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RESUMEN

Evaluacion comparativa de la actividad antioxidante y contenido de fenoles
totales de extractos etanolicos de  Arthrospira platensis con captura de CO ,
obtenido en el proceso de elaboracion del vino y de Indura

Dentro de las cianobacterias, una de las especies mas conocidas es
Arthrospira platensis, microalga cosmopolita cultivada esencialmente como alimento
dadas sus notables propiedades nutricionales, sin embargo, en los ultimos afios se
han indagado y estudiado sus propiedades farmacoldgicas, destacandose su actividad
antioxidante, antiinflamatoria y antiviral. En la presente investigacién se realiz6 un
estudio comparativo en cuanto a crecimiento celular, produccion de biomasa,
rendimiento de extractos, perfil cromatografico por cromatografia en capa finay CLAE-
DAD, actividad antioxidante y cantidad de fenoles totales entre extractos etandélicos de
Arthrospira platensis cultivada con gas de fermentacién obtenido del proceso de
elaboracion del vino de la vifia Miguel Torres y con CO, obtenido comercialmente de
Indura, siendo ambos gases aplicados en cuatro proporciones distintas; 0%, 2,5%, 5%
y 7,5% de CO.,.

Se determiné que el crecimiento celular 6éptimo se logré al utilizar, en el caso
de ambos gases, una concentracién de 5% de CO,. Los extractos etandlicos fueron
obtenidos agotando la biomasa resultante del proceso de cosecha, de manera
secuencial con solventes de polaridad creciente, obteniéndose el mejor rendimiento de
extraccion en los cultivos con un aporte de 2,5% de CO, tanto de indura como de la
Vifia Miguel Torres. Estos extractos fueron evaluados en su concentracion de fenoles
totales mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu, resultando, para el caso de los cultivos
con inyeccién de CO, de Indura que el cultivo con 5% de este gas presentd los
mejores valores (35,98 + 1,397 mg 4c. géalico/g extracto) y para el caso de los cultivos
con captura de gas de fermentacion, el valor éptimo fue de 2,5% de CO, (22,135 *
1,046 mg ac. galico/g extracto). Posteriormente, se evalud la capacidad antioxidante
de los extractos etandlicos, para lo cual se realiz6 el ensayo FRAP, en este caso, los
cultivos que presentaron los mejores valores de reduccién de Fe* fueron los cultivos
con un 7,5% de CO, tanto de INDURA como de la Vifia Miguel Torres, llegando a 1,2+
0,06 y 0,9+ 0,02 (Mmol Fe+2/g de extracto), respectivamente. Finalmente, mediante

CLAE-DAD, se determiné la ausencia de compuestos fendlicos descritos previamente
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para extractos de A. platensis, como: los acidos galico, cafeico y ferulico en dichos

extractos etandlicos.

Estos resultados permiten establecer que las variaciones en la inyeccién de
CO, a cultivos de A. platensis afectan positivamente los parametros analizados en
este trabajo, lo que se tradujo en un mayor rendimiento de biomasa obtenida desde
los cultivos, mayor rendimiento de los extractos etandlicos, mayor contenido de
fenoles totales y mayor actividad antioxidante. Los cultivos con gas de fermentacién
presentaron resultados mas bajos respecto de los parametros evaluados en esta
memoria que los cultivos con CO, de Indura, sin embargo, presentaron mejores
resultados que los cultivos control (sin inyeccion extra de CO,), lo que demuestra la
factibilidad de utilizar gas de fermentacién en el cultivo de A. platensis, lograndose un
doble propésito; mejorar las caracteristicas de esta microalga y disminuir la huella de
carbono de la empresa Miguel Torres al utilizar el gas de fermentacion que esta

genera.



SUMMARY

Comparative evaluation of the antioxidant activity and total phenol content
present in ethanolic extracts of Arthrospira platensis cultivated with CO ,
addition obtained from fermentation gas produced in the wine making process

and Indura.

In cyanobacteria, one of the best known species is Arthrospira platensis. This
microalgae is cultivated essentially as food given its remarkable nutritional properties.
However, in recent years its pharmacological properties have been investigated and
studied, highlighting its antioxidant, anti-inflammatory and antiviral activities. In this
investigation we performed a comparative study in terms of cell growth, biomass
production, extracts’s yields, chromatographic profile by thin layer chromatography and
HPLC-DAD, antioxidant activity and total phenol content between ethanolic extracts of
Arthrospira platensis cultivated with fermentation gas obtained from the wine making
process from Miguel Torres vineyard and CO, obtained commercially from Indura, both
gases were applied in four different proportions, 0%, 2.5%, 5% and 7.5% of CO..

It was determined that optimum cell growth was achieved, in the case of both
gases, at a CO; concentration of 5%. Ethanolic extracts were obtained exhausting the
biomass obtained in the harvesting process, the extraction process was made
sequentially with solvents of increasing polarity, the best extraction yield occured in the
cultures with CO, addition of 2.5%, in both gases. The ethanolic extracts were
evaluated in its total phenols content using Folin - Ciocalteu test. The greatest phenolic
concentration appeared in the cultures with CO, (Indura) addition of 5% (35.98 + 1.397
mg gallic acid/ g extract) and in the case of cultures with fermentation gas addition, the
optimum value was obtained at a CO, concentration of 2.5 % (22,135 + 1,046 mg gallic
acid/ g extract). Subsequently, antioxidant capacity was evaluated in the ethanolic
extracts, for which FRAP assay was performed , in this case , the cultures that showed
the best iron reducing values were cultures with a CO, concentration of 7.5% in both
cases, reaching 1.264 + 0.060 and 0.992 + 0.016 (mmol Fe*?/ g extract), respectively.
Finally, the presence of major phenolic compounds described for A. platensis were
determined by HPLC -DAD, ruling out the presence in ethanolic extracts of gallic,

caffeic and ferulic acids.
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These results establish that changes in CO, addition to A. platensis cultures
affects positively the parameters analyzed in this study, which resulted in a higher yield
of biomass obtained from cultures, higher yields of ethanol extracts, higher phenolic
content and an increase of antioxidant activity. The cultures with fermentation gas
addition showed lower scores on the evaluated parameters compared to cultures with
addition of CO; (Indura), however, they presented better results compared to control
cultures (without CO, addition), which demonstrates the feasibility of using
fermentation gas in A. platensis cultures, achieving a dual purpose, to improve the
characteristics of this microalgae and to reduce the carbon footprint of Miguel Torres

vineyard by using the fermentation gas they generate.
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Introduccioén

[. INTRODUCCION

Dentro de las microalgas mas estudiadas en biotecnologia se
encuentran las cianobacterias; microorganismos procariotas con caracteristicas
fisiologicas y morfolégicas especificas que les permiten adaptarse a cambios
ambientales extremos (Helbling et al., 2006). Arthrospira platensis es un alga
unicelular, cosmopolita, perteneciente al grupo de las cianobacterias. Existen
reportes que indican que esta microalga fue utilizada como alimento por la
civilizacion Azteca en México hace mas de 400 afos, y actualmente, se cultiva
en algunos paises, como alimento para consumo humano y animal, asi como
para la obtencion de aditivos utilizados en la industria farmacéutica y
alimentaria, lograndose una produccion anual de mas de 3000 toneladas

cubicas a nivel mundial (Belay, 2002).

En los paises en desarrollo, la desnutricibn representa un grave
problema, por lo que la produccién de fuentes alternativas de alimentos es de
suma importancia y en este ambito, A. platensis representa una de esas
alternativas, ya que ademas de sus propiedades nutritivas, su cultivo presenta
pocas dificultades, puesto que crece bien en aguas altamente alcalinas y por
ello, la posibilidad de contaminacion con otros microorganismos es muy

limitada (Ramirez y Olvera, 2006).

Recientemente, el potencial biotecnoldégico de A. platensis y otras

microalgas se ha demostrado en una amplia gama de usos, tales como, en la
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degradaciéon de herbicidas organofosforados (Lipok et al., 2007), la fijacion de
gases de efecto invernadero (de Morais, 2007), como bioacumuladoras de
metales pesados (Chojnacka, 2005, Gong, 2005), como catalizadoras en
procesos de biotransformacion (Utsukihara et al. 2007), para la produccion de
hidrogeno (Juantorena et al., 2007) y en la produccion de biocombustibles

(Chisti, 2007), entre otros.

Esta especie posee un gran potencial alimenticio debido a su elevado
valor nutricional. Es una fuente importante de proteinas, vitaminas,
aminoacidos, lipidos, minerales y otros nutrientes, por lo que su principal uso
es como suplemento alimenticio (Naranjo et al., 2010), sin embargo, diversos
estudios realizados en los ultimos afios le han atribuido ciertas propiedades
farmacoldgicas, entre las que se cuenta su actividad antioxidante. Este efecto
se debe a algunos de sus constituyentes, entre los que destacan los acidos
grasos poliinsaturados w-3 y w-6, B-caroteno, a-tocoferol, ficocianina y
compuestos fendlicos (Chamorro et al., 2002). Se ha reportado que el extracto
alcohodlico de A. platensis inhibe la peroxidacion lipidica significativamente
(65% de inhibicion), lo que es considerable comparado con agentes
antioxidantes aislados como a-tocoferol (35%), BHA (45%) y [-caroteno
(48%). Asimismo, el extracto acuoso de A. platensis ha mostrado mayor efecto
antioxidante (76%) que el acido gélico (54%) y el acido clorogénico (56%)

(Manoj et al., 1992).
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Los antioxidantes son compuestos que retardan o inhiben la
degradacién oxidativa de las moléculas organicas por parte de las especies
reactivas del oxigeno (ROS), las cuales se producen constantemente en las
células como resultado de los procesos metabolicos normales. Debido a que
algunos de los antioxidantes sintéticos son altamente inestables bajo las
condiciones de trabajo y en ciertos casos ocasionan efectos adversos sobre la
salud de animales de experimentacion, los investigadores han intentado
encontrar sustancias mas estables, eficaces, versétiles y/o menos toxicas.
Para cumplir con este objetivo, se han obtenido diferentes tipos de compuestos
a partir de rutas sintéticas o fuentes naturales. Asi por ejemplo, entre los
compuestos de origen natural se encuentran: carotenoides, vitaminas C y E,
tocoferoles, tocotrienoles, flavonoides y licopenos, entre otros (Stashenko et

al., 2007).

