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RESUMEN

Las microalgas se han convertido en organismos de sumo interés en varias ramas
de la ciencia. Esto se debe principalmente a la diversidad de compuestos que
producen y a la facilidad de su cultivo. Dentro de los componentes reportados se
encuentran los antioxidantes, moléculas importantes para prevenir y controlar el
estrés oxidativo, causante de varias enfermedades cronicas y del envejecimiento
organico. En este trabajo de titulacion se evalué la capacidad antioxidante de dos
especies de microalgas: Nannochloropsis oculata y posible Hapaloshipon sp. Para
ello, se emplearon las técnicas DPPH, FRAP y ABTS, y, se midi6 la concentracion
de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu. Dicho analisis se llevé
a cabo en extractos metandlico y metanol-agua 50:50 %, v/v, partiendo tanto de
biomasa fresca como liofilizada de cada una de las especies. Se encontré que no
existe un solvente o estado que permita la mayor cantidad de extraccion de
antioxidantes de manera universal, sino que, es variable segun la especie. Esto es
debido a importantes diferencias en su estructura y composicion de la pared celular.
Asi, para Nannochloropsis oculata el mejor resultado extractivo de antioxidantes se
evidencio en biomasa liofilizada con metanol 100 % como solvente, mientras que
para Hapalosiphon sp. el mejor resultado se obtuvo con biomasa fresca y metanol-
agua 50:50 %, v/v como solvente de extracciéon. La mayor cantidad de polifenoles

se encontrd en el extracto de Hapalosiphon sp. fresca con metanol 100 %.

Palabras claves: Microalgas. Nannochloropsis oculata. Hapalosiphon sp.
Capacidad antioxidante. Polifenoles totales.
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ABSTRACT

Microalgae have become organisms of interest in several science fields due to the
diversity of components they produce, and the facility for their harvesting.
Antioxidants are among the molecules present in microalgae. They are able to
prevent and control oxidative stress, which is the cause of several chronic illnesses
and aging. In this work, two microalgae species were analyzed in order to evaluate
their antioxidant capacity: Nannochloropsis oculata, and possible Hapaloshipon sp.
The techniques used for quantifying the antioxidant capacity were DPPH, FRAP &
ABTS,; also, the total phenolic content was measured following the Folin-Ciocalteu
method. The analysis were performed in methanolic and methanol-water 50:50 %,
v/v extracts of both species, each one of them obtained from fresh and lyophilized
biomass. The results show that there is not a solvent or condition that allows the
most efficient antioxidant extraction, but that it depends on the microalgae species.
This is due to important differences between each one’s structure and cell wall
composition. For Nannochloropsis oculata, the best results regarding antioxidants
extraction were obtained from lyophilized biomass using methanol 100 % as solvent.
In contrast, for Hapalosiphon sp. the best antioxidant extraction was found to be from
fresh biomass using methanol-water 50:50 %, v/v as solvent. As for the total phenolic
content, Hapalosiphon sp. fresh with methanol 100 % as solvent was the one that

showed the higher amount of phenols.

Keywords: Microalgae. Nannochloropsis oculata. Hapalosiphon sp. Antioxidant
capacity. Total phenolic content.
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INTRODUCCION

Se estima que existen aproximadamente 50.000 especies de microalgas en el
mundo; sin embargo, s6lo se ha estudiado alrededor de 2/3 de éstas (Geada,
Vasconcelos, Vicente, & Fernandes, 2017). A lo largo de los afios se ha evidenciado
un incremento exponencial en el estudio de las microalgas debido a su interés en
areas como la nutracéutica, farmacia, cosmetologia y energias renovables, pero
aun existe un largo camino por recorrer en cuanto al analisis de estos organismos
(Khan, Shin, & Kim, 2018).

Las microalgas son fuente de varios compuestos quimicos, que varian segun el
aporte de nutrientes proporcionados durante su cultivo, de la especie analizada y
del tipo de cultivo realizado. No obstante, de manera general se ha encontrado que
principalmente poseen proteinas, polisacaridos, micro y macrominerales, vitaminas,
compuestos antioxidantes y en algunos casos acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga como omega-3 y DHA (Valenzuela, Sanhueza, & Valenzuela, 2015).
Es importante destacar que algunos de los compuestos bioactivos obtenidos de las
microalgas han demostrado tener otros potenciales farmacolégicos como actividad
anticancerigena, inmuno-estimuladora, antiinflamatoria e hipocolesterolémica
(Coélho et al., 2019).

Las microalgas han desarrollado ademéas un poderoso mecanismo de defensa
frente a los radicales libres (ROS) mediante la produccion de moléculas
antioxidantes, las cuales son de gran interés, especialmente en la industria
farmacéutica y alimenticia (Coélho et al., 2019). A pesar de que en la actualidad
existen antioxidantes de origen natural empleados en dichas industrias, los mas
usados siguen siendo sintéticos, y se ha reportado que varios de estos son
potencialmente carcinogénicos (Ugya et al., 2021). Afortunadamente, las
microalgas unicelulares han figurado como fuente potencial alternativa de estos
compuestos (Goiris et al., 2012). Esto se debe a su capacidad de producir
metabolitos tales como polifenoles, carotenoides y esteroles, conocidos por su

capacidad antioxidante. De esto se deduce la importancia de su obtencion y analisis,

Diana Patricia Ledn Dominguez 13
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pues se sabe que su consumo protege al organismo de los radicales libres, por
ende, de algunas patologias cronicas asociadas a su acumulacién, como problemas
cardiovasculares y cancer (Sansone & Brunet, 2019). Es importante ademas
recalcar las ventajas que representan las microalgas en cuanto a la obtencion de
productos de interés, como su crecimiento rapido, contenido de metabolitos en
relacion a la biomasa cultivada, bajo costo de cultivo y produccién, gran tolerancia
a contaminantes y capacidad de crecer en ambientes extremos (Coélho et al.,
2019).

Mediante este trabajo de titulacion se evalud la actividad antioxidante en extractos
de la microalga Nannochloropsis oculata, y la cianobacteria, posible Hapaloshipon
sp., como variable respuesta, y como linea de partida las condiciones extractivas y

de cultivo optimizadas para estos microorganismos.

Objetivo general

Analizar el potencial antioxidante de los extractos de biomasa fresca y liofilizada de
las microalgas Nannochloropsis oculata y posible Hapalosiphon sp. mediante los
métodos DPPH, FRAP, ABTS y Folin Ciocalteu.

Objetivos especificos

- Comparar de manera cualitativa los posibles metabolitos antioxidantes
presentes en extractos metandlicos e hidroalcohdlicos (metanol-agua 50:50
%, vlv) obtenidos a partir de biomasas de microalgas Nannochloropsis

oculata y posible Hapalosiphon sp. mediante TLC.

Contrastar el estado de conservaciébn de los posibles elementos
antioxidantes presentes en la biomasa de microalgas tras la liofilizacion o

extraccion en fresco.

Hipotesis

Existen diferencias estadisticamente significativas entre la capacidad antioxidante

Diana Patricia Ledn Dominguez 14
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de las microalgas Nannochloropsis oculata y posible Hapalosiphon sp.

1. MARCO TEORICO

1.1 Descripcion general de microalgas y cianobacterias

Las microalgas son organismos autétrofos y acuaticos pertenecientes al reino
Protista que poseen clorofila, por lo cual son capaces de realizar el proceso de
fotosintesis (Randrianarison & Ashraf, 2017). Pueden ser eucariotas o procariotas;
y, a pesar de que estos Uultimos se denominan cianobacterias, el término
microalgas comunmente se emplea para referirse a ambos grupos (Corréa et al.,
2020).

Las microalgas son los organismos responsables de aproximadamente el 40 % de
la fijacion global de carbono y la consecuente produccion de oxigeno (Friedl et al.,
2012). Es por ello que se han planteado como especies de interés para disminuir el
efecto invernadero, pues ademas presentan una elevada velocidad fotosintética y

de crecimiento (Klinthong et al., 2015).

Las microalgas son capaces de producir una gran variedad de metabolitos
secundarios con diversas actividades bioldgicas; entre ellas, antinflamatoria,
antioxidante e incluso antiproliferativa, la cual se encuentra todavia en estudio
(Singh et al., 2017). A pesar de que son organismos gue se encuentran muy poco
estudiados aun, algunas especies se han posicionado ya como la fuente principal
de ciertos compuestos quimicos de interés, como los antioxidantes. Es asi que se
comercializa la astaxantina producida por el género Haematococcus, y la

fucoxantina obtenida de las Diatomeas (Fu et al., 2017).

Su importancia y versatilidad de cultivo radica en que pueden desarrollarse en
diversas fuentes de agua (salina, fresca, etc.), emplean CO2 como nutriente y no
necesitan de suelo para su desarrollo, lo cual representa una ventaja en contraste
con las plantas (Randrianarison & Ashraf, 2017). También es importante destacar

su capacidad para tolerar amplios rangos de temperatura, pH e intensidades

Diana Patricia Ledn Dominguez 15
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luminicas (Khan et al., 2018).

