanto a conservacion y recuperacion de energia, la DA actla a través de una serie
de procesos microbiolégicos complejos donde diversos tipos de bacterias trabajan en
4 etapas (véase Figura 1.8) siendo estas la hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y
metanogénesis. Las bacterias que involucradas en el proceso de la DA son sensibles

a las condiciones ambientales (temperatura, presion, etc.).
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por lo que es importante equilibrar una variedad de factores para maximizar las
posibilidades de lograr un disefio éptimo y una operacion eficiente (Filer et al., 2019).
Durante la DA el producto principal obtenido (biogas) es una mezcla de gases CHas (50
a 70 %) y CO2 (30 a 50 %) y pequefias proporciones de otros componentes (N2, Oz,
H2 y H2S) (Angelidaki y Sanders, 2004). La porcién de biogas producido es variable y
oscila ~350 L/ kg de solidos volatiles (Lorenzo y Obaya, 2005), el cual puede ser
utilizado como comburente para el calentamiento o co-generacion de electricidad y

calor (Parras-Huerta, 2015).
1.4.1. Etapas de la digestion anaerobia

La DA es un proceso biolégico natural en el que las bacterias deterioran la materia
organica en ambientes con poco o nada de oxigeno. Ademas de la produccién de
energia renovable. Las ventajas de la DA incluye la minimizacién de emisiones de
gases de efecto invernadero, olor, patégenos y la producciéon de un digestato liquido
con capacidad fertilizante (Gonzalez et al., 2015). La DA consta de 4 etapas hidrdlisis,
acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis ver Figura 1.8. (Molino et al., 2013,
Gonzélez et al., 2015, Filer et al., 2019).
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Figura 1.8 Secuencia metabdlica y grupos microbianos que intervienen en la digestiéon anaerobia (Torres y Pérez,
2010).
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La hidrdlisis de la materia organica compleja (carbohidratos, proteinas y lipidos) se
lleva a cabo mediante enzimas extracelulares que son excretadas por diferentes
microorganismos. Estas moléculas hidrolizadas incluyen NH2-R-COOH, (CH20)n,
acidos grasos de cadena larga (AGCL) y alcoholes. En las siguientes etapas, estas
moléculas se convierten en acidos grasos volatiles (AGV), hidrogeno y dioxido de
carbono durante la acidogénesis y metanogénesis. La degradaciéon de AGCL en
acetato e hidrogeno se realiza por bacterias obligadas acetogénicas productoras de
hidrégeno. Finalmente, la metanogénesis se lleva a cabo por las arqueas
metanogénicas y es considerada como una fase limitante en la DA de los sustratos
facilmente degradables (Gonzélez et al., 2015).
e Hidrdlisis

La materia organica polimérica no puede ser empleada directamente por los
microorganismos a menos que se hidrolicen en compuestos solubles para que puedan
ser absorbidos y utilizados por los microorganismos como sustrato y fuente de
alimento. La hidrolisis de estas particulas se lleva a cabo por enzimas extracelulares
excretadas por las bacterias fermentativas (Campos — Pozuelo, 2001), anaerobios
estrictos como bacteroides, clostridium y bacterias facultativas como estreptococos
(Adekunle et al., 2015), que actuan en el exterior celular por lo que son consideradas
exoenzimas, por lo tanto, la hidrolisis es la conversion de los polimeros en sus
respectivos monémeros (Lorenzo y Obaya, 2005). Los microorganismos secretan
diferentes enzimas lo que permite descomponer diferentes tipos de materia organica

(Ecuaciones 1.4-1.7).

Lipidos — Acidos grasos 1.4
Polisacaridos - Monosacaridos 15
Proteinas - Aminoacidos 1.6

Acidos nucleicos — Purinas y Pirimidina 1.7

Por ejemplo, celulosa a azucares o alcoholes y proteinas a péptidos o aminoacidos,
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por enzimas hidroliticas como lipasas, proteasas, celulasas, amilasas, etc., ver Tabla
1.3. (Molino et al., 2013, Adekunle et al., 2015). La velocidad de descomposicion
durante la etapa de hidrélisis dependera de la naturaleza del sustrato (Adekunle et al.,
2015).

Tabla 1.3 Algunos grupos importantes de enzimas hidroliticas y sus funciones (Adekunle et al., 2015).

Proteinasa Proteina Aminoécidos
Celulasa Celulosa Celobiosa y glucosa
Hemicelulasa Hemicelulosa Azlcares: glucosa, xilosa, manosa y
arabinosa
Amilasa Almidon Glucosa
Lipasa Grasas Acidos grasos y glicerol
Pectinasa Pectina Azlcares: galactosa, arabinosa, acido
galacturonico

e Acidogénesis

En esta etapa las bacterias acidogénicas facultativas y obligatorias, convierten los
productos de la hidrélisis en sustratos metanogénicos (Al Seadi et al., 2008), los
compuestos organicos solubles que comprenden los productos de la etapa anterior,
son degradados en acidos organicos de cadena corta tales como acido acético
(CH3COOH), propiénico (CH3CH2COOH), y butirico (CHsCH2CH2COOH) (Lorenzo y
Obaya, 2005, Adekunle et al., 2015). La acumulacién de hidrégeno formado como
producto intermedio contribuye en el producto final producido durante el proceso de
digestién, durante esta fase los hidratos de carbono simples, acidos grasos y
aminoéacidos son convertidos en acidos organicos y alcoholes (Adekunle et al., 2015,
Parra-Huertas, 2015).
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e Acetogénesis

Los productos de la acidogénesis, los cuales las bacterias metanogénicas no pueden
convertir directamente en metano, son convertidos en sustratos metanogénico durante
la acetogénesis (Al Seadi et al., 2008) como acidos grasos volatiles y alcoholes los
cuales son oxidados en sustratos metanogénicos como acetato, hidrogeno y didxido
de carbono (Adekunle et al., 2015, Parra-Huertas, 2015). La reaccion de la
acetogénesis se puede representar conforme a la siguiente Reaccién 1.8 (Molino et
al., 2013).

CoHy,04 = 2C,HsOH + 2C0, 1.8

Los AGV de cadenas de carbono con mas de dos unidades y los alcoholes con
cadenas de carbono de mas de una unidad son oxidados en acetato e hidrogeno (Al
Seadi et al, 2008, Parra-Huertas, 2015). Los procesos acetogénicos son
energéticamente dificiles (Campos — Pozuelo, 2001), por lo que necesitan colaborar
con el siguiente grupo de microorganismos formadores de metano (Adekunle et al.,
2015) u otros microorganismos consumidores de hidrogeno, ya que la energia libre de
la reaccién dependera de la presion parcial del hidrogeno del medio (Campos, 2001).
Durante la metanogénesis, el hidrégeno se convierte en metano, por lo tanto, la
acetogénesis y la metanogénesis suelen ir en paralelo, como simbiosis de dos grupos

de organismos (Al Seadi et al., 2008).
e Metanogénesis

Es la fase limitante de la DA de sustratos faciimente degradables, la lenta tasa de
crecimiento de las archaeas da como resultado la acumulacién de AGV y la inhibicién
de la actividad de los microorganismos metanogénicos (Gonzélez et al., 2015). En la
fase metanogénica la produccion de metano y diéxido de carbono se lleva a cabo por
los productos intermediarios y por bacterias metanogénicas en condiciones
anaerobicas estrictas (Adekunle et al., 2015).
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El 70 % del metano formado se origina a partir del acetato, mientras que el 30 % se
produce de la conversion de hidrégeno y dioxido de carbono de acuerdo a las
Reacciones 1.9-1.11 (Al Seadi et al., 2008, Molino et al., 2013).

CH;COOH — CH, + CO, 1.9
2C,HsOH + CO, — CH, + 2CH;COOH 1.10
CO, + 4H, > CH, + 2H,0 1.11

La metanogénesis esta influenciada por las condiciones de operacién, la composicion
de la materia orgéanica, la tasa de alimentacion, la temperatura y el pH (Al Seadi et al.,
2008). En esta fase se puede clasificar dos grupos de microorganismos en funciéon del
sustrato principal, tal es el caso de los hidrogenotréficos consumidores de hidrogeno y
férmico y los acetoclasticos consumidores del acetato, metanol y aminas (Campos —
Pozuelo, 2001).

1.4.2. Digestién anaerobia en estado solido

La DA se puede clasificar en tres categorias: hUmeda, semiseca y seca o en estado
sélido (SSAD por sus siglas en inglés) basado en los sdlidos totales (ST) del sustrato
(Jansson et al., 2019, Arelli et al., 2021). De acuerdo a lo anterior los digestores
anaeroébicos se dividen en las siguientes categorias segun el contenido de soélidos
totales (ST): procesos humedos (10 % ST), semisecos (10-20 % ST) y secos (>20 %
ST) (Arelli et al., 2018). La SSAD (ST > 15-20 %) ha alcanzado un gran interés de
investigacion a nivel mundial debido a sus ventajas, tales como un menor
requerimiento de agua, un mayor rendimiento de metano y la generacion de digestato
espeso (ST entre 8 a 10 %) en comparacion con DA humeda (ST < 10 %) (Arelli et al.,
2021). Una comparacion detallada se puede resumir en la Tabla 1.4. La SSAD es
adecuada para sustratos como desechos agricolas, desechos soélidos urbanos y
desechos alimenticios, etc. siendo lo que contienen un alto contenido de ST (Arelli et
al., 2021). La SSAD ha comenzado a tener un rol importante en las areas quimica,

farmacéutica y ambiental para un desarrollo sustentable en la industria.
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Tabla 1.4 Comparacion detallada de la fermentacién en estado sélido con la fermentacion liquida

(Chen, 2013).

No hay agua libre y el contenido de
agua del sustrato es bajo.

El agua es el componente principal del

cultivo.

Los microorganismos absorben
nutrientes del sustrato solido himedo;
existe un gradiente de concentracion de

nutrientes.

Los microorganismos absorben

nutrientes del cultivo liquido; no hay un
de de

gradiente concentracion

nutrientes.

El sistema de cultivo consta de tres
fases (gas, liquido, sdlido) y el gas es la

fase continua.

El sistema de cultivo se compone

principalmente de liquido; la fase

liquida es la fase continua.

El tamafio de la inoculacion es grande,
> 10 %.

El tamafio de inoculacion es pequefio,
< 10 %.

El oxigeno requerido proviene de la
fase gaseosa; bajo consumo de

energia.

El oxigeno requerido proviene del

oxigeno disuelto; hay una mayor

cantidad de oxigeno disuelto.

Los microorganismos se adsorben o
penetran en el sustrato.

Los microorganismos se distribuyen
uniformemente en el sistema de cultivo

Al final de la fermentacién, el medio es
un sustrato en estado humedo y las
concentraciones de productos es alta

Al final de la fermentacion, el medio es
liquido, y las concentraciones de

productos son bajas

Alta

rendimiento del producto

tasa de produccion y alto

Baja tasa de produccion y bajo

rendimiento del producto.

