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Resumen:

Debido al interés en la busqueda de antioxidantes de fuentes de origen natural, las
microalgas y cianobacterias han captado la atencion por su capacidad de sintetizar
compuestos bioactivos bajo condiciones extremas de supervivencia. Por lo que el
estudio de la biodiversidad y las aplicaciones biotecnoldgicas que confieren este

grupo de microorganismos es de gran importancia para la ciencia.

En la presente investigacion, se detalla la revision de dos métodos de extraccion de
componentes bioactivos para microalgas y cianobacterias obtenidos a partir de
especies cultivadas en el Laboratorio de Investigacién de Microalgas del Grupo
VLIR de “Plantas Medicinales” del Departamento de Biociencias de la Universidad

de Cuenca.

En efecto, se compard la micronizacion y el ultrasonido, técnicas que promueven la
fragmentacion celular y la liberacion del material intracelular. A su vez, se determiné
la capacidad antioxidante del contenido bioactivo liberado aplicando la técnica de
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) para cada extracto metandlico de las tres

especies analizadas: Tamariz #6, Tamariz #11 y Flores #1.

La técnica de DPPH valoré la decoloracién del radical (DPPH) por accion de un
antioxidante (extracto metanolico). Esta evaluacion se expreso a través del calculo
del AAEAC (miligramos de &cido ascérbico equivalente a 100 gramos de droga
seca) alcanzando valores entre 14,53 mg/g — 20,08 mg/g para extractos tratados
por el método de Ultrasonido y valores entre 66,20 mg/g — 73.17 mg/g para los del

método de Micronizacion.

El resultado de este estudio determind que la técnica mas eficiente para extraccion
de componentes bioactivos fue por el método de micronizacién debido a que reveld
mayor actividad antioxidante por la gran cantidad de componentes bioactivos

presentes en los extractos.

Palabras claves: Microalgas. Cianobacterias. Micronizacién. Actividad
Antioxidante. DPPH.
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Abstract

Due to the interest in the search for antioxidants from natural sources, microalgae
and cyanobacteria have attracted attention for their ability to synthesize bioactive
compounds under extreme conditions of survival. So, the study of biodiversity and
biotechnological applications conferred by this group of microorganisms is of great

importance for science.

In this research, the review of two methods of extraction of bioactive components for
microalgae and cyanobacteria obtained from species cultivated in the Microalgae
Research Laboratory of the VLIR Group of "Medicinal Plants" of the Department of

Biosciences of the University of Basin.

Indeed, micritization and ultrasound were compared, techniques that promote
cellular fragmentation and the release of intracellular material. In turn, the antioxidant
capacity of the released bioactive content was determined by applying the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) technique for each methanolic extract of the three

analyzed species: Tamariz # 6, Tamariz # 11 and Flores # 1.

The DPPH technique assessed radical discoloration (DPPH) by the action of an
antioxidant (methanolic extract). This evaluation was expressed through the
calculation of the AAEAC (milligrams of ascorbic acid equivalent to 100 grams of dry
drug) reaching values between 14.53 mg / g - 20.08 mg / g for extracts treated by
the Ultrasound method and values between 66.20 mg /g - 73.17 mg / g for those of

the Micronization method.

The result of this study determined that the most efficient technique for extraction of
bioactive components was by the micronization method because it revealed higher
antioxidant activity due to the large amount of bioactive components present in the

extracts.

Keywords: Microalgae. Cyanobacteria. Micronization. Antioxidant
Activity. DPPH.
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INTRODUCCION

Las microalgas y cianobacterias han sido aprovechadas desde la antigledad por
los seres humanos en la medicina, industria, alimentacion y agricultura. Esto se
debe a que presentan mayor eficiencia fotosintética en referencia a la asimilacion
de CO:2 y otros nutrientes con respecto a las plantas superiores, lo que les confiere
un alto potencial bioactivo. Estos microorganismos desempefian un papel esencial
en el mantenimiento y funcionamiento global de los ecosistemas, asi como, en las
propiedades que benefician a la industria biotecnologica, alimentaria, cosmetoldgica
y farmacéutica (Doucha & Livansky, 2005).

Las investigaciones realizadas en los ultimos afios han demostrado que variedad
de patologias, entre ellas procesos inflamatorios, neurodegenerativos e incluso el
envejecimiento estan vinculadas con el estrés oxidativo que sufren las células
debido a un desbalance entre los mecanismos antioxidantes y los radicales libres.
Por ello, el potencial farmacologico de las microalgas y cianobacterias se manifiesta
en la produccion de sustancias de interés bioquimico como proteinas, vitaminas,
pigmentos, acidos grasos poliinsaturados, etc. Ademas, se ha revelado la presencia
de compuestos polifendlicos en estos microorganismos que poseen propiedades
antioxidantes que neutralizan radicales libres e inhiben la peroxidacion lipidica
evitando de esta forma el estrés oxidativo celular (Avello & Suwalsky, 2006; Goiris
et al., 2012).

Por lo antes expuesto, es de gran interés el conocimiento de la capacidad
antioxidante de las microalgas y cianobacterias, asi como de los procesos de

extraccion del potencial bioactivo.

En este estudio, se presenta la revision de dos métodos de extraccion
(Micronizacion y Ultrasonido) de componentes bioactivos provenientes de
microalgas y cianobacterias. Estas técnicas consisten en la exposicion de las
microalgas a un método de disrupcion celular; las cuales crean friccion molecular y

debilitan la pared celular liberando el contenido microalgal; a diferencia de los tejidos
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vegetales, las microalgas y cianobacterias presentan cierto grado de dificultad en la
extraccion completa de sus compuestos, debido al tamafio celular relativamente
pequefio (2-200 um), por lo que es importante la seleccion idonea del método mas

eficiente de extraccién que refleje mayor rendimiento (Rodriguez, 2017).

Finalmente, a través de la aplicacion de la técnica de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH) de captacion de radicales libres, se verifico la accion antioxidante de las
microalgas y cianobacterias; y, se validé el método de extraccién que presentd

mejor rendimiento.
HIPOTESIS

Las hipotesis planteadas para el desarrollo del estudio fueron:

e Los extractos metandlicos de microalgas y/o cianobacterias estudiadas
poseen actividad antioxidante.
e La micronizacion es una técnica mas efectiva que el ultrasonido para la

extracciéon de principios activos de microalgas y/o cianobacterias.

Objetivo general

e Comparar las técnicas de fraccionamiento celular (micronizacion vy
ultrasonido) sobre microalgas y cianobacterias aisladas en cuerpos de agua

poco profundos de la regién del Cajas y cultivadas en laboratorio.
Objetivos especificos

e Someter las 5 especies de microalgas y cianobacterias aisladas a métodos
estandarizados de cultivo: medios WC y BG-11.

e Obtener extractos metandlicos de las microalgas y/o cianobacterias
cultivadas.

e Evaluar la actividad antioxidante de los extractos mediante la técnica de
DPPH como criterio de diferenciacion entre las técnicas de extraccion:
Micronizacion y Ultrasonido.
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CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1GENERALIDADES

Las microalgas al igual que las cianobacterias son microorganismos que tienen una
amplia distribucién geografica; y, aunque la mayoria se desarrollan en agua dulce
también se encuentran en cuerpos de agua salada, residuales o incluso en el suelo,
bajo condiciones extremas para lo cual desarrollan caracteristicas extraordinarias
de adaptacion (Guaman & Gonzalez, Catalogo de microalgas y cianobacterias del
Ecuador, 2016).

El Ecuador esta calificado como un pais con una gran biodiversidad en microalgas
y cianobacterias, sin embargo, estos microorganismos han sido escasamente
estudiados; por lo que, se necesitan profundizar en la investigacion de estas

especies que permitan caracterizarlas y aprovechar sus beneficios farmacologicos.

Segun lo antes mencionado, explorar fuentes alternativas es un gran reto para la
humanidad. Para ello, se deben realizar estudios permanentes para mejorar la
produccion de materia prima de microalgas y cianobacterias; y, por ende, optimizar
resultados que generen menor tiempo en su produccién y conduzcan a mejores

rendimientos (Samaniego, 2019).

La extraccion del material potencialmente bioactivo de microalgas y cianobacterias
se obtiene del interior de la célula. Dicha extraccién requiere de ruptura celular y se
puede lograr usando métodos mecanicos como homogeneizadores y la técnica del
ultrasonido a través de ondas acusticas. Estos métodos presentan ventajas como
menor tiempo de extraccion, uso de solventes no toxicos y la capacidad de trabajar
con material biolégico microscopico. La ruptura de la microestructura de estos
microorganismos requiere de un método efectivo que permita la disrupcion total para
la liberacion del contenido potencialmente activo, todo ello bajo un control éptimo

de temperatura para evitar dafios en la materia prima (Rodriguez, 2017).
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De tal manera, esta investigacion pretende conocer la eficiencia de dos técnicas de
extraccion que revelen mayor actividad antioxidante de microalgas y cianobacterias
recolectadas en cuerpos de agua del parque Nacional El Cajas-Azuay. La
importancia del estudio radica en el alto grado de conservacion que existe en esta
zona, debido a condiciones geogréficas, climatoldgicas y fisicoquimicas que podrian
favorecer la produccion de sustratos para el crecimiento de estas especies y por lo

tanto para la sintesis de compuestos activos farmacoldgicos.

1.2 CARACTERISTICAS DE MICROALGAS Y CIANOBACTERIAS

Las microalgas y cianobacterias representan una de las formas de vida mas antigua
gue se conoce, se las consideran responsables de la produccién del 50% del
oxigeno y del 50% de la fijacion del carbono en el planeta. En general, son altamente
eficientes en la fijacion del CO2 y en la utilizacion de la energia solar para producir
biomasa, representando una eficiencia hasta cuatro veces superior a la de las
plantas (Sevilla, 2014).