El estrés oxidativo provocado por los radicales libres juega un papel
fundamental en la etiologia y progresion de enfermedades tan diversas como
son ateroesclerosis, cancer y cataratas, ademas de otros efectos perniciosos,
como el envejecimiento celular. Sus efectos se presentan a través de una
cascada de eventos, entre los cuales se incluyen la peroxidacion de
fosfolipidos de membranas, la destruccion oxidativa de proteinas, tanto de
enzimas como de proteinas estructurales y la modificacion covalente de acidos
nucleicos. Por estas razones, es importante encontrar nuevas fuentes de
moléculas bioactivas con propiedades antioxidantes (Rodriguez y Guil, 2007).

Existe suficiente evidencia cientifica que demuestra que una dieta rica en
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antioxidantes disminuye la incidencia de las enfermedades nombradas
anteriormente, cuya causa, entre otras, es el dafio producido por el estrés
oxidativo en el organismo, dafio que puede ser evitado o disminuido al
aumentar la ingesta de antioxidantes. El estrés oxidativo se produce por un
desbalance entre la produccion de radicales libres y la concentracion de

antioxidantes presentes en el organismo (Pietta, 2000).

Los compuestos fendlicos son moléculas con reconocida actividad
antioxidante, sin embargo, su presencia en cianobacterias ha sido menos
documentada que en plantas superiores (Sudha et al., 2011), aun asi, se han
hecho variados estudios que describen el perfil de compuestos fendlicos del
género Arthrospira, el cual consta principalmente de acidos fendlicos tales
como: acido galico, acido p-OH-benzoico, acido clorogénico, acido vainillico,
acido cafeico, acido siringico, acido salicilico, acido o-cumarico, acido ferulico y
acido cinamico; y flavonoides, entre los que estan: quercetina, genisteina y

canferol entre otros (Abd el-baky et al., 2009).

Esta memoria fue financiada por el proyecto FIA “Produccion de
Spirulina (Arthrospira platensis) para alimentacién animal con captura de CO,
proveniente de Vifla Miguel Torres”. Como es sabido, el CO, cumple una
funcion fundamental en las rutas metabolicas de sintesis de nutrientes de las
cianobacterias (Castro y Navarro, 2009), por lo que utilizar el gas de
fermentacion del vino de la vifia Miguel Torres tendrd un doble propésito;

incrementar la productividad del cultivo y ademas, reducir la huella de carbono
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de esta vifia. El uso del CO,, que normalmente se libera a la atmdsfera, como
una posible fuente de carbono para el cultivo de microalgas puede ayudar a

atenuar las consecuencias del efecto invernadero (Ravelonandro et al., 2011)

Teniendo en consideracién estos antecedentes, el objetivo de este
trabajo fue determinar el impacto que tiene la incorporacion de CO, obtenido de
distintos origenes y en distintas proporciones en cultivos de A. platensis sobre
la generacion de compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y tasa de

crecimiento celular.
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1. Ficha botanica de Arthrospira platensis

1.1. Clasificacion taxonémica (Algaebase, 2013)
Dominio: Prokaryota

Reino: Bacteria

Phylum: Cyanobacteria

Clase: Cyanophyceae

Orden: Oscillatoriales

Familia: Phormidiaceae

Género: Arthrospira

Especie: Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont C

1.2. Distribucion geogréfica

Arthrospira platensis es originaria del lago Chad en Africa (Castro y
Navarro, 2009), sin embargo, se desarrolla en forma natural en numerosos
lugares, siendo las principales poblaciones encontradas en lagos de Africa,
principalmente en Kenia, Etiopia, Egipto, Sudan, Argelia, Congo, Zaire y
Zambia. Se la encuentra ademas en Asia tropical y subtropical (India,
Myanmar, Pakistan, Sri Lanka, China, Tailandia y Rusia), en América (Perq,
Uruguay, California) y en Europa (Espafia, Francia, Hungria y Azerbaiyan), que

como el antiguo lago del Valle de México y las lagunas de Kanem y Chad, son
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cuerpos de agua poco profundos que estan situados sobre depdsitos de
bicarbonato de sodio, con un pH alcalino y una salinidad elevada (Vonshak y

Tomaselli, 2000).

1.3. Descripcion de la especie

Arthrospira platensis es un alga fotosintética que forma colonias
filamentosas de color verde azuloso (Cianophyceae). Sus células cilindricas
tienen un ancho de 3 a 12 uym, alcanzando a veces hasta 16 um. Sus
filamentos presentan un esquema en forma de hélice abierta y llegan a medir
entre 100 y 200 um, como se puede apreciar en la figura 1. Las caracteristicas
de esta hélice y sus medidas dependeran de las condiciones ambientales y del
crecimiento del alga. Son organismos unicelulares y fotoautotrofos. Poseen
una region central, donde se localiza el acido nucleico (solo una molécula de
DNA), una region periférica que contiene las membranas tilacoidales y varias
inclusiones rodeadas frecuentemente por una capa de mucilago. Dicha capa
no esta presente entre las células que forman la colonia. La pared celular es
multiestratificada y se caracteriza por presentar una serie de poros alrededor
del tricoma, encontrandose dividida por septos visibles al microscopio Optico,
ademas, contiene peptidoglucano y esta envuelta en una capsula o vaina
compuesta por mucopolisacaridos, caracteristica que le confiere a esta
microalga un alto grado de digestibilidad (88-92%). La pared celular presenta la
estructura y composicion caracteristicas de las bacterias Gram negativas, es
decir, es delgada y no posee celulosa, lo que facilita su digestion,

diferenciandose asi de las algas Chlorophytas, como Chlorella sp que también

7
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es producida y empleada como alimento en acuicultura. Otros componentes
celulares son las inclusiones citoplasmaticas (granulos de polifosfato,
glucégeno y cinanoficina), los carboxisomas o cuerpos poliédricos donde se
encuentra la rubisco (la principal enzima responsable de la fijaciéon fotosintética
de diéxido de carbono) y ribosomas 70S. Las vesiculas de gas presentes en A.
platensis le confieren su capacidad de flotacion. Mediante este mecanismo
regulan sus migraciones diurnas dentro de la columna de agua, permitiendo
gue las algas se mantengan en las zonas donde el proceso de fotosintesis es
optimo y la cantidad de nutrientes necesarios es adecuada (Ramirez y Olvera,

2006).

a)

Figura 1: Vista al microscopio de Arthrospira platensis. a) Detalle de la conformacion
de la colonia filamentosa. b) Colonias coexistiendo en un cultivo.

La reproduccion se efectla por fisidn binaria transversal. El alargamiento
del tricoma o filamento se debe a las numerosas divisiones transversales de
sus células. La multiplicaciébn se produce solamente por fragmentacion del
flamento y es de naturaleza intracelular, destruyendo la célula intercalar

existente dentro de los mismos filamentos (Ramirez y Olvera, 2006).
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1.4. Condiciones de desarrollo

El crecimiento de cianobacterias en ambientes acuéticos esta controlado
por una variedad de factores ambientales y para su cultivo, son necesarias las
condiciones adecuadas de nutrientes, temperatura, pH e iluminacion (Couteau,

1996).

La temperatura del medio de cultivo es el factor climatico mas
importante, que incidira directamente en la rapidez del crecimiento y la calidad
de la microalga. Por debajo de 20°C el crecimiento es practicamente nulo,
siendo la temperatura Optima para el desarrollo alrededor de 37°C, sin
embargo, A. platensis es un alga termdfila capaz de soportar temperaturas tan
bajas como la de congelacion del agua, y tan altas como 50 °C (Castro y

Navarro, 2009).

La iluminacién es indispensable para el crecimiento, pero no debe
mantenerse en forma continuada las 24 horas del dia. Una exagerada
iluminacion es perjudicial y malogra la fotosintesis, siendo la luz violeta y la
ultravioleta del espectro las mas dafinas. Para cultivos de 1 a 2 litros, la
intensidad de luz o luminancia, puede ajustarse entre 2000 a 2500 lux (Castro

y Navarro, 2009).

El medio en el cual viven suele contener una muy alta concentracién de
sales minerales (mayor que la del agua de mar), siendo la salinidad 6ptima de
18-22 UPS. Ademas el cultivo debe contar con un pH fuertemente alcalino, de

aproximadamente 9,5, aunque suele alcanzar extremos de 10,5 - 11, segun el
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equilibrio establecido entre la absorcién y fijaciéon del CO, de la solucion

(Strembel et al., 2004).