1.2 Especies de interés en este estudio

1.2.1 Hapalosiphon sp.

Hapalosiphon es un género de cianobacterias pertenecientes a la familia
Hapalosiphonaceae. Su morfologia es variada, pero sus células generalmente son
alargadas, de aproximadamente 200 um de longitud y se encuentran dispuestas a
manera de ramificaciones (Nufiez et al., 2013) como se observa en la Figura 1. Son
microorganismos gram negativos capaces de fijar el nitrdgeno, que pueden
encontrarse sujetos a un sustrato (acuoso o terrestre) o flotando libremente en el
agua (Tan et al., 2016). Han demostrado un importante efecto inmunomodulador in
vitro en cultivos celulares humanos. Asi, se observdo que los extractos de
Hapalosiphon sp. son capaces de reducir la proliferacion de células T y disminuir la
apoptosis y necrosis celular (Chilczuk et al., 2019). Los metabolitos biolégicamente
activos conocidos de este género de cianobacterias son los denominados
hapalindoles, un grupo de alcaloides del tipo indolicos que, en estudios
farmacoldgicos, lograron evidenciar un efecto antibacterial, antimicotico, e incluso

insecticida (Nandagopal et al., 2021).

fo

Figura 1. Hapalosiphon sp. Fuente: Autora.

Diana Patricia Ledn Dominguez 16
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1.2.2 Nannochloropsis oculata

Es una microalga perteneciente a la familia Monodopsidaceae, unicelular, eucariota
y de crecimiento rapido. Sus células tienen forma esférica o ligeramente ovalada
con un didmetro de 2 a 4 pm; ademas, contienen cloroplastos parietales de
coloracién amarilla verdosa, asi se presenta su estructura en la Figura 2 (Zakariah
et al., 2016). Posee Unicamente clorofila a y su pigmento principal es la violaxantina.
Su pared celular esta compuesta por una parte fibrilar, esencialmente de celulosa,
y una parte de un componente amorfo constituido por lipidos, proteinas,
carbohidratos y en menor proporcion, carbonato de calcio y silice (Sukarni et al.,
2014).

Una evaluacion nutricional de Nannochloropsis oculata demostré que posee gran
cantidad de proteinas, acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) y compuestos
antioxidantes tales como el 3 caroteno y acido ascorbico; por lo cual su interés como
suplemento alimenticio ha incrementado (Kagan & Matullka, 2015). También es una
fuente de pigmentos de uso industrial tales como la astaxantina y la cantaxantina.
A pesar de ello, su principal interés industrial se relaciona con su contenido lipidico,
pues se ha demostrado que esta microalga tiene la capacidad de convertir hasta un

60 % de su biomasa en lipidos (Sanchez, 2021).

Nannochloropsis oculata se encuentra constituida en un 56.9 % de proteinas (en
peso seco), mientras que su contenido de lipidos es de un 21.6 %. Debido a ello,
esta microalga esta siendo estudiada como potencial alimento en la acuacultura
(Amouzad et al., 2019).

Diana Patricia Ledn Dominguez 17
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Figura 2. Nannochloropsis oculata. Fuente: Autora.

1.3 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de evitar y revertir el dafio oxidativo
generado por los radicales libres. Existen diversos compuestos con dicha
capacidad, entre los cuales se encuentran algunas vitaminas, carotenoides y
polifenoles, como los flavonoides (Sansone & Brunet, 2019). Los compuestos
fendlicos han sido descritos como los responsables primarios de la capacidad
antioxidante; mientras que otros como los carotenoides, aunque contribuyen al

efecto antioxidante, no es su principal funcidén (Banskota et al., 2018).

Los antioxidantes actian mediante diversos mecanismos como la transferencia de
electrones, transferencia de &tomos de hidrégeno y la capacidad de quelar metales
(Santos et al., 2019). Sin embargo, de manera general, dichos mecanismos se
clasifican en enziméticos y no enzimaticos segun si emplean enzimas o no para

realizar su accion (Ugya et al., 2021).

Los sistemas enzimaticos comprenden la glutation peroxidasa, la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa y ascorbato peroxidasa. La SOD es la encargada de
catalizar la conversion de Oz a H202, producto que es posteriormente reducido a
H20 + Oz gracias a la catalasa o a la glutation peroxidasa (Santos et al., 2019). La
SOD es una metaloenzima que necesita de la presencia de un metal como cofactor

para ejercer su accion; dependiendo del mismo, se tendran 2 diferentes tipos
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(familias) de esta enzima: cobre-zinc superoxido dismutasas (Cu/Zn-SOD), y hierro-
manganeso superoxido dismutasas (Fe/MnSOD) (Castillo & Riverén, 2014). Por su
parte, la catalasa requiere de manganeso o hierro para poder catalizar el
desdoblamiento del perdéxido de hidrogeno en agua y oxigeno. La glutatidon
peroxidasa es una enzima dependiente del selenio, que desempefia un rol

fundamental en la inhibicion de la peroxidacion lipidica (Santos et al., 2019).

Los antioxidantes no enziméticos son moléculas hidro o liposolubles que al
interactuar con el radical libre, se convierten momentaneamente también en un
radical libre, pero menos reactivo y facilmente neutralizable. Este tipo de
antioxidantes posee ademas la capacidad de transportar los radicales libres a sitios
donde su efecto puede ser menos perjudicial (Mariaca et al., 2016).

1.3.1 Antioxidantes en microalgas

La concentracion de antioxidantes varia segun la especie de microalga. No
obstante, ciertas clases de microalgas, tales como Eustigmatophyceae poseen
capacidad antioxidante semejante a varias plantas y frutas, como Rubus sp.
(Sansone & Brunet, 2019). Algunas microalgas y cianobacterias han demostrado
ser capaces de producir antioxidantes tales como los flavonoides, los cuales
anteriormente se consideraban exclusivos de las plantas terrestres (Batista et al.,
2017).

Se ha evidenciado que las microalgas pueden incrementar su produccion de
antioxidantes bajo ciertas condiciones que ocasionan estrés en el organismo
(Faraloni & Torzillo, 2017). Asi, a pesar de que existe una variacion significativa
dependiendo de la especie de microalga y de la condicion causante del estrés, se
ha reportado que la sintesis de antioxidantes incrementa con la exposicion
prolongada a la radiacién UV, exposicion a metales y déficit de nutrientes (Gauthier
et al., 2020).

Son varios los compuestos responsables de la capacidad antioxidante en un

organismo, pero se ha descrito que, para las microalgas, los carotenoides y
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polifenoles son los de mayor importancia, seguidos de los acidos grasos
poliinsaturados (Rahman et al., 2020). Otros autores describen también la
importancia del acido ascérbico, tocoferoles, y clorofilas, ademas de los
mencionados anteriormente (Lopez et al., 2020). Por ello, es importante enfatizar
en la variacion de actividad y compuestos antioxidantes segun la especie, y

condiciones de cultivo.

En la actualidad, las algas son consideradas como una fuente importante de
compuestos fendlicos, y, a pesar de que las microalgas se encuentran menos
estudiadas que las algas macroscopicas, las especies analizadas hasta ahora han
demostrado tener un elevado contenido de estos compuestos (Del Mondo et al.,
2021). Ademas, un estudio realizado por Jerez et al. (2017) encontré que los
compuestos fendlicos son mas abundantes en microalgas que en las

cianobacterias.

Es importante destacar que las microalgas poseen ciertos antioxidantes propios y
caracteristicos que no se han encontrado en otras especies. Este es el caso de
algunos carotenoides tales como la fucoxantina, diadinoxantina, sifoxantina, y de

algunos pigmentos como las ficobiliproteinas (Sansone & Brunet, 2019).

1.4 Técnicas de extraccién

Debido a que la mayoria de los componentes de las microalgas se encuentran
dentro de los organelos o dispersos en el citoplasma celular, la necesidad de romper
la rigida pared celular para obtenerlos es evidente (Lam, 2017). Las células
eucariotas de las microalgas son mas resistentes a los dafos fisicos y quimicos que
las procariotas, por lo que la ruptura celular representa en si un reto (Lee et al.,
2017).

Los métodos de ruptura celular se pueden clasificar en mecéanicos y no mecanicos.
Los primeros se caracterizan por requerir un importante aporte energético, y su
principal desventaja es que la elevada presion o temperatura generada en el

proceso puede ocasionar dafios o pérdidas de ciertos compuestos presentes en la
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matriz celular. Por su parte, los métodos no mecanicos son aquellos que se
fundamentan en el uso de sustancias quimicas o biolégicas (enzimas) que, al
interactuar directamente con la pared celular de la microalga, permiten su

degradacion parcial y la salida de los componentes internos (Lee et al., 2017).

1.4.1 Micronizacién

La micronizacion es un proceso fisico en el cual una particula o célula se rompe
debido a una accion mecanica. Al romperse, los fragmentos celulares obtenidos son
de menor tamafo, por lo que la superficie de contacto aumenta, lo cual a su vez
facilita su extraccion (Bender et al., 2019). Esta técnica emplea unas pequefas
esferas, generalmente de vidrio o circonio, que al colisionar con las células con las

gue esta en contacto, ocasiona su ruptura (Corréa et al., 2020).

La micronizacion ha demostrado una importante eficiencia, es rapido, de bajo costo
y permite un facil control de temperatura, motivos por los cuales se ha posicionado
como un método con gran aceptacion y aplicabilidad (Ginerken et al., 2015).

1.4.2 Ultrasonido

La extraccion por ultrasonido es una técnica que emplea ondas vibratorias elasticas
mecénicas capaces de viajar a través de un medio liquido (Cheersonic, 2014). El
principio extractivo se basa en el fenobmeno de cavitacion, el cual describe el
proceso en el cual las ondas ultrasénicas han creado burbujas en el medio
(solvente), que luego implosionan en la superficie sdlida (células) (Chemat et al.,
2016). Dicha implosién, a su vez, ocasiona que se rompa la estructura celular y que
se creen poros en la membrana celular (sonoporacién), permitiendo que los

componentes intracelulares salgan (Corréa et al., 2020).