1.2.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos, eucariotas, que pueden crecer
de manera autotréfica o heterotréfica; poseen una pared celular polisacéarida con
organelas citoplasmaticas rodeados de una membrana definida, cloroplastos y un
ndacleo con material genético de almacenamiento. La biomasa de las microalgas
esta constituida principalmente por clorofila, proteinas, carbohidratos (20-30%),
lipidos (10-30%) y cenizas (5-10%); porcentajes que varian de acuerdo a las
especies y condiciones de cultivo. El desarrollo nutricional es a base de especies

nitrogenadas como nitrato, amonio o aminoacidos (Sevilla, 2014).
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1.2.2 Cianobacterias

La palabra cianobacteria deriva del prefijo griego “cyanus” que significa azul, es por
ello que se las conoce como algas verde-azules por la coloracion verde oliva
azulado que las identifica; sin embargo, se pueden encontrar de otras tonalidades.
Las cianobacterias se diferencian de las microalgas por su estructura simple que las
clasifica como procariotas semejantes a las bacterias, no poseen nucleo definido,
pero son capaces de moverse a través del sistema por deslizamiento semejante a
las bacterias; se incluyen dentro de la categoria de las microalgas debido a que
llevan a cabo la fotosintesis con produccion de oxigeno y particularmente pueden

fijar N, atmosférico (Sevilla, 2014).

En la periferia poseen una fina estructura de cloroplastos (tilacoides), presencia de
flagelos y el nacleo que contienen el material genético de la célula rodeado de una
doble membrana. Ademas, concentran metabolitos de reserva como almidones y
glicerol en el nucleoide de la célula (Guaman & Gonzalez, Catalogo de microalgas

y cianobacterias del Ecuador, 2016).

Figura 1.1: Caracteristicas de microalgas y cianobacterias.

cianobacterias microalgas
N, CO, co,
‘ ‘ conversion de biomasa ‘
v

alimentos

biocombustibles

Fuente y elaboracién: (INBIOTEC, 2021).
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1.2.3 Nutricién de microalgas y cianobacterias

La mayoria de este grupo de microorganismos es foto-autétrofo por lo que
principalmente dependen de la luz solar como fuente de energia para procesos
metabdlicos y la fijacion de CO2 como fuente de produccién de carbohidratos y
energia en forma de Adenosin Trifosfato (ATP) (Guaman & Gonzéalez, Catalogo de

microalgas y cianobacterias del Ecuador, 2016).

Los compuestos reducidos de carbono, se usan como estructura base para la
incorporacion de elementos importantes como el nitrogeno, fésforo y hierro;
generando aminodcidos, nucledtidos, acidos grasos y carbohidratos que se
ensamblan para originar proteinas, acidos nucleicos, lipidos y polisacaridos que
constituyen la biomasa de estos microorganismos (Price, Badger, Woodger, & Long,
2008).

De acuerdo a su capacidad metabdlica se clasifican en:

. Heterotroficas obligadas
. Fototroficas obligadas
. Mixotroéficas facultativos
. Mixotroéficas obligadas

Las microalgas y cianobacterias ademas de necesitar luz, requieren de factores de
crecimientos organicos, incluyendo algunas vitaminas como la cobalamina, tiamina

y biotina, entre otros (Doucha & Livansky, 2005).

Tania Benenaula D. Pagina 17



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Figura 1.2: Proceso de fotosintesis de microalgas y cianobacterias
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Fuente y elaboracidon: (Gonzalez, ¢ Qué son las microalgas? Interés y uso, 2015).

1.2.4 Reproduccién

A pesar de las diferencias en estructura, ambos tipos de microorganismos se
comportan fisiologicamente de manera similar. Generalmente se da la reproduccién
por division binaria, produccion de esporas (R. asexual) y por union de gametos (R.
sexual) (Barsanti & Gualtieri, Algae Anatomy, Biochesmistry and Biotechnology,
2006).

La duracion del ciclo celular desde el crecimiento y division de la célula madre a las
células hijas depende del tamafio celular; teniendo el ciclo méas corto de dos horas
en la cianobacteria Synechococcus mientras que en la microalga Chlorella
aproximadamente seis horas, es asi que, existen especies capaces de cuadriplicar

su biomasa en un solo dia (Lee, 2008).

1.2.5 Importancia

La importancia de estos microorganismos fotosintéticos radica en su rol dentro del

mantenimiento de la vida en la Tierra, ya que transforman compuestos inorganicos
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en organicos y oxigeno para dar soporte al resto de seres vivos. Esta caracteristica
debe ser aprovechada mediante la extraccion de sus componentes y produccion
masiva orientada a la obtencioén a gran escala. Ademas, al trabajar con cultivos de
microalgas y cianobacterias de una determinada especie con la aplicacion de una
técnica eficiente de extraccion, se puede obtener biomasa celular de una
composicion similar y de mayor rendimiento, garantizando la reproducciéon de los

resultados (Blas, Ortiz, Pineda, Hernandez, & Cano, 2011).

Figura 1.3: Compuestos bioactivos de microalgas y cianobacterias.

ACUICULT
Astaxantina Biodalcohol SRR
o
EPA Polisacandfs / Alimentacién
\ Biomasa
Biodiesel

4-/

" Ficoeritrinas

Z ]l N

Luteina
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Fuente y elaboracidn: (Gonzalez, ¢ Qué son las microalgas? Interés y uso, 2015).

Es importante resaltar que ciertas microalgas y cianobacterias estan prescritas para
el consumo humano, pero también existen especies de cierto grado de toxicidad
gue son aprovechadas con otros fines, como por ejemplo, la produccién de biodiesel
y la biorremediacion de aguas residuales (Sevilla, 2014).

Es por ello que, en los ultimos afos se han convertido en importante fuente de
investigacibn de nuevas especies de microalgas, por citar algunos ejemplos
tenemos, la especie microalga Rhodophyta Pophyridium cruentum ha demostrado
su poder antioxidante por la produccion de acidos grasos poliinsaturados como el
acido eicosapentaenoico (EPA) de la serie omega-3 y el acido araquiddnico (AA) de

la serie omega-6, pigmentos como la ficoeritrina y enzimas como la super 6xido
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dismutasa, colaborando en el tratamiento de las células cancerosas (Pulz & Gross,
2004).

Del mismo modo, el género Spirulina presenta potencial antioxidante debido al alto
contenido de compuestos carotenoides, acidos grasos Yy ficobiliproteinas
encontrados en su estructura. Las ficobiliproteinas son pigmentos fotosintéticos, de
las cuales la ficocianina constituye mas del 50%, por ello la abundancia de
antioxidantes presentes en las cianobacterias evita procesos biologicos de
envejecimiento y degenerativos (Basaca-Loya, Valdez, Enriquez-Guevara,
Gutiérrez-Millan, & Burboa, 2009; Pulz & Gross, 2004).

1.2.6 Estudios en el Ecuador

Los estudios efectuados en Ecuador sobre estos microorganismos se enfocan con
mayor prioridad en el cultivo en grandes masas y en la produccion de biodiesel para
lo que se han realizado varios analisis en laboratoritos de biotecnologia. Esto se
debe al agotamiento acelerado de las reservas de combustibles fésiles que han
impulsado su investigacion y desarrollo de tecnologias energéticas amigables con

el ambiente (Gavilanes, 2013).

El enfoque también se da principalmente en la conservacion del medioambiente ya
gue la contaminacién global crece de forma acelerada y para ello se ha
implementado filtros biol6gicos a base de microalgas que optimicen la purificacion
del aire con el objetivo de reducir el dioxido de carbono de una manera altamente
eficiente en el aire de la capital del Ecuador. Esta propuesta ecuatoriana ha ganado

reconocimiento a nivel mundial (Samaniego, 2019).

1.3 CULTIVO DE MICROALGAS

El cultivo de las microalgas y cianobacterias abarca varios aspectos que van desde

la recoleccion de especies, microcultivo en laboratorio con el objetivo de amplificar
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su poblacion, la investigacion de las condiciones optimas de cultivo y la produccion
industrial (Guaman & Gonzalez, Catdlogo de microalgas y cianobacterias del
Ecuador, 2016).

Al igual que otros organismos vivos, las condiciones fisicas tienen gran influencia
en el crecimiento de las microalgas y cianobacterias. Por tanto, para obtener un
cultivo de microalgas en crecimiento activo, es necesario optimizar las condiciones
fisicoquimicas (Luz, temperatura, pH, aireacion, agitacion o la velocidad de la
dilucion); y, seleccionar el medio de cultivo ideal para cada especie de microalga o

cianobacteria para obtener una productividad eficiente de biomasa (Sevilla, 2014).

Figura 1.4: Cultivo de microalgas y cianobacterias.

Fuente y elaboracién: (Urbano, 2018).

1.3.1 Tipos de medio de cultivo

El medio de cultivo es una disolucion acuosa que permite el desarrollo continuo de
las microalgas y cianobacterias, es importante elegir el medio especifico para cada

género.
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e Medio BG-11

El medio BG-11 se encuentra triplemente suplementado con NaNOs y se ajusta a
pH 7-8. Usado como medio especifico para cianobacterias debido a las altas
concentraciones de nitrato y fésforo, potenciando el crecimiento de cianobacterias
fijadoras (Sevilla, 2014).

e Medio WC O de Wright

Se usa para cultivar criptofitas. EI medio WC es ligeramente alcalino, contiene
bicarbonato de sodio, silicato y sulfato de magnesio y una baja concentracion de
fosfato, contiene ademas elementos traza de metales y vitaminas, se usa para

cultivar especies tolerantes de pH neutro (7-8) (Chepurnova, 2000).

e Medio f/2 de Guillar

Es un medio de cultivo de enriguecimiento marino, contiene nutrientes principales
en los que figura fésforo, silicio, nitratos. Ademas, contiene traza de metales y
vitaminas. Este medio es utilizado especificamente para especies marinas (Biospec,
2020; Sevilla 2014).