La mezcla es dificil y el crecimiento del
microorganismo esta restringido por la

difusién de nutrientes.

La mezcla es facil y el crecimiento de
microorganismos no esta restringido

por la difusion de nutrientes.

Heterogeneidad

Homogeneidad

Actividad de agua baja

Actividad de agua alta
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A diferencia con la DA-liquida, la principal ventaja de la SSAD es un suministro
suficiente de oxigeno, hay menos agua residual organica y mayor rendimiento de

producto en la SSAD.

Se pueden crear productos de alto valor agregado mediante SSAD ocupando residuos
industriales y agricolas como sustrato. Actualmente los productos de SSAD incluyen
alimentos tradicionales (vinagre, salsa de soja, especias aromatizantes); células
microbianas (proteina unicelular, espirulina, hongos comestibles, etc.); enzimas
microbianas (amilasa, glucosidasa, celulasa); y otros metabolitos microbianos

(nucledtidos, lipidos, vitaminas, aminoacidos, etc.) (Chen, 2013).
1.4.3. Aplicaciones de la digestién anaerobia en estado soélido

La SSAD tiene la ventaja de una capacidad del tratamiento de materias primas, un
consumo bajo de agua y una produccion de metano a gran volumen (Li et al., 2022).
El ambiente sélido es muy similar al habitat mohos (hongos filamentosos) por lo tanto
la SSAD es una tecnologia favorable que puede utilizar ampliamente los recursos
renovables, a continuacion, se describird brevemente las diferentes aplicaciones de la
SSAD:

e La SSAD en la industria farmacéutica y quimica

La SSAD demostrado amplias aplicaciones tal es el caso de la produccion de acido
lactico y acido citrico mediante el cultivo de hongos filamentosos o bacterias utilizando
como sustrato yuca, remolacha, bagazo y residuos agricolas como sustrato. La SSAD
se ha utilizado para la obtencion de metabolitos secundarios como antibiéticos
(antibacterianos, antisépticos, etcétera), toxinas bacterianas, auxinas (hormonas
vegetales), farmacos y alcaloides, asi como otra variedad de productos para la
produccion de biosurfactantes, acido glutdmico, aminas, pigmentos, vitaminas,

carotenoides y goma xantana entre otros (Chem, 2013).
e La SSAD aplicada a energia y proteccién ambiental

Los residuos agricolas a veces son ricos en nutrientes propiciando un habitat 6ptimo
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para el crecimiento de microorganismos, por lo cual son utilizados para producir
productos de alto valor. La SSAD se ha aplicado para la obtencién de biocombustibles,
biopesticidas, biotransformacion y biorremedacién. Otra aplicacion es la
biotransformacion de cultivos y desechos para el mejoramiento en el valor nutricional,
donde algunos residuos podrian usarse para producir sustancias ricas en proteinas.
La biotransformacion de sustratos lignoceluldsicos en alimentos para animales tiene

amplia aplicacion (Chem, 2013).

1.4.4. Factores que influyen la SSAD

e Nutrientes

Los microorganismos anaerobios requieren de nutrientes como el carbono, nitrégeno,
fésforo y minerales para su desarrollo. Cada uno tiene roles importantes como por el
ejemplo, el carbono es fundamental para el crecimiento celular ademas de ser rico en
materiales organicos. El nitrégeno y el fosforo desempefian un papel en la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos y el amonio es la forma del nitrdgeno que utilizan los
microorganismos metanogénicos, pero en altos niveles inhibiran su crecimiento. La
relacion C/N juega un papel importante en el proceso de digestion, por lo que se
recomienda una relacion optima de 25:1 (Steudler et al., 2020).

e Relacioén inoculo — alimentacion

Un factor importante en la SSAD es la relacion F/I esto debido a que una carga
demasiado alta puede provocar una sobreproduccion de AGV por el exceso de cargas
organicas conduciendo a un pH &cido y la inhibicion de los microorganismos
metanogénicos por lo que se recomienda una relacion entre 2:1-5:1 de F/I (Steudler et
al., 2020).

opH

Un pH oOptimo para la SSAD es de 6.8-7.2. Sin embargo, los microorganismos
requieren de diferentes pH, por ejemplo, los microorganismos acidogénicos requieren
un pH de 5.5-6.5, a comparacion de los metanogénicos que son activos en un pH 6.5-
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8.2 con un pH 6ptimo de 7.0 (Steudler et al., 2020). La capacidad buffer de un sistema
de DA para mantener la variacion de pH es evaluando la alcalinidad y juega un papel
importante en la biodegradacion anaerobica que influye en la actividad de las enzimas
hidroliticas y en el crecimiento de microorganismos metanogénicos (Angelidaki y
Sanders, 2004, Al Seadi et al., 2008).

e Temperatura

La temperatura es un parametro que afecta la supervivencia y el crecimiento de los
microorganismos (Angelidaki y Sanders, 2004), asi como al rendimiento del proceso,
dependiendo del rango de temperatura en el que los microorganismos trabajen
eficazmente (Saez-Rico, 2017). La SSAD opera comunmente en condiciones
mesdfilas (~ 37 °C) o termdfilas de (~ 55 °C). Un rendimiento de metano (CHa4) durante
la SSAD-termofilica es alta comparandola con la SSAD-mesdéfila debido a que los
microorganismos metanogénicos también crecen en Optimas condiciones de 55 °C
(Steudler et al., 2020).

e Inhibidores

Existe una gran variedad de compuestos que inhiben la SSAD provocando cambios
en los microorganismos, inestabilidad del proceso y rendimientos bajos de CHs. La
materia orgéanica degradable conduce a una rapida hidrdlisis y acidificacién, causando
una produccién excesiva de AGV que inhibe a los metandgenos (Steudler et al., 2020).
El amoniaco libre es producto de la degradacion de los compuestos nitrogenados, es
esencial para el crecimiento bacteriano y la neutralizacion de AGV, adema es la
principal causa de la inhibicién debido a su permeabilidad en la membrana celular y en
la fase de metanogénesis (Chen et al.,, 2008). Los iones de metales como sodio,
potasio, calcio y magnesio pueden ser liberados por la descomposicion de la materia
organica, son necesarios para el crecimiento microbiano, aunque también afectan la
tasa de crecimiento como cualquier otro nutriente a altas concentraciones. otros
inhibidores son los metales pesados como el cromo, hierro, cobalto, cobre, zinc,

cadmio y niquel, una caracteristica de estos metales es que no son biodegradables,
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por lo que pueden llegar a acumularse en concentraciones potencialmente toxicas
provocando alteraciones y/o fallas en el digestor (Chen et al., 2008).
e Agitacion

La velocidad de agitacion puede afectar la generacién de gas, una velocidad alta
puede quebrar los agregados de microorganismos Y los fléculos que se pudieron haber

formado disminuyendo asi la cantidad de gas generado (Campos, 2001).
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describira la metodologia ver Figura 2.1 y las determinaciones a

seguir para el cumplimiento de los objetivos propuestos a este tema de investigacion.

Recoleccion de Sargazo
en el caribe mexicano

!

Pretratamiento de la muestra:
Desalinizacion

!

Clasificacion de la muestra
DQOr
DQOs
pH
v v g;r"
S. natans VIII S. natans 1 S. Fluitans 111 N;
[ | Proteina
v Cenizas
Caracterizacion Humedad
Al R * Analisis elemental
cl Metales
Y v
Exfraccionde compuestosde | ... . . | Obtencion de la fraccion solida
valor agregado por
diferentes métodos l
l Digestion anaerobia
Caracterizacién de los | RMN (CB, HM, l
compuestos de valor agregado MSyIR Evaluacion del
l potencial bioquimico
: v la tasa de produccion
Evaluacion del de metano
rendimiento obtenido

Figura 2.1 Metodologia general a desarrollar durante el proyecto.
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2.1.Muestreo y recoleccion de la biomasa s6lida de sargazo

La recoleccion de la biomasa se realiz6 en dos diferentes fechas con una diferencia
de 30 dias entre cada recoleccion, siguiendo los reportes del seméforo de la Red de
Monitoreo del Sargazo de Quintana Roo (Organizacion no gubernamental), donde se
publica diariamente las Playas con mas presencia de biomasa sélida de sargazo para
recoleccion y muestreo. Para poder recolectar la biomasa en el litoral adyacente a la
costa del Caribe, se emiti6 un escrito dirigido a la Zona Federal Maritimo Federal
(ZOFEMAT). Se recolecto aproximadamente 20 kg de biomasa en peso humedo. Se
transport6 la biomasa con bolsas de hielo gel de 400 ml de la marca Thincol como
refrigerante y se almaceno en bolsas de polietileno de alta densidad con zipper y
valvula de 11x16” /27.9x40.6 cm y un volumen aproximado de 1 gal/ 3.79 L de la marca
V Vesta precision, y se sellaron al vacio con una selladora de mano de la marca V
Vesta precision-Vac'n Seal. La biomasa recolectada se almaceno y se congelo hasta

Su posterior analisis.
2.1.1. Pretratamiento y clasificacién de la biomasa

La biomasa pelagica se lavé y enjuago con agua potable para desalinizar, eliminar
arena, restos de coral y conchas. posteriormente se separo6 en sus formas de S. natans
I, S. natans VIII y S. fluitans 11l conforme lo descrito por Schell et al., 2015. La biomasa
fue procesada para reducir el tamafio como se describe a continuacion, se triturd por
separado las especies S. natans I, S. natans VIII y S. fluitans 1l en una procesadora
de alimentos marca Oster modelo BLSTXPN7003 (Xpert Series™ Oster, China) con
una potencia de 2 HP con cuchillas quirargicas para reducir el tamafio de la muestra
aproximadamente de 1 a 2 mm durante 20-30 segundos con una dilucién 1:1 con agua
destilada, posteriormente se separo la fraccion liquida (FL) de la fraccion sdlida (FS)
utilizando una malla de nailon con tamafio de poro de 150 um. Finalmente, la biomasa
sélida se secO en una estufa de secado marca Riossa a 60 + 2 °C hasta peso

constante.
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2.2.Caracterizacion fisicoquimica de la biomasa sélida de sargazo

En la Tabla 2.1 se resume los analisis fisicoquimicos realizados a la FS de la biomasa

de sargazo.

