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RESUMEN

Alaespecie de algamarina Gracilaria fortissima
Dawson, recolectada en el Parque Nacional Cahuita,
Limon, Costa Rica, se le realizaron los siguientes pro-
cedimientos: un analisis de oligoelementos que presentd
los siguientes resultados: Cu (5 ppm), Zn (5 ppm), Mn
(9 ppm), Ca (100 ppm) y Mg (116 ppm). Se efectud una
extraccion de agar utilizando dos métodos Ay B. Al agar
extraido se le realizaron los siguientes andlisis con sus
respectivos resultados. Con el método A se obtuvo un
pH (7.00), % de extraccion (45.20), punto de gelificacion
(33+2 °C), punto de fusion (63+1 °C) y una resistencia
del gel de (21+2 g/cm?). Con el método B, un pH (8.10),
% de extraccion (50.00), punto de gelificacion (28.8+2
°C), punto de fusion (49«1 °C) y una resistencia del
gel de (7.820.9 g/cm?). La pureza del agar extraido se
comprobd con el espectro infrarrojo y mediante la pre-
paracidon de medios de cultivo con la bacteria Erwinia
sp y el microhongo Pestalotia sp. Todos los analisis
fueron comparados con un agar comercial marca BDH
Chemicals.

Palabras claves: Gracilaria fortissima Dawson, oli-
goelementos, pH del gel, extraccion de agar, punto de
gelificacion, punto de fusion, espectro infrarrojo, pruebas
microbiologicas.

ABSTRACT

The red seaweed Gracilaria fortissima colected
in the caribean coast of Costa Rica, was studied for the

Universidad Nacional, Heredia-Costa Rica.

extraction, identification and microbiological performan-
ce of the agar contend of this plant, as well as the mineral
contend. The research was done focused on the agar
quality included pH, % extraction, geling point, fusion
point and gel strength, as well as infrared analysis and
the performance as a microbiological culture of bacteria
and fungus and compared with commercial agar from
BDH chemicals.

Keywords: Gracilaria fortissima Dawson, pH geling,
extraction of the agar, geling point, fusion point.

INTRODUCCION

La importancia cada vez mayor de los pro-
ductos obtenidos de las algas obliga a un mayor
conocimiento de éstas, mediante trabajos e inves-
tigaciones tanto en el mar como en el laboratorio
(Alvarez et al., 1978; Segreda, 1987).

El estudio de las algas marinas adquiere
cada vez mayor importancia en las investigaciones
quimico-industriales, debido a que estas plantas
constituyen una de las mayores reservas de pro-
ductos, de muy variado uso en distintos aspectos
de la industria moderna (Diaz-Piferrer, 1961; Leon
etal., 1984).

La extraccion de ficocoloides es el uso mas
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importante que se hace en la actualidad de las al-
gas, ya que su utilizacion como fertilizante y en la
alimentacion animal y humana es poco practicada
(Charpentier, 1980). Entre estos ficocoloides esta
el agar. La leyenda cuenta que el agar fue descu-
bierto accidentalmente por un mesonero japonés
(duefio de un mesdn), que habia recolectado cierta
cantidad de algas rojas para su alimento, pero que
al macerarse una parte de éstas las arrojo6 al patio,
donde expuestas durante la noche al intenso frio
invernal, amanecieron congeladas en un so6lido
bloque, el cual al descongelarse con el calor del sol,
quedo convertido en una masa blanda y blancuzca.
El mesonero encontr6 que esa gelatina expuesta al
calor solar y al aire, al deshidratarse formaba una
lamina que debidamente seca, podia guardarse de
manera indefinida para luego usarla en la prepara-
cion de sus comidas. Su descubrimiento condujo al
establecimiento de la primera industria de agar de
la historia, alla por 1769 (Diaz-Piferrer y Caballer
de Pérez, 1964).

