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Resumen

Para la extraccién del agar de Gracilaria domingensis, el alga fue dividida en dos partes, a una parte se le aplico tra-
tamiento alcalino con NaOH, mientras que a la otra se le aplicd tratamiento de oscuridad-salinidad. La evaluacion de
la temperatura de gelificacion, temperatura de fusidn y fuerza de gel de los agares extraidos mediante tratamiento al-
calino indican que son de mejor calidad que los extraidos con tratamiento de oscuridad-salinidad. EI andlisis estadis-
tico muestra que con tratamiento alcalino la concentracion de 0,04 M de NaOH fue la que reportd el mayor rendi-
miento, mientras que a 0,06 M se extrajo el de mejor calidad.
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Abstract

Effect of the alcalino and dark-salinity treatments in agar of Gracilaria domingensis. For the extraction of
Gracilaria domingensis agar, the alga was divided into two parts, a specific alkaline treatment with NaOH, while the
other was applied a dark-salinity treatment. The evaluation of the gelation point, melting point and gel strength of the
agar extracted by alkaline treatment indicates that they are of better quality than those extracted with dark-salinity
treatment. Statistical analysis shows that with alkaline treatment the concentration of 0.04 M NaOH was the one that

reported the highest yield, while the best quality was extracted at 0.06 M NaOH.
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Introduccién

El agar es una mezcla de polisacéridos, la agarosa que es el
polisacarido con propiedades gelificantes y posee una estruc-
tura alternante de 3,6 anhidro-L-galactosa (3,6-AG) y D-
galactosa, y la agaropectina que es un polisacarido sulfatado
con baja fuerza de gel'?. Las unidades repetitivas pueden estar
sustituidas en mayor o menor grado por grupos sulfatos, meti-
los y piruvatos’, los grupos sustituyentes interfieren en la for-
macion de la estructura en hélice durante el proceso de gelifi-
cacion, por ejemplo agares con un alto contenido de grupos
sulfato estan asociados con geles de poca dureza®, la cantidad
y localizacion de estos grupos sustituyentes en la molécula,
ademés de factores medioambientales y diferentes procedi-
mientos de extraccion, pueden influir en la calidad del agar
obtenido™*. El rendimiento y las propiedades fisicas del agar
son funcion de la fuente del agarofito, los factores ambientales
y fisiologicos, asi como los procedimientos de extraccion y

recuperacion®. La calidad del agar se refleja en sus caracteris-
ticas fisicas, por ejemplo, sinéresis de gel, temperaturas de
fusion y gelificacion y fuerza de gel, este Gltimo es el principal
indicador de la calidad del agar®.

El agar se extrae de las paredes de las algas Rhodophyta de los
géneros Gelidium, Gracilaria, Pterocladia, Gelidiella y Ahn-
feltia"®, siendo Gelidium y Gracilaria los géneros que consti-
tuyen la mayor parte de la materia prima utilizada para la
extraccion de agar®. Gelidium es el género de preferencia en la
extraccion de agar, esto debido a la facilidad en el proceso de
extraccion™®, pero las poblaciones naturales de este género han
disminuido debido a gque es un alga pequefia, posee una tasa
de crecimiento baja y los intentos de cultivo no han demostra-
do ser comercialmente viables, en contra parte las especies de
Gracilaria son algas mas grandes y se han cultivado con éxi-
to™, estas son grupo de algas de aguas tanto frias como tem-
pladas®, segun la FAO hay més de ciento cincuenta especies
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en el mundo, algunas de las cuales tienen un valor econémico
muy importante™. El uso industrial que se le da a las especies
del género Gracilaria, es principalmente como materia prima
para la produccion de agar®™, por lo que ahora son la princi-
pal fuente (alrededor del 65 por ciento) de agar™.

