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RESUMEN

Las microalgas presentan un mecanismo de defensa en condiciones desfavorables
para el crecimiento celular, permitiéndoles adaptarse a condiciones de estrés. Uno de
estos mecanismos es la actividad antioxidante, que las protege del dafo fotoxidativo
causada por variaciones de los niveles de radiacion. Esto es posible ya que las
microalgas son capaces de acumular compuestos biolégicamente activos (pigmentos,
compuestos fendlicos, etc.) que las protegen. En la actualidad se busca reemplazar el
uso de antioxidantes de origen sintético debido a su posible potencial cancerigeno,
por lo cual se viene estudiando a las microalgas como posibles fuentes naturales. Este
trabajo tuvo como objetivo el analisis de la actividad antioxidante de cuatro cepas
microalgales obtenidas de zonas alto andinas de Ayacucho, departamento del Perd. El
trabajo fue realizado en el Banco de Germoplasma de Organismos Acuaticos del
Instituto del Mar del Per(. Se cuantifico la actividad antioxidante presente en los
extractos microalgales mediante el método del radical cation ABTS"; para lo cual se
trabajo con dos cepas de Pediastrum sp. (Ped4400 y Ped3311) y dos cepas de
Chamydomonas sp. (Chl4440 y ChI3590), las que fueron cultivadas en volimenes de
2 L con medio de cultivo CHU10 dentro una camara climética durante siete dias,
teniendo como factores a considerar la radiacion UVAB de 4mW/cm? (A=400-280
nm) por un periodo de tres horas diarias y la altitud de origen de la cepa. Las cepas
provenientes de las zona de mayor altitud fueron las que mejor se adaptaron a
condiciones controladas; la cepa Ped4400 evidencio el valor méas alto de actividad
antioxidante, de 221.71 pmol trolox eq. g™ siendo no significativa la exposicién a la
radiacion UVAB, superando a la cepa Chl4440 que alcanzé un valor de 105.61 pumol
trolox eq. g, para los cultivos expuestos a la radiacién. Se concluye que ambas
especies de microalgas son una fuente potencial de compuestos antioxidantes.

Palabras Clave: Pediastrum, Chlamydomonas, Actividad antioxidante Radiacion UV,
Altitud.



ABSTRACT

Microalgae have a defense mechanism for undesirable conditions for cell growth,
allowing them to adapt to stress conditions. One of these mechanisms is the
antioxidant activity, which protects them from photoxidative damage due to changes
in the levels of radiation. This is possible because microalgae are capable of
accumulating biologically active compounds (pigments, phenolic compounds, etc.)
that serve as defense. At present, the use of antioxidants of synthetic origin is a need
to be replaced due to its possible carcinogenic potential. By now microalgae are being
studied as possible sources of natural origin. In this way the objective of this work
was to analyze the antioxidant activity of four different microalgal strains obtained
from highland areas of the department of Ayacucho-Peru. The antioxidant activity
present in the microalgal extracts was quantified by the ABTS® cation radical
method; we worked with two strains of Pediastrum sp (Ped4400 y Ped3311) and two
strains of Chamydomonas sp. (Chl4440 y ChI3590), which were cultivated in 2 L
with CHU10 culture medium in a climatic chamber for seven days, having as factors
to consider the UVAB radiation of 4 mW/cm? (A = 400-280 nm) for a period of three
hours a day and the altitude of origin of the strain. The strains from highland areas
were the best adapted to controlled conditions; the strain Ped4400 showed the highest
value of antioxidant activity, of 221.71 umol trolox eq. g™ being not significant the
exposure to UVAB radiation, surpassing the strain Chl4440 that reached a value of
105.61 pmol trolox eq. g, for crops exposed to radiation. It is concluded that both

strains of microalgae are potential source of antioxidant compounds.

Keywords: Pediastrum, Chlamydomonas, Antioxidant activity, UV radiation, Altitude



I. INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos que forman parte inicial de la red tréfica de
muchos seres acuaticos, aportando proteinas de alta calidad, pigmentos y lipidos con
un gran contenido de acidos grasos poliinsaturados (Sanchez-Estudillo 2011), los
cuales sirven como productos de almacenamiento y fuentes de energia. En su gran
mayoria son organismos autotrofos, de reproduccion por division binaria, lo que
potencializa su crecimiento en ambientes controlados con luz solar, artificial o ambas
al mismo tiempo. A su vez esto les permite un crecimiento rapido cuando se inoculan
en un medio de cultivo no limitante y se mantienen en condiciones adecuadas
(Arredondo y Voltolina, 2007).