Tabla 2.1 Métodos para el andlisis de la biomasa sélida de sargazo

Sdlidos Totales (ST) Método gravimétrico 2540 G
Solidos Totales Volétiles (STV) % Standard Methods
Cenizas
Humedad % NMX-AA-16-1984
pH - NMX-AA-013-SCFI-2006

Nitrogeno Total % NMX-AA-24-1984
Proteina % AOAC 2001.11
Fibra % AOAC 985.29
Grasas % AOAC 920.39

2.3.Extraccién de alginatos

Los alginatos son polisacaridos que se encuentran en las algas pardas y estan
compuestos por polimeros lineales de acidos [(-(1—4)-D-manurénico (M) y a-L-
gulurénico (G). la secuencia de monémeros (M, G) cambia mucho dependiendo de la
fuente (especies de algas o tejido). Para extraer los alginatos se realizd el
procedimiento descrito por Fertah et al., 2017 con algunas modificaciones, ver Figura
2.2, las muestras de S. natans I, S. natans VIII, S. fluitans Il y mezcla de ambas, fueron
secadas a 60 + 2 °C hasta peso constante. Se hidrataron en una solucion de
formaldehido al 2 % Y/, durante 24 horas para la eliminaciéon de pigmentos.
Transcurrido el tiempo de hidrataciéon se filtr6 y se lavé con agua destilada y se
agregaron a una solucién de acido clorhidrico 0.2 M y se dejaron reposar durante otras
24 horas.
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Transcurrido el tiempo se filtraron y se lavaron nuevamente las muestras con agua

destilada, las fracciones solidas se colocaron en una solucion al 2 % p/v de carbonato
de sodio Na2COs haciendo referencia a los trabajos de Torres et al., 2007. Las
fracciones solubles recolectadas se centrifugaron y los polisacaridos se precipitaron
con etanol al 95 %, el precipitado se lavé dos veces con acetona y se repurificé con

etanol y se sec6 a temperatura ambiente.

Alginatos de Ca®, Mg" y Sr™en
particulas de algas

A

y

Acido alginico

Lavado,|filtracion

A

Alginato de sodio

I HCI

Ca®* l l
Alginato-Ca Acido alginico
HC1

X NaxCOs;

Acido alginico

Alginato de sodio

NaxCOs3

y

Alginato de sodio

Figura 2.2 Proceso de extraccion y aislamiento del alginato de sodio de sargazo (Stephen et al.,
2006).

2.4.Determinacion de nitrégeno total

El método Kjeldahl fue dividido en tres procesos basicos de acuerdo con la norma
mexicana NMX-AA-24-1984. La digestion: para la descomposicion del nitrogeno

organico se emplearon de 30-50 mg de muestra, sulfato de potasio y sulfato de cobre
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como catalizador y &cido sulftrico (H2SOa4) en un digestor modelo MDD-08-P. El
resultado final es una disolucion de sulfato de amonio (NH4)2SOa4. La destilacion: se
empleod un micro-destilador Labconco modelo 65000, donde se adiciono un exceso de
alcali (NaOH) a la mezcla acida de digestion para convertir NH; en NH3z donde la
ebullicion y la condensacion del NH3 gaseoso se recibe en una solucion conocida de
acido borico al 4%. La cuantificacion: la cantidad de N2 en la muestra se calcula
cuantificando los iones amonio presentes en la solucion de acido borico y titulandose
con acido sulfarico 0.02 N. el porcentaje de nitrégeno se calculé mediante la Ecuacion
2.1.

G+*N=+0.14 2.1

Donde:

G = mililitros de acido gastados en la titulacion.

N = normalidad del &cido empleado en la titulacion.
0.14 = miliequivalente del nitrégeno.

M = peso de la muestra, en mg.

2.5.Determinacion de proteina

La materia organica se digiere con un acido mineral (H2SOa) para convertir la proteina
en sulfato de amonio (NH4)2S04 mediante un punto de ebullicion elevado por la adicion
de sulfato de potasio (K2SO4) y sulfato de cobre (CuSOs4) como catalizador. El
amoniaco es liberado por destilacibn alcalina con vapor y se cuantifica
volumétricamente con acido estandarizado. El contenido de proteina en la biomasa se
estima a partir del nitrogeno presente multiplicando por un factor. Un factor de 6.25

(Milledge et al., 2020). El porcentaje de proteina se calculd6 mediante la Ecuacion 2.2.

%P = %N * F 2.2
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Donde:
% P = porcentaje de proteina
% N = porcentaje de nitrogeno

F = factor de conversion

2.6. Analisis elemental C,H, O, N, S

El andlisis elemental se determiné mediante un analizador por combustién (Elementar,
vario Macro cube, Langenselbold, Germany) con capacidad para determinar nitrégeno
(N), carbono (C), hidrégeno (H) y azufre (S), el contenido de oxigeno se realizé por
diferencia de peso de acuerdo por Tadesco y Daniel, 2019, para el pesado de las
muestras se utilizd una Microbalanza (Mettler Toledo, modelo XP6, Greifensee,

Switzerland.
2.7.Analisis inorganico y metales

La determinacion de calcio (Ca), cobre (Cu), hierro (Fe), magnesio (Mg), potasio (K),
Sodio (Na), zinc (Zn) y manganeso (Mn) de la biomasa sélida de sargazo fueron
analizadas mediante los métodos EPA3051a y EPA6010 vigentes. La concentracion
elemental se determiné por un espectrometro de absorcion atémica (PerkinElmer,
AAnalist 400 AA, Waltham, MA, USA). La determinacién de fésforo (P) se determin6
por colorimetria a través de un espectrometro UV-Vis (PerkinElmer, Lambda 25,
Waltham, MA, USA).

2.8. Determinacién de carbohidratos

El contenido de carbohidratos se realizd por diferencia de peso de acuerdo a la
Ecuacion 2.3 descrita por Oyesiku y Egunyomi, 2014.

CHO (%) = 100 - % Humedad + % Cenizas + % Grasas + % Proteina 24
+ % Fibra

41



Materiales y métodos
_______________________________________________________________________________________________________________________________|]

2.9. Aclimataciéon del in6culo

El in6culo utilizado se recolect6 del efluente de un reactor de lecho fijo a escala piloto
de un volumen util de 1000 L operado a temperatura ambiente, ubicado en el Instituto
Tecnoldgico de Orizaba (18°51°19.887 N — 97°5’53.85 O). El in6culo se traslado al
laboratorio de ambiental |, incubandose a una temperatura mesofilica de 35 — 40 °C.
El indculo se caracterizo fisicoquimicamente (ST, SVT, cenizas y pH) de acuerdo con
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. Antes de ser utilizado
el inodculo se desgasificoO durante 7 dias. El pH del inéculo fue de 7.02 + 0.01, el
contenido de cenizas fue de 31.71 + 0.75, solidos totales (ST) fue de 3.88 £ 0.08 %,
sélidos volatiles (SV) fue de 2.65 + 0.07 %, Demanda Quimica de Oxigeno total (DQOr)
fue de 74.12 £ 1.23 %, Demanda Quimica de Oxigeno soluble (DQOs) fue de 48.9 +
1.27 %.

2.10. Actividad metanogénica especifica (AME)

La cuantificacion de la Actividad Metanogénica Especifica (AME) fue de acuerdo a la
metodologia descrita por Torres et al., 2010 con algunas modificaciones. Los
biorreactores consistian en matraces Erlenmeyer de 125 mL con un volumen de
trabajo de 112 mL, los cuales fueron llenados con la FS y RFS. Se mont6 a parte un
control positivo (C+) con sacarosa como referencia para la produccién de biogas y
fuente de carbono. El volumen del inéculo y del sustrato adicionado se calculé a una
relacion 2:1 en funcidon de los solidos volatiles mediante la aplicacion web Online

Biogas App (OBA; https://biotransformers.shiny3.apps.io/obal/). Los reactores se

ajustaron al inicio de cada ensayo a un pH de 7.06 £ 0.09 y se purgaron con N2 al 99.9
% (Praxair México S. de R.L. de C.V.) durante 2 minutos para desplazar el oxigeno
presente y crear condiciones anaerobias. La temperatura de incubacién de los
reactores fue de 35 + 2 °C hasta que la produccion de biogas fue <1 % del volumen
acumulado. Durante los dias de incubacion el reactor se agito constantemente a 600
rom. En los ensayos AME en los que se aplicara agitacion se requiere que la
concentracion del indculo sea de 2.0 — 5.0 gSVT/L (Torres et al., 2010) para que el

in6culo garantice un eficiente contacto entre la biomasa y el sustrato.
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Los resultados se expresaron en ml como el volumen de gas en condiciones estandar

(273 Ky 1 atm), los ensayos y mediciones se realizaron por duplicado (n=2).
2.11. Calculos estequiométricos

El potencial bioquimico tedrico de metano (TBMP) y la formula empirica (CaHbOcNd)se
determind a partir de la composicion elemental presente en la biomasa sélida de
sargazo empleando la ecuacién de Buswell (Ecuacion. (2.4)) y la ecuacion de Boyle
(Ecuacién. (2.5)) (Mhatre et al., 2019 y Anchinas et al., 2016).

C.H.O.N b ¢ 3dHO a b c 3dCH a b c 3dCO ANH 24
0N+ (a7 -5+ )0 (G455l + (3-g 4+ ) o+ vt

a,b c 3d
(G+g-7-5) 224 (mLCH4)
12a+b + 16b + 14c gSVv

2.5

Rendimiento teérico de metano =
Donde 22.4 es el volumen (L) de 1 mol de gas a temperatura y presion estandar.

2.12. Anadlisis espectroscopicos

2.12.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Los espectros de FT-IR del alginato de sodio se obtuvieron utilizando un
espectrofotometro (Thermo Fischer Scientific, Nicolet™ iS™50, Waltham, MA, USA)
en pellets de KBr al 10 % wAv. Las muestras se secaron al vacio durante 8 horas a 56
°C. Se tomaron un total de 32 barridos a una resolucién de 4 cm™ a una regién de

4000-400 cm™* a temperatura ambiente.
2.12.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (*H RMN)

El espectro de RMN de las muestras de alginato de sodio se determinaron en un
espectrometro (Bruker, Avance [II™ 500 MHz, Billerica, MA, USA) y se disolvieron en
agua deuterada o dioxido de deuterio (D20). Los desplazamientos quimicos () estan
expresados en partes por millén (ppm), referidos al TMS (tetrametil silano) que

corresponde a la sefial del disolvente de referencia interna.
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2.12.3. Espectrometria de masas de desorcion/ ionizacion laser
asistida por matriz en un tiempo de vuelo (MALDI — TOF/MS)

El andlisis por MALDI — TOF se realiz6 en espectrémetro de masas (Bruker Microflex®,
LRF, Billerica, MA, USA) equipado con un laser de nitrogeno (337 nm), el analisis fue
llevado a cabo en modo i6n positivo del espectro de masas para los datos sobre un
rango de masa de 1000 a 200,000 Da. Las condiciones operativas fueron lineales con

una polaridad positiva y un voltaje de 20 kV de aceleracion.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Muestreo y recoleccién de la biomasa solida de sargazo

La primera recoleccion se llevé a cabo el dia 5 de julio de 2022 de acuerdo con la
Norma Mexicana NMX-AA-15-1985 (Proteccion al ambiente-Contaminacién del suelo-
Residuos Sodlidos Municipales-Muestreo-Método de Cuarteo, en el municipio de
Solidaridad-Playa del Carmen, Qroo., México, escogiendo como puntos de muestreo
en playa fundadores (latitud 20°37°14.833” N longitud 87°4'28.645” O) y Playacar
(latitud 20°36°51.171” N longitud 87°4’45.005” O). El segundo muestreo se llevo a cabo
el dia 3 de agosto de 2022 en playa delfines (latitud 21°3’43.286” N longitud
86°46'45.179” O) de la ciudad de Cancun perteneciente al municipio de Benito Juarez.
Estos dos puntos de recoleccion fueron seleccionados debido a que fueron las zonas
reportadas con mayor presencia de biomasa ver Figura 3.1. El muestreo en Playa del
Carmen se realizé a pie de playa y en Cancun el muestreo se realiz6 a 10 metros mar

adentro.

