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RESUMEN

Determinacion de fenoles totales y actividad sobre la 15-lipoxigenasa de extractos

de Arthrospira platensis producidos con captura de CO,

La espirulina (Arthrospira platensis), es una microalga cuyos estudios han
demostrado que posee actividad antioxidante, antiviral, antihistaminica,
antiinflamatoria e inmunoestimulante, ademas de presentar efectos antianémicos,
anticancerigenos, anticoagulantes, antigenotoxicos, antihepatotoxicos,
antiparasitarios, hipoglicemiantes e hipolipidémicos. Dentro de los estudios de la
actividad antinflamatoria de esta microalga, no se encontré6 ningun antecedente

gue demuestre su efecto inhibitorio sobre la 15-lipoxigenasa.

En esta memoria se realizdé un estudio comparativo entre distintos cultivos de
A. platensis utilizando dos fuentes de CO, en distintas concentraciones. Las
variables comparadas fueron: crecimiento y produccion de biomasa de los cultivos,
rendimiento y perfil cromatografico por cromatografia en capa fina y por CLAE-
DAD de los diferentes extractos, contenido total de fenoles, asi como también la
actividad inhibitoria de la 15-lipoxigenasa de soya de los extractos etandlicos que

fueron los que presentaron una mayor cantidad de compuestos fendlicos.

El crecimiento y produccion de biomasa resulté mayor para los cultivos a los
que se le adicionaron CO,, ya sea proveniente de Indura o de la viiia Miguel
Torres, respecto a los cultivos controles, que no recibieron aporte extra de CO».

El rendimiento de los extractos etandlicos de los cultivos que recibieron aporte

de CO,fueron los que alcanzaron un mayor valor.

El CO, produjo un cambio en la cantidad de compuestos fendlicos, los cuales
aumentaron hasta un 50%, lo cual se evidencié mediante el ensayo de Folin-
Ciocalteau. Se comprob6 la ausencia de acido galico, acido cafeico y acido

ferulico por CLAE-DAD, utilizando los patrones correspondientes.
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Dos extractos etandlicos Bv y Cv (obtenidos desde la biomasa cultivada con
2,5y 5,0 % de CO, provenientes del gas de fermentacion de la viiia Miguel Torres)
presentaron un porcentaje significativo de inhibicion de la 15-lipoxigenasa de soya
de un 29,5 £ 6,2 y un 48,5 = 1,1 ug/mL respectivamente. Dichos porcentajes de
inhibiciébn son menores a los obtenidos con el compuesto de referencia (acido

cafeico).

Xiv



ABSTRACT

Determination of total phenols and activity on 15-lipoxigenase of extracts of
Arthrospira platensis produced with CO, capture

Spiruline (Arthrospira platensis), is a microalgae whose studies shows that it
has antioxydant, antiviral, antihistaminic, antiinflammatory and inmunoestimulant
activity, further, effects such as antianemic, anticancerous, anticoagulant,
antigenotoxic, antihepatotoxic, antiparasitic, hypoglycemic and hypolipidemic were
also reported. Within the studies of the antiinflammatory activity of this microalgae,

there are no antecedents of it’s inhibitory effect on 15-lipoxigenase.

On this work, a comparative study from distinct cultures of A. platensis using
two sources of CO, in several concentrations was performed. The compared
variables were: growth and production of biomass of the cultures, yield and
cromatography profile by thin layer cromatography and for HPLC-DAD of the
different extracts, total content of phenols, and inhibitory activity of soy 15-
lipoxigenase of the ethanolic extracts that presented a higher content of phenolic

compounds.

The cultures that presented a higher cellular growth rate and a higher
production of biomass were the cultures with addition of CO,, either from Indura or
Miguel Torres vineyard, in regard of the control cultures that does not received
additional CO,. The vyield of the ethanolic extracts of the cultures that received

additional CO, showed the highest value.

CO, addition produced a change in the amount of phenolic compounds,
increasing it's concentration in 50%, which was evidenced through Folin-
Ciocalteau test. The absence of gallic acid, caffeic acid and ferulic acid was proved
by HPLC-DAD, using the corresponding patterns.
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Two ethanolic extracts, Bv and Cv (extracted from biomass cultivated with 2,5
and 5,0 % of CO, from fermentation gas from Miguel Torres vineyard) exhibit a
significant inhibition percentage of soy 15-lipoxigenase of 29,5 + 6,2 and 48,5+ 1,1
Mg/mL respectively. These percentages of inhibition are smaller compared with the

reference compound (caffeic acid).
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Introduccién

1. INTRODUCCION

Arthrospira platensis Gomont 1892 (sin. Spirulina platensis Geitler 1925), cuyo
nombre vulgar es espirulina, al igual que todas las especies del género
Arthrospira, se encuentran habitando tanto aguas alcalinas como aguas dulces
tales como rios y manantiales [Ramirez y Olvera, 2006; Gershwin y Belay, 2008;
Grande et al., 2009].

Respecto a su morfologia, es una cianobacteria que forma colonias
filamentosas en forma de espiral con una vaina externa mucilaginosa. Las
dimensiones celulares, dependen del enrollamiento celular y del largo que pueden
llegar a ser los filamentos, que regularmente son solitarios y flotan libremente
(Fig.1). La pared celular de estas microalgas tienen una estructura y composicion
caracteristica de las bacterias Gram-negativas constituida por peptidoglicano
[Rodriguez y Triana, 2006].

El interés inicial de espirulina se centrd principalmente en la riqueza de su
contenido de proteinas, vitaminas, aminoécidos esenciales, minerales y acidos
grasos esenciales (anexo |). Estd compuesta en un 60-70% de proteinas de su
peso, contiene aminoacidos esenciales, incluyendo la leucina, isoleucina y valina.
Es una rica fuente de vitaminas, especialmente vitamina Bi, y provitamina A (-
caroteno), y minerales especialmente hierro [Belay, 2002]. También contiene
pigmentos como carotenos, clorofila a y b y ficocianina; este dltimo utilizado en
industrias de alimentos y cosméticos [Loreto et al., 2007; Abd El-Baky et al., 2008;
Licet, 2008].

Otro atributo nutricional de A. platensis incluye los acidos grasos insaturados
esenciales, uno de los mas importantes es el acido y-linolénico (6,9,12-acido-
octadecatrienoico) del cual esta microalga tiene un alto contenido [Koru, 2012].

El uso de A. platensis como alimento de humanos data desde los tiempos
precolombinos, donde los aztecas la utilizaron como alimento y actualmente es

consumida en forma de pastas y sopas por tribus africanas [Licet, 2008].
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Dentro de los trabajos méas importantes que se han realizado con esta
cianobacteria, pueden mencionarse los relacionados con su utilizacion como
suplemento alimenticio en dietas para humanos y animales, reductor del apetito,
acuicultura, biorremediaciéon, y como indicadoras y/o depuradoras de aguas
contaminadas [Licet, 2008]. Por lo tanto, buscar innovaciones en las condiciones
de cultivo es necesario para obtener una éptima productividad de biomasa.

Los numerosos parametros que pueden influir en el crecimiento
de las microalgas son: luz, temperatura, salinidad, adicion de diéxido de carbono
(CO) y de nutrientes, tamafio del ind6culo, agitacion, pH,
entre otros [Ravelonandro et al., 2011].

Los diferentes estudios muestran que agregar CO, al medio de cultivo de
Arthrospira spp. en reactores cerrados, podria mejorar su tasa de crecimiento,
debido a que produce wuna disminucion del pH evitando condiciones
excesivamente alcalinas (para un 6ptimo crecimiento el pH debe ser inferior a 11)
[Gordillo et al., 1999; Ravelonandro et al., 2011].

El uso del CO, que se libera a la atmdsfera como una posible fuente de
carbono para el cultivo de microalgas puede ayudar a atenuar las consecuencias
del efecto invernadero, que es producido, por ejemplo, por las industrias de
fermentacion [Ravelonandro et al., 2011]. Este efecto invernadero es un problema
que preocupa a la comunidad cientifica internacional, por las consecuencias
negativas que tiene sobre el medio ambiente y el hombre, ya que no sélo produce
un aumento de la temperatura de la tierra, sino que también esté relacionado con
fendmenos climaticos catastréficos o extremos como: tormentas atipicas o sequias
prolongadas, entre otros cambios [Rojas, 2004].

Desde el punto de vista farmacoldgico, varios estudios han demostrado que
los extractos etandlicos, hidroalcohdlicos y acuosos de A. platensis podrian tener
ventajas fisiologicas tales como antioxidante, antimicrobiano, propiedades

antiinflamatorias, antivirales o antitumorales [Jaime et al., 2005].
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También, investigadores han reportado efectos terapéuticos de Arthrospira spp.
como un probidtico y estimulador del sistema immune en animales incluyendo los
peces, ya que aumenta el crecimiento de varios tipos de leucocitos [Koru, 2012].

Varias de esas actividades se deben a algunos de sus constituyentes, entre
los que destacan el acido graso poliinsaturado w-6, B-caroteno, a-tocoferol,
ficocianina, compuestos fenodlicos y un polisacarido llamado ca-spirulan (Ca-SP)
[Chamorro, 2002].

Arthrospira spp. contiene una variedad de antioxidantes, que incluyen al acido
ascorbico (vitamina C), a- tocoferol (vitamina E), caroteno y compuestos fendlicos.

Los polifenoles constituyen uno de los mas numerosos y representativos
grupos de metabolitos secundarios de las plantas [Vidal et al.,, 2001]. Son
antioxidantes activos que corresponden a un conjunto heterogéneo de moléculas
que comparten la caracteristica de poseer en su estructura varios grupos
bencénicos, sustituidos por funciones hidroxilicas [Ortiz, 2011].