La extraccién ultrasonica o sonicacion representa un método facil, rapido y de alto
rendimiento extractivo que se puede aplicar en diferentes materias primas (Chema
et al., 2016).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales y reactivos

El acetato de etilo grado andlisis, acido acético glacial 100 %, acetato de sodio para
andlisis, acido clorhidrico fumante 37 %, &cido sulfarico 96 %, carbonato de sodio
para andlisis, cloroformo para analisis, dioxano para analisis, metanol grado
analisis, revelador de productos naturales (PEG 4000 5 % en etanol), reactivo de

Folin y tolueno para analisis se obtuvieron de Merck ® (Darmstad, Alemania).

El &cido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), é&cido galico
anhidro para sintesis >98 %, radical 2,2, Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), radical
2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 98 % y el antioxidante de referencia TROLOX
(6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico 97 %) se adquirieron de
Sigma-Aldrich ® (Darmstad, Alemania).

El anisaldehido y persulfato de potasio fueron provistos por la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad de Cuenca. El etanol absoluto para analisis se adquirié
de J. T Baker ® (Pensilvania, Estados Unidos).

2.2 Métodos

2.2.1 Cultivo de microalgas

Las especies Nannochloropsis oculata y posible Hapalosiphon sp. fueron cultivadas
en medio WC, cuya preparacion se describe en el Anexo 1. Los microorganismos
fueron sembrados en envases de vidrio estériles de 2 litros de capacidad,
herméticamente cerrados y mantenidos a una temperatura de 30 °C, con ciclos de

luz — oscuridad 12 - 12 y linea de aire constante (Universidad de Cuenca, 2019).

2.2.2 Obtencién de biomasa

Una vez transcurrido el tiempo 6ptimo de crecimiento bajo las condiciones provistas
(aproximadamente de 2 a 4 semanas), se procedi6é con la obtencion o recoleccion

de biomasa. Esto se logré mediante centrifugacion a una velocidad de 3000 rpm
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(972 RCF) y un tiempo de 5 minutos empleando una centrifuga 2-6 de Sigma ®
(Darmstad, Alemania). Los tubos se llenaron hasta un 80 % de su capacidad.
Después de que se centrifugo toda la biomasa con el medio de cultivo, se llevaron
a cabo tres etapas de lavado, en las cuales el remanente en el tubo se cubrid con
agua destilada en igual cantidad en la que estuvo anteriormente medio de cultivo, y
se repitié el proceso con el objetivo de eliminar los componentes residuales del
medio. Al terminar los tres ciclos de lavado, la biomasa presente al fondo de los
tubos se recolecté con ayuda de una pipeta estéril y transfirio a un tubo Falcon

debidamente etiquetado (Universidad de Cuenca, 2019).

2.2.3 Liofilizacién de biomasa

Para la liofilizaciéon de la biomasa se empled el equipo liofilizador FreeZone 2.5 de
LABCONCO ® (Kansas, Estados Unidos). La liofilizacion es un proceso en el cual
el agua presente en la estructura es sublimada gracias al empleo de vacio y un
ligero incremento de temperatura. Es por ello que antes de colocar la muestra en el
equipo, esta debe estar debidamente congelada por lo menos durante tres horas;
este proceso se realiz6 en un Biofreezer Fisher Scientific ® R134A (Massachusetts,
Estados Unidos) a -80 °C. Se rot6 el tubo cada cierto tiempo para conseguir una
capa de biomasa homogénea en la pared del mismo. Se procedio a liofilizar la
muestra por 24 horas. Las muestras fueron pesadas y almacenadas a -20 °C
(Universidad de Cuenca, 2019).

2.2.4 Extraccion mediante micronizacion

La ruptura celular de las microalgas se realizé mediante la técnica de micronizacion,
para lo cual se emple6 un equipo micronizador Bead Beater de BIOSPEC ®
(Shanghai, China) el cual consta de un rotor, un contenedor y una pieza denominada
Ice-water jacket. El procedimiento se llevéd a cabo colocando beads de vidrio de 0.2
pum de diametro, junto con la biomasa fresca o liofilizada respectivamente, y el
solvente a emplearse en la extraccion (metanol o mezcla metanol/agua) en el
contenedor. Luego, este se adaptd al Ice-water jacket y a su vez al rotor. El

dispositivo Ice-water jacket se debe llenar de agua fria con hielos para control de la
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temperatura (Universidad de Cuenca, 2019).

Para las extracciones, se emplearon 3 mL de solvente por gramo de biomasa. En
este estudio se realizaron 2 ciclos de micronizacion, cada uno consistente en 1
minuto de ruptura (rotor encendido) y 1 minuto de descanso (rotor apagado para
evitar un incremento de temperatura) repetido 3 veces, con una duracion total de 5
minutos; hubo un intervalo de 5 minutos entre ciclo y ciclo. Una vez culminado el
proceso, se dej6 reposar durante media hora el contenedor con la biomasa y las
beads para decantacion, que facilite la separacion de los componentes.
Posteriormente, se procedid con la filtracién de la suspension, con ayuda de una
malla previamente esterilizada. Asi, se separo la biomasa micronizada de las beads,
las cuales se lavaron con agua destilada, para luego volver a filtrarse (Universidad
de Cuenca, 2019).

El extracto obtenido se almacend nuevamente a -20 °C hasta su andlisis.

2.2.5 Extraccién mediante ultrasonido

El siguiente proceso extractivo empleado fue el de sonicacién. Tanto las biomasas
frescas como las liofilizadas de cada microalga se colocaron en balones de 250 mL
con el solvente a emplear (metanol 100 % y metanol-agua 50:50 %, v/v) con una
relacion de 60 mL por cada 2 g de biomasa (Universidad de Cuenca, 2019).

Para ambas extracciones, el procedimiento experimental fue el mismo. Este
consiste en someter a la muestra a 3 ciclos de sonicacion, para lo cual se empled
el equipo ultrasonido 8893 de Cole-Parmer ® (lllinois, Estados Unidos). Cada ciclo
tuvo una duracion de 5 horas. Se controld que la temperatura del Bafio ultrasénico
no supere los 36 °C para evitar la pérdida de componentes de interés (Universidad
de Cuenca, 2019).

Después de cada ciclo se filtr6 la biomasa a través de gasa estéril. El filtrado se
colectdé en otro balén y se continudé con el siguiente ciclo de sonicacion, hasta

completar 3 ciclos.
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2.2.6 Preparacién de extractos

Los extractos obtenidos se colectaron en balones de vidrio. Para concentrarlos se
utilizé un equipo Rotavapor Laborota 4000 Efficient de Heidolph ® (Schwabach,
Alemania) con un bafio a temperatura de 30 °C, y una rotaciéon de 80 giros/min.
Posteriormente, los balones que contienen el extracto concentrado se lavaron con
agua destilada y colectaron en tubos para liofilizar. Estos se congelaron en el
Biofreezer a -80 °C, y se liofilizaron por 24 horas, luego de lo cual el extracto se

peso y distribuyd en viales (Universidad de Cuenca, 2019).

La redilucion se realiz6é afladiendo metanol a los extractos liofilizados previamente
pesados hasta alcanzar una concentracion de 5 mg/mL. Los viales se agitaron con
ayuda del vortex, y fueron sometidos a sonicacion durante una hora, controlando
que la temperatura sea inferior a 36 °C. Se evidencié que los extractos no se
disolvian completamente, por lo que se opto por realizar un nuevo filtrado. Este paso
se llevd a cabo transfiriendo los extractos a una jeringa, y pasandolos por un filtro
de 0.42 pm. Una vez que se filtré todo el extracto, se realizaron dos lavados del filtro
con metanol grado analisis, en cada uno se emple6 1 mL del mismo solvente. El

filtrado se recolectd en tubos de vidrio (Universidad de Cuenca, 2019).

Nuevamente se realizd la concentracion de extractos, para lo cual se utilizé un
concentrador a vacio RapidvVap de LABCONCO ® (Kansas, Estados Unidos) con
una temperatura de 29-32 °C y 70 rpm, durante 3 horas. Los extractos secos y
concentrados se pesaron y se redisolvieron empleando metanol grado analisis, para
llegar a una concentracion de 5 mg/mL. Se homogenizé con ayuda del vortex
(Universidad de Cuenca, 2019).