El agar es una mezcla formada por dos po-
lisacaridos de agarosa y agaropectina (Percival y
McDowell, 1967; Zojic, 1970; Nadin, 1979; Leo6n,
1984; Friedlander, 1981). Ademas, es un producto
importante en multiples aspectos de la industria
moderna como en la biomedicina, farmacologia e
industrias de alimentos (Charpentier, 1980; Leon,
1984; Segreda, 1987; Bird y Hinson, 1992). Su
nombre es de origen malayo (Dfaz-Piferrer, 1961);
es extraido de la pared de la membrana celular de
muchas especies de algas rojas (Wieme, 1965;
Richmond y Preiss, 1980).

En el presente estudio, se realizd un analisis
de oligoelementos en Gracilaria fortissima Daw-
son, se probaron dos métodos para la extraccion de
agar, se determinaron algunas de las caracteristicas
fisicas del agar, se realiz6 la medicion del espectro
infrarrojo y se hicieron pruebas microbiolbdgicas
para evaluar su calidad y por ende su importancia
econdmica.

MATERIALES Y METODOS

La especie de alga marina utilizada fue
Gracilaria fortissima Dawson. Esta alga perte-
nece a la divisidbn Rodofita, orden Gigartinales,
familia Gracilariaceae. Son plantas arbustivas de
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un pequeho disco basal, carnosas y de ramificacion
irregular (Taylor, 1972). Su color varia de rosado
a rojo prpura. Los cistocarpos estan distribuidos
por todo el talo del alga e inmersos en él, de forma
globosa y presentes durante casi todo el afo.

La recoleccion de las algas se realizo6 en el
mes de febrero, cerca de la desembocadura del rio
Juarez,enel Parque Nacional Cahuita, Limon, Costa
Rica(9°44°16” N, 82°50°26” O). Se dejaron escurrir
del agua de sal en el sitio de colecta a temperatura
ambiente, y luego fueron trasladadas en bolsas
plasticas al laboratorio. Fueron colectadas en aguas
poco profundas (un metro) sobre una plataforma
coralina.

Una vez en el laboratorio, se limpiaron de
restos de otras especies y se procedio a realizar la
desalinizacidn, la cual consistio en eliminar median-
te disolucidn, la sal (cloruro de sodio, NaCl) que
tenfan las algas, dejandolas remojar en agua dulce
en constante recirculacion, durante un periodo de
12 horas.

Después del proceso de desalinizacion, se
procedid aladecoloracion de las algas. Este proceso
se realiz6 colocando las algas en bolsas plasticas
transparentes, cerradas herméticamente y colocadas
en un lugar donde los rayos del sol las iluminara,
hasta su decoloracion.

Una vez decoloradas, se colocaron sobre
bandejas de aluminio para que se secaran com-
pletamente, iluminadas por el sol. Estando secas,
se molieron en un molino General Electric a un
tamano de particula de 0.1 cm? y se almacenaron
en frascos plasticos para los analisis posteriores,
que se detallan a continuacion:

1. Se realiz6 un anélisis de oligoelementos:
Cobre (Cu); Zinc (Zn); Manganeso (Mn);
Calcio (Ca) y Magnesio (Mg), mediante
la utilizacion de un espectrofotometro de
absorcion atdmica Skimadzu AA-640-13.

2. Se realizaron dos extracciones de agar
usando dos métodos, A (esquema 1) y B,
respectivamente.

El método B difiere del método A, porque
se utilizan 5 g de diatomita pulverizada durante
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Esquema 1

Método A, utilizado para extraer agar de

Gracilaria fortissima Dawson.

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

L.5.

1.6.

1.7.

1.8.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.

2.1.
2.8.

2.9.

2.10.
2.11.

2.12.
2.13.

2.14.

1. Primera extraccion

Pesar 25 g de alga seca y molida, colo-
carlos en un beaker de 1 000 ml (milili-
tros).

Adicionar 800 ml de solucion de acetato
de sodio (0.5 M) acidulada con acido
acético glacial a pH 7.0.

Calentar entre 90-95 °C por una hr
(hora).

Dejar enfriar a 50-60 °C y mantener esa
temperatura durante tres horas.

Dejar enfriar a temperatura ambiente.
Centrifugar a 3 000 rpm (revoluciones
por minuto) durante 10 min (minutos),
en una centrifuga IEC-Centra-7.
Colocar el sobrenadante en bolsas plés-
ticas con cierre.