Los mecanismos de accion por los cuales los distintos polifenoles cumplen sus
funciones antioxidantes, pueden ser variados, sus formas mas comunes de actuar
son:

= Como antioxidante propiamente tal, neutralizan los radicales libres; evitando
que su electron desapareado sustraiga electrones de otras moléculas
constituyentes del medio donde se encuentra. Esta accion impide que se
genere una reaccion en cadena, conocida como estrés oxidativo [Ortiz,
2011].

» En forma indirecta, actGan como agentes quelantes de iones metales de
transicion; es decir, se unen a estos iones reduciendo su capacidad de
formar radicales libres [Casares, 2010].

= Debido a sus propiedades de solubilidad, pueden localizarse sobre las
particulas de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), disminuyendo el
consumo de antioxidantes propios de las LDL, como vitamina E vy
carotenoides, y en algunos casos regenerando la vitamina E oxidada en la
particula de LDL [Casares, 2010].
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= Preservan la actividad de la paraoxonasa, enzima asociada a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), permitiendo que se hidrolicen y
regeneren los lipidos oxidados presentes en las LDL, estabilizando estas
moléculas [Ortiz, 2011].

= Algunos polifenoles inhiben oxigenasas celulares y por tanto la produccion
de especies oxidantes del oxigeno y del nitrégeno dentro del cuerpo
humano [Ortiz, 2011].

Diversos extractos acuosos o alcohdlicos de esta microalga pueden neutralizar
una variedad de radicales in vitro y exhibir una actividad antioxidante in vivo
[Gershwin y Belay, 2008].

Miranda et al., 1998, determinaron la actividad antioxidante de un extracto
metandlico de Arthospira. spp. tanto in vitro como in vivo. El ensayo in vitro de la
peroxidacion lipidica producida en cerebro homogenizado de rata fue inhibida casi
un 95% con 0,5 mg de extracto. El ICsy del extracto metandlico en este sistema fue
de 180 pg. Mientras que en el ensayo in vivo para determinar las sustancias
reactivas con el &cido tiobarbitarico (TBARS), la actividad antioxidante del plasma,
expresada como porcentaje de inhibicion de TBARS producido en homogenado de
cerebro de rata, fue de un 97% y 71% para el grupo experimental (que recibia
diariamente una dosis de 5 mg de extracto metandlico de espirulina'y de un 74% y
54% para el grupo control (sin extracto agregado) después de 2 y 7 semanas
respectivamente. El efecto antioxidante fue atribuido al trabajo individual o en
sinergia de los compuestos fendlicos tales como: el &cido cafeico, salicilico,
clorogénico, entre otros; ademas de [ caroteno y tocoferol, los cuales se
encuentran en el extracto metandlico de Arthrospira. spp.

Abd El-Baky et al., 2009, observaron que los extractos etandlicos ricos en
compuestos fendlicos de Arthrospira spp. tienen la capacidad de decolorar el
radical DPPH.
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El rango de valores de ICso del extracto etandlico de Arthrospira spp. fue de
23,22 a 35,62 pg/mL, los que comparados con 18,8, 16,6 y 14,80 mg/mL del a-
tocoferol, butil hidroxitolueno (BHT) y butil hidroxianisol (BHA) respectivamente,
resulta una actividad de apagamiento del radical 2,2 difenilpicrilhidrazil (DPPH) por
esta microalga comparable a estos antioxidantes comerciales. Ademas postularon
gue el extracto etandlico podria proteger el higado contra la peroxidacion lipidica
inducida por CCl4 in vitro.

Estudios quimicos previos realizados sobre esta microalga describen la
presencia de flavonoides y compuestos fendlicos a partir de extractos etandlicos
[Abd El-Baky et al., 2009]; identificandose ademas los principales acidos fendlicos:
galico, cafeico, salicilico, cinamico, clorogénico, cumarico y ferulico, todos con
actividad antioxidante [Miranda et al., 1998] y antiinflamatoria [Vidal et al., 2001;
Fernandez y Torres, 2005] (Fig.2).

Se ha postulado que los mecanismos moleculares que explican la propiedad
antioxidante de esta microalga son la capacidad que muestran sus compuestos
fendlicos de neutralizar los radicales libres donando hidrogenos o electrones y por
su potencial como agentes reductores, y agentes quelantes [Vidal et al., 2001].
Mientras que su actividad antiinflamatoria se debe a que estos compuestos
ejercen su accion farmacoldgica interfiiendo la produccién de diferentes
mediadores quimicos del proceso inflamatorio, donde destaca el 4cido cafeico por
su propiedad antioxidante, asimismo inhibe la produccion de 6xido nitrico (NO),
inhibe la 5-lipoxigenasa (5-LOX) reduciendo la produccion de leucotrieno B, (LTB,)
[Fernandez y Torres, 2005].

Los objetivos de esta memoria son: realizar un estudio comparativo entre
distintos cultivos de Arthrospira platensis sometidos a diferentes concentraciones y
fuentes de CO; (de la vifia Miguel Torres y de Indura), evaluando en forma
comparativa el porcentaje de crecimiento y produccién de biomasa, rendimientos y

contenido de fenoles totales de los extractos.
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Ademas de analizar comparativamente por cromatografia en capa fina y por
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detector UV con arreglo de
fotodiodos (CLAE-DAD) el perfil de compuestos fendlicos de los diferentes
extractos. Los extractos etandlicos fueron evaluados para determinar su actividad
inhibitoria sobre la 15-LOX de soya ya que presentaron un mayor contenido de
fenoles totales.

Figura 1: Arthrospira platensis vista del microscopio a 400x, en cultivos y como biomasa
seca respectivamente.
(Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/Microphyte, 2014)
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Figura 2: Principales acidos fendlicos descritos previamente en Arthrospira platensis.
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2. HIPOTESIS

= Arthrospira platensis cultivada con distintas concentraciones de CO, de dos
origenes, presenta diferencias en el crecimiento y produccion de biomasa, en
los rendimientos, contenido de fenoles totales y perfil de compuestos fendlicos
de los diferentes extractos.

» La actividad inhibitoria de la 15-lipoxigenasa de soya de los extractos

etandlicos se debe a la presencia de compuestos fendlicos.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existen diferencias en cuanto a la composicion quimica y el
comportamiento entre los extractos obtenidos de cultivos de Arthrospira platensis

producidos con CO; en distintas concentracionesy proveniente de dos origenes.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar en forma comparativa la cantidad de biomasa producida por los
diferentes cultivos de Arthrospira platensis con distintas concentraciones y
distintos origenes de COs,.

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

Demostrar si los aportes de CO, producen un cambio en el perfil de
compuestos fenolicos de los distintos extractos obtenidos desde diferentes
cultivos de esta microalga.

Determinar la inhibicion de la enzima 15-lipoxigenasa de soya de los extractos

con mayor contenido de fenoles totales.
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4. MATERIALES Y METODOS

El disefio experimental se realizé de acuerdo al siguiente esquema (Fig.3).

4.1 Reactivos

Los cromatofolios de gel de silice 60 Fs4, €l reactivo de Folin-Ciocalteu, asi
como también los solventes de grado de laboratorio rectificados utilizados para
realizar las extracciones (hexano, diclorometano y etanol), el agua y metanol
grado HPLC usados en los experimentos fueron suministrados por Merck
(Darmstadt, Alemania).

El patron de acido cafeico, acido galico y acido ferulico fueron adquiridos
desde Sigma-Aldrich, USA.

Kit de inhibicién de la enzima lipoxigenasa “Lipoxygenase inhibitor screening
assay kit” (Item N° 760700), 15-lipoxigenasa soya item N° 60700, Cayman
Chemical Company, USA. Cualquier otro reactivo fue de grado analitico.
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Obtencion de cultivos de Arthrospira platensis
incorporando CO;
Vifia (n= 4) e Indura (n=4)

.
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Figura 3: Esquema general del disefio experimental.

EHEX= extracto hexanico de A. platensis; EDCM= extracto de diclorometano de A. platensis; EET=
extracto etandlico de A. platensis; CCF= cromatografia en capa fina; F-C= Folin-Ciocalteu; CLAE-
DAD= cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a detector UV con arreglo de fotodiodos.
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4.2 Cultivos de la cianobacteriaincorporando CO;

Los cultivos se realizaron con la cepa de Arthrospira platensis, que se obtuvo
de la coleccion de microalgas de la Universidad de Coimbra (UCO), Portugal, en el
afio 2009 (PCO-20090605). Tanto el desarrollo de los cultivos, asi como la
obtencion de la biomasa de esta microalga se realizaron en las dependencias del
Laboratorio de AeonBiogroup.

Los cultivos se iniciaron con un tamafio de indculo de 157 mL correspondiente
a 0,4 UA a A=584 nm, en matraces erlenmeyer de 1 L de capacidad, empleando el
medio Zarrouk al 20% (anexo Il). La mezcla de reactivos mas el agua destilada
para la preparacion de este medio de cultivo, se esterilizO en autoclave (20
minutos a 15 Ib pgl®) para volimenes menores a 3 L [Castro y Navarro, 2009]. Asi
mismo, todos los recipientes utilizados para el cultivo de microalgas asi como todo
material que entr6 en contacto con el cultivo fue autoclavado previamente
[Martinez, 2008].

En total se montaron 8 tipos de cultivos de la microalga Arthrospira platensis
en quintuplicado. Las diferencias entre ellos corresponden a la concentracion de
COgincorporado (0; 2,5; 5y 7,5% de CO,) mas el tipo de fuente del cual proviene
este gas. Uno de los tipos de CO, suministrado se obtuvo mediante la
fermentacién del vino de la vifia Miguel Torres (anexo lll), mientras que el otro se
trata de CO, grado alimenticio (Indura) (Tabla 1).