2.2.7 Elaboracién de placas TLC

Se emplearon placas TLC de silica gel 60 F254 - soporte de vidrio de Merck ®
(Darmstad, Alemania), las cuales fueron previamente activadas a 100 °C durante
una hora. Transcurrido este tiempo se realizo la siembra de las muestras a 1 cm de

distancia entre si (Universidad de Cuenca, 2018). Para todas las placas TLC se
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realizd el mismo orden de siembra, con las identificaciones detalladas en la Tabla

1.
Tabla 1. Identificacion de las muestras a analizar.
Cédigo de Especie de microalga | Condicion de Solvente de
identificacion la biomasa extraccion

1A1 Hapalosiphon sp. Fresca Metanol 100 %

2A2 Hapalosiphon sp. Liofilizada Metanol 100 %

3A3 Hapalosiphon sp. Fresca Metanol-Agua
50:50 %, viv

4A4 Hapalosiphon sp. Liofilizada Metanol-Agua
50:50 %, viv

1B1 Nannochloropsis oculata Fresca Metanol 100 %

2B2 Nannochloropsis oculata Liofilizada Metanol 100 %

3B3 Nannochloropsis oculata Fresca Metanol-Agua
50:50 %, viv

4B4 Nannochloropsis oculata Liofilizada Metanol-Agua
50:50 %, viv

Se realizaron 3 eluciones distintas, con el fin de evaluar la presencia de metabolitos

relacionados con el efecto antioxidante, a saber, terpenoides, y polifenoles en

general (4cidos fendlicos, flavonoides, cumarinas). Las fases moviles y los

reveladores empleados en cada caso se describen en la Tabla 2. Las placas se

observaron a luz visible y a longitudes de onda de A=254 nm y A=366 nm con ayuda
del equipo TLC visualizer de CAMAG® (Muttenz, Suiza).

Tabla 2. Fases moviles y reveladores para las placas TLC.

Analito

Fase movil

Revelador

Terpenoides

Tolueno: Cloroformo:
Etanol

44.44: 44.44: 11.11 %,
viviv

Anisaldehido / Acido
sulfdrico
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Flavonoides Tolueno: Dioxano: Acido Productos Naturales
acético
75.63: 21.01: 3.36 %,
viviv

Antioxidantes Acetato de etilo: Metanol: DPPH
Agua
80.97: 10.93: 8.1 %, v/viv

2.2.8 Pruebas de capacidad antioxidante
2.2.8.1 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

Para esta técnica se requiere del reactivo DPPH a una concentracion 0.2 mM, el
cual fue sonicado por 3 minutos para garantizar su disolucion. Para la preparacién
de la curva de calibracion, se utiliz6 como patrén Trolox diluido en agua ultrapura.

Se emplearon concentraciones de 800, 400, 200, 100, 50 y 25 mEg/L y un blanco.

En microtubos se colocé 1000 pL de la solucion de DPPH, 50 pL de muestra o
solucion patrén y 200 pL de metanol grado andlisis. Cada muestra se trabajo por

triplicado.

Una vez colocados todos los componentes mencionados, los tubos se incubaron a
temperatura ambiente y en completa oscuridad durante 30 minutos. Luego, se tomd
una alicuota de 100 pL de cada tubo y se coloc6é en un pocillo de microplaca.
Finalmente, la absorbancia de cada muestra fue medida en Microplate Reader H1
de SYNERGY ® (Florida, Estados Unidos) a una longitud de onda de A= 517 nm.

2.2.8.2 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La solucion necesaria para la técnica FRAP esta conformada por una mezcla de 3
componentes combinados en una relacion 10:1:1 v/v/v respectivamente, los cuales

son:

a) Solucién buffer de acido acético-acetato de sodio 300 mM, con pH de
3.6 a 4. Para este estudio el pH de la solucién se ajust6 a 3.85

b) Solucion de cloruro férrico 20 mM
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C) Solucion de TPTZ (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina) 10 mM disuelto en

acido clorhidrico 40 mM

La solucion obtenida se calenté durante 10 minutos a 40 °C. Para la curva de
calibracion, se emplearon soluciones de Trolox de concentraciones de 400, 200,

100, 50 y 25 mEg/L, ademas se prepar6 un blanco.

Cada muestra fue trabajada por triplicado. En microtubos se colocé 20 pL de
muestra o patrén y 600 uL de la mezcla de soluciones a, b y ¢. Se incub6 a
temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos. Luego, se tomd una
alicuota de 100 pL de cada tubo y se transfiri6 a un pocillo de microplaca. La
absorbancia de cada muestra fue medida en Microplate Reader a una longitud de
onda de A= 593 nm.

2.2.8.3 ABTS (2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

Para este método se requiere de una solucion formada por solucion ABTS 7 mM y
persulfato potasico 2.45 mM, las cuales se combinaron, protegidas de la luz, en
proporciones iguales segun necesidad y se dejo reposar durante 12-16 horas. Cabe
mencionar que esta solucion resultante se ajusto a una absorbancia de 0.7 (+0.02)
aA=734 nm.

Se prepar6 una curva de calibracion empleando como patrén soluciones de Trolox
a concentraciones de 800, 400, 200, 100, 50 y 25 mEg/L y un blanco. En microtubos
se colocé 20 pL de muestra (cada una por triplicado) y 800 uL de la solucion ABTS
(mezcla). Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 30 minutos, luego de lo cual se tomé una alicuota de 200 pL de cada tubo
y se transfirio a los respectivos pocillos de microplaca. Las absorbancias se midieron

con ayuda de Microplate Reader a una longitud de onda de A= 734 nm.

Los resultados de esta técnica se expresaron como equivalentes de Trolox (mmol
de Trolox / L de muestra) y representan el porcentaje de inhibicion de la formacién

del cation ABTS* gracias al antioxidante, en un tiempo determinado.
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2.2.8.4 Polifenoles totales - Método de Folin Ciocalteu

Es una técnica colorimétrica que se basa en reacciones de transferencia de
electrones. Los compuestos fendélicos son capaces de reducir al reactivo de Folin-
Ciocalteu (F-C) generando la produccion de azul de tungsteno, el cual se mide
espectrofotométricamente, sabiendo que la intensidad de la coloracion es
directamente proporcional a la concentracion de fenoles presentes en la muestra
(Malta & Liu, 2014). Presenta importantes ventajas tales como ser sencillo, de bajo

costo, reproducible y rapido (Galvao et al., 2018).

Este método emplea el denominado reactivo de Folin, que es una mezcla de
fosfomolibdato y fosfowolframato al 10 %, ademas de una soluciéon de Na2COs 700
mM. Para la curva de calibracion se empleé como patrén acido galico disuelto en
agua destilada, formando soluciones en concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.125,
0.0625 y 0.03125 mEqg/L, ademas de un blanco.

En microtubos se colocd una alicuota de 100 puL de muestra (cada una trabajada
por triplicado) o solucién patrén con 200 uL de solucién de Folin al 10 % y se mezcl6
vigorosamente. Se dejé en reposo por un tiempo de 5 minutos para que la reacciéon

se lleve a cabo.

Transcurrido este tiempo, se afiadié 800 uL de Na2CO3 700 mM y se homogenizé
con ayuda del vortex. Los tubos se incubaron en la oscuridad durante una hora a
temperatura ambiente para que la reaccion tenga lugar. Luego de este tiempo se
revisaron los tubos; en el caso de existir notable precipitacién, deben ser
centrifugados, sin embargo, si no se evidencia precipitacion, se continda
directamente. En este caso si hubo precipitacién, por lo que se centrifugaron los
tubos a 6000 rpm (2822 RCF) durante 2 minutos.

De cada tubo se tomé una alicuota de 200 pL, la cual se colocé en un pocillo de

microplaca y se midié su absorbancia mediante Microplate Reader a A= 765 nm.
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2.2.9 Analisis estadistico
Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, en el cual se comparo las
variables independientes (microalga, estado y solvente) frente a las variables
dependientes (resultados de los ensayos DPPH, FRAP, ABTS y Polifenoles totales)
asi como sus interacciones, para comprender si existe variabilidad entre las
muestras. Ademas, se llevo a cabo el test de Tukey, como un analisis post-hoc para
explicar las diferencias existentes entre las muestras, en caso de haberlas. Se
establecié un nivel de significancia de 0.05. Se construyeron graficas para cada
ensayo, en las cuales se muestra la concentracion, ya sea de mgq Trolox / mL de
extracto (DPPH, FRAP y ABTS) o de mEq Acido gélico / mL de extracto (Polifenoles
totales) para cada una de las muestras analizadas. Para realizar el analisis

estadistico se empled el software estadistico Infostat ® version 2020.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Placas TLC

Luego de haber revelado cada una de las placas TLC, estas se dejaron secar hasta
que el revelador se evapore. Posteriormente, se observaron a longitudes de onda
de A= 366 nm, A= 245 nm y luz visible, y se midio la relacion de frente (Rf) de las

bandas cromatogréficas de interés.

3.1.1 Antioxidantes

En la Figura 3 se presenta la placa de antioxidantes a una longitud de A= 366 nm.
Se observaron bandas cromatogréficas de coloracion en su mayoria rojas; no
obstante, en la base (Rf = 0) se evidencid una coloracion azul intensa en
practicamente todos los extractos, que pueden representar la presencia de
antioxidantes tipo &acidos fendlicos. Adicionalmente, se evidencié que el extracto
metandlico de Hapalosiphon sp. fresca (1A1) y el extracto liofilizado de
Hapalosiphon sp. obtenido con solvente metanol-agua 50:50 %, viv (4A4)
presentaron una banda cromatogréafica con Rf =0.70 y 0.69 respectivamente, lo cual
podria tratarse de compuestos de tipo acidos fendlicos, que no se observo en el
extracto metanolico de Hapalosiphon sp. liofilizada (2A2) ni en el extracto fresco de
Hapalosiphon sp. obtenido con metanol-agua 50:50 %, v/v como solvente (3A3). En
el extracto metandlico de Nannochloropsis oculata fresca (2B2) se observd una
banda cromatografica con Rf = 0.89, ausente en los otros extractos de la misma
microalga, al igual que la banda cromatogréfica con Rf = 0.70 presente en el extracto
de Nannochloropsis oculata liofilizada obtenido con metanol-agua 50:50 %, v/v

como solvente (4B4).
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F.M: Acetato de etilo-Metanol-Agua Revelador: DPPH

100:13,5:10 ANTIOXl DANTES 20/Diciembre/2021

Rf=0.89
7

Rf=0.70

3A3 4A4 1B1

Figura 3. Antioxidantes de los extractos en placa TLC a A= 366 nm. Fuente:
Autora.

