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Resumen

Las algas se utilizan desde tiempos inmemoriales para consumo humano y extraccion de
subproductos. Entre los mas conocidos estas los ficocoloidales como el alginato, agar y carragenano,
de gran valor en la industria alimenticia. Actualmente, existe interés por la utilizacién de biomasa
algal en la produccién de biocombustibles, lo cual abre una potencial explotacién de otros
subproductos de algas, creando procesos sustentables y amigables medioambientalmente. Dadas
las condiciones naturales extremas en que se desarrollan estos organismos, uno de los compuestos
de mayor interés que producen son los antioxidantes, moléculas bioactivas de distinta naturaleza,
ya sea carbohidratos, lipidos, terpenoides y compuestos polifendlicos.

En el marco del proyecto de cooperacion CONICYT-Chile AKA-Finlandia (AKA ERNC-009) para la
produccién de biocombustibles de tercera generacion, se plantea la obtencién de compuestos
polifendlicos con actividad antioxidante como subproducto, afectando minimamente Ia
degradacion de los azlcares disponibles en las algas, para su utilizacion en biocombustible

El presente trabajo consistente en la determinacion de las mejores condiciones de extraccién de
compuestos antioxidantes polifendlicos desde macroalgas verdes (Ulva rigida) vy pardas
(Macrocystis pyrifera), evaluando diferentes variables: solvente, tiempo de extraccion, temperatura
de extraccion y relaciéon sélido — liquido. Para ello se empled un disefio experimental estadistico
basado en el método Taguchi. Para este disefio se realizd un extenso analisis de la literatura
existente en torno al tema y seleccion de los métodos de evaluacién de actividad antioxidante,
condiciones y metodologia de extraccion. Se cuantificd los compuestos fendlicos totales por
método de Folin-Ciocalteu, capacidad antioxidante por reduccion del radical DPPH y las azucares

reductores por método del acido 3,5-dinitrosalicilico. Los resultados obtenidos se analizaron por
métodos estadisticos, utilizando Analisis de Componentes Principales para determinar los factores

gue aportan mayor variabilidad a la actividad antioxidantes durante el proceso extractivo.

Como principales resultados fue que se selecciond el alga M. pyrifera como fuente de antioxidantes
polifendlicos. Se logré determinar una metodologia que permite extraer una cantidad de polifenoles
totales de 374,4 + 27,4 [mg GAE/100gPS], actividad de 84,9 % de captura del radical DPPH y ausencia
de azlcares reductores en el extracto bioactivo. Las mejores condiciones de extraccién
determinadas corresponden a utilizar como solvente etanol al 75%, una relacién sélido-liquido de
1:10 p/v, temperatura de extraccién de 37°C por 180 minutos, siendo el tiempo de extraccién el
factor con mayor efecto en el tratamiento de extraccidn determinado por el Andlisis de
Componentes Principales. El método desarrollado sirve como primera aproximacion al potencial del
alga parda como fuente de antioxidantes industriales y siendo un punto de partida en un proceso
de optimizacion.

Estos resultados representan un rendimiento masico de los polifenoles extraidos de un 0,4%.
Considerando los niveles de produccién actual de M.pyrifera en la X regiéon del pais se lograria una
produccién de alrededor de 2 ton/afio de antioxidantes polifendlicos desde el alga, representando
un 0,015% del mercado global de polifenoles al afio 2011. Este valor podria ser promisorio si se
piensa en las posibilidades de aumentar el cultivo de estas algas en la region.
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1.Introduccion

1.1. Motivacion

1.1.1. Uso comercial de algas
En general las algas se cultivan o cosechan desde hace mucho tiempo para diferentes usos: alimento

humano o animal, fertilizantes, cosméticos, etc. Su principal aplicacion industrial se restringe a la
extraccién de ficocoidales (agar, carragenina y alginatos) utilizados como aditivos en alimentos [1].
Recientemente existe interés en las algas tanto para su utilizacién como biomasa en la generacion
de biocombustibles de tercera generacion como para fuente potencial de compuestos bioactivos
con aplicaciones farmacoldgicas, nutraceuticas, ingredientes funcionales en alimentos, etc. La
Figura 1 muestra la piramide de produccion de los derivados de algas. Las operaciones comerciales
actuales se enfocan desde la parte media a la punta de la piramide, y donde la produccién de energia
a partir de algas puede ser competitiva con los combustibles fdsiles en combinacién con otros
productos de mayor valor agregado o a gran escala. Para reforzar esta idea, algunos valores
estimados de subproductos de algas son: $1.600.000 pesos/ton para alginato, $1.560.000 pesos/ton
fucoiddn (como detergente), $800.000 pesos/ton manitol [2], siendo los productos con grado
guimico y como aditivos alimenticios los mas cotizados para la coproduccién con biocombustibles.

Alginato ultrapuro,
ALIMENTOS MS$5.000 .
laminarina
; h Manitol bitol
FARMACEUTICOS, anitol (como sorbitol),
Iginato, Fucoida
FICOCOIDALES M $1.000-2.500 alginato, Fucotdan
J
N\

Butanol, fertilizante, acido

QUIMICOS M$150-500 fumarico, proteinas

ETANOL MS$25

Figura 1.Piramide de produccién de subproductos de algas. Valor en pesos/tonelada de alga seca. M=mil. (Basado en

[31).
Chile posee grandes capacidades para la produccion de productos de alto valor comercial a partir
de biomasa de algas, las cuales crecen naturalmente a lo largo de toda la costa del pais. La Tabla 1

en anexo N°1 presenta el valor de las exportaciones chilenas durante 2009 y 2010, principalmente
algas pardas y rojas secas y subproductos como agar y carragenina (un 60% del mercado mundial).



Las exportaciones totales del pais en el sector corresponden al 10% del mercado mundial y en el
afio 2011 reportaron un flujo de 200 millones de ddlares [4-5]. Dentro de estos productos existe un
potencial desarrollo en el drea de antioxidantes para uso farmacoldgico, como también en aditivos
alimenticios, cuyo origen natural podria reemplazar los actuales aditivos sintéticos utilizados en la
industria.

1.1.2. Aditivos naturales en la industria

Como ya se indicé las algas marinas son ricas en compuestos bioactivos, los cuales tienen un uso
potencial como ingredientes funcionales en la alimentacion humana y animal. Los compuestos
bioactivos mas extensamente estudiados corresponden a polisacaridos, florotaninos y diterpenos.
Se ha reportado en ellos propiedades antivirales, antitumorales, anti diabetes, antioxidantes,
antiinflamatorias entre otras [6]. Si a ello sumamos el interés actual por generar biocombustibles
de tercera generacidn a partir de biomasa algal, el concepto de biorefineria de algas reune el
aprovechamiento energético y otros subproductos en un proceso sustentable, amigable
medioambientalmente y hasta econdmicamente rentable. En este marco se pretende disefiar un
proceso de extracciéon de compuestos bioactivos con actividad antioxidante minimizando la
degradacion de los polisacaridos presentes, los cuales pueden ser aprovechados para producir
bioetanol mediante fermentacion.

La composicidon bioquimica de las algas es diversa, teniendo gran contenido de polisacaridos,
proteinas, lipidos, minerales, pigmentos. Esta composicidn varia entre una especie y otra incluso
entre especimenes de la misma especie y época del aifio en que se coseche, por lo que son materia
prima altamente adecuada para aprovechar en biorefinerias, obteniendo como producto alimentos,
quimicos y biocombustibles [7].

Por otro lado, los antimicrobiales sintéticos (como el benzoato de sodio, nitrito de sodio y acido
sérbico) y antioxidantes sintéticos (BHA (Butilhidroxianisol), BHT (Butilhidroxitolueno), TBHQ
(Butilhridroquinona terciaria)) son ampliamente utilizados en la industria alimenticia desde 1940
para preservar alimentos. Sin embargo, estos antioxidantes sintéticos se han identificado y limitado
su uso por ser toxicos y exhibir efectos carcinogénicos [8]. Mds aun, las demandas actuales de los
consumidores por alimentos minimamente procesados con preservantes naturales son crecientes.
La identificacion y extraccidn de antioxidantes naturales alternativos estd ganado relevancia. En este
contexto los extractos de algas han incrementado el nimero de investigaciones centradas en las
propiedades promotoras de la salud, destacando investigaciones en que extractos que contienen
antioxidantes polifendlicos naturales han sido utilizados para aumentar la estabilidad oxidativa y
mantener o mejorar la calidad intrinseca y el valor nutricional de los alimentos [8]. Es por esto que
el presente estudio se orienta a la recuperacidn de estos productos.



1.2.  Antecedentes generales

1.2.1. Macroalgas

Las algas son un tipo de organismo fotdtrofo de medio acudtico. Corresponden a un grupo
polifilético, es decir un grupo de organismos que han seguido lineas evolutivas distintas, por lo cual
abarca una serie de organismos con caracteristicas disimiles entre si [9]. A diferencia de las plantas,
las algas no poseen mayor grado de diferenciacidn en tejidos como raices, tallos u hojas; sus ciclos
reproductivos son diferentes, pueden ser unicelulares o pluricelulares y su tamafio puede variar
desde unos pocos micrémetros en las algas unicelulares, hasta mds de 50 metros en macroalgas
[10]. Hay miles de tipos de algas, y de éstos, hay entre 300 y 400 tipos que se utilizan
comercialmente para la alimentacion y otros propdsitos. Todas las variedades requieren luz solar,
por ello, en el mar, la mayoria se encuentra en la zona fdtica o capa superficial, hasta 50 o 70 metros
de profundidad, variando de acuerdo a la regién. Es importante sefialar que las algas que se utilizan
comercialmente se cultivan y cosechan desde especimenes silvestres.

Existen 3 tipos de macroalgas, que se clasifican segun el tipo de pigmentos que las conforman en:

pardas, rojas o verdes. Cada tipo se describe brevemente a continuacion:

Algas Pardas [11]: son casi exclusivamente marinas, ya que s6lo se conocen unas pocas especies de
agua dulce. Son muy abundantes en costas rocosas donde crecen en la zona litoral y sublitoral,
especialmente en aguas frias agitadas y bien aireadas. Estas algas son importantes productores
primarios, donde llegan a formar verdaderos bosques submarinos, los cuales constituyen un
ambiente favorable para numerosos animales marinos. La combinaciéon de pigmentos fotosintéticos
les permite realizar la fotosintesis a muy diferentes niveles en el océano, incluso a profundidades
donde solo llegan las longitudes de onda mas cortas (azul-verdosa) de la luz solar. Su pared celular
contiene, ademads de celulosa, acido alginico y sales sulfatadas. Estos compuestos dan resistencia y
flexibilidad al alga, ya que forman geles en la matriz intercelular, ayudandoles a resistir las tensiones
provocadas por las olas y las corrientes marinas. Ademads, intervienen en el intercambio idnico y
ayudan a evitar la desecacion del alga, especialmente cuando viven en la zona litoral, donde queda
periddicamente expuesta al aire y a la luz solar. Estos compuestos son de gran interés econémico y
aplicacion industrial, pudiendo llegar a poseer alginato en un 20-40% del peso seco del alga [12].

Algas rojas [13]: Las algas rojas son principalmente marinas con muy poca representacion en el
agua dulce y de dimensiones macroscopicas existiendo pocos casos de especies unicelulares. Los
pigmentos de estas algas pueden ser distintos segun las condiciones en las que viven pudiendo
variar de color si estas condiciones cambian. Al igual que las algas pardas, pueden vivir en las
profundidades marinas ya que posee los pigmentos rojos y de color azul violdceo, capaces de
absorber la energia luminosa de las radiaciones verdes y azules y conseguir la fijacién del carbono
mediante la fotosintesis. Estas algas aparte de ocupar el carbono para su uso en el proceso de la
fotosintesis, al igual que la mayoria de los vegetales, tienen un mecanismo adicional de la absorcion
de carbono de calcificacidn. El calcio es depositado en las paredes de las células de algas coralinas
en forma de carbonato de calcio al igual que los corales. Contribuyen considerablemente a la mayor
parte de carbonato de calcio que forma la estructura de los arrecifes de coral, su papel mas
importante en la mayoria de las zonas del arrecife, es actuar como cemento, lo que obliga a los
materiales que forman los arrecifes generar una estructura sélida y robusta. La pared de estas algas



estd compuesta por pequefias cantidades de celulosa y cantidades mayoritarias de polimeros de
galactosa sulfatados y mucilagos. Los poligalactanos sulfatados de la pared son extraidos por sus
propiedades coloidales como agentes gelificantes, entre ellos se encuentran el agar, agarosa y
carragenanos [14].

Algas verdes [15]: Son algas muy diversas en cuanto a su morfologia y organizacion general y tienen
gran plasticidad en su desarrollo y metabolismo, lo que las ha llevado a colonizar numerosos
habitats. Los pigmentos fotosintéticos que posee son las clorofilas a y b, B-caroteno y otros
carotenoides. Almacenan almidén dentro del cloroplasto. Su pared celular estd compuesta
principalmente por celulosa, y en algunos casos presenta ademas otros polimeros o esta calcificada.
Estas algas viven en ambientes marinos costeros formando parte del nanoplancton o sujetas al
fondo marino. También es posible encontrarlas abundantemente en aguas dulces, lagos y rios. Las
macroalgas verdes estan compuestas de muchos polisacaridos, entre ellos destaca el ulvan. Ulvan
estd principalmente formado de secuencias de repeticiones de disacdridos compuestos de ramnosa
sulfatada y acido glucurdnico, acido idurénico o xilosa.

Enla Tabla 1 se presenta una clasificacién botanica simplificada de los tres filos de macroalgas. Para
el presente estudio se utilizd un alga parda, Macrocystis pyrifera, y un alga verde, Ulva rigida, cuyos
géneros se muestran en negrita en Tabla 1. Estas algas se describen en Anexo N°2 en cuanto a su
distribucidn, ecologia y principales compuestos de importancia econémica o usos.

Tabla 1. Clasificacion botanica simplificada de las macroalgas: reino, division, filo y ejemplos de géneros de algas. En
negrita se destacan los géneros de las algas utilizadas en el presente estudio (basado en [16])

Reino Division Filo Nombre N°de Ejemplos de géneros
comun especies
Chromoalveolata Heterokontophyta Phaeophyta Algas 1.500- Ascophyllum,Ecklonia,
pardas 2.000 Eisenia,Fucus,Laminaria,
Macrocystis,
Saccharina,Sargassum,
Undularia
Archaeplastida Rhodophyta Algas 4.000- Chondrus,Gelidium,
rojas 10.000 Gracilaria,Kappaphycus,
Palmaria,
Polysiphonia,Porphyra
Viridiplantae Clorophyta  Algas 7.000 Caulerpa,Codium,
verdes Cladophora, Ulva.