Jacob-lopes et al. (2015), mencionan que debido a que las microalgas son capaces de
vivir en ambientes extremos, el estudio de su metabolismo de adaptacion y los
diferentes compuestos que estos puedan acumular como respuesta a las variaciones
fisicoquimicas las hacen de interés para las distintas industrias. Entre las respuestas
gue presentan las microalgas ante estas variaciones destaca su actividad antioxidante
que lleva a la formacién de biocompuestos (pigmentos, lipidos, compuestos
fenolicos, etc.) que ayudan a asegurar su sobrevivencia. Gomez et al. (2016), sefialan
que las microalgas producen compuestos antioxidantes como respuesta protectora al
dafio producido por diferentes tipos de estrés como por ejemplo la radiacion UV, la
variacion de temperatura, la iluminacion excesiva, entre otros. Plaza del Moral
(2010), hace mencidn que entre los factores fisicos que favorecen esta respuesta esta
la disponibilidad de la luz, que conlleva a un aumento de carotenoides en las células,
las que junto a las clorofilas y compuestos fendlicos son los principales compuestos
antioxidantes (Cha et al., 2010; Hu et al., 2008; Wang et al., 2007).



Se conoce que dentro de la industria alimentaria continuamente se buscan aditivos
gue contrarresten el deterioro oxidativo de los distintos productos. Actualmente se
viene aplicando antioxidantes sintéticos, en los cuales se ha demostrado su potencial
cancerigeno como por ejemplo el butylated hydroxyanisole (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), tertiary butylhydroquinone (TBHQ) y propyl gallate (PG)
(Chen et al., 1992; Jaime et al., 2007; Li et al., 2007). Es bajo esta premisa que en la
actualidad se buscan nuevas fuentes de antioxidantes naturales que puedan sustituir el
uso de los antioxidantes sintéticos. Las microalgas son una opcion atractiva de
estudio y de produccidon masiva para la obtencion de antioxidantes naturales, porque
se ha demostrado que estos microorganismos son capaces de acumular este tipo de
biocompuestos como proteccion frente a distintos factores fisico-quimicos
amenazantes como la fotoxidacion (Bidigare et al., 1993; Jacob-lopes et al., 2015;
Yong y Lee, 1991).

El género Chlamydomonas es uno de mas estudiados por su fisiologia, debido a que
presenta una répida adaptacion a condiciones controladas de laboratorio, bajos
requerimientos nutricionales, y se ha demostrado su aplicacion potencial en nutricion

y usos comerciales (Chlamydomonas Collection, 2010; Harris, 2001).

Muchas especies del género Pediastrum son producto de investigacion debido a su
capacidad de bioremediadora en tratamientos de aguas (Ozer et al., 2012). Ambos
géneros (Pediastrum y Chlamydomonas) estan reportadas en los cuerpos de aguas de
las zonas alto andinas, adaptadas a condiciones extremas de temperatura, pH,
radiacion, etc. lo que motiva a investigar sobre el metabolismo de ambos frente a

estresores como es la incidencia de la radiacion UV (Tutin, 1940).

Es asi que el presente estudio tuvo como objetivo general evaluar la actividad
antioxidante de las microalgas del género Chlamydomonas y Pediastrum aisladas de
las lagunas alto andinas del departamento de Ayacucho como respuesta a la radiacion

UV; y como objetivos especificos evaluar el crecimiento y la actividad antioxidante



de dos cepas de Chlamydomonas y dos cepas de Pediastrum provenientes de alturas

mayores y menores a 4,000 msnm con y sin radiacion UV.



Il. REVISION LITERARIA
2.1 GENERALIDADES DE LAS MICROALGAS

Las microalgas son capaces de acumular diferentes biocompuestos dependiendo de
factores como la fase de cultivo, disponibilidad de nutrientes, irradiancia y
temperatura, lo que altera su composicion bioquimica, permitiendo manejar los
cultivos con la finalidad de conseguir los valores nutricionales deseados (Céceres,
2009; Hajimahmoodi et al., 2010; Lubian y Cafavate, 2001). A esto se le suma la
capacidad de las microalgas para usar la energia de la luz y el CO, con una eficiencia
mayor que las plantas superiores, lo que se refleja en una mayor produccion de
biomasa (Miao y Wu, 2006).

Cardozo et al. (2007), mencionan que las microalgas son una fuente importante de
valiosos y novedosos compuestos, cuyos principales metabolitos secundarios
comprenden lipidos, proteinas, polisacaridos, pigmentos y aminoacidos con diversas

propiedades biologicas.

Las microalgas son consideradas alimentos funcionales, capaces no solo de elevar el
contenido nutricional de los alimentos tradicionales, sino también de afectar
positivamente la salud de animales y humanos, debido a que contienen altas
cantidades de proteinas, vitaminas, acidos grasos poliinsaturados (omega — 3 y omega
— 6) y antioxidantes (Quevedo et al., 2008).

