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Glosario

Actividad enzimatica: La actividad expresa la cantidad de sustrato convertido por unidad de

tiempo, teniendo en cuenta el volumen de reaccion.

Bioproductos: Son aquellos productos que derivan total o parcialmente de materiales de origen

bioldgico, excluidos los materiales incrustados en formaciones geoldgicas y/o fosilizados.
Dictyota Dichotoma: Es un alga de la clase Phaeophyceae (alga parda).

Hidrolisis: Es una reaccion quimica entre una molécula de agua y otra macromolécula, en la cual
la molécula de agua se divide y rompe uno 0 mas enlaces quimicos y sus atomos pasan a formar

union de otra especie quimica.
Insoluble: Que no puede ser disuelto ni diluido.

Macroalga: La macroalga es un tipo de alga marina de tamafio macroscopico, multicelulares en
general y por lo tanto se diferencia de las microalgas, las cuales son de tamafio microscépico y son
unicelulares. Las macroalgas son muchas veces algas de tipo marrén o rojo que se encuentran entre

otros tipos de alga, como el alga verde.

pH: Es una medida de acidez o alcalinidad de una disolucion acuosa. ElI pH indica la

concentracion de iones de hidrogeno presentes en determinadas disoluciones.

Polihidroxialcanohatos: son poliésteres lineales producidos en la naturaleza por la accion de
las bacterias por fermentacion del azlcar o lipidos. Las bacterias los producen como mecanismo

de almacenamiento de carbono y energia.
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Polimeros: Un polimero es una sustancia compuesta por grandes moléculas, o macromoléculas
formadas por la union mediante enlaces covalentes de una o mas unidades simples llamadas

mondmeros.

Pretratamiento: Método eficaz para romper la pared celular y acceder a los polimeros complejos

en las algas.
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Resumen

Titulo: Efecto de las Condiciones de Pretratamiento de la Macroalga Dictyota Dichotoma sobre la Produccion de

AzUcares Reductores”
Autor: Karen Melissa Hernandez Barrientos™
Palabras Clave: Macroalgas, azucares reductores, pretratamiento.

Dictyota Dichotoma, es un alga parda considerada como una materia prima adecuada para la
produccidn de azlcares reductores, ya que este tipo de algas son conocidas por sus polisacaridos naturales
que se utilizan ampliamente en los campos de la tecnologia de los alimentos, la biotecnologia, la
microbiologia e incluso la medicina (Kim, Chae-Hwan, & Sung-Wan, 2015). Este estudio analiza la
produccion de azucares reductores resultado de la hidrdlisis enzimatica del alga pretratada quimicamente
variando las concentraciones de acido y tiempo de contacto. A la condicién de 0.5N de HCI y 20 min,
utilizando una relacién sélido-liquido de 4.3% (p/v) de biomasa algal, se produjo la mayor cantidad de
azUcares reductores con un total de 0.382 ¢/ g alga (10.43 g/L) de los cuales 0.135 g glucosa/ g alga (3.06
g/L) son de y una productividad en la hidrolisis enzimatica de 18.64 mg/g*h. Los resultados obtenidos han
permitido determinar gque se consiguen mayores rendimientos del proceso cuando las condiciones son
menos drasticas, es decir, a mayor concentracion de acido empleada es necesario un menor tiempo de
contacto, de lo contrario aumenta la posibilidad de que aparezcan subproductos inhibidores gue pueden

afectar las siguientes etapas del proceso o los posibles usos de los hidrolizados (Wu & Jane-Yii, 2014).

“ Trabajo de Grado
“Pregrado presencial. Ingenieria Quimica. Director: Ana Blandino Garrido. Dra. Ingenieria
Quimica. Codirector: Luis Javier Lépez. Dr. Quimica, bioquimica y ciencia de los alimentos.
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Abstract

Title: Effect of Pretreatment Conditions of the Macroalga Dictyota Dichotoma on the Production of Reducing Sugars”
Autor: Karen Melissa Hernandez Barrientos™

Key Words: Macroalgae, reducing sugars, pre-treatment.

Dictyota Dichotoma is a brown algae considered as a suitable raw material for the production of
reducing sugars, since this type of algae is known for its natural polysaccharides that are widely used in the
fields of food technology, biotechnology, microbiology and even medicine (Kim, Chae-Hwan, & Sung-
Wan, 2015). This study analyzes the production of reducing sugars resulting from enzymatic hydrolysis of
chemically pretreated algae by varying acid concentrations and contact time. At the condition of 0.5N HCI
and 20 min, using a solid-liquid ratio of 4.3% (w/v) of algal biomass, the highest amount of reducing sugars
was produced with a total of 0.382 g/ g algae (10.43 g/L) of which 0.135 g glucose/ g algae (3.06 g/L) and
a productivity in the enzymatic hydrolysis of 18.64 mg/g*h. The results obtained have allowed determining
that higher yields of the process are achieved when the conditions are less drastic, i.e., the higher the acid
concentration used, the shorter the contact time, otherwise the possibility of the appearance of inhibitory
by-products that may affect the following stages of the process or the possible uses of the hydrolysates

increases (Wu & Jane-Yii, 2014).

“ Degree Work
“* Chemical Engineering. Director: Ana Blandino Garrido. Ph.D. Chemical Engineering. Co-
director: Luis Javier Lopez. Dr. Chemistry, Biochemistry and Food Science.



Introduccioén

La inminente necesidad de transicion a una bioeconomia circular basada en la valorizacion
de materias primas de biomasa renovable, se alinean perfectamente con varias metas de los
objetivos de desarrollo sostenible. Ademas, el consumo mundial de plastico presenta un valor
aproximado de 400 millones de toneladas por afio con una enorme tendencia alcista, generando
acumulacién y contaminacion en el medio ambiente, la tierra y los océanos debido a su dificil
degradacion (De Souza Machado & Kloas, 2017). En consecuencia, se estan buscando nuevas
formas de producir bioplasticos usando azlcares provenientes de la hidrélisis de materiales

lignoceluldsicos que sean abundantes y facilmente acopiables.