Charophyta  Plantas
vasculares




1.2.2. Concepto de biorefineria en algas
Biorefineria es un procesamiento integrado de la biomasa en una variedad de productos finales.

Pueden clasificarse por tipo de tratamientos en mecdnicos (extraccién, fraccionamiento y
separacion), conversiones termoquimicas, quimicas, enzimaticas y fermentaciones microbianas
(aerdbicas y anaerdbicas). Ademas, una biorefineria puede utilizar todo tipo de biomasa, desde
cultivos especializados, madera, residuos organicos (derivados de plantas y animales, aguas
residuales) y biomasa acuatica (macroalgas, microalgas, quitina, etc.)[17-18]. Este tipo de industria
produce un espectro de productos comerciales y energia. Esos productos pueden ser tanto
intermediarios como productos finales e incluyen alimentos animales y humanos, quimicos,
materiales y energia (potencia, calor o combustible). El concepto de biorefineria redne los items de
sustentabilidad en todos sus aspectos: sociales, econédmicos y medioambientales [18-19].

En este sentido, las algas ofrecen una alta gama de subproductos potenciales debido a su variada
composicion quimica, alta cantidad de polisacdridos, proteinas, minerales y otros compuestos,
pudiendo generar productos de alto valor comercial con multiples aplicaciones industriales, ademas
de energia. En la figura 4 se muestra un esquema de biorefineria de algas, con la obtencion de
diversos productos.

En la presente memoria se explotard este concepto utilizando como biomasa dos tipos de
macroalgas y produciendo un primer producto que seria un antioxidante.

azlcares fermentacion transportadores
energéticos

alga cruda

procesamiente . proteinas conversign quimica uimices
biorefineria primaria q

—,

| residuos
A

minerales

conversion energetica

Figura 2.Ejemplo de biorefineria basada en biomasa de algas (basado en [20]).



1.2.3. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos! son componentes quimicos presentes en pequefias cantidades
originarios de diversas fuentes naturales que tienen una actividad biolégica dentro del organismo
(es decir influyen en la actividad celular y en los mecanismos fisioldgicos), lo que se traduce en
beneficios para la salud. Las condiciones ambientales a las que estdn expuestas las algas induce la
produccién de compuestos Unicos que resisten el estrés oxidativo. Estos compuestos posen
actividades bioldgicas diversas entre las que se incluyen anticancerigenas, antiinflamatorias,
proteccion a la radiacién UV, antioxidantes, etc. Se han detectado ademas una gran variedad de
compuestos bioactivos, entre los mas importantes se encuentran polisacdridos, proteinas, acidos
grasos insaturados, compuestos polifendlicos, terpenos, pigmentos[21].Los estudios muestran que
existe una potente alternativa farmacoldgica y aplicacién industrial de estos compuestos.[22,23]

1.2.3.1.  Compuestos con actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias, sintéticas o naturales, que protegen las células de los dafios que
causan los radicales libres? y que en pequeflas cantidades evitan o retrasan la oxidacion de
moléculas bioldgicas propensas a ello como son los lipidos, proteinas, ADN e hidratos de
carbono[24]. Los radicales libres pueden ser en parte responsables de enfermedades del
envejecimiento y neurodegenerativas. Entre los antioxidantes mas conocidos estan el betacaroteno,
el licopeno, las vitaminas A, Cy E, y otras sustancias naturales y manufacturadas. El mecanismo de
accion y la eficacia de los antioxidantes dependen de sus caracteristicas fisicas y quimicas y del
sistema en el que acttan [24].

Existen diversos compuestos que se encuentran en forma natural en los alimentos y que presentan
propiedades antioxidantes, protegiendo a los tejidos de procesos oxidativos a través de la dieta. Los
principales antioxidantes naturales son los polifenoles, vitamina C, E y carotenoides [25]. Algunos
de estos compuestos se utilizan como aditivos alimentarios, aunque debido a su inestabilidad, desde
los afios 40 se utilizan industrialmente antioxidantes sintéticos derivados de compuestos fendlicos
como el butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) y propilgalato (GP). Estos antioxidantes
sintéticos actualmente son de uso restringido a ciertos alimentos, y en cantidades limitadas debido
a los riesgos carcinogénicos que presentan [25,26].

Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles en el proceso oxidativo de los lipidos
(peroxidacién lipidica): a) evitando la formacién de radicales o interaccionando con ellos; b)
actuando como complejantes de iones metdlicos como Fe (ll) y Fe (lll), lo que frena el efecto
catalitico en la formacidon de lipoperéxidos; c) inhibiendo enzimas pro-oxidativas; d)

! Muchos organismos marinos y terrestres que incluyen bacterias, hongos, fitoplancton, algas, invertebrados
y principalmente plantas son actualmente considerados como fuentes de substancias bioactivas [21].
2 Moléculas inestables generadas en el proceso de oxidacién durante el metabolismo normal.
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descomponiendo los perdxidos y otras especies reactivas del oxigeno (ROS, reactive oxygen species)
y; e) interfiriendo reacciones en las que estan implicados radicales peroxilo (ROO*) o alcoxilo (RO*)

La potencial toxicidad de los antioxidantes sintéticos ha dado lugar a que aumente el interés por
estos compuestos de origen natural (ver figura 1 de Anexo 3) mostrando un alto nimero de
publicaciones cientificas relacionadas al tema durante la dUltima década, a los que también se les
atribuyen otras propiedades bioactivas como antivirales, antimicrobianos y antiinflamatorias. Uno
de los grupos mas representativos de antioxidantes naturales lo constituyen los compuestos
fendlicos, al que pertenecen flavonoides, acidos fendlicos, taninos, estilbenos y lignanos [27-28-29].
Estos compuestos son metabolitos secundarios en plantas y algas, y se consideran responsables de
la calidad sensorial y nutricional de frutas y verduras y alimentos derivados de los mismos, donde
se encuentran ampliamente distribuidos.

Existe en la literatura gran informacidn sobre los efectos beneficiosos de los compuestos fendlicos
en la salud, en particular para el caso de las algas los estudios de polifenoles de algas pardas
presentan un extenso estudio [27-28-29]. Ademas del efecto antioxidante, los polifenoles presentan
otros tipos de propiedades bioactivas como antivirales, antibacterianos, antinflamatorios,
vasodilatadores, anticancerigenos y antisquémicos.

Los polifenoles previenen el dafio de los componentes celulares producido por reacciones quimicas
en las que estan implicados radicales libres. El oxigeno presente en el organismo en una importante
fuente de radicales libres, como los radicales hidroxilo (*OH), hidroxiperoxilo, anién superdxido y
perdxido de hidrogeno. Estas especies pueden interaccionar con lipidos, enzimas y otras proteinas,
y acidos nucleicos, siendo la oxidacion de acidos grasos insaturados presentes en las membranas
celulares el proceso oxidativo mas frecuente en el organismo [24]. Los radicales libres de oxigeno
formados durante el metabolismo pueden alcanzar niveles citotéxicos dafando las membranas de
las células, provocando su ruptura, y a otros componentes celulares o extracelulares como enzimas,
proteinas y lipoproteinas, colesterol y material genético del nucleo. Todo lo anterior puede dar lugar
a procesos inflamatorios, arterioesclerosis, carcinogénesis y envejecimiento, entre otras
enfermedades [29]

1.2.3.1.1 Compuestos polifendlicos en algas pardas y verdes
Los extractos de macroalgas son ricos en compuestos polifendlicos los cuales estan bien
documentados por sus propiedades antioxidantes [6]. Las macroalgas pardas han reportado poseer
comparativamente mayor contenido de antioxidantes y también mds activos que las verdes y rojas

[6].

Los antioxidantes generalmente producidos por plantas incluyen compuestos polifendlicos como
flavonoides, acido cinamico, acido benzoico, acido galico, florotaninos y quercetina. Los compuestos
polifendlicos pueden actuar quebrando cadenas de reaccién por donacién de hidrégeno a los
radicales libres y en consecuencia produciendo radicales antioxidantes relativamente no reactivos
[12,19-22].



Los compuestos polifendlicos se refieren cominmente a compuestos monoméricos, oligoméricos
o poliméricos con un anillo aromatico unido a uno o mas sustituyentes hidroxil e incluye en este
grupo fenoles simples, cumarinas, flavonoides, estilbenos, lignanos, taninos hidrolizables vy
condensados y florotaninos. Los compuestos fendlicos juegan un rol primario estructural como
componente de la pared celular y pueden tener un rol secundario en sefializacién, defensa, o
respuestas al estrés ambiental. Los florotaninos son producidos por el metabolismo secundario de
las plantas en las algas pardas, ya sea por la via acetato/malonato o por la del acido shikimico [30],
y no se encuentran en plantas terrestres. Corresponden a polimeros u oligdmeros de floroglucinol
conectado por enlaces aril-aril, enlaces éter, o ambos o con una unién a dibenzodioxina, siendo
moléculas muy hidrofilicas (ver figura 3). Los florotaninos se distribuyen en un amplio rango de
tamanfios moleculares (400-400.000 Da) y pueden estar en concentraciones variables entre 0,5y 20%
del peso seco del alga [30]. Estos compuestos se presentan en compartimientos especializados de
la pared llamados fisoides. Los flavonoides no se encuentran en algas pardas sin embargo se han
descrito acidos fendlicos y aldehidos. Los bromofenoles en algas marinas estan asociados a la
percepcidn del sabor y estan presentes en algas rojas y verdes.



OH

OH

Figura 3. Estructuras de florotaninos derivados de algas marinas.(1) floroglucinol, (2)eckol, (3) fucofuroeckol-
A, (4)florofucofurueckol-A,(5) dioxinodehidroeckol, (6)8,8 bieckol, (7) 7-floroeckol, (8)dieckol .Extraido de [30]



1.2.4. Métodos de extraccion, caracterizacién y purificacion de antioxidantes

El interés que existe por la relacién entre los compuestos fendlicos y las propiedades organolépticas,
antioxidantes y nutricionales de los alimentos, ha dado lugar al desarrollo de una gran variedad de
métodos analiticos en los que se incluyen las correspondientes etapas de extraccién, separacidon y
cuantificacion [31]. La extraccién de estos compuestos de la matriz vegetal de la muestra en una
etapa critica, aunque no existe un método estandar para ello. Las técnicas mas utilizadas
corresponden a la extraccion con solventes (organicos) y la extraccidn con fluidos supercriticos,
aunque en ambos casos se produce la co-extraccion de otros compuestos como azucares, acidos
organicos y proteinas, por lo que se necesitan procesos posteriores de purificaciéon como por
ejemplo extraccion en fase sélida.

Extraccion

La extraccion con solventes corresponde a la técnica clasica de extraccidon y puede ser liquido-
liquido, sila muestra esta en estado liquido (ejemplo, vinos, aceites, jugos de frutas) o sélido-liquido,
si la muestra esta en estado sélido (como hojas, frutos, flores, tallos, algas). La eficacia de la
extracciéon depende de las condiciones experimentales que pueden incluir el uso de calory agitacion
en el proceso [31]. Los solventes mas utilizados son metanol y etanol acidificados. Aunque el
primero ha mostrado ser mas eficaz [32], el etanol es mas utilizado en la industria alimentaria para
evitar la toxicidad del primero. Ademas se han utilizados otros disolventes como acetato de etilo,
acetona, dietil-éter, n-hexano e isooctanos, entre otros [31-33]. Normalmente se utiliza una
extraccién secuencial, con una primera etapa de agua-disolvente organico para extraer los acidos
fendlicos solubles. Los acidos fendlicos que estdn unidos a las células por enlaces glucocidicos o
ésteres son necesario hidrolizarlos en medio acido o basico [33]. Los mayores desafios de la
extraccién convencional son los largos tiempos de extraccidn, costo de solventes con alto grado de
pureza, evaporacion de grandes cantidades de solvente, baja selectividad y descomposicion de
compuestos termolabiles [31-33]

Por otra parte, la extraccion con fluidos supercriticos, en especial utilizando diéxido de carbono se
ha descrito como alternativa al uso de solventes organicos [34-35], aunque en el caso de las
extracciones de polifenoles es necesario la utilizacién de modificadores como metanol y etanol para
aumentar la polaridad del medio. Otros mecanismos descritos incluyen ultrasonido [34] y extraccidn
asistida por enzimas [34-36], los cuales son posibles de integrar a extracciones convencionales con
solventes como con fluidos supercriticos, mejorando los rendimientos y disminuyendo tiempos de
extraccién, energia y cantidad de solventes.

Purificacién y caracterizacion

La cromatografia liquida es la técnica mas utilizada para la separacién de compuestos fendlicos
[6,21-24].Tipicamente se usa columnas de C183 en fase reversa con un sistema binario de disolvente
(fase movil) que consiste en agua acidificada y un solvente organico polar. Es frecuente que sea

3 La columna C18 es la mas utilizada para HPLC, consiste en gel de silice modificada quimicamente con un
grupo funcional hidréfobo, en este caso ese grupo es una cadena recta de 18 carbonos.
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necesaria la pre-concentracidn y purificacion previa, especialmente en el caso de muestras con
matriz vegetal compleja. Esta etapa puede realizarse con particion liquido-liquido con un disolvente
inmiscible o extraccién en fase sdlida. Para ello pueden usarse adsorbentes como C18, copolimeros
de stireno-divinilbenceno o distintos tipos de resinas [24]. La fotometria es la técnica mayormente
empleada como sistema de deteccion en estas separaciones cromatograficas, aunque la
espectrometria de masas es la mds apropiada para este fin [24]. La cromatografia de gases también
se ha utilizado para la identificacion de compuestos fendlicos. Sin embargo, esta metodologia es
compleja y requiere multiples pasos previos como la liberacién de los compuestos fenélicos de sus
enlaces ésteres y glucocidicos antes de formar los compuestos volatiles [24]. Se ha descrito también
la electroforesis capilar como técnica alternativa para la separacion y determinacién de compuestos
fendlicos [24]

1.2.4.1. Determinacion de la actividad antioxidante

La capacidad antioxidante de un compuesto se puede medir tanto por test in vitro como in vivo. Los
ensayos in vitro son los mas utilizados, y en este sentido existen una amplia gama de ellos, los cuales
se agrupan basados en sus mecanismos de accién. La capacidad antioxidante in vitro es util para
comparar el potencial de diferentes compuestos, pero no necesariamente predice el
funcionamiento en sistemas vivos o alimentos. Estos métodos son, en general, mds sencillos,
rapidos y menos costosos econdmicamente que los métodos in vivo y permiten saber si los
compuestos ensayados tienen o no la actividad buscada. Ademds, permiten obtener datos
indicativos sobre la toxicidad celular de los distintos extractos, que pueden ser muy utiles a la hora
del disefio de posteriores estudios.