Se tomo aproximadamente 20 kg de biomasa en peso humedo en cada recoleccion,
transportandolas con bolsas de hielo gel de 400 ml de la marca Thincol como
refrigerante y almacenando en bolsas de polietileno de alta densidad con zipper y
valvula de 11x16” /27.9x40.6 cm y un volumen aproximado de 1 gal/ 3.79 L de la marca
V Vesta precision, y sellandolas al vacio con una selladora de mano de la marca V
Vesta precision-Vac'n Seal. La biomasa recolectada se almacend y se congeld hasta
su posterior analisis. Para poder recolectar la biomasa en el litoral adyacente a la costa
del Caribe, se emitio un escrito dirigido a la Zona Federal Maritimo Federal (ZOFEMAT)
obteniendo respuesta satisfactoria de los municipios de Benito Juarez-Cancun,

Solidaridad-Playa del Carmen, Tulum y Cozumel.
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Figura 3.1 Sitios de recoleccion y muestreo de la biomasa solida de sargazo en Playa del Carmen.

QROO (foto izquierda) y playa delfines en Cancun (foto derecha).
3.2.Clasificacion de la biomasa sélida de sargazo

Durante la llegada masiva de la biomasa de sargazo a las playas del Caribe mexicano
en verano de 2022, se identificaron dos tipos de biomasa S. fluitans 11l y una de estas
especies con dos morfologias pelégicas distintas: S. natans | y S. natans VIII (Figura
3.2).

Figura 3.2 Clasificacion de la biomasa de sargazo recolectada conforme a sus caracteristicas

morfoldgicas A) S. natans VIII, B) S. natans | y C) S. fluitans IlI.
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De acuerdo con Garcia-Sanchez et al., 2020 la biomasa de la especie S. fluitans Il
presenta espinas en el tallo lo que la diferencia de los morfotipos S. natans | y S. natans
VIII las cuales son de tallos lisos, ademas estos morfotipos se diferencia una de otra
por la forma de las vejigas que les confiere la capacidad de flotar y en el tamafio de
las hojas, siendo méas anchas en el morfo tipo S. natans VIII.

S. fluitans 1l y S. natans | fueron las especies mas comunes recolectadas en Cancun
y Playa del Carmen, oscilando entre 8 — 84 % y 27 — 67 % de la biomasa fresca
recolectada, mientras que la especie S. natans VIl fue de 6 — 8 % (Figura 3.3).

a)
[/
8%
b)
¥y
%
27% =

sargassum natans |
Fig. 3.3 Composicion proximal de la biomasa sélida de sargazo en Playa del Carmen (a) y

Cancun (b).

Vazquez-Delfin et al., 2021 reportaron valores para S. fluitans 11l del 81 %, S. natans |
15 %y S. natans VIII del 4 % en el mismo sitio de recoleccion (Playa delfines, Cancun).
Sin embargo, Garcia-Sanchez et al., 2020 reportaron desde 2016 que la composicion
de la biomasa comprendia solo las especies S. fluitans Il y S. natans VIII, siendo S.
fluitans Il la mas predominante durante todo su periodo de estudio con un promedio
>60 %. De 2016 a 2019 S. natans VIII disminuyo su abundancia de 41 a 3 %, S. natans
| empezé a tener registro en 2018 aumentando su presencia relativa entre 23 % a 31

% en 2019. La biomasa soélida de sargazo suele estar conformada por la mezcla de
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sus especies y morfotipos, pero la abundancia varia segun la region, por ejemplo, la
especie S. natans | predomina en el mar de los sargazos, S. natans VIl es una especie
poco comun en el mar de los sargazos, predominando en las corrientes de las Antillas,
el Atlantico tropical occidental y el Caribe oriental, mientras que S. fluitans Ill es la mas
comun de las especies. Por lo tanto, conocer la composicion de las especies de la
biomasa soélida de sargazo nos puede proporcionar indicadores sobre el origen de

dicha biomasa (Garcia et al., 2020).
3.3. Caracterizacién fisicoquimica de la biomasa sélida de sargazo

Los estudios acerca de la composicion fisicoguimica de la biomasa sélida de sargazo,
son limitados cuando se aplican a las especies S. natans y S. fluitans debido a que los
analisis de la composicion fisicoquimica se encuentran en muestras mixtas y no por
especie. Esta composicién fisicoquimica de dichas especies, asi como el de otras
muchas algas varian de acuerdo con la ubicacion geografica y la estacion del afio
(Amador et al., 2021 y Barbot et al., 2016). En la tabla 3.1 se resume la compaosicion
proximal de las especies S. natans |, S. natans VIII y S. fluitans Il recolectadas en los

municipios de Playa del Carmen y Cancun.

El contenido de humedad es un pardmetro importante por considerar cuando esta
biomasa soélida se emplea para bioprocesos (Amador et al., 2021). El alto contenido
de humedad > 90 % encontrado en S. natans I, S. natans VIII y S. fluitans 11l de las
especies recolectadas en Cancun son datos aproximados a los reportados en
bibliografia. Park et al., 2008 y Barbot et al., 2016 reportan que el contenido tipico de
agua en la biomasa soélida de las algas pardas oscila entre 79 — 90 % del peso himedo
y estos valores pueden variar debido a que las algas pardas son las especies con el
mayor contenido de agua. Milledge et al., 2020 reporto valores proximos de las mismas
especies obtenidas de Islas Turcas y Caicos las cuales mostraron porcentaje de
humedad que oscilaba entre 82 — 87 % de la biomasa total. Sin embargo, se observé
que el contenido de humedad fue menor en las muestras sargazo recolectadas en
Playa del Carmen con ~83 %, es posiblemente que se deba a que la muestra estuviese

secandose por efecto del sol ya que las muestras fueron recolectadas en playa y no
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mar adentro como la biomasa en Cancun.

Tabla 3.1 Composicion fisicoquimica de diferentes especies de biomasa sélida de sargazo

I

Humedad (%) 93.26 + 0.39 94.46 + 2.04 93.17+1.30
ST (%) 85.52 + 0.39 91.16 £ 2.04 89.76 £ 1.30
SV (%) 85.10 £ 0.36 86.46 + 0.16 82.44 + 0.30
Cenizas (%) 16.07 £ 0.36 14.58 £ 0.18 15.84 + 0.30
DQOr (g/L) 54.43+7.61 9.63 + 2.16 51.17 + 5.06
DQOs (g/L) 10.97 + 4.19 6.45 + 2.00 3.28 + 0.65
Proteina (%) 5.81+0.41 492 +0.25 5.00£0.31
Grasas (%) 0.42 £ 0.03 0.51 +0.08 0.36 £ 0.02
Carbohidratos (%) 51.35+0.43 49.20 + 0.33 46.36 + 0.09
Fibra (%) 22.31+0.41 20.69 £ 0.72 16.61 + 0.02
pH 7.34 +0.02 6.40 + 0.06 7.16 + 0.03
_ Peyadelcamen 0 |
Humedad (%) 83.44 £1.07 83.84 + 0.95 83.66 £ 0.53
ST (%) 94.42 + 1.07 94.95 + 0.95 94.49 + 0.53
SV (%) 77.37+£0.44 83.24 +0.13 77.85+0.43
Cenizas (%) 22.63 +0.44 16.76 £ 0.13 22.15+0.43
Proteina (%) 6.04 £ 0.15 3.30£0.05 5.98 + 0.48
pH 6.73+0.14 6.36 £ 0.16 6.88 £ 0.10
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El contenido de cenizas en la biomasa sélida del sargazo puede variar entre valores
reportados del 18 — 55 % en base seca. Milledge et al., 2020 reportaron valores que
oscilan entre 34 — 47 % en base seca en las especies de S. natans y S. fluitans
recolectadas en Islas Turcas y Caicos. Oyesiku y Egunyomi, 2014 reportaron valores
aproximados de 9 % de cenizas en muestra mixta recolectada en Nigeria, este valor
estd muy por debajo de los reportados en bibliografia. En esta investigacion se
observaron los valores de cenizas en dos sitios de recoleccion son diferentes,
encontrando que el contenido de las muestras recolectadas en Cancun oscila entre 14
— 16 % mientras que en las muestras recolectadas en Playa del Carmen oscila entre
16 — 22 % debido a que la biomasa puede contener grandes cantidades de sales
inorganicas, ya que contiene polisacaridos capaces de captar compuestos presentes
en su habitat (Amador et al., 2021).

El porcentaje de solidos totales fue mayor en las muestras recolectadas en Playa del
Carmen donde se observd que mantuvo un porcentaje del 94 % entre cada especie,
mientras que en las muestras recolectadas en Cancun variaron entre especie siendo
S. natans VIIl con 91.16 + 2.04 %, mientras que S. natans | (85.52 + 0.39) y S. fluitans
[l (89.76 £ 1.30) fueron menores. Sim embrago en los sdlidos volatiles no hubo
estadisticamente una diferencia ya que en las tres especies de estudio se encuentran
entre 77.37 + 0.44 y 86.46 + 0.16 % respectivamente. Los ST y SV son parametros
importantes debido a que a concentraciones superiores al 50 % se consideran valores
idoneos para la DA en la produccion de biogas como, metano, dioxido de carbono, etc.
(Wang et al., 2016).

El contenido de proteina varia segun la especie, el area geografica, la estacion o las
condiciones ambientales (Balboa et al., 2016), siendo generalmente menor en las
algas marrones (3 £ 15 % del peso seco) comparado con las algas rojas o verdes (10
+ 47 % del peso seco) (Patarra et al., 2011). Las proteinas son interesantes por su
valor nutricional con funciones estructurales, en la biomasa solida del sargazo de
Cancun se reporta que en sus tres especies arroja valores que oscilan entre 5.81 +
0.41 % (S. natans 1), 4.92 + 0.25 % (S. natans VIII) y 5.00 + 0.28 % (S. fluitans III)
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siendo similares los resultados de acuerdo con Patarra et al., 2011, y con los
encontrados por Milledge et al., 2020 con las mismas especies de estudio donde
reporta valores que van del 3 al 17 %. Sin embargo, en Playa del Carmen se observo
gue si hay diferencia significativa entre el contenido de proteina entre especies donde
el mayor porcentaje encontrado fue <6 % atribuido a las biomasas sélidas de S. natans
| y S. fluitans Ill. La proteina en la biomasa sdlida del sargazo constituye una fuente
comun de alimento para animales. Los diferentes métodos de andlisis y la cantidad
variable de proteina generan incertidumbre para la estimacion real en las diferentes

biomasas sélidas del sargazo (Amador et al., 2021).