Por tal razon, las fuentes de carbono no convencionales como las macroalgas son una de
las biomasas mas interesantes y economicas debido a su presencia en casi todos los ecosistemas,
su alto contenido de carbohidratos y su bajo porcentaje de lignina, que permite convertir la biomasa
en azUcares simples usando tratamientos fisicos, quimicos o mixtos. De igual forma, el uso de ellas
contribuye a solventar el problema medioambiental que supone una acumulacion excesiva de estas
en los océanos, que provoca turbidez, agotamiento del oxigeno disuelto en el agua y dafio de
corales, entre otros (Azizi, Najafpour, & Younesi, Pretratamiento &cido y sacarificacion enzimatica
de algas pardas para la produccién de polihidroxibutirato (PHB) utilizando Cupriavidus necator,

2017) (Borines & De ledn, Produccion de bioetanoal a partir de macroalga sargassum spp., 2013).

Entre los numerosos pretratamientos que se pueden aplicar a la biomasa algal, los mas
frecuentemente referenciados en la bibliografia son el calentamiento por microondas, el
hidrotérmico en autoclave, hidrélisis quimica y sonicacion. Si bien, la hidrélisis &cida se usa

ampliamente en aplicaciones industriales debido a su bajo costo, la hidrolisis enzimatica



proporciona una alta produccion de bioazucar en condiciones suaves de operacion (Azizi,
Najafpour, & Younesi, Pretratamiento &cido y sacarificacién enzimatica de algas pardas para la
produccion de polihidroxibutirato (PHB) utilizando Cupriavidus necator, 2017). Por lo tanto, para
acceder a los beneficios de ambos métodos y alcanzar mejores resultados se realizé inicialmente
un pretratamiento quimico analizando el efecto de la concentracion de &cido (0.1N, 0.2N y 0.5N
HCI) y el tiempo de contacto (20, 30 y 60 min) con el fin de modificar la estructura de la pared de
la biomasa y hacer que los polisacaridos internos estén mas disponibles para la siguiente etapa de
hidrélisis enzimatica, en la cual se utiliz6 una dosis de 117.46 [FPU/g biomasa] del preparado

enzimatico comercial Cellic CTec 2, Novozyme Corp.

Finalmente, la medida de la concentracién maxima de azlcares reductores y glucosa en los
hidrolizados obtenidos a partir de la biomasa pretratada a las diferentes condiciones mencionadas,
permitira seleccionar cual es la mas adecuada para ser usada en posteriores procesos de produccion

de bioplasticos o bioproductos de interes.



1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar el proceso del pretratamiento quimico de la biomasa algal

sobre el rendimiento en la produccion de azlcares reductores.

1.2 Objetivos Especificos

Determinar las condiciones de pretratamiento de la biomasa algal que
favorecen la produccion de azlcares reductores y glucosa. Asimismo, establecer el
tiempo de hidrolisis que maximiza la produccion de azucares reductores y glucosa.
Finalmente, analizar la facultad que tiene la biomasa algal para producir azlcares

reductores que posteriormente se utilizaran para la sintesis de bioproductos de interés.



2. Estado del Arte

2.1 Macroalgas

Las algas marinas han recibido gran atencién en los Gltimos afios debido a su alta
concentracion de polisacaridos, bajo contenido de lipidos, su riqueza natural en minerales, acidos
grasos poliinsaturados y vitaminas. Este grupo heterogéneo de plantas se puede clasificar en algas
pardas (Phaeophyta), algas rojas (Rhodophyta) o algas verdes (Chlorophyta), dependiendo de sus
nutrientes y composicion quimica (Gupta & Abu-Ghannam, 2011) (Peinado, Giron, & Koutsidis,

2014).

Las algas rojas son las mas abundantes, sus polisacaridos especificos son agar, carragenina,
lignina y celulosa en menor proporcion. Estas obtienen su color caracteristico de los pigmentos
fotosintéticos ficoeritrina, ficocianina y se encuentran en las zonas litoral y neritica del océano.
Por otro lado, las algas verdes deben su color a que contienen clorofila A, B y se encuentran en
zonas poco profundas del océano para absorber una mayor cantidad de luz. Sus polisacaridos son

ulvano, almidén, manano y celulosa (T. M. Thompson, 2019).

Las algas pardas le deben su color al pigmento de xantofila y fucoxantina, son especies
ricas en fibra soluble y yodo, sus principales polisacaridos son alginato, fucoidano, celulosa y

laminaria. Son utilizadas principalmente como agentes espesantes y gelificantes para diferentes



aplicaciones industriales, incluido el uso en alimentos (Peinado, Girdn, & Koutsidis, 2014). De

esta especie las méas investigadas a escala laboratorio han sido Sargassum sp, Sargasum fulvellum

y Laminaria japonica obteniéndose los rendimientos mostrados en la Tabla 1, En donde (AR) hace

referencia a los azlcares reductores y (GL) a la glucosa.

Tabla 1

Rendimiento en diferentes tipos de alga

Sargassu

m spp

Sargassu

m sp

10% de carga de
biomasa (p/v) en 4% (p/v)
H2S04, 115° C, 1.5 h, 35

Tamafio de malla Tyler.

10% de carga de
biomasa (p/v) en
H2S04 0.15N, 121 °C, 15

min, 50 tamafios de malla.

120 mg / g
biomasa (AR)

40 mg/ ¢
biomasa (GL)

200.8 mg/g
biomasa (AR)

49.98 mg/g
biomasa (GL)

(Borines &

De ledn, Produccion

de bioetanoal a partir

de macroalga
sargassum spp.,
2013)

(Azizi,
Najafpour, &
Younesi,

Pretratamiento acido
y sacarificacion

enzimatica de algas




Sargasu

m fulvellum

Laminari

a japonica

10% de carga de
biomasa (p/v) en HCI
0.1N,121°C, 15 min, <0.5

cm de tamafio de particula

18% de carga de
biomasa (p / v) en 0.1N

HCI, 121 ° C, 15 min

59.6

biomasa (GL)

69.8

biomasa (GL)

mg/g

mg/g

pardas para la
produccién de
polihidroxibutirato
(PHB) utilizando
Cupriavidus necator,
2017)

(Kim, Jung,

Chang, & Lee, 2011)

(Kim, Jung,

Chang, & Lee, 2011)

Nota. Rendimiento de azUcares reductores y glucosa en diferentes tipos de alga encontrados en la bibliografia.