En el presente estudio se abordara la actividad antioxidante basandose en la capacidad de captacion
de radicales libres que poseen los polifenoles, utilizando el radical DPPH*(a, a-
Diphenilpicrilhidrazil). DPPH* es un radical libre estable ampliamente utilizado para evaluar
antioxidantes naturales, algas o productos derivados de algas [6, 24,28-30] debido a su estabilidad,
simplicidad y reproducibilidad. Extractos crudos de algas en agua o etanol y otros solventes
mostraron capacidad antioxidante con este método, asi como sus componentes purificados [28-30].

Existe una variedad de métodos fotométricos que permiten obtener una estimacion aproximada del
contenido total de polifenoles en una muestra, pero no dan informacidon cuantitativa de los
componentes individuales. EIl método mas representativo de este grupo es el ensayo de Folin-
Ciocalteu [6,28-29] que utiliza acido gdlico como polifenol estandar y se basa en el poder reductor
de los polifenoles, sin embargo otras especies reductoras presentes en la muestra pueden contribuir
a la medicién alterando el valor obtenido. Para finalizar, se ha descrito en la literatura el uso de
diversas técnicas tales como NMR, MS y NIR* para la elucidacidn de estructuras y caracterizacion
de compuestos fendlicos, aislados de la matriz vegetal pero sin una etapa de separacion previa de

4 NMR: Resonancia magnética nuclear; MS: Espectroscopia de masas; NIR: Espectroscopia de infrarrojo
cercano.
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los compuestos individuales. En este sentido los polifenoles de algas pardas han sido ampliamente
estudiados [22,28-31, 33,34].

1.3. Antecedentes del trabajo

Desde finales de los afios 70 se han desarrollado diversos procesos para la obtencidon de extractos
de algas, fundamentalmente pigmentos, basados en la extraccién sélido-liquido con disolventes
organicos, como por ejemplo, mezclas cloroformo: metanol o acetona[33]. Adicionalmente, algunas
operaciones como la ultrafiltraciéon se afaden al proceso para mejorar la selectividad del mismo.
Otros estudios destinados a conseguir un adecuado fraccionamiento de compuestos de diversas
polaridades emplean a su vez elevadas cantidades de disolventes organicos y complejas etapas
posteriores de concentracion [37].

Existen en la literatura muchos trabajos de investigacidn reciente acerca de compuestos bioactivos
existentes en macroalgas verdes, pardas y rojas, asi como los procesos de extraccion de los mismos
y metodologias de evaluacidon de bioactividad de los compuestos aislados y extractos crudos de algas
[12,22-26]. La produccion industrial de subproductos de algas tradicionalmente ha extraido
ficocoidales dejando como residuo el resto de la materia orgdnica. La produccién en biorefineria de
algas pretende aprovechar toda la biomasa en la obtencién de productos comerciales y energia.
Para ello es necesario definir los compuestos con potencial de extraccidon en las macroalgas y en
especial énfasis en las especies seleccionadas para trabajar. Las macroalgas Ulva rigida y
Macrocyatis pyrifera son especies que crecen en el litoral de las costas Chilenas, y en especial M.
pyrifera tiene importancia para produccion de alginatos [4-5,38] y recientemente como alimento
para cultivos de abaldn [5,38]

Con respecto a las especies en estudio, existen pocos trabajos de extraccién de antioxidantes en
M.pyrifera, los cuales se reducen a la extraccion de fucoiddn (un polisacarido sulfatado). Sélo
Kindleysides, 2012[27] presenta valores de actividad antioxidante de extractos polifendlicos en la
especie. Este estudio cuantifica propiedades antioxidantes en aceite de pescado, de extractos
lipidicos y acuosos de M.pyrifera originaria de Nueva Zelanda. Los tests de actividad mostraron un
92,3% de inhibicion a la oxidacién del radical DPPH y 461,84 [umol TE/g extracto] en el ensayo ORAC,
mayores al del antioxidante comercial BHT (62,4 % inhibicion a DPPH*). El contenido fendlico
medido segun el ensayo Folin-Cioucalteu entregé valores de 7,5 [g PGE®/100 g extracto] en el
extracto acuoso mientras que en el lipidico fue de 2(g PGE/100 g extracto). Para Ulva rigida existen
estudios de composicién y actividad de compuestos antioxidantes [1, 39-40]. Trigui et al, 2013[39]
muestra un estudio de la variacion de cantidad y actividad antioxidante e inhibicion bacteriana para
muestras de U.rigida recolectadas en las costas de Tunez durante 12 meses. Este estudio muestra
capacidad de inhibicion al radical DPPH entre 70 y 74% a finales de invierno (febrero) y comienzo de
primavera (marzo) con un contenido fendlico maximo de 28 (mg PGE/ g extracto) en marzo. En los

5> PGE=floroglucinol equivalente
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meses de otofio y verano el contenido fendlico bajo hasta 2(mg PGE/ g extracto) y la actividad a 40%
de inhibicion a DPPH*.

1.4. Objetivos
Objetivo general

e Disefar un proceso de extraccién de compuestos bioactivos con actividad antioxidante,
especificamente polifenoles desde macroalgas Ulva rigida y Macrocystis pyrifera
minimizando la degradacién de los azUcares que éstas contienen.

Objetivos especificos

Seleccionar un alga que contenga altos contenidos de antioxidantes.
Determinar el conjunto de mejores condiciones de extraccion de antioxidantes evaluando
los parametros solvente utilizado, temperatura y tiempo de extraccion ademas de la
relacién sélido-liquido.

3. Determinar la presencia de azucares en los extractos obtenidos bajo las condiciones
previamente obtenidas.
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2.Materiales y méetodos

2.1. Materiales

Algas: ambas especies consideradas en el trabajo corresponden a donaciones de centros de cultivo
especializado. Ulva rigida proviene de la bahia de la herradura de Guayacan, Coquimbo cosechada
durante marzo de 2013, donada gentilmente por el Profesor Mario Edding de la Universidad
Catodlica del Norte, sede Coquimbo, mientras que Macrocystis pyrifera corresponde a especies
cosechadas 30 km al sudeste de Puerto Montt en la localidad de Metri en junio de 2013, donada
gentilmente por el Profesor Alejandro Buschmann de la Universidad de Los Lagos, Puerto Montt.

Reactivos:

Todos los reactivos, estandares y solventes utilizados fueron de calidad analitica y se resumen en la
Tabla 2. Para una correcta mantencién los estandares DPPH y Trolox se mantuvieron a

4°C.Preparacién de reactivo DNS segln protocolo en anexo 4.

Tabla 2. Reactivos, estandares y solventes

Acido acético

acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
Acido galico

Bicarbonato de sodio

DPPH*( a, a-Diphenilpicrilhidrazil)
Etanol

Fenol

glucosa

Hidréxido de sodio en pellet

Metanol

100%

98%
97-102,5%
100%
100%
Absoluto
100%
100%

98%

100%
Analitico

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck

Sigma-
Aldrich

Merck



Metabisulfito de sodio

Na-K Tartrato

Reactivo folin

Trolox ((+)-6-hidroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chromane-2-
carboxylic acid)

2.2. Métodos

2.2.1. Metodologia de extracciéon

La metodologia especifica se basa en una busqueda bibliografica con lo que se obtuvo el proceso de
extraccion mostrados en el diagrama de la figura 4. La obtencién de biomasa del alga no
corresponde a un paso a realizarse en el presente trabajo, mientras que el secado de la biomasa se
utilizé para determinar el grado de humedad de la muestra, dependiendo de las condiciones de la
misma. Por otro lado, se evalué la molienda del material previo a la extraccion sélido-liquido. Esta
etapa sdlo se realizé en el alga Macrocystis pyrifera ya que el alga Ulva rigida fue proveida en forma
de polvo fino. Durante la molienda se especifico el tamafio de particula resultante variando desde

polvo fino a particulas de 0,5 cm de didmetro.
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Figura 1.Diagrama del proceso de extraccion sélido-liquido de antioxidantes

Extraccion sélido-liquido: en esta etapa de la metodologia se estudid el efecto de las variables:
temperatura, relaciéon sélido-liquido y tiempo de extraccion para el solvente etanol a diferentes
porcentajes (25,75 y 96% y agua destilada). Para el disefio experimental se considerd utilizar el
método Taguchi [41] con la finalidad de reducir el nimero total de experimentos y evaluar todos los
pardmetros sefialados. Los valores de temperatura considerados corresponden a 25, 37 y 70°C,
tiempo de extracciéon de 50 minutos, 1,5 y 3 horas mientras que la relacidn sélido-liquido se
seleccioné en 1:10, 1:50 y 1:100. El disefio final utilizando la metodologia Taguchi se muestra en la
Tabla 3. Se considera agitacion a 200 rpm durante el tiempo de incubacion en un bafo
termoregulado.

Obtencion extracto seco: se considera Centrifugaciéon 6000 g, 10 min, 4°Cy secado en estufa a 40°C,
pesar extracto y resuspender en agua para completar 10 ml. Con ello se puede obtener rendimiento
en masa definido como:

extracto seco * 100

rendimiento
gr alga seca
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Tabla 3.Disefo experimental de Taguchi, con las variables en estudio.

Experimento n®  Temperatura Tiempo de extraccion Razdn
[°C] [min] sélido/liquido

1 25 50 1:10
2 25 90 1:50
3 25 180 1:100
4 37 50 1:50
5 37 90 1:100
6 37 180 1:10
7 70 50 1:100
8 70 90 1:10
9 70 180 1:50

2.2.2. Cuantificacién de fenoles totales y actividad antioxidante

Determinacion de compuestos polifendlicos totales (PT). Método Folin-Ciocalteau. (Adaptado a
placas de 96 pocillos). Los PT se analizaron mediante colorimetria por medio del método Folin-
Ciocalteu, descrito por Singleton y Rossi, 1965[58] con algunas modificaciones.

Reactivos

e Reactivo Folin — Ciocalteu diluido 1:10 v/v. Se diluyé 10 mL del reactivo en 100 mL de agua
desionizada.
e Carbonato de sodio (Na,CO3), a una concentracién de 7,5% p/v

El patron a utilizar fue acido galico en una concentracion de 100 mg/L. Para prepararlo se disolvieron
0,0025 g de acido galico en agua desionizada en un matraz de aforo de 25 mL

Analisis de las muestras

A 20 plL de muestra se agregé 100 ulL de reactivo Folin — Ciocalteu y se dejo reposar por 1 minuto,
luego se adicionaron 80 uL de NaCO3 7,5% p/v y la mezcla se incubd a 45°C por 15 minutos en bafio
seco. Se leyd absorbancia a 765 nm. El contenido fendlico se expresé como equivalente de acido
gdlico y el rendimiento fue referido a la muestra inicial en base seca.
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Preparacion de la curva de calibracion

La curva de calibracion se construyd con diluciones de la solucién de acido gélico 100 mg/L. Se
tomaron 0; 0,04; 0,08; 0,12; 0,16 y 0,2 mL de la solucidn concentrada y se adicioné agua destilada
hasta completar 0,2 mL y a continuacién se procedié segun lo describié anteriormente para la
muestra. Todas las mediciones se realizaron en triplicado.

Determinacion de actividad antirradicalaria. Método DPPH. (Adaptado a placa de 96 pocillos). Se
determind la capacidad donante de protones o de captacién de radicales libres mediante el ensayo
con el radical estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), que se decolora en presencia de
compuestos con capacidad de captaciéon de radicales [59].

Preparacion de los reactivos

Reactivo DPPH. Se prepard la solucién de DPPH 400 mM, correspondiente a 0,00394 g de DPPH en
25 mL de etanol, luego se mezcld en oscuridad por 30 minutos en un agitador magnético.

Trolox. Se disolvera 0,0025 g de Trolox ((%)-6-hidroxy-2, 5, 7,8-tetramethyl-chromane-2-carboxylic
acid) en 10 mL de etanol al 50%.

Analisis de las muestras

Las muestras se diluyeron apropiadamente. A cada tubo de ensayo se adiciond 110 uL de etanol, 50
puL de muestra y 40 pL de DPPH. Se agitd la muestra y se dejé reposar por 30 minutos en un lugar
oscuro. Se trabajo en triplicado y se medié la absorbancia a 520 nm en lector de placas de 96
pocillos. Posteriormente se procedié a construir la curva con el patréon Trolox. A partir de ésta, se
calculd la actividad antioxidante de las muestras expresadas en mg de Trolox equivalente (TE) por g
de muestra seca, ademas se determinard el porcentaje de inhibicién de oxidacion empleando la
siguiente ecuacion:

% Inhibicién:{wxloo}
A

Dénde:

AC: absorbancia registrada por la muestra control.

AM: absorbancia registrada por las muestras con extractos.
Preparacion de la curva de calibracion

Se prepard una curva de 0 a 0,3 mL de Trolox, completando con etanol hasta obtener 1,5 mL de
volumen total, donde el blanco corresponde al valor 0. Preparadas las diluciones del estandar se
procedio al igual que la muestra. Todas las determinaciones se realizaron en triplicado.
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2.2.3. Medicion de azucares reductores
Se utilizé el método de reduccién del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para cuantificar azucares
reductores. Brevemente se puede indicar que se incubé 200 pL de reactivo DNS con 200 uL de
muestra a 100°C por 20 minutos, luego se mantuvo por 5 minutos en hielo. Se realizé lectura de
absorbancia a 550 nm. Todos los ensayos se realizaron en triplicado

Curva de calibracion

Se prepard una solucién de 3 gr/L de glucosa en agua desionizada, tomando 0,03 gr de glucosa en
10 ml de agua en matraz de aforo. Se realizaron diluciones de 0 a 3 mg/ml (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5;
2; 2,5y 3 mg/ml), utilizando como blanco agua destilada y reactivo DNS. Se procede igual que las
muestras.

2.2.4. Extraccion de antioxidantes por método control
Se realizé una hidrélisis dcida completa para la obtencion de la totalidad de antioxidantes
polifendlicos presentes en el alga y cuantificar el rendimiento real de la extraccién.

La metodologia se basé en Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33], donde 0,1 g de alga seca se mezclaron
con 10 ml de solvente de extracciéon formado por la mezcla (metanol-agua-acido acético, 30:69:1) y
2 g de acido citrico/L. Todo ello se llevé a incubacién a 70°C por 50 minutos con agitacién de 200
rpm. Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 6.000 g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se
reservo para analisis del contenido de fenoles totales mediante el test Folin-Ciocalteu, mientras que
el precipitado se sometié nuevamente al tratamiento de extraccion.