Congelar a -30 °C durante 10 hr o mas.

2. Segunda extraccion

Colocar el precipitado de la primera
extraccion en un beaker de 1 000 ml.
Agregar 500 ml de solucion acidulada
con acido acético glacial a pH 7.0.
Calentar entre 90-95 °C por una hr.
Dejar enfriar a 50-60 °C.

Centrifugar a 3 000 rpm por 10 min en
una centrifuga IEC-Centra-7.

Colocar el sobrenadante en bolsas plas-
ticas con cierre.

Congelar a -30 °C durante 10 hr o mas.
Mezclar los geles congelados a -30 °C
de la primera y segunda extracciones, y
dejar que se descongelen a temperatura
ambiente.

Calentar el gel residual durante 15 min
y luego vaciarlo en dos volimenes de
alcohol etilico 95%, durante 4 hr.
Decantar el alcohol etilico residual.
Mezclar el gel con 250 ml de acetona y
dejarlo en reposo por 10 hr o mas.
Decantar la acetona residual.

Lavar el gel con 250 ml de éter etilico y
dejarlo reposar por 10 hr o mas.
Extender el gel sobre un recipiente me-
talico y dejarlo a temperatura ambiente
durante 10 hr o mas.

la primera extraccion, adicionados después del
paso 1.3. El resto del procedimiento se realiza de

la misma manera, como se muestra en el esquema
1.

Conel agar obtenido en ambas extracciones,
se procedi6o a medir las siguientes caracteristicas
fisicas:

. PH: utilizando una solucidn de agar extraido
al 3% y medido con un Phmetro Coleman
28C.

. Porcentaje de extraccion: peso de alga seca
molida (g) / peso de agar extraido (g) X
100.

. Punto de gelificacion: se midid de acuer-
do con Diaz-Piferrer (1964) con algunas
modificaciones. La medicion se realizd de
la siguiente manera: se llen6 con solucidon
de agar un tubo de ensayo de 1.50 cm de
didmetro por 15.50 cm de largo, dejando un
espaciodeaire de 1 ml aproximadamente. Se
tapd con un tapdn de goma atravesado por
un termometro con escala de -10 a 100 °C.
Se coloco lasolucion de agarosa solidificada
dentro de un bafio de agua caliente hasta
fundir completamente la solucidn. Se saco el
tubo del bano y se vertiod hacia arriba y hacia
abajo, hasta que la burbuja de aire contenida
dentro permaneci6 inmovil. Se mantuvo en
esas condiciones a temperatura ambiente
por 20 min para verificar la inmovilizacidon
de la burbuja, correspondiente al punto de
gelificacion de la solucion.

. Punto defusion: parasumedicion seutilizo el
mismo tubo de ensayo empleado para medir
el punto de gelificacion, con la solucidn de
agarosa solidificada, dejando la burbuja de
aire aproximadamente hacia el centro del
tubo. Se coloco el tubo en un baho de agua
caliente calentandose de manera gradual
y con agitacidon constante, hasta la altura
en que se encuentra la solucion de agarosa
solidificada. El punto de fusion corresponde
a la lectura que marca el termdmetro en el
momento en que comienza a desprenderse
el gel de la parte superior de la burbuja de
aire, que quedo6 al gelificarse el gel.

. Resistencia del gel: la resistencia del gel
fue medida con un penetrdbmetro Instron
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modelo 1 000. La pesa utilizada fue de 5 kg
(kilogramos) / cm? (centimetro cuadrado),
una velocidad de 20 mm (milimetros) / min
en un rango de uno en cinco.

. Espectro infrarrojo: para determinar la pu-
reza del agar extraido, se midi6 el espectro
infrarrojo (Perkin-elmer 727B).

Para los agares extraidos, las mediciones
se realizaron utilizando soluciones al 3% y para
el control soluciones de agar a 1.5%, todas por
duplicado.