Los anteriores estudios demostraron que mediante el proceso combinado de hidrolisis &cida

y enzimatica usando enzimas como laminarasas, alginasas y mezclas comerciales de celulasas, se

lograron buenos rendimientos, reiterando el potencial de las algas pardas como fuente de biomasa

en la obtencion de azicares monomericos para la elaboracion de productos bioquimicos.



https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellulase

2.2 Pretratamiento e Hidrolisis de la Biomasa Algal

El pretratamiento de la biomasa se realiza con el fin de facilitar el acceso de las
enzimas en la etapa de hidrolisis a los azlcares complejos que estan estructuralmente
restringidos. Generalmente una estrategia de pretratamiento eficiente incluye romper los
polimeros de la pared celular del alga para poder acceder a los polimeros constituyentes
como la celulosa y después romper los enlaces de hidrogeno en la celulosa cristalina, asi,
finalmente aumentar la porosidad y el area de superficie para la posterior hidrélisis
enzimatica (Azizi, Najafpour, & Younesi, Pretratamiento acido y sacarificacion enzimatica
de algas pardas para la produccion de polihidroxibutirato (PHB) utilizando Cupriavidus
necator, 2017). Algunos de los pretratamientos estudiados han sido hidrolisis acida,
explosion de vapor, oxidacion alcalina himeda o el uso de “disolventes verdes” como

liquidos ionicos (Ravanal, Pezoa-Conte, & Salazar, 2016).

En efecto, el pretratamiento con acido emplea generalmente acido clorhidrico y
acido sulfurico en concentraciones de 1 a 10% (v/v), utilizando temperaturas moderadas
que se encuentran en el rango de 100 °C -150°C. Ademas, este tipo de pretratamiento es
ampliamente usado porque ofrece bajos costos y altos rendimientos. Sin embargo, se debe
tener sumo cuidado en las condiciones de reaccion como la temperatura, la concentracion
de &cido y el tiempo de hidrdlisis debido a que cuanto mas severas son ellas, aparecen los
subproductos de descomposicion de aztcares como furfural, 5-hidrometilfurfural (5-HMF)
y acido levulinico, los cuales son conocidos inhibidores en procesos de fermentacion que

buscan producir etanol (Kim, Chae-Hwan, & Sung-Wan, 2015).



Por ultimo, en la hidrolisis enzimatica las enzimas hidrolasas actlan como
catalizadores biologicos de la reaccion de hidrélisis de los hidratos de carbono para la
obtencion de azucares fermentables. Se prefiere el uso de enzimas en la sacarificacion de estos
polisacaridos, ya que el proceso se puede realizar en condiciones suaves evitando la aparicion
de subproductos no deseados y reduciendo la posible contaminacion ambiental (Ravanal,

Pezoa-Conte, & Salazar, 2016).

2.3Bioproductos

Las algas se han convertido durante siglos en un recurso valioso como herramienta de
investigacion en microbiologia, asi como en la industria cosmética, farmacéutica y alimentaria
(Faigah , Helmi, & Mohd Rafein, 2014). Esta biomasa no solo desempefia un papel ecologico
clave en los ecosistemas costeros, sino que, a través de enfoques de cultivo sostenible también
pueden tener el potencial de abordar varias de las metas de los objetivos de desarrollo

sostenible.

Uno de ellos, la produccién mundial de bioetanol, que alcanzé mas de 51 millones de
litros en el 2007 y el 70% del etanol se produjo principalmente a través de maiz y cafia de
azucar, induciendo a la competencia por los recursos energéticos y de alimentos en el mercado
global. Por tal razdn, a pesar de que la investigacion en biorrefinerias de algas todavia esta en

su infancia en comparacién con las biorrefinerias de cultivos y lignocelulésicas que utilizan



plantas terrestres, las algas son potencialmente mas adecuadas para los procesos debido a sus
grandes rendimientos de biomasa, tasas de crecimiento rapidas y ausencia de necesidad de
medios terrestres para su cultivo. Maria Cristina Ravanal et. al (Ravanal, Pezoa-Conte, &
Salazar, 2016) reportaron que usando un pretratamiento con 2% de H2SO4 durante una hora y
sacarificacion con celulasas y alginasas, liberaron 68.4% en peso de glucosa (55.74 + 0.05 mg
glucosa / g de alga) del contenido maximo de monosacéaridos del alga parda M. pyrifera.
Ademas, se han publicado diversos articulos dirigidos a la clasificacion taxondmica, medio
ambiente del habitat, capacidad de reserva de carbono y capacidad de hidrélisis de las algas,
con el fin de convertir los carbohidratos de esta biomasa en biomateriales y bioenergia (G.
Roesijadi, S.B. Jones, & L.J. Snowden-Swan, 2010; Kyung A, Seong-Rin, & Yoori, Potencial

de las macroalgas como materia prima para la biorrefineria, 2013).

Por otro lado, los hidrolizados provenientes de la biomasa algal pueden ser usados
también para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA’S), un grupo de polimeros
biodegradables sintetizados por microorganismos (MO), este sirve como el carbono y los
compuestos de almacenamiento de energia de los MO en respuesta al estrés ambiental (Azizi,
Najafpour, & Younesi, Pretratamiento acido y sacarificacion enzimatica de algas pardas para
la produccion de polihidroxibutirato (PHB) utilizando Cupriavidus necator, 2017). Se ha
desarrollado como un material polimérico biodegradable y de base biologica para una vida
sostenible debido a sus propiedades similares con los plasticos sintéticos y sus propiedades
ecoldgicas superiores, pueden ser de cadena corta, media 0 mixtos en funcion de la longitud

de cadena de carbono en su mondmero (Chia, Ooi, Sika, Tsuge, & Sudesh, 2010).