Los lipidos es uno de los componentes minoritarios en las algas marinas con valores
inferiores al <5 % en base seca (Amador-Castro et al., 2021, Roesijadi et al., 2010),
gran parte del contenido de lipidos se conforma por acidos grasos poliinsaturados
(PUFA’s). Las algas marinas poseen acidos grasos esenciales, que permite una
alternativa como suplemento dietético o parte de una dieta (McArtain et al., 2007). Los
estudios indican que el contenido de lipidos en las especies S. natans y S. fluitans
oscilan entre 0.01 — 4.56 % del peso seco del alga. En esta investigacién se reportan
valores de entre 0.36 — 0.51 %. Vazquez et al., 2021 reporto valores de hasta 3.4 %

un valor superior a los encontrados por Oyesiku y Egunyomi, 2014 de 2.75 %.

En la presente investigacion se encontré que el contenido de fibra en la biomasa
recolectada en Cancun fue de 16 — 22 %. Las biomasas de algas pueden ser una
fuente valiosa de fibras utilizada en la dieta humana (Hernandez-Lopez et al., 2014).
Estda biomasa posee grandes cantidades de carbohidratos como alginatos y
polisacaridos sulfatados los cuales son considerados como fibras que en gran medida
no pueden ser digeridos por el ser humano (Amador-Castro et al., 2021). Ademas, la
determinacion de fibra puede ser un factor esencial para las reacciones posteriores en
la DA para la produccion de CH4, (Hernandez — Lopez, 2014). Milledge et al., 2020
reporto que el contenido de fibra en las especies de estudio es entre 31 — 37 % lo que
equivale que un gran porcentaje de valor energético no esté disponible para los seres

humanos y animales de estbmago simple.
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La biomasa sélida del sargazo es fuente de dos tipos de polisacaridos: estructurales y
de almacenamiento. La celulosa, hemicelulosa y xilanos son ejemplos de polisacéaridos
estructurales analogos a las plantas terrestres, los de almacenamiento son aquellos
gue incluyen alginatos, fucoidanos y carragenina (MacArtain et al., 2017). Los
carbohidratos representan el 25 — 60 % del peso seco, aunque también pueden oscilar
de 30 — 50 % (Amador-Castro et al., 2021, Devault et al., 2021). Sin embargo, las
especies S. natans y S. fluitans son ricos en carbohidratos alcanzando valores de
hasta el 78 % segun lo reportado por Milledge et al., 2020. En este trabajo se
reportaron valores desde 41 — 56 % de carbohidratos valor semejante a lo reportado
por Oyesiku y Egunyomi (2014) con un porcentaje de 57.3 + 0.21. Por lo que esta
biomasa fuente de carbohidratos e pueden ser aprovechados para la produccion de

etanol y bioplasticos por accion microbiana (Davis et al., 2021).

En la Tabla 3.2 se resume la composicion de sales inorganicas y metales presentes

por especie de sargazo.

Tabla 3.2 Andlisis inorganico y metales presentes en la biomasa solida de sargazo

Calcio (CaO, mg/Kg) 66040.0 66800.0 70210.0
Magnesio (MgO, mg/Kg) 4450.0 17540.0 13310.0
Sodio (Na20, mg/Kg) 0.4470 4340.0 17190.0
Potasio (K20, mg/Kg) 4470.0 7600.0 8070.0
Fosforo (P20s, mg/Kg) 660.0 670.0 450.0
Hierro (Fe, mg/Kg) 80.0 31.0 90.0
Cobre (Cu, mg/Kg) 10.0 6.0 10.0
Zinc (Zn, mg/Kg) 50.0 29.0 30.0
Manganeso (Mn, mg/Kg) 60.0 61.0 50.0
Total 75820.447 97077.0 109410.0
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La concentracién mineral de la biomasa soélida de sargazo en este estudio demuestra
gue la especie con mayor concentracion es S. fluitans Il con un total de 109,410
mg/Kg, esto tiene como limitacion al ser considerada una alternativa a la alimentacion
humana y animal, asi como la fabricacion de compostas y fertilizantes, debido a que
las formas organicas e inorganicas de metales y metaloides tienen diferentes grados
de toxicidad (Davis et al., 2021). La acumulacién de componentes inorganicos puede
estar relacionada con factores que tiene la biomasa de sargazo desde su florecimiento
de origen hasta alcanzar la playa, donde esta es sometida a condiciones ambientales
diversas como la temperatura, salinidad, pH, etc. La biodisponibilidad de compuestos
inorganicos puede ser afectada por la capacidad de absorcion de la biomasa
influenciada por la edad del tejido y la composicion estructural (Vazquez—Delfin et al.,
2021, Thompson et al., 2020). Salgado — Hernandez et al., 2022 reporté una
concentracion de 168,600.0 mg/ kg en la fraccion solida de la mezcla de sargassum.
Para la DA los macronutrientes (p. ej. Na, K, Mg, Ca y P) son importantes durante el
crecimiento de las bacterias anaerobias, asi como su actividad metabdlica y estabilidad
del biorreactor (Wall et al., 2014). Sin embargo, una alta concentracion de sodio de
17190.0 mg/ kg presente en la especie de S. fluitans 11l puede inhibir el crecimiento y
la funcién metabdlica de los metandgenos deshidratando las células mediante la

presion osmotica (Thompson et al., 2020).
3.4.Extraccion del alginato de sodio

Para la extraccion del polisacarido (alginato de sodio) de las tres especies S. natans |,
S. natans VIII y S. fluitans Ill, se utiliz6 el método de extraccion reportado por
Fenoradosa et al., 2010 y Fertha et al., 2017. Estos dos métodos se seleccionaron
debido a que se obtienen rendimientos entre 10 — 50 %. La primera etapa consistié en
triturar las especies S. natans I, S. natans VIIl y S. fluitans 11l en una procesadora de
alimentos marca Oster modelo BLSTXPN7003 (Xpert Series™ Oster, China) con una
potencia de 2 HP con cuchillas quirargicas para reducir el tamafio de la muestra
aproximadamente de 1 a 2 mm durante 20-30 segundos con una dilucién 1:1 con agua
destilada, el proposito de reducir la biomasa soélida del sargazo tiene como principal
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ventaja que, durante el tratamiento con formol, 4cido y alcali puedan penetrar mas a
fondo y extraer rapidamente de las paredes celulares de la biomasa si se ha reducido
su tamafo (McHugh, 1987). Posteriormente se separ0 la fraccion liquida (FL)
utilizando una malla de nailon con tamafio de poro de 150 pm, como se muestra en la
Figura 3.4 Ay B. Finalmente la biomasa sélida se sec6 en una estufa de secado marca

Riossa a 60°C hasta peso constante ver Figura 3.4 C.

A C)

Figura 3.4 Obtencién de la biomasa sélida del sargazo (A) y fraccién liquida (B) para su posterior

secado hasta peso constante (C).

La segunda etapa consistié en el pretratamiento de la biomasa soélida hidratandola en
una solucion de formaldehido (CH20) al 2% Y/;, durante una noche a temperatura
ambiente, para la eliminacidén de pigmentos ver Figura 3.5 (A). El CH20 reacciona con
los fenoles presentes en la biomasa sdlida de sargazo produciendo compuestos
insolubles (Hernandez et al., 2012).

A) B)

Figura 3.5 Hidratacion de la biomasa sélida de sargazo en formaldehido (a) y &cido clorhidrico (b).
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Al término de la hidratacion, se filtro al vacio y el residuo se lavd con agua destilada.
Posteriormente se realizé una extraccion en medio acido con HCI 0.2 M Y/, ver Figura
3.5 (B) durante una noche a temperatura ambiente para la eliminacién de sales
presentes en la biomasa sélida, este tratamiento acido es esencial para convertir las
sales del alginato de calcio y otros iones como: Sodio (Na*) y Potasio (K*) en un &cido
alginico insoluble (Hernandez et al., 2012) por lo tanto para obtener una extraccion
eficiente primero se trata la biomasa soélida de sargazo con &cido mineral diluido antes

de usar el alcali (McHugh, 1987) ver Ecuacion 3.1 - 3.2.

Ca(Alg), + 2H* - 2HAlg + Ca™™ 3.1
HAlg + Na* - NaAlg + H* 3.2

Ademas, el acido clorhidrico elimina los compuestos fendlicos solubles en el acido
mineral, la importancia de eliminar estos fenoles radica en que se previene la
formacion de productos de oxidacidn-polimerizacion de color marrén y perdida de
viscosidad durante la extraccion alcalina (McHugh, 1987). Transcurrido el tiempo se

filtré al vacio y se lavo el residuo con agua destilada.

Para la extraccion alcalina se realiz6 empleando una solucion de Na2COs al 2% p/v
durante 5 horas a 60°C con el unico fin de convertir el alginato en su forma soluble y
pueda separarse de la biomasa sélida de sargazo mediante filtracion. Una vez
finalizado el tiempo se filtré al vacio y la FL obtenida se precipito con etanol al 96 %
Figura 3.6 (A).

Figura 3.6 Fraccion liquida del alginato de sodio en su forma soluble (a) y Alginato de sodio (b).
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El precipitado obtenido se lavé dos veces con acetona para eliminar impurezas.
Después se volvié a precipitar con etanol y se sec6 a temperatura ambiente Figura 3.6
(B). En la tabla 3.3 se resume los parametros y el rendimiento obtenido para cada

especie de biomasa solida de sargazo.

Tabla 3.3 Parametros de experimentacion y rendimientos del alginato

S. natans | 24 24 5 60 27.45 + 0.96
S. natans VIII 24 24 60 22.76 +1.17
S. fluitans lI 24 24 60 22.79 +0.01

El residuo que queda después de los tratamientos de extraccion se lavé con agua se
caracterizo fisicoquimicamente (Tabla 3.4), y se almaceno para su posterior uso como
sustrato en la DA. En la tabla 3.3 se observa que la especie con mayor recuperacion
de alginato de sodio es la especie S. natans | con un 27 % en p/p en comparacion con
las otras especies. De acuerdo con Fertah et al., 2017 la temperatura puede ser un
pardmetro importante que puede afectar el rendimiento durante el proceso de
extraccién ya que en este caso una temperatura de 60 °C, asi como el tamafio de
particula de ~2 mm fueron condiciones apropiadas para obtener rendimientos éptimos
de extraccion.