2.2.5. Analisis Estadistico
Todos los resultados se expresaron como el promedio * desviacidn estdndar de las mediciones en
triplicado. Se realizd Analisis de Componentes Principales (ACP) con el paquete estadistico de Excel
y el software comercial Unscrambler X, versidon 10.3, con el objetivo de obtener los principales
factores que afectan la variabilidad de los resultados obtenidos.
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3.Resultados y Discusion

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos al aplicar la metodologia planteada en el
capitulo 2 de Materiales y Métodos. Con estos resultados se muestra el conjunto de condiciones de
cada muestra y la cantidad de polifenoles totales, actividad antioxidante, cantidad de azlcares
reductores detectados en los extractos luego del tratamiento. También se presenta el rendimiento
de extraccion de compuestos fendlicos comparados con el control propuesto descrito por
Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33].

La totalidad de los resultados de recuento de fenoles totales, actividad antioxidante, azucares
reductores para cada alga se presentan en detalle en las tablas 4 y 5, asi como las condiciones de
extracciéon y el codigo abreviado para el andlisis de componentes principales (ACP). El andlisis
detallado de la relacidn entre variables experimentales y resultados obtenidos se analizara desde la
seccion 3.3 en adelante.

3.1. Actividad antioxidante en Macrocystis pyrifera

La tabla 4 muestra los contenido de fenoles totales, actividad antioxidante del radical
DPPH*(expresada en porcentaje de inhibicion del radical), rendimiento de la extraccidon de
polifenoles totales y aztcares reductores expresados en gramos equivalentes de glucosa/100 g PS
para Macrocystis pyrifera tratada con diferentes solventes tal como se describen en el capitulo 2 de
Materiales y Métodos. En negrita se destacan aquellos valores de fenoles totales, inhibicién y
azucares reductores mayores para cada solvente junto a sus condiciones de extraccidn, lo cual sirve
para posteriormente realizar la seleccién de las mejores condiciones. Para rendimiento el total de
Fenoles se determind utilizando metodologia propuesta por Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33]
metanol-agua-acido acético (30-69-1), donde los fenoles totales fueron 400 [mg GAE/100gPS]
aceptando este valor como control de 100%.
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Tabla 4. Resultados Macrocystis pyrifera. La tabla muestra el contenido total de fenoles expresado en mg acido galico
equivalente(GAE)/100 g de peso seco del alga(g PS), actividad de inhibicién del radical DPPH expresada en % de
inhibicion, rendimiento de fenoles totales comparado con control. En negrita los resultados con mayor cantidad de
polifenoles y/o actividad antioxidante por solvente. ND=valor no detectado

solvente T° Cadigo Tiempo Relacion Fenoles Inhibicion Rendimiento AzUcares
ACP DPPH* reductores
[min] sélido/liquido totales [%]
[%] g glucosa
[g/ml] [mg GAE] 100 gPS
100 gPs
Etanol 25°C MP1 50 1:10 3,1+1,2 7,3 1 ND
96%
MP2 90 1:50 4,5+0,2 5,9 3 ND
MP3 180 1:100 ND ND 0 ND
37°C MP4 50 1:50 2,8+0,7 2,4 1 ND
MP5 90 1:100 74+3,4 1,5 2 ND
MP6 180 1:10 2,2+0,0 10,5 1 ND
70°C MP7 50 1:100 32,9+10,7 22,3 8 ND
MP8 90 1:10 45 +0,2 23,6 1 ND
MP9 180 1:50 215,1+8,7 85,6 54 ND
S —
Etanol 25°C MP10 50 1:10 32+0,7 87,3 8 ND
75%
MP11 90 1:50 485+2,7 56,6 12 ND
MP12 180 1:100 36,4+ 3,7 33,9 9 0,18
37°C MP13 50 1:50 60,91 2,8 66,3 15 ND
MP14 90 1:100 122,7 + 55,2 39,6 31 ND
MP15 180 1:10 374,4+27,4 84,9 94 ND
70°C MP16 50 1:100 19,6+ 3,9 19,4 5 ND
MP17 90 1:10 39+0,8 87,8 10 ND
MP18 180 1:50 170,4+5,3 81 43 ND
e —
Etanol 25°C MP19 50 1:10 105,1+4,9 44 26 ND
25%
MP20 90 1:50 211,1+1,6 76,4 53 ND
MP21 180 1:100 208,2+2,5 81,4 52 ND
37°C MP22 50 1:50 105,1+7,1 82,4 26 ND
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MP23 20 1:100 360,9£92,7 71,5 20 ND

MP24 180 1:10 106,2+2,4 20,2 27 0,09
70°C MP25 50 1:100 356 £10,6 ND 89 2,76
MP26 90 1:10 62,3+0,7 82 16 ND
MP27 180 1:50 112+7,0 75 28 ND
W
MP29 90 1:50 103,3+3,7 68,9 26 0,08
MP30 180 1:100 223,4£10,7 70,6 56 0,84
37°C MP31 50 1:50 116,9+1,8 65,7 29 0,84
MP32 90 1:100 173,2+4 63 43 0,25
MP33 180 1:10 60,2+2,1 ND 15 0,47
70°C MP34 50 1:100 366,3+8,4 70 92 0,84
MP35 90 1:10 37+1,3 54,1 9 0,04
MP36 180 1:50 212+9,4 ND 53 1.76

Con respecto a los resultados obtenidos para Macrocystis pyrifera, se tienen antecedentes de
trabajos desarrollados por otros investigadores en el marco del proyecto AKA-Conicyt para
mejoramiento de biorefineria desde macroalgas, que muestran resultados de extracciéon para la
misma alga en distintos solventes (etanol 100, 20 y 25%, agua y otros solventes). Las condiciones de
extraccién utilizadas fueron: 4 horas a 25°C, con agitacidn de 200 rpm, utilizando los mismos test de
medicion de actividad y polifenoles totales. En ese trabajo los resultados de la extraccién en agua
mostraron una cantidad de polifenoles totales de 147 [mg GAE/100 g peso seco] con actividad
antioxidante de 92% de inhibicién al radical DPPH, resultando la mas alta de todos los solventes
explorados. Comparando con los resultados obtenidos en el presente estudio la cantidad de fenoles
totales (en solvente agua) es 59,9% mayor (366,3 [mg Gae/100 g peso seco de alga]) pero la
actividad medida fue de 70% de inhibicion posiblemente influenciado por el grado de purificacion
menor en el presente estudio, al no considerar etapas de filtracidn o precipitacién de moléculas
interferentes. En etanol se encontré similar actividad antioxidante a las presentadas en la Tabla 4
(84 [mg GAE/100 g peso seco de alga] con 80 % actividad versus 208 [mg GAE/100 g peso seco de
alga) y actividad de inhibicién de 81,4% del presente estudio). El Unico dato disponible en literatura
para actividad antioxidante de M. pyrifera [27] muestra un 92,3% de inhibicién del radical DPPH con
un contenido fendlico de 7,5 g floroglucinol/100 g extracto, en el extracto acuoso mientras que en
la fraccion lipidica fue 2 gr floroglucinol/100 g extracto.
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En cuanto al recuento de azucares reductores, el trabajo de referencia entrega medicién de 0,9 [g
glucosa/100 g PS], mientras que el presente estudio extrae 0,84 [g glucosa/100 g PS] valores
similares en condiciones experimentales similares (solvente agua). La cantidad maxima de azucares
reductores extraidos en el sobrenadante del presente estudio se evidenciaron a temperatura de
70°C siendo 1,76 [g glucosa/100 g PS] en agua y 2,76 [g glucosa/100 g PS] en etanol 25%. En
muestras con mayor contenido etandlico practicamente no se detectd azucares reductores.

La mayor cantidad de fenoles totales fue de 374,4 [mg GAE/100 g peso seco de alga] con un
rendimiento de 94% con respecto al control. Este extractd mostré ademads una de las actividades
antioxidantes mas altas (85% de inhibicién al radical DPPH) siendo el extracto con mejor relacién
entre alta cantidad de polifenoles totales y alta actividad antioxidante.

3.2. Actividad antioxidante en Ulva rigida
La tabla 5 muestra los contenidos de fenoles totales, actividad de inhibicion de la oxidacién de
DPPH*(expresada en porcentaje de inhibicion del radical), rendimiento de la extraccion de
polifenoles totales y azlcares reductores para Ulva rigida tratada diferentes solventes tal como se
describen en el capitulo 2 de materiales y métodos.

En negrita se destacan aquellos valores de fenoles totales y/o inhibicién mayores para cada solvente
junto a sus condiciones de extraccién, lo cual sirve para posteriormente realizar la seleccién de las
mejores condiciones. Para rendimiento total de Fenoles se determind utilizando la metodologia
propuesta por Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33] metanol-agua-acido acético (30-69-1), donde los
fenoles totales medidos fueron 155 [mg GAE/100gPS], aceptando este valor como control de 100%.
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Tabla 5. Resultados Ulva rigida. La tabla muestra el contenido total de fenoles expresado en mg acido galico
equivalente(GAE)/100 g de peso seco del alga(g PS), actividad de inhibicién del radical DPPH expresada en % de
inhibicion, rendimiento de fenoles totales y condiciones de extraccion ordenadas por solvente. En negrita los resultados
con mayor cantidad de polifenoles y/o actividad antioxidante por solvente. ND=valor no detectado

solvente | T° Cddigo | Tiempo Relacion Fenoles Inhibicion Rendimiento AzUcares
ACP totales DPPH* reductores
[min] sélido/liquido [%]
mg GAE] (%] g glucosa
[g/ml] 100 gPS 100 gPS
Etanol 25°C | UR1 50 1:10 9,2+2,2 6,1 6 ND
96%
UR2 90 1:50 19,2+2 4,1 12 ND
UR3 180 1:100 ND 0,3 0,0 ND
37°C | UR4 50 1:50 23,4+3,3 10,3 15 ND
UR5 90 1:100 58+ 40,6 0,7 37 ND
UR6 180 1:10 37+0,8 9,7 24 ND
70°C | UR7 50 1:100 255+2,1 4,1 16 ND
UR8 90 1:10 14+ 0,3 3,1 9 ND
UR9 180 1:50 72,5+1,4 35,1 47 ND
I ——
Etanol 25°C | UR10 50 1:10 83,8143 79,5 54 ND
75%
UR11 20 1:50 111+19 69,3 72 ND
UR12 180 1:100 75,6 £3,2 29 49 ND
37°C | UR13 50 1:50 102,7+1,4 60,8 66 ND
UR14 90 1:100 88,4 18,1 36,3 57 ND
UR15 180 1:10 87,3+2,8 79,3 56 ND
70°C | UR16 50 1:100 143,6+9,4 44,1 93 0,1
UR17 90 1:10 50,1+1 66,5 32 ND
UR18 180 1:50 65,2 12,2 32,5 42 ND
I ————
Etanol 25°C | UR19 50 1:10 21,2+14 ND 14 ND
25%
UR20 90 1:50 88,4+2,7 ND 57 0,46
UR21 180 1:100 79,1+£20,4 ND 51 0,92
37°C | UR22 50 1:50 74+2,6 ND 48 0,60

24




UR23 90 1:100 88,4+18 ND 57 0,92
UR24 180 1:10 17+0,8 ND 11 ND
70°C | UR25 50 1:100 61,3+2,3 ND 40 ND
UR26 90 1:10 17+0,3 33,3 11 ND
UR27 180 1:50 26,8+0,8 1,4 17 ND
Mwﬂ
UR29 90 1:50 47,2+3 ND 30 1,98
UR30 180 1:100 42,3+3 ND 27 4,66
37°C | UR31 50 1:50 84,1+1,8 ND 54 0,57
UR32 90 1:100 95,7+2 ND 62 2,90
UR33 180 1:10 25+3 ND 16 0,64
70°C | UR34 50 1:100 56+1,2 ND 36 2,64
UR35 90 1:10 20,7+0,6 21 13 0,29
UR36 180 1:50 53,4+5,1 ND 34 1,89

Para el caso del Ulva rigida no se tienen antecedentes de extraccion de antioxidantes en el mismo
grupo de trabajo, sin embargo existen reportes en la literatura de extraccién de compuestos
polifendlicos en esta alga [1, 39,40]. Uno de estos estudios muestra cuantificacion de fenoles totales
y actividad antioxidante a lo largo de un afio en algas de la costa de Tunez [40], con valores que
varian entre 2 y 28 [mg Floroglucinol/g alga secal, siendo mayores en los meses mas frios, con
actividad antioxidante entre 50 y 75% de inhibicidn al radical DPPH. El presente estudié mostré
rangos de actividad similares, sin embargo la cantidad de fenoles totales recuperada fue
significativamente menor. El mejor rendimiento fue de 93% con respecto al control (143,6 [mg
GAE/100 g peso seco de algal), y se obtuvo en etanol al 75%, solvente en el que se obtuvieron
también los mayores valores de actividad (79,5 % de inhibicion al radical DPPH pero sélo con un
rendimiento del 54%).La cantidad de polifenoles encontrados en el alga U. rigida fue menor al 50%
respecto a lo medido en M. pyrifera, siendo ésta ultima seleccionada como mejor fuente de
antioxidantes polifendlicos.
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3.3.  Andlisis de componentes principales (ACP)

El andlisis de componentes principales ayuda a saber cuales son las variables que mas contribuyen
a la diferencia entre dos muestras, y si esas variables contribuyen de la misma manera (es decir,
estan correlacionadas) o de forma independiente una de la otra. También, permite detectar
patrones de muestra, como cualquier agrupacidn particular. Por ultimo, cuantifica la cantidad de
informacidn atil -en contraposicidn al ruido - contenida en los datos. Este tipo de analisis reduce el
numero de variables originales a un nimero menor de variables sintetizadas ortogonales (llamados
componentes principales y abreviados de la forma PC-N°) [43].

Los principales resultados del analisis de componentes principales (ACP) se muestran en los Graficos
1 a 5. Este modelo de ACP fue construido con el promedio de los datos de las mediciones (valores
presentados en Tablas 4 y 5 del capitulo N°3 de Resultados y Discusiones). Para una mejor lectura
de los gréficos obtenidos se destacan los grupos de muestras con mejor comportamiento de
acuerdo a las variables destacadas en cada eje (muestras en circulo rojo). Se muestran dos tipos de
graficos en los resultados de cada alga: el primero permite la deteccion de similitudes y diferencias
entre las diferentes muestras de acuerdo a los componentes principales indicados en cada eje (ver
Gréficos 1, 2 y 4)), el segundo tipo de grafico muestra la correlacién medida entre las variables para
el par de componentes principales que redne la mayor variabilidad del total de muestras (ver
Gréficos 3 y 5)), donde aquellas variables con mejor nivel de correlacién se muestran cercanos al
valor 1 en cada eje. Ambos graficos resumen las principales conclusiones del modelo y los cédigos
para identificar cada muestra se muestran en las tablas 4 y 5 del capitulo N°3 de Resultados y
Discusiones.