Otro aspecto importante es la agitacion, que en el caso de la presente
investigacion se logré mediante inyecciéon de aire filtrado aplicado a cada
cultivo individualmente, utilizando como fuerza motriz un equipo “blower”. La
agitacion del cultivo es un punto clave en el desarrollo 6ptimo de estos, ya que
permite que los nutrientes se encuentren distribuidos homogéneamente en la
solucion, y ademas, impide que las microalgas decanten, manteniéndolas en
suspension de modo tal que todas reciban la misma cantidad de luz, como se

puede ver en la figura 2.

Figura 2: Organizacién de los cultivos de Arthrospira platensis en donde se aprecia el
sistema de inyeccion de aire enriquecido con CO, y la fuente luminica.

10



Introduccioén

Los cultivos de A. platensis en estanques pequefios y muy controlados
pueden alcanzar una produccién de 15 a 19 g/m?%dia; sin embargo, en grandes
explotaciones comerciales estos valores se reducen a la mitad (Vonshak y
Richmond, 1998). Pequefios biorreactores cerrados, operando por 6 semanas,
estrictamente controlados, han alcanzado rendimientos entre 25 a 28 g/m2/dia

(Tredici & Chini, 1997).

11
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2. Estudios anteriores de Arthrospira platensis

2.1. Efectos de la aplicaciéon de CO ; a cultivos de Arthrospira platensis

Un estudio conducido por Ravelonandro et al. (2011) reveldo que la
incorporacion de CO; en una concentracion de 2% (el maximo utilizado en este
estudio) a cultivos de A. platensis provocdé aumentos en la productividad
(0.1620.02 g L™ d™), duracién de la fase exponencial (12 dias), tasa de
crecimiento maximo (0.027+0.005 h™'), concentracién maxima de biomasa

(3.4£0.2 g L™) y contenido proteico (461 % de peso seco).

2.2. Composicion fendlica de extractos de  Arthrospira platensis

La presencia de compuestos fendlicos, tanto &cidos fendlicos como
flavonoides, ha sido confirmada en Spirulina maxima, una especie intimamente
ligada a A. platensis (Abd el-baky et al.,, 2009). Ademas los estudios
farmacologicos realizados hasta ahora han permitido encontrar una relacion
entre la capacidad antioxidante de los extractos con su concentracion de

compuestos fendlicos (Colla et al., 2007).

De esta manera, para extractos etandlicos algales, se han descrito los
siguientes polifenoles: acidos fendlicos como &cido galico, acido p-OH-
benzéico, acido clorogénico, acido cafeico, acido siringico, acido salicilico,
acido o-cumaérico, acido ferulico y &cido cinamico; y flavonoides, entre los que
estan: quercetina, genisteina y canferol entre otros que se encuentran en

menor proporcion (Abd el-baky et al., 2009).

12
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Las estructuras se presentan a continuacion, en la figura 3:

= = 8] OH Q OH
T HO
o]
Hoz’l\/\.o 7
HO OH [ H(l)
OH
HO HO |
HO
Acido galico Acido p-OH-bhenzbico Acido clorogénico
D'“‘x OH
a] OH
I
HO OH
g o 5
(8] 0
HO HO
Acido cafeico Acido siringico Acido salicilico
(0] 0 0
a
T oH - 5 OH = OH
OH HO
Acido o-cumarico Acido ferilico Acido cinamico

HO
HO 0

HO o

Quercetina Genisteina Canferol

Figura 3: Compuestos fendlicos identificados en Arthrospira platensis
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2.3. Actividad antioxidante de extractos etandlicos de Arthrospira

platensis

Es ampliamente conocido que las sustancias antioxidantes son la
principal defensa organica en contra de radicales libres, cuya presencia en
exceso, como se comentd previamente, aumenta el estado oxidativo del
organismo lo que desencadena una serie de reacciones perjudiciales

provocando estados patolégicos severos (Pietta, 1999).

En la busqueda de antioxidantes naturales, se ha reportado que el
extracto alcohdlico de A. platensis inhibe la peroxidacion lipidica
significativamente (65% de inhibicion), asimismo, el extracto acuoso de A.
platensis ha mostrado mayor efecto antioxidante (76% de inhibicién) que el

acido galico (54%) y el &cido clorogénico (56%) (Manoj et al., 1992).

Ademas, se ha reportado que extractos acuosos de A. platensis con una
concentracion de 15 mg/mL mostraron un inhibicién de 51,94% del radical

DPPH, con un valor de IC50 de 14,43 mg/mL (Sudha et al, 2011).
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II. HIPOTESIS

“La incorporacion de CO,, tanto de Indura como del gas de
fermentacion, al sistema de aireacion de cultivos de Arthrospira platensis tiene
un impacto positivo en la generacion de compuestos fendlicos y en la actividad

antioxidante asi como en su tasa de crecimiento”
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[ll. OBJETIVOS

1. Generales

Determinar la actividad antioxidante y la concentracion de fenoles totales de
extractos etanolicos de Arthrospira platensis obtenidos desde biomasas
cultivadas con distintos aportes de CO,, obtenidos de Indura y del gas de
fermentacion del vino de la Vifa Miguel Torres, e identificar la
concentracion optima de CO, en la que se obtendrda una mayor actividad

antioxidante y una mayor cantidad de fenoles totales.

2. Especificos

Determinar en forma comparativa la cantidad de biomasa de Arthrospira
platensis obtenida desde cultivos con distintos aportes de CO,.

Determinar las diferencias de crecimiento celular en los cultivos con
distintos aportes de COa,.

Demostrar si los aportes de CO, producen un cambio tanto en el
rendimiento de los extractos etandlicos obtenidos a partir de las biomasas
provenientes de los distintos cultivos de Arthrospira platensis, como
también en el contenido de fenoles y en la actividad antioxidante.

Demostrar si los aportes de CO, producen un cambio en el perfil de
compuestos fendlicos de los distintos extractos etandlicos obtenidos desde

diferentes cultivos de esta microalga.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién de esta memoria se utilizaron materiales y equipos
del laboratorio de la empresa AEON Biogroup y del Laboratorio de Productos
Naturales del Departamento de Quimica Farmacoldgica y Toxicolégica de la
Universidad de Chile, desarrollandose con el financiamiento del proyecto FIA:
“Produccion de espirulina (Arthospira platensis) para alimentacion animal con

captura de CO, proveniente de la Vifia Miguel Torres”.

1. Reactivos

Los cromatofolios de gel de silice 60 Fys4, €l reactivo de Folin-
Ciocalteau, el metanol y el agua grado HPLC y los solventes de grado analitico
empleados para realizar las extracciones (hexano, diclorometano y etanol)
fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania). El reactivo 2,4,6-tri (2-
piridil) triazina (TPTZ) y los patrones de &cido cafeico, acido galico y acido
ferdlico fueron adquiridos a la empresa Sigma-Aldrich (USA). El CO, estandar

fue comprado a Indura (Chile).

2. Material vegetal

La cepa de Arthrospira platensis (codigo PCO-20090605) se obtuvo de
la coleccion de microalgas de la Universidad de Coimbra (UCO), Portugal, en

el afio 2009
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3. Obtencion del gas de fermentacion proveniente de la vifia

El CO; producto de la fermentacion del vino se obtuvo de la vifia Miguel
Torres, ubicada en Longitudinal Sur Km 195, Curicé. El proceso de llenado de
los cilindros de realizo el dia 26 de abril de 2012. Para llevar a cabo este
procedimiento se utilizé un equipo especialmente disefiado para esta tarea por
Aeon Biogroup. Su finalidad es obtener un gas libre de alcoholes, particulas,
humedad y aroma. El equipo mencionado consta de las siguientes partes

(figura 4):

» Compresor de membrana.

» Filtros de alcoholes : Dos filtros de agua adaptados para filtrar el gas a los
gue se les invirtié el flujo. Gracias a ellos el gas entra con cerca de 5000
ppm de alcoholes (etanol y butanol) y sale con menos de 20 ppm.

* Filtro de particulas: el filtro retiene particulas de 50 micras.

» Filtro de humedad: utilizado para retener la humedad.

» Filtro de aroma: el filtro contiene carbdn activado para retener el aroma.

18
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Filtros de alcohol

Filtro de particulas
Filtro de aroma

Filtro de humedad

Figura 4: Detalle de los filtros presentes en el equipo utilizado para obtener el gas de
fermentacion.

Para el proceso de llenado el equipo se ubicé a ras de suelo y se
conecté a través de una manguera a la cuba que contiene el vino y a un
cilindro vacio, como se puede apreciar en la figura 5, luego se encendio6 el
compresor y procedié el llenado hasta que la presién al interior del cilindro

alcanzara 8 bar.

El gas de fermentacion obtenido finalmente present6 una composicion

de 35,1% de CO,, certificado por Indura (Anexo 2).
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Figura 5. Proceso de extraccion del gas de fermentacion.

4. Montaje de la red de CO ,y de los cultivos de Arthrospira platensis

Se dispusieron cuatro lineas de cultivo de A. platensis en una repisa
conteniendo cada una de ellas cinco matraces de 1 litro. Cada linea de cultivo
se equip6 con un tubo fluorescente y un sistema de aireacién con seis salidas,
con el fin de suministrar a las microalgas la luz y el CO, que necesitan, ademas
a cada linea se le instalé un flujbmetro que permitid regular el porcentaje de
CO; que se le suministré a los cultivos. El fotoperiodo aplicado fue de 9:15

horas.
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Salide de aire fortificado
/_ con CO2 desde |a red neumatica
T ——— Matraz 1L

. —— Entrada de aire fortificado

S Salida de aire desde &l matraz

\_Salida extra que sirve para regular
la concentracion de COZ2 de la serie

con el medidor de CO2 portatil

Figura 6: Distribucion general de una serie X de cultivos de Arthrospira platensis.