El tipo de polihidroxialcanoato mas investigado es el poli 3-hidroxibutirato (PHB), este
es rigido, quebradizo, tiene un alto grado de cristalinidad y su temperatura de fusion esta cerca
de su temperatura de descomposicién. En consecuencia, se han dirigido multiples estudios
hacia el desarrollo de nuevos monémeros y formacion de copolimeros con el fin de mejorar
las propiedades mecénicas Yy fisicas (Chia, Ooi, Sika, Tsuge, & Sudesh, 2010; SerraCosta,

LoboMiranda, & Grequede Morais, 2019; Hua Tiang, Min Fey, & Manoj, 2020).

3. Descripcion Metodoldgica

3.1 Acondicionamiento de la Biomasa

La biomasa algal se recolectd de los depositos de algas en la playa EI Carmen de
Barbate (Cadiz), de arribazones constituidos principalmente por el alga Dictyota
dichotoma. Posteriormente se sometié a lavado usando agua de grifo con el objetivo de
reducir la salinidad y la cantidad de arena que contiene, para esto, se llenaron los tanques
contenedores de las algas dejando que el agua rebosara y se prolongoé el lavado hasta que
la conductividad del agua en los tanques se igualara a la conductividad del agua del grifo
(aproximadamente 24h); partiendo de una conductividad de 32000 uS /cm y finalizando

con 600 pS/cm.

Después, se secaron durante 48h a temperatura ambiente en el invernadero del
Campus de Puerto Real, extendiéndose sobre papel de filtro con el objetivo de evitar que

la humedad quedase en el interior de ellas. Finalmente, la reduccion de tamafio se realizo



usando un molino rotatorio a 10000 rpm sin tamiz. Tras la molienda, el alga acondicionada
fue tamizada para conocer su distribucion de tamafios de particula (Tabla 2.) y se usé el

alga molida sin tamizar con el fin de aprovechar toda la biomasa.

Tabla 2

Distribucién del tamafio de particula.

Tamafio de particula (mm) Porcentaje (%)
2>¢p>1.5 50.6

1.5>¢p>1 24

1>¢>0.75 12.4
0.75>¢>0.5 7.6
0.5>¢>0.25 5.4

Nota. En la izquierda se refleja el porcentaje de alga que se encuentra entre los respectivos tamafios de

particula después del tamizado.

3.2 Pretratamiento

Con la intencidn de comparar el efecto del tiempo y la concentracion de &cido sobre
la produccion de azlcares reductores (AR) se realizd el pretratamiento por triplicado
usando acido clorhidrico (HCI) variando las concentraciones en 0.1N; 0.2N y 0.5N con

tiempos de 20, 30 y 60 min, ademas, de un blanco sin acido.

En la imagen 1 se muestran los pasos del pretratamiento, el cual inicié preparando

3g de biomasa en 70 mL de disolucion (4.29% p/v) empleando botellas Pyrex de 250 mL



en un autoclave a 121 °C. Una vez terminado el ciclo, la biomasa algal es filtrada por vacio
con un embudo Bichner y un matraz Kitasato. Al liquido resultante se le midi6 el pH y se
elevd con micro perlas de hidréxido de sodio hasta aproximadamente un valor de 5 para
realizar el analisis de AR con el método del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). El alga
pretratada es lavada nuevamente con agua de grifo con el fin de disminuir la acidez y es

secada en una estufa a 40 °C durante 24 h para su posterior hidrolisis enzimatica.

Imagen 1

Esquema de acondicionamiento y pretratamiento del alga.

Nota. El proceso de acondicionamiento inicia con el lavado de las algas, seguido por el secado para su

posterior pretratamiento, filtracion y correccion de pH, finalmente la biomasa es secada y preparada para la

siguiente etapa de hidrdlisis.

3.3 Hidrolisis Enzimética
En esta parte del proceso se emplea para hidrolisis de la biomasa algal el preparado

enzimatico comercial Cellic CTec 2, Novozyme Corp, compuesto por enzimas celulasas,



Bglucosidasa y hemicelulasas, y condiciones de operacion éptimas que oscilaron en un
rango de temperatura entre 45-50 °C y un rango de pH entre 5.0-5.5. Con base en esto y
teniendo en cuenta los resultados reportados por otros autores en la bibliografia se realiz6

la hidrdlisis a 50 °C, pH de 5y velocidad de agitacién de 150 rpm.

El procedimiento se llevd a cabo esterilizando en el autoclave a 121°C durante 20
minutos, una suspension 1g de alga pretratada en 45mL de disolucién tampén fosfato
0.05 M, pH 5 en matraces Erlenmeyer de 100 mL. Una vez esterilizados y enfriados a
temperatura ambiente, se afiadieron 117.46 FPU/g biomasa (6 g enzimas/g celulosa) y se
agitd manualmente durante unos pocos minutos para asi obtener la primera muestra en
tiempo Oh. Posteriormente se incubaron los matraces en las condiciones Optimas del
preparado enzimatico en un incubador orbital y se tomaron 500 pL de muestra a las 4h, 6h,
8h, 24h y 48h, con el fin de llevar un seguimiento y posterior analisis tanto de azUcares

reductores como de concentracion de glucosa obtenida.

3.4 Medida de los AzUcares Reductores

El andlisis de la concentracion de azUcares reductores se hizo mediante el método
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) en microplacas (ver la imagen 2). En el cual, se
produce una reaccion entre los azucares reductores presentes en la muestra y el DNS,
haciendo que este Gltimo se reduzca a acido 3-amino-5-nitrosalicilico, tornando a un color
rojizo-anaranjado dependiendo de la cantidad de azucar presente. Una vez terminada la

reaccion se lee la absorbancia a una longitud de onda de 540 nm.