La Figura 4 muestra la placa cromatogréfica revelada con DPPH y evaluada a luz
visible. Los antioxidantes en placa TLC revelados con DPPH se observan como
bandas con una coloracién blanca-amarillenta en un fondo purpura a la luz visible
(Zamora, 2017). Esto no se evidencié en ninguna muestra analizada en esta placa.
A pesar de existir bandas cromatograficas de aspecto amarillento cerca de la linea

de frente, no presentaron la coloracion caracteristica de los antioxidantes.
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Figura 4. Antioxidantes de los extractos en placa TLC en luz visible. Fuente:
Autora.

3.1.2 Flavonoides

En la Figura 5 se observa la placa cromatogréfica revelada por PEG/Productos
Naturales y evaluada a una longitud de onda de A= 365 nm. Se pudo ver que en el
extracto de Hapalosiphon sp. fresca con metanol 100 % como solvente (1A1) y el
extracto metandlico de Hapalosiphon sp. liofilizada (2A2) existi6 una banda
cromatografica marcada con Rf = 0.57 y 0.56 respectivamente, la cual podria
corresponder a un mismo compuesto, ademas de otras bandas comunes con un Rf
mayor. En el extracto metandlico de Nannochloropsis oculata liofilizada (2B2) se
evidencié una banda cromatografica de coloracion azul intensa con Rf = 0.45,

ausente en otros extractos. Por las caracteristicas del revelador y la longitud
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empleada, esta coloracion podria corresponder a acidos fendlicos, pero no se
consideré su empleo como patrones al no existir reportes de concentraciones
mayores de estos productos en este tipo de microorganismos (Haoujar et al., 2019).
En la linea de siembra (Rf = 0) se observaron ciertas muestras con bandas azules,
lo cual podria significar la presencia de acidos fenélicos o compuestos fendlicos del

tipo cumarinas (Zamora, 2017).

En los extractos de Nannochloropsis oculata liofilizada tanto con metanol 100 %
(2B2) como con metanol-agua 50:50 %, v/v como solvente (4B4) se presentd una
banda cromatografica con Rf = 0.71, la cual pudiese corresponder al mismo

compuesto.

F.M: Tolueno-Dioxano-Acido acético Revelador: Productos Naturales
90: 25:4 17/Diciembre/2021

FLAVONOIDES

1A1 £A2 3A3 4A4 1B1 2B2 3B3 4B4

Figura 5. Flavonoides de los extractos en placa TLC a A= 366 nm. Fuente: Autora.
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3.1.3 Terpenoides

La Figura 6 muestra la placa cromatografica correspondiente a la evaluacion de
terpenoides. Estos compuestos se observan a luz visible de una coloracién que va
de azul, verde, roja e incluso café (Zamora, 2017). En esta placa se evidenciaron
bandas cromatograficas esencialmente verdes, que podrian significar la presencia
de este tipo de moléculas. A pesar de que los solventes utilizados en esta
investigacién son de naturaleza polar, la presencia importante de fucoxantinas en
estas microalgas puede explicar la presencia de bandas con coloracion
caracteristica. Es importante destacar que los extractos metandlicos de
Hapalosiphon sp. tanto fresca (1A1) como liofilizada (2A2) presentaron mas bandas
cromatograficas que los extractos de la misma microalga, pero con metanol-agua
50:50 %, v/v como solvente (3A3 y 4A4) a pesar de ser la misma microalga, por lo
gue se deduciria que la extraccion de terpenoides con metanol 100 % es mayor

para Hapalosiphon sp.
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F.M: Tolueno-Dioxano-Acido acético Revelador:. ehidofAcido sulfirico:

iciembre/2021

Figura 6. Terpenoides de los extractos en placa TLC en luz visible. Fuente:
Autora.

3.2 Capacidad antioxidante

Los analisis de capacidad antioxidante se llevaron a cabo empleando las técnicas
de DPPH, FRAP, ABTS y polifenoles totales. Para ello, se trabajé con extractos en
concentraciones de 5 mg/mL.

3.2.1 Curvas de calibracion

Para la elaboracién de las curvas de calibracion se midieron las absorbancias del
blanco y los patrones respectivos para cada ensayo. Con dichos valores, se obtuvo

una recta mediante regresion lineal, asi como su ecuacion.
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A continuacioén, se presentan las curva de calibracion de las técnicas de medicion
de capacidad antioxidante. La de DPPH se presenta en la Figura 7, la de FRAP en
la Figura 8, la de ABTS en la Figura 9 y la de Polifenoles totales en la Figura 10.
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Figura 7. Curva de calibracién de la técnica DPPH. Fuente: Autora.
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Figura 8. Curva de calibracion de la técnica FRAP. Fuente: Autora.
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Figura 9. Curva de calibracion de la técnica ABTS. Fuente: Autora.
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Figura 10. Curva de calibracién de la técnica polifenoles totales. Fuente: Autora.

3.2.2 Resultados de las muestras

Al reemplazar los valores de las absorbancias en las respectivas ecuaciones de la
recta, se calcularon los resultados de mEq de Trolox / mL (DPPH, FRAP y ABTS) y

de mEq de acido galico / mL (polifenoles totales) de extracto de cada microalga. De
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cada una, segun el estado y el solvente empleado se realizaron determinaciones

por triplicado, por lo cual se consiguieron 9 resultados para cada una. En la Tabla

3 se muestran los promedios de dichos resultados con sus respectivas desviaciones

estandar.

Tabla 3. Promedios de los resultados obtenidos del analisis de la capacidad

antioxidante.

Microalga Estado | Solvente DPPH FRAP ABTS Polifenoles
de (mEq (mEq (mEq totales

extraccion | Trolox/mL | Trolox/mL | Trolox/mL | (mEq Acido

extracto) | extracto) | extracto) galico/mL

extracto)

Hapalosiphon sp. F M 464.4 + 3825+ 830.1 + 0.07261 +

41.26 29.90 20.51 0.002129

Hapalosiphon sp. L M 111.7 + 545.6 £ 506.2 + 0.05034 +
53.33 32.04 24.46 0.0002571

Hapalosiphon sp. F MA 821.7 3369+ 365.1 + 0.06020 +

45.96 36.28 13.88 0.001237

Hapalosiphon sp. L MA 290.0 + 354.7 £ 31.06 0.01343 +
30.31 60.80 25.11 0.0003749

Nannochloropsis F M 296.1 + 384.7 + 6.611 + 0.01879 +
oculata 144.5 37.14 9.464 0.0004385
Nannochloropsis L M 3794 + 618.9 = 846.6 + 0.02663 +
oculata 42.38 34.77 41.52 0.0008261
Nannochloropsis F MA 335.00 = 3322 + 441.4 + 0.01133
oculata 28.94 24.55 24.01 0.0002837
Nannochloropsis L MA 290.39 + 525.0 + 4946 + 0.03698 +
oculata 82.63 72.09 21.68 0.0006559

Nota. F: Fresca, L: Liofilizada, M: Metanol 100 %, MA: Metanol-agua
50:50 %, V/v.

Los valores de cada una de las determinaciones para cada muestra se presentan

en el Anexo 2.
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3.3 Andlisis estadistico

3.3.1 DPPH

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos para el ensayo con DPPH. En esta,
se evidencio que la muestra con mayor cantidad de antioxidantes, expresados como
mEq Trolox/mL de extracto fue la microalga Hapalosiphon sp. en estado fresco y
con solvente metanol-agua 50:50 %, v/v (3A3). Por su parte, la microalga con menor
cantidad de antioxidantes fue Hapalosiphon sp. liofilizada con solvente metanol 100
% (2A2).

Adicionalmente, las concentraciones de antioxidantes para las muestras
Hapalosiphon sp. liofilizada con solvente metanol-agua 50:50 %, viv (4A4),
Nannochloropsis oculata liofilizada con metanol-agua 50:50 %. v/v (4B4),
Nannochloropsis oculata fresca con solvente metanol 100 % (1B1) vy
Nannochloropsis oculata fresca con metanol-agua 50:50 %, v/v (3B3) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si (p > 0.05), y se
encuentran representadas con la letra B en el grafico. Lo mismo ocurre con
Nannochloropsis oculata liofilizada con solvente metanol 100 % (2B2), la cual no
presentd diferencia estadistica (p > 0.05), al compararse con Nannochloropsis
oculata fresca con metanol-agua 50:50 %, v/v (3B3) y Hapalosiphon sp. fresca con
metanol 100 % (1A1).
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Figura 11. Andlisis de varianza de las muestras para la técnica DPPH. Fuente:
Autora.

Nota. La microalga Nannochloropsis oculata se encuentra representada con color
amarillo, y la microalga Hapalosiphon sp. esta representada en color azul. Se
muestran las medias de los valores obtenidos con sus respectivas barras de error.
Los resultados completos del andlisis estadistico para este ensayo se encuentran

en el Anexo 3.