Romo (2002), menciona que en el cultivo de microalgas es necesario el conocimiento
de la cinética de crecimiento (Figura 1) en funcion de la especie y volumen al que es
cultivada, se reconoce un patrén estandar de crecimiento indicado por las siguientes

fases:



Densidad
celuar 2

Tiempo

Figura 1: Cinética de crecimiento de un cultivo de microalga (Romo, 2002,
modificado de Fogg y Thake, 1987). 1-Fase de adaptacion; 2- Fase de crecimiento
exponencial; 3- Fase declinacion relativa de crecimiento; 4- Fase estacionaria; 5- Fase

de muerte.

- Lag o fase de adaptacién: En donde no ocurre incremento en el nimero de células,

pudiendo incluso llegar a disminuir en nimero con respecto al inoculo inicial. Se

adaptan a las condiciones fisicoquimicas del cultivo.

- Fase exponencial: Ya una vez adaptadas al medio de cultivo, las microalgas

comienzan a multiplicarse; puesto que la division da lugar a nuevas células que son
capaces de dividirse, el aumento en nimero de microalgas se acelera continuamente

en forma exponencial.

- Fase de declinacién relativa de crecimiento: En este caso conforme el cultivo va

creciendo se da una disminucion de nutrientes, cambios de pH y alteracion de otros
factores como consecuencia del incremento de la poblacion; debido a esto las

microalgas disminuyen su tasa de division celular.

- Fase estacionaria: Cuando ya no se aprecia una division celular neta, esto es que el

numero de células alcanzado se mantiene constante por cierto periodo de tiempo,



debido al balance entre la natalidad y la mortalidad que presenta la poblacion en
cultivo.

- Fase de muerte: Las células pueden durar en la fase anterior semanas e incluso

meses, aunque lo mas normal es que comiencen a morir, es entonces cuando se

presenta esta fase.

a. Caracterizacion taxondmica vy biologia de la microalga del género Pediastrum

Las microalgas del género Pediastrum se encuentran dentro de la division
Chlrophyta, se caracterizan por ser coloniales, entre ocho y dieciséis células,
formando un disco en forma de estrella plana. Este género de microalga presenta
paredes celulares con un alto contenido de silicio, no frecuente en algas verdes
(Millington y Gawlik, 1967). Estas habitan en aguas poco profundas de lagos,
lagunas y cuerpos de agua donde es abundante la materia organica (Guaman y
Gonzélez, 2016).

20 pm
Phylum Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden Sphaeropleales

Familia Hydrodictyaceae
Género Pediastrum

Especie: Pediastrum sp.

Figura 2: Descripcion taxondmica de la microalga del género Pediastrum. FUENTE:
ALGAE BASE (http://www.algaebase.org/search/genus/).



b. Caracterizacién taxondémica y biologia de la microalga del género
Chlamydomonas

Las microalgas del género Chlamydomonas se encuentran dentro de la division
Chlorophyta, son microalgas verdes unicelulares con dos flagelos anteriores, tienen
forma ovoide con una pared celular definida de aproximadamente 20u de largo y 10u
de ancho(Harris, 2001; Jaén y Fernandez, 1985). Este género habitan en cuerpos de
aguas continentales, registrandose la especie Chlamydomonas nivalis que es capaz de

habitar ambientes acuaticos con bajas temperaturas (Bidigare et al., 1993).

20 ym

Phylum | Chlorophyta

Clase: Chlamydomonas sp.

Orden | Chlamydomonadales
Familia | Chlamydomonadaceae
Género | Chlamydomonas

Especie: | Chlamydomonas sp.

Figura 3: Descripcion taxondémica de la microalga del género Chlamydomonas.
FUENTE: ALGAE BASE (http://www.algaebase.org/search/genus/).

2.2 PARAMETROS FISICO QUIMICOS EN EL CRECIMIENTO

a. Intensidad Luminica

Este parametro es uno de los mas importantes a considerar en los cultivos
microalgales autotrofos. Se expresa como el flujo de luz por unidad de éarea

(irradiancia) que comprende la region espectral de los 400 a 700 nm (Gonzales,



2015). Existe un punto optimo de irradiancia que favorece el crecimiento (Park et al.,
2011); por otro lado el exceso de irradiancia produce una fotoinhibicion, provocando
una disminucion de la actividad fotosintética e inclusive la muerte celular
(Hernéndez-Pérez y Labbe, 2014).

b. Temperatura

El crecimiento microalgal aumenta proporcionalmente con la temperatura (Park et al.,
2011), existiendo tres temperaturas a considerar: la temperatura minima, donde el
crecimiento no existe si se encuentra por debajo de esta, una temperatura optima, que
generalmente varia entre los 16 y 27°C, y una temperatura méxima, donde el
crecimiento no existe si se encuentra por encima de esta (Gonzéles, 2015). Por otro
lado no solo se ve afectado el metabolismo celular, sino también los requerimientos
nutricionales, composicion de la biomasa y la solubilidad de los gases en el agua
(Moronta et al., 2006).