Ademas, el agar extraido fue utilizado para
preparacion de medios microbiologicos cultivando
la bacteria Erwinia sp y el microhongo Pestalotia

sp.
RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los resultados
obtenidos con el analisis del contenido mineral de
oligoelementos del Cobre (Cu), Zinc (Zn), Man-
ganeso (Mn), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg) en
ppm (partes por millon), realizado en G. fortissima
Dawson.

Con la utilizacion del método A (sin diato-
mita) y el método B (con diatomita), se extrajo una
sustancia gelificante que al ser deshidrataday secada
en un horno, para realizar los anélisis posteriores,
mostrd la siguiente apariencia fisica: la extraida
con el método A presentd una apariencia de color
cristalina blancuzca y la extraida con el método B,
un color pardo oscuro.

Para determinar la pureza de la sustancia
gelificante extraida de G. fortissima y verificar si
era agar u otro tipo de polimero organico como el

Cuadro 1. Contenido mineral de G. fortissima
Dawson, en ppm de materia seca.

Cobre Zinc Manganeso Calcio Magne-
sio
(Cu)  (Zn) (Mn) (Ca) (Mg)
PPpH—PpWM———ppm———pPpm——ppim—
5 5 9 106 H6
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carragenano, se hizo un analisis con el espectro-
fotometro infrarrojo, tanto al agar extraido con los
métodos A y B, como al agar comercial utilizado
como patron (BDH Chemicals).

En el cuadro 2, se presentan los resultados
obtenidos con respecto a las caracteristicas fisicas
del agarextraidode G.fortissimaconlos métodos de
extraccion A y B, comparados con el agar patron.

Una vez que se determind por medio del
espectro infrarrojo que la sustancia gelificante
extraida de G. fortissima correspondia al agar, se
procedio a realizar pruebas microbiologicas para
verificar que se puede utilizar para tales efectos.

Para las pruebas microbiolbgicas se utiliza-
ronlabacteria Erwinia spy el microhongo Pestalotia
sp. Tanto el hongo como la bacteria fueron purifi-
cados en medios de cultivo sblidos preparados con
agar comercial, antes de ser utilizados en medios
de cultivo preparados con los agares extraidos y el
empleado como patron.

Una vez que la bacteria y el hongo se
encontraban purificados se procedié a inocular
por duplicado los medios de cultivo preparados.
Para los cultivos de Erwinia sp y Pestalotia sp, se
prepararon por duplicado placas con el siguiente
medio de cultivo conocido como papa-dextrosa-agar
(P.D.A.). Preparacion por litro: 18 g de agar, 20 g
de dextrosa, 500 ml de extracto de papa (200 g/1),
500 ml de agua destilada.

Los medios preparados para el cultivo de
Pestalotia sp fueron acidificados con 4cido lactico
al 25% para impedir el crecimiento de bacterias
indeseables.

Los resultados obtenidos con los medios
preparados con el agar extraido de G. fortissima
con los métodos A y B fueron muy satisfactorios
comparados con los medios de cultivo preparados
con el agar patron. El contenido de agar en los
medios de cultivo preparados con el agar extraido
utilizando los métodos A y B fue al 3%, con res-
pecto a los medios de cultivo preparados con el
agar patréon que fueron al 1.5%.

DISCUSION
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Cuadro 2. Caracteristicas fisicas del agar extraido de G. fortissima Dawson, utilizando los méto-
dos A y B, comparados con un agar comercial marca BDH Chemicals como patron.

Agar al 3% Agar al 3% Agar al 1.5%

Caracteristicas fisicas Método Método Patron
A B BDH Chemicals

PH +£0.05 7.00 8.10 7.10
% de extraccion 45.20 50.00 -
Punto de gelificacion promedio
(°C £ Desv.) 33+£2 28.8 0.4 30.3+£04
Punto de fusidon promedio (°C + Desv.) 63 +1 49 + 1 63 +2
Resistencia del gel promedio
(g/cm? + Desv.) 21+2 7.8+0.9 745 +23

Existen muchas especies de algas marinas de
las cuales se puede extraer agar y realizar estudios
que permitan obtener informacioén importante como
un potencial de fuente alimenticia. La mayoria de
estas especies pertenecen a la division Rodofita,
donde pueden ser localizadas taxondmicamente en
varias familias, con una gran variedad de represen-
tantes.