La linea A estuvo a una concentracion aproximada de CO, de 0%, la B a
2,5%,laCab5%ylaD a 75%. Por ejemplo, para la linea A cada matraz estaba
etiquetado con su denominacién, Al, A2, A3, A4, A5.
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Nombre cultivo | % de CO2 + aire | Fuente de CO2
Av 0 vifia
Bv 2.5 vifia
Cv 5 vifia
Dv 7,5 vifa
Al Indura
Bi 2.5 Indura
Ci 5 Indura
Di 7,5 Indura

Tabla 1: Denominacién y aportes de diferentes cantidades de CO, de los cultivos de
Arthrospira platensis.

Las condiciones de cultivo que se utilizaron para favorecer su crecimiento
fueron: fotoperiodo 9:15 horas (luz: oscuridad) para lo cual se ocuparon lamparas
fluorescentes acopladas a un temporizador, aireacién constante, pH entre 9-10 y
temperatura 25 + 2°C [Santiago, 2004; Rodriguez y Triana, 2006].

Estos factores influyeron en el crecimiento de A. platensis y en la composicion
de su biomasa producida por cambios en su metabolismo, los cuales modificaron
considerablemente la produccion de sus principales componentes [Vieira et al.,
2003; Licet, 2008].

El suministro diario de CO, fue de 4 horas continuas y el porcentaje de CO,
entregado en cada linea de cultivo, se establecié gracias a un medidor de
concentracion de CO, (CO, meter), con el fin de que se conserven los valores (en
%) sefalados anteriormente (Fig. 4). Cada linea de cultivo tuvo 6 salidas con
mangueras que llevaron el aire y el CO», los cuales fueron mezclados previamente
gracias a un “blower”. Una de estas salidas estuvo libre y se conecté el medidor de
CO, para medir la concentracion de este.

11
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Figura 4: Monitoreo del % de CO, a los cultivos (a) Valvula que regula el flujo de CO, en
una linea de cultivo; (b) Medicién del % de CO, desde los cultivos.

4.3 Determinacién del crecimiento celular

El crecimiento de los cultivos de Arthrospira spp., se monitore6 diariamente
utilizando los métodos de espectrofotometria y recuento al microscopio [Santiago,
2004]. Para esto, se esper6 que se cumpliera el periodo establecido de aporte de
CO; y una vez cerrado éste, se procedid a aforar cada matraz con agua destilada
y se obtuvieron las muestras. Estas fueron de 1,5 mL tomadas con una pipeta
plastica por cada matraz y se almacenaban en un tubo Eppendorf para su
posterior analisis, sin ser expuestas a la luz o al aire (Fig. 5).

Figura 5: Ejemplo de una toma de muestra de los cultivos de Arthrospira
platensis.

12
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4.3.1 Espectrofotometria

El crecimiento de los cultivos se midié diariamente registrando los cambios de
absorbancia por el crecimiento poblacional.

En el caso de las muestras de Arthrospira platensis, estas fueron diluidas a
1/8, es decir, 0,5 mL de muestra diluida en 3,5 mL de agua destilada (cada cubeta
tenia una capacidad de 4 mL), y medidas a una A= 584 nm con un
espectrofotometro uv-visible Jenway 6320D.

El valor de absorbancia no fue una medida real de biomasa, pero si permitio
observar los cambios de concentracion de un cultivo con el tiempo [Martinez,
2008]. Ademas, la exactitud de esta metodologia es alta y confiable [Rodriguez y
Triana, 2006].

4.3.2 Numero de células

La densidad celular se calcul6 diariamente mediante el recuento al
microscopio Quimis de alicuotas de 1 mL de muestra en una camara de
Sedgewick-Rafter (este tipo de camara es especifica para el conteo de microalgas

y permiti6 seguir el crecimiento del cultivo), se realizaron diluciones en caso

Sample infroduced (C)
at one comer
i\

necesario (Fig. 6).

Cover slip Chamber wall
atange
1o allow air to escape

Figura 6: (a) Camara de conteo Sedgewick-Rafter; (b) cuadrado con A. platensis a un
aumento de 40X; (c) forma de llenado de la misma respectivamente.

(Fuente: Technical Notes, Counting Chambers, Sedgewick-Rafter Counting Chamber. Pyser-SGl
Limited. United Kingdom, 2010)
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La densidad celular se calcul6é considerando el promedio de células (C) cada
15 cuadrantes (una fila al azar de 10 cuadrados y una columna al azar de 5
cuadrados) y la dilucién realizada (dil) (Ecuacion 1):

Densidad celular (cel x mL™) = C x 10° x dil

Ecuacion 1: Determinacion de la densidad celular de los cultivos

4.4 Obtencién de la biomasa

Los cultivos mencionados anteriormente fueron cosechados cuando cada uno
de estos alcanzé un volumen de 5 litros en la etapa de crecimiento celular
correspondiente al término de la fase exponencial (Fig.7, 9 y 10), a los 23 dias de
cultivo [Binaghi, 2003]. Se escogio esta fase, ya que en las préximas no hay un
incremento neto de la poblacion celular y luego viene la etapa de decaimiento del
cultivo. Después de pasar los cultivos por un sistema de filtrado con tamices se
obtuvo una masa semisélida moldeable (Fig.8), la que posteriormente fue llevada
al estante de secado que consta de un calefactor, un termémetro y varios pisos,
donde fueron ubicadas las bandejas con biomasa hiumeda a no méas de 40°C.
Cada linea cosechada (A, B, C, D) se agrup6 en una sola biomasa, las cuales se
relacionan a cada concentracion y tipo de CO, administrado, asi se obtuvieron 8
biomasas distintas. Una vez seca la biomasa (en forma de hojuelas) se transfirié a
una bandeja de aluminio. De esta forma, fue pesada y etiquetada con el nombre
de la linea (A, B, C, D) y tipo de CO,. Ademas, se almacenaron protegidas de la

luz y de la humedad para realizar los extractos.
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Figura 7: Fases del desarrollo de un cultivo de microalgas.

(Fuente: Manual ficol6gico algas para la vida, 2009)
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Figura 8: Procedimiento de cosecha de Arthrospira platensis (a) Biomasa al pasar por los
filtros; (b) Biomasa en bandejas al interior del secador.
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4.5 Preparacion de los extractos

Los diferentes extractos fueron obtenidos en el laboratorio de productos
naturales de la Universidad de Chile, asi como también se realizaron todos los
ensayos quimicos posteriores.

La biomasa seca y molida, correspondiente a 2,00 g por cada tipo de cultivo,
se macer6 con distintos solventes crecientes en polaridad (utilizando 200 mL de
cada uno), partiendo con hexano, siguiendo con diclorometano y terminando con
etanol. El extracto se filtré usando papel filtro Whatman No. 1, al filtrado se le
elimin6 completamente cada solvente por evaporacion a presion reducida y
secado utilizando un rotavapor Bichner, obteniéndose extractos concentrados
secos. El procedimiento de cambio de solvente, se realizé después de 24 horas de
agitacion continua y bajo condiciones de oscuridad, con la finalidad de obtener los
compuestos polares, presentes en el ultimo solvente [Valle et al., 2009; Viveros,
2009].

Se obtuvieron 8 extractos secos por cada solvente, correspondientes a las
distintas concentraciones de CO, administradas (0; 2,5; 5y 7,5% de CO,) tanto del
gas proveniente de Indura y de la vifia Miguel Torres. Luego todos los extractos
fueron analizados por CCF y sélo los EET por CLAE-DAD. Ademas, los EET de
los distintos cultivos fueron evaluados frente al ensayo de inhibicién de la 15-
LOXsoya. Se prepararon soluciones madres de 5 mg/mL para los analisis

cromatograficos y de 200 ug/mL para los ensayos de inhibicion de 15-LOXsoya.

4.6 Monitoreo de los extractos mediante cromatografia en capa fina
Los extractos obtenidos de hexano, diclorometano y etanol fueron sometidos a

la técnica de cromatografia en capa fina (CCF) conocida por ser eficaz y versatil

en la identificacion de posibles familias de compuestos [Mendiola, 2008].
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En el presente estudio se emple6 para comparar y determinar en forma cualitativa
grupos de compuestos descritos previamente en Arthrospira spp. como acidos
fendlicos y flavonoides, y como éstos variaban de un cultivo a otro. Con este fin los
cromatofolios fueron visualizados a 365 nm antes y después de revelarlos con el
reactivo NP/PEG.

Para llevar a cabo el andlisis se sembrd 6 veces cada extracto a 5000 ppm
sobre el cromatofolio. Una vez seca la muestra, se introdujo el cromatofolio en una
camara que contenia la fase movil, la cual se seleccion6 previamente, y es la
siguiente: hexano y acetona (60:40, v/v) [Abd El-Baky et al., 2008]. La fase movil
subié por capilaridad en el cromatofolio arrastré y separd los distintos
componentes de la muestra en funcion de su polaridad. Cuando la fase movil
alcanzé el borde superior del cromatofolio (0,5 cm), éste fue retirado de la camara
y secado a temperatura ambiente hasta total evaporacion de los solventes
[Queupil, 2011].

Las placas fueron observadas al visible y a luz ultravioleta a longitudes de
onda de 254 y 365 nm antes y después de revelar.