Especies del género Gracilaria producen agares débiles debi-
do a que contienen grandes cantidades de sulfatos en compa-
racion con agares obtenidos de especies de Gelidium’, es por
ello que a través de los afios se han realizado diversos estudios
con la finalidad de disminuir la gran cantidad de grupos sulfa-
tos que contienen los agares de este género®. Una manera de
solucionar la alta concentracién de grupos sulfatos y la baja
cantidad de agarosa del agar de especies de Gracilaria es por
medio de un tratamiento alcalino con hidréxido de sodio. El
tratamiento de especies de Gracilaria con NaOH reduce el
alto contenido de sulfatos en el agar de estas especies, al con-
vertir la L-galactosa-6-sulfato en 3-6 anhidro-L-galacto-
sa"**% como consecuencia de este tratamiento se ha obser-
vado la reduccion del rendimiento en el agar y un incremento
en la fuerza de gel, asi como aumento de su temperatura de
gelificacion y fusion®*®. Debido a que las diferentes especies
de Gracilaria poseen agar con diferentes concentraciones de
sulfatos, el rendimiento y las caracteristicas del agar de una
especie en particular dependeran de la concentracion de alcali
utilizado’.

Existe otro método alternativo para inducir la conversion del
sulfato inestable a 3,6-AG para incrementar el rendimiento del
agar, este método involucra el manejo de algunos procesos
enzimaticos en el alga, a través de un tratamiento bajo condi-
ciones de hiper e hiposalinidad y de oscuridad. Bajo estas
condiciones se produce la activacion de enzimas sulfohidrola-
sas y sulfotransferasas que provocan la desulfatacion de la
molécula aumentando los niveles de 3,6-AG y por lo tanto, la
fuerza del agar'”*. Ekman et al. sugieren que el carbono re-
sultante de la degradacién del almidén florideano y del flo-
rodosido durante estas condiciones de oscuridad y choque
osmético puede movilizarse hacia la sintesis de agar'’.

Se ha reportado varios estudios de extraccion de agar en G.
domingensis, Lahaye et al., extrajeron agar con etanol y agua
caliente, y empleando espectroscopia de I3C-NMR determina-
ron que una fraccion de agar estaba compuesta de 6-O-
metilado agarobiosa, 6-sulfato-agarobiosa, agarobiosa y una
unidad repetitiva con 4-O-metil-a-L-galactosa®™. Duckworth
et al., demostraron que la fuerza del gel del agar de G domin-
guensis, mejoré muy poco, de 14 a 22 g al aplicar tratamiento
alcalino®™. Durairatnam et al., evaluaron durante un afio la
influencia sobre el rendimiento y la fuerza de gel del agar de
G. domingensis, extraido con acido clorhidrico al 1%, blan-
queado Y tratado con una solucion alcalina al 1% con calcio,
los autores observaron que a pesar de mejorar el rendimiento
del agar este mostré baja fuerza de gel®. Valiente et al. em-
pleando espectroscopia RMN *H y *C, confirmaron que los
polisacaridos de G. domingensis pertenecen al grupo de agar
con un patrdn de sustitucion en C-6- de D-galactopiranosa con
residuos de grupos O-metil y éster sulfato®.

Paises como Argentina, Brasil, México y Venezuela ofrecen
las mejores perspectivas para el desarrollo de las industrias de
algas™™*. La naturaleza de la estructura quimica de los agares
de especies de Gracilaria permite que sean ampliamente usa-
dos como agente espesante y gelificante en la industria ali-
mentaria y en numerosas aplicaciones biotecnolégicas, médi-
cas y farmacéuticas*'%. Por lo que el propdsito de este estudio
fue observar el efecto que tienen los tratamientos de alcalini-
dad y oscuridad-salinidad sobre el rendimiento y las propie-
dades fisicoquimicas de agar de Gracilaria domingensis pre-
sente en las playas de la Peninsula de Paraguana, Venezuela.

Parte experimental
Area de estudio

La recoleccion de la especie G. domingensis (Kitzing) Sonder
ex Dickie 1874 se realizé en las costas de la Peninsula de
Paraguana, especificamente en Puerto Escondido (69°41°-
70°17° Oy 12°11° N). Rodriguez et al.Z sefialan que en dicha
zona intermareal predominan las especies del género Gracila-
ria, debido a las condiciones ambientales adecuadas para su
crecimiento, como es el movimiento moderado del agua. Las
algas fueron lavadas en agua de mar para eliminar sedimentos
y epifitas y fueron transportadas al laboratorio en bolsas de
polietileno. A su llegada se dividi6 en dos partes para aplicar-
les los respectivos tratamientos de extraccion.