3.3.2 FRAP

Luego de realizado el ensayo con FRAP, se obtuvo la grafica de la Figura 12. En
esta se evidencié que la muestra con mayor cantidad de antioxidantes, expresados
como mEq TroloxmL de extracto fue la microalga Nannochloropsis oculata
liofilizada y con extraccion en metanol 100 % (2B2). Por su parte, la microalga con
menor cantidad de antioxidantes fue Nannochloropsis oculata en estado fresco con

extraccion con solvente metanol-agua en proporcion 50:50 %, v/v (3B3).
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No existio una diferencia estadisticamente significativa (p > 0.05) entre
Hapalosiphon sp. fresca con metanol-agua 50:50 %, v/v (3A3), liofilizada con
metanol-agua 50:50 %, v/v (4A4), fresca con metanol 100 % (1A1), Nannochloropsis
oculata fresca con metanol-agua 50:50 %, v/v (3B3) y fresca con metanol 100 %

(1B1). Todas ellas representadas con la letra A.

Asimismo, no se evidencié diferencia estadisticamente significativa entre
Nannochloropsis oculata liofilizada con solvente metanol-agua 50:50 %, v/v (4B4) y
Hapalosiphon sp. liofilizada con metanol 100 % (2A2). Ambas se encuentran

representadas por la letra B.

E50.0 c
675 B

485.0

mEq Trolox / mL de extracto

402.5

A A
A
A A i
P00 ; ; ‘
3B3 JA3 4A4 1A1

1B1 4B4 2A2 282

Microalga*Estado*Solvente

Figura 12. Andlisis de varianza de las muestras para la técnica FRAP. Fuente:
Autora.

Nota. Se presentan las medias de los valores obtenidos en el ensayo, cada una
con su barra de error. El color amarillo representa a la microalga Nannochloropsis
oculata, y el azul a la microalga Hapalosiphon sp.
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Los resultados completos del andlisis estadistico para este ensayo se encuentran

en el Anexo 4.

3.3.3 ABTS

La Figura 13 muestra los resultados para el método ABTS. En esta, se evidencio
gue la microalga con mayor cantidad de antioxidantes, expresados como mEq
Trolox/mL de extracto fue Nannochloropsis oculata liofilizada con metanol 100 %
(2B2); no obstante, esta no presento6 diferencia estadisticamente significativa (p >
0.05) con Hapalosiphon sp. fresca con metanol 100 % (1A1), ambas representadas

con la letra E.

Por su parte, la microalga con menor cantidad de antioxidantes fue Nannochloropsis
oculata fresca con metanol 100 % (1B1), aunque esta no mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p > 0.05) con Hapalosiphon sp. liofilizada con

metanol-agua 50:50 %, v/v (4A4), ambas representadas con la letra A.

Ademas, se determinG que no existe diferencia estadisticamente significativa (p >
0.05) entre Nannochloropsis oculata liofilizada con metanol-agua 50:50 %, v/v (4B4)
y Hapalosiphon sp. liofilizada con metanol 100 % (2A2). Ambas se encuentran

representadas con la letra D.
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Figura 13. Analisis de varianza de las muestras para la técnica ABTS. Fuente:
Autora.

Nota. Cada columna representa la media de los valores obtenidos en el ensayo
con su respectiva barra de error. La microalga Nannochloropsis oculata esta
representada con el color amarillo, y Hapalosiphon sp. con el color azul.

Los resultados completos del andlisis estadistico para este ensayo se encuentran

en el Anexo 5.

3.3.4 Polifenoles totales

Los resultados del ensayo de polifenoles totales se presentan en la Figura 14. En
esta, se observd gue la microalga con mayor cantidad de polifenoles, expresados
como mEq Acido galico/mL de extracto fue Hapalosiphon sp. fresca con metanol
100 % (1A1), mientras que la microalga con menor cantidad de polifenoles fue

Nannochloropsis oculata fresca con solvente metanol-agua 50:50 %, v/v (3B3).

Diana Patricia Leédn Dominguez 44



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Cabe destacar que existio diferencia estadisticamente significativa (p < 0.0001)
entre todas las muestras analizadas mediante este ensayo. Esto se puede
evidenciar en los resultados completos del andlisis estadistico para este ensayo, en

el Anexo 6.
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Figura 14. Andlisis de varianza de las muestras para la técnica Polifenoles
Totales. Fuente: Autora.

Nota. Las barras de color amarillo representan la microalga Nannochloropsis
oculata, y las azules, Hapalosiphon sp. La columna muestra la media de los
valores obtenidos con su respectiva barra de error.

El analisis de cromatografia de capa fina (TLC) se usé como una técnica de
screening de compuestos antioxidantes, en el cual se evidencio que en los extractos
de las microalgas Nannochloropsis oculata y posible Hapalosiphon sp. existen tanto
terpenoides como flavonoides, compuestos que han demostrado poseer una

importante capacidad antioxidante, y que, al ser de origen natural son prometedoras
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alternativas para el uso industrial (Gutiérrez et al., 2021). No obstante, se debe tener
en cuenta que ciertos compuestos presentes en los extractos, tales como las
clorofilas, pigmentos y xantofilas pueden también producir coloraciones que se
evidencian como interacciones en las placas TLC, por lo que los resultados
obtenidos con esta técnica se deben considerar Unicamente como un punto de

partida para el analisis de los extractos.

Es importante resaltar la diferencia entre actividad antioxidante y actividad
antiradicadilaria. La primera hace referencia a la capacidad de una sustancia para
retardar la degradacién oxidativa, mientras que la segunda se refiere a la relacion

entre el antioxidante y el radical libre que se da para estabilizarlo (Londofio, 2012).

Para determinar la capacidad antioxidante de un compuesto 0 una muestra, un
anico ensayo no es suficiente. Por ello, es recomendable emplear diferentes
técnicas que inclusive pueden variar en principio, tales como un mecanismo de
transporte de electrones (TE) o un mecanismo de transporte de &atomos de
hidrogeno (TAH) (Rahman et al., 2015).

De los métodos empleados en este estudio, tanto ABTS como DPPH se
fundamentan en ambos mecanismos, TE y TAH; por su parte, FRAP se fundamenta
Unicamente en TE. La determinacion de polifenoles totales se basa en la capacidad
redox de dichos compuestos; no obstante, no es una técnica de determinacion de

antioxidantes propiamente (Huet, 2017; Londofio, 2012).

Al observar los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos se evidencié que
no existiria una muestra con mayor cantidad de antioxidantes en todas las técnicas.
Sin embargo, la microalga con valores mas elevados en este ensayo fue
Nannochloropsis oculata en estado liofilizado y con extraccién en metanol 100 %
(2B2), la cual presento la mayor concentracion de antioxidantes tanto en ABTS
como FRAP. Es importante recalcar que ABTS es el método mas idéneo para
determinar antioxidantes tanto lipofilicos como hidrofilicos, en comparacién con
FRAP y DPPH (Londofio, 2012).
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Por su parte, el extracto metandlico 100 % de Hapalosiphon sp. fresca con metanol
100 % (1A1) fue la muestra que presento la mayor cantidad de polifenoles totales,
y fue estadisticamente similar al extracto metandlico 100 % de Nannochloropsis
oculata liofilizada en cuanto a antioxidantes en el ensayo ABTS. Sin embargo, en el
ensayo DPPH se obtuvo que la muestra con mayor cantidad de antioxidantes fue
Hapalosiphon sp. fresca con metanol-agua 50:50 %, v/v . como solvente de

extraccion.

La variacién entre estos resultados indic6 que, de manera general, no se podria
establecer el mejor solvente (metanol vs metanol-agua 50:50 %, v/v) o estado
(fresca vs liofilizada) para ambas microalgas en cuanto a la extraccion de
compuestos antioxidantes. Asi, mientras que Hapalosiphon sp. demostré6 mejores
resultados extractivos en biomasa fresca, para Nannochloropsis oculata la biomasa
liofilizada fue mejor. Adicionalmente, Nannochloropsis oculata evidencié mejor
extraccion cuando se empled metanol 100 % como solvente de extraccion; mientras
gue para Hapalosiphon sp., la extraccion de antioxidantes fue mayor con metanol

100 %, pero la de polifenoles fue mejor con metanol-agua 50:50 %, v/v.

Para poder esclarecer estas diferencias es importante recalcar ciertos parametros
de cada especie. En cuanto a la pared celular, Nannochloropsis oculata esta
compuesta principalmente por carbohidratos, de los cuales al rededor del 68 % son
glucosa y celulosa, ademas poseen algenanos en gran cantidad, compuestos que
son derivados lipidicos muy resistentes a la hidrolisis acida y alcalina (Scholz et al.,
2014). A pesar de gque no existen estudios sobre la composicién de la pared celular
de Hapalosiphon sp., se ha determinado que, al ser una cianobacteria, se encuentra
constituida principalmente por peptidoglicano, lipidos, proteinas y carotenoides
(Woitzik et al., 2012).

Al contrastar esto con los resultados obtenidos se podria atribuir que, la mayor
capacidad extractiva de compuestos antioxidantes de Nannochloropsis oculata con
metanol 100 % se deba a que la solubilidad de los carbohidratos presentes en la

pared celular es mayor en solventes polares; de igual manera, los algenanos al ser
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compuestos derivados de los acidos grasos, su solubilidad es mayor en metanol

100 %, que en la mezcla metanol-agua 50:50 %, Vv/v.