Tabla 3.4 Caracterizacion fisicoquimica de los residuos de extraccion del alginato

S. natans | 26.7236 +2.30 | 50.1725+1.32 | 73.2764 + 2.30 | 13.3356 + 1.51
S. natans VIII | 10.0414 +0.18 | 62.8419 + 1.16 | 89.9586 + 0.18 | 3.7311 +0.13
S. fluitans Il | 10.7425 = 0.58 | 48.2120 £ 0.42 | 89.2575 + 0.58 | 5.5622 + 0.27
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3.4.1. Extraccién de alginato de sodio por ultrasonido

Para un proceso de extraccibn mas ecoldgico y eficiente que minimice el uso de
reactivos quimicos como el proceso de extraccién por ultrasonido, permite que este
método reduzca los tiempos de extraccibn mayor a 4 veces que el método
convencional sin afectar la estructura quimica del alginato. La frecuencia de
ultrasonido puede influir en las propiedades del alginato permitiendo una Optima
formacion del gel por la interaccion hidrofébica y la actividad interfacial (Flérez-
Fernandez et al., 2019). Sin embargo, hay pocos estudios sobre el uso del método de
extraccion por ultrasonido para compuestos de recursos marinos (Youssouf et al.,
2017). Se emple6 el método propuesto por Flérez-Fernandez et al., 2019 con algunas
modificaciones. La biomasa sdlida de sargazo se recolecto en playa delfines (latitud
21°3’43.286” N longitud 86°46°'45.179” O) de la ciudad de Cancun perteneciente al
municipio de Benito Juarez, México. La biomasa soélida de sargazo se desalinizo con
agua potable y se clasifico por especie (S. natans I, S. natans VIl y S. fluitans 1lI)
posteriormente se trituraron en una procesadora de alimentos marca Oster modelo
BLSTXPN7003 (Xpert Series™ Oster, China) con una potencia de 2 HP con cuchillas
quirtrgicas para reducir el tamafio de la muestra aproximadamente de 1 a 2 mm
durante 20-30 segundos con una dilucién 1:1 con agua destilada, después se secaron
en una estufa de secado marca Riossa a 60°C hasta peso constante. La composicion

proximal en base seca se reporta en la Tabla 3.1.

Las especies de la biomasa sélida de sargazo se pesaron y se remojaron en agua
destilada en una proporcion 20:1 liquido-solido. Para la extraccion se utilizé un
limpiador ultrasénico 180/400W (Vevor®) a una temperatura de 25 °C a diferentes
intervalos de tiempo 5-30 minutos ver Figura 3.7. A, la muestra en suspensién fue
centrifugada por 10 minutos a 4500 rpm en una centrifuga marca HERMLE Z 323,
donde se separ6 la fraccion liquida de la sélida. La fraccion liguida se almaceno a 4
°C por 24 horas, posteriormente se separo el agua de la fraccion de alginato ver Figura
3.7 B.
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Figura 3.7 Bafio ultrasénico empleado para la extraccion (a) y fraccion liquida (agua) después de 24
horas de refrigeracion (b).

A la fraccion de alginato de calcio se le agreg6 el jugo de limén como sustituto del
acido mineral (usualmente acido clorhidrico o acido sulfarico) como parte de un
proceso ecologico. El acido citrico del limon actia como un acido suave y ademas
como agente quelante de metales propiciando el intercambio i6nico para la conversion
del alginato a &cido alginico insoluble (Fawzy et al., 2017), este es el primer paso del
proceso de extraccion, la eliminacion de los contraiones mediante un intercambio
cationico. Los alginatos son producidos principalmente en las algas pardas en la matriz
intracelular en forma de gel, la cual contiene iones de Na*, Ca*, Mg*, Sr* y Ba*, de eta
manera la composicion de los contraiones estd determinada por el equilibrio de
intercambio iGnico con el agua de mar (Pawar et al., 2012). Se ajusta el pH a 3.00 y se
deja reposar 60 minutos a temperatura ambiente, para convertir el alginato de calcio
en acido alginico, se agrega carbonato de sodio a la fraccién organica y de ser
necesario se puede calentar la solucién a 50 °C. Posteriormente para precipitar el
alginato se le agrego alcohol etilico al 95 % debido al alto contenido de agua del &cido
alginico. En la tabla 3.5 se resumen los parametros y el rendimiento obtenido para

cada especie de biomasa sélida de sargazo obtenido por ultrasonido.

En la Tabla 3.5 se observa que los rendimientos se van dando en aumento conforme
pasa el tiempo notdndose una tendencia casi lineal entre el tiempo de ultrasonido y el
rendimiento del alginato, debido a que la extraccion por ultrasonido se basa en el

fendmeno de cavitacion de burbujas generadas por las ondas del ultrasonido.
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Tabla 3.5 Rendimientos de alginato obtenidos mediante extraccién por ultrasonido.

5 5.91 % 10.35 % 10.20 %
10 11.27% 12.66 % 36.07 %
15 12.60 % 13.27 % 40.73 %
20 12.98 % 23.14 % 45.33 %
30 27.0% 23.78 % 53.17 %

En la Tabla 3.5 se observa que los rendimientos se van dando en aumento conforme
pasa el tiempo notandose una tendencia casi lineal entre el tiempo de ultrasonido y el
rendimiento del alginato, debido a que la extraccién por ultrasonido se basa en el
fendmeno de cavitacion de burbujas generadas por las ondas del ultrasonido. La
cavitacion genera turbulencias y colisiones entre las particulas a altas velocidades, asi
como perturbaciones en dichas particulas transformando las ondas de sonido en
energia mecanica en las interfaces liquido-solido facilitando la liberacion de los
componentes de la matriz sélida. EI método por ultrasonido mejora la extraccion de
compuestos de alto peso molecular de la biomasa sélida de sargazo, la mayor parte
de los polisacéridos se pueden liberar de las células rotas al inicio del proceso de
ultrasonido a una potencia adecuada (Fl6rez-Fernandez et al., 2017). De acuerdo con
Florez-Fernandez et al., 2019 para obtener polimeros de alginato de sodio se requieren

tiempos de ultrasonido de 30 minutos lo que favorece la extraccién.

3.5. Caracterizacién del alginato de sodio

3.5.1. Espectroscopia FT — IR

El espectro de FT-IR del producto obtenido de la especie S. natans |, se muestra en la
Figura 3.8 donde se observa una banda ancha a 3464.68 cm la cual es asignada a
las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H, la banda a 2925.34 cm'y 1617.20

cm?® se atribuye a las vibraciones de estiramiento C-H y vibraciones de estiramiento
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asimétrico O-C-O del carboxilato, respectivamente. A 1421.20 cm™! es asignado a la
vibracion de deformacion C-OH contribucion de la vibracion de estiramiento asimétrico
O-C-0 del grupo carboxilato. Las sefales de 1330.45 cm, 1093.83 cm™ y 1029.75
cm pueden ser atribuidas a la deformaciéon C-C-H y O-C-H, de las vibraciones de
estiramiento C-O de los anillos de piranosa. La sefial de 948.47 cm™ es indicativo de
la presencia del acido uranico de las vibraciones de estiramiento C-O (Fenoradosa et
al., 2010). de los residuos de acido uranico, y 903.99 cm a la deformacién del C*-H
de los residuos del acido B-manurénico. La banda de 849.37 cm™ parece ser
caracteristica de residuos de acido manurénico. La region anomérica (950-750 cm?)
es la mas discutida en los carbohidratos (Fertah et al., 2017, Fenoradosa et al., 2010,
Leal et al., 2008).
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Figura 3.8 Espectro FT-IR de alginato de sodio de S. natans I.
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En la tabla 3.6 se resumen las sefales caracteristicas e importantes de 3500 — 1600

cm?® para los alginatos de sodio de las tres especies de biomasa sélida de sargazo.

Tabla 3.6 Bandas caracteristicas del alginato de sodio en FT-IR.

Banda ancha a 3500.00 cm™! Vibraciones de estiramiento O — H.

Sefal débil a 2900.00 cm™? Vibraciones de estiramiento C — H.

Banda a 1600.00 cm™! Vibraciones de estiramiento asimétrico O — C - O.

Banda intensa a 1400.00 cm™? | Vibracion simétrica de estiramiento de C = O

El espectro de FT-IR del producto obtenido de la especie S. natans VIll, se muestra en
la Figura 3.9, donde se observa una banda ancha a 3455.01 cm™ la cual es asignada
a las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H, la banda 1630.10 cm? se
atribuye a las vibraciones de estiramiento C-H y vibraciones de estiramiento asimétrico
O-C-0 del carboxilato, respectivamente. A 1459.70 cm es asignado a la vibracion de
deformacion C-OH contribucion de la vibracion de estiramiento asimétrico O-C-O del
grupo carboxilato. Las sefiales de 1330.55 cm, 1092.59 cm™ y 1029.89 cm pueden
ser atribuidas a la deformaciéon C-C-H y O-C-H, de las vibraciones de estiramiento C-
O de los anillos de piranosa. La sefial de 948.95 cm es indicativo de la presencia del
acido uronico de las vibraciones de estiramiento C-O (Fenoradosa et al., 2010), de los
residuos de acido urénico, y 903.55 cm a la deformacién del C!-H de los residuos del
acido B-manurénico. La banda de 849.55 cm™ parece ser caracteristica de residuos
de acido manurénico. La regiéon anomérica (950-750 cm™) es la mas discutida en los
carbohidratos (Fertah et al., 2017, Fenoradosa et al., 2010, Leal et al., 2008).



Resultados y discusién

| |
; )\ e\ ik
J o !
- | = g s =
5 B (T g ]
Py | q
= l 8 |
2] -
8 - | R 8
I 3 N | | g
~ |13 3 <
g s 8
_ B g =
£ ™ g
@
€84 < | §
E b2
: x g §
& - =2}
= = 2 2
g =
@
g
|
R
o
w
@ | >
s
|
2
(=]
o
£
™
o
4
T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Figura 3.9 Espectro FT-IR de alginato de sodio de S. natans VIII.

En el espectro de FT-IR del producto obtenido de la especie S. fluitans Ill, se muestra
en la Figura 3.10, donde se observa una banda ancha a 3405.32 cm™ la cual es
asignada a las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H, la banda a 2980.29 cm-
1y 1616.56 cm™ se atribuye a las vibraciones de estiramiento C-H y vibraciones de
estiramiento asimétrico O-C-O del carboxilato, respectivamente. A 1448.99 cm es
asignado a la vibracion de deformacion C-OH contribucion de la vibracion de
estiramiento asimétrico O-C-O del grupo carboxilato. Las sefiales de 1124.63 cm™,
1091.42 cm™ y 1029.18 cm™ pueden ser atribuidas a la deformaciéon C-C-H y O-C-H,
de las vibraciones de estiramiento C-O de los anillos de piranosa. En este espectro no
se visualiza la sefial de 948.00 cm™ como en los otros espectros anteriores, donde
esta sefial es indicativa de la presencia del acido urénico de las vibraciones de

estiramiento C-O (Fenoradosa et al., 2010), de los residuos de acido uroénico.