Tratamiento alcalino

Para el tratamiento alcalino las algas fueron lavadas con agua
dulce, secadas sobre una superficie lisa expuestas al sol y
pesadas, luego se siguid la metodologia con modificaciones
descrita por Meena et al.”®, remojando 25 g de cada alga seca
en un 1 L de agua por 12 h, seguidamente se realizaron ex-
tracciones por triplicado a una temperatura de 90 °C por 2 h
empleando concentraciones de hidréxido de sodio entre 0,02 y
0,10 M. Bechara y Betancourt” trabajaron esta especie a con-
centraciones entre 0,10 y 1,0 M de NaOH, reportando el ma-
yor rendimiento a 0,10 M, por lo que recomendaron extraer el
agar a concentraciones inferiores a esta. Luego se filtraron las
soluciones con la ayuda de un trozo de tela, los extractos ob-
tenidos, se dejaron en reposo a temperatura ambiente hasta
que gelificaron, mientras que a los residuos se les aplicd una
segunda extraccién con 1 L de agua por 90 min por 1 h.
Transcurrido este tiempo las soluciones se filtraron, lo extrac-
tos se dejaron en reposo a temperatura ambiente hasta que
gelificaron. Después se congelaron a una temperatura menor
de 10 °C y se descongelaron para filtrarlos en frio. Una vez
descongeladas las muestras se procedié a filtrarlas con una
tela'y con la ayuda de una espatula se retiraron los agares, y se
llevaron a calentamiento con 250 mL de agua hasta ebullicién
por 15 min. Después se filtraron al vacio, secaron, pesaron y
se calcul6 el rendimiento.

Tratamiento de oscuridad-salinidad

Para el tratamiento de oscuridad-salinidad se sigui6 la meto-
dologia descrita por Freile et al."®, las algas de G. domingensis
fueron almacenadas en tobos plasticos pintados de negro, con
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aireacion y en oscuridad con soluciones al 50% de salinidad
por 4 dias, pasado estos, se les aplicd oscuridad en soluciones
al 25% de salinidad por 4 dias, al final de este tratamiento
fueron pesadas, lavadas con agua dulce, secadas sobre una
superficie lisa expuestas al sol y pesadas. Luego se remojaron
por separado 25 g de algas secas de cada especie en 1 L de
agua por 24 h. Transcurrido este tiempo las algas fueron su-
mergidas en 1 L de agua destilada a un pH de 6,3-6,4 y lleva-
das a ebullicion a una temperatura de 100-105 °C durante 1,5
h. Una vez culminada la extraccion se procedi6 a filtrar las
soluciones con la ayuda de una tela para separar los extractos
de los residuos y se dejaron en reposo a temperatura ambiente
hasta que gelificaron. A los residuos obtenidos de cada espe-
cie se les realiz6 una segunda extraccion con 500 mL de agua
por 30 min. Después de este paso se siguié la metodologia
descrita a partir de la segunda extraccion de agar del trata-
miento alcalino. Una vez pesados los agares se procedio a
calcular el rendimiento.

Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

El porcentaje de humedad se determind de acuerdo con el
protocolo de la Association of Official Agricultural (AOAC
14.004)%. Las temperaturas de gelificacion y fusién se deter-
minaron siguiendo la metodologia descrita por Freile-Pelegrin
y Robledo™, utilizando soluciones de agar al 1,5% (p/v).
Mientras que para la fuerza de gel se prepar6 una solucion de
agar al 1,5% (p/v) y se determiné utilizando un analizador de
textura (TA-TX Plus, Stable Micro Systems Ltd.) equipado
con un émbolo cilindrico de 10 mm de diametro, operado con
una velocidad de penetracion de 1 mm s ™. La fuerza del gel se
calculé y expres6 en g cm >, Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Analisis estadistico

Mediante el paquete estadistico STATPOINT TECHNOLO-
GIES. STARGRAPHICS Centurion XV1.0.2.1. 2012, prime-
ro se aplicé un disefio completamente al azar (ANOVA) de un
factor a los valores de rendimiento y de las propiedades fisicas
con tratamiento alcalino para demostrar que las concentracio-
nes de NaOH utilizadas en el tratamiento alcalino tuvieron un
efecto sobre el rendimiento y las propiedades fisicas del agar
extraido, seguido de la prueba LSD para demostrar cuales
concentraciones provocaron la diferencia. Luego mediante un
ANOVA de un factor se realizé una comparacion de los valo-
res de rendimiento y propiedades fisicas entre los mejores

resultados bajo tratamiento alcalino con respecto a los obteni-
dos en el tratamiento de oscuridad-salinidad. Por ultimo se
realizd una regresion polinomial para explicar el comporta-
miento de alguna de las tres propiedades fisicas.