Los reactivos reveladores utilizados fueron: p- anisaldehido (PAS) (0,5 mL de
anisaldehido, 10 mL acido de acético glacial, 85 mL de metanol y 5 mL de acido
sulfarico concentrado), Liebermann- Burchard (LB) (5 mL de anhidrido acético, 5
mL de &acido sulfarico concentrado y 50 mL de etanol absoluto) o NP/PEG (2-
aminoetil difenilborinato al 1% en metanol y posterior aplicacion de polietilen
glicol). Liebermann- Burchard al visible detecta saponinas, esteroides vy
triterpenoides, de igual manera p-anisaldehido detecta este dltimo grupo, y
NP/PEG a 365 nm fenoles en general (flavonoides, acidos fendlicos, taninos, entre
otros).

Segun Wagner y Bladt, 1996, los compuestos fendlicos presentaron
fluorescencias amarilla, anaranjada o rojiza para flavonoides y blanco-azulada
para acidos fendlicos al UV-365 nm después de revelar con NP/PEG. Asi mismo,

fueron guardados registros fotograficos de cada cromatofolio.
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4.7 Determinacién de fenoles totales mediante la reaccién de Folin-Ciocalteu

Como el objetivo de esta investigacion fue determinar los posibles flavonoides
y acidos fendlicos presentes en los cultivos de Arthrospira platensis cultivados con
distintas inyecciones de CO, se cuantifico el contenido de fenoles totales solo de
los EET. Dichos extractos fueron los que presentaron mayores indicios de poseer
estos compuestos tras la realizacion del andlisis quimico por CCF. Se sabe
ademas que los compuestos fendlicos estan presentes en forma mayoritaria en los
extractos etandlicos debido a su naturaleza polar.

Para la determinacion de la cantidad de fenoles totales presente en los EET
de A. platensis se utilizé el ensayo colorimétrico de micro Folin-Ciocalteu, el cual
se fundamento en la reaccion de éxido-reduccién entre compuestos reductores y
el reactivo de Folin-Ciocalteu, en la cual ocurri6 una transferencia alcalina de
electrones reduciendo el complejo fosfomolibdico/fosfotiungstico a un cromoégeno
azul el cual fue medido por colorimetria [Pifia, 2011].

Se prepararon soluciones etandlicas a partir de los 8 EET de A.platensis a
una concentracion de [1,25 mg/mL]. Luego se tom6 100 pL de cada solucién en
tubos eppendorf ambar, las que fueron mezcladas con 100 pL del reactivo de Folin
Ciocalteu, se dejo reposar las muestras por 2 minutos. A continuacion se afadié
800 pL de una solucion 5% p/v de carbonato de sodio y se dejé reposar los 8
tubos por 20 minutos en un bafo termorregulado a 40°C, los que posteriormente
fueron enfriados en un bafio con hielo hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Finalmente se midi6 la absorbancia de las muestras a 765 nm en un
espectrofotometro Unicam UV-VIS [Cicco et al., 2009] (Tabla 2).

El valor de fenoles totales fue expresado en ug/mL de acido galico, para lo
cual se establecio una curva de calibracion en un rango de 2-8 pg/mL (Fig.14)
[Abd El-Baky et al., 2009].

El contenido de fenoles totales se determiné por triplicado mediante el analisis
de las ecuaciones obtenidas utilizando el programa Statgraphics Centurion.
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Los resultados se presentaron como mg &cido galico/ g de biomasa seca + SD
y como mg acido galico/ g de extracto + SD. La significancia de los resultados fue
determinada por el método ANOVA de una via y analisis de comparaciones

multiples de Tukey para no paramétricos.

Analisis Blanco
1. Solucién de extracto etanélico 100 uL —
2. Etanol — 100 pLL
3. Reactivo de Folin-Ciocalteu 100 uL 100 uL
Agitar y esperar por 2 min
4. Na2COs (5%) 800 uL | 800 uL
Agitar y se llevar a un bafio termorregulado a 40°C por 20 min
Enfriar y rdpidamente leer su absorbancia a 765 nm

Tabla 2: Protocolo de la determinacion de fenoles totales mediante la reaccion de Folin-
Ciocalteu.

4.8 Andlisis de los extractos mediante CLAE-DAD de los EET

El CLAE es una técnica utilizada para separar los componentes de una mezcla
basandose en los tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas
y la columna cromatogréafica.

En el presente estudio, se utiliz6 CLAE de fase reversa (RP-CLAE) la cual
consistié en una fase estacionaria apolar y una fase moévil de polaridad moderada,
en que el tiempo de retencidén fue mayor para las moléculas de naturaleza apolar,
mientras que las moléculas de caracter polar eluyeron mas rapidamente [Casares,
2010].

El perfil de los compuestos fendlicos determinado en forma comparativa de los
EET se evalu6 empleando un equipo de CLAE Waters 600 C acoplado a un
detector de arreglo de fotodiodos Waters 996 y equipado con un inyector
automatizado Waters 717 plus.

Antes de analizar las muestras fue necesario utilizar dos tipos de filtros:

1. Filtro de microfibra de vidrio GF/F 47 mm didmetro que retuvo la clorofila.
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2. Filtro de membrana de PVDF 0,22 um de poro/13 mm de diametro 1000/CX

que retuvo impurezas de la muestra y del solvente.

El método que se empled es una modificacion del desarrollado por Liang et al.,
2009. La separacion se realiz0 a temperatura ambiente en una columna Hibar
Purospher Star Merck RP-18 (250 mm x 4 mm de didmetro interno y 5 ym de
tamafio de particula), se utilizé como mezcla la fase movil isocratica compuesta
por acetonitrilo y acido formico 0,1% (12:88, v/v). El caudal de fase movil se
mantuvo constante a 1,0 mL/min y se utiliz6 una A= 280 nm. El volumen de
inyeccion fue de 20 uL de una disolucién de 5 mg de extracto en 1 mL de etanol.

El analisis de cromatogramas se realizé por medio del programa Empower

Pro.

4.8.1 Determinacion de la presencia de compuestos fendlicos previamente

descritos en Arthrospira ssp.

La determinacién de la presencia de los &cidos galico, cafeico y ferulico en los
EET se realiz6 por CLAE-DAD bajo las siguientes condiciones: columna Hibar
Purospher Star Merck RP-18 (250 mm x 4 mm de didmetro interno; tamafio de
particulas: 5 um), fase mévil isocratica acetonitrilo y acido férmico 0,1% (12:88,
v/v), flujo 1 mL/ min a A= 280 nm. Se emplearon estandares primarios de los

acidos fendlicos mencionados anteriormente.

4.9 Andlisis de la inhibiciéon de la enzima 15-lipoxigenasa de soya de los EET

Para evaluar la capacidad inhibitoria de la 15-LOXsoya y la ICsy de los
extractos etanolicos obtenidos, se utilizd el kit de inhibicion de la enzima
lipoxigenasa “Lipoxygenase inhibitor screening assay kit” (Cayman Chemical Item
N° 760700).

El ensayo de inhibicion de la enzima purificada 15-LOXsoya detectd y midio

los hidroperdxidos producidos en las reacciones de lipoxigenacion.
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4.9.1 Reactivos a preparar

Se requirié preparar antes del ensayo: un tampoén de ensayo (buffer) (Item N°
760710), el cual se diluy6é con 3 mL de tampon en 27 mL de agua grado HPLC
(0,1 M Tris- HCL, pH 7,4) y se almaceno a 4°C. CromoOgeno, se mezclé volumenes
iguales del Reactivo de revelado 1 (Item N°767011) y el Reactivo de revelado 2
(Item N°767012). El volumen de cromdgeno fue preparado dependiendo de la
cantidad de pocillos ensayados (100 uL por cada pocillo). Estdndar 15-LOXsoya,
en un vial se transfiri6 10 yL de la enzima, se diluyé con 990 pL del tampdn de
ensayo diluido y se almacené en hielo. Enzima 15-lipoxigenasa de soya (Item N°
60700) se diluy6 1:2000 yL de tampon de ensayo diluido. Sustrato: &cido linoléico
(Item N° 760716), en un vial se agreg6 25 uL del sustrato y 25 pL hidréxido de
potasio (Item N° 760713), esta mezcla se diluy6é con 950 pL de agua grado HPLC

(1 mM) y se almacené a -20 °C.

4.9.2 Protocolo del ensayo

El ensayo se realiz6 en triplicado y en distintas concentraciones para
determinar la concentracion inhibitoria cincuenta (ICso0) del compuesto de
referencia el acido cafeico. Para los EET obtenidos desde la biomasa de los
distintos cultivos de A. platensis, el ensayo se realiz6 a una concentracion de 200
pug/mL [Szymanowska et al., 2009].

En una placa de 96 pocillos se agreg6 lo siguiente (Tabla 3): el pocillo blanco
(A) 100 uL de tampdn, en otro se adicion6 90 pL de enzima LOX + 10 uL de &cido
cafeico para realizar el control positivo (pocillo B), luego en los pocillos (C) se
determiné el 100% de actividad, con 10 pyL del solvente de las muestras (etanol) +
90 uL de 15-LOXsoya. Los pocillos (D) se utilizaron para las muestras, donde se
agregaron 10 uL de los extractos etandlicos de Arthrospira platensis (200 pg/mL) o
de acido cafeico en concentracion ascendente (25-150 pg/mL) + 90 yL de 15—
LOXsoya [Szymanowska et al., 2009].

21



Materiales y métodos

Para comenzar la reacciéon se agregaron 10 yL de sustrato (acido linolé€ico),
luego se agitd por 5 min para que la reaccion ocurra. Para detener la catalisis de la
enzima y desarrollar la reaccion, se agregaron 100 yL de cromégeno a cada
pocillo, luego se agitd por otros 3 min y finalmente se leyé a A= 490 nm
[Yamamoto, 1992; Gaffney, 1996].