1.4 METODOS DE EXTRACCION

Previo a la extraccion de los componentes celulares de microalgas y cianobacterias
se somete a la biomasa a un proceso de secado y de maceracion, detallados a

continuacion:

Secado de biomasa: este proceso permite eliminar la mayor parte de la humedad
de la biomasa. El mas comun es la liofilizacion, que se basa en la sublimacién del
hielo, realizado al vacio y a baja temperatura. Se produce el paso del hielo (solido)

a gas (vapor), sin gue en ningln momento aparezca agua en su estado liquido. El
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producto final es una masa seca, de aproximadamente el mismo tamafio que la
masa original, mejorando su estabilidad sin alterar la composicion cualitativa o
cuantitativa. (GIDOLQUIM, 2014).

Maceracion: consiste en humedecer la biomasa con cantidad suficiente del
solvente hidrofilico (metanol) hasta cubrimiento total, para que luego de un tiempo
determinado a temperatura menor a 20°C de temperatura la mayoria de sustancias
intracelulares (dependiendo del solvente) lleguen a un equilibrio a ambos lados de
la membrana. La maceracion produce dos productos que pueden ser empleados

dependiendo de las necesidades de uso, el sdlido o el propio extracto.

Aplicacion de métodos de extraccidn de biomasa:

Posteriormente a la maceracion se aplica el rompimiento celular de microalgas y
cianobacterias. Al final de este proceso se obtiene un producto denominado extracto
gue representa una mezcla compleja de varios compuestos bioactivos, los cuales

presentaran un potencial farmacolégico a nivel de la salud, industrial, etc.

La dificultad de trabajar con microalgas y cianobacterias se presenta en aplicar un
método de extraccion tan eficiente que provoque la liberacion total de los
componentes celulares. Para el presente estudio se eligié dos técnicas de lisis
celular: Ultrasonido y Micronizacion (Guaman & Gonzalez, Catalogo de microalgas

y cianobacterias del Ecuador, 2016).

1.4.1 Micronizacidén

La Micronizacién es una técnica mecanica que usa un homogeneizador con cuentas
de vidrio (Bead Beater) para la disrupcion de células y tejidos. La ruptura ocurre por
la agitacion vigorosa de las perlas de vidrio con las células. (Biospec, BeadBeater:

intrucciones de operacion, 2020).

La aplicacion del método Bead Beater logra el 90% a 95% del rompimiento celular

en un tiempo aproximado de 2 a 5 minutos. La micronizaciéon involucra la
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homogenizacion de una muestra con cuentas de vidrio de 0.1 mm a 0.5 mm de
diametro en una camara de policarbonato en ciclos de operacion y reposo, tomando
en cuenta un sistema de enfriamiento para aislar compuestos biolégicos del interior

de una célula (Biospec, BeadBeater: intrucciones de operacion, 2020).

La ventaja de este método radica en su aplicacion para todo tipo de material celular,
en comparacion con otros métodos de disrupcion celular mecénica ya facilita la
fragmentacion de la muestray no libera aerosoles potencialmente dafinos en el
proceso, por lo que se considera el método de eleccion para tratar a células dificiles
de alterar como cianobacterias, esporas y microalgas debido al particular tamafio

de estos microorganismos (Biospec, BeadBeater: intrucciones de operacién, 2020).

1.4.2 Ultrasonido

El Ultrasonido se usa para mejorar el rendimiento y la selectividad de extraccion de
compuestos bioactivos. Es un método de aplicacion de energia del sonido para
agitar las particulas en una muestra para la extraccion de compuestos de microalgas
y cianobacterias. Se utiliza el equipo de ultrasonido de alta frecuencia (>20 kHz) por

lo que también se conoce como ultrasonicacion (Bermudez, 2012).

El efecto del ultrasonido se debe a la compresion del efecto de las ondas sonoras
gue migran a través del medio y se transforman en energia mecanica, mismas que
se introducen al interior de las células de microalgas y cianobacterias. Esta accion
permite la ruptura de las interacciones intermoleculares de la membrana y favorece
la desintegracion celular. La ventaja de este método es que permite operar de forma
continua sin provocar desnaturalizacion de los componentes bioactivos. (Azhmir,
Zaidul, Sharif, Mohamed, & Sahena, 2013; Bermudez, 2012; Hielscher, 2019).
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Figura 1.5: Extraccion y procesamiento de microalgas y cianobacterias.

Fuente y elaboracion: (Gonzalez, 2015).

1.5 ACTIVIDAD FARMACOLOGICA
1.5.1 Actividad antioxidante

La importancia de los antioxidantes para inhibir o retardar la oxidacion biomolecular,
ha conducido a la identificacion y caracterizacion de compuestos naturales que
presenten propiedades antioxidantes. Los antioxidantes son componentes quimicos
gue interactuan con los radicales libres y los neutralizan. Los humanos producen
antioxidantes enddgenos, no obstante, dependen también de fuentes externas
(exdégenas), los cuales se adquieren a través de la dieta principalmente (Cano et al.,
2012).

1.5.1.1 Radicales libres

Un radical libre es una molécula presente en el organismo que se caracteriza por
su inestabilidad debido a que posee un electron no pareado en su ultimo orbita.
Resultan del producto de reacciones del metabolismo normal celular o por la
exposicidon a agentes contaminantes del medio ambiente (radiacién y toxinas); son
eliminados continuamente por las defensas antioxidantes propias del organismo,
pero cuando la defensa antioxidante es insuficiente para proteger al organismo del
efecto dafino de los radicales libres pueden conducir al estrés oxidativo celular y la
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peroxidacion lipidica, lo que se vincula a una diversidad de patologias de tipo

cancerigenas. (Pedraza Chaverri & Cardenas, 2018).

1.5.1.2 Metabolitos relacionados con actividad antioxidante

Actualmente, la investigacion de los metabolitos presentes en las microalgas y

cianobacterias se enfoca principalmente en los compuestos polifendlicos (acido

fendlico, flavonoides, antocianinas, lignanos, etc). Estos compuestos estan

relacionados como un sistema de defensa para el organismo, y por tanto son

acumulados como respuesta frente al estrés por diferentes factores.

Ademads, presentan accion antioxidante, antiinflamatoria, antiviral y anticancerigena.

Por ello los estudios se enfocan en la optimizacion de técnicas de extraccion para

obtener dichos compuestos bioactivos (Gémez et al., 2016).

Tabla 1.1: Estrategias de adaptacion de las microalgas y cianobacterias, y compuestos activos

generados como defensa en situaciones de estrés.

Estrategias de adaptacién de las

microalgas y cianobacterias

Compuesto activos potenciales

Lucha contra la deshidratacién vy
regulacién del flujo hidrico (estrés de

desecacion, variacion de temperatura).

Minerales: Na, K, Cl y compuestos organicos:

polioles, manosa, sacarosa, mucilago.

Proteccién contra los efectos de rayos

ultravioleta y el estrés oxidativo.

Fibras antioxidantes (carotenoides,
polifenoles, tocoferoles), enzimas anti radicales, Cu,

Zn, Se.

naturales,

Mantenimiento de la integridad de los
tejidos en respuesta a condiciones

climaticas.

Fibras, proteinas, mucilago y polisacaridos

estructurales como el alginato, agar.

Mantenimiento de la integridad de los

tejidos en respuesta a predadores.

Metabolitos secundarios halogenados:

bromofenoles.

Fuente: (Ramirez, Actividad antioxidante de las microalgas Chlamydomonas sp. y Pediastrum sp.

como respuesta a la radiacién UV vy altitud de origen, 2018).
Elaboracién: Autor, 2021.
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Entre las especies méas estudiadas estan Chlorella y Arthospira, utilizadas en la
elaboracion de cremas debido a su propiedad fotoprotectora contra rayos
ultravioleta UV, puesto que, en su estructura presenta gran cantidad de compuestos
fendlicos y presencia de pigmentos, carotenoides, entre otros. Ademas, especies
como Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. han demostrado su poder de
regeneracion celular por la estimulacion de sintesis de colageno en el organismo
(Cano et al., 2012).

Entre los compuestos aislados de cianobacterias que tienen actividad
anticancerigena se encuentra las criptoficinas de Nostoc sp. Estos compuestos han
demostrado que tienen actividades citotoxicas en ensayos clinicos, por lo que han
sido candidatos para quimioterapias por sus propiedades anti-proliferativas
(Microgreen, La Espirulina -Alimento Clave En Inmunonutricion- Podria Prevenir

Infecciones Virales Como La Gripe Y El Coronavirus, 2020).

1.5.2 Determinacién de la actividad antioxidante

La medida de la actividad antioxidante se puede valorar mediante la formacién de
productos intermedios o finales por la reaccion entre el oxidante (radicales libres) y
el antioxidante (sustancias naturales). De acuerdo al mecanismo de reaccion, los
ensayos pueden ser clasificados en dos categorias: ensayos a través de la reaccion
por transferencia de atomos de hidrégeno (HTA) y a través de la transferencia de
electrones (ET) que involucran una reaccion de Oxido-Reduccion. Estos ensayos
miden la capacidad de atrapar radicales libres (Pedraza Chaverri & Cardenas,
2018).

1.5.2.1 Técnica de 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Este método se basa en la reduccién del radical 2,2 -difenil -1- picrilhidrazilo (DPPH)

gue en presencia de una sustancia antioxidante produce un cambio de coloracién
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de una solucién violeta a amarillo palido. EI compuesto DPPH se caracteriza por
poseer un electron desapareado que es un radical libre, estabilizado por resonancia.
Por esta propiedad el DPPH se utiliza como referencia para determinar el poder
antioxidante de una sustancia por captura de radicales libres (Brand-Williams,
Cuvelier, & Berset, 1995).

En consecuencia, la disminucion de la absorbancia del DPPH es medida
espectrofotométricamente a 520 nm y proporciona un indice para estimar la
capacidad antioxidante del compuesto de prueba. La decoloracién se debe a la
cesion de electrones de la especie antioxidante que reacciona con el radical DPPH
(Huang & Prior, 2005).