63



Resultados y discusién
_______________________________________________________________________________________________________________________________|]

La sefial de 903.50 cm™ corresponde a la deformaciéon del C*-H de los residuos del
acido B-manurénico. La banda de 866.21 cm™ parece ser caracteristica de residuos
de acido manurénico. La region anomérica (950-750 cm™) es la mas discutida en los
carbohidratos (Fertah et al., 2017, Fenoradosa et al., 2010, Leal et al., 2008).
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Figura 3.10 Espectro FT-IR de alginato de sodio de S. fluitans III.

3.5.2. Resonancia Magnética Nuclear de 'H

La espectroscopia de RMN es una técnica eficiente para estudiar la composicion y
estructura de los alginatos (Abka-khajouei et al., 2022, Salomonsen et al., 2009),
aungue para cada especie la composicion y el rendimiento de estos polisacaridos
varian en funcion de la estacion, la edad y ubicacion geografica (Fawzy et al., 2017,

Sari-Chmayssem et al., 2016, Llanes et al., 1997).
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A nivel molecular los alginatos son monémeros lineales de acido 3-D-manurdénico (M)
y acido a-L-gulurénico (G) y pueden estar constituidos por bloques M, G y MG (Fertah
et al., 2014). Las soluciones de estos polimeros son muy viscosas para obtener buenos
espectros por lo que se requiere realizar una hidrolisis 4cida parcial o total (p. ej. HCI
0.5 N a 100 °C/ 1 h) de la cadena del alginato, la hidrdlisis altera significativamente,
por lo que es un proceso largo, laborioso y necesario para reducir dicho parametro
(Salomonsen et al., 2009, Llanes et al., 1997). Una temperatura adecuada para realizar
el analisis de RMN 1H puede registrar una buena resolucion en la region espectral de
campo bajo de los protones anoméricos (Fertah et al., 2014). En la Figura 3.11 se
observa el espectro de RMN de H del alginato de sodio de la biomasa de S. natans |
en el cual se puede observar sefiales que conforman los grupos de las cadenas My G

similares a lo que reporta Jiménez — Contreras (2020).

1 L 230
| -11U 10
I &
R | ~100 210
‘ ‘ %0 -200
l .m 199
| | B
| -170
|l | i
| ‘ | -160
[ ( | 0
| \ -150
T B 140
[ ¥ -3
| il -130
| |
‘ "‘._"“ f | ‘ ‘ -20 120
[ Vi "
» AT AR I\ Al 10 Lo
| L LY LAl /!
' ( " A, | ‘ A\ N 0 -100
-10 -0
.................................. 2
4% 458 486 484 4.82 4.&) 478 476 474 472 470 4.68 4\% 464 4582 480 458 4\56 4.54 42 4.3 o
(ppm)
-€0
2
-40
™ .
r. J" \\N_'I/"\ ol
| 2
J Pl \\\MWA\
\ L
\‘ ,M A ; /-v/ ~.\ 10
W '*’1\'\\,\»\. o “W""rr".—.'-v"""’w i 0
W
\M‘M“‘"'Nww».\ MJ 10
> A e Wt st Dy gt A e
20
P ———— T e p—]
9 4.8 47 46 45 44 43 42 41 40 fi( 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30
om)

Figura 3.11 Espectro de RMN 'H de S. natans .
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Estos espectros de RMN H de los polisacaridos pueden dividirse en dos regiones
donde pueden observarse las resonancias correspondientes de los protones de los
anillos de azucar de 3.2 a 4.4 ppm y la de los protones anoméricos de 4.4 a 5.6 ppm
(Gonzales et al., 2015). En 4.80 ppm se observa la sefial del protébn anomérico del

acido gulurénico, en 4.75 ppm el protén H-5 del &cido gulurénico y en 4.60 ppm el
protén anomérico del acido manuronico.

En la Figura 3.12 se observa el espectro de RMN de *H del alginato de sodio de la
biomasa de S. natans VIl en comparacion con el espectro de la biomasa de S. natans
| se observa en 4.90 ppm la sefal del proton anomérico del acido gulurénico, en 4.76

ppm el protén H-5 del 4cido gulurdnico y en 4.65 ppm el protbn anomérico del acido
manuronico.
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Figura 3.12 Espectro de RMN *H de S. natans VIII.
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En la Figura 3.13 se observan las sefiales de la biomasa de S. fluitans 11l en 4.82 ppm
se observa la sefial del protén anomérico del acido gulurénico, en 4.77 ppm el proton
H-5 del &cido gulurénico y en 4.67 ppm muy débilmente el protdn anomérico del acido
manurdnico. Estas sefiales son aproximadamente semejantes a las reportadas por
Salomonsen et al., 2009 indica que una sefial a 5.07 ppm correspondiente al proton
anomerico del acido guluroénico, otra a 4.70 ppm que corresponde al protbn anomérico
del &cido manuronico y al H-5 del acido gulurénico adyacente al acido manurénico y a

4.46 ppm al proton H-5 del &cido gulurénico adyacente al acido gulurdnico.
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Figura 3.13 Espectro de RMN *H de S. fluitans IIl.
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3.5.3. lonizacion - desorcion asistida por matriz con tiempo de vuelo
(MALDI - TOF)

El uso de la espectrometria de masas (MS) radica en proporcionar una alta
especificidad al momento de determinar el peso molecular en los atomos o moléculas
de la muestra que son separados en relacién a su masa/ carga (m/z), por lo que esta
técnica permite la deteccion de biopolimeros y macromoléculas (Hung et al., 2012).
La estructura del polimero del Alg-Na consta de una barrera alrededor de los grupos
funcionales COO" en donde los bloques G (4cido gulurénico) forman estructuras
plegadas y rigidas. Los alginatos se encuentran como sales de Na*, K* oNH;, y el PM
del alginato suele ser ~60.000 a 700.000 Da, dependiendo de su uso y aplicacion
(Abka-khajouei et al., 2022), p. ej. Aceites/grasas, saborizantes, células prebidticas,

polifenoles, vitaminas, antioxidantes, etc. (Hung — Ching et al., 2017).
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Figura 3.14 Espectro de MALDI — TOF del alginato de sodio de S. natans I.
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Sin embargo, el uso de la espectrometria de MALDI-TOF se empleé como una
alternativa para la caracterizacion del Alg-Na extraido en esta presente investigacion.
En las Figura 3.14 — 3.16 se muestran los espectros de las muestras de alginato
extraidos de las biomasas de S. natans I, S. natans VIII y S. fluitans 1l

respectivamente.
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Figura 3.15 Espectro de MALDI — TOF del alginato de sodio de S. natans VIII.

Por lo tanto, se recomienda que antes de su caracterizacion y andlisis las muestras de
Alg — Na sean sometidas a pretratamiento antes de su deteccion para hacer

comparacion entre muestras hidrolizadas totalmente o parcialmente.
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Figura 3.16 Espectro de MALDI — TOF del alginato de sodio de S. fluitans I1I.

3.6. Caracterizacion fisicoquimica del in6culo

El indculo se recolecto de un reactor de lecho fijo (RLF) que opera a escala piloto y a
temperatura ambiente, utilizado para procesar residuos sélidos organicos municipales
(RSOM). El RLF se encuentra en la planta piloto del Instituto Tecnolégico de Orizaba.
El inéculo fue recolectado e incubado por 15 dias a 35 — 40 °C, alimentandolo con
residuos solidos de frutas y verduras seleccionados, para aclimatar los
microorganismos presentes y poder asegurar la produccion de biogas (CH4y COz2). En
la Tabla 3.7 se resumen los parametros y resultados obtenidos durante la

caracterizacion de dicho in6culo.
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Tabla 3.7 Caracterizacion fisicoquimica del inéculo de RSOM.

pH - 7.02 +0.01
ST % 3.8860 + 0.08
Y % 2.6538 + 0.07

DQOT glL 7412 £1.23

DQOs g/L 48.9 + 1.27

3.7.Analisis elemental organico de la biomasa s6lida de sargazo

El analisis elemental organico en la fraccion sélida de sargazo (Tabla 3.8) muestra que
la relacion C: N en la especie S. natans | es menor (8.83) comparandolo con otros
autores como Salgado — Hernandez et al., 2022 donde reporta (18.6) en especies
mixtas de sargassum. Otro autor como Milledge et al., 2020 reporta relaciones C: N en
la especie de S. natans | (22.14), S. natans VIII (17.40) y S. fluitans 11l (18.62) que son

mucho mayores a los encontrados en la presente investigacion.

Tabla 3.8 Composicion elemental de la biomasa sélida de sargazo.

RN

|

C (%): 36.58 36.20 30.21
H (%): 4.85 5.03 3.82
O (%): 38.45 35.77 43.72
N (%): 4.14 4.20 3.78
S (%): 1.08 3.78 0.91
Relacion C: N 8.83 8.62 7.99
Férmula empirica C3.04H4.8102.40No.21 | C3.01H4.9902.23No.29 | C251H3.7802.73No.26

Estos bajos valores pueden representar complicaciones en la DA donde se

recomiendan que la relacidon optima debe encontrarse en el rango de 20 — 30:1
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(Salgado — Arreguin, 2022), por lo que se propone que una co-digestiébn con otros
sustratos puede compensar los bajos indices de C: N y ayudar a la reduccion la alta

concentracion de sales presentes en la biomasa (Amador-Castro et al., 2021).

3.8.Evaluacion de la actividad metanogénica especifica (AME)

3.8.1. Biomasa solida de sargazo

La DA es un proceso en el cual los microorganismos, en ausencia de oxigeno,
promueve la degradacion de compuestos organicos como: carbohidratos, proteinas y
lipidos, en productos mas simples como el metano y diéxido de carbono. La AME es
un método que sirve para determinar la capacidad de asimilacién de las bacterias
metanogénicas para producir biogas (Torres et al., 2010). En la Figura 3. 17a se
observa la generacion de biogas producido en las muestras de S. natans I, S. natans
VIIl'y S. fluitans Il que fue de 1152 + 5.05 mL, 830 + 4.64 mL y 1090 + 7.0 mL de

biogas/gSV respectivamente.

a) b)
Produccion de biogas Rendimiento de biogas
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£ 1800 S. fuitans 1l [} 6% Bl 2%
< 1600
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800 178 485 N o
600 S. natans | 81% 19%

867 936
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Sacarosa | .59!‘ %

Volumen de
-
o
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Sacarosa S natans | S. natans VIl S. fluitans Il
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METANO - CO2 sMETANO =CO2
VIETA 02

Figura 3.17 Volumen de biogas generado por la fraccidn sélida de sargazo (a) y porcentaje de la

composicion del biogéas (b).

La baja produccion de metano en la especie S. fluitans 11l se puede deber a la gran
acumulacion de sales minerales presentes (Ca, Na, Ky Mg), el bajo indice de relacion
C: N (7.99), asi como el contenido de -carbohidratos que pueden afectar
significativamente la estabilidad y el rendimiento en la DA (Laig Ur Rehman et al.,

2019), el color verde representa el volumen tedrico de CHs y en color verde representa
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el volumen tedrico de CHa4 y en color gris el volumen de CO2, en la Figura 3.17b se
observa la composicion del biogas obtenido con cada biomasa de sargazo en términos
de porcentaje de metano y diéxido de carbono siendo similares S. natans | y S. natans
VIII entre 79 — 81 % * 2 %. asumiendo una conversion total estequiométrica de la

materia organica en metano y diéxido de carbono.