c. Nutriente

Los nutrientes son parte del medio de cultivo, existiendo un balance fundamental
entre los macronutrientes y micronutrientes para el 6ptimo crecimiento celular. Esto
varia de forma especifica entre las diferentes especies (Gonzéles, 2015). Los
nutrientes mas importantes son el carbono, el nitrégeno y el fdsforo, siendo este
ultimo fundamental en muchos procesos celulares (Grobbelaar, 2004). La
concentracion de nitrogeno en el medio de cultivo es un factor que regula el
contenido de lipidos en las microalgas, existiendo una relacion inversamente

proporcional cuando existe un déficit de este nutriente (Park et al., 2011).

d. pHyCO,

El pH del cultivo esta influenciado por las concentraciones de CO,, para el caso de
microalgas dulce acuicolas se encuentra entre 7 y 8 (Gonzales, 2015; Park et al.,
2011). Este nivel puede controlarse con una inyeccion de CO,, que permite también
el suministro necesario para cultivos de alta productividad (Martinez Garcia, 2012).



e. Radiacion ultravioleta (UV)

La radiacion solar referida a la longitud de onda es expresada en nanémetros (hm) y
abarca la radiacion visible (luz), radiacion infrarroja (IR) y la radiacion ultravioleta
(UVR), siendo esta Gltima estudiada por los efectos en la salud humana. La radiacion
UV se divide en tres bandas espectrales que son la radiacion UV-A, UV-B y la UV-C,
que se describen en el Cuadro 1, estas pueden ser medidas como una irradiancia
(potencia incidente sobre una superficie de una unidad de 4rea) en unidades W/m?, o
como exposicién radiante o dosis (energia incidente sobre una superficie de area
unidad) en J/m? (Vallejo, 2003).

Cuadro 1: Descripcion de los efectos de las bandas espectrales de radiacion UV.

UV-A Responsables del bronceado y es la radiacion continuo a la visible,

variando entre los 400 y 320 nm.

uUvVv-B Es muy peligrosa para la vida al exponerse a tiempos prolongados,
siendo la causante de muchas enfermedades de la piel y ojos (cancer a

la piel, cataratas, etc.), varia entre 320 y 280 nm.

uv-C Es la mas peligrosa para el ser humano y es absorbida por la capa de

0zono, esta por debajo de los 280 nm.

FUENTE: Informacion tomada de Vallejo, 2003.

Estudios han demostrado que la radiacion UV inhibe la fotosintesis de microalgas, lo
gue evidencia un efecto negativo en el crecimiento (Hughes, 2006) y recientemente se
ha demostrado que la exposicién a altos niveles de radiacion genera estrés oxidativo
(Cheloni y Slaveykova, 2018). Por otro lado se habla de un efecto especie-especifica
que logra una capacidad de fotoadaptacion (Estevez et al., 2001; Guan et al., 2011,
Wong et al., 2007). Se ha reportado un incremento de compuestos biolégicamente
activos a la exposicion de radiacién UV (Copia et al., 2012; Duval et al., 2000;
Kovacik et al., 2010).



Radiacion ultravioleta en zonas alto andinas

La radiacion UV aumenta con la altitud debido a que la cantidad de absorbentes en la
atmosfera decrece con la altura. Las medidas demuestran que la radiacion UV
aumenta entre un 6% y un 8% por cada 1000 m de elevacion (Vallejo, 2003).

La actividad fotosintética de las microalgas es afectada por los niveles de radiacion
ultravioleta (UVR), inhibiéndose hasta en un 80% en aguas superficiales en el Lago
Titicaca (3810msnm) donde existen altos flujos de UVR solar a lo largo del afio
(Villafarie et al., 1999).

En zonas alto andinas como el Lago Titicaca la radiacion solar es mayor en un 13%
que en zonas al nivel del mar (Dejoux e lltis 1992). En la Figura 4, se muestra el
mapa de irradiacion solar del departamento de Ayacucho durante los afios 1975-1990,
elaborado por el Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia (SENAMHI) donde
se describen niveles de energia solar incidente diaria mayores a los 7 KW h/m?

durante el mes de noviembre.

EW h f md

@ =40

@ 40- 45
@ 45- 50
> s0-55
€ 55-60
@@ c0-65
@ «s5- 10

e NOVIEMBRE

Figura 4: Niveles de irradiacion solar en el mes de noviembre del departamento de
Ayacucho. FUENTE: SENAMHI (http://deltavolt.pe/atlas/atlassolar/radiacion-

departamento).
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En la actualidad el SENAMHI tiene una plataforma virtual donde se muestran los
indices de radiacion ultravioleta segun el indice de exposicion (Figura 5),
evidenciando en la curva elaborada una alta radiacion durante horas del mediodia
(10:00am-2:00pm).