1.5.3 Cromatografia de capa fina (TLC)

El método de Cromatografia de Capa Fina (TLC) se aplica para la caracterizacion
de bandas cromatograficas que visualicen la actividad antioxidante de metabolitos
bioactivos presentes en los extractos. La cromatografia es una técnica versétil y
econdmica en laboratorios de andlisis cualitativos y cuantitativos, particularmente
Su uso esta enfocado en el monitoreo de reacciones, purificacidon de muestras y en

la identificacion de componentes de una mezcla compleja (Gutiérrez, 2002).

1.5.3.1 Fundamento

La cromatografia de capa fina es una técnica en donde la fase estacionaria consiste
en una capa delgada de un adsorbente de gel de silice (SiO2) o alimina (Al203),
adherido a un soporte de vidrio. El gel silice tiene la particularidad de separar
sustancias polares (alcoholes, acidos carboxilicos, aminas); mientras que el de
alimina retiene con mayor fuerza componentes apolares (hidrocarburos, éteres,

aldehidos y cetonas). Como consecuencia de las velocidades de migracién, los

Tania Benenaula D. Pagina 28



UNIVERSIDAD DE CUENCA

componentes de la muestra se separan en bandas que se pueden analizar en forma

cualitativa o cuantitativa (Gutiérrez, 2002).

Para el desarrollo de la técnica se prepara la fase estacionaria y se coloca la
muestra en disolucion en puntos determinados de la parte inferior de la placa. La
cromatoplaca se introduce en el recipiente cromatografico, de manera que solo la
parte inferior de la placa quede sumergida en la fase movil o eluyente y
posteriormente ésta asciende por capilaridad por la fase estacionaria y los
componentes se diferenciaran en solubilidad y en la fuerza de adsorcion. Para la
visualizacion de las bandas cromatograficas se puede usar reveladores
correspondientes a cada componente de la muestra (luz ultravioleta o reactivos

especificos) (Fernandez, 2020; Gutiérrez, 2002).

En la cromatografia de capa fina los valores de factores de retencion (Rf) son mas
reproducibles y se usa principalmente para la identificacion de drogas,

preparaciones bioquimicas y productos naturales (Fernandez, 2020).

Figura 1.6: llustracién de la cromatografia en capa fina.

/ /\ tapa

- 2 8 o
— cubeta de vidrio
(cubeta cromatografica)

e © © b¢ __L ___ puntos de aplicacion
/ de las muestras
«— — fase movil (disolvente)

Fuente y elaboracidn: (Gutiérrez, 2002).
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1.5.3.2 Factor de retencion (Rf)

El factor de retencion (Rf) es el registro de la relacion entre la distancia que recorre
la muestra desde el punto de aplicacion y la distancia que recorre el disolvente hasta

el frente del eluyente en el mismo tiempo, como indica la siguiente férmula:

distancia recorrida por la muestra

distancia recorrida por el disolvente

Este valor depende de las condiciones de estudio sometidas (temperatura, vapor de
saturacion, cantidad de la muestra, etc.), asi como las condiciones de la placa, tipo
de adsorbente y eluyente. Por lo que el valor de Rf de un compuesto determinado

es constante, permitiendo la identificacion de distintas especies (Fernandez, 2020).
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CAPITULO Il
2. METODOLOGIA

2.1 DESCRIPCION GENERAL

En el presente estudio se evalud la eficiencia de la micronizacion y ultrasonido en
la extraccién de componentes bioactivos de seis extractos metandlicos a partir de
tres especies de microalgas y cianobacterias aisladas en cuerpos de agua poco
profundos de la regién de EL Cajas, provincia del Azuay. Estas especies no tuvieron
identificacién taxondmica, por lo que se asigné codigos segun el investigador que

realizo la recoleccion.

Las microalgas y cianobacterias estudiadas fueron: Flores #1 y Tamariz #6
cultivadas en medio Blue Green-11 (BG-11) y Tamariz #11 cultivada en medio de
Wright (WC). Las especies aisladas fueron dispuestas para cultivo en mayor escala

con el fin de obtener biomasa suficiente para el estudio (2 gramos de biomasa).

2.2 ETAPA DE CULTIVO

Los medios de cultivo se aplicaron de acuerdo a los requerimientos especificos de

cada especie hasta la cosecha final de su biomasa.

2.2.1 Técnica de Cultivo

La preparacion de los medios especificos de cultivo para cada microalga y
cianobacteria (WC y BG-11) se detallan en el Anexo 1. A partir de la biomasa
principal se realizé el cambio de medio, traspasando 100 ml de ésta a frascos de
vidrio de 1 litro de capacidad conteniendo 900 ml de medio liquido previamente
esterilizado (TUTTNAUER, USA). Las botellas para cultivo fueron selladas previo
establecimiento de una linea de aireacion, a temperatura establecida entre 26°C a
28°C, iluminacion de 2300-2500 Lux (Cole-Parmer, Taiwan), agitacion de 750-850

Tania Benenaula D. Pagina 31



UNIVERSIDAD DE CUENCA

r.p.m. para que evitar la sedimentacion y la adherencia a las paredes de los envases

hasta la posterior cosecha segun Tabla 2.1.

Figura 2.1: Montaje del cultivo de las microalgas.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

Figura 2.2: a) Muestra madre de las microalgas en estudio. b) Proceso de siembra de microalgas.

b)

Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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Tabla 2.1. Caracteristicas de medios de cultivo en microalgas y cianobacteria, y tiempo de

cambio/cosecha.

Caodigo Identificacion Tipo Medio Cambio/cosecha
MAAL33 Tamariz 6 Cianobacteria | BG-11 8-10 dias
MAAL24 Flores 1 Cianobacteria | BG-11 12-15 dias
MAAL?29 Tamariz 11 Microalga wC 8-10 dias

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

2.2.2 Centrifugaciéon (cosecha de biomasa).

Una vez transcurrido el tiempo de cambio-cosecha (Tabla 2.1) se procedi6 a
centrifugar los cultivos de microalgas y cianobacterias a 3000 rpm por 5 minutos
(Sigma, Alemania), separando por decantacibn el sobrenadante. El
almacenamiento de la biomasa acuosa fue recolectado en tubos estériles después
de centrifugar tres veces con agua destilada para mayor arrastre de biomasa.
Posterior a este proceso se coloco la biomasa en los tubos respectivos para liofilizar.

2.3 LIOFILIZACION

Para un mejor rendimiento en los analisis de la actividad antioxidante se realizo la
liofilizacion de la muestra fresca previo a la extraccion y posterior a la concentracion

de los extractos metandlicos obtenidos.

Para la liofilizacion de la biomasa fresca, los tubos de liofilizacion vacios fueron
pesados en la balanza analitica (Boeco, Alemania), y se colocé el volumen de los
tubos estériles con biomasa acuosa, se afadi6 10 ml de agua purificada y se
congel6 en el biofreezer (DAIREL, Dinamarca) a -80°C, hasta obtener una masa
congelada homogénea en el tubo. Esta distribucion se logra rotando los tubos por
periodos de cinco minutos durante 20 a 30 minutos aproximadamente. Los tubos se
almacenaron en el biofreezer durante 12 horas y luego fueron cargados en el
liofilizador, previamente estabilizado a -52°C y 0.090 mBar. La liofilizacion de las

muestras tardd un periodo de 24 horas segun PNT FUN 004 de Laboratorio de
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Fitoquimica Proyecto VLIR de Plantas Medicinales. Finalmente, la biomasa fue

transferida a tubos de vidrio y se conservo a -20°C hasta su extraccion.

Figura 2.3: Equipo de liofilizacion Freezone Labconco (Kansas City, Missouri).

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

2.4 ETAPA DE EXTRACCION

En esta etapa se realizo la extraccion de la biomasa (maceracion en frio con
metanol, aplicacién de micronizacion y ultrasonido) y la concentracién de los
extractos (evaporacion del solvente mediante rotavapor, corriente continua de
Nitrégeno gaseoso Y liofilizacidén). Finalmente la biomasa extraida se almacené en
viales ambar con la mezcla de compuestos quimicos para su evaluacion

farmacoldgica.

2.4.1 Maceracion

La maceracion requiri6 de aproximadamente 2 g de biomasa y el solvente fue
afadido en relacién con el peso de la microalga y/o cianobacteria; asi por cada
gramo se agrego6 30 ml del solvente de extraccion. Finalmente, se macero en reposo

bajo campana de extraccion a temperatura ambiente durante 24 horas.
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2.4.2 Ultrasonido

Posteriormente a la maceracién, se aplicé el método de ultrasonido directo por 3
ciclos de 5 minutos, con una frecuencia de >20KHz a 20°C. Las sondas ultrasénicas
favorecen la velocidad en las reacciones quimicas y la desintegracion del material
intracelular y tiene como objetivo lograr la extracciébn completa de sus metabolitos.
Este proceso fue realizado en el laboratorio del PROMAS del departamento de
Ingenieria Civil de la Universidad de Cuenca donde se encuentra el equipo de

ultrasonido Ultrasonic Processor (Cole Parmer, USA).

Figura 2.4: Aplicacién de la técnica de Ultrasonido.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

2.4.3 Micronizacién

Para comparar la eficiencia de extraccion de los metabolitos activos de las
microalgas y cianobacterias se aplicé la micronizacién que se realiza a través de

una camara de cuentas de vidrio, Bead Beater (Bio Spec Products, China) ver
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Figura 2.5, la cual sigue un proceso estandarizado para lograr el mayor rompimiento

celular de una muestra.

Para el desarrollo de esta técnica, la camara debe contener una cantidad
determinada de perlas de vidrio de diametro especifico, es importante colocar un
refrigerante para conservar la temperatura. La manera mas idonea de minimizar el
calentamiento del homogeneizado es poniendo en funcionamiento la camara con
agua helada instalada, durante un minuto y luego dejar reposar el homogeneizado
por otro minuto, ciclando asi hasta que se complete el ciclo de homogeneizacion

durante 3 veces (Bio Spec Products Inc., 2020).