El analisis del contenido mineral en G.
fortissima Dawson es de gran importancia infor-
mativa como posible fuente de alimentacion para
el consumo humano y elaboracion de alimentos
paraanimales. Enlaespecie estudiada, el contenido
mineral fue: Cu (5§ ppm), Zn (5 ppm), Mn (9 ppm),
Ca (100 ppm) y Mg (116 ppm) (cuadro 1). En el
cuadro 3, se presentan los resultados obtenidos en
el contenido mineral realizado a G. fortissima y

otras especies del mismo género. Segan Phillips
(1977), ninguno de los elementos alcanza niveles
que puedan ser toxicos para el consumo humano
y animal, lo que hace que la especie estudiada,
sea ideal para ser utilizada en la preparacion de
alimentos.

El agar es una sustancia seca, amorfa, ge-
latinosa y no nitrogenada que es insoluble en agua
fria, pero soluble en agua caliente (Dfaz-Piferrer
y Caballer de Pérez, 1964). Todas las especies del
género Gracilaria sp forman geles de muy buena
calidad, siendo éstas la gran mayoriade las especies
agarofitas (Segreda Rodriguez, 1987).

Para la extraccion de agar, existe una gran
cantidad de métodos, en los cuales hay unos mas
complejos que otros. Los métodos A (esquema
1) y B, utilizados en esta investigacion, son muy

Cuadro 3. Comparacion del contenido de oligoelementos en algunas especies del género Gracila-

ria sp.

Cu Zn Mn Ca Mg

ppm ppm ppm pPpm ppm Especie Referencia

0.07 0.01 0.06 1.22 2.15 G. debilis Diaz-Piferrer,
1979.

0.07 0.01 0.02 4.20 4.80 G. domingensis Diaz-Piferrer,
1979.

. k , % . k % % 2
1.81%* 15.32%%* 84.84%* 207k 207
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sencillos. El rendimiento obtenido utilizando los
métodos A 'y B fue del 45.20% y 50.00%, respec-
tivamente (cuadro 2). En el cuadro 4, se muestran
los resultados en cuanto al rendimiento obtenido
en otras especies de algas del género Gracilaria,
que han sido reportadas.

Diaz-Piferrer y Caballer de Pérez (1964),
utilizando algas decoloradas como en nuestro

Cuadro 4. Comparacion en el rendimiento obtenido de diferentes especies del
género Gracilaria sp, segan autores.

menor que con aquéllos en los cuales no se les ha
dado un tratamiento antes de proceder a la extrac-
cion del agar. Sin embargo, el agar extraido de la
especie en estudio, sin el uso de un tratamiento
previo, mostrd un rendimiento considerable, segtin
los resultados del cuadro 4.

Una manera para determinar la pureza del
agar es mediante la obtencidn de un espectro con el
infrarrojo. Con
este espectro, se
puede determi-
nar si lo que se

extrajode G.for-

Especie de alga Rendimiento Referencia .

tissima, es real-
G. mammilaria 32.1% Diaz-Piferrer y Caballer de Pérez (1964). mente a(giar 0 co-
G. debilis 82.9%y83.3%  Diaz-Piferrer y Caballer de Pérez (1964). r.reSp(f“ el‘j‘ otro
G. curtissiae 73.3% Diaz-Piferrer y Caballer de Pérez (1964). t1po/ ?p o]i:mi,ro
G. bursapastoria  163%y 19.6%  Hoyle (1978). grug;gr‘g:'l n ‘;S
G. verrucosa 14% Whyte y Englar (1980). se encueng]rali
G. bursapastoria 31.94% Santos y Doty (1983). los eSpectros ob-
G. canaliculata 31.07% Santos y Doty (1983). P

tenidos del agar

caso, extrajeron el agar con una soluciéon de pH 5
en frio y luego a pH 5.5 en caliente. Hoyle (1978)
no indica el pH al cual fue extraido el agar. Whyte
y Englar (1980) trataron a la especie a la cual se le
iba a extraer agar con una solucién que contenia
NaOH, proporcionando un pH alcalino. Por otro
lado, Santos y Doty (1983) extrajeron el agar de
las especies de Gracilaria con una solucidon que
tenfa un pH de 5. En nuestro caso, los métodos (A
y B) empleados fueron llevados a cabo utilizando
una solucion preparada con acetato de sodio (0.5
M) acidulado con 4cido acético a pH 7.