Para esto, fue necesario preparar una disolucién del reactivo DNS disolviendo en
250 mL de agua destilada a 80 °C, 5 g de acido 3,5-dinitrosalicilico. Cuando la disolucion
se enfrig, se afiadieron 100 mL de una disolucion de NaOH 2N y 150 g de tartrato de sodio
y potasio. Finalmente se afor6 con agua destilada para alcanzar un volumen final de
500 mL. Asimismo, se tomaron 500 pL de muestra en microtubos Eppendorf y fueron
almacenados a -20 °C hasta el momento del anélisis. Durante la primera etapa del
pretratamiento dicha muestra se tomé del liquido filtrado después de haber aumentado su
valor de pH a 5, mientras que en la etapa de la hidrélisis se tomaron las muestras cada

determinado tiempo como se explico anteriormente.

EL procedimiento se realizd empleando una microplaca que consta de 96 pocillos
con una capacidad de 340 uL, hecha a base de un material resistente que soporta los 105
°C, temperatura a la que ocurre la reaccion entre el DNS y los azUcares reductores. Para
ello, se descongelaron las muestras y se llevaron a la centrifuga durante 10 minutos a una
velocidad de 10000 rpm, del liquido sobrenadante se tomaron 25 L y se depositaron en
cada pocillo de la microplaca junto con 25 pL de reactivo DNS. Una vez mezclados se
llevé al termo bloque previamente calentado a 105 °C en donde permanecié durante 10
minutos mientras ocurre la reaccion. Pasado este tiempo, fue llevado al congelador durante
aproximadamente 5 minutos con el fin de parar la reaccion y; seguidamente se completo
cada pocillo con 250 pL de agua destilada. Finalmente es llevada al espectrofotdmetro de

microplacas y se leyo la absorbancia a 540 nm.

Asimismo, en cada analisis se construy6 un blanco con agua destilada y una recta

de calibrado como resultado del ajuste lineal de los datos obtenidos de absorbancia a 540



nm, usando concentraciones conocidas de glucosa como 0.25 g/L; 0.5 g/L; 1 g/L; 1.5 g/L;
2g/L; 49g/L y 59g/L, llamadas disoluciones patron. De esta manera y con ayuda del

programa GEN 5 se obtuvo la concentracion de azUcares reductores en cada muestra.

Imagen 2

Microplaca de analisis DNS.

Nota. Lo colores mas oscuros indican mayor cantidad de azlcares reductores.

3.5 Medida de la Glucosa

La concentracién de glucosa se estimé mediante el protocolo de ensayo en
microplaca, usando el kit enzimatico comercial D-Fructosa and D-Glucosa de la compafiia

MEGAZYME.

El principio del método se basa en que D- glucosa y D- fructosa son fosforiladas

por la enzima hexoquinasa (HK) en presencia adenosin trifosfato (ATP) a glucosa-6-fosfato



(G-6-P) y fructosa-6-fosfato (F-6-P) con la formacion simultanea de adenosin difosfato

(ADP) (Ec. 1),(Ec.2).

HK

D-GLUCOSA + ATP —» G-6-P + ADP (Ec.1)
HK

D-FRUCTOSA + ATP —» F-6-P + ADP (Ec.2)

En presencia de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), la G-6-P
es oxidada por la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (VADP*) a gluconato-6-
fosfato y la formacion de la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida (NADPH)

(Ec.3).

(G6P-DH)

G-6-P + NADP* — Gluconato-6-fosfato + NADPH + H* (Ec. 3)

La cantidad de NADPH formada en esta reaccion es estequiométrica con la cantidad

de D-glucosa. Es el NADPH el que se mide por la absorbancia a 340 nm.

El procedimiento consiste en agregar a cada pocillo de la microplaca 0.200 mL de
agua destilada con 0.010 mL de muestra, 0.010 mL de solucién buffer (pH 7.6) y 0.010 mL

de solucion (NADP*/ATP). Se mezcla y se lee la absorbancia a 340 nm para obtener los



valores de A; . Después, se agregan 0.002 mL de la solucion (HK/G6P-DH) vy se lee

nuevamente la absorbancia para obtener los valores de A,.

Finalmente se halla el contenido de glucosa usando la (Ec.4) en la cual V, representa

el volumen final en cada pocillo [mL], W es el peso molecular, € es el coeficiente de

extincion de NADPH a 340 nm (6300 ll*cm), d hace referencia al recorrido de luz [cm] y

mo

v es el volumen de muestra [mL].

VW
c= * AAD—glucosa (EC- 4)

exd*v

AAD—glucosa = (A, —Ay) (Ec.5)

3.6 Actividad Enzimatica Celulasa

La actividad enzimatica del coctel utilizado en la hidrolisis se midié siguiendo el
protocolo establecido por la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
(Baker, 2008). Se emple6 como sustrato el papel de filtro 50 mg Whatman Nol, en tiras de
1x6 cm, junto con dos diluciones del cdctel enzimético utilizando como medio para las
reacciones tampan citrato 0.05 M pH 4.8. Estas, se llevaron a cabo en tubos de ensayo y se

prepararon a las siguientes condiciones:



-Blanco reactivo: contiene 1.5 mL de tampon citrato.

-Blanco enzimas: contienel mL de disolucién tampo6n y 0.5 mL de la enzima
diluida.

-Blanco sustrato: incluye 50 mg del papel de filtro enrollado en el fondo y se afiadié
1.5 mL de disolucion tampon.

-Patrones de glucosa: contiene 1 mL de disolucion tampén y 0.5 mL de patron.
Estos patrones se prepararon con concentraciones de glucosa desde 0.25 a 5 g/L.
-Medida de actividad enzimatica: a estos tubos se afiadio 50 mg de papel de filtro,
1 mL de disolucion tampdon y 0.5 mL de enzima diluida. Se prepararon por

triplicado con las dos diluciones de enzimas preparadas.