El analisis de datos se determind restando la absorbancia del blanco con
respecto a la absorbancia del 100% de actividad inicial, y de las muestras, con la
absorbancia del blanco. El porcentaje de inhibicidn (%l) se determiné con la
Ecuacion 2 [Yamamoto, 1992; Gaffney, 1996]. De la curva dosis-respuesta se
obtuvo la concentracion inhibitoria cincuenta ICso (concentracion en la que hay una
inhibicion del 50%).

%I = [(AC-AA) — (AD-AA) / (AC-AA)] x100

Ecuacion 2: Porcentaje de inhibicién de la enzima 15-lipoxigenasa de soya.

Dénde:
= AA/AC/AD= absorbancia de los pocillos A, C y D respectivamente
= AC-AA= Absorbancia inicial

= AD-AA= Absorbancia en presencia de las muestras
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MICROPLACAS A B C D
1. Tamp6n de ensayo 100 uL — — —
2. 15-LOXsoya — 90 uL 90 pL 90 pL
3. Acido cafeico = 10 pL = =
4. Solvente inhibidores — — 10 uL —
5. Muestras = = = | 10 pLL
Inicio de la reaccién
6. Sustrato | 10 L. | 10 uLL | 10 uLL | 10 uLL
Agitar y esperar por 5 min
7. Cromoégeno | 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL

Agitar y esperar por 3 min
Lector de ELISA a 490 nm
Volumen total | 210 puLL | 210 pL | 210 L | 210 puLL

Tabla 3: Protocolo del ensayo de inhibicion de la enzima 15-lipoxigenasa de soya.
A= Blanco; B= Control positivo; C=100% de actividad; D= Muestras

4.9.3 Expresion de resultados y analisis estadistico

Los resultados se expresaron como el promedio de tres determinaciones
independientes %l + S.D., los cuales fueron sometidos a analisis de varianza de
una via ANOVA vy test de Tukey mediante el software GraphPad Prism 5.0,

considerandose estadisticamente significativos para un p < 0,05 (anexo VI).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacién del crecimiento de los cultivos

Como todos los organismos fotosintéticos, A. platensis fue capaz de usar el
CO, como una fuente de carbono més la energia luminosa para su crecimiento,
como lo confirmaron algunos autores [Martinez, 2008; Ravendrolandro et al.,
2011].

El crecimiento poblacional, se demostré6 midiendo los cambios del numero de
células por mL asi como la absorbancia de los cultivos de Arthrospira platensis
con diferentes concentraciones y fuentes de CO, (Fig. 9 y 10) [Benoit, 2013;
Lizana, 2013]. Se aprecia, que después del montaje de los cultivos, el crecimiento
de esta cianobacteria en todos los tratamientos ensayados se mantuvo sin
cambios significativos durante los primeros dias, la tasa de crecimiento especifico
fue baja y se incrementé paulatinamente con el tiempo de desarrollo del cultivo y
la capacidad bioldgica de adaptacion de la cepa, lo cual es indicativo de una fase
de adaptacion o ajuste (Fig.7) [Rodriguez y Triana, 2006; Licet, 2008]. A partir de
alli, se observé un aumento del crecimiento, la fase exponencial, que se extiende
a lo largo del primer tramo lineal de mayor pendiente, comprobandose que los
cultivos de A. platensis se han adaptado a las condiciones de crecimiento. La
intensidad luminica no fue una limitante, y los cambios en la concentracion de
nutrientes causada por la adaptacién fueron tan bajos que el efecto en el
crecimiento del cultivo no fue significativo.

En un cultivo, sin luz ni nutrientes limitados, el incremento en la biomasa de la
microalga (expresada como peso seco, humero de células, densidad Optica, etc.)
por unidad de tiempo, fue proporcional a la biomasa inicial del cultivo [Rodriguez y
Triana, 2006]. El crecimiento continua hasta la tercera fase o de retardo, el cual es
mas lento porgue el aumento de la densidad celular impide la penetracion de la luz

al interior del cultivo por el llamado efecto de autoensombrecimiento.
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Esta fase de crecimiento lento no debe considerarse como una fase estacionaria,
puesto que no hay escasez de nutrientes y los cultivos estdn aumentando su
poblacién celular, sino como una fase de crecimiento exponencial lento por
limitacion de luz [Martinez, 2008].

Durante la cuarta fase (fase estacionaria), con una disminucién de la tasa de
crecimiento, el metabolismo oxidativo de sintesis de sustancias llega a reducir el
constante aumento de biomasa. En este punto del crecimiento, la curva presenta
el valor aproximado maximo de concentracion de biomasa, aqui se alcanza el
equilibrio entre la concentracion maxima de biomasa y la pérdida debida a los
procesos de degradacion [Rodriguez y Triana, 2006]. Finalmente, en la fase de
muerte, las células liberan materia organica. Esta fase ocurre por las condiciones
desfavorables del ambiente sobre el cultivo y el limitado suplemento de luz y
nutrientes [Rodriguez y Triana, 2006]. En este estudio, estas tres ultimas fases no
se alcanzaron, ya que se realiz6 la cosecha de los cultivos, en la fase exponencial
a los 23 dias de cultivo (Fig.9 y 10).

La fase de crecimiento 6ptima fue alcanzada a los 23 dias de iniciado el cultivo
con inyeccién de CO; Indura, por lo que, para mantener la coherencia del estudio
se mantuvo este tiempo para los cultivos con inyeccién de gas de fermentacion.

De acuerdo al andlisis del conteo celular con camara de Sedgewick-Rafter y a
la medicion de absorbancia, se determin6 que el porcentaje de CO, aplicado a los
cultivos no afecta en gran medida el crecimiento de éstos, sin embargo, se
observé como tendencia que el crecimiento optimo se logré a una concentracién
de 5% de CO,, tanto en los cultivos con inyeccion de CO; Indura como en los
cultivos con inyeccion de gas de fermentacion, es decir, en los cultivos Ci y Cv.
Este comportamiento indic6 que, con la misma concentraciéon de bicarbonato
inicial, se pudo obtener una mayor productividad al adicionar CO,, lo cual resulté

muy ventajoso si se piensa en una produccion a gran escala.
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Esta diferencia implicé un mejor desempeiio de Arthrospira spp. bajo la adicion de
CO,, ya que éste fue asimilado del medio durante su crecimiento, el cual se
recupera rapidamente por la adicion de CO, artificial, de manera que la fuente de
carbono fue abundante. Sin embargo no todo el CO, fue retenido en el medio sino
que fue liberado a la atmdésfera debido a su gran presion parcial [Rodriguez y
Triana, 2006]. Este comportamiento fue también descrito en Arthrospira platensis
por Ravelonandro, 2011 y en otras microalgas por Martinez, 2008, quienes
observaron que el crecimiento poblacional en las microalgas aumenté a medida
que se aumentd el porcentaje de CO, en los cultivos. Sin embargo, en los
nuestros el incremento a un 7,5% de CO, no ocasiond una mayor produccién de
biomasa, lo que nos indicd que existiria una concentracion de CO, limite para
aumentar la productividad de las microalgas.

Las diferencias entre Ci (5% CO, Indura) y Cv (5% CO, viiia) y el resto de los
cultivos fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) (anexo V), mediante la

prueba de Anova seguido de test de Tukey.
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Figura 9: Crecimiento segun densidad celular de los cultivos administrados con los
distintos tipos de CO,. (a) Cultivos a partir de CO, de la vifia; (b) Cultivos a partir de

CO, de Indura; (c) Cultivos en el dia 23.

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo viila 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5%

CO,; Dv= cultivo vifia 7,5% CO..
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Figura 10: Crecimiento segun absorbancia de los cultivos administrados con los
distintos tipos de CO.,. (a) Cultivos a partir de CO, de la vifia; (b) Cultivos a partir de
CO, de Indura; (c) Cultivos en el dia 23.

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo vifia 0% CO,; Bv= cultivo viia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5%

CO,; Dv= cultivo vifia 7,5% CO.. 28
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5.2 Produccién de biomasa seca de A. platensis

El sistema de cosecha propuesto consistio en que la biomasa algal que se
desarrollo en los cultivos, realice un proceso de separacion del agua presente en
ellos, mediante un sistema de filtros, tal como se explicé en el punto 4.4.

La productividad alcanzada en sistemas de cultivo cerrados es mayor, por lo
gue requieren mucho menos espacio que los sistemas abiertos y por otro lado
disminuyen los costos de recoleccion de la biomasa generada. La mayor
productividad es debida a desventajas importantes de los sistemas abiertos de
cultivo, que son, entre otras, una baja eficiencia de mezclado y bajas eficacias

fotosintéticas y de consumo de CO; [Ruiz, 2011].

Cultivos Produccién de biomasa (g)
Ai 12,42
Bi 11,86
Ci 11,64
Di 10,38
Av 9,85
Bv 9,67
Cv 9,44
Dv 9,08

Tabla 4: Produccion de biomasa de los distintos cultivos de A.platensis.

Se observd que la produccion de biomasa de los cultivos de A. platensis
(Tabla 4), fue equilibrada, sin embargo, los cultivos que tuvieron la mayor
produccion, fueron los pertenecientes a Indura, siendo el mas elevado Ai con
12,42 g, a partir de 25 L de cultivo.
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5.3 Obtencidon de extractos y sus rendimientos

En esta memoria se empleo el sistema de extraccidon por agitacion constante y
cambio de solvente cada 24 horas, el cual fue muy util para la obtencién de los
extractos en los cuales, es importante la proteccion de compuestos que tienden a
oxidarse rapidamente por la accion de la luz o por la exposicion al aire [Viveros,
2009]. Este método tiene la ventaja de economizar tiempo, dinero y genera
ademas un antecedente para su utilizaciéon comercial.