Figura 2.5: Equipo Bead-Beater para micronizacion (Biospec Products, China).

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

La seleccion de tamafio de cuentas fue de 0.05 mm de didmetro de acuerdo a la
similitud de las muestras con las bacterias. La disrupcion total del material celular
se realiza por el contacto del extracto con las perlas de vidrio a través de las

revoluciones por minutos aplicadas en el equipo (Bio Spec Products Inc., 2020).
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Al final de este proceso, se limpid exhaustivamente la camara de policarbonato para
evitar la corrosion del equipo. Las perlas deben ser esterilizadas en autoclave,
pudiendo reusarse hasta diez veces. Se sefiala que el llenado de la camara con las
perlas de vidrio no debe sobrepasar los % de la capacidad total y tampoco se debe
usar combustibles inflamables que puedan causar dafios en el equipo (Bio Spec
Products Inc., 2020).

2.4.4 Filtracion

La filtracion es la separacion de particulas sélidas de un liquido impulsada por la
fuerza gravitacional para que el liquido atraviese el filtro en un periodo de tiempo
determinado.

Aplicando los métodos de extraccion por separado, se filtro el pulverizado obtenido
de cada método y el residuo soélido de cada filtracion se volvio a sonicar en bafo
maria a 27-32°C (Cole-Parmer, México) por 5 horas cumpliendo 3 ciclos de este
proceso. Finalmente, el filtrado total fue almacenado en balones de vidrio para el

siguiente proceso de concentracion.

2.5. CONCENTRACION DEL EXTRACTO

La concentracion de los principios activos de los extractos se realiz6 usando el
rotavapor Laborota 4000 (Heidolph, Alemania) a 30°C y 90 rpm. El resultado de este
proceso es un residuo seco adherido a las paredes del baldn, el cual se redisolvio
con 20 ml de metanol aproximadamente para seguir con la evaporacion del

solvente.
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Figura 2.6: a) Equipo de rotavapor Laborota 4000 efficient Heidolph (Alemania) b) Balén con

residuo seco final.

a)

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

La evaporacion de la redisolucion final se realizé en el bafio ultrasénico a 30°C, bajo
una leve corriente continua de nitrdgeno; hasta obtener un volumen aproximado de

3 ml en los tubos de ensayo y se procedio a preparar la muestra para liofilizar.

Figura 2.7: Aplicacién de corriente de nitrégeno gaseoso a muestras de redisolucién.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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Para la liofilizacion final se traspasé el contenido del tubo de ensayo al tubo de
liofilizacién, se afiadi6 20 ml de agua purificada y se aplicé el mismo proceso

detallado en el apartado 2.3.

Figura 2.8: Extractos de microalgas y cianobacterias liofilizadas.

¥

RGeSl R T i MY
Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

Finalmente, se colocé las muestras liofilizadas en viales ambar, obteniendo pesos
entre 2,5 a 14.0 mg de extracto seco (peso constante) en la balanza analitica

(Boeco, Alemania).

2.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
2.6.1 Técnica de DPPH (captacion de radicales libres).
2.6.1.1 Preparacion de la solucion de DPPH

La solucion de DPPH requirié de 0.0012 g del reactivo aforado con metanol analitico
a 50 ml. La lectura de absorbancia fue a 520 nm (t=0). La estabilidad de la solucion
reporta una duracion estable de 6 horas posteriores protegida de la luz, la

absorbancia normal de esta solucién esta entre 0,600 a 0,700.
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Figura 2.9: Coloracion violeta de solucién de metanol y reactivo de DPPH.

——

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

2.6.1.2 Elaboracién de la curva de calibracion

Para la elaboracion de la curva de calibracion se us6 como patron de referencia el
acido ascorbico y requirio 0.010 g de acido ascoérbico aforado a 100 ml con metanol
de calidad analisis. La concentracion de la soluciéon fue de 100 ug/ml. A partir de la
misma se prepar6 diluciones de concentracion diferente (1-8 ug/ml), segun Tabla
2.2.

Tabla 2.2: Concentraciones de las diluciones de Acido ascorbico para la curva de calibracion.

Volumen de la soluciéon madre Volumen de metanol Concentracion
(k) (ki) (ug/ml)
30 2970 1
60 2940 2
90 2910 3
120 2880 4
150 2850 5
180 2820 6

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
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Una vez preparadas las diluciones, se mezclé 1 ml de cada solucion con igual
volumen de reactivo de DPPH, se homogenizé y se dejo en reposo en la oscuridad
durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo se procedidé a la lectura de la
absorbancia a 520 nm frente a un blanco de metanol. Todo esto se realiz6 por

triplicado.

2.6.1.3 Preparacion de los extractos

Para la preparacion de un extracto a una concentracion especifica, se disolvio 1 mli
de metanol en un vial con peso determinado, como ej. 5mg, la disolucién tendra una
concentracion de 5 mg/ml. A partir de este vial se coloca 40 ul en un tubo de ensayo
mas 1960 ul de metanol de andlisis obteniendo una concentracion de 100 pg/ml,

con la cual se realiz6 el analisis de actividad antioxidante.

El espectrofotometro Thermo Fisher Scientific (Genesys, USA) debe estabilizarse
15 minutos previos a su uso, las lecturas de absorbancia fueron 520 nm de longitud
de onda y se llevé a cero frente a un blanco de metanol. Se midio la absorbancia de
la clorofila para luego realizar la correccién de las absorbancias con el reactivo de

DPPH (lectura de la muestra — lectura de la clorofila).

Posteriormente, se coloc6 en partes iguales el extracto y la solucién del reactivo de
DPPH y se dej6 en reposo durante 30 minutos en la oscuridad, posterior a ello se
procedid a la lectura de cada muestra protegiéndolas de la luz, frente a un blanco
de reactivo de DPPH mas metanol, el cual indica una absorbancia de entre 0.350-
0.375.

2.6.1.4 Expresion de los resultados

La capacidad antioxidante se expres6 en miligramos de &cido ascorbico

equivalentes a 100 gramos de droga seca, expresada en la siguiente formula:
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(As—Ac)(Fd)(V)
Km

AAEAC=

Dénde:

As: absorbancia de cada muestra 30 min

Ac: absorbancia del control (DPPH + MeOH).

m: peso en miligramos del extracto inicial de los viales.

V: volumen en ml del contenido en el vial.

Fd: factor de dilucion de cada concentracion de extracto.

K: pendiente de la curva de calibracidén de acido ascorbico.

AAEAC: miligramos de &cido ascoérbico equivalentes a 100 g de droga seca (mg/qg)
(Leong & Shui, 2002).

2.6.2 Cromatografia de capa fina (THIN LAYER CHROMATOGRAPHY-TLC)

El objetivo de esta técnica es la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucion entre dos fases; una fase movil-liquida que transporta
las sustancias que se separan y que progresan en relacion con la otra, llamada fase

estacionaria-solida (Fernandez, 2020).

Para el analisis de cromatografia de capa fina se sigui6 el siguiente proceso:

2.6.2.1 Preparacion de placas para TLC

Las placas de TLC de silica gel con soporte de vidrio fueron activadas en la estufa
a 100 °C durante 15 horas, la linea de siembra se traz6 a 1 cm del borde inferior y
a 8 cm de ésta se trazo la linea de frente del solvente para el recorrido de los
metabolitos. La identificacion del metabolito a investigar, la fase movil y el revelador
empleado se coloco en el borde superior mientras que los cédigos de cada extracto

a analizar se colocaron en la parte inferior.
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2.6.2.2 Aplicacion de la muestra

La muestra procedente de un vial de extracto de microalgas y cianobacterias fue de
concentracion 5 mg/ml en metanol, preparada de la misma forma detallada en el
apartado 2.6.1.3. En la linea de siembra se coloc6 5 ul de cada extracto a 1 cm de

distancia entre si, y a 1 cm de distancia del borde inferior de la placa.

2.6.2.3 Elucion sobre placa

Las fases moéviles fueron preparadas de acuerdo a la referencia obtenida en la tabla
2.3. Previamente, se colocé la fase movil en la camara de vidrio 30 minutos antes
de la introduccién de la placa de TLC en forma vertical, a 0.5cm del borde inferior al
contacto con la fase movil y se cerr6 hasta que la fase movil ascienda hasta la linea
de frente. Retirada la placa de la camara, se secé bajo la campana de extraccion de
vapores hasta evaporacion total de la fase mévil, procesos que se detallan en los
PNT OGO014 y PNT OGO011 del laboratorio de Fitoquimica del proyecto VLIR de

Plantas Medicinales.

Figura 2.10: a) Camara de cromatografia de capa fina (TLC). b) Placa silica gel con bandas

cromatograficas de microalgas y cianobacterias.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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2.6.2.4 Revelado postcromatografico

Para facilitar la visualizacion de los compuestos de las muestras se requieren de

reveladores especificos para cada metabolito, los cuales se detallan en la tabla 2.3.

El revelador se colocd en una fuente de vidrio, en donde la placa de TLC se

sumergio e inmediatamente se extrajo para el secado en la cabina de extraccion y

poder visualizar las placas en el equipo de fotodocumentacion a diferentes

longitudes de onda; 254 nm, 366 nm y luz visible.

Tabla 2.3: Identificacion y separacion de metabolitos activos en cromatografia de capa fina.