Antes de afiadir la dilucion de enzima, los tubos fueron precalentados a 50 °C en un
bafio durante 5 min. Una vez anadida la enzima, los tubos fueron incubados a 50 °C durante
1 h. Para determinar la concentracion de azucares producidos se emple6 el método del
DNS, afadiendo 3 mL de DNS a cada tubo e incubandolos a 105 °C durante 10 min para
que se llevara a cabo la reaccion entre los azucares reductores y el DNS. A continuacion,
los tubos se enfriaron y se afiadieron 250 uL de agua destilada; finalmente, se midio la

absorbancia a 540 nm.

3.7 Rendimiento de la Hidrolisis Enziméatica
El rendimiento del proceso es el porcentaje de azlcares reductores (AR) obtenidos
de los polisacaridos hidrolizables presentes en las algas. Este, se calculd a partir de los AR

obtenidos por gramo de biomasa seca en la etapa de pretratamiento mas los de la etapa de



hidrdlisis y el contenido en peso seco de fucoidano, laminarina, alginatos y celulosa por

gramo de biomasa seca (Ec. 6).

AR

Yy =—"—.
(C+F+ L+ A) 1,1

100 (Ec.6)

Donde:

— AR: gramos de azucares reductores obtenidos por gramo de biomasa algal  seca

[o/g].

C: gramos de celulosa por gramo de biomasa algal seca [g/g].

F: gramos de fucoidano por gramo de biomasa algal seca [g/g].

L: gramos de laminarina por gramo de biomasa algal seca [g/g].

A: gramos de alginatos por gramo de biomasa algal seca [g/g].

1,1: factor de correccion de polisacarido a monosacarido.

Los datos del contenido en peso seco de fucoidano, laminarina, alginatos y celulosa
por gramo de biomasa seca se obtuvieron a partir de la composicion de fibra de la biomasa
algal (Tabla 3.). Asimismo, de acuerdo con el estudio realizado por Gomez-Ordofiez et al.
2010 (E. Gomez-Orddnez, 2010), la fraccion acido detergente (FAD), en el caso de las
algas pardas, esta constituida principalmente por fucoidano, laminarina y alginatos. La
fraccion lignina acido detergente (LAD) esta constituida mayoritariamente por celulosa,
algunos residuos de acido urénico procedentes del alginato y lignina Klason y finalmente
la fraccion neutro detergente (FND) proporciona una medida sobre el contenido en

proteinas de la muestra.



Para los calculos del rendimiento del proceso, se ha considerado como polisacaridos

potencialmente hidrolizables, a la suma de las fracciones FAD y LAD, formadas por

fucoidano, laminarina, alginatos y celulosa, que supone aproximadamente un 25% (p/p)

del alga seca.

Tabla 3

Composicidn de la biomasa algal.

Composicion % peso seco (p/p)

Fibra &cido detergente
(FAD)

Lignina &cido detergente
(LAD)

Fraccion no extraible pero
calcinable

Fibra neutro detergente
(FND)

Sales insolubles, diatomas,

silicatos

18.46

6.59

6.46

57.66

10.88

3.8 Productividad de la Hidrdlisis Enziméatica

La productividad de la etapa de hidrélisis es la cantidad total de azlcares

reductores (AR) obtenidos por gramo de biomasa algal entre el tiempo que tarda el



proceso en llegar a la estabilidad, es decir, el tiempo en el que la cantidad de AR

obtenidos empieza a mantener una tendencia casi constante.

mMmAR

PR = — (Ec. 7)

— PR: productividad de la etapa de hidrolisis [mg/g-h].
— mAR: miligramos de azUcares reductores obtenidos por gramo de biomasa
algal seca [mg/g].

— t: tiempo de incubacion de la hidrdlisis enzimatica [h].

4. Andlisis y Resultados

4.1 Pretratamiento

Se realizo el pretratamiento acido del alga Dictyota dichotoma para la produccion
de azucares reductores (AR) modificando la concentracion de acido clorhidrico (HCI) y el
tiempo que permanecia en el autoclave, sin variaciones de presion ni temperatura entre los

experimentos.

La grafica 1. muestra el efecto del tiempo y la concentracion de acido usada sobre
la produccion de AR, usando la suspension de biomasa algal al 4.29% con acido 0.1 N, 0.2
N y 0.5 N con tiempos de 20, 30 y 60 min. Como se indic6 anteriormente, la suspension

pretratada se centrifugd para separar el sélido pretratado del efluente liquido. Para la



medida de los azucares se debi6 corregir el pH del efluente liquido debido a que el acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) se comporta como sal en medios basicos y neutros, por lo tanto,
es soluble, sin embargo, en medios &cidos ocurre una protonacion y se precipita, evitando
asi que se pueda realizar el analisis satisfactoriamente (Gonzalez-Lucas, 2016). Por lo
tanto, la concentracion de azucares reductores representada en la Grafica 1. Corresponde

con los azucares que se han solubilizado en el efluente liquido tras el pretratamiento.

Gréfica 1

Efecto de la concentracion de HCL y el tiempo sobre los azlcares reductores determinados

mediante el DNS.

Azucares Reductores después del Pretratamiento

R I'I III III
0 0.1 0.2 0.5

Concentracion de acido [N]
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Azucares reductores [g/L]

(IR

H20MIN ®m30MIN =60 MIN

Nota. La gréafica representa los azlcares reductores que se han solubilizado en el efluente liquido

tras el pretratamiento.



La cantidad mé&xima de azlcar reductor se obtuvo con la concentracion de 0.5N a
30 min y 60 min, siendo estas 5.237 g/L y 5.321¢/L respectivamente. Cuanto mas aumenta
el tiempo y la concentracidn, es decir, cuanto mas drastica es la condicion utilizada, el pH
es mas bajo y el alga pretratada es mas dificil de manipular en las siguientes etapas porque
tiene una textura mucho méas espesa y menos compacta como se muestra en la imagen 3.
Las tres fueron imagenes tomadas del alga con un mismo tiempo de contacto (60 min), a
la izquierda la biomasa tratada con menor concentracion de acido (0.1 N), aumentando

hacia la derecha la concentracion de &cido (0.2 N y 0.5 N) respectivamente.