Segun el esquema mostrado en la Figura 6, Xx representa la salida libre

gue tiene cada serie. En esta se conect6 el medidor de CO, portatil para poder

efectuar la lectura y calibrar la salida de CO, en cada una de las series.

La experiencia de cultivo fue disefiada en dos etapas, en primer lugar se

llevé a cabo el cultivo utilizando CO, de Indura, determinando asi el grupo 1

(CO, de marca Indura), y posteriormente, se realiz0 el cultivo con gas de

fermentacion de la vifia, denominando al grupo 2 (CO, proveniente del gas de

fermentacion del vino de la Vifia Miguel Torres). (Tabla 1)
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Cada cultivo se inici6 con 159 mL de un cultivo madre con una
absorbancia de 0,4 a 584 nm y se finaliz6 cuando alcanz¢ la fase exponencial

de la curva de crecimiento algal.

Tanto los cultivos del grupo | como del grupo II, fueron sometidos a 0%,
2,5 %, 5%y 7,5% de CO; en el sistema de aireacion bajo idénticas condiciones
mixotréficas, siendo cubiertos sus requerimientos nutricionales mediante la
adicion de medio de cultivo Zarrouk (20%), el cual consta de una solucion de

macronutrientes, una de micronutrientes y una de vitaminas (Anexo 1).

Tabla 1. Resumen del aporte de CO, suministrado a cada cultivo. Ai= 0 %CO, indura;
Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viiia; Bv=
2,5%CO0,, vifla Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

GRUPO | GRUPO I
CO; de Indura CO , del gas de fermentacion
Denominacién CO 2 (W) Denominacién CO 2 (%)
Ai 0 Av 0
Bi 2,5 Bv 2,5
Ci 5 Cv 5
Di 7,5 Dv 7,5
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5. Obtencion de la biomasa de Arthrospira platensis desde cultivos

sometidos a distintas concentraciones de CO >

5.1. Monitoreo de los cultivos y del nivel de CO >

La entrega de CO, (de Indura o gas de fermentacion segun
corresponda) se realizo a diario durante 4 horas, entre las 9:00 AM y las 13:00
PM, siendo este incorporado al sistema de aireacion. Después de la apertura
del CO; en la mafiana, se realizaba una calibracion del flujo de las valvulas de
salida de CO, mediante un medidor de CO, (CO, meter) para que de esta
forma las series A, B, C y D reciban 0 %; 2,5%; 5% y 7,5% de CO,
respectivamente. El total de CO, utilizado diariamente fue de 500g en

promedio.

Estos porcentajes se escogieron empiricamente, realizando cultivos
previos de A. platensis con porcentajes de CO; de 0%, 1%, 2,5%, 5%, 7,5% y
10%, en los que se hizo un seguimiento de su crecimiento. De esta manera,
para el estudio final, se descartaron los cultivos con un 1% de CO; por no
presentar mayores diferencias con el cultivo sin inyeccion de CO,, y los cultivos
con un 10% de CO,, ya que este porcentaje inhibié notoriamente el crecimiento

algal.

A cada uno de los cultivos finales (0%; 2,5%; 5% y 7,5% de CO,) se le
realizaron mediciones diarias de absorbancia, pH, temperatura y conteo celular
mediante camara de conteo de Sedgewick-Rafter, con el fin de llevar un

registro ordenado y preciso de todos estos parametros para asi obtener una

23



Materiales y métodos

méaxima estandarizacion de los cultivos a analizar, ademas de determinar el
tiempo 6ptimo en que se debia realizar la cosecha de los cultivos siguiendo la
cinética de la curva de crecimiento algal estandar, siendo el mejor momento

para esto aquel en que la curva alcanza la fase de retardo (Figura 7).

Log de la concentracién celular

Tiempo

Figura 7. Curva de crecimiento algal. Las fases A, B, C, D, E y F corresponden a
ajuste, aceleracién, exponencial, retardo, estacionaria y muerte, respectivamente.

5.1.1. Toma de muestras

Transcurridas las 4 horas mencionadas, y una vez cerrado el flujo de
CO., se procedia a aforar los matraces para luego hacer la toma de muestras.
Para ello se utilizé una pipeta Pasteur plastica por cada matraz y se tomaba 1
ml de muestra, el cual era guardado en un tubo Eppendorf para su posterior

analisis.
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5.1.2. Analisis previos al conteo celular y alame  dicidon de absorbancia

Cada dia se tom¢ la temperatura, tanto ambiental como de los matraces,
con el fin de asegurar que se mantuvieran las condiciones Optimas, esto es,
entre 28°C * 2°C. Este rango de temperaturas se lograba gracias a un sistema
de aire acondicionado. Ademas, se realiz6 la medicion diaria de pH utilizando
para esto papel pH Macherey-Nagel, constatando que este siempre estuviera

entre 9y 10.

5.1.3. Conteo celular

El primer método empleado para determinar la densidad del cultivo fue el
conteo celular mediante camara de conteo Sedgewick-Rafter, método que da
por resultado el numero de células presentes en 1 mL de cultivo. Este conteo se
realizo a diario durante el tiempo en que se mantuvieron los cultivos.

Este método consiste en tomar una alicuota de 1 mL de -cultivo,
diluyéndola segun requerimiento (normalmente 1/10), para luego verter 1 mL de
esta dilucion en la camara Sedgewick-Rafter para proceder con el conteo. Este
se realiza contando 10 cuadrantes de forma horizontal y 5 en forma vertical
(figura 8), luego se obtiene el promedio de los conteos y se multiplica por el

factor de dilucion empleado y luego por 1000.

25



Materiales y métodos

Esto se resume en la siguiente ecuacion:
Densidad celular (cel/ml) = C *10 **FD
Donde:
- C: promedio de filamentos de A. platensis contados.

- FD: factor de dilucién.

Figura 8: Vista al microscopio (40x) de un cuadrante de la camara de Sedgewick-
Rafter conteniendo una muestra de Arthrospira platensis.

5.1.4. Medicién de absorbancia

Antes de efectuar cualquier medicibn se debe ajustar el
espectrofotdbmetro (Jenway 6320 D) a la longitud de onda adecuada, en el caso
de A. platensis, se debe ajustar a 584 nm y luego se debe calibrar mediante un
blanco (cubeta con 4 ml de agua destilada). Posteriormente, las muestras eran
diluidas segun correspondiera, con el fin de obtener una absorbancia dentro

del rango lineal (0,2 a 0,7) y se procedia a medir su absorbancia.
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5.2. Cosecha de los cultivos

La cosecha de la biomasa del alga en estudio se realiz6 filtrando la
suspension acuosa en que se encuentra la biomasa mediante un sistema de
tamices, consistente en cuatro filtros de iguales condiciones adosados cada
uno de ellos a una bandeja recolectora, de esta manera se obtuvo una
biomasa semisdlida humeda con consistencia pastosa. Esta biomasa se
dispuso en bandejas de aluminio, esparciéndola con el fin de que una mayor
area de esta se encuentre en contacto con el aire optimizando asi el proceso
de secado. Finalmente la biomasa fue secada a 30°C en estufa hasta llevar a
sequedad, obteniéndose como producto final 8 muestras de biomasa seca,
distribuidas de la siguiente forma: 4 proveniente de CO; de indura (Ai 0%, Bi
2,5 %, Ci 5% y Di 7,5% de CO,) y 4 provenientes del gas de fermentacion de la
Vifia Miguel Torres (Av 0%, Bv2,5 %, Cv5% y Dv7,5% de CO,), las que fueron

almacenadas protegidas de la luz y la humedad.

6. Obtencion de los extractos seriados de  Arthrospira platensis

La biomasa seca fue sometida a extraccion sucesiva con solventes de
polaridad creciente hasta total agotamiento de la biomasa. Esto se realizo
macerando 2 gramos de cada muestra de material vegetal mediante un
agitador magnético durante 24 horas por cada uno de los solventes a utilizar,
eliminando completamente cada uno de ellos por evaporaciébn a presion

reducida en un evaporador rotatorio Biichi. Para cada uno de los 8 cultivos se
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obtuvieron los extractos secos de hexano (EHEX), diclorometano (EDCM) y

etanol (EET) (Figura 9).

En esta memoria, se trabaj6 con los extractos etandlicos (EET) debido a
gue estos contienen los compuestos hidrofilicos de interés, en este caso, los
compuestos fendlicos, lo que fue corroborado mediante cromatografia en capa
fina. A partir de los extractos se elaboraron soluciones stock a una
concentracion de 5 mg/ml con el fin de ser utlizados en los ensayos

posteriores.