INDICE DE RADIACION ULTRAVIOLETA PARA EL DIA 23-02-2017
AYACUCHO (lat = -13.160, lon = -74.224)

Senambi
1
14 Z g
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BAJA
1
=N

s O
006 07 08 09 10 1 12 13 14 15 16 17 18
HORA LOCAL

Figura 5: indice de radiacion ultravioleta para el dia 23 de febrero del 2017.
FUENTE: SENAMHI (http://www.senamhi.gob.pe/?p=radiacion-uv).

2.3 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN LAS MICROALGAS

Se sabe que las microalgas habitan en diferentes cuerpos de agua, adaptandose a
condiciones en muchos casos extremos y/o generadoras de estrés (variaciones de
temperatura, salinidad, irradiacién, etc.), debido a que poseen un metabolismo de
adaptacion funcional, generando metabolitos secundarios , que son compuestos
bioldgicamente activos que les sirven como proteccion y que se muestran en el
cuadro 2 (Jacob-Lopes et al., 2015; Pelegrin, 2001).
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Cuadro 2: Estrategias de adaptacion de las algas y Compuestos activos potenciales
generados como defensa en situaciones de estrés.

Estrategias de adaptacién de las algas

Compuestos activos potenciales

Lucha contra la deshidratacion y
regulacion del flujo hidrico (estrés de

desecacion, variacion termica)

Compuestos osmoreguladores: solutos
minerales (Na*, K*, CI) y organicos
(polioles, prolina, manosa, sacarosa,

floridoside), mucilago.

Proteccion contra los efectos de los rayos

ultravioleta y el estrés oxidativo

Filtros naturales, antioxidantes
(carotenoides, polifenoles, tocoferoles),

enzimas antiradicales, Cu, Zn, Se.

Mantenimiento de la integridad de los
tejidos en respuesta al oleaje

Mucilago, fibras elasticas, proteinas y
polisacaridos estructurales (agar,

carragenato, alginato)

Mantenimiento de la integridad de los
tejidos en respuesta a microorganismos

predadores

Metabolitos secundarios halogenados:

bromofenoles

FUENTE: Tomado de Pelegrin, 2001

El término de antioxidantes hace referencia principalmente a pigmentos antioxidantes

como clorofilas, carotenoides y compuestos fendlicos (Cha et al., 2010; Hu et al.,

2008; Wang et al., 2007). Entre las distintas sustancias antioxidantes (Cuadro 3) que

generan las microalgas destacan los compuestos liposolubles como la vitamina E (o

alfa-tocoferol), clorofilas y los carotenoides, y los compuestos hidrosolubles que son

los polifenoles, las ficobiliproteinas y la vitamina C (Herrero et al., 2006; Pelegrin,

2001).

Cuadro 3: Propiedad antioxidante obtenidas a partir de extractos de algas.

Proteinas

Micosporina Aminoacidos

Glutation

Polifenoles

PUFAs

Carotenoides

Tocoferol

ANTIOXIDANTES

Ascorbato

FUENTE: Tomado de Michalak y Chojnacka, 2015.
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Las microalgas presentan una gran biodiversidad sobre las plantas superiores y son
considerados un recurso casi sin explotar en cuanto a sus propiedades antioxidantes.
En el Cuadro 4 se describe ciertas especies de microalgas generadoras de
antioxidantes, para los cuales se debe tener en cuenta diversos factores como las

caracteristicas fisioldgicas y condiciones del cultivo (Hun, 2010).

Cuadro 4: Compuestos antioxidantes en diversas especies de microalgas.

Compuestos Especies de microalgas
Astaxantina Haematococcus pluvialis
Polifenoles Chlamydomonas nivalis
C-ficocianina Spirulina platensis
Vitamina C Chlorella pyrenoidosa

FUENTE: Tomado de Pelegrin, 2001.

El género Chlamydomonas es una de las microalgas mas utilizadas para pruebas de
fisiologia celular y biologia molecular debido a que presenta un ciclo de vida simple,
facilmente manipulable en laboratorio, tienen un minimo requerimiento nutricional y
un rapido crecimiento, sin embargo, poco se ha estudiado sobre su potencial

nutricional y usos comerciales (Chlamydomonas Collection, 2010; Harris, 2001).