En cuanto a Hapalosiphon sp. se evidencid mayor rendimiento extractivo con
metanol 100 % para el contenido de polifenoles totales; esto podria deberse a que
la mayoria de dichos compuestos son solubles en solventes polares, a pesar de que
algunos estudios sugieren una mayor extraccion de polifenoles en agua, también se
han encontrado mejores resultados extractivos con alcoholes, ya que su polaridad
es semejante (Beltran et al., 2013)

En cuanto al estado de conservacion de la biomasa, se evidencié que para
Nannochloropsis oculata fue mejor el estado liofilizado, mientras que para
Hapalosiphon sp. fue mejor el estado fresco. Esto podria suceder debido a que
durante el proceso de liofilizacién ciertos componentes de la pared celular se

compactan y dificultan la extraccion.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones
Tras finalizar este trabajo de titulacién se puede concluir que:

La capacidad antioxidante es variable segun la especie, solvente y estado de la
biomasa. Para la extraccion de compuestos antioxidantes de la microalga
Nannochloropsis oculata el mayor resultado extractivo se obtuvo al partir de
biomasa liofilizada y empleando metanol al 100 % como solvente; mientras que para
Hapalosiphon sp. el mayor resultado extractivo se obtuvo al partir de biomasa fresca
y empleando como solvente la mezcla metanol-agua 50:50 %, v/v.

No existen condiciones especificas de solvente y estado de biomasa que garanticen
la extraccion mas O6ptima de moléculas antioxidantes para microalgas y

cianobacterias.

4.2 Recomendaciones
- Emplear los datos obtenidos como un punto de partida para la identificacion
y caracterizacion de la microalga Hapalosiphon sp.
- Continuar con el estudio de compuestos antioxidantes presentes en
microalgas y cianobacterias, para poder identificarlos y cuantificarlos.
- Realizar el analisis antioxidante de las especies empleando técnicas mas
eficientes como ORAC, la cual no se pudo aplicar en este trabajo por

limitaciones de equipos y costos.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacion del medio de cultivo WC

Componentes Solucioén stock
CuS04.5H20 10 g en 1 L de agua destilada
ZnS04.7H20 22 gen 1L de agua destilada
CoCl2.6H20 10 g en 1 L de agua destilada
MnCl2.4H20 180 g en 1 L de agua destilada
Na2Mo004.2H20 6 g en 1 L de agua destilada

Para preparar 950 mL de la solucion mad

re de traza de metales se necesita:

Componentes Solucién stock
Na2EDTA.2H20 4.36 g en 1 L de agua destilada
FeCls.6H20 3.15gen 1L de agua destilada
CuS04.5H20 1mL
ZnS04.7H20 1 mL
CoCl2.6H20 1mL
MnCl2.4H20 1mL
NazMo004.2H20 1mL
HsBOs3 1mL

Ademas, se requiere una solucion de vitaminas, que se prepara de la siguiente

manera:

Componentes

Solucién stock

Biotina (Vitamina B7)

0.5 g en 1L de agua destilada

Cianocobalamina

0.5 g en 1L de agua destilada
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Anexo 2. Resultados de las concentraciones de cada muestra para cada
ensayo (DPPH, FRAP, ABTS y Polifenoles Totales).

Microalga Estado Solvente Polifenoles | FRAP mEq ABTS DPPH
totales mEqg. | Trolox/mL mEq mEq
Ac. extracto | Trolox/mL | Trolox/mL
Galico/mL de de
extracto extracto extracto
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07250 379.7 860.5 475.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07292 384.7 852.2 470.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07521 397.2 850.5 470.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07105 362.2 828.8 545.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.06979 344.7 827.2 470.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.06938 439.7 823.8 470.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07354 362.2 798.8 385.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07458 412.2 810.5 450.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH 0.07458 359.7 818.8 445.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05004 552.2 537.2 65.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05024 517.2 545.5 115.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05045 534.7 510.5 45.00
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05066 544.7 477.2 105.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05046 484.7 493.8 65.00
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Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05004 549.7 478.8 95.00
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05004 552.2 507.2 150.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05066 584.7 518.8 150.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH 0.05045 589.7 487.2 215.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20 | 0.05856 279.7 373.8 830.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20 | 0.06002 357.2 382.2 795.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20 | 0.06023 322.2 355.5 765.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H2O | 0.06189 337.2 342.2 835.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H2O | 0.06189 342.2 362.2 765.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H2O | 0.06106 354.7 358.8 800.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20 | 0.05960 314.7 353.8 830.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20 | 0.06002 314.7 380.5 875.0
Hapalosiphon sp. Fresca MeOH-H20O | 0.05856 409.7 377.2 900.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H2O | 0.01364 337.2 15.50 315.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H20 | 0.01364 377.2 42.17 310.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H20 | 0.01364 459.7 0.5000 235.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H20 | 0.01385 394.7 25.50 300.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-HO | 0.01364 369.7 40.50 300.0
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Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H2O | 0.01343 394.7 0.5000 255.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H20 | 0.01260 294.7 25.50 265.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H20O | 0.01322 272.2 78.83 315.0
Hapalosiphon sp. Liofilizada MeOH-H2O | 0.01322 292.2 50.50 315.0
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01863 354.7 2.167 395.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01842 349.7 5.500 395.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01925 367.2 30.50 380.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01842 372.2 0.5000 430.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01821 339.7 0.5000 400.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01863 422.2 3.8333 340.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01884 392.2 0.5000 85.00
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01925 417.2 8.833 80.00
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH 0.01946 447.2 7.167 160.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02653 609.7 790.5 320.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02674 632.2 788.8 355.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02695 642.2 795.5 340.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02653 579.7 865.5 410.0
oculata
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Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02799 624.7 870.5 375.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02716 592.2 873.8 390.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02529 584.7 875.5 440.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02549 612.2 878.8 435.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH 0.02695 692.2 880.5 350.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H0 | 0.01135 294.7 407.2 360.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H20 | 0.01093 319.7 410.5 330.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-HO | 0.01114 364.7 428.8 285.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H2O | 0.01156 337.2 453.8 380.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H20 | 0.01093 349.7 472.2 335.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H20 | 0.01177 364.7 473.8 315.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H2O | 0.01156 329.7 432.2 345.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H2O | 0.01135 304.7 443.8 355.0
oculata
Nannochloropsis Fresca MeOH-H2O | 0.01135 324.7 450.5 310.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H2O | 0.03756 422.2 477.2 210.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H2O | 0.03756 457.2 512.2 380.0
oculata
Nannochloropsis Liofilizada MeOH-HO | 0.03776 492.2 505.5 345.0
oculata
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Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H2O | 0.03568 509.7 467.2 310.0
oculata

Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H20O | 0.03672 642.2 480.5 320.0
oculata

Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H20 | 0.03735 624.7 467.2 325.0
oculata

Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H20O | 0.03652 554.7 502.2 330.0
oculata

Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H20O | 0.03693 519.7 517.2 285.0
oculata

Nannochloropsis Liofilizada MeOH-H20 | 0.03672 502.2 522.2 108.5
oculata
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Anexo 3. Resultados del analisis estadistico del ensayo DPPH obtenido en

Infostat ®
Analisis de la varianza
Variable N R? AT CVv
DPPH mEq Trolox 72 0.90 0.89 18.43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2691604.94 7 384514.99 81.12 <0.0001
Microalga 168345.03 1 168345.03 35.52 <0.0001
Estado 804651.84 1 804651.84 169.76 <0.0001
Solvente 265052.67 1 265052.67 55.92 <0.0001
Microalga*Estado 958766.28 1 958766.28 202.28 <0.0001
Microalga*Solvente 385954.34 1 385954.34 81.43 <0.0001
Estado*Solvente 105915.03 1 105915.03 22.35 <0.0001
Microalga*Estado*Solvente 2919.75 1 2919.75 0.62 0.4354
Error 303349.22 64 4739.83
Total 2994954 .16 71
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=32.41768
Error: 4739.8316 gl: 64
Microalga Medias n E.E.

MAAL 15 325.24 36 11.47 A
MAAL 24 421.94 36 11.47 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=32.41768
Error: 4739.8316 gl: 64
Estado Medias n E.E.
Liofilizada 267.88 36 11.47 A
Fresca 479.31 36 11.47 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=32.41768
Error: 4739.8316 gl: 64
Solvente Medias n E.E.
MeOH 312.92 36 11.47 A
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MEOH-H20 434.26 36 11.47 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=60.53526

Error: 4739.8316 gl: 64

Microalga Estado Medias n E.E.

MAAL 24 Liofilizada 200.83 18 16.23 A

MAAL 15 Fresca 315.56 18 16.23 B

MAAL 15 Liofilizada 334.92 18 16.23 B

MAAL 24 Fresca 643.06 18 16.23 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=60.53526

Error: 4739.8316 gl: 64

Microalga Solvente Medias n E.E.

MAAL 24 MeOH 288.06 18 16.23 A

MAAL 15 MEOH-H20 312.69 18 16.23 A

MAAL 15 MeOH 337.78 18 16.23 A

MAAL 24 MEOH-H20 555.83 18 16.23 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=60.53526

Error: 4739.8316 gl: 64

Estado Solvente Medias n E.E.
Liofilizada MeOH 245.56 18 16.23 A
Liofilizada MEOH-H20 290.19 18 16.23 A
Fresca MeOH 380.28 18 16.23 B
Fresca MEOH-H20 578.33 18 16.23 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=101.69182
Error: 4739.8316 gl: 64

Microalga Estado Solvente Medias n E.E.