HEX __— Biomasa secade 4. platensis

DCM ! —— Material vegetal agotado con HEX
EDCM
=
EtOH . — Material vegetal agotado con DCM
EET
| ——

Material vegetal agotado con EtOH

Figura 9: Proceso de extraccién de la biomasa seca de Arthrospira platensis. EHEX:
extracto hexanico; EDCM: extracto de diclorometano; EET: extracto etanélico.
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7. Cromatografia en capa fina (CCF)

Con el fin de pesquisar la presencia de compuestos de interés
farmacoldgico, tales como triterpenos, esteroides, saponinas, flavonoides y
otros compuestos fendlicos, se realizd un andlisis prospectivo utilizandose para
ello la técnica de “Cromatografia en capa fina (CCF)”, empleandose
cromatofolios de aluminio con gel de silice 60 F,s4 (Merck), en los cuales se
sembraron las muestras a analizar para posteriormente introducirlos en una
camara saturada de un sistema de mezcla de solventes (fase movil), la cual
sube por capilaridad en el cromatofolio arrastrando y separando los distintos
componentes de la muestra en funcion de su polaridad. Para esta experiencia
se utilizé una fase movil obtenida empiricamente, consistente en una mezcla
de hexano y acetona en proporcion 60:40. Finalmente, los cromatofolios son
revelados con reactivos especificos y visualizados bajo luz ultravioleta a las

longitudes de onda 254 y 365 nm: (Wagner y Bladt, 1996)

Los reactivos reveladores utilizados fueron:

» P-anisaldehido sulftrico (PAS) (0,5 mL de anisaldehido, 10 mL acido de
aceético glacial, 85 mL de Metanol y 5 mL de acido sulfurico concentrado):
El cromatofolio rociado con este revelador es secado y calentado a 100°C
durante 5-10 min y luego se realiza la observacion en el espectro visible.
Este reactivo permite detectar triterpenos, esteroides y saponinas, cuyas

coloraciones varian desde azul a violeta.
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« Liebermann-Burchard (LB) (5 mL de anhidrido acético, 5 mL de &cido
sulfarico concentrado y 50 mL de etanol absoluto): El cromatofolio rociado
con este revelador es secado y calentado a 100°C durante 5-10 min y
luego se realiza la observacion en el espectro visible. Este reactivo
permite detectar triterpenos, esteroides y saponinas, cuyas coloraciones

varian desde anaranjado-rojizo a pardo.

« NP-PEG (natural products-polyethylene glycol): El cromatofolio es rociado
con la solucion NP (2-aminoetil difenilborinato al 1% en metanol) y luego
con la soluciéon de PEG (polietilenglicol-4000 al 5% en etanol). Este
reactivo permite detectar flavonoides y otros fenoles acidos, que al
visualizar al espectro UV a una longitud de onda de 365 nm, presentan
coloraciones que varian desde fluorescencia amarilla, anaranjada o rojiza

para flavonoides y blanco-azulada para acidos fendlicos.

8. Estudio quimico de los extractos etandlicos de Arthrospira platensis

Con el fin de determinar los compuestos fendlicos presentes en los
cultivos de A. platensis cultivados con distintas concentraciones y origenes de
CO,, se cuantifico el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante
solo de los EET, ya que son estos extractos los que contienen los compuestos
de naturaleza polar, como los compuestos fendlicos, lo que se corroboré tras la

realizaciéon del analisis quimico por CCF
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8.1. Determinacion del contenido de fenoles totales mediante la reaccion

de Folin-Ciocalteu

El contenido de fenoles totales de los extractos etanodlicos fue
determinado a través del método de Folin - Ciocalteu (FC), el cual se basa en
la medicion de la capacidad de los fenoles de reducir el Mo(VI) a Mo(V)
presente en el complejo fosfomolibdico/fosfotingstico que caracteriza al
reactivo de Folin — Ciocalteu (Pifia, 2011). Esta reaccién provoca un cambio en
la coloracion del reactivo, que inicialmente es amarillo, formando un
cromogeno azul, el cual es -cuantificado mediante espectrofotometria.

(Singleton y Rossi, 1965)

Para la cuantificacion se utilizara una variacion del método descrito por
Cicco et al. (2009), denominado micro - FC, el cual evita interferencias
producidas por alcoholes (en este caso etanol) que ocurren utilizando el
método tradicional, ademas presenta como ventaja su rapidez,
reproductibilidad, bajo costo y la posibilidad de realizar mediciones de fenoles
totales a escalas menores. Para ello, se tomo6 100 pL de una solucion etandlica
del extracto respectivo, incorporandole 100 pL del reactivo de Folin Ciocalteu y
se dej6 reaccionar por 2 minutos. Luego se afiadiéo 800 puL de una solucion de
carbonato de sodio 5% (p/v). La mezcla se agit6 y se llevd a un bafio
termorregulado a 40°C por 20 minutos. Posteriormente, se enfri6 en un bafio
con hielo y se procedio a medir la absorbancia a 765 nm usando como blanco
una solucion de 100 pL de reactivo de Folin Ciocalteu, 100 uL de etanol y 800

ML de la solucién de carbonato de Sodio. (Cicco et al., 2009). (Tabla 2)
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El valor de fenoles totales en las muestras fue expresado en ug/mL de
acido gélico para lo cual fue establecida una curva de calibracion en un rango
de 2 a 8 yg/mL. El equipo utilizado para determinar la absorbancia fue un

espectrofotbmetro Unicam UV-VIS.

Tabla 2: Resumen del protocolo de la determinacion de fenoles totales mediante la
reaccion de Folin-Ciocalteu. EET= extracto etandlico

Analisis Blanco

Solucion de EET (1,25 mg/mL) 100 pL
Etanol 100 pL
Reactivo de Folin Ciocalteu 100 pL 100 pL

Homogeneizar y dejar reposar por 2 min

Na,COj3 (5%) 800 pL 800 pL

Homogeneizar y llevar a un bafio termorregulado a 40°C por 20 min.

Leer a 765 nm

8.2. Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos etanolicos

mediante el método FRAP

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se basa en la
reduccién de un complejo tripiridiltriazino férrico a su forma ferrosa coloreada
en presencia de antioxidantes. Este método mide el cambio en absorbancia
debido a la formacién del complejo de color azul Fe*-tripiridiltriazina a partir del

compuesto oxidado e incoloro Fe*3-tripiridiltriazina gracias a la accién donadora
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de electrones de los compuestos antioxidantes. (Sudha et al., 2011), como se

aprecia en la figura 10.

§%¢3 S\pe e

Fe (Il

=
Fe(l)
N |N/ \N N
N /N ‘ \N /N ‘ | -
N N

Figura 10 : Reduccién del complejo TPTZ-Fe*® a TPTZ-Fe* en el ensayo FRAP

Para realizar este ensayo se utilizaron las modificaciones propuestas por
Henriquez et al. (2010) al método original de Benzie y Strain (1996). El reactivo
FRAP consiste en 1020 pL de buffer acetato 300 mM (3.1 g acetato de sodio +
16mL acido acético glacial, pH = 3.6), 100uL de TPTZ 10 mM en HCI 40 mM y
100uL FeCl3.6H20 20 mM. Luego al reactivo FRAP se le afiadidé 10 uL de la
muestra, que en este caso corresponde a las soluciones stock de extractos
etanolicos con una concentracion de 5mg/ml. Posteriormente esta mezcla se
incubo6 a 37°C por 4, 30 y 60 min, efectudndose una medicion de absorbancia
en cada uno de estos tiempos a 595 nm (tabla 3). Los resultados fueron
interpolados en una curva de calibracién utilizando FeSO, y expresados como

mmoles de Fe*?/g de extracto etandlico seco.
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Tabla 3: Resumen del protocolo de la determinacién de la actividad antioxidante
mediante el método FRAP

Analisis Blanco
Buffer de acetato de sodio (300 mM) 1020 pL 1020 pL
Solucion de TPTZ (10 mM) 100 pL 100 pL
Solucion de FeCI3 (20 mM) 100 pL 100 pL
Muestra 10 pL
Etanol 10 pL

Homogeneizar y llevar a un bafio termorregulado a 37  °C por 4, 30 y 60 min.

Leer a 595nm

8.3. Determinacion de la presencia de los compuesto s fendlicos
mayoritarios descritos en extractos de Arthrospira platensis mediante
cromatografia de liquidos de alta eficiencia acopla  da a deteccion por UV

con arreglo de diodos (CLAE-DAD)

En el presente estudio, se utilizO CLAE de fase reversa (RP-CLAE) la
cual consiste en una fase estacionaria apolar y una fase mavil de polaridad
moderada, en que el tiempo de retencidn es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar, mientras que las moléculas de caracter polar eluyen mas

rapidamente (Casares, 2010).

Todos los andlisis cuantitativos por CLAE-DAD se realizaron en un
equipo Waters 600 C acoplado a un detector de arreglo de fotodiodos Waters

996 y equipado con un inyector automatizado Waters 717 plus.
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El método empleado es una modificacién del desarrollado por Liang et
al., 2009. Para la separacién por CLAE-DAD se utiliz6 una columna Hibar
Purospher Star RP-18 (250 mm x 4 mm de didmetro interno; tamafio de
particulas: 5 um) Merck. La separacién de 20 puL de cada muestra de EET (5
mg/mL) se realizé a temperatura ambiente, utilizando un sistema isocratico
como fase movil a un flujo constante de 1 mL/min durante 70 minutos,
detectando a 280 nm. El sistema isocratico utilizado consiste en HCOOH (0,1%)

y CH3CN en una proporcién de 88:12.

Como preparacion y con el fin de proteger la columna, las muestras
fueron filtradas cinco veces cada una, utilizando tres filtros membrana de PVDF,
de 0,22 um de poro y 13 mm de diametro (Millex) y dos filtros de microfibra de

vidrio GF/F de 13 mm de diametro (Whatman).