Resultados y discusion

Los resultados de los rendimientos y propiedades fisicoquimi-
cas del agar empleando el tratamiento alcalino a concentracio-
nes de 0,02 y 0,10 NaOH vy el de oscuridad-salinidad, se
muestran en la tabla 1. Se encontrdé que con el tratamiento
alcalino el rendimiento oscil6 entre 6,8 y 13,2%, obteniéndose
el menor rendimiento a 0,10 M y el mayor a 0,04 M. A ex-
cepcion del agar obtenidos con 0,08 M de NaOH los rendi-
mientos obtenidos para todos los demas agares fueron supe-
riores a los requeridos por la industria (>8%)™. El rendimiento
obtenido a la concentracion de 0,04 M de NaOH (13,2%) fue
mayor que los reportados con el mismo tratamiento para G.
longissima (5,8%) y G. vermiculophylla (9%)%, similares a
los reportados para agares de G. gracilis (Turkey), G. chilen-
sis (Chile), G. tenuistipitata (China), G. edulis (Indonesia), G.
gracilis (Argentina) y G. gracilis (Brazil), con rendimientos
entre 13,37% y 39,5%; al agar de G. gracilis de Suréfrica
(20,1%)%, a los de G. crassissima (13,1%) y G. blodgettii
(26,2%)° y a los obtenidos de de G corticata (17,47%) y G
verrucosa de la costa de Kerala (23,77%)>. El rendimiento
con el tratamiento de oscuridad-salinidad fue de 4,8+0,1%,
esta disminucion puede ser atribuible a la alta salinidad de
exposicion, lo que conlleva a la pérdida de carbono por respi-
racion o degradacion, ocasionando una disminucion en la
cantidad de agar extraido®. Por otra parte, Wikibia et al.®
sefialan que los rendimientos obtenidos con este método de-
ben ser interpretados con cautela porque el método de extrac-
cion puede llevar a la inclusién de almidon florideano en el
agar.

Para el agar extraido de G. domingensis empleando el trata-
miento alcalino el contenido de humedad vari6 entre 12,8 y
16,7%, reportando el menor porcentaje de humedad a la con-
centracién de 0,10 M y el mayor a 0,04 M; mientras que el
porcentaje de humedad del agar del tratamiento de oscuridad-
salinidad fue de 12,6+0,1%. En general los valores obtenidos
de humedad indican altos contenidos de agua en el agar, sin
embargo, se consideran aceptables, ya que se encuentran por
debajo de lo establecido por la farmacopea de los Estados
Unidos (USP) estandares™.

Tabla 1. Rendimiento y propiedades fisicoquimicas del agar extraido empleando los tratamientos alcalino y de oscuridad-salinidad. Promedio

de tres repeticiones.

[NaOH] Rendimiento Humedad Temperaturade  Temperatura de Fuerza de gel
M) (%) (%) gelificacion (°C) fusion (°C) (g.cm?
0,02 9,8+0,5° 16,4+0,1 36,3+0,6 76,240,3% 69,1+1,3
0,04 13,240,1° 16,740,2 37,310,6 77,310,6° 90,8+1,3°
0,06 8,8+0,3° 15,30,2 38,7+0,6° 78,30,6° 137,0+1,4°
0,08 6,8+0,6° 15,4+0,2 35,0+0,0° 75,8+0,3%¢ 64,9+1,6°
0,10 8,6+0,6° 12,840,1 34,3+0,6° 75,340,3¢ 61,0+1,6°
Oscuridad-Salinidad 4,8+0,1" 12,640,1" 24.2+0,3" 58,2+0,3' 13,8+1,11