Gran parte de las algas son considerados sustratos potenciales para la DA, por lo
tanto, los rendimientos de CH4 en la DA varia entre las especies de biomasa solida de
sargazo, asi como la localizacién y composicion quimica estacional de la biomasa
(Milledge et al., 2020). Durante la DA la composicion del sustrato es importante para
los microorganismos durante la estabilidad del proceso y produccidon de biogas,
durante la descomposicion de la materia organica en este bioproceso, la relacion C: N
se considera de suma importancia ya que se ha demostrado que la eficiencia del
rendimiento de esta mejora utilizando proporciones adecuadas (Adunkele et al., 2015).
Debido a que los microorganismos utilizan el carbono como energia y al nitrdgeno para
sintesis de proteinas, por lo que se han reportado que la relacion C: N Optima es entre
20 — 30: 1 (Salgado — Arreguin, 2022).

La presencia de diversos compuestos recalcitrantes como sulfatos (S0Z™), cloruro de
sodio (NaCl) y metales pesados pueden acumularse en concentraciones significativas
y actuar como inhibidores de la DA (Lopez — Aguilar et al., 2020), otros factores como
el contenido de proteina, grasa, fibra y carbohidratos son factores que influyen en los
rendimientos de biogas. Los microorganismos que llevan a cabo las reacciones de
degradacion en las 4 etapas de la DA difieren mucho en cuanto fisiologia, necesidad
nutricional, cinética de crecimiento, por lo que mantener un equilibrio entre los
microorganismos formadores de acido y los microorganismos formadores de metano,
conduce a una inestabilidad del reactor y como efecto negativo a un bajo rendimiento
de metano (Adunkele et al., 2015).

3.8.2. Residuo solido de sargazo

Pocos han sido los estudios acerca de la produccion de biogas empleando los residuos
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de la biomasa de algas a nivel laboratorio y planta piloto. En el caso del residuo sélido
de la biomasa de sargazo posterior a la extraccion de compuestos de valor agregado
(alginato) se sometio a proceso de DA, observando en la Figura 3.18 que hubo
produccion de biogas obteniendo en el residuo de S. natans | (670 £ 10.0 mL de
biogas/gSV), seguido del residuo de S. natans VIII (650 + 12.0 mL de biogas/gSV) y
por ultimo del residuo de S. fluitans 11l (450 £ 15.0 mL de biogas/gSV) esto demuestra
gue la recalcitrancia de las paredes celulares de las macroalgas es un obstaculo para
el ataque bacteriano para la degradacién de la biomasa durante la DA. Sin embargo,
el uso de residuos de la biomasa posterior a los procesos de extraccion puede ser
eficaces durante la conversion de biogas debido al pretratamiento al que fueron

previamente sometidas.

Produccién de biogas

1750

2 1400
= TP
8 1200
£ 1000
@ oo
80D 670
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g 600 450
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(=]
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Sacarosa R._natans | R.natans VIl R. fluitans Il
Sustratos

Figura 3.18 Volumen de biogas generado por los residuos de la biomasa de sargazo.

También se puede observar en la Tabla 3.9 que después del proceso de DA hay una
reduccion de ST y SV en comparacion de la concentracién inicial, los cuales pueden
provenir de oligoelementos presentes en el residuo y que fueron aprovechados por los
microorganismos en la DA, también se observdo un aumento en el porcentaje de

humedad el cual pudo deberse al indculo.
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Tabla 3.9 Caracterizacion fisicoquimica del digestato después de la DA.

S. natans | 5.6506 + 0.27 | 2.3288 £0.19 | 94.3494 + 0.27 | 5.6628 + 0.25
S.natans VIII | 4.4792 +0.13 | 0.2511 +0.03 | 95.5208 + 0.13 | 4.5369 + 0.13
S. fluitans 111 5.7268 £ 0.21 | 2.5159+0.52 | 94.2732+0.21 | 5.6811 + 0.23

Osman et al., 2019 investigaron mediante DA la produccion de biogas utilizando como
sustrato los residuos industriales de la macroalga L. Japdnica posterior a la extraccion
de alginato obteniendo un volumen acumulativo de metano de 182 NmL/gSV. Borbot
et al., 2015 también empleé el residuo de la macroalga L. Japénica, procedente de la
industria en ensayos continuos y discontinuos a nivel laboratorio logrando obtener un
volumen de metano de 174 CH4 mL/gSV. Jiménez — Contreras (2020) utiliz6 el residuo
de sargassum spp posterior a la extraccidon de alginato mediante un tratamiento acido
— alcalino, como sustrato para la DA obteniendo un volumen de metano de 23.73 CH4
mL/gSV.

Al emplear pretratamientos quimicos en la biomasa puede modificar la estructura
facilitando la biodegradabilidad de esta, p. e]. el uso de alcalis en la biomasa esta
experimentara solvatacion y saponificacion ayudando a degradar los componentes de
celulosa y lignina aumentando la concentracion de hidratos de carbono disponibles
para la DA, en el caso de pretratamientos con acidos acelerara la despolimerizacion

de la hemicelulosa en la biomasa (Chikani et al., 2022).

El reutilizar los residuos de la biomasa para generar biogas por medio de la DA puede
ofrecer una alternativa ecoldgica con el medio ambiente para una materia prima de
facil obtencién (Osman et al., 2019) y reducir la dependencia de los combustibles
fosiles derivados del petroleo (Akbarian et al., 2022) favoreciendo la formacién de una

economia circular.
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CONCLUSIONES

Los pretratamientos mecanicos utilizados beneficiaron la estructura fisica de la
biomasa en esta investigacion, el lavado con agua potable ayudo a eliminar impurezas
presentes como por ejemplo, plastico y arena, ademas ayudo a eliminar sales que a
una concentracion mayor pudo afectar o inhibir la produccion de biogas y la
caracterizacion fisicoquimica, ademas la reduccion del tamafio de sargazo permitié la
facil manipulacién de la biomasa para poder aumentar la relaciéon superficie — volumen
durante la experimentacion, ademas de facilitar la combinacion de otro pretratamiento
(p.€j. quimico) en la biomasa, el tamafio de particula (1 — 2 mm) ayudo a aumentar la

hidrdlisis de carbohidratos presentes en la biomasa durante la DA.

La biomasa de sargazo fue evaluada por sus caracteristicas y propiedades como
fuente potencial de alginato. Con el tratamiento quimico se obtuvieron rendimientos
entre el 22 y 27 % en peso seco a una temperatura de 60 °C durante 4 horas, por su
parte la extraccion con ultrasonido se redujo el tiempo y el uso de reactivos
minimizando la generacion de residuos. Se observo que los rendimientos en las
biomasas S. natans | y VIII fueron iguales que en la extraccion quimica, sin embargo,
en la biomasa S. fluitans Il se obtuvo el doble de rendimiento (53.17 %) esto
probablemente se debié a que las ondas de sonido transformadas en energia
mecanica facilito la liberacion de los componentes de la matriz y el tamafio de particula
de ~1 mm. Estos rendimientos de alginato obtenidos son semejantes a otras biomasas

de algas reportadas en bibliografia.

Se observo en la DA que el método de Torres et al., permitid cuantificar la maxima
capacidad de produccion de metano por los microorganismos anaerobios en la fraccion
sélida de la biomasa de sargazo, los rendimientos obtenidos fueron de 1152 + 5.05 mL
(S. natans 1), 830 + 4.64 mL (S. natans VIII) y 1090 £ 7.0 mL (S. fluitans III) de
biogas/gSV, el porcentaje de relacion de CHas oscilo entre 56 a 81 % y de CO2de 19 a
44 % lo cual es semejante a lo reportado en bibliografia. En el residuo de la biomasa

posterior al pretratamiento (quimico) se obtuvieron rendimientos en
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S. natans | de 670 + 10.0 mL, S. natans VIII 650 + 12.0 mL y S. fluitans 111 450 + 15.0
mL de biogas/gSV respectivamente, queda analizar el digestato para poder darle un

uso como fertilizante o sustrato a las plantas.

En los espectros de FT-IR se observaron las sefales caracteristicas del alginato
principalmente a 3405.32 — 3455 cm correspondientes a los enlaces OH, a 2925.34
—2980.29 cm se observoé sefales muy débiles en los tres espectros la cual pertenece
a los enlaces CH, a 1616.56 — 1630.10 cm™ los enlaces carboxilato y entre 1421.20 —
1459.70 cm™ los enlaces carbonilo. En el andlisis de RMN se apreciaron las sefiales
en las regiones de los protones hidroxilo (-OH) a 4.60 — 4.67 ppm el protdbn anomerico
del acido manuronico y de los protones anoméricos entre 4.80 — 4.82 ppm y 4.75 —
4.77 ppm. En los espectros de MALDI-TOF se observo que el P.M. del polisacarido fue
mayor a 200,000 m/z, en estos espectros de MALDI y RMN no se pueden apreciar
bien la distribucion de los bloques M y G debido a que el polimero no esta
despolimerizado y dificulta su distribucién por lo que se puede concluir que esta
conformado por alrededor de 925 a 930 bloques.
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RECOMENDACIONES

La biomasa solida de sargazo no esta exenta de limitaciones, muchas propuestas,
aplicaciones y analisis se centran en otras especies del genero sargassum, por lo que
se deberia continuar haciendo investigaciones a nivel laboratorio y planta piloto para
proponer una alternativa a las especies S. natans y S. fluitans debido a su escasa
bibliografia y que han causado afectaciones en los arrecifes, a especies marinas y

principalmente al turismo en el litoral adyacente al caribe mexicano.

Durante la DA la hidrdlisis se considera una etapa limitante ya que en ella se produce
la degradacion de varios compuestos en azucares simples y ademas depende de
varios factores. La biomasa de sargazo posee una estructura compleja dificil de
degradar, por lo que se recomienda realizar un pretratamiento previo con el Unico
proposito de aumentar la biodisponibilidad de sustrato en la DA y aumentar la eficiencia
en comparacién con la biomasa no tratada, por lo que se sugiere emplear otros
pretratamientos no empleados en esta investigacion como los térmicos, biol6gicos,

microondas, etcétera.

Se recomienda que después del proceso de obtenciébn de compuestos de valor
agregado como el alginato, es necesario realizar una hidrolisis acida parcial o total
para despolimerizar el compuesto y asi obtener buenos espectros de RMN y MS para
su féacil caracterizacién y distribucién de los monémeros. También se recomienda
realizar un disefio de experimentos cuando se requiera el analisis de RMN donde la

temperatura sea la variable independiente, ya que esta puede influir en el resultado.
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