El rendimiento de la obtencion de los extractos se detalla a continuacion
(Tabla 5 y Fig. 11), se pudo observar que los EET que tuvieron los mejores
rendimientos fueron Bv (12,5%), Bi (10,5%) y Dv (10,5%).

El porcentaje de rendimiento determinado en los cultivos de EET fueron
menores a los estimados por Viveros, 2009, quien estudié extractos metandlicos
de Arthrospira maxima en México y obtuvo un porcentaje de un 20%.

Se observd que en general los cultivos con CO, de la vifia obtuvieron
rendimientos mas altos que los cultivos con CO; Indura, ademas los cultivos
control (sin CO; extra) Ai y Av dieron los rendimientos mas bajos en todos los
extractos.

Un factor adicional de importancia, al suministrar CO, a los cultivos, fue el
aumento de rendimiento, ya que aunque conlleva un valor adicional, éste puede
generar beneficios en la produccion lo que se refleja en los costos [Rodriguez y
Triana, 2006].
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Figura 11: Grafico comparativo de los rendimientos de extraccién segun el solvente
utilizado sobre los distintos cultivos de A. platensis.

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo vifia 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5% CO.;
Dv= cultivo vifia 7,5% CO, EHEX= extracto hexanico de A. platensis; EDCM= extracto de
diclorometano de A. platensis; EET= extracto etandlico de A. platensis.

Cultivo Rendimiento EHEX [Rendimiento EDCM | Rendimiento EET

(g) % (g) % (g) %

Ai 0,08 4 0,06 3 0,05 2,5

Bi 0,14 7 0,07 3,5 0,21 10,5

Ci 0,15 7,5 0,06 3 0,17 8,5

Di 0,18 0,06 3 0,16 8

Av 0,06 0,08 4 0,1 5

Bv 0,12 0,08 4 0,25 12,5

Cv 0,15 7,5 0,09 4.5 0,19 9,5

Dv 0,16 8 0,06 3 0,21 10,5

Tabla 5: Rendimiento del proceso de extraccion de la biomasa de Arthrospira platensis de
los distintos cultivos en estudio.

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo viila 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5% CO,;
Dv= cultivo vifia 7,5% CO,; EHEX= extracto hexanico de A. platensis; EDCM= extracto de
diclorometano de A. platensis; EET= extracto etandlico de A. platensis.
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5.4 Cromatografia en capa fina de extractos de Arthrospira platensis

El estudio en CCF de los extractos fue realizado empleando como sistema de
solventes hexano y acetona en proporcion 60:40 y al revelar con PAS y LB se
descarto la presencia de triterpenos, esteroides y saponinas, al no aparecer en los
cromatofolios las coloraciones descritas para estos compuestos. Ademas no se
observaron resultados considerables a A=254 nm. Los cromatofolios revelados con
NP/PEG mostraron que los extractos etandlicos tienen presencia de flavonoides
(colores anaranjados y rojos) y acidos fendlicos (coloracion azulada) en todos los
cultivos, tal como se indica en la figura 12 (a, b y ¢) [Abd El-Baky et al., 2008;
Mendiola, 2008].

Es importante destacar que las diferencias en los perfiles cromatogréficos
entre los distintos extractos demostraron la diversidad en la composicién quimica,
lo que puede ser explicado en parte, por los distintos origenes del CO».

En la Fig.12 (d), se muestra la CCF de los EET junto a los acidos galico,
cafeico y ferulico (compuestos fendlicos previamente descritos para espirulina).
Como observamos, dichos compuestos no estan presentes en los distintos
extractos, lo que se confirmé posteriormente a través de CLAE-DAD.

Los datos que obtuvo Viveros, 2009, del tamizaje preliminar realizado al
extracto metandlico de A. maxima, mostré un bajo contenido de &cidos fendlicos y
solo trazas de flavonoides, por lo que dichos resultados coinciden con los

nuestros.
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Figura 12: Cromatografia en capa fina de los extractos de A. platensis a A= 365 nm. (a)
EHEX; (b) EDCM,; (c) EET; (d) Patrones de acidos fendlicos y EET (fase mévil: metanol:

acetato de etilo (50:50; v/v) 5 pL de siembra y revelado con NP-PEG).

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo viiia 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5% CO,;
Dv= cultivo vifia 7,5% CO,; PG= patron acido gélico; PC: patron acido cafeico y PF: patron &cido
ferdlico.
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5.5 Determinacion de fenoles totales mediante la reaccion de Folin-Ciocalteu
de los EET de A. platensis

Para determinar la cantidad de fenoles totales en los extractos etandlicos de
A. platensis se obtuvo una curva de calibracion de acido galico en un rango de

concentracion 2 a 8 ug/mL (Fig. 13).
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Figura 13: Curva de calibracion de acido galico para la determinacién de fenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu.

Cada muestra se realizd en triplicado. Los valores de absorbancia obtenidos
(medidos a 765 nm), se interpolaron en la curva de calibracién y se obtuvieron las
concentraciones de compuestos fendlicos totales, expresadas en pg de acido
gélico por mL (Ecuacion 3).

X= (Y-0,0088)/0,1044

Ecuacion 3: Determinacion de fenoles totales expresados en acido galico por el método
de Folin-Ciocalteu.
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La significancia de los resultados fue determinada por el método ANOVA de
una via con un ensayo de comparaciones multiples de Tukey para no
paramétricos, observandose diferencias significativas (p <0,05) entre todos los
cultivos.

En relacion a los cultivos que se les administr6 CO, proveniente de la

fermentacion de vino, éstos presentaron un menor contenido de fenoles totales, en
comparacion a los resultados obtenidos para los cultivos de A. platensis con CO,
proveniente de Indura, destacandose el cultivo Ci con 35,9 mg de acido galico/g
extracto seco (Fig.14).
Sin embargo, el cultivo Bv alcanz6 los 22,1 mg de acido galico/g extracto seco
convirtiéndose en el valor mas alto de su grupo. Esto se relacion6 con los
cromatofolios observados en el punto 5.4, ya que se observé que los cultivos que
mostraron una mayor cantidad de compuestos fendlicos fueron con 2,5 y 5% de
CO; administrado. Ademas, todos los extractos mostraron un contenido promedio
mayor de fenoles que los extractos controles (cultivos Av y Ai) (Fig.14), lo que nos
indicé que la administracion extra de CO, aumentd la cantidad de fenoles totales.
Sin embargo, a la concentracién de 7,5% de CO,, ya sea proveniente de vifia o
Indura, no mostr6 el efecto esperado, que seria a mayor concentracion de CO,,
mayor cantidad de fenoles totales. Concluimos que, existe un porcentaje de CO,
en el cual los fenoles totales de la microalga dejan de aumentar su valor
progresivamente, debido a una posible saturacion de las vias metabdlicas.

La cantidad de compuestos fendlicos determinados en los cultivos controles
de EET fueron mayores a los estimados por ABD-El Baky et al. 2008, quienes
estudiaron Arthrospira maxima en Egipto encontrando una concentracion de 3,08
mg de &cido galico por gramo de extracto organico. Asi mismo, Viveros, 2009
encontré una concentracion de 0,15 mg de acido galico por gramo de extracto
metandlico de A. maxima, lo que resulté una menor cantidad al compararlo con
nuestros resultados, ya que el cultivo control Ai fue el mas bajo con 14,5 mg de

acido galico por gramo de extracto.
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Se sabe, ademas que el reactivo Folin-Ciocalteu no reacciona sélo con los
fenoles, sino que también con una variedad de otros tipos de compuestos
reductores. Entre los agentes que pueden interferir con folin se encuentran
proteinas, &cido Urico, azUcares, aminas aromaticas y sales inorgénicas [Prior et
al., 2005]. Algunos de los componentes mencionados anteriormente se han
descrito en Arthrospira, tales como proteinas y azlcares reductores como glucosa

[Ramirez y Olvera, 2006].

Cultivo mg icido galico/g biomasa seca + S.D | mg acido galico/g extracto = S.D
Ai 0,7 £ 0,1 14,5 + 1,0
Bi 3,0+ 0,1 28,4 +0,3
Ci 3,1 £ 0,1 86,0 £ 1,4
Di 2,6 £0,1 31,9 £ 1,2
Av 0,8 £ 0,1 15,8+ 1,2
Bv 3,2 £0,2 22,1 £ 1,0
Cv 1,8 + 0,4 19,3 £ 4,2
Dv 2,1 £0,3 20,4 + 2,4

Tabla 6: Contenido de fenoles presentes en los extractos etanodlicos de los distintos cultivos
de A. platensis.

S.D= desviacién estandar; Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo
Indura 5% CO,; Di= cultivo Indura 7,5% CO,; Av= cultivo vifia 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,;
Cv= cultivo vifia 5% CO,; Dv= cultivo viiia 7,5% CO,.
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Figura 14: Contenido de fenoles totales expresados en (a) mg acido galico/g biomasa
seca; (b) mg acido galico/g extracto de los extractos etandlicos de A. platensis.

Ai= cultivo Indura 0% CO,; Bi= cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci= cultivo Indura 5% CO,; Di= cultivo
Indura 7,5% CO,; Av= cultivo viiia 0% CO,; Bv= cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv= cultivo vifia 5% CO,;
Dv= cultivo vifia 7,5% CO,

5.6 Andlisis de los EET mediante CLAE-DAD

El objetivo del trabajo con CLAE fue determinar en forma comparativa el perfil
de los compuestos fendlicos presentes en los EET, y ademas detectar los acidos
fendlicos previamente descritos para esta especie. Con este fin se inyectaron
patrones de los acidos gélico, cafeico y ferulico (Fig.15) ademas de los EET a

5000 ppm (Fig.16-19).
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Cabe destacar que se logr6 establecer en este estudio las mejores
condiciones para el trabajo en el CLAE, probando diferentes fases mdéviles, tipos
de filtros para la muestra, flujos y longitudes de onda.