Existen antecedentes de estudios del género Chlamydomonas referidos a la capacidad
antioxidante como es el caso de la especie Chlamydomonas nivalis donde se
demostro que es una fuente natural de antioxidantes (Duval et al., 2000; Li et al.,
2007), debido a que posee carotenoides como [-caroteno, luteina, violaxantina,
polifenoles, entre otros (Jaén y Fernandez, 1985). Por otro lado, el género Pediastrum
es una de las microalgas consideradas como bioindicadoras del estado de eutrofia de
los ecosistemas acuaticos de agua dulce, soportando niveles medios y altos de
contaminacion (Rivero, 2016). En un trabajo realizado por Ozer et al. (2012), se
utiliz6 a la microalga Pediastrum boryanum para el tratamiento de aguas residuales

en funcion a su capacidad de biosorcion del metal cromo (Cr V).
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a. Mecanismo fisiolégico para la formacién de compuestos antioxidantes

Los pigmentos fotosintéticos son las sustancias encargadas de transformar la energia
luminica en energia quimica mediante la fotosintesis (Palacios, 2016), entre los cuales
destaca la clorofila a, siendo uno de los pigmentos primarios encargados de la
captacion de la energia luminica (Manrique, 2003). Existen también otro grupo de
pigmentos accesorios como la clorofila b y carotenoides (carotenos y xantofilas), que
cumplen la funcién de ampliar el espectro de absorcién de la luz entre los 380 nm y
los 710 nm (Larcher, 1995), con la finalidad de servir como sistemas de proteccion

frente a la luz excesiva (fotoproteccion) (Taiz y Zeiger, 2006).

El mecanismo de funcionamiento fisiologico de la fotosintesis esta constituida
principalmente de moléculas de clorofilas distribuidas en los tilacoides en estructuras
captadoras de luz denominadas complejo antena, que constituyen una serie de
pigmentos unidos a proteinas que a su vez se encuentran conectados a sendos
fotosistemas 1 y I (PS 1y PS Il) a través de un centro de reaccion, donde se contienen
los aceptores y transportadores de electrones excitados por los fotones (energia)
absorbidos (Manrique, 2003; Palacios, 2016).

En la transferencia de electrones se genera la disipacion de energia, evidenciandose
un proceso que se conoce como fluorescencia, donde se emite un foton de mayor
longitud de onda, el cual en su mayor parte es emitido por la clorofila a en el PSII. La
cantidad de fluorescencia se mide por la eficiencia de transferencia de los electrones,
incrementandose si el proceso estd en condiciones excesivas de luz, produciendo un
excesivo aumento de electrones excitados que puede dafar la célula (Manrique, 2003;
Palacios, 2016).

Los pigmentos accesorios principalmente los carotenoides, son los antioxidantes
encargados de disipar el exceso de energia de excitacion en forma de calor evitando
dafos en las células. También son los responsables de la detoxificacion de las formas

reactivas de oxigeno (como radicales libres), que se forman en la fotosintesis,
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evitando la fotoxidacion en las células en presencia excesiva de luz (Manrique, 2003;
Palacios, 2016).

La composicién de carotenoides en las microalgas puede presentar una gran variacion
relacionada principalmente con factores medioambientales, como son, la temperatura
del agua, la salinidad del medio, la disponibilidad de luz, la irradiancia y asi como la
disponibilidad de nutrientes (Plaza del Moral, 2010). La radiacion UV-A estimula la
acumulacion de carotenoides sin pérdida de viabilidad mientras que la radiacion UV-
B influye en la acumulacion de  —caroteno y en el dafio de la viabilidad celular en
cultivos de Dunaliella salina (Casal 2010). Estudios con Nannocloropsis sp.
demuestran el efecto de la radiacion UV-A en la acumulacion de antioxidantes como
carotenoides (Forjan et al., 2011). También se ha demostrado que dentro de los
compuestos fendlicos (polifenoles) que actian como antioxidantes se encuentran los
flavonoides, que presentan una fuerte absorcion de la region UV de 300-400 nm,
actuando como filtros de luz para la proteccion de los cloroplastos ante el dafio
generado por la radiacion (Chavez et al., 1996).

b. Evaluacidn de la actividad antioxidante en las microalgas

En la actualidad se han realizado adaptaciones de métodos aplicados a la evaluacion
de la actividad antioxidante total de plantas superiores, frutas, macroalgas, etc. para el

analisis de microalgas.

Rao et al. (2006), realizaron estudios de la actividad antioxidante de la microalga
Botryococcus braunii donde se determind la actividad captadora de radicales libres,
evaluada mediante el método del 1,1- difenil-2-picrilhidracil (DPPH), obteniendo
resultados favorables para esta microalga, siendo similares a los obtenidos por Diaz
(2012), en las microalgas Chlorella pyrenoidosa y Botryococcus braunii; mientras
que Re et al. (1999), describen un protocolo para la determinacién de la actividad
antioxidante por el método del 2.2 azono bis (3 ethylbenzothiazoline 6 sulfonic acid)
diammonium salt (ABTS), que consiste en la formacion del radical liore ABTS™ y
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que es reducido por los compuestos antioxidantes presentes en la muestra, para luego

ser medida su absorbancia a 734nm.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE EJECUCION

El estudio se llevo a cabo en el Banco de Germoplasma de Organismos Acuaticos del
Instituto del Mar del Pert (IMARPE), con apoyo de las areas de Alimento vivo y el
laboratorio de Instrumentacion Analitica de la misma institucion, durante el afio 2017,

en los meses de enero a octubre.