MAAL 24 Liofilizada MeOH 111.67 9 22.95 A

MAAL 24 Liofilizada MEOH-H20 290.00 9 22.95 B

MAAL 15 Liofilizada MEOH-H20 290.39 9 22.95 B

MAAL 15 Fresca MeOH 296.11 9 22.95 B

MAAL 15 Fresca MEOH-H20 335.00 9 22.95 B

MAAL 15 Liofilizada MeOH 379.44 9 22.95 B C
MAAL 24 Fresca MeOH 464.44 9 22.95 C
MAAL 24 Fresca MEOH-H20 821.67 9 22.95 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 4. Resultados del analisis estadistico del ensayo FRAP obtenido en
Infostat ®

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV

FRAP meg Trolox 72 0.86 0.85 10.06

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 774399.65 7 110628.52 57.75 <0.0001
Microalga 65401.39 1 65401.39 34.14 <0.0001
Estado 415568.06 1 415568.06 216.95 <0.0001
Solvente 164833.68 1 164833.68 86.05 <0.0001
Microalga*Estado 68142.01 1 68142.01 35.57 <0.0001
Microalga*Solvente 9112.50 1 9112.50 4.76 0.0329
Estado*Solvente 39200.00 1 39200.00 20.46 <0.0001
Microalga*Estado*Solvente 12142.01 1 12142.01 6.34 0.0143
Error 122591.67 64 1915.49
Total 896991.32 71

Medias ajustadas,error estdndar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Microalga Medias n E.E.
MAAL 24 404.906 36 7.29
MAAL 15 465.24 36 7.29

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Estado Medias n E.E.
Fresca 359.13 36 7.29
Liofilizada 511.07 36 7.29

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Solvente Medias n E.E.
MEOH-H20 387.25 36 7.29
MeOH 482.94 36 7.29
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Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Microalga Estado Medias n E.E.

MAAL 15 Fresca 358.50 18 10.32
MAAL 24 Fresca 359.75 18 10.32
MAAL 24 Liofilizada 450.17 18 10.32
MAAL 15 Liofilizada 571.97 18 10.32

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Microalga Solvente Medias n E.E.

MAAL 24 MEOH-H20 345.86 18 10.32
MAAL 15 MEOH-H20 428.64 18 10.32
MAAL 24 MeOH 464.06 18 10.32
MAAL 15 MeOH 501.83 18 10.32

Medias ajustadas,error estdndar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Estado Solvente Medias n E.E.
Fresca MEOH-H20 334.61 18 10.32
Fresca MeOH 383.64 18 10.32
Liofilizada MEOH-H20 439.89 18 10.32
Liofilizada MeOH 582.25 18 10.32

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 1915.4948 gl: 64

Microalga Estado Solvente Medias n E.E.

MAAL 15 Fresca MEOH-H20 332.25 9 14.59
MAAL 24 Fresca MEOH-H20 336.97 9 14.59
MAAL 24 Liofilizada MEOH-H20 354.75 9 14.59
MAAL 24 Fresca MeOH 382.53 9 14.59
MAAL 15 Fresca MeOH 384.75 9 14.59
MAAL 15 Liofilizada MEOH-H20 525.03 9 14.59
MAAL 24 Liofilizada MeOH 545.58 9 14.59
MAAL 15 Liofilizada MeOH 618.92 9 14.59
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Anexo 5. Resultados del analisis estadistico del ensayo ABTS obtenido en

Infostat ®
Analisis de la varianza
Variable N R? R? Aj CV
ABTS meq Trolox 72 0.99 0.99 5.51
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM p-valor

Modelo 6170116.20 7 881445.17 1499.47 <0.0001
Microalga 3612.51 1 3612.51 6.15 0.0158
Estado 62226.22 1 62226.22 105.86 <0.0001
Solvente 827040.11 1 827040.11 1406.92 <0.0001
Microalga*Estado 2706689.28 1 2706689.28 4604.48 <0.0001
Microalga*Solvente 1177260.47 1 1177260.47 2002.70 <0.0001
Estado*Solvente 714676.08 1 714676.08 1215.77 <0.0001
Microalga*Estado*Solvente 678611.53 1 678611.53 1154.42 <0.0001
Error 37621.61 64 587.84
Total 6207737.81 71
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.41640
Error: 587.8376 gl: 64
Microalga Medias n E.E.
MAAL 24 433.14 36 4.04 A
MAAL 15 447.31 36 4.04 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.41640
Error: 587.8376 gl: 64

Estado Medias n E.E.
Fresca 410.82 36 4.04 A
Liofilizada 469.62 36 4.04 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=11.41640
Error: 587.8376 gl: 64
Solvente Medias n E.E.
MEOH-H20 333.05 36 4.04 A
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MeOH 547.40 36 4.04 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.31845

Error: 587.8376 gl: 64

Microalga Estado Medias n E.E.

MAAL 15 Fresca 224.02 18 5.71 A

MAAL 24 Liofilizada 268.65 18 5.71 B
MAAL 24 Fresca 597.63 18 5.71

MAAL 15 Liofilizada 670.59 18 5.71

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.31845

Error: 587.8376 gl: 64

Microalga Solvente Medias n E.E.

MAAL 24 MEOH-H20 198.09 18 5.71 A

MAAL 15 MeOH 426.61 18 5.71 B
MAAL 15 MEOH-H20 468.00 18 5.71

MAAL 24 MeOH 668.19 18 5.71

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=21.31845

Error: 587.8376 gl: 64

Estado Solvente Medias n E.E.
Liofilizada MEOH-H20 262.81 18 5.71 A
Fresca MEOH-H20 403.28 18 5.71 B
Fresca MeOH 418.37 18 5.71 B
Liofilizada MeOH 676.43 18 5.71

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=35.81239

Error: 587.8376 gl: 64

Microalga Estado Solvente Medias n E.E.
MAAL 15 Fresca MeOH 6.61 9 8.08
MAAL 24 Liofilizada MEOH-H20 31.06 9 8.08
MAAL 24 Fresca MEOH-H20 365.13 9 8.08
MAAL 15 Fresca MEOH-H20 441.43 9 8.08
MAAL 15 Liofilizada MEOH-H20 494 .57 9 8.08
MAAL 22 Liofilizada MeOH 506.24 9 8.08
D
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MAAL 24 Fresca MeOH 830.13 9 8.08
BE

MAAL 15 Liofilizada MeOH 846.61 9 8.08
E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6. Resultados del analisis estadistico del ensayo Polifenoles Totales
obtenido en Infostat ®

Analisis de la varianza

Variable R? R? Aj CV

N
PP meg. Ac. Galic 72 1.00 1.00 2.70

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.03 7 4.7E-03 4883.80 <0.0001
Microalga 0.01 1 0.01 12440.44 <0.0001
Estado 1.4E-03 1 1.4E-03 1487.30 <0.0001
Solvente 2.4E-03 1 2.4E-03 2534.43 <0.0001
Microalga*Estado 0.01 1 0.01 12362.30 <0.0001
Microalga*Solvente 3.1E-03 1 3.1E-03 3204.45 <0.0001
Estado*Solvente 5.0E-05 1 5.0E-05 52.45 <0.0001
Microalga*Estado*Solvente 2.0E-03 1 2.0E-03 2105.22 <0.0001
Error 6.1E-05 64 9.6E-07
Total 0.03 71

Medias ajustadas,error estdndar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Microalga Medias n E.E.
MAAL 15 0.02 36 1.6E-04
MAAL 24 0.05 36 1.6E-04

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Estado Medias n E.E.
Liofilizada 0.03 36 1.6E-04
Fresca 0.04 36 1.6E-04

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Solvente Medias n E.E.
MEOH-H20 0.03 36 1.6E-04
MeOH 0.04 36 1.6E-04

Medias ajustadas,error estdndar y numero de observaciones
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Error: 0.0000 gl: 64

Microalga Estado Medias n E.E.

MAAL 15 Fresca 0.02 18 2.3E-04
MAAL 15 Liofilizada 0.03 18 2.3E-04
MAAL 24 Liofilizada 0.03 18 2.3E-04
MAAL 24 Fresca 0.07 18 2.3E-04

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Microalga Solvente Medias n E.E.

MAAL 15 MeOH 0.02 18 2.3E-04
MAAL 15 MEOH-H20 0.02 18 2.3E-04
MAAL 24 MEOH-H20 0.04 18 2.3E-04
MAAL 24 MeOH 0.06 18 2.3E-04

Medias ajustadas,error estandar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Estado Solvente Medias n E.E.
Liofilizada MEOH-H20 0.03 18 2.3E-04
Fresca MEOH-H20 0.04 18 2.3E-04
Liofilizada MeOH 0.04 18 2.3E-04
Fresca MeOH 0.05 18 2.3E-04

Medias ajustadas,error estdndar y numero de observaciones

Error: 0.0000 gl: 64

Microalga Estado Solvente Medias n E.E.

MAAL 15 Fresca MEOH-H20 0.01 9 3.3E-04
MAAL 24 Liofilizada MEOH-H20 0.01 9 3.3E-04
MAAL 15 Fresca MeOH 0.02 9 3.3E-04
MAAL 15 Liofilizada MeOH 0.03 9 3.3E-04
MAAL 15 Liofilizada MEOH-H20 0.04 9 3.3E-04
MAAL 24 Liofilizada MeOH 0.05 9 3.3E-04
MAAL 24 Fresca MEOH-H20 0.06 9 3.3E-04
MAAL 24 Fresca MeOH 0.07 9 3.3E-04
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