Se pudo constatar que la fase movil, asi como la utilizacion de filtros para
inyectar el EET adquirieron notable importancia en la resolucion de los picos,
mejorando considerablemente la apariencia de éstos.

Como conclusion se determiné que las mejores condiciones fueron al utilizar 3
filtros de CLAE y 2 filtros para eliminar restos de clorofila, fase movil la mezcla
acetonitrilo- acido férmico 0,1% isocratica a un flujo de 1mL/min en una columna
de gel de silice octadecil- silanizada (250 mm x 4 mm).

Los patrones de acidos estudiados mostraron un tiempo de retencién de 2,5
min para el acido galico, 2,3 min acido cafeico y 8,9 min para el acido ferdlico y en
los cromatogramas se pudo observar su espectro UV.

Con los resultados obtenidos podemos decir que en los EET, no se
encontraron los acidos galico, cafeico y ferdlico. Se compararon los
cromatogramas de los EET con los de los compuestos de referencia y no se
encontraron picos cuyo tiempo de retencién y espectro UV coincidieran con los de
los picos de los patrones. Se confirman de esta forma los resultados obtenidos en
el punto 5.4, donde se demostro a través de CCF de los EET la ausencia de los
acido fendlicos mencionados.

Con respecto a otros picos presentes en los cromatogramas destacaron dos
principales a los tiempos de retencion de 2,5 y 7 minutos, estos se observaron en
todos los cultivos de Indura, pero sélo en Dv de los de la vifia. La altura de estos
picos varié de cultivo a cultivo, y la altura maxima para el pico de tiempo de
retencion de 7 minutos se observé en los EET de 2,5% de CO, Indura.

También se observo un pico con un tiempo de retencidon aproximado de 3
minutos, de altura menor a los anteriores, en todos los cromatogramas a
excepcion del cultivo Cv y Di. Al respecto, Mendiola, 2008 en un estudio con A.
platensis mediante CLAE-DAD, indicO que varios picos antes de los 5 minutos a

una A=280 nm pueden pertenecer a la familia de los polifenoles.
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Los cromatogramas de EET mostraron menos picos al aumentar el % de CO,
administrado, sin importar el origen de éste. Los EET que mas sefiales dieron
fueron los cultivos Av (control) y Bv (2,5% de CO, de la viiia).

De forma general se concluy6é que los cromatogramas obtenidos por CLAE-
DAD a 280 nm, fueron diferentes entre los distintos cultivos. Estos resultados
demostraron que los aportes de CO, generaron cambios en el perfil de

compuestos fendlicos.
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Figura 17: Cromatogramas por CLAE-DAD a A= 280 nm de EET, correspondientes a los
cultivos (a) Cv (5% CO,vifia); (b) Ci (5% CO; Indura).
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Figura 18: Cromatogramas por CLAE-DAD a A= 280 nm de EET, correspondientes a los
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Figura 19: Cromatograma por CLAE-DAD a A= 280 nm de EET, correspondiente al cultivo
Av (0% COy).

5.7 Determinacién del comportamiento de los EET de Arthrospira platensis
sobre 15- lipoxigenasa de soya

Las LOXs son un grupo de dioxigenasas que catalizan la adiciébn de oxigeno
molecular a los acidos grasos que contienen un sistema cis,cis 1,4 pentadieno. El
producto inicial de esta reaccidon es un 4-hidroperoxi cis, trans- 1,3-pentadienil
[Sanda y Jisaka, 2011].

Las LOXs son generalmente clasificadas dentro de 5, 12 y 15-LOX
dependiendo de la posicién de la incorporacién del oxigeno molecular dentro del
acido graso. Por ejemplo, la 15-LOX introduce un oxigeno molecular al atomo de
carbono numero 15 del acido araquidonico (AA) para dar lugar al acido 15-
hidroperoxieicosatetraenoico (15-HPETE) [Madhava, 2001].

En estudios realizados por Szymanowska et al., 2009, sobre la actividad de la
enzima LOX de las semillas de arveja demostraron que puede ser efectivamente
inhibida por compuestos fendlicos. Los inhibidores en cuanto a efectividad
mostraron lo siguiente: acido cafeico > quercetina > catequina > acido benzoico >

acido ferulico > kaempferol [Sanda y Jisaka, 2011].
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Teniendo en cuenta que parte de los componentes de estos extractos son
acidos fendlicos y en literatura esta descrito que estos compuestos poseen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, inhiben la produccion de NO e
inhiben la enzima 5-LOX [Miranda et al., 1998; Vidal et al., 2001; Fernandez y
Torres, 2005; Abd El-Baky et al., 2009], se decidio estudiar el efecto sobre la 15-
LOXsoya para determinar si existe una relacion entre sus propiedades
antioxidantes y/o antiinflamatorias por parte de los EET de Arthrospira platensis.

Antes de realizar los ensayos con los EET se realiz6 un ensayo con el acido
cafeico, por ser el mas efectivo inhibidor de lipoxigenasa de las semillas de arveja
(con alrededor de un 57% de inhibicién) en comparacién con otros compuestos
fenolicos [Szymanowska et al., 2009].

Los resultados de la inhibicion de la actividad de la enzima 15-LOXsoya por
parte del acido cafeico y de los EET de Arthrosipra platensis se observan en la
Tabla 7 y Figura 20.

Muestras | Concentracion (ug/mL)| %I Promedio = S.D | IC50 (ng/mL)

Av 25 0+ 37,6

Bv 200 29,5 + 6,2

Cv 200 48,5 + 1,1

Dv 200 0+11,8

Bi 200 08,3

Ci 200 0+ 174

Di 200 0+96
150 153,65 + 4.5

Acido cafeico 100 38,7 5,5 145,7

50 30,8 * 8,3
25 252 + 1,1

Tabla 7: Resultados de la evaluacion de la actividad inhibitoria de la enzima 15-LOXsoya
de los EET de los distintos cultivos de A. platensis y del compuesto de referencia.

S.D, desviacién estandar; I, inhibicién; IC50, Concentracion inhibitoria 50; Av, cultivo viiia 0% COy;
Bv, cultivo vifia 2,5 % CO,; Cv, cultivo vifia 5% CO,; Dv, cultivo vifia 7,5% CO,; Bi, cultivo Indura
2,5 % CO,; Ci, cultivo Indura 5% CO,; Di, cultivo Indura 7,5% CO,; 1 maximo efecto.
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Los efectos de la inhibicién de la actividad de la enzima 15-LOXsoya de los
EET obtenidos desde los cultivos Bv y Cv fueron significativos respecto del control
positivo, sin embargo, ninguno logré inhibir a la enzima en mas de un 50% a la
concentracion ensayada siendo menos potentes que el control positivo, es decir al
acido cafeico (ICso= 145,7 ug/mL). Mediante Anova y test de Tukey se demostrd
gue hubo diferencias significativas entre los EET de Bvy Cv.
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Figura 20: Efecto inhibitorio de la enzima 15-LOXsoya por acido cafeico.

Cabe destacar que las diferencias observadas en este ensayo pueden ser
explicadas por las distintas concentraciones CO, y también por el origen de este
gas. Ademas, la variacion de los resultados pudieron deberse a un error de
pipeteo, alteracion de la enzima (por cambio de temperatura brusco, mucho
tiempo expuesto en el tampon previo al uso en el ensayo), o tiempo de agitacion al
agregar el sustrato [Orellana, 2011].

Los Unicos EET activos como inhibidores de la actividad de la 15-LOXsoya
fueron los obtenidos desde cultivos desarrollados con aportes de CO, proveniente
del gas de fermentacion y que se diferenciaron en el porcentaje de CO, inyectado
los cultivos Cv (5%) y Bv (2,5%).
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Los EET provenientes de los cultivos obtenidos con aportes de CO, provenientes
de Indura fueron inactivos frente a la 15-LOXsoya.

Respecto de las actividades inhibitorias de la LOX (tanto 5 LOX como 15-
LOX), éstas no han sido evaluadas anteriormente en extractos etandlicos de A.
platensis, sin embargo se han estudiado diversos compuestos fendlicos que estan
presentes en dicha microalga. En un estudio realizado por Sadik et al., 2003,
donde utilizaron la enzima 15-LOX y flavonoides encontrados en el chocolate, la
quercetina, determinaron que efectivamente muestra una actividad inhibitoria
mediante distintos modos de accion. Sin embargo, otros estudios de A. platensis
gue involucran otros compuestos presentes en esta microalga como inhibidores de
la 5y 15-LOX, Madhava, 2001, determind que la ficocianina-c no mostro actividad
inhibidora de la 5-LOX recombinante humana ni sobre la 15-LOX de reticulocito de
conejo, incluso hasta concentraciones de 100 pM.

Estos resultados nos demuestran que en general los extractos etandlicos de
A. platensis no acttian a nivel de 15-LOXsoya, con la excepcién de Cv y By, lo que
nos indicaria que su efecto antiinflamatorio se puede deber a otros mecanismos o
a la presencia de otros compuestos que se encuentran en esta microalga y que no
estan presentes en los EET.
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CONCLUSIONES

[1 Se comprobo exitosamente que el CO; de la vifia o gas de fermentacion puede
ser utilizado para cultivar microalgas, incrementando el crecimiento de los cultivos
en un porcentaje similar al registrado con el CO, de Indura. Ademas dichos

cultivos exhibieron un crecimiento mayor que los controles sin CO, adicional.