Imagen 3

Comparacion visual entre las texturas de biomasa algal pretratada.

Nota. Las imagenes muestran la biomasa pretratada una vez terminado el pretratamiento con diferentes

concentraciones de acido.

Por otro lado, Kupiainen y col. (2010) (Kim, Chae-Hwan, & Sung-Wan, 2015)
sugirieron que los iones de hidrogeno son un factor importante para reducir o aumentar la
formacién de azucares reductores (AR), ya que los protones en la molécula de acido

participaran en las reacciones de descomposicion como catalizador, es decir, a mayor



cantidad de iones, mayor cantidad de azucar. Asimismo, a un menor valor de pH mayor es

la concentracion de protones, por lo tanto, mayor sera la concentracion de AR obtenida.

Azizi et al. (Azizi, Najafpour, & Younesi, Pretratamiento acido y sacarificacion
enzimatica de algas pardas para la produccion de polihidroxibutirato (PHB) utilizando
Cupriavidus necator, 2017) realizaron un estudio usando concentraciones de acido de 0.05
N, 0.1 N, 0.15,0.3 N, 0.5 Ny 1 N, y encontraron que con concentracion de acido mayor
de 0.5 N disminuia notoriamente la cantidad de azlcares reductores obtenidos y era
necesaria una mayor cantidad del agente neutralizante en el siguiente paso del proceso. Por
tal razon, la mayoria de los estudios reportados en la bibliografia se realizan con
concentraciones hasta de 0.5 N, se tiene mayor economia, seguridad y prevencion de

reacciones secundarias en el proceso.

4.2 Hidrdlisis Enzimatica

Las enzimas de la hidrolisis acttan principalmente degradando los tejidos de las
algas y rompiendo las paredes celulares y los complejos materiales de almacenamiento
interior que no se rompen durante el pretratamiento quimico (Faigah , Helmi, & Mohd

Rafein , 2014)

La hidrdlisis enzimatica se realizé con 1g de alga pretratada, una vez lavada y seca,
en 45 mL de tampon fosfato y se afiadieron 344 pL (117.46 FPU/g biomasa) de preparado
enzimatico. Cabe mencionar que todo el material utilizado durante las 48h de proceso fue

previamente esterilizado para evitar posibles contaminaciones. La Gréafica 2. recoge los



resultados del contenido de AR analizados con DNS una vez terminado todo el proceso

(48h).
Gréfica 2

Efecto del pretratamiento sobre los azucares reductores en la hidrolisis.

Azucares Reductores en la Hidrdlisis
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Nota. La grafica representa el efecto de la concentracién de acido y el tiempo sobre la produccion

de azUcares reductores después de 48 h de hidrdlisis.

La cantidad maxima de AR se obtuvo a partir del experimento realizado con HCI
0.5 N y 20 min de pretratamiento, alcanzando una concentracién de 6.391 g/L. Contrario a
lo que podia esperarse después de la medida de los azucares reductores de los efluentes
liquidos obtenidos en el pretratamiento, donde se alcanzaron los mayores rendimientos con
acido 0.5N a 30 y 60 min, en los hidrolizados enzimaticos de la biomasa algal pretratada a

esas condiciones no se lograron los mejores resultados. Esto puede ocasionarse debido a



que a pesar de que la biomasa pretratada fue lavada antes del proceso de hidrdlisis,
posiblemente aun seguia conservando restos de acido y un pH bajo que no es compatible
con el pH optimo de la enzima empleada, afectando a su vez la actividad enzimatica.
Generalmente, cuanto mas severas son las condiciones de reaccién utilizadas en el
pretratamiento quimico, mas probabilidad hay de que aparezcan subproductos inhibidores
para una posterior fermentacion como el acido levulinico, furfural y 5-hidrometilfurfural
(5-HMF) y menos azucares (Faigah , Helmi, & Mohd Rafein , 2014) (Wu & Jane-Yii,

2014).

Por otro lado, las siguientes graficas muestran la evolucién de los azlcares
reductores producidos durante las 48 h de hidrdlisis enzimatica del alga pretratada en las
diferentes condiciones ensayadas. En ellas se puede observar codmo en casi todos los
ensayos se alcanza la maxima produccion de AR a las 24 h de hidrolisis y a partir de ahi se

mantiene una tendencia casi constante.

Grafica 3

Evolucion de los azucares reductores con los diferentes tiempos usados durante el

pretratamiento y concentracion de HCI 0.1N.
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Nota. La grafica representa la evolucién de los azucares reductores durante las 48h de hidrolisis

enzimatica.

Gréfica 4

Evolucion de los azlcares reductores con los diferentes tiempos usados durante el

pretratamiento y concentracion de HCI 0.2N.
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Nota. La gréafica representa la evolucion de los azlcares reductores durante las 48h de hidrolisis

enzimatica.

Gréfica s

Evolucion de los azlcares reductores con los diferentes tiempos usados durante el

pretratamiento y concentracion de HCI 0.5N.
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Nota. La grafica representa la evolucién de los azucares reductores durante las 48h de

hidrolisis enzimatica.

En ellas también se observa que, para la maxima concentracion de &cido usada, a
medida que aumenta la severidad en la condicién estudiada, es decir, mayor tiempo en el
autoclave durante el pretratamiento, se obtienen menos azucares al final de la hidrolisis.
Dicho efecto podria indicar que se estd produciendo mayor cantidad de inhibidores ya que
Lenihan. P et al. (P.Lenihan, A.Orozco, E.O’Neill, & M.N.M.Ahmad, 2010) encontraron

que a medida que aumenta la concentracion de acido y el tiempo en el pretratamiento,



aumenta la velocidad de reaccién y se alcanza la maxima concentracion de azlcares de
forma mas rapida. Sin embargo, conforme la reaccion continua se aumenta también la
velocidad de descomposicion del azucar, lo que resulta en un rendimiento final de azlcares
muy disminuido al final del periodo de reaccién comparado con los demés ensayos. Por lo
tanto, la concentracion de &cido ejerce un efecto importante sobre la velocidad de reaccion
tanto para la produccion como para la descomposicién del aztcar. A medida que aumenta
la concentracion de &cido, la velocidad para ambos se vuelve més répida (P.Lenihan,

A.Orozco, E.O’Neill, & M.N.M.Ahmad, 2010).