. Metabolito a o Extractos
Fase movil ) ) Reveladores Identificacion
investigar (5mg/ml)
Tolueno- ) i
Anisaldehido- o )
Cloroformo- o o A luz visible: azul, verde, rojoy
Tritdrenos Acido i
Etanol . cafe.
Sulfarico
(40-40-10)
Acetato de _
) Tamariz 6-A
etilo-Metanol- o o ) )
A Antioxidantes DPPH A luz visible: amarillo. Tamariz 11-A
ua
g Flores 1-A
(100-13.5-10) ]
Tamariz 6-N
A 366nm: )
Tamariz 11-N
Flavonas: tomate, amarillo,
Tolueno- Flores 1-N
. o verdoso.
dioxano-acido ) Productos )
. ] Flavonoides Flavolones: tomate, amarillo,
acético glacial naturales )
amarillo-verdoso.
(90:25:4) )
Flavonoles: Tomate, amarillo,
amarillo-verdoso.
Fuente: (Wagner & Bladt, 1996).
Elaboracion: Autor, 2021.
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CAPITULO IlI

3. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS DEL RENDIMIENTO DE BIOMASA

El porcentaje de rendimiento de biomasa concentrada a partir de biomasa acuosa
se detalla en las siguientes tablas:

Tabla 3.1: Resultados de rendimiento de biomasa extraida por Micronizacion.

Identificacion Biomasa acuosa (g) Biomasa concentrada (g) Rendimiento (%)
Flores #1 16.92 14.24 84.14
Tamariz #6 24.17 16.01 66.26
Tamariz #11 27.56 16.72 60.68

Fuente y elaboracidon: Autor, 2021.

Tabla 3.2: Resultados de rendimiento de biomasa extraida por Ultrasonido.

Identificacion Biomasa acuosa (g) Biomasa concentrada () Rendimiento (%)

Flores #1 2.093 0.319 15.24
Tamariz #6 2.091 0.468 22.38
Tamariz #11 2.072 0.341 16.46

Fuente y elaboracidon: Autor, 2021.

Se puede apreciar que el rendimiento obtenido por el método de Micronizacion
presenta mayor porcentaje que el obtenido por Ultrasonido. Esta diferencia se
deberia a que el ultrasonido provoca la implosién de las burbujas, las cuales entran

en contacto sobre la superficie celular de microalgas y cianobacterias, alterando la
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permeabilidad de la membrana y libera los analitos intracelulares, pero no lo hace
de forma eficiente como se origina por el método de micronizacion. En donde, las
perlas de vidrio colisionan directamente con la muestra por lo que existe mayor
contacto con las células y el fraccionamiento celular total resulta en mayor liberacién
de los componentes intracelulares. La ventaja de la Micronizacion es que se realiza
en ciclos de menor tiempo y la temperatura se mantiene estable por lo que no se
produce la pérdida o desnaturalizacion de componentes bioactivos (Biospec,

BeadBeater: intrucciones de operacion, 2020).

La principal desventaja del bafio de ultrasonido, es que generalmente funciona a
una sola frecuencia (20 o 40 kHz) y la produccion de calor inestable podria inducir
la formacion de radicales libres que degradan a los compuestos bioactivos.

(Glembin, Kerner, & Smirnova, Cloud point extraction of microalgae cultures, 2013).

En la investigacion del “Desempefio de dos técnicas de rompimiento celular en la
microalga Scenedesmus sp.” se caracterizo el contenido de ficobiliproteinas (FBPS)
con respecto al fraccionamiento celular; en donde los cultivos de microalgas fueron
sometidos a dos tipos de rompimiento celular (homogenizacion y sonicacion) y
posteriormente liofilizadas. Ademas, se observo que las células sometidas a
homogenizacién presentaron rompimiento; mientras que, las sometidas a
sonicacién no presentaron dicha ruptura. Asimismo, el contenido de FBPs presentes
en las muestras obtenidas por homogenizacion presenté mayor rendimiento frente
a aquellas tratadas por sonicacion (Bermudez Sierra, Oliveira Leite, Do reis
Coimbra, & Aredes Martins, 2013).

Un estudio de la “Extraccion de lipidos a partir de la microalga Chlorella vulgaris”
determina que mientras el diametro de las cuentas de vidrio disminuye, el
rendimiento de extraccion se incrementa ya que el rompimiento celular fue eficiente.
Esta tendencia se justifica debido a que, si disminuye el tamafio de las cuentas, la
cantidad de las mismas es mayor dentro de la camara, de tal manera que la
superficie de contacto entre las células y las cuentas aumenta, provocando mayor

namero de colisiones y el incremento en la extraccion de componentes bioactivos.
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El incremento que present6 fue del 30% con respecto al proceso de extraccion con
biomasa sin rompimiento previo. Para procesos industriales el diametro de balines
recomendado es de 0.4 y 0.6 mm de didametro (Alba Quifiones, 2013).

3.2 RESULTADOS DE MICROALGAS TRATADAS POR MICRONIZACION

Figura 3.1: Fotos TAMARIZ #11 pretratamiento (a) y post tratamiento-micronizacion (b).

b)
Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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Figura 3.2: Fotos TAMARIZ #6 pretratamiento (a) y post tratamiento-micronizacion (b).

a.b.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.

Figura 3.3: Fotos FLORES #1 pretratamiento (a) y post tratamiento-micronizacion (b).

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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En las fotografias en microscopio con aumento de 40X, se observé que la microalga
posee una estructura definida antes de la micronizacion, pero al entrar en contacto
con las cuentas de vidrio en agitacion constante se produce la fragmentacion y la

membrana celular se destruye.

En efecto, un estudio realizado por S. Lee et al. evalu6é varios sistemas de
destruccion mecénica para la extraccion de lipidos de la microalga Botrycoccus
braunii, concluyendo que el mayor porcentaje de extraccion se obtuvo al utilizar un
molino de bolas de cristal de 1mm, durante 1 minuto. De esta forma se obtuvieron
un contenido de lipido del 28.6% por biomasa seca (Lee, Yoo, Jun, Ahn, & Oh,
2010).

3.3 RESULTADOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para la evaluacion de la actividad antioxidante en extractos metandlicos de
microalgas y/o cianobacterias se empleé la técnica descrita en el apartado 2.6.1 y

se obtuvieron los siguientes resultados.

3.3.1 Validacion de curvas de calibracion de acido ascérbico empleadas para
la determinacion de la actividad antioxidante mediante la técnica de DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazilo)

Mediante la aplicacion de la metodologia descrita en el apartado 2.6.1.2, se
construyeron seis curvas de calibracién con seis patrones de concentracién de 1 —

6 pg/ml. El patrén de referencia fue el &cido ascérbico.

Para la representacion de la actividad antioxidante del &cido ascorbico se considerd
la curva detallada en la figura 3.4., en donde el coeficiente de determinacion o

correlacion R? fue de 0.9938.

Los valores de absorbancias por triplicado de la curva de calibracion se detallan en

la siguiente tabla:
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Tabla 3.3: Absorbancias de curva de calibracion del acido ascorbico por técnica de DPPH.

Absorbancia | Concentracion | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia Media Desviacion
control Patron 1 2 3 Absorbancia | estandar
nm ug/ml Abs Abs Abs Abs

6 0,094 0,116 0,111 0,107 0,009

5 0,149 0,145 0,147 0,147 0,002

4 0,175 0,175 0,198 0,183 0,010
0366 3 0,235 0,244 0,248 0,242 0,005

2 0,272 0,284 0,285 0,280 0,006

1 0,322 0,34 0,339 0,334 0,008

Fuente y elaboracién: Autor, 2021

Figura 3.4: Curva de calibracion del acido ascorbico mediante la técnica de DPPH.

0,4

0,35

Absorbancia
o
N

Curva de calibracion de Acido ascorbico #1

3 4

y =-0,0461x + 0,3765

Concentracion patron (ug/ml)

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

R2 = 10,9938

La tendencia lineal de las curvas de calibracién se observa a través del coeficiente

de determinacion R? el cual mide la relacion lineal entre dos variables medidas:

siendo satisfactoria cuando este valor se acerca a 1. En las diferentes curvas de

calibraciéon realizadas se obtuvieron coeficientes de determinacion con valores

superiores a 0,97 (Anexo 2).
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3.3.2 Resultados de la evaluacion de la actividad antioxidante expresados en
AAEAC

La actividad antioxidante fue determinada a través del método de captacion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) mencionado en el apartado 2.6 y se
observo que los 6 extractos de microalgas y cianobacterias estudiados presentaron
actividad antioxidante, lo que evidencio la capacidad de inhibir el radical DPPH a la
concentracion de ensayo analizada (100 pg/ml). Para establecer las posibles
diferencias entre las especies de microalgas y cianobacterias con respecto a su
capacidad antioxidante, se tomo en cuenta el AAEAC que nos indica los miligramos

de &cido ascorbico equivalentes a 100 g de droga seca (mg/g).

3.3.2.1 Resultados de AAEAC para extractos obtenidos por ultrasonido

Tabla 3.4: Resultados de absorbancias y AAEAC de TAMARIZ #6.

T Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia —— Desviacion Fa;c;or AAEAC
clorofila con DPPH corregida estandar Tl (mg/g)
0,042 0,36 0,318 0,320 0.004 68 14,169
100 ug/ml 0,047 0,372 0,325
0,046 0,362 0,316
0,044 0,361 0,317 0,317 0.001 69 15,018
100 ug/ml 0,039 0,355 0,316
0,041 0,36 0,319
100 ug/ml 0,043 0,362 0,319 0,318 0.003 67 14,927
0,048 0,361 0,313
0,045 0,366 0,321

Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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Tabla 3.5: Resultados de absorbancias y AAEAC de TAMARIZ #11

S Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia - Desviacion | Factor de | AAEAC
clorofila con DPPH corregida estandar dilucién (mg/g)
100 ug/ml 0,093 0,392 0,299 0,301 0.002 56 19,414
0,091 0,393 0,302
0,092 0,395 0,303
100 ug/ml 0,076 0,377 0,301 0,296 0.004 51 20,879
0,075 0,368 0,293
0,077 0,371 0,294
100 ug/ml 0,098 0,395 0,297 0,299 0.002 55 19,963
0,093 0,392 0,299
0,094 0,396 0,302
Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
Tabla 3.6: Resultados de absorbancias y AAEAC de FLORES #1
RV Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia N Desviacion | Factor de | AAEAC
clorofila con DPPH corregida estandar dilucion (mg/g)
100 ug/ml 0,051 0,388 0,327 0,324 0.002 27 13,187
0,058 0,382 0,324
0,055 0,376 0,321
100 ug/ml 0,059 0,378 0,319 0,316 0.004 29 15,385
0,053 0,363 0,310
0,054 0,373 0,319
100 ug/ml 0,061 0,381 0,320 0,317 0.002 30 15,018
0,056 0,372 0,316
0,058 0,374 0,316

Fuente y elaboracién: Autor, 2021
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3.3.2.2 Resultados de AAEAC para extractos obtenidos por micronizacion

Tabla 3.7: Resultados de AAEAC absorbancias y de TAMARIZ #6.