3.3.1. Analisis Componentes Principales en Macrocystis pyrifera

En el caso de M.pyrifera los dos primeros componentes principales (PC-1 y PC-2 relacionados con
las variables fenoles totales y tiempo respectivamente) explican el 93% de la variabilidad de los
datos (el aporte individual de cada componente principal se indica entre paréntesis en el grafico 1).
Se aprecia en el gréfico 1, ademas de la tendencia de las muestras ordenadas de acuerdo al tiempo
de extraccion en la direccion de PC-2(aumentando desde los cuadrantes inferiores hacia los
superiores) y de acuerdo a la cantidad de fenoles totales en la direccidon de PC-1 (aumentando desde
los cuadrantes izquierdos hacia los derechos).Destacan inmediatamente las muestras con mayor
contenido de fenoles totales como un grupo aislado a la derecha del diagrama y destacado con un
circulo rojo.
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Grafico Distribucion de muestras PC-1/PC-2 M. pyrifera
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Grafico 6.Grafico de distribucion de muestras PC1 vs PC2 en M.pyrifera .Se muestra el comportamiento de las 36
muestras de Macrocystis pyrifera. Las muestras de la derecha indican mayor contenido fendlico, mientras que las
superiores indican mayor tiempo de extraccion. Los nimeros entre paréntesis indican la variabilidad explicada por cada
componente principal. La variable mejor correlacionada con cada componente principal se indica en cada eje.

Al realizar el grafico 2, donde se muestra la distribucién de las muestras de acuerdo a los
componentes principales PC-1 Y PC-3, se puede apreciar el ordenamiento de las muestras segun el
contenido de fenoles totales en PC-1(aumentando de izquierda a derecha) y la actividad de
inhibicidn del radical DPPH en PC-3 (aumentando hacia arriba), ubicandose en el cuadrante superior
derecho las muestras con alto contenido fendlico y alta actividad antioxidante. Ambos graficos
permiten seleccionar las mejores muestras para determinar el conjunto de mejores condiciones que
se analizard posteriormente en seccion 3.9 del presente capitulo.

Finalmente, del grafico 3 es posible visualizar la correlacion entre las variables experimentales
(temperatura y tiempo de extraccidn, contenido de etanol en el solvente, relacion sélido/liquido) y
los test experimentales (contenido de fenoles totales, actividad antioxidante y contenido de
azUcares reductores). El componente principal PC-1 muestra alta correlacién con el contenido de
fenoles totales (valor cercano a 1) y en menor medida con el contenido de agua en el solvente,
actividad antioxidante (% inhibicion a radical DPPH) y temperatura. Por otra parte, el PC-2 muestra
alta correlaciéon con el tiempo de extraccion (valor cercano a 1) y en menor medida con el contenido
de azlcares reductores en los extractos. Estos resultados eran esperables por cuanto los mayores
contenidos fendlicos se midieron en las muestras tratadas por 90 y 180 minutos. Las variables
ubicadas a la derecha del grafico son aquellas que influyen mayoritariamente en las actividades
antioxidantes de las muestras analizadas y se encuentran destacadas en el grafico (circulo rojo).
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Grafico 7. Grafico de distribucion de muestras PC1 vs PC3 en M.pyrifera .Se muestra el comportamiento de las 36
muestras de Macrocystis pyrifera. Las muestras de la derecha indican mayor contenido fendlico, mientras que las
superiores indican mayor actividad antioxidante. Los nimeros entre paréntesis indican la variabilidad explicada por
cada componente principal. La variable mejor correlacionada con cada componente principal se indica en cada eje.
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Grafico 8. Correlacion de variables para M.pyrifera. Indica correlacion entre las variables y los componentes principales
mas relevantes. Las variables con valor cercanos a 1 en cada eje son las mas influyentes en la variabilidad de las
muestras. Cuadrantes derechos indican correlaciéon positiva, mientras que hacia la izquierda indican correlaciéon
negativa.
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3.3.2. Analisis Componentes Principales en Ulva rigida.

Para Ulva rigida los dos primeros componentes principales explican el 85% de la variabilidad de los
datos (grafico 4), obteniéndose alto contenido fendlico y actividad antioxidante en los cuadrantes
superiores con una misma tendencia para cada tiempo de extraccién (de menor a mayor en la
direccion de PC-1).Este grafico sirvié para determinar las mejores condiciones de extraccién de
antioxidantes para esta alga verde, las cuales coinciden con los menores tiempos de extraccidon y se
encuentran destacadas en el grafico con un circulo rojo. La variabilidad explicada por los dos
primeros componentes principales es menor que para M.pyrifera, lo cual podria deberse a la mayor
correlacién de las variables tiempo y fenoles totales (en M.pyrifera) lo que indicaria la existencia de
informacidn redundante o compartida por mds de una variable original en las muestras del alga
parda y por tanto menos factores pueden explicar la mayor variabilidad observada [43].En otras
palabras existe redundancia si hay alta correlacion entre las variables y por tanto muchas variables
estan midiendo la misma informacion. Mientras mas informacién compartida existe, la informacidn
util para describir el fendmeno se sintetiza en un nimero menor de componentes principales.
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Grafico 9.Grafico de puntuaciones principal ACP (PC1 vs PC2) .Se muestra el comportamiento de las 36 muestras de
Ulva rigida .Las muestras de la derecha indican mayor tiempo de extraccion, mientras que las superiores muestran
mayor contenido fendlico y actividad antioxidante. Los niumeros entre paréntesis indican la variabilidad explicada por
cada componente principal. La variable mejor correlacionada con cada componente principal se indica en cada eje.

Por otra parte, el grafico 5 indica las correlaciones entre las variables de extraccion y los test
evaluados para contenido de fenoles, actividad y contenido de azlcares reductores, mostrando una
alta correlacidn entre actividad antioxidante (DPPH) contenido de fenoles totales y PC-2; y una
menor correlacién entre PC-2 el contenido de etanol y temperatura de extraccion. El tiempo de
extraccién muestra una alta correlacién con PC-1 con un valor cercano a 1.
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Grafico 10. Correlacion de variables para U. rigida. Indica correlacion entre las variables y los componentes principales
mas relevantes. Las variables con valor cercanos a 1 en cada eje son las mas influyentes en la variabilidad de las
muestras.

3.4. Efecto del solvente

Al disefar la metodologia de extraccién se optd por solventes aprobados para uso alimentario
(etanol y agua) por sobre otros como metanol, que si bien han reportados mejores resultados en
términos de extraccion [44], se debe tomar cuidadosas medidas de las trazas residuales. La
polaridad del solvente es la principal caracteristica a analizar, ya que el desempefio de la extraccion
dependerd de la afinidad de las moléculas por el solvente. La polaridad de un solvente se cuantifica
en términos de su constante dieléctrica® siendo mds polares mientras mayor sea el valor de esta
constante. Para etanol puro su constante dieléctrica es 24, para metanol puro 33 y para agua 84,
mientras que las mezclas de agua y etanol pueden abarcar un amplio rango de polaridades [44].La
literatura indica que los compuestos polifendlicos presentan gran afinidad por compuestos polares
por cuanto se presentan enlaces del tipo C-OH en su estructura.

3.4.1. Efecto del solvente sobre la extraccion en Macrocytis pyrifera
En el alga parda el solvente utilizado mejora la extraccién de polifenoles totales en cuanto aumenta
la polaridad del mismo (menos polar mientras mayor contenido de etanol en el solvente).

En algas pardas existen moléculas polifendlicas unicas llamada florotaninos, los cuales
estructuralmente son dehidropolimerizados de floroglucinol algunas veces con grupos adicionales
del tipo hidroxilo o halogenado [44]. Estos compuestos se presentan en forma de polimeros,

& Constante dieléctrica: se define como k=¢/¢, , siendo un valor adimensional.
& = permitividad del material, €, = permitividad del vacio
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oligdmeros, los cuales se clasifican en 4 tipos segun el enlace de los monédmeros. Una misma alga
puede presentar distintos tipos de florotaninos. La polaridad de estas moléculas y, también su
actividad como antioxidantes dependen de la cantidad de grupos hidroxilo presentes en la
estructura [44], por ejemplo el dieckol (con 11 enlaces —OH) y 6,6'-bieckol (con 12 -OH) han
mostrado mejor actividad que floroglucinol (con 3 -OH) and eckol (con 6 -OH) [44] de esta forma los
compuestos mds activos son también los mds polares y con mayor peso molecular. Para Los
resultados obtenidos se calcularon en promedio mejores resultados en etanol 25% y agua
corroborando lo anterior, aunque la mejor combinacidon de parametros (polifenoles totales, %
inhibicién y rendimiento) se obtuvo a 75% de etanol. Este resultado pudo verse influenciado por la
presencia de otros compuestos con una polaridad menor que deberian ser corroborado con los
resultados de HPLC. El agua a altas temperaturas posee una polaridad mayor que a temperatura
ambiente [44] por lo que en agua a 70°C como solvente posiblemente se pudo acceder a
florotaninos de alto peso molecular los cuales se encuentran formando enlaces con acido alginico
en compartimientos especializados llamados fisoides [44].

Un caso interesante de analizar es el de la extraccion en etanol al 96%, en que la recuperacién fue
menor de 10 [mg GAE/100 g ps de alga] a 25 y 37°C. Sin embargo, a una temperatura de 70 °C se
recuperd mayor cantidad de fenoles totales, siendo la mejor a 3 horas de extraccién (220 [mg
GAE/100 g ps]) donde la actividad antioxidante medida fue también alta (86%) lo que podria
corresponder a la formacién de nuevos compuestos fendlicos sintetizados por reaccidon quimica a
esa temperatura. La literatura reporta que el agua a altas temperaturas se puede comportar como
reactante y catalizador en reacciones idnicas durante procesos de licuefaccién hidrotermal, aunque
estos efectos son pronunciados sobre 100°C [45]. Sin embargo para corroborar esta hipétesis son
necesarios mas estudios de los efectos de altas temperaturas en los compuestos bioactivos de
macroalgas.

3.4.2. Efecto del solvente sobre la extraccion en Ulva rigida

La cantidad de polifenoles totales extraidas es, en promedio, menor en el caso de alga verde en
comparacién con alga parda, mostrando un menor contenido de estos compuestos acorde a lo
reportado en la literatura [44]. Sin embargo las condiciones de polaridad en la que se extrae la mayor
cantidad de polifenoles difieren del alga parda, debido posiblemente a moléculas polifenélicas de
distinta naturaleza. En algas verdes no existen florotaninos, los cuales son compuestos fendlicos
altamente polares, sin embargo se han reportado otros fenoles, principalmente acido galico como
principal responsable de la actividad antioxidante medida, ademas de la presencia de bromofenoles
[44], los cuales presentan una polaridad menor acorde a los resultados encontrados.

Los mejores resultados para esta alga se encuentran a 75% de etanol, disminuyendo en etanol 25%,
agua pura y etanol 96% (en ese orden), las cantidades de polifenoles totales se correlacionan con la
actividad de inhibicion DPPH solo en etanol 75% y 96%, no pudiendo medir actividad en los otros
solventes. Se puede observar alta correlacién en los casos con alta extraccion de fenoles totales y
alta actividad, siendo 110 [mg GAE / ps alga] la mayor cantidad extraida correspondiente a un 72 %
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de rendimiento con respecto al control en metanol-agua acidificado segun Rodriguez-Bernaldo de
Quirds [33]. La mayor actividad corresponde a un 80% de inhibicién del radical DPPH.

La ausencia de actividad antioxidante en la muestras con mayor contenido de agua puede deberse
a la interferencia en la medicion del fenoles totales por moléculas capaces de reaccionar con el
reactivo Folin-Ciocalteu, tales como azlcares reductores o proteinas [44]. Las mediciones de
azucares reductores en estas muestras fueron las mayores en las muestras tratadas en el test de
DNS con un valor de 4,7 [g glucosa/100 g ps] (ver Tabla 5, dltima columna). También puede deberse
a moléculas que, si bien son antioxidantes, posean un mecanismo de accion distinto a la captura de
radicales libres, lo cual podria ser verificado realizando otros ensayos de actividad, tales como ORAC.
ORAC es capaz de medir la capacidad antioxidante de todas las moléculas para inhibir especies
reactivas de oxigeno ROS, incluyendo moléculas pro oxidantes y enzimas [44]. Ademds, se hace
necesaria la incorporacién de pasos de precipitacion de moléculas interferentes como lipidos (con
lavado de n-hexano, por ejemplo) polisacaridos con precipitacion en etanol y proteinas vy filtracion
de las muestras para una mejor separacién de compuestos de distinto peso molecular. Estos pasos
podrian incorporarse en trabajos futuros para una mejor caracterizacién de los extractos obtenidos,
sin embargo adicionan pasos que deben ser costeados en una futura aplicacién industrial.

3.5. Efecto de la temperatura

3.5.1. Efecto de la temperatura en Macrocytis pyrifera

Se ha demostrado que altas temperaturas mejoran la recuperacién de compuestos fendlicos en la
extraccién, sin embargo temperaturas sobre 80°C pueden causar epimerizacién de catequinas, las
qgue se han encontrado en extractos de algas pardas [33]. Para M. pyrifera, el aumento de
temperatura mejora la extraccién, tal como lo indica la literatura. Debido a la mayor polaridad que
alcanza el agua a medida que aumenta la temperatura [44] los solventes como etanol 25% y agua
permiten extracciones sobre 90% de rendimiento en cortos tiempo de extraccion. Sin embargo, en
tiempos prolongados de extraccién a 70°C podria haber un aumento de la oxidacidon de compuestos
extraidos durante la primera hora de extraccion [33], lo cual explicaria la pérdida de actividad en la
extraccion en etanol 25% y agua a 70°C por 3 horas. . Para evitar este tipo de efectos se puede
agregar preservantes como dacido ascérbico [33] o realizar extracciones a alta temperatura por
periodos cortos de tiempo.

3.5.2. Efecto de la temperatura en Ulva rigida
En el caso de esta alga verde la temperatura de extraccién no tiene mayor incidencia en los
compuestos extraidos, si bien el 6ptimo de cantidad de polifenoles totales se da a 70°C, el 6ptimo
en actividad se da a 25°C, siendo los rendimientos entre 50 y 70% para todas las temperaturas.

A 70°C la actividad de inhibicién del radical DPPH se ve disminuida, no tanto asi la cantidad de
polifenoles totales, lo cual puede indicar algin grado de termolabilidad de los compuestos extraidos
que no afecta mayormente la capacidad reductora pero si la capacidad de captura del radical libre.
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3.6. Efecto de la relacion solido-liquido

3.6.1. Efecto de la relacion solido-liquido en Macrocytis pyrifera

En el caso de la extraccion desde el alga parda en etanol 25% en general hay mejor extracciéon a
medida que aumenta la cantidad de liquido en la relacién, lo cual genera un alto consumo en
solvente para lograr la extraccion de estos compuestos, tal como se reporta en la literatura,
afectando un desarrollo industrial del método. Sin embargo, la muestra con mayor relacion
polifenoles totales y alta actividad antioxidante se logré con la menor relacién sdlido-liquido
empleada (1:10) en etanol 75%, siendo un caso Unico ya que las muestras con rendimiento similar
(90%) se obtuvieron con una relaciéon de 1:100.