Las letras representan agrupamientos de acuerdo a la prueba LSD; medias con la misma letra no son significativamente distintas (o.= 0,05)
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En cuanto a la temperatura de gelificacion de los agares apli-
cando el tratamiento alcalino, vari6 entre 34,3 y 38,7 °C, mos-
trando la menor temperatura a la concentracién de 0,10 M,
observandose un maximo a la concentracion de 0,06 M, el
cual fue disminuyendo sustancialmente a medida que se dis-
minuyo la concentracion de NaOH, mientras que la tempera-
tura de gelificacion del agar del tratamiento de oscuridad-
salinidad fue de 24,2+0,3 °C. La diferencia en las temperatu-
ras de gelificacion observadas en los diferentes tratamientos se
atribuye al grado de metoxilacion de la agarobiosa que contie-
ne el agar, a una mayor metoxilacion en Cq corresponde una
mayor temperatura de gelificacion, mientras que la metoxila-
cion del resto de los carbonos reduce la temperatura de gelifi-
cacion”. Las temperaturas de gelificacion empleando trata-
miento alcalino se encuentran dentro del rango de 29 y 42 °C
que reportan la UNDP/FAQO para otras especies del genero
Gracilaria'?, lo que indica que puede formar geles firmes
antes de llegar a la temperatura ambiente, mientras que la
temperatura del agar mediante tratamiento de oscuridad-
salinidad se encuentra por debajo del rango reportado por
FAO. Segun Duckworth et al. la presencia de 6-0-metil-D-
galactosa afecta la temperatura de gelificacion™.

La temperatura de fusion de los agares empleando tratamiento
alcalino oscil6 entre 75,3 y 78,3 °C, reportando la menor tem-
peratura a la concentracion de 0,10 M y la mayor a 0,06 M,
también se observa que la temperatura de fusion incrementa a
medida que aumenta la concentracién NaOH hasta 0,06 M,
pero disminuye a valores mayores a 0,06 M. Para las concen-
traciones mayores de 0,06 M bajo tratamiento alcalino las
temperaturas de fusion se encuentra fuera del rango de 76 y 92
°C que reporta la UNDP/FAQ™ para temperaturas de fusion
de otras especies. La temperatura de fusion del agar mediante
tratamiento de oscuridad-salinidad fue de 58,2+0,3 °C, indi-
cando gue es un agar muy soluble ya que dicho valor se en-
cuentra muy por debajo de los limites establecidos.

La fuerza de gel de los agares empleando el tratamiento alca-
lino oscilé entre 61,0 y 137,0 g/cm? obteniendo la menor
fuerza de gel a la concentracion de 0,10 M y la mayor a 0,06
M, observandose que la fuerza incrementa a medida que se
aumenta la concentracién NaOH, hasta llegar a 0,06 M NaOH
pero decrece sustancialmente a partir de este valor; mientras
que para el agar obtenido aplicando el tratamiento de oscuri-
dad-salinidad la fuerza de gel fue de 13,8+£1,1 g/cmz. El au-
mento en la fuerza del gel después del tratamiento alcalino
esta relacionado con la presencia de un ester sulfato en el oxi-
geno del Cq de la unidad de la galactosa enlazada en Cy, y
estos residuos con este tipo de sustitucion son precursores de
3,6 A-G. De esta manera, la concentracion de 3,6-AG se in-
crementd con la aplicacion del tratamiento alcalino, este alto
contenido de 3,6-AG produce geles fuertes, mientras que los
geles de baja fuerza como el obtenido con el tratamiento de
oscuridad-salinidad (13,8+1,1 g/cm?) son asociados a altas
concentraciones de sulfatos y baja cantidad de 3,6-AG™". La
fuerza de gel de G. domingensis con tratamiento alcalino con

NaOH al 0,06 M se acerca a los valores reportados con trata-
miento para agares de G. longissima (280 g cm ™) y G. vermi-
culophylla (177,5 g cm?)® y de G corticata (116,77 g cm ) y
G verrucosa (276,53 g cm%)* pero es muy inferior a los re-
portados para agares de G. tikvahiae (309-485 g cm™®) y G.
blodgettii (1059-1293 g cm)*, de G. gracilis de Turquia
(335 g cm®)°, de G. cornea (974-1758 g cm )™, de G. graci-
lis de Surafrica (612 g cm%)®, de G. cornea (1020 g cm®) y
G. crassissima (1266 g cm %)*,

En el ANOVA de un factor realizado a los valores de rendi-
miento y de las propiedades fisicas obtenidos en el tratamiento
alcalino para G. domingensis, se observo que el valor-P calcu-
lado fue de 0,000 (tabla 2) lo que indica que las concentracio-
nes empleadas en dicho tratamiento tuvieron un efecto sobre
el rendimiento y las propiedades fisicas de los agares extrai-
dos.