1 Los extractos con mayor rendimiento fueron los EET, mientras que los de menor
rendimiento fueron los EDCM. Ademas, los cultivos controles Ai y Av fueron los

que exhibieron menor rendimiento en cada tipo de extracto.

[0 Los cultivos de A. platensis mostraron diferencias significativas en cuanto al
contenido de fenoles totales. Estas diferencias pudieron deberse a las variables
utilizadas para realizar los cultivos (concentraciéon y fuente de CO,). Destacandose
los cultivos Ci y Bv con 359 y 22,1 mg de acido galico/g extracto seco

respectivamente.

[1 Existieron diferencias entre la composicion quimica de los EET de A. platensis
provenientes de los diferentes cultivos, evidenciadas mediante ensayos
cualitativos por CCF y CLAE-DAD, donde se comprob6 la ausencia de acidos
fendlicos tales como el galico, cafeico y ferulico. Estas diferencias pueden ser
atribuidas, en parte, a los origenes del CO, que representan el principal factor de

variacion controlado asi como también sus porcentajes administrados.

1 Los EET provenientes de los cultivos Cv junto con Bv fueron los uUnicos
extractos que inhibieron la actividad de la 15-LOX de soya con (% 1=48,5) y (% I=
29,5) respectivamente. Sin embargo al compararlos con el compuesto de

referencia, el acido cafeico fueron menos potentes.

[1 Los resultados demuestran que la produccion de A. platensis con CO;
proveniente del gas de fermentacion del vino o de Indura, es Gtil para aumentar la
cantidad de biomasa asi como también para contrarrestar el efecto negativo de

este producto de desecho en el medio ambiente.
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Anexo I: Perfil nutricional Arthrospira platensis

Anexo |

Perfil nutricional Arthrospira platensis

Caracteristica

%
nutricional general
Proteinas 53-68
Carbohidratos 17-25
Grasas 4-6
Minerales 8-13
Humedad 3-7
Aminoacidos esenciales | mg/Kg
Fenilalanina 26
Histidina 15
Isoleucina 33
Leucina 49
Lisina 26
Metionina 13
Treonina 28
Triptéfano 9
Valina 37

Aminoacidos no | mg/Kg
esenciales

Acido aspartico 73
Acido glutamico 84
Alanina 47
Arginina 48
Cisteina 6
Glicina 32
Prolina 25
Serina 27
Tirosina 24
Pigmentos g/Kg
Ficocianina 120
Clorofila 8
Carotenoides 4
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Anexo I: Perfil nutricional Arthrospira platensis

Vitaminas mg/Kg Minerales mg/Kg
Betacaroteno 2250 Potasio 19000
Sodio 14000
E (tocoferol) 15
Fosforo 10000
B1 (tiamina) 25
Magnesio 7670
B2 (riboflavina) 37 Calcio 4670
B3 (niacina) 150 Hierro 500
B5 (acido pantoténico) 2 Al 2l
Cobre 7
B6 (piridoxina) 5
Selenio 0,3
B12 activo (cobalamina) 0,7
Acido folico 2
Biotina 0,4
Acidos grasos esenciales g/ kg Acidos grasos g/Kg
no esenciales
Acido linoleico 11 Acido palmitico 20
Acido gama linolénico 10 Acido palmitoleico 2
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Anexo lI: Protocolo preparacion medio Zarrouk

Materiales: Reactivos, matraces, agua destilada, agitador magnético, autoclave.

Solucion de macronutrientes

Anexo Il
Protocolo PM Zarrouk-2012

Solucién de micronutrientes

Reactivo g/L Reactivo g/L
NaHCO; 18 H,BO; 2,86
NaNO; 2,5 (NH4)6M0;0,, 0,02
K;HPO, 0,5 MnCl, 1,8
K,SOq4 1 Cu,S0O, 0,08
NacCl 1 ZnS0O, 0,22
CacCl, 0,04

Na,EDTA 0,08

MgSO, 0,2

FeSO, 0,01
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Anexo lI: Protocolo preparacion medio Zarrouk

Es fundamental respetar el orden y las cantidades que se agregan de cada
uno de los reactivos que conforman un determinado caldo de cultivo, ya que
cualquier alteracidén o procedimiento incorrecto podria ocasionar la precipitacion de
los nutrientes especialmente nitratos y fosfatos. En el laboratorio se trabajé con la
solucién pH (NaHCOs3) y la del resto de macronutrientes concentradas al 10X, es
decir, cada uno de sus componentes fue multiplicado por 10 y disuelto igualmente
en un litro de agua destilada. Todas estas soluciones se prepararon en matraces y

se almacenaron como soluciones stock en el refrigerador.
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Anexo lll: Obtencidn del GF de la viiia Miguel Torres

Anexo Il
Obtencién del gas de fermentacion de la vifia Miguel Torres

El proceso comenzd cuando los cilindros vacios fueron trasladados desde el
laboratorio de AeonBiogroup a la vifia Miguel Torres, la cual estd ubicada en
Longitudinal Sur Km 195, Curicé. Alli, los cilindros fueron conectados uno a uno a
un equipo y éste a su vez a la cuba que almacena el vino para extraer el gas de
fermentacién. Se obtuvo un gas libre de alcoholes, de particulas, humedad y
aroma, gracias al compresor de membrana y a los filtros presentes en el equipo,
asi el gas de fermentacion tuvo aproximadamente un 35,1% de CO,y una mezcla
de otros gases tales como el NO; con un 50,9% y el O, 12,5%. EIl equipo se ubico
a ras de suelo y fue conectado a través de una manguera a la tapa de la cuba, la
cual tuvo que ser modificada para extraer el gas de forma eficiente (Fig.21).

El llenado procedié hasta que la presion al interior del cilindro fue de 8 bar,
tomd aproximadamente 10 minutos capturar en promedio 735 g del gas. Cada
cilindro fue pesado, etiquetado, registrado y devuelto al laboratorio.

Dicho procedimiento se realiz6 5 veces a 5 cubas distintas de las cuales se

capturd 73,5 Kg de gas total en la primera vendimia del afio 2012.

T,

. o
» I

Figura 21: Procedimiento de extraccion del gas de fermentacién (a) Forma en que el gas
de fermentacion sale de la cuba; (b) Equipo completo mas en detalle.
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Anexo IV: Analisis estadistico crecimiento de los cultivos

Anexo IV
Resumen del analisis estadistico Tukey del crecimiento de los cultivos

Crecimiento por conteo celular de los cultivos vifia e Indura:

Cultivos Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Ai - - - * * * *
Bi - - - * * * *
Ci _ _ _ * * * *
Di _ _ _ * * * *
Av * * * * _ _ _
Bv * * * * _ _ -
Cv * * * * _ _ -
Dv * * * * _ _ -

Nota: * indica diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

Ai, cultivo Indura 0% CO»; Bi, cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci, cultivo Indura 5% CO,; Di, cultivo Indura
7,5% CO, Av, cultivo vifia 0% CO,; By, cultivo vifia 2,5 % CO»; Cv, cultivo vifia 5% CO,; Dv, cultivo

vifia 7,5% CO..
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Anexo IV: Analisis estadistico crecimiento de los cultivos

Crecimiento por absorbancia de los cultivos viiia e Indura:

Cultivos Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

Ai - - - * * * *
Bi - - - * * * *
Ci _ _ _ * * * *
Di _ _ _ * * * *
Av * * * * _ _ _
Bv * * * * _ _ -
Cv * * * * Z _ _
Dv * * * * _ _ -

Nota: * indica diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

Ai, cultivo Indura 0% COy; Bi, cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci, cultivo Indura 5% CO,; Di, cultivo Indura
7,5% CO, Av, cultivo vifia 0% CO,; By, cultivo vifia 2,5 % CO»; Cv, cultivo vifia 5% CO,; Dv, cultivo
vifia 7,5% CO,.
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Anexo V: Analisis estadistico de fenoles totales

Resumen del analisis estadistico Tukey de fenoles totales

Anexo V

Cultivo Ai Bi Ci Di Av Bv Cv Dv
Ai * * * _ * _ *
Bi * * _ * * * *
Ci * * _ * * * *
Di * - _ * * * *
Av _ * * * * _ _
Bv * * * * * _ _
Cv _ * * * _ _ _
Dv * * * * _ _ _

Nota: * indica diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

Ai, cultivo Indura 0% CO.; Bi, cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci, cultivo Indura 5% CO,; Di, cultivo Indura
7,5% CO, Av, cultivo vifia 0% CO.,; By, cultivo viiia 2,5 % CO»; Cv, cultivo vifia 5% CO,; Dv, cultivo

vifia 7,5% CO..
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Anexo VI: Analisis estadistico % inhibicion 15-LOXsoya

Anexo VI

Resumen del analisis estadistico Tukey % de inhibicion 15-LOXsoya

Muestra CR Bi Ci Di Av Bv Cv Dv

CR * * * * * * *
Bi * * - _ * * _
Ci * * * _ * * *
Di * - * _ * * *
Av * _ _ _ * * *
Bv * * * * * * *
Cv * * * * * * *
Dv * - * * * * *

Nota: * indica diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)

CR, compuesto de referencia &cido cafeico 150 pg/mL; Bi, cultivo Indura 2,5 % CO,; Ci, cultivo
Indura 5% CO,; Di, cultivo Indura 7,5% CO, Av, cultivo vifia 0% CO,; Bv, cultivo vifia 2,5 % COy;

Cv, cultivo vifia 5% CO,; Dv, cultivo vifia 7,5% CO..
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