3.6.2. Efecto de la relacion solido-liquido en Ulva rigida

En el caso del alga verde el aumento de la fraccidn liquida en la extraccidn se da en las relaciones
1:10y 1:50, con un dptimo en esta ultima y disminuyendo en menor medida para la relacién sélido
liguido de 1:100. Por consiguiente se pueden obtener mejor extraccién utilizando una menor
cantidad de solvente en comparacién al alga parda. Esto se debe probablemente a la menor
complejidad de la pared celular de algas verdes, siendo mds facil el acceso del solvente a los
polifenoles; no se ha reportado que los polifenoles se encuentren en algin compartimiento
especializado como ocurre en algas pardas.

3.7. Efecto del tiempo de extraccién

3.7.1. Efecto del tiempo de extraccién en Macrocystis pyrifera
En el caso de alga parda los tiempos de extraccion mds largos producen una mayor liberacién de
compuestos fendlicos. Esto puede explicarse por a la complejidad de la pared celular en este tipo
de algas. Ademas, los florotaninos, el mayor compuesto polifenélico producido por estas algas, se
encuentra en compartimientos especializados dentro de la pared celular (fisoides), por lo que es
necesario degradar una estructura compleja para acceder a ellos[44].

En los solventes mas polares el comportamiento es distinto: a mayor temperatura y tiempo de
extraccién se obtiene una menor cantidad de polifenoles a medida que transcurre el tiempo de
incubacién a 70°C. Como se discutido anteriormente el agua a altas temperaturas aumenta su
polaridad [44] pudiendo tener acceso a florotaninos de mayor peso molecular. Sin embargo,
tiempos prolongados de extraccién podrian causar oxidacidén de los polifenoles extraidos [33]. De
esta forma soélo es factible la extraccidn de estos compuestos a alta temperatura con cortos tiempos
de extracciéon (50 min).
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3.7.2. Efecto del tiempo de extraccion en Ulva rigida
Para esta alga verde no existe relacidn significativa con la cantidad de polifenoles totales extraidos,
actividad y tiempo de extraccion pudiendo obtenerse un 63% de polifenoles totales al menor tiempo
experimentado (50 minutos).En el caso de las algas verdes los compuestos polifendlicos se
encuentran en la pared celular pero no se ha reportado la existencia de estructuras especializadas
como en las algas pardas [44].

3.8. Otros efectos
Otros efectos no medidos experimentalmente en esta memoria, que pueden afectar la cantidad y
calidad de los compuestos obtenidos son el tamafio de particula del alga a utilizar, las condiciones
de secado y almacenado, tanto del alga fresca como de los extractos fendlicos, el pH del solvente,
las condiciones ambientales de crecimiento y cosecha, etc. Algunos de estos se explicaran a
continuacién.

3.8.1. Tamafio de particula
Con respecto al tamafio de particula, si bien este no se midid por tamizado se pueden notar las
siguientes observaciones con respecto a cada alga:

M. pyrifera: el alga se secé en estufa a 40°C y se pulverizé el mortero, por lo que los tamafos de
particulas no fueron homogéneos variando entre polvo fino y 0,5 cm de didmetro. Ademas se
utilizaron distintas partes del alga como frondas y estipes, las cuales tienen distintas
concentraciones de metabolitos, dado que estan dispuestas en distintos lugares fisicos del alga [44].
Las particulas mas finas mostraron mejor comportamiento durante la extracciéon en cuanto las mas
grandes presentaron mayor hidratacion y formacién de gel, posiblemente debido a los polisacdridos
complejos del alga como el acido alginico [44], dificultando la extraccion del sobrenadante. En este
caso se pudo haber agregado una etapa posterior de precipitacién con etanol [26].

U. rigida: Esta alga fue provista en forma de polvo fino, no necesitando ningun tratamiento previo
de molienda, asi también el aspecto de particulas era uniforme en cuanto a estructura debido a la
existencia solo de la fronda del alga, que ademas estructuralmente es mas simple que las algas
pardas(ver anexo N°2)
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3.8.2. Condiciones de secado
El secado del alga fresca fue realizado por los donantes respectivos, no pudiendo manejar el
experimentador las condiciones. Sélo se tienen antecedentes que el material se secé en malla
plastica protegida del sol directo por 24 horas.

Se ha demostrado que las condiciones de secado de los extractos etandlicos influyen en la cantidad
y actividad de los antioxidantes medida posteriormente [48]. En este caso se realizd el secado a
40°C, el cual se ha demostrado que no influye en la calidad de los compuestos extraidos; sin
embargo, por razones ajenas al experimentador, muchas muestras se secaron a temperaturas de
60°C; al haber compuestos termolabiles la alta temperatura pudo afectar los resultados obtenidos.

3.8.3. Variaciones estacionales y ambientales de las algas.
Las especies utilizadas en el presente estudio corresponden a cosechas realizadas en marzo y julio
de 2013 (ver anexo 2), lo cual no es un dato menor ya que la concentracion de metabolitos y en
particular antioxidantes difieren segun las condiciones de crecimiento y cosecha [39,42, 44, 47, 50,
51].

El contenido de florotaninos puede variar dentro de un individuo dependiendo del tejido que se
analice y entre diferentes individuos de una poblacién de algas. Los florotaninos muestran
variaciones drasticas debido a las diferencias genéticas y los estimulos ambientales y ecoldgicos.
Factores intrinsecos responsables de esas variaciones incluyen la historia, el escenario, la planta el
tamanio, la edad y el estado reproductivo del alga. Factores ambientales que influyen en los niveles
de florotaninos incluyen salinidad, disponibilidad de nutrientes y de luz, intensidad de la radiacién
ultravioleta y la presencia de depredadores, etc.

Se ha reportado que el nivel de compuestos polifendlicos, proteinas, polisacaridos y otros
metabolitos presenta variaciones diarias y estacionales, lo cual es determinante al momento de
decidir el momento de cosecha o recoleccidn de las algas, ya sea para uso alimenticio, suplementos
nutricionales o medicinales [39,42, 50, 51]. Paris, 2009 [49] ha reportado variaciones a lo largo de
un ano en el contenido de florotaninos en A. nodosum con un maximo de concentracién en verano
e invierno del hemisferio norte. Variaciones similares se han relacionado con la calidad y cantidad
de luz recibida por las algas [44].

La exposicion a la radiacion ultravioleta o a la radiacion solar también ha reportado afectar el nivel
de polifenoles en las algas. Estudios de exposicién de radiacion artificialmente sobre algas mostré
aumento en los niveles de florotaninos comparados con muestras recolectados del fondo marino
[44].Estudios simulando situaciones de herbivoria en las algas [44] han mostrado la induccidn a la
produccién de florotaninos en los tejidos afectados, sugiriendo un rol de defensa en las algas. De
esta forma la persistencia de depredadores o efectos mecanicos sobre las partes de las algas podria
influenciar la cantidad de polifenoles en los tejidos mas expuestos.
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3.8.4. Moléculas interferentes en los test

La literatura reporta interferencias en el test de Folin-Ciocalteu para el recuento de fenoles totales
por otras moléculas con capacidad reductora tal es el caso de azlcares reductores y proteinas
principalmente. Los resultados para la medicidn de azucares reductores mostré mayor cantidad en
casos donde el recuento de polifenoles también fue alto (sobre 100 mg GAE/100 g ps) con un
maximo de 2,76 g en M. pyriferay 4,7 g en U. rigida medidos en equivalente de glucosa. En el caso
de las proteinas, éstas estan presentes en las algas en diversas formas y estructuras: como
componentes de la pared celular, como enzimas, o unidas a pigmentos y carbohidratos [44]. Especial
atenciéon merecen los aminoacidos tipo micosporinas (MAAs), los cuales son componentes polares
solubles en agua con una estructura basada en el anillo ciclohexanona con substituyentes
aminioacidicos [44] con maximos de absorbancia entre 310 y 350 nm y actividad antioxidante. Las
extracciones acuosas comunmente arrastran proteinas en conjunto con polisacaridos y compuestos
fendlicos [44]. La literatura muestra fuertes interacciones entre polifenoles y proteinas, las cuales
pueden formar complejos mediante enlaces de puente de hidrégeno [44]. El andlisis proximal
entregd un recuento de 10% en proteinas para M. pyrifera y 20% para U. rigida, sin embargo no se
realizaron test para verificar la cantidad de proteinas en los extractos etandlicos y acuosos
obtenidos, los cuales podrian incluirse en estudios posteriores. La literatura reporta observaciones
tales como que debido al alto contenido de fenoles la disponibilidad de proteinas en algas pardas
podria estar limitada, hecho que no ocurre en algas verdes y rojas cuyo contenido fendlico es menor
mientras que el contenido de proteinas es mayor[44].

3.8.5. Disefio experimental

Es importante considerar que los resultados obtenidos podrian no ser el dptimo global del
problema, ya que la metodologia empleada no realiza todos los experimentos posibles. Sin
embargo, los resultados obtenidos pueden ser utilizados como punto de partida en un siguiente
paso de optimizacion. Los resultados obtenidos sirven como un “screening” inicial de las actividades
antioxidante en extractos etandlicos de macroalgas y por ningin motivo significan el valor
antioxidante real en un sistema bioldgico complejo como puede ser un alimento o el cuerpo
humano.

Los test utilizados para detectar actividad antioxidante en este caso corresponde a la capacidad de
capturar un radical sintético como el DPPH, el cual no es producido en animales ni vegetales y por
lo demas es incapaz de detectar actividad de moléculas pro antioxidantes, u otras con mecanismos
de accion distinta [44]. Sin embargo, existen resultados en la literatura que indican una alta
correlacién entre la actividad medida por este test con otros métodos directos como ORAC [44]. En
ese caso para caracterizar de mejor forma el comportamiento de los antioxidantes pueden usarse
ORAC como test de actividad.
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Sobre el esquema de biorefineria

En el presente estudio se realizd extraccién de antioxidantes suponiendo un esquema de
biorefineria, donde primero se separan los componentes principales del alga y luego se fermenta el
extracto con azucares para producir bioetanol. Sin embargo, también es posible un esquema donde
primero ocurren la sacarificaciéon y fermentacién simultdnea del alga y luego se recuperan
subproductos del residuo, y podria estudiarse en trabajos futuros. En este tipo de esquema la
materia prima se somete a un pre tratamiento con acido diluido (usualmente acido sulfuricoal 1 6
5%) a alta temperatura (120°C) por corto tiempo (50 min), o concentrado (77%) a menor
temperatura (30°C) con la finalidad de degradar el material lignoceluldsico en plantas; sin embargo
se ha reportado como procedimiento recomendado en algas[45].Luego del pre tratamiento el
material se somete a hidrélisis enzimatica o sacarificacion para la fragmentacion de los polisacaridos
complejos en azlcares capaces de ser utilizados por microorganismos en la fermentacion. La
condicion del pre tratamiento se exploré como motivo de busqueda de un control para calculo de
rendimiento: se agregd acido diluido 1% en el solvente de extraccidon por la metodologia propuesta
por Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33], la cual consiste en metanol-agua-acido acético (30-69-1)
descrita en detalle en capitulo 2 de Materiales y Métodos, que es una condicion de hidrdlisis
levemente acida. Ademas se utilizd otro ensayo reemplazando acido acético por acido sulfurico,
también al 1%. La metodologia propuesta por Rodriguez-Bernaldo de Quirds [33] arrojé mediciones
de fenoles totales de 400,1 [mg GAE/100 g ps] para M. pyrifera y 155[mg GAE/100 g ps] para U.
rigida mientras que la hidrélisis fuerte arrojé mediciones de 150[mg GAE/100 g ps] y 45[mg GAE/100
g ps] respectivamente. Estos resultados indican una disminucion de la cantidad de fenoles totales
recuperados realizando extraccidon de antioxidantes posterior al preparamiento con acido fuerte
aproximadamente un 60% menor a lo extraido con un 4cido débil o sin acido segun la metodologia
propuesta en el presente estudio.

3.9. Mejores condiciones
Resumiendo, el conjunto de mejores condiciones de extraccidn se seleccioné en base a la
correlacién entre cantidad de polifenoles totales y actividad antioxidante como primera seleccion.
Entre ellas se optd por aquellas condiciones que utilizan menor tiempo de extraccién, menor
temperatura y menor cantidad de fraccion liquida, con la finalidad de obtener condiciones que
economicen recursos como energia y solvente, sin afectar significativamente las cantidades y
actividades obtenidas. Fueron de gran ayuda para estos efectos los grupos seleccionados mediante
el Andlisis de Componentes Principales. En base a lo anterior los mejores dos conjuntos de
condiciones se presentan en la Tabla 6 para ambas algas. Los resultados seleccionados privilegiaron
una mayor actividad de los extractos aunque el rendimiento de extraccion fuese algo menor, con el
objeto de analizar la presencia de compuestos mas purificados, resultados que podrian ser
corroborados con los analisis HPLC — MS en estudios posteriores. El alga con mayor cantidad y
actividad de antioxidantes extraidos fue Macrocystis pyrifera, seleccionandose como mejor fuente
de polifenoles antioxidantes. Las condiciones que entregan una mayor cantidad de antioxidantes
polifendlicos (374,4 + 27,4 [mg GAE/100gPS]) y mayor actividad (84,9 % inhibicion de oxidacién al
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radical DPPH) fueron en solvente etanol al 75%, relaciéon sdlido-liquido de 1:10 P/temperatura de
extracciéon de 37°C por 180 minutos (destacado en negrita en Tabla 6)

La cantidad de azucares reductores presentes en las muestras seleccionadas aporta una idea de la
calidad de los polisacaridos luego del proceso de extraccién. La presencia de este tipo de azlcares
en los extractos etandlicos es una condicién indeseada dado que los mismos dejan de estar
disponibles para futuros pasos de fermentacién de la biomasa, ademas de afectar la cuantificacidn
de fenoles totales en el test Folin-Ciocalteu. Sin embargo, este mismo proceso puede ser utilizado
como un pre tratamiento en condiciones menos agresivas que los tradicionales para los pasos de
fermentacién en la obtencién de biocombustibles desde algas. Bajo las mejores condiciones
seleccionadas como mejor tratamiento en el presente estudio, no se detecté la presencia de
azucares reductores, tal como se planted en los objetivos especificos.

Si bien el rendimiento con respecto al control pudo llegar al 94 % la cantidad recuperada es
insuficiente para aplicaciones industriales con antioxidantes como unico producto y muy por debajo
del maximo tedrico encontrado en otras algas pardas (20% del peso seco del alga para algunos
casos). La literatura indica que la presencia de florotaninos en M. pyrifera es baja, sin embargo no
reporta cifras, dificultando la comparacién. En el caso de M. pyrifera éste llegd a ser 0,4% del peso
seco del alga, mientras que en Ulva rigida 0,1% del peso seco del alga.