Gréfica 6

Concentracién de azlcares reductores totales después del pretratamiento y la hidrolisis

enzimatica.
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Nota. Efecto del pretratamiento sobre las concentraciones totales de azlcares reductores obtenidas.



En la grafica 6 se representan las concentraciones totales de AR (azlcares medidos
en el efluente liquido generado en el pretratamiento mas los generados en la hidrolisis
enzimatica del alga pretratada) en las distintas condiciones de pretratamiento ensayadas.
Se observa que la mejor condicién de pretratamiento es HCI 0.5 N con un tiempo de
reaccion de 20 minutos, logrando una concentracion final de AR de 0.382 g/ g alga (10.434
g/L). A pesar de que esta no brind6 el contenido méas alto de azlcar al finalizar el
pretratamiento si dio los mejores resultados al finalizar la hidrolisis; lo que indica que, al
ser una condicion con bastante concentracion de HCI, pero poco tiempo de reaccion (20
min) se logra aumentar la accesibilidad de las enzimas a los polisacaridos constituyentes
del alga en la siguiente etapa de hidrdlisis enzimatica. De esta forma se facilita la
conversion de los polisacaridos en azucares simples (Kim, Chae-Hwan, & Sung-Wan,

2015).

En la Tabla 4. se muestra la productividad de la hidrdlisis y el rendimiento total de

los azucares obtenidos del pretratamiento y la hidrélisis enzimatica.

Tabla 4

Rendimiento y productividad de cada condicion de hidrélisis evaluada.

20 MIN

[ACIDO] [AR] % PRODUCTIVIDAD
[N] [g/L] RENDIMIENTO  |[mg/g*h]

0 3.376 53.02 9.06

0.1 6.298 95.85 15.77

0.2 7.815 112.43 17.16



0.5 10.434 138.61 18.64

0 2.768 43.31 7.37

0.1 6.069 90.59 14.54

0.2 9.166 123.60 17.06

0.5 9.709 117.38 13.04
I
-~ 0 29 48 780

0.1 7.542 108.48 16.55

0.2 9.067 118.30 15.40

0.5 8.666 99.68 9.76

Nota. El rendimiento y la productividad estan basados en 24h de hidrélisis (el tiempo en el que se alcanz6 la

mayor concentracion de azlcares).

4.3 Andlisis de la Cantidad de Glucosa Obtenida

La Grafica 7. muestra el efecto de la concentracion de &cido y el tiempo sobre la
cantidad total de glucosa producida al final de todo el proceso, es decir, la suma de la
concentracion obtenida del pretratamiento y la hidrélisis enzimatica. Las condiciones
evaluadas que presentan los valores mas altos son 0.2N y 0.5N con un tiempo de 20
minutos, logrando asi 0.147 g glucosa/ g alga (3.291 g/L) y 0.135 g glucosa/ g alga (3.064
g/L) respectivamente. Al igual que ocurre en andlisis de azuUcares reductores, las
condiciones mas severas evaluadas muestran mejores rendimientos cuando se hace la

medicion del liquido sobrenadante una vez finalizado el pretatamiento y corregido el pH,



pero disminuye notoriamente al final de la hidrolisis. En consecuencia, se puede inferir que
cuanto més drastica es la condicion evaluada, la mayoria de los azlcares se liberan durante
el pretratamiento y permanecen en el liquido filtrado, por lo que la biomasa pretratada

libera menor cantidad en la siguiente etapa.
Gréfica 7

Efecto de la concentracion de &cido y el tiempo sobre la cantidad total de glucosa obtenida.
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Nota. Efecto de la concentracion de acido sobre la produccion total de glucosa, es decir, la suma

de la concentracién obtenida tras el pretratamiento més la obtenida tras la hidrélisis enzimatica.

5. Conclusiones y Recomendaciones

Una vez finalizado el proyecto, se recomienda el uso del pretratamiento hidrotérmico con
acido frente al pretratamiento hidrotérmico para la biomasa algal, ya que se obtiene una mayor
cantidad de azUcares reductores cuando se emplean disoluciones de HCI en vez de agua. Asi, en

el pretratamiento realizado con agua con un tiempo de reaccion de 20 min se logré una



concentracion total de aztcares reductores de 0.146 g/ g alga (3.107 g/L), que es significativamente

menor las obtenidas cuando se emplean disoluciones de &cido.

Se llega a la conclusién de que la mejor condicidn de pretratamiento para la biomasa del
presente estudio fue con una concentracién HCI 0.5 N y un tiempo de reaccién en el autoclave de
20 min. Con esta, se obtuvo la mayor cantidad de azlcares reductores totales 0.382 g/ g alga

(10.434 g/L) y una alta concentracién de glucosa 0.135 g glucosa/ g alga (3.064 g/L).

Durante el proceso de hidrolisis enzimética la concentracion maxima de azucares se
alcanza aproximadamente a las 24h, a partir de ahi se mantiene una tendencia casi constante
cuando se utilizan condiciones moderadas de pretratamiento. Por el contrario, a condiciones mas
drésticas el proceso puede tardar mas tiempo en estabilizarse y de igual forma disminuir la cantidad

de azUcares obtenidos.

Para futuros pretratamientos quimicos se recomienda eliminar las condiciones extremas de
experimentacion, es decir, altas concentraciones de &cido y altos tiempos de reaccion. Finalmente,
una vez mas se ratifica la facultad del alga como una potencial fuente de carbono para producir
azucares reductores que podran usarse posteriormente en la obtencion de diferentes productos por

via fermentativa, como polihidroxialcanoatos, o bioetanol, entre otros.
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