R Absorbéncia Absorbancia Absorbafncia - Desviacion Féctor de | AAEAC
clorofila con DPPH corregida estandar dilucion (mg/g)
100 ug/ml 0,226 0,304 0,078 0,073 0.004 112 72,04
0,238 0,307 0,069
0,237 0,309 0,072
100 ug/ml 0,214 0,319 0,105 0,103 0.004 112 64,81
0,219 0,317 0,098
0,215 0,321 0,106
100 ug/ml 0,213 0,322 0,109 0,116 0.005 112 61,76
0,218 0,332 0,114
0,221 0,345 0,124
Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
Tabla 3.8: Resultados de absorbancias y AAEAC de TAMARIZ #11.
S Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia i Desviaciéon | Factor de | AAEAC
clorofila con DPPH corregida estandar dilucién (mg/g)
0,286 0,33 0,044 0,046 0.002 132 78,474
100 ug/mi 0,279 0,328 0,049
0,283 0,329 0,046
100 ug/ml 0,283 0,325 0,042 0,041 0.002 132 79,759
0,285 0,323 0,038
0,286 0,329 0,043
100 ug/ml 0,276 0,33 0,054 0,055 0.003 132 76,305
0,279 0,332 0,053
0,282 0,341 0,059

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
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Tabla 3.9: Resultados de absorbancias y AAEAC de FLORES #1.

S Abjz:i::]:a Absorbancia Absorbéncia - Desviacion Fa.cto.rde AAEAC
con DPPH corregida estandar dilucion (mg/qg)
100 ug/mi 0,378 0,477 0,099 0,098 0.001 142 66,104
0,374 0,472 0,098
0,385 0,481 0,096
100 ug/ml 0,384 0,483 0,099 0,098 0.003 142 65,944
0,395 0,489 0,094
0,379 0,481 0,102
100 ug/mi 0,398 0,502 0,104 0,100 0.003 142 65,542
0,401 0,499 0,098
0,397 0,495 0,098

Fuente y elaboracidon: Autor, 2021.

Tabla 3.10: Resultados de comparacion de los promedios de actividad antioxidante de los

diferentes extractos mediante Ultrasonido y Micronizacion.

Microalgas/cianobacterias Método Ultrasonido Método Micronizacién
AAEAC AAEAC
Cadigo del extracto (mg/qg) (mg/qg)
FLORES #1 14,53 67,52
TAMARIZ #6 14,71 66,20
TAMARIZ #11 20,08 73,17

Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.

Los valores obtenidos del AAEAC son variables, comprenden un rango de 14,53
mg/g — 20,08 mg/g para ultrasonido y entre 66,20 mg/g — 73,17 mg/g para
micronizacion, estos resultados indicaron que existe un incremento notable en la

actividad antioxidante por micronizacion.
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Se realizé un analisis estadistico de Prueba de Hipoétesis para comprobar la
efectividad de los métodos de extraccion, teniendo en cuenta las muestras
recopiladas para esta investigacion. Por lo cual es necesario indicar que se utilizé
la prueba T de student debido a la diferencia de los resultados y la cantidad de

muestras que se tomaron por cada tipo de método.

Para el desarrollo de la prueba se planted las siguientes hipétesis:

e Hipdtesis Nula Ho: no existe diferencia estadisticamente significativa entre la
actividad antioxidante usando el método de micronizacion en comparacion con
el método de ultrasonido

e Hipdtesis Alternativa H1: Existe diferencia estadisticamente significativa entre
la actividad antioxidante usando el método de micronizacion en comparacion

con el método de ultrasonido.

Para dicho analisis, es necesario recalcar que se consider6 un nivel de
significancia igual a 0.05; ademas de tomar en cuenta la diferencia en las muestras
de las dos técnicas de extraccion y posteriormente obtener una media y desviacion
estdandar muestral que nos permitirian obtener el parametro estadistico “t” v,

posteriormente el calculo respectivo del p-Valor.

Tal analisis lo podemos observar en la siguiente tabla:
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Tabla 3.11: Resultados de prueba T student de la actividad antioxidante de las microalgas y

cianobacterias.

Ultrasonido | Micronizacion | Diferencia X Desv. Est Cv t P
100 ug/ml | 14,169000 72,040000 57,871 51,498667 | 10,018996 | 15,42% | 8,90292 | 0,00327

15,018000 64,810000 49,792

14,927000 61,760000 46,833

Ultrasonido | Micronizacién | Diferencia X Desv. Est CVv t P
100 ug/ml | 19,414000 78,474000 59,060 58,094000 | 13,727771 | 19,96% | 7,32980 | 0,00062

20,879000 79,759 58,880

19,963000 76,305000 56,342

Ultrasonido | Micronizacion | Diferencia X Desv. Est CcVv t P
100 ug/ml 13,187000 66,104000 52,917 51,333333 | 9,324617 | 15,67% | 9,53518 | 0,00434

15,385000 65,944000 50,559

15,018000 65,542000 50,524

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

En cada situacién de andlisis obtuvimos como resultado un p-valor menor a 0.05;

en consecuencia, se rechazo la Hipotesis Nula y se acepto la Hipotesis Alternativa,

gue nos indica que la efectividad de la extraccion por el método de Micronizacion,

es superior a los resultados obtenidos por el método de Ultrasonido.

Cabe recalcar que la especie microalga TAMARIZ #11 presenta mayor porcentaje

de AAEAC que las demas especies, 20.08 mg/g a través de Ultrasonido y 73,17

mg/g por Micronizacion; lo que supone mayor actividad bioldgica en esta especie.

Hemalatha et al. en su investigacion de “Antioxidant properties and total phenolic

content of a marine diatom, Navicula clavata and green microalgae, Chlorella marina

and Dunaliella salina” determinaron que el resultado de actividad antioxidante para

C. marinay D. salina fue AAEAC de 1.03y 0.96 mg/g de &cido ascorbico en extracto
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metandlico y la actividad mas baja se observé en el extracto de N. clavata con un
AAEA de 0.50 mg/g, por lo que las especies con mayor actividad captadora de
radicales libres a través del método de DPPH fueron C. marina y D. salina.
(Hemalatha, Girija, Parthiban, & Saranya , 2013). Estos resultados nos apoyan
como referencia de que existe actividad antioxidante en los extractos de microalgas

y cianobacterias.

Aungue no todos los grupos de microalgas y cianobacterias se pueden usar como
fuente de potencial antioxidante, debido a la variedad de componentes que poseen
y a la informacién limitada sobre la actividad de estos microorganismos, se busca
impulsar a fondo la investigacion y alcanzar mayor implicancia en el rol
farmacoldgico para el desarrollo de productos innovadores procedentes de fuentes

naturales.

3.4 RESULTADOS DE CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

El analisis de cromatografia en capa fina (TLC) segun la metodologia descrita en el
apartado 2.6.2, permite la identificacion cualitativa de los metabolitos bioactivos en
las microalgas y cianobacterias analizadas, para |lo cual se emplearon seis extractos

metandlicos obtenidos por Ultrasonido y Micronizacion.

Los metabolitos investigados fueron: antioxidantes y terpenoides, se emplearon
fases méviles y reveladores especificos para cada metabolito detallados en la tabla
2.3. El revelado y foto documentacién de las placas cromatograficas fue
especificamente bajo espectro visible y el andlisis fue cualitativo basado en la

visualizacion de la intensidad de bandas cromatograficas para cada método.
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Figura 3.5: Cromatograma en espectro visible para Antioxidantes, revelador DPPH en los extractos
metanolicos de microalgas y cianobacterias codificadas de la siguiente forma: FLORES 1 (MAAL24),
TAMARIZ 11 (MAAL29) Y TAMARIZ 6 (MAAL33). A la derecha se encuentra el corrimiento de los
extractos obtenidos por Micronizacién y a la izquierda se encuentra los que fueron obtenidos por
Ultrasonido.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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Figura 3.6: Cromatograma en espectro visible para terpenoides, revelador Anisaldehido-Acido
Sulfirico en los extractos metandlicos de microalgas y cianobacterias codificadas de la siguiente
manera: FLORES 1 (MAAL24), TAMARIZ 11 (MAAL29) Y TAMARIZ 6 (MAAL33). A la derecha se
encuentra el corrimiento de los extractos obtenidos por Micronizacion y a la izquierda se encuentra

los que fueron obtenidos por Ultrasonido.

Fuente y elaboracién: Autor, 2021.
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En la placa de antioxidantes usando como revelador DPPH se observan bandas con
RF entre 0.36 - 0.70 (Figura 3.6). Y en la placa de Terpenoides usando como
revelador Anisaldehido-Acido Sulftrico se observaron bandas con RF entre 0.52 -
0.82 (Figura 3.7), lo que indicaria la presencia de compuestos antioxidantes como:
clorofilas, xantofilas, compuestos fendlicos, etc., metabolitos que se encuentra en la
mezcla de componentes de las microalgas y cianobacterias, que se han estudiado

por la actividad antioxidante relacionada a estos microorganismos (Llopiz, 2016).

Ademds, la cromatografia permiti6 visualizar coloraciones amarillas en el
cromatograma de Antioxidantes con un RF entre 0.94 - 0.95 (Figura 3.6),
presumiblemente por la presencia de componentes antioxidantes; ya el DPPH se
decolora de violeta a amarillo cuando reacciona con un antioxidante. Las especies
gue muestran esta actividad son: FLORES #1 y TAMARIZ #6.