Para determinar la presencia de los &cidos fendlicos mayoritarios
descritos en A. platensis se utilizaron estandares primarios de los acidos galico,
cafeico y ferulico (Sigma) y se analizaron por CLAE-DAD bajo las mismas

condiciones descritas anteriormente.

El analisis de cromatogramas se realiz6 por medio del programa

Empower Pro.
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V. RESULTADOS Y DICUSION

1. Rendimiento y crecimiento de los cultivos

La fase de crecimiento Optima fue alcanzada a los 23 dias de iniciado el
cultivo con inyeccion de CO, Indura, por lo que, para mantener la coherencia
del estudio se mantuvo este tiempo para los cultivos con inyeccion de gas de
fermentacion. De acuerdo al andlisis del conteo celular con camara de
Sedgewick-Rafter y a la medicion de absorbancia, se determiné que el
porcentaje de CO, aplicado a los cultivos no afecta en gran medida el
crecimiento de estos, sin embargo, se observa como tendencia que el
crecimiento 6ptimo se logra a una concentracion de 5% de CO,, tanto en los
cultivos con inyeccion de CO; Indura como en los cultivos con inyeccién de gas

de fermentacién, es decir, en los cultivos Ciy Cv (Figuras 11, 12, 13y 14).

50

@ Conteo Ai

B Conteo Bi

Conteo Ci

I Conteo Di

Células (*10"4)/ml
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(Conteo Bi)
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(Conteo Ci)
Exponencial
5 (Conteo Di)

L e e N e S
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Tiempo (dias)

Figura 11: Gréfico de crecimiento celular por conteo de los cultivos de Arthrospira
platensis con inyeccién de CO, de Indura. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura;
Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, vila Cv=
5%CO0, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.
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0,3
¢ Abs.Ai
0,25
B Abs. Bi
0.2 7 A Abs.Ci
g 0,15 [l Abs.Di
Exponencial
0,1 (Abs. Ai)
Exponencial
0,05 - (Abs. Bi)
Exponencial
(Abs. Ci)
0 Exponencial
01 2 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 (Abs. Di)
Tiempo (dias)

Figura 12: Grafico de crecimiento celular por absorbancia de los cultivos de Arthrospira
platensis con inyeccion de CO, de Indura. Ai= 0 %CO; indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci=
5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viiia; Bv= 2,5%CO,, viiila Cv= 5%CO,
vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

45 7

*

Conteo Av

Conteo Bv

A Conteo Cv

Il Conteo Dv

Exponencial
(Conteo Av)
Exponencial
(Conteo Bv)
Exponencial
(Conteo Cv)
Exponencial
(Conteo Dv)

Células (*10"4)/ml

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Tiempo (dias)

Figura 13: Gréfico de crecimiento celular por conteo de los cultivos de Arthrospira
platensis con inyeccién de gas de fermentacion. Ai= 0 %CO; indura; Bi= 2,5%CO,
indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, viiia
Cv=5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifa.
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0,4
0,35 € Abs.Av
0,3 B Abs.Bv
0,25 Abs. Cv
<
2 0,2 B Abs.Dv
0,15 - Exponencial
(Abs. Av)
0,1 - Exponencial
(Abs. Bv)
0,05 Exponencial
(Abs. Cv)
0 Exponencial
012 3 45 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 (Abs. Dv)
Tiempo (dias)

Figura 14: Gréfico de crecimiento celular por absorbancia de los cultivos de Arthrospira
platensis con inyeccién de gas de fermentacién. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO,
indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viiia; Bv= 2,5%CO,, viiia
Cv=5%CO0, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

La significancia de las diferencias en el crecimiento celular entre los
distintos cultivos, fue determinada por el método ANOVA de una via con un
ensayo de comparaciones multiples de Tukey para no paramétricos,

observandose las diferencias significativas (p<0,05) en las tablas 4 y 5.

Tabla 4. Diferencias significativas entre los cultivos con respecto al conteo celular (*
indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO,
indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, vifila Cv= 5%CO, vifia;
Di= 7,5%CO, vifia.

Cultivos Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv
Ai - - -

Bi - - -

Ci

*| k| k| *
*[ k| k| *
*[ k| k| *
| k| k| *

Di

Av

Bv

Cv

f[ | *| %[
f [ | | k[
f[ | *| k[
f [ | *| *

Dv - - -
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Tabla 5: Diferencias significativas entre los cultivos con respecto a la absorbancia (*
indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO; indura; Ci= 5%CO,
indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, viia Cv= 5%CO, vifia;
Di= 7,5%CO, vifia.

Cultivos Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Ai - - -

Bi - - -

Ci

*| k| k| *
*| k| k| *
*| k| k| *
| k| k| *

Di

Av

Bv

Cv

f [ | k| ¥
f [ | k| ¥
f[ | k| x|
* | ¥| ¥| *

Dv - - -

En relacion a los rendimientos de los cultivos, se observd que la
productividad disminuyé a mayor concentracion de CO, aplicada, obteniéndose
la maxima cantidad de biomasa en los cultivos control Ai y Av. Comparando la
productividad entre los dos gases empleados, se observé que la cantidad de
biomasa obtenida fue mayor en los cultivos con inyeccion de CO, Indura con
respecto a los cultivos con inyeccion de gas de fermentacion, determinandose
una diferencia de mas de 10% entre ambos (Tabla 6). Esto podria deberse a la
presencia de otros compuestos en el gas de fermentacion que inhibieron de

cierta manera la productividad.
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Tabla 6: Productividad de los cultivos de Arthrospira platensis Ai= 0 %CO, indura; Bi=
2,5%C0, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv=
2,5%CO0,, vifla Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

Cultivos | Produccion de biomasa (Q)
Ai 12,42
Bi 11,86
Ci 11,64
Di 10,33
Av 9,85
Bv 9,67
Cv 9,44
Dv 9,08

2. Obtenciodn de los extractos seriados y sus rendim ientos

El rendimiento de la obtencion de los extractos se detalla en la Tabla 7 y
se grafica en la Figura 15, en ambos se puede observar que los cultivos Di y
Dv fueron los que mostraron los mayores rendimientos de EHEX (9,0 y 8,0%
respectivamente) y Bv y Bi fueron los cultivos cuyas biomasas dieron los
mayores rendimientos de EET (12,5 y 10,5% respectivamente). Sin embargo,
no se observaron grandes diferencias en los rendimientos del EDCM obtenido

desde la biomasa de los diferentes cultivos.

Por el contrario, los cultivos que no tuvieron aporte de CO, fueron los
gue presentaron menores rendimientos, excepto en el caso de los EDCM, en

los que no se observaron mayores diferencias.
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Tabla 7: Rendimiento del proceso de extraccion de la biomasa seca de Arthrospira
platensis cultivada con distintas concentraciones de CO, Ai= 0 %CO, indura; Bi=
2,5%CO0O, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv=
2,5%CO0,, vifia Cv= 5%CO0, vifia; Di= 7,5%CO0, vifia.

Rendimiento (%) obtenido de 2g de biomasa secade  A. platensis

Extractos Cultivos con CO » Indura Cultivos con CO , Vifa

Al Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

EHEX 4 7 7,5 9 3 6 7,5 8

EDCM 3 3,5 3 3 4 4 4,5 3

EET 25 | 105 | 85 9 5 125 | 9,5 | 10,5

14 -

H A
H Bi

H Ci

B Di

Rendimiento (%)

E Av
H Bv
E Cv

= Dv

EHEX EDCM EET

Figura 15: Grafico comparativo de los rendimientos de extraccion de los cultivos de
Arthrospira platensis. EHEX= extracto hexanico; EDCM= extracto de diclorometano;
EET= extracto etandlico. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura;
Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, vifla Cv= 5%CO, viiia; Di=
7,5%CO, viia.
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3. Cromatografia en capa fina (CCF) de los extracto s obtenidos

El estudio mediante CCF de los extractos fue realizado empleando como
sistema de solventes hexano y acetona en proporcion 60:40 y al revelar con
PAS y LB se descart6 la presencia de triterpenos, esteroides y saponinas al no
aparecer en los cromatofolios las coloraciones descritas para estos
compuestos. Los cromatofolios revelados con NP/PEG muestran que los
EDCM y EET presentaron un mayor numero de coloraciones anaranjada-rojiza,
(indicando la posible presencia de flavonoides) y blanco-azuladas (color
caracteristico de los acido fendlicos), tal como se puede observar en la figura

16.

A) Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv B) Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv C) Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Figura 16: Cromatografia en capa fina de los extractos EHEX (A), EDCM (B) y EET
(C), revelados con NP/PEG vy visualizados a 365 nm. Fase mdvil: Hexano: Acetona
(60:40). Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO,
indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO, viiia; Cv= 5%CO, viiia; Di= 7,5%CO, vifia.

Posteriormente, con el fin de identificar los principales compuestos

fendlicos en los EET, se realizé una nueva CCF de los 8 EET y de los tres
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compuestos fendlicos mayoritarios descritos previamente para A. platensis;
acidos galico, cafeico y ferulico (Abd el-baky et al., 2009), utilizando como fase
movil una mezcla de metanol y acetato de etilo en una proporcion 1:1 y como
revelador NP/PEG; para luego visualizar bajo luz UV a 365 nm (figura 17). De
esta manera se obtuvo un analisis preliminar que demostro la ausencia de estos

acidos fendlicos, lo que posteriormente fue confirmado por CLAE-DAD.