3.2 UNIDADES BIOLOGICAS Y MANEJO EXPERIMENTAL

a. Obtencion de las cepas vy de los indculos microalgales

Se utilizaron cuatro cepas de microalgas, dos del género Pediastrum y dos del género
Chlamydomonas. Estas fueron aisladas de muestras de agua colectada de la laguna
Pachaya (14°38°54"" Sy 74°5"17""WO, 3590 msnm), laguna verde (14°31°56”S y
74° 0'40""WO, 4440 msnm), laguna Yahuirihuiri (14°37°50.7°S y 73° 57°177"WO,
4400msnm) y la laguna Pumacocha (13°35°49°°S y 74°00°45.3"WO, 3311 msnm),

proveniente del departamento de Ayacucho.
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Figura 6: Mapa que muestra la ubicacion de las lagunas muestreadas en el

departamento de Ayacucho.

Las cepas se obtuvieron mediante la metodologia planteada por Andersen (2005) del
lavado celular con micropipetas, que permitié realizar el aislamiento de una sola

célula para obtener cultivos monoclonales.

El método consistio en colocar una gota de muestra de agua con microalgas sobre una
lamina porta objeto, observandola bajo un microscopio invertido a un objetivo de
10X y 40X respectivamente, seleccionando la microalga de interés para el estudio
(Figura 7A). Esta fue capturada con la ayuda de una micropipeta capilar de punta
fina, para comenzar con el lavado, transfiriéndola a una gota de medio de cultivo
CHU0 esteril; esto se realizd por 4 a 5 veces sucesivas hasta que la célula microalgal

se encontrd en una gota de medio libre de contaminantes. Luego esta fue traspasada a
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un tubo de ensayo de 10 mL con medio de cultivo estéril (2-3 mL) y llevada al
cepario (Figura 7B) para su adaptacion bajo condiciones controladas, a una
temperatura de 17°C, intensidad luminica de 40 pmol.seg*m™ y un fotoperiodo de
12:12 (horas luz: horas oscuridad). Tardé aproximadamente un mes a que el tubo
evidencie el crecimiento celular, el que fue analizado con una muestra extraida con
una pipeta Pasteur estéril, y bajo microscopio se evalu6 su crecimiento y la presencia
de contaminantes (Figura 7C).

Figura 7: Flujo de obtencion de las cepas, A: aislamiento celular bajo microscopio
invertido. B: cepario bajo condiciones controladas de irradiancia, T° y fotoperiodo. C:
Tubos de cultivo con el crecimiento microalgal al mes de siembra.

Una vez logrado el crecimiento en el tubo de cultivo, libre de contaminacion
(presencia de protozoarios u otra microalgas) se procedié a su codificacion, y al
sembrado en un tubo de 10 mL con un volumen de 8 mL efectivos.
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Obtenidas las cepas se procedié al cultivo de los inéculos microalgales hasta el

volumen de 1 L siguiendo el siguiente proceso:

eSe utilizd un tubo de 10mLde la microalga como in6culo en un matraz de
125mLconl115mLde medio de cultivo CHU 10 y se llevé a condiciones de cepario
por un periodo de 7 dias, posteriormente se procedié a utilizar los 125mLde
microalga como nuevo inéculo para un volumen en matraz de 250mL a las mismas

condiciones.

o El procedimiento anteriormente descrito se realizd sucesivamente hasta lograr un
volumen en matraz de 1 L de la microalga (Figura 8) que fue trasladado al area del
laboratorio de alimento vivo donde las condiciones de cultivo fueron de temperatura
18°C, aireacion constante con inyeccion de CO2 e intensidad luminica de 80 pmol
seg*m?, por un periodo de 5 dias. A continuacion, se procedié al desdoble de la
microalga (500 mL microalga y 500 mL medio de cultivo) para obtener 2 matraces de
1 L de in6culo.

Figura 8: Obtencion de indculos microalgales, A: siembra de inéculos de 125 mL en

camara de flujo laminar. B: siembra de indculos de 500 mL. C: In6culos de 1 L.

Todo lo anteriormente descrito se realizo por triplicado con cada cepa hasta obtener

los 6 L de indculo, necesarios para la fase experimental.
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b. Descripcién del cultivo vy diseiio experimental de las microalgas

El experimento se realizd en unos recipientes de cultivo de 2 L por cada cepa
microalgal, utilizando 1 L de in6culo de la microalga y 1 L de medio de cultivo
CHU10 estéril en un biorreactor rectangular para lograr una mayor exposicion a la
radiacion. Las cuatro unidades bioldgicas quedaron distribuidas como se muestra en

el cuadro 5.