En cuanto al cromatograma para Terpenoides de la Figura 3.7, se observa bandas
con coloraciones azul-violaceas con un RF entre 0.44 - 0.48; probablemente porque
existen compuestos terpenoides que entran en contacto con el Anisaldehido-Acido
produciendo esta coloracion y se atribuye actividad antibacteriana y antioxidante.
Las especies que muestran esta actividad son: FLORES #1y TAMARIZ #6 (Wagner
& Bladt, 1996).

De esta manera, la intensidad de las bandas cromatograficas indica que la
micronizacion logré extraer eficientemente compuestos bioactivos revelados en las
placas a diferencia del ultrasonido; apoyando a la hipétesis planteada que la
Micronizacion es el método de eleccion para el rompimiento celular en microalgas y
cianobacterias debido a la mayor intensidad de las bandas cromatograficas

visualizadas en los extractos obtenidos por micronizacion.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e En base al andlisis realizado, comparando las técnicas de fraccionamiento
de Micronizacion y Ultrasonido aplicados a los extractos metandlicos de
microalgas y cianobacterias, se concluye que, la técnica de Micronizacion
presentd eficiencia superior a la técnica de Ultrasonido debido al mayor
rompimiento microscopico celular, mayor actividad antioxidante y mayor
presencia de manchas cromatograficas en las placas de cromatografia.

e El analisis de los resultados de los dos métodos de extraccion verifica que
existe actividad antioxidante en las tres especies de microalgas y
cianobacterias analizadas, sin embargo, la micronizacién ofrece mayor
eficiencia, debido a que la concentracion de los metabolitos liberados y la
evaluacion de la actividad antioxidante de los mismos mediante el AAEAC,
resulté ser mayor por este método.

e La recomendacion principal consecuente de la presente investigacion nos
permite sugerir a la técnica de Micronizacion para la extraccion de
componentes bioactivos de microalgas y cianobacterias por la eficiencia de
la actividad antioxidante investigada.

e De acuerdo a los resultados obtenidos, se sugiere la identificacion y
caracterizacion de las especies de microalgas y cianobacterias para

aprovechar con mayor profundidad su potencial farmacoldgico.
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6. ANEXOS

ANEXO 1. PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO (MEDIOS DE
CULTIVO)

Anexo 1.1: Solucion de trabajo BG-11 (Blue Green-11)

En 496 ml de agua destilada se coloco los componentes del Anexo 1.1. Se llevo a
volumen final de 500 ml con agua destilada. Se autoclavo y se dejo enfriar a

temperatura ambiente para conservarlo en refrigeracion.

Tabla 6.1: Componentes del medio BG-11 para Chlorella (Tamariz #6 y Flore #1)

Componente Adicion por 500ml de medio de cultivo
NaNO3 0.75¢9
K2HPO4 0.5 ml
MgS0Oa4.7H20 0.5ml
CaCl2.2H20 0.5 ml
Acido citrico.H20 0.5ml
Citrato amonico férrico 0.5ml
Na:EDTA.2H20 0.5ml
Na2CO3 0.5 ml
Traza de metales 0.5ml

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Anexo 1.2: Solucién de trabajo WC

En 496 ml de agua destilada se adicioné los componentes de la Anexo 2.2. Se llevo
a volumen final de 500 ml con agua destilada, al final del proceso se adicion6 0.5
ml de la solucion madre de vitaminas bajo cabina de seguridad. Se autoclavo y se

dej6 enfriar a temperatura ambiente para conservarlo en refrigeracion.
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Tabla 6.2: Componentes del medio WC para cianobacterias (Tamariz #11).

Componente Adicion por 500ml de medio de cultivo
NaNO3 0.5ml
CaCl2.2H20 0.5 ml
MgS04.7H20 0.5 ml
NaHCO3 0.5 ml
NazSiOs.9H20 0.5 ml
K2HPO4 0.5ml
Traza de metales 0.5 ml

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Anexo 1.3: Solucién de trabajo /2

En 497.5 ml de agua destilada se adicion6 los componentes de la Tabla 2.3. Se llevo a
volumen final de 500 ml con agua destilada, al final del proceso se adiciond 0.5 ml de la
solucion madre de vitaminas bajo cabina de seguridad. Se autoclavé y se dej6é enfriar a

temperatura ambiente para conservarlo en refrigeracion.

Tabla 6.3: Componentes del medio f/2 para microalga naranja.

Componente Adicién por 500ml de medio de cultivo
NaNOs 0.5 ml
NaH2PO4 0.5 ml
NaSiO03.9H20 0.5ml
Traza de metales 0.5 ml

Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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ANEXO 2. CURVAS DE CALIBRACION DEL ACIDO ASCORBICO POR EL
METODO DE DPPH

Tabla 6.4: Curva de calibracion #1

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,278 | 0,216 | 0,183 | 0,157 | 0,126 | 0,08
Absorbancia 2 0,279 | 0,209 | 0,176 | 0,151 | 0,119 | 0,074
Absorbancia 3 0,268 0,208 0,178 | 0,148 | 0,122 | 0,072
Media Abs 0,275 0,211 0,179 | 0,152 | 0,122 | 0,075
Desviacion estandar 0,006 | 0,004 | 0,004 | 0,005 | 0,004 | 0,004
Coeficiente de variacion 2,21 2,07 2,01 3,01 | 2,87 | 5,53
AAEAC (mg/qg) 175,24 | 145,44 | 116,22 | 99,36 | 90,33 | 85,85
Control 0,372

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Figura 6.1: Curva de calibracion #1.
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Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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Tabla 6.5: Curva de calibracion #2.

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,291 0,220 0,178 | 0,160 | 0,116 | 0,07
Absorbancia 2 0,287 0,220 0,180 | 0,155 | 0,110 | 0,072
Absorbancia 3 0,29 0,210 0,173 | 0,160 | 0,120 | 0,071

Media Abs 0,289 0,217 0,177 | 0,158 | 0,115 | 0,071
Desviacion estandar 0,002 0,006 0,004 | 0,003 | 0,005 | 0,001
Coeficiente de variacion 0,72 2,66 2,04 1,82 4,36 1,41
AAEAC (mg/g) 136,96 | 128,16 | 107,25 | 88,15 | 84,71 | 79,47
Control 0,372
Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
Figura 6.2: Curva de calibracion #2.
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Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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Tabla 6.6: Curva de calibracion #3.

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,275 0,219 0,172 | 0,145 | 0,109 | 0,07
Absorbancia 2 0,269 0,210 0,165 | 0,152 | 0,110 | 0,062
Absorbancia 3 0,277 0,213 0,166 | 0,144 | 0,111 | 0,066
Media Abs 0,274 0,214 0,168 | 0,147 | 0,110 | 0,066

Desviacion estandar 0,004 0,005 0,004 | 0,004 | 0,001 | 0,004
Coeficiente de variacion 1,52 2,14 2,26 2,97 0,91 6,06
AAEAC (mg/g) 155,98 | 131,89 | 115,82 | 96,21 | 90,33 | 84,99
Control 0,360
Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
Figura 6.3: Curva de calibracion #3.
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Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
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Tabla 6.7: Curva de calibracion #4

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,322 | 0,272 | 0,235 | 0,175 | 0,149 | 0,094
Absorbancia 2 0,340 | 0,284 | 0,244 | 0,175 | 0,145 | 0,116
Absorbancia 3 0.339 | 0,285 | 0,248 | 0,198 | 0,147 | 0,111

Media Abs 0,334 0,280 0,242 | 0,183 | 0,147 | 0,107
Desviacion estandar 0,007 | 0,005 | 0,005 | 0,010 | 0,002 | 0,009
Coeficiente de variacion 2.5 2.10 6.20 5.90 1.10 8.8
AAEAC (mg/g) 155,98 | 131,89 | 115,82 | 96,21 | 90,33 | 84,99
Control 0,366

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Figura 6.4: Curva de calibracion #4.
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Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Tania Benenaula D. Pagina 72



jg% UNIVERSIDAD DE CUENCA

AL W

s
Tabla 6.8: Curva de calibracion #5.

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,301 0,260 0,208 | 0,186 | 0,129 | 0,099
Absorbancia 2 0,309 0,254 0,202 | 0,172 | 0,126 | 0,106
Absorbancia 3 0,314 0,249 0,211 | 0,289 | 0,132 | 0,101

Media Abs 0,308 0,254 0,207 | 0,182 | 0,129 | 0,102
Desviacion estandar 0,005 0,004 0,004 | 0,007 | 0,002 | 0,003
Coeficiente de variaciéon 1.70 1.80 1.80 4.10 1.80 2.8
AAEAC (mg/g) 155,98 | 131,89 | 115,82 | 96,21 | 90,33 | 84,99
Control 0,366

Fuente y elaboracion: Autor, 2021.

Figura 6.5: Curva de calibracion #5.
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Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
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Tabla 6.9: Curva de calibracion #6.

CONCENTRACION PATRONES (ug/mL) 1 2 3 4 5 6
Absorbancia 1 0,299 0,259 0,210 | 0,169 | 0,122 | 0,089
Absorbancia 2 0,295 0,261 0,209 | 0,172 | 0,120 | 0,091
Absorbancia 3 0,301 0,263 0,213 | 0,177 | 0,118 | 0,099

Media Abs 0,298 0,261 0,211 | 0,173 | 0,120 | 0,093
Desviacion estandar 0,002 0,002 0,002 | 0,003 | 0,002 | 0,004
Coeficiente de variacion 0.80 0.60 0.80 1.90 1.40 4.26
AAEAC (mg/g) 155,98 | 131,89 | 115,82 | 96,21 | 90,33 | 84,99
Control 0,366
Fuente y elaboracion: Autor, 2021.
Figura 6.6: Curva de calibracion #6.
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Fuente y elaboracidn: Autor, 2021.
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