Tabla 2. Valor-P del ANOVA del rendimiento y propiedades fisicas
de los agares obtenidos a diferentes concentraciones de NaOH.

Parametro Razén-F  Valor-P
Rendimiento 82,620 0,000
Temperatura de gelificacion 34,380 0,000
Temperatura de fusién 24,230 0,000
Fuerza de gel 1470,980 0,000

De igual forma en la prueba LSD se evidenci6é que para las
concentraciones 0,06 y 0,10 M no presentaron diferencias
significativas entre ellas con respecto al rendimiento. Respec-
to a los valores de temperatura de gelificacion se observa que
las medias que no reportaron diferencias significativas fueron
a 0,08 y 0,10 M, mientras que para la temperatura de fusion
las concentraciones 0,02 y 0,08 M y las concentraciones 0,08
y 0,10 M no presentaron diferencias significativas entre ellas.
Por su parte con respecto a la fuerza de gel todas las medias
tuvieron diferencias significativas (tabla 1).

En el ANOVA de un factor con los valores de rendimiento y
propiedades fisicas de la concentracion con tratamiento alcali-
no donde se obtuvieron los mejores resultados (0,06 M de
NaOH) y los obtenidos en el tratamiento de oscuridad-
salinidad, se observé que el valor-P calculado fue de 0,000
(tabla 3); lo que indica que la metodologias de extraccion
utilizadas si tuvieron un efecto sobre el rendimiento y las pro-
piedades fisicas de los agares extraidos.

Con los valores obtenidos de la fuerza de gel de los agares se
realizé una regresion polinomial (figura 1), esto debido a que

Tabla 3. Valor-P del ANOVA del rendimiento y propiedades fisicas
en la comparacion entre las metodologias de extraccion empleadas.

Pardmetro Razén-F  Valor-P
Rendimiento 385,350 0,000
Temperatura de gelificacion  1513,800 0,000
Temperatura de fusion 2928,200 0,000
Fuerza de gel 15495,310 0,000
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Fig. 1: Regresion polinomial de la fuerza de gel del agar

es la propiedad mas importante, ya que también tiene una
relacion directa con el contenido de 3,6-AG y entre mas alta
es la concentracion 3,6-AG, mayor sera la fuerza de gel'***%,
En dicha regresion se observo que los valores se ajustaron a
una ecuacion de grado 4 (Ec. 1) con R? igual a 0,9983 en el
rango de concentraciones estudiados.

FG = 544,217 — 48158,7[NaOH] + 1,5885 x 10°[NaOH]? —
2,0128 x 107[NaOH]3 + 8,5713 x 107[NaOH]* (Ec. 1)

Conclusiones

El rendimiento con el tratamiento alcalino fue mayor al obte-
nido en el tratamiento de oscuridad-salinidad. El agar extraido
empleando el tratamiento de alcalinidad fue el que reportd los
resultados aceptables de temperatura de gelificacién, tempera-
tura de fusion y fuerza de gel. Si se desea el mayor rendi-
miento de agar se debe realizar la extraccion a la concentra-
cion de 0,04 M de NaOH, mientras que si lo que se desea es
un agar de mejor calidad se debe emplear la concentracion de
0,06 M.

Se comprob6 que tanto la concentracion empleada en el tra-
tamiento alcalino, como la metodologia de extraccion utiliza-
das generaron diferencias significativas en el rendimiento y
las propiedades fisicas del agar extraido; y que los valores de
fuerza de gel se ajustaron a un polinomio de grado 4.

A pesar de que el agar obtenido mostrd baja fuerza de gel en
comparacion a otros agares, la calidad de los geles de agar en
la industria, suele ser evaluado en términos de sus aplicacio-
nes practicas.
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