Tabla 6. Mejores condiciones de extraccion de polifenoles identificadas en este trabajo.

alga solvente T° | Tiempo Relacion Fenoles Inhibiciéon | Rendimiento AzUcares
solido/liquido totales DPPH* reductores
[min] [%]
(g/ml] [mg [%] (g
GAE/100gPS] glucosa/100gPS]

M.pyrifera | ETOH25% | 25°C 180 1:100 208,2+2,5 81,4 52 ND
M.pyrifera | ETOH75% | 37°C 180 1:10 374,4+27,4 84,9 94 ND
U.rigida ETOH75% | 25°C 50 1:10 83,8143 79,5 54 ND
U.rigida ETOH75% | 37°C 180 1:10 87,3+2,8 79,3 56 ND
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3.10. Aspectos econdmicos de la extraccion de antioxidantes en Macrocytis
pyrifera.

Un aspecto importante de analizar en el presente estudio es la forma en que la metodologia
propuesta puede integrarse en un proceso de biorefineria. Por este motivo es interesante calcular
cuanta biomasa de macroalgas es necesaria para sostener una produccidon de antioxidantes de
caracter industrial. Brevemente se analizard econdmicamente la produccién conjunta de
antioxidantes y etanol en un esquema simple de biorefineria con miras a la factibilidad de su
aplicacion industrial y no constituye una evaluacién econémica detallada.

Las industrias con posibles aplicaciones de antioxidantes incluyen nutraceuticos, cosméticos,
farmacéuticos, alimentos, cuya principal diferencia radica en la concentracién y purificacién del
antioxidante utilizado. La demanda de antioxidantes en cada una de estas industrias es distinta y
depende de las caracteristicas del producto final al cual serdn aplicados estos antioxidantes, incluso
muchos productos utilizan combinaciones de antioxidantes u otros aditivos. Los antioxidantes mds
utilizados en la industria de alimentos utilizan concentraciones entre 100 y 200 mg/kg de alimento
procesado con un grado de pureza mayor al 95% del compuesto, mientras que para aplicaciones de
nutraceuticos y alimentos funcionales se utilizan purezas que van desde 10-45% y dosis de 200-400
mg /g en el caso de capsulas nutraceuticas[44]. Un compuesto nutracéutico puede definirse como
“un suplemento dietético, presentado en una matriz no alimenticia (pildoras, capsulas, polvo, etc.),
de una sustancia natural bioactiva concentrada, presente usualmente en los alimentos y que,
tomada en dosis superior a la existente en esos alimentos, presumiblemente, tiene un efecto
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favorable sobre la salud mayor que el que podria tener el alimento normal” [44]. Dado que existen
antecedentes en la literatura acerca de las diversas bioactividades de los florotaninos de algas
pardas, algunos de los cuales poseen pruebas en modelos animales, es posible utilizarlos como
excelentes candidatos a compuestos nutraceuticos con doble funcionalidad (antioxidante,

antibacteriano, antidiabetes, etc.)[44].

El mejor rendimiento de extraccidn explorado es 374,4 [mg/100 g ps] de alga Macrocystis pyrifera,
por lo que para producir 1 kg GAE de antioxidante es necesario procesar 267,1 kg de alga seca (0,4%
rendimiento mdsico de alga seca)

La produccidon de etanol tiene por literatura rendimientos de 0,1 g etanol/g biomasa, lo que
procesando la cantidad anterior da como resultado la obtencién de 26,7 kg de etanol.

Una planta pequefia de algas produce aproximadamente 15 ton /afio (peso seco) [45], por lo que
los rendimientos para antioxidante y etanol con esta cantidad de materia prima es de 550 kg y 1.500
kg respectivamente. En el caso de la produccion de antioxidantes esta cantidad es suficiente para
sostener una produccién industrial del producto dado que la utilizacidn es en pequefias cantidades,
dejando una gran cantidad de biomasa que se puede tratar para la obtencién de biocombustibles.
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Mercado global de antioxidantes polifendlicos

El mercado global de polifenoles fue avaluado en 580 millones de délares el 2011 y se espera que
crezca a 873,7 millones de ddlares para el 2018 a una tasa de crecimiento del 6,1 %. En términos de
volumen el consumo mundial fue de 12.200 toneladas el 2011 y se espera aumenten a 21.000 para
el 2018. En particular, el mercado de polifenoles como antioxidantes para diversas industrias esta
dominado por los derivados de semilla de uva (50% del mercado) seguido de extractos de té verde
y manzana (32 % entre ambos). El 18% restante se lo reparten los polifenoles de oliva, granada,
cacao y otras fuentes, muchas de las cuales poseen una participacion menor al 1% en el mercado
[45]. Las bebidas funcionales son el segmento mds grande de aplicaciones de los polifenoles y
representaron el 44% de la demanda total de polifenoles durante el 2011, seguido de los alimentos
funcionales con mds del 33 % del consumo total el 2011. La demanda de polifenoles para
suplementos dietéticos fue 2.056 toneladas en 2011 y se espera que crezca a una tasa compuesta
anual del 7,8 % a partir de 2012 al 2018. En términos de volumen, se espera que las bebidas
funcionales sean el segmento de mads rdpido crecimiento a una tasa compuesta anual estimada de
8,5 % a partir de 2012 al 2018.

La regién Asia-Pacifico representd el 40,3 % de la demanda global en polifenoles el 2011, seguido
de Europa con el 27,8 %. Se espera que la demanda de polifenoles para América del Norte pueda
llegar a 5,294.3 toneladas el 2018. También se proyecta que Asia-Pacifico sea el segmento de
consumo con mas rapido crecimiento a una tasa del 8,8% entre 2012 y 2018.

El mercado de polifenoles globales esta altamente concentrado, con tres principales empresas que
reunen mas del 80 % del total del mercado. Naturex representd mas del 35% del total del mercado
el 2011. Algunas de las otras empresas que operan en el mercado global son ADM, Ajinomoto
Omnichem Natural Specialities, Chr.Hansen, Diana Natural, DSM, DuPont-Danisco, Frutarom ,
FutureCeuticals, Indena, LaynNatural, Martin Bauer, Sabinsa Corporation , Tianjin Jianfeng Natural
Products y Prinova[45].

Produccion actual de M.pyrifera en Chile

Segun estadisticas de operacion SERNAPESCA para concesiones de Huiro (entre las que se cuenta
M.pyrifera) por regién para el periodo 2010-2011 en Chile [46], éstos se concentran en la Il
(destinadas a alimentacién de abaldn) y X regién (destinadas a biocombustibles).

En la X regién se cultivan alrededor de 470 toneladas de algas al aio, lo cual utilizando los niveles
de rendimientos determinados en esta memoria, permitiran obtener una produccién anual de 1,88
toneladas de antioxidantes polifendlicos que representa el 0,015% de la produccién mundial al afio
2011 (ver detalles en anexo 5) . En la Subsecretaria de Pesca existen solicitudes por mas de 8.000
ha de cultivo de M.pyrifera asociadas al proyecto de biocombustibles de BAL, Ltda., lo cual
posicionaria la produccion chilena de polifenoles (y bioetanol) de forma competitiva en el mercado
mundial. La produccion al aifio 2011 en la X region contempla el cultivo de unas 29 ha. Escalando si
las solicitudes para biocombustibles son otorgadas, se obtendrian 518,6 toneladas de antioxidantes
que representarian un 4,2% de participacién en el mercado global. Este escenario representa una
importante posicidon para el pais a nivel de competitividad internacional en un mercado creciente
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y con gran cantidad de productos orientados al sector alimentario, principalmente nutraceuticosy
alimentos funcionales. Si bien un 4,2% de participacién global en el mercado de antioxidantes es
ambicioso, no es imposible de lograr con una adecuada concesion de hectareas de cultivo de
M.pyrifera no solo en la X regidén sino también considerando la XI y XIl como ya ocurre en la
acuicultura de salmén. Estas concesiones, por otro lado plantean un nuevo desafio de
sustentabilidad y manejo ambientalmente responsable por parte de las empresas y la autoridad,
quién ya encargd estudios para evaluar el impacto ambiental y sanitario del cultivo masivo de algas
y la prohibicion de entrada de nuevas concesiones hasta el afio 2015 en la X region [46]. Es necesario
también incluir este cultivo adecuadamente en la normativa acuicola (Ley General de Pesca y
Acuicultura) con la importancia que realmente le merece.
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4.Recomendaciones

A continuacidn se resumen las recomendaciones planteadas en el analisis ademads de algunas
mejoras en la recuperacion de los antioxidantes.

4.1. Condiciones de extraccion

Tamafio de particulas

Se recomienda utilizar las algas lo mas pulverizadas posible y de ser necesario separar frondas de
estipes antes de la molienda, ya que dado la posicidn fisica de las mismas, la mayor concentracién
de productos fotosintéticos y por ende la mayor parte de tejido expuesta a la accidon oxidante de la
luz solar se encuentra en esta parte de la planta (ver anexo 2), lo cual ha mostrado en la literatura
influir en la induccion de produccién de polifenoles [44].

Las fracciones de mayor tamaino mostraron cualitativamente formar gel al hidratarse dificultando la
separacion del sobrenadante. La disminucion del tamano de particula permitiria un mayor acceso
del solvente a los antioxidantes mejorando la recuperacién de compuestos. En aplicaciones
industriales se requeriria la implementacién de un equipo de molienda, como puede ser un molino
de bolas.

Precipitacion de moléculas interferentes

Se recomienda una etapa de precipitacidon y eliminacion de moléculas que pudieran alterar las
mediciones de antioxidantes, para ello es posible incluir una etapa de lavado con n-hexano para
eliminar lipidos, previo a la extraccion. Para eliminar polisacaridos y proteinas cominmente se
realiza precipitacion en etanol puro a 4°C posterior a la etapa de extraccion [26].

Prevenir la oxidacidon durante la extracciéon

Para tiempos de extraccidon de una hora o mas la oxidacion de los compuestos extraidos podria
evitarse anadiendo acido ascdrbico u acido citrico durante el tratamiento [33], sin embargo también
es posible utilizar tiempos cortos durante la extraccién empleando mayores temperaturas.

Agregar etapa de filtracion

Los florotaninos de algas pardas, posiblemente responsables de gran parte de la actividad medida
en los extractos de M.pyrifera poseen una distribucion de tamafios entre 400-400.000 Da, por lo
que el uso de microfiltros con tamafios adecuados para seleccionar estos compuestos permitiria la
obtencidn de extractos purificados con la actividad buscada [33].
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4.2. Uso de test adicionales

Uso de cromatografia Liquida de alta eficiencia (HPLC)

Como forma de validar la extraccién de los compuestos deseados a los cuales atribuir la actividad
antioxidante medida se recomienda la realizacion de un ensayo de HPLC para las muestras
seleccionadas con mejor desempefio. Por motivos de tiempo los ensayos de HPLC enviados a andlisis
a laboratorio externo no se obtuvieron en la presente investigacidn, sin embargo esos resultados
podrian enriquecer la discusidn en cuanto a los compuestos polifendlicos encontrados en los
extractos de algas, asi como servir de etapa de purificacion de los mismos en estudios posteriores.
El tipo de cromatografia recomendado y mas utilizado corresponde a un HPLC - MS (Cromatografia
liquida de alta resolucién con deteccién por espectrometria de masas) en una columna C18.

4.3. Utilizacién de mejoras en la recuperacién

El uso de grandes cantidades de solvente para la extraccion de compuestos bioactivos se ha
reportado como uno de los principales problemas de esta metodologia [44,47], para lo que se han
propuestos soluciones que van desde la optimizacidn de la recuperacion de compuestos en un solo
paso utilizando conjuntamente ultrasonido, enzimas y las condiciones de extraccidon como
temperatura y tiempo, hasta la utilizacion de solventes inocuos como CO2 o fluidos supercriticos y
equipamiento especializado [44,47]. En este sentido se recomienda el uso conjunto de ultrasonido
y enzimas aisladas de bacterias que hidrolicen la pared de algas pardas, la que al ser mds complejas
pueden mejorar la recuperacién permitiendo un mayor acceso del solvente a los compartimientos
donde se encuentran los antioxidantes.

En general, las concentraciones de florotaninos en las algas pardas han sido
determinadas en mas del 2% en zonas templadas y tropicales del Atlantico y Regiones templadas
del Pacifico. En algunos casos, estos pueden acumularse hasta un 25-30% del peso seco del talo o
fronda (estructura similar a las hojas en plantas superiores). En algas, se conoce que los florotaninos
existen en forma soluble o enlazada a la pared celular. Los florotaninos solubles se almacenan en
las membranas unidas a vesiculas llamadas fisoides. Cuando los fisoides se fusionan con las paredes
celulares, los florotaninos forman un complejo con el dcido alginico presente en la pared celular
[44]. Dado estos antecedentes se han utilizado enzimas que degradan parcialmente acido alginico
(alginato liasas) y otros compuestos polisacaridos de la pared de algas, ademas de proteasas
[36,57]. Algunos ejemplos utilizados en algas pardas y verdes se presentan en Tabla 7.

Tabla 7.Enzimas utilizadas para extraer antioxidantes en algas. Basado de [36].ND: informacion no disponible

Tipo de alga especie Enzima(s) utilizada(s) Bioactividad de extracto
verde Ulva pertusa Enzimas digestivas ND
obtenidas del intestino de
abaldén
Ulva armoricana Endo-peptidasa, endo- ND

proteasa, celulasa, xylanasa,
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Ulva rotundata

B-glucanasa, arabanasa
(todas comerciales)

parda

Laminaria japonica

Un extracto de intestino de
abalén, ademas de

la misma mezcla enzimatica
utilizada para las algas
verdes

ND

Sargassum horneri

carbohydrasas y proteasas
Comerciales

antioxidante

Scytosiphon
lomentaria

carbohydrasas y proteasas
Commerciales

Antioxidante

Ecklonia cava

proteasas

Antioxidante

Hizikia fusiformis

Alcalasa y ultraflo (enzimas
comerciales)

Antioxidante
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5.Conclusiones

Se logré disefiar satisfactoriamente un proceso de extraccion de compuestos polifenélicos con
actividad antioxidante, desde las macroalgas Ulva rigida y Macrocystis pyrifera minimizando la
degradacion de los azUcares que éstas contienen.

Se selecciond el alga parda Macrocystis pyrifera como fuente de antioxidantes entre las algas
tratadas, con un rendimiento de polifenoles de 0,4 % del peso seco del alga utilizada y una actividad
antioxidante de 85% de inhibicidon de la oxidacidn del radical DPPH sin deteccidon de azucares
reductores en el extracto obtenido.