Figura 17: Cromatografia en capa fina. Cromatofolio con los EET revelado con
NP/PEG vy visualizado a 365 nm. Fase mévil: metanol: acetato de etilo (1:1). Ag= acido
galico; Af= acido ferulico; Ac= acido cafeico; Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura;
Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO, vifia; Cv=
5%CO, vifia; Di= 7,5%CO0O, vifia.
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4. Determinacion de la cantidad de fenoles totales presentes en los
extractos etandlicos de Arthrospira platensis mediante la reaccion de

Folin-Ciocalteu

Para determinar la cantidad de fenoles totales en los extractos de los
distintos cultivos de A. platensis, se obtuvo una curva de calibracion de acido

galico en un rango de concentracion 2 a 8 ug/mL. (Figura 18)
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UA =0,1044* CONC + 0,0088

031 R -0,9995

021

014
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Acido galico (ug ImL)

Figura 18: Curva de calibracion de acido galico para la determinacion de fenoles
totales por el método de Folin-Ciocalteu.

La curva de calibracion fue sometida a las pruebas de regresion lineal y
de carencia de ajuste con un coeficiente de correlacion lineal igual a 0,9995 y
un F calculado igual a 0,3445 menor al F estadistico de tabla (3,7082) por lo

tanto no se rechaza el modelo lineal.

El contenido de fenoles totales se determind por interpolacion del grafico

obtenido. Los resultados se expresaron como mg acido gélico/ g de extracto
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seco + SD. De esta manera se pudieron establecer diferencias esperables
entre los cultivos con distinto aporte de CO; (tanto CO; de Indura como del gas
de fermentacion), en ambos casos, el aporte de CO, aumento
considerablemente el contenido fendlico, siendo este éptimo en los cultivos Bi y
Ci (2,5% y 5% de CO,) en el caso del gas de Indura y Bv (2,5% de CO,) en el

caso del gas de fermentacion.

En general, los cultivos con inyeccion de CO, Indura mostraron un
contenido de fenoles totales mas alto que los cultivos con inyeccion de CO, de
la vifia. Los resultados més bajos fueron los cultivos control sin CO, (Ai y Av),
lo que indica que la inyeccion de CO, a las muestras contribuye al aumento de
su contenido de fenoles totales. Los resultados se presentan en la tabla 8 y se

grafican en la figura 19.

La significancia de las diferencias en el contenido de fenoles totales
entre los distintos cultivos, fue determinada por el método ANOVA de una via
con un ensayo de comparaciones multiples de Tukey para no paramétricos,

observandose las diferencias significativas (p<0,05) en la tabla 9.
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Tabla 8: Contenido de fenoles totales de los EET de Arthrospira platensis con distintas
concentraciones de CO, Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura;
Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, vifia Cv= 5%CO, vifia; Di=
7,5%CO, vifa.

Fenoles totales
Cultivo (mg &cido galico/g de extracto + SD)
Ai 145+£1,0
Bi 28,4+0,3
Ci 359+14
Di 31,9+1.2
Av 158+1,2
Bv 22,1+1,0
Cv 19,3+4,2
Dv 204 +2,4

Tabla 9: Diferencias significativas entre los cultivos con respecto a la cantidad de
fenoles totales (* indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO,
indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viiia; Bv= 2,5%CO,, viiia
Cv=5%CO0, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

Cultivos Al Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Al * * * _ * _ *
BI * * _ * * * *
CI * * _ * * * *
Di * _ _ * * * *
Av _ * * * * _ _
Bv * * * * * _ _
Cv _ * * * _ _ _
Dv * * * * _ _ _
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Figura 19: Contenido de fenoles totales expresados en mg acido galico/ g biomasa
seca de los EET de Arthrospira platensis con distintas concentraciones de CO,. Ai= 0
%CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0
%CO, vifia; Bv= 2,5%CO0,, vifia; Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifa.

5. Determinacién de la actividad antioxidante de lo S extractos etandlicos

de Arthrospira platensis mediante el método FRAP

Para determinar el poder antioxidante de los extractos etandlicos de los
distintos cultivos de A. platensis, se obtuvo una curva de calibracién de Fe*? en

un rango de concentracion de 14 - 32 uM. (Figura 20).
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Figura 20: Curva de calibracion de Fe*? para la determinacion de la actividad
antioxidante por el método FRAP.

Esta curva fue sometida a los andlisis de regresion lineal y de carencia
de ajuste presentando un R? de 0,993 y un F calculado igual a 3,3965 menor al
F de tabla 3,7082, sin presentar evidencia que justifique el rechazo del modelo

lineal.

Como se puede apreciar en la tabla 10 y en la figura 21, la actividad
antioxidante es claramente superior en los cultivos con inyeccion de CO;
Indura, en especial en los cultivos con 5% y 7,5% de CO; (Ci y Di), llegando a
los 60 minutos a 1,221+ 0,014 mmol Fe*’/g de EET y 1,264+ 0,060 mmol
Fe*?/g de EET, respectivamente. Al comparar estos valores con los obtenidos
de los cultivos control Ai (0,378+ 0,007 mmol Fe*?/g de ex) y Av (0,459+ 0,009
mmol Fe*?/g de EET) se aprecia que tienen una actividad antioxidante tres
veces superior, aproximadamente, en cada uno de los tiempos analizados.

Respecto de los cultivos con inyeccién de gas de fermentacion, se observo la
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mayor actividad antioxidante en el cultivo Dv (7,5% de CO, del gas de
fermentacion), en donde se obtuvo 0,992+ 0,016 mmol Fe*?/g de EET a los 60
minutos, 1o que es considerablemente mayor con respecto a los cultivos control

Aiy Av.

El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante ANOVA de una via con
un ensayo de comparaciones multiples de Tukey, observandose diferencias
significativas (p<0,05) entre los cultivos a los tres tiempos de medicion; 4, 30 y
60 minutos, como se puede observar en las tablas 11, 12 y 13,

respectivamente.

Tabla 10: Poder antioxidante reductor del hierro de los EET de A. platensis con
distintas concentraciones de CO, Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO,
indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, via Cv= 5%CO, vifia;
Di= 7,5%COQ, vifia.

Cultivos Poder antioxidante reductor del hierro
(mmol Fe *’/g de ex)
Tiempo (min.)
4 30 60
Ai 0,285+ 0,005 0,321+ 0,006 0,378+ 0,007
Bi 0,606+ 0,063 0,782+ 0,081 0,85+ 0,078
Ci 0,909+ 0,007 1,132+ 0,023 1,221+ 0,014
Di 0,934+ 0,044 1,163+ 0,059 1,264+ 0,060
Av 0,318+ 0,020 0,422+ 0,004 0,459+ 0,009
Bv 0,445+ 0,013 0,547+ 0,018 0,594+ 0,008
Cv 0,375+ 0,013 0,521+ 0,020 0,574+ 0,026
Dv 0,750+ 0,011 0,920+ 0,015 0,992+ 0,016
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Tabla 11: Diferencias significativas entre los cultivos con respecto a la actividad
antioxidante a los 4 minutos (* indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura; Bi=
2,5%CO0, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viia; Bv=
2,5%CO0,, vifla Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifia.

Cultivos Al Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Al * * * - * * *
BI * * * * * * *
C| * * - * * * *
D| * * - * * * *
Av _ * * * * _ *
BV * * * * * - *
Cv * * * * _ *
DV * * * * * * *

Tabla 12: Diferencias significativas entre los cultivos con respecto a la actividad
antioxidante a los 30 minutos (* indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura;
Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv=
2,5%CO0,, vifia Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifa.

Cultivos Al Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

AI * * * _ * * *
BI * * * * * * *
Ci * * _ * * * *
DI * _ * * * *
Av _ * * * * _ *
Bv * * * * * _ *
Cv * * * * _ *
DV * * * * * * *

Tabla 13: Diferencias significativas entre los cultivos con respecto a la actividad
antioxidante a los 60 minutos (* indica diferencias significativas) Ai= 0 %CO, indura;
Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viiia; Bv=
2,5%CO0,, vifia Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO, vifa.

Cultivos Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Al * * * - * * *
BI * * * * * * *
CI * * _ * * * *
DI * _ * * * *
AV - * * * * * *
BV * * * * * - *
Cv * * * * * _ *
DV * * * * * * *
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Figura 21: Poder antioxidante reductor del hierro expresados en mmol Fe*?/ g de EET
de Arthrospira platensis. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura;
Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, viia; Bv= 2,5%CO, vifla; Cv= 5%CO, vifia; Dv=
7,5%CO0, vifia

Al comparar la cantidad de fenoles totales con la actividad antioxidante
de los EET se puede apreciar que no existe una relacion directa entre ambos
parametros. Para los cultivos con CO, de Indura se observé que la cantidad
mas alta de fenoles totales se alcanzd con 5% de CO, (cultivo Ci) y bajé al
aumentar a 7,5% la concentracion de CO, (cultivo Di), lo contrario ocurrié para
la actividad antioxidante, en donde la maxima actividad se registré en el cultivo
Di. En el caso de los cultivos con gas de fermentacion, el contenido fendlico fue
relativamente similar entre los distintos cultivos, encontrdndose un valor mayor
en el cultivo Bv (2,5% de CO,), en cambio, la maxima actividad antioxidante se

encontré en el cultivo Dv (7,5% de CO,), marcando una notoria diferencia con
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los cultivos con menores porcentajes de CO,. Esto se puede observar en la

tabla 14 y en la figura 22.