El pH de la solucion utilizado en el proceso
de extraccion es uno de los factores importantes que
afecta directamente el rendimiento. Sin embargo,
otros factores que pueden haber influenciado con
respecto al rendimiento de la especie estudiada por
nosotros y las otras especies del género Gracilaria
reportadas pueden ser: latemperatura de extraccion,
la especie de alga, su estado reproductivo, el lugar
donde fue recolectada, el procedimiento metodo-
logico para extraccion, entre otros.

Para Leon et al. (1984), el agar extraido sin
tratamiento previo al alga produce un rendimiento
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extraido con los

métodos Ay B
utilizados en esta investigacion, comparados con
el agar comercial empleado como patron y donde
se pudo determinar realmente que lo extraido co-
rresponde al polimero agar.

Corella y Amato (1981) y Garcia et al.
(1988) citan los enlaces del espectro infrarrojo
que diferencian el agar de los carragenanos, otro
polimero gelificante que se extrae de otras especies
de algas rojas. Asi, el enlace a 1240-1250 cm’!
caracteriza los polisacéridos sulfatados; el pico de
930-940 cm! caracteriza la union C — O en la 3-6
anhidrogalactosa y el pico a 900 cm™' corresponde
a los grupos —SO,H. La ausencia de los enlaces
845-850 cm! (sulfato axial secundario en galactosa
4 sulfato con enlace polimérico 1,3) y 805-810 cm™!
(3-6 anhidrogalactosa 2 sulfato) permitio diferenciar
de los carragenanos.

Es muy conocido, que el agar es un producto
gelificante que puede ser utilizado en mdltiples
usos en el ambito industrial, como en pasteleria,
farmacologia, en la preparacion de helados, que-
s0s, en cirugia, entre otros. Por otro lado, es muy
utilizado en microbiologia para la preparacion de
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medios de cultivo, cuya funcidn es la de mantener
en suspension y de manera homogénea, el medio
nutritivo adicionado al agar.

Con el agar extraido de G. fortissima, se
prepararon medios de cultivo microbioldgico. Los
medios preparados fueron inoculados individual-
mente y por duplicado con la bacteria Erwinia sp y
el microhongo Pestalotia sp. La bacteria se extrajo
de la zanahoria y es causante de la podredumbre
acuosa en esta raiz. La bacteria fue purificada en
agar bacterioldgico, antes de ser utilizada con los
medios de cultivo preparados con el agar extraido
conlos métodos Ay B. Los medios preparados para
inocular Pestalotia sp fueron acidulados con acido
lactico al 25%, para impedir que las bacterias se
desarrollaran.

Los resultados obtenidos con ambas inocu-
laciones utilizando el agar extraido con los métodos
Ay B fueron muy satisfactorios, ambos comparados
con inoculaciones realizadas empleando el agar
BDH Chemicals como patron.

El hecho de que el agar pueda o no servir en
la preparacion de medios de cultivo microbioldgico
puede deberse, en gran parte, al pH inicial de la so-
lucidn utilizada para la extraccidn y a los solventes
empleados para la deshidratacion y purificacion
del gel. En nuestro caso, el pH del agar extraido
con el método A fue de 7.00 y con el método B de
8.10 (Cuadro 2), este Gltimo diferente con el agar
usado como patron. Para la preparacion de los
medios se utilizod del agar extraido con los métodos
Ay B, una concentracion al doble (3%) al del agar
comercial (1.5%), paradarle unaconsistencia firme,
ya que la resistencia era menor al agar comercial.
Sin embargo, a pesar de la diferencia obtenida, los
microorganismos inoculados se desarrollaron muy
bien.
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