Se obtuvo las mejores condiciones de extraccion para ambas algas las cuales se resumen a
continuacion, donde ademas se muestra la ausencia de azUcares reductores en el extracto obtenido,
segun lo planteado en los objetivos:

Tabla 8.Mejores condiciones de extraccion M.pyrifera y U. rigida

alga solvente T° Tiempo Relacion Fenoles Inhibicion | Rendimien AzUcares
solido/liquido totales DPPH* to reductores
[min]
[g/ml] [mg [%] [%] [g glucosa/100gPS]
GAE/100gPS]
M.pyrifera | ETOH75% | 37°C 180 1:10 374,4+27,4 84,9 94 ND
U.rigida ETOH75% | 25°C 50 1:10 83,8+4,3 79,5 54 ND

Las variables con mayor influencia en la obtencién de una gran cantidad de compuestos
polifendlicos fueron el tiempo de extraccion y la polaridad del solvente para ambas algas,
determinados segun el andlisis de componentes principales. En el caso de M.pyrifera se favorecio la
extraccién a mayores tiempos de extraccion mientras que para U. rigida los mejores resultados se
obtuvieron en 50 minutos de extraccion. Esta diferencia se debe a la mayor complejidad de la pared
celular de M.pyrifera. El método desarrollado sirve como primera aproximacion al potencial del alga
parda como fuente de antioxidantes industriales y puedes utilizarse como punto de partida en un
proceso de optimizacion.

Con el objetivo de mejorar la actividad antioxidante y la obtencidn de extracto mas puros se
recomiendan seleccionar el tamafio de particula de las muestras a tratar, la eliminacién de
moléculas interferentes como lipidos y polisacaridos previo a la extraccidn en solvente y una etapa
de filtracién posterior a la misma. Para aumentar el rendimiento de los polifenoles extraidos se
recomienda la utilizacidon de enzimas como alginato liasas y proteasas durante la extraccion.
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A pesar del bajo rendimiento masico de los polifenoles extraidos, es posible combinar la produccién
de los antioxidantes y etanol debido a la gran cantidad de biomasa procesada para la obtencion de
una produccion industrial. La produccién actual de M.pyrifera en la X regidn del pais permite la
obtencidon de 1,88 toneladas de antioxidantes polifendlicos desde el alga, representando un 0,015%
del mercado global de polifenoles al aifio 2011.
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7.Anexos

Anexo N°1

Exportaciones de algas chilenas.

TIPO DE PRODUCTO

TOTAL 64.0J9.6 | T74.095,0 157 | 160.914,6 | 183.321,3 13,9 2,5 2,5 =15
ALGAS SECAS 56.160,7 | 65.000,9 157 | 60.6414 | T70.443,1 16,2 11 11 04
CHASCON O HUIRQ NEGRO 350663 | 402730 149 317954 | 348282 9.5 029 ne -4,6
HUIRD PALD 8.775,1 10961,3 248 9.5528 13.050,1 366 1,1 1.2 94
LUGA NEGRA 27118 5.0005 g7 4.696,6 101252 1156 1,7 20 14,8
LUGA ROIA 1.766,1 1.116,2 36,8 35808 27085 -24.4 20 24 19,7
OTRAS 75549 -57 | 110156 9.730,7 -11.7 14 1.3 8.3
PRODUCTOS DERIVADOS 18389 9.094,0 153 [ 100.273,2 | 112.878.3 12,6 12,7 124 -2,3
AGAR 1.985,1 1.169,6 9.3 | 333295 | 36.601,5 9.8 168 16,9 0,5
PELILLD 1.979,1 2.169,6 9.6 33.219,1 366025 10,2 16,8 169 0,5
CHASCA &6.0 S/E N,/ C 1104 S/E N/C 184 N,/ C N/C
POLIMERO NATURAL 185,6 1.082,7 318 125063 | 17.045,2 36,3 159 15,7 -1,1
CHASCON O HUIRD NEGRO 7856 1.082,7 378 12.506,3 170452 36,3 159 15,7 -1,1
COLAGAR 33,0 170,38 Nnis 165,7 143,71 349,0 50 a4 -13,3
PELILLO 330 170,58 4175 1657 7437 3490 50 44 -13.3
CARRAGENINA 45069 49919 10,9 417275 | 50.552,9 59 106 10,1 -4.5
LUGA LUGCA 4.5054 49979 109 477198 | 505529 59 10,6 10,1 -4.5
ALGAS 5/E 1.5 S/E N/ C 7 S/E N/C 51 S/E N/C
ALGINATOS 1 578,3 673,1 16,4 6.544,2 19339 21,2 113 11,8 42
CHASCON O HUIRD NEGRO 5783 673,1 164 6.544,2 79339 21,2 11,3 1.8 42

1/ Ingluye Agido Alpinies, Alginato de Sodi y Alginato de Potasio

Figura 2.Exportaciones algas chilenas 2009,2010.
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Anexo N°2

Macrocystis pyrifera
Esta alga parda presenta una distribucidon geografica que incluye ambos hemisferios localizandose
principalmente a lo largo de las costas del Pacifico en América del norte y del Sur, Sudafrica, Australia
y Nueva Zelanda. En Chile se encuentra desde Tocopilla hasta el Cabo de Hornos, sus poblaciones
forman cordones continuos paralelos a la costa, de hasta 100 metro de ancho, habitando
preferentemente zonas protegidas y semiprotegidas del oleaje. La especie se caracteriza por formar
densos bosques con ejemplares de hasta 30 metros de longitud, creciendo fijas al sustrato mediante
un granpon o disco adhesivo de hasta 40 cm de didmetro y 35 cm de altura [52].Este espécimen
juega un rol principal ecolédgico productivo, siendo la base de la cadena troéfica (como otras grandes
algas pardas del género Lessonia, Durvillacea y Macrocystis) en ambientes marinos al ser alimento
de moluscos y peces herbivoros. Ademas sirve de sustrato, lugar de refugio, de asentamiento larval

y crianza de juveniles para invertebrados y peces [52].

Figura 3. Macrocytis pyrifera en su ambiente natural. a. muestra la gran longitud que puede alcanzar el alga. b .muestra
el detalle de los aerocistos y comienzo de las frondas del alga.[53]

Las algas tienen muchas formas diferentes, pero hay algunos términos para describir las diferentes
partes comunes a muchos tipos de algas. Las algas no tienen raices que transportan agua y
nutrientes como las plantas terrestres. En cambio, poseen un " disco adhesivo " que ancla las algas
a un sustrato. Los" hapterios " similares a dedos pueden ser parte del disco adhesivo, asegurando
el alga contra corrientes muy fuertes y rompeolas. Las algas absorben gases, minerales y nutrientes
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directamente de las aguas que las rodean en vez de a través de las raices y los tejidos internos, y la
fotosintesis utilizando clorofila. Muchas, pero no todas las algas marinas tienen un " estipe”, que
corresponde al tallo en las plantas terrestres, y puede haber estipes o laminas o frondas (simil a
hojas de las plantas) que se extienden ya sea desde un estipe o directamente desde el disco
adhesivo. [54]

Basandose en la descripcién anterior, esta alga presenta 4 o 5 estipes ramificados cerca del disco
adhesivo, Laminas inclinadas largas se desarrollan en intervalos irregulares a lo largo de cada estipe,
con un solo aerocisto ovalado y alargado (vejiga llena de gas) en la base de cada ldmina (ver figura
2). Estos ayudan a mantener las algas en posicidn vertical, lo que maximiza la cantidad de luz del sol
gue las hojas reciben. Las palas aplanadas, que se desarrollan a través de la separacion de una
pequefia hoja terminal, son onduladas o arrugadas con dientes marginales, y pueden crecer hasta
70 centimetros de longitud. Las frondas de Macrocystis pyrifera, especialmente hojas maduras que
estdn cerca de la superficie , tienen las mas altas tasas de fotosintesis mientras que los discos de
fijacién no realizan fotosintesis. Los estipes unidos a las frondas contienen tubos cribosos, que son
estructuras que transportan los productos de la fotosintesis y minerales en una forma analoga a los
movimientos de la savia de las plantas vasculares. A través del uso de los tubos cribosos, productos
fotosintéticos en exceso pueden moverse hacia abajo a las porciones basales de poca luz del alga
donde se necesitan. Estructuras reproductivas llamadas espordfilos estan situados justo encima del
disco adhesivo. [54]

Ulva rigida
Ulva rigida es un alga de color verde brillante, del género ulvales, con una variedad de formas de
crecimiento conocidas cominmente como lechugas de mar (todas comestibles). Las hojas laminares
poseen dos capas de células y pueden crecer en forma de pequefias hojas que forman céspedes
parecidas a una alfombra, o como racimos de varias hojas grandes, o en solitario. En su forma mds
grande, Ulva rigida puede alcanzar hasta 10 centimetros de altura, pero el tamarfio y la forma de la
hoja son a la vez altamente variable. Las [dminas pueden ser planos o con volantes, a veces teniendo
muchos pequefios agujeros (perforaciones). Sin embargo, las caracteristicas definitorias de Ulva
rigida son comunes entre todas las formas de crecimiento: las dos capas de células de las hojas son
facilmente separables, y los discos de fijacion se componen de muchas rizoides pequefias y oscuras
gue estan ausentes en otras especies de Ulva. Ulva rigida es comun en aguas intermareales y
submareal somera, a menudo se encuentran en pozas. Esta alga es capaz de soportar la alta
variacion en la salinidad y quimica del agua y en realidad parece preferir zonas con aporte de agua
dulce, con una distribucion mundial en los mares templados y célidos. Ulva rigida, como todas las
especies de Ulva, es un colonizador temprano, de rapido crecimiento. Si se mantiene bajo control
por la herbivoray el agua limpia, Ulva rigida es un importante productor primario en los ecosistemas
intermareales. Sin embargo, cuando los niveles de nutrientes se incrementan, a menudo debido a
la contaminacidn, Ulva rigida puede crecer a niveles molestos y formar floraciones de macroalgas

denominadas " mareas verdes” [55].Existen estrategias de reproduccién para estas algas en

consumo humano y como biofiltro en piscicultura [56]
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Figura 4.Ulva rigida sobre roca.[45]

Un andlisis proximal realizado a las muestras de algas utilizadas, da cuenta del aporte De los

principales componentes. Dentro del extracto no nitrogenado (E.N.N) se agrupan todos los

nutrientes no evaluados en los items anteriores del analisis proximal, constituido principalmente

por carbohidratos digeribles, asi como también vitaminas y demds compuestos orgdnicos solubles

no nitrogenados, entre los que se encontrarian los compuestos polifendlicos.

3. RESULTADOS

PARAMETRO METODOLOGIA FECHA UNIDAD RESULTADO
ANALISIS
Gravimetria, secado a 103°Cx
HUMEDAD* 3 hrs hasta peso constante 08-07-2013 % 10,52
(1)
MATERIA GRASA g';’(;‘;“" AEI ISP 2 07/08-08-2013 % 2,04
PROTEINA (Nx6,25) | Kjekdaht  (6) (4) 14-08-2012 % 19,63
FIBRA CRUDA Hidrélisis dcida-alcalina (4) 14/15-08-2013 % 5,10
. Gravimetria, calcinacion a
CENIZAS 550 +1- 25°C x 8 hrs (1) (4) 19/20-08-201 % 16,51
| EXTRACTO NO n/a 0
NITROGENADO PRONER S % 46,2
BEERICe Formuta Atwater (5) n/a Kcl/100g 281,68

Figura 5.Analisis proximal para Ulva rigida. Cosecha marzo 2013
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3. RESULTADOS

PARAMETRO METODOLOGIA FECHA UNIDAD RESULTADO
ANALISIS
Gravimetria, secado a
HUMEDAD* 103°Cx2 hrs hasta peso 20-08-2013 % 15,99
constante (1)
MATERIA GRASA g‘;’(’z""‘ i 26/27-08-2013 % 5,42
PROTEINA (Nx6,25) Kieldahl  (5) (4) 19-08-2013 % 9,59
FIBRA CRUDA Hidrdlisis acida-alcalina (4) 26/27-08-2013 % 7,62
" Gravimetria, calcinacion a
CENIZAS 5500 +/- 25°C x 8 hrs (1) (4) 20/21-08-2013 % 25,16
ﬁﬁggg%% Fowu e na % 36,22
kg Formula Atwater (6) na Kcl/100g 232,02
Figura 6. Analisis proximal para Macrocytis pyrifera. Cosecha junio 2013
Anexo N°3
publicaciones cientificas sobre antioxidantes
naturales
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Figura 7.Numero de publicaciones cientificas relacionadas con antioxidantes naturales. Fuente: www.pubmed.com

56



http://www.pubmed.com/

Anexo 4

Preparacion reactivo DNS

1. Disolver bajo agitacion magnética:

3,53 [g] 3-5-acido dinitrosalicilico
6,60 [g] Hidréxido de sodio en pellet
472 [ml] | H,O0 mili-Q

2. Luego agregar:

102[g] Na-K Tartrato
2,53 [ml] | Fenol (parcialmente fundido a 50[°C] en bafio Maria)
2,77 [g] Metabisulfito de sodio

Guardar tapado de la luz.
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Anexo 5

Calculo participacién en el mercado mundial de polifenoles

En la X regidn de Chile, se producen 470 toneladas al afio de alga M.pyrifera.

El rendimiento masico mdximo obtenido en la presente memoria corresponde a un 0,004% en peso
de polifenoles totales. La produccién anual de polifenoles de algas en la X regién se calcula como:

470[ton/afio] * 0,004% = 1,88 [ton/aio] polifenoles totales

El consumo mundial de antioxidantes al afio 2011 fueron de 12.200 ton. Por tanto la participacion
de Chile, considerando sélo la produccién de la X regién se calcula como:

ton
1,88[=
—ano”_ , 100 =0,0156%

12.200[22]

Para obtener la participacidn esperada en el caso en que se otorguen la totalidad de concesiones de
cultivo de M.pyrifera asociadas al proyecto BAL S.A. se realizd el siguiente escalamiento:

El drea de cultivo al afio 2011 correspondiente al alga parda en la X regidn es de 29 hectareas, con
una produccidn de 470 [ton/afo].

Las concesiones en tramitacion la SubPesca corresponden a 8.000 ha de cultivo. Sila produccidén por
area es en promedio la misma que para el afio 2011, entonces la produccidn escalada se calcula
como:

ton

8.000[ha] = 470[an0 12965517 [ton] l
= 655,17 || algas

29[ha]

129.655[ton/aio] * 0,004% = 518,6 [ton/afio] polifenoles totales

Cuya participacion en el mercado global corresponde a:

ton
518,6[m]
ton
aﬁo]

«100 = 4,25%
12.200]
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