Tabla 14: Tabla comparativa entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci= 5%CO, indura; Di=
7,5%CO0, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO.,, viiila Cv= 5%CO, vifia; Di= 7,5%CO,

vifia.
FRAP (mmol Fe *?/g de ex) Fenoles totaées (mg é&cido gélico/g
. e extracto)
Cultivo
FRAP (60 min) Folin-Ciocalteu

Ai 0,378+ 0,007 145+1,0
Bi 0,850+ 0,078 28,4+0,3
Ci 1,221+ 0,014 359+14
Di 1,264+ 0,060 31,9+1,2
Av 0,459+ 0,009 158+1,2
Bv 0,594+ 0,008 22,1+10
Cv 0,574+ 0,026 19,3+£4,2
Dv 0,992+ 0,016 20,4+24

Coef. de Pearson= 0,887. Existe correlacion positiva entre ambos parametros.
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Figura 22 . Contenido de fenoles totales vs. Actividad antioxidante (FRAP, 60 minutos)
de los EET de Arthrospira platensis. Ai= 0 %CO, indura; Bi= 2,5%CO, indura; Ci=
5%CO, indura; Di= 7,5%CO, indura; Av=0 %CO, vifia; Bv= 2,5%CO,, vifia Cv= 5%CO,
vifia; Di= 7,5%CO, viia.

Por lo tanto cabe destacar que si bien estan relacionados, un alto
contenido en fenoles totales no se traduce necesariamente en una buena
actividad antioxidante, ya que esta depende del tipo de polifenoles presentes en
los extractos a evaluar, ademas hay que considerar que la presencia de otros
compuestos no fendlicos, tales como pigmentos, pueden aportar a la actividad
antioxidante, por estas razones, es importante obtener la composicién quimica

completa de los extractos evaluados.
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6. Determinacion de la presencia de los compuestos fendlicos
mayoritarios descritos en extractos de Arthrospira platensis por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia con ar  reglo de diodos (CLAE-

DAD).

Para esta experiencia se decidié determinar la presencia de los tres
acidos fendlicos mayoritarios descritos para extractos de A. platensis, estos son
los &cidos galico, cafeico y ferdlico. Para esto se utilizaron los patrones
primarios de cada uno de estos compuestos y se analizaron por CLAE-DAD, en
las condiciones descritas en la metodologia. De esta manera se obtuvieron los
cromatogramas para cada uno de estos compuestos (Figura 23), su tiempo de
retencion y su espectro UV, determinandose de esta forma la longitud de onda
de maxima absorbancia, parametros que permiten identificar las moléculas en

cuestion en cada uno de los EET.
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Figura 23 : Cromatogramas por CLAE-DAD a 280 nm de patrones primarios a) Acido
galico (Tr: 2,521 min) b) Acido cafeico (Tr: 2,301 min) c) Acido feralico (Tr: 8,913 min)

Posteriormente, se realizo CLAE-DAD para las muestras Av (0% CO,), Bi
(2,5% CO; Indura), Bv (2,5% CO, Vifia), Ci (5% CO, Indura), Cv (5% CO, Vifa),
Di (7,5% CO, Indura) y Dv (7,5% CO, Viia) bajo las condiciones descritas en la

metodologia, obteniéndose los cromatogramas expuestos en la figura 24. Luego
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se compararon los picos presentes en estos cromatogramas con los picos de
los patrones primarios y se concluyd que ninguno de estos compuestos se
encontraba en las muestras, ya que tanto el tiempo de retencion, asi como los
maximos de absorbancia a 280 nm no coincidieron con ninguno de los picos
presentes en los cromatogramas de las muestras.

Se encontraron dos picos principales en todos los cromatogramas, uno
de ellos con un Tr de 2,5 min y el otro con un Tr de 7 min. La altura de estos
picos varié con el porcentaje de CO; aplicado en los cultivos, observandose una
altura maxima en los EET de cultivos con 2,5% de CO,. Otro pico digno de
mencion es el que tiene un Tr de 3 minutos, que aparece en todos los
cromatogramas y cuya altura permanece relativamente constante exceptuando
en el cromatograma del EET Ci donde desaparece. Como observacion final,
cabe destacar que la aparicion de picos disminuyé a mayor concentracion de
CO,, observandose la mayor cantidad de estos en los cromatogramas de los
EET A y B, para ambos tipos de gases. Estos resultados demuestran que los
aportes de CO, generan cambios en el perfil de compuestos fendlicos.

La identificacion de los picos presentes en los cromatogramas se dejara

para futuras investigaciones en el tema.
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Figura 24 : Cromatogramas por CLAE-DAD a 280 nm de los EET (5 mg/mL). a) EET Av

0% CO, b) EET Bi 2,5% CO, Indura c) EET Bv 2,5% CO, Vifia d) EET Ci 5% CO,
Indura e) Cv 5% CO, Vifa f) Di 7,5% CO; Indura g) Dv 7,5% CO, Vifia
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Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

El aporte de CO, de distintos origenes influyd positivamente en el
crecimiento celular observandose que una concentracion de 5% de CO»

aumentdé levemente el crecimiento.

El mayor rendimiento en la obtencion de los extractos etandlicos (EET)
se obtuvo en la extraccion de la biomasa de los cultivos Bi y Bv (2,5%
de CO, para cada tipo de gas), los que presentaron un rendimiento
considerablemente mayor que los cultivos control sin inyeccion de COa.
Para los extractos hexanicos, el porcentaje de CO, optimo fue 7,5% y en
el caso de los extractos de diclorometano se observé que la inyeccion

de CO; no generd mayores diferencias en el rendimiento.

Existen diferencias importantes entre la composicidn quimica de las
muestras de A. platensis evidenciadas mediante ensayos cualitativos en
cromatografia en capa fina (CCF). Las CCF realizadas revelaron que
tanto los &cidos fendlicos como los flavonoides se encontraron

mayoritariamente en los EET, como se esperaba.

Mediante la cuantificacion de fenoles totales, se establecieron
diferencias esperables entre los distintos EET. El aporte de CO»

aumento considerablemente el contenido fendlico, siendo este éptimo
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en los cultivos Biy Ci (2,5% y 5% de COy) en el caso del gas de Indura 'y
Bv (2,5% de CO,) en el caso del gas de fermentacién, obteniéndose un
contenido promedio de fenoles totales cuatro veces mayor que el de los

EET de los cultivos control.

La actividad antioxidante de los EET se determind in vitro mediante el
método FRAP, observandose que a los tres tiempos analizados (4, 30 y
60 minutos) la maxima actividad antioxidante se encontro en los cultivos

con 7,5% de CO; para los dos gases utilizados (cultivos Di y Dv).

Se observo que el contenido fendlico de las muestras esta relacionado
con la actividad antioxidante, sin embargo, un alto contenido en fenoles
totales no se traduce necesariamente en una buena actividad
antioxidante, ya que esta depende tanto del tipo de polifenoles
presentes en los extractos a evaluar y de la presencia de otros
compuestos no fendlicos, tales como pigmentos que pueden aportar a la
actividad antioxidante, de aqui radica la importancia de obtener la

composicion quimica completa de los extractos evaluados.

Queda planteado como desafio futuro la identificacion de los

compuestos mayoritarios hallados en EET de A. platensis cultivada con

distintos aportes de CO,, realizando estudios por CLAE-MS que
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permitan identificar y cuantificar los principales compuestos fendlicos

presentes en las muestras.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que es
recomendable el uso de gas de fermentacion producido en la
elaboracion del vino como fuente de carbono para cultivos de A.
platensis, aportando 2,5% de CO,, ya que su inclusiébn potencia la
actividad antioxidante y la cantidad de fenoles totales, asi como su
productividad, demostrando de esta manera la factibilidad de su
utilizacion, y ademas, al utilizar este gas se disminuye la huella de

carbono de empresas vitivinicolas.
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Anexos

ANEXOS

Anexo 1: Componentes del medio de cultivo Zarrouk

Tabla 15: Solucién de Macronutrientes del medio de cultivo Zarrouk

Reactivo g/L
NaHCO;3; 18
NaNO; 2,5
KoHPO4 0,5
K2SO,4 1
NaCl 1
CaCl, 0,04
Na,EDTA 0,08
MgSO4 0,2
FeSO, 0,01
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Tabla 16: Solucién de micronutrientes del medio de cultivo Zarrouk

Reactivo g/L
H3BO3 2,86
(NH,)6M07024 0,02
MnCl; 1,8
Cu,S0O, 0,08
ZnS0Oy4 0,22

Tabla 17: Solucién de vitaminas del medio de cultivo Zarrouk

Reactivo g/L
Cianocobalamina 1
Tiamina (vitamina B1) 12

Todos los reactivos empleados para la preparacion del medio de cultivo Zarrouk
son de grado técnico y fueron adquiridos a Hein Ltda. Las soluciones fueron

almacenadas a 4°C.
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Anexo 2 : Andlisis del gas de fermentacion de la Vifia Miguel Torres

RESULTADO DE ANALISIS

Muestra 1
01/03/2012
Anilisis composicion gaseosa Niveles (%)
Didxido de Carbono 351
Oxigeno 12.5
Nitrogeno 50.9
Muestra 2
28/03/2012
Anilisis composicién gaseosa Niveles (ppm)
Oxidos de Nitrégeno 3.0

COMENTARIOS

-,

% Ensayo realizado en laboratorio con temperatura controlada a 202 Cy 38%
humedad.

Figura 25 : Analisis del gas de fermentacién de la Vifia Miguel Torres certificado por
Indura.
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