Cuadro 5: Distribucion de las unidades bioldgicas por especie, altitud y unidad
experimental.

Unidad Bioldgica _ )
(Cepas microalga'es) Unidad experlmental

Chlamydomonas sp.
6 biorreactores de 2 L
(Laguna verde 4440msnm)

Chlamydomonas sp.
6 biorreactores de 2 L
(Laguna Pachaya 3590msnm)

Pediastrum sp.
. 6 biorreactores de 2 L
(Laguna Yahuirihuiri 4400msnm)

Pediastrum sp.
6 biorreactores de 2 L
(Laguna Pumacocha 3311msnm)

El experimento se realizé bajo condiciones controladas en una camara climatica
Binder KW400 (Figura 9); a una temperatura de 18+ 1°C, fotoperiodo (12:12 horas
luz: horas oscuridad), intensidad luminica de 80 pmol seg’m® medida con un
Quantiometro Licor, y aireacion procedente de un Blower de 3.5 W de potencia, por
un periodo de 7 dias. Para los tratamientos con radiacion ultravioleta se empled unos
fluorescentes de marca NARVA que emiten 4mW/cm2 radiacion UVA Y UVB,

evaluada mediante un Radiémetro UVP, la exposicién tuvo un periodo de 3 h dia™.

En la figura 9 se muestra la disposicion de las unidades experimentales en la cAmara

climética.
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Figura 9: Interior de la Camara climética adaptada para el experimento donde se

muestra :(A: Fluorescentes de luz PAR, B: Fluorescentes de luz UV, C: biorreactores.

b.1 Descripcién del disefio experimental de la microalga del género Pediastrum

Los tratamientos para el género Pediastrum provenientes de dos altitudes fueron

repartidos en un disefio completamente al azar (DCA), cada uno con tres réplicas tal

como se resume en el cuadro 6.

Cuadro 6: Disefio experimental para las microalgas del género Pediastrum.
Radiacién

TRATAMIENTOS

-UVAB +UVAB

4400msnm | 3 biorreactores | 3 biorreactores

Altitud

3311lmsnm | 3 biorreactores | 3 biorreactores

-UVAB = Sin radiacién
+UVAB = Con radiacion

b.2 Descripcién del disefio experimental de la microalga del género Chlamydomonas

Los tratamientos para el género Chlamydomonas provenientes de dos altitudes fueron
repartidos en un disefio completamente al azar (DCA), cada uno con tres réplicas tal

como se resume en el cuadro 7.
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Cuadro 7: Disefio experimental para las microalgas del género Chlamydomonas.
Radiacion

TRATAMIENTOS

-UVAB +UVAB

4440msnm | 3 biorreactores | 3 biorreactores

Altitud

3590msnm | 3 biorreactores | 3 biorreactores

-UVAB = Sin radiacién
+UVAB = Con radiacion

c. Evaluaciéon del crecimiento de las microalgas del género Pediastrum vy
Chlamydomonas

Para la evaluacién del crecimiento microalgal se muestrearon diariamente los cultivos
de Pediastrum y Chlamydomonas de las unidades experimentales durante un periodo

de 7 dias.

El crecimiento celular de los cultivos fue evaluado mediante el método de conteo
celular con ayuda de una cdmara Neubauer. La toma de muestra para la evaluacion se
realizé diariamente a las 10:00am. Se procedié a retirar una muestra de 1mL de cada
unidad experimental con ayuda de una pipeta Pasteur y colocadas en un vial de vidrio

y fijadas con lugol para su posterior conteo.

El crecimiento microalgal se determind mediante el parametro de tasa de crecimiento

poblacional (u), que se hallo con la siguiente formula (Arredondo y Voltolina, 2007):

u= (Ln X2 —Ln X1) / (tz - tl)

X2y X1: Densidad celular determinada en los tiempos t, y t;

A los 7 dias de cultivo se procedié a la cosecha de las microalgas. Para este fin se
dejo decantar el cultivo para permitir su concentracion y realizar el centrifugado (con

una centrifuga Hettichzenttrifu rotina 420R), a 3500rpm por 30min a 5°C. Las
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microalgas sedimentadas obtenidas (biomasa himeda) fueron colocadas en placas

Petri para su liofilizacion y obtencion de biomasa seca (Figura 10).

TR SRS TRYSITE Y da

Figura 10: Biomasa seca obtenida mediante la liofilizacién de la biomasa himeda de

los cultivos experimentales.

d. Determinacion de la actividad antioxidante

Se evalud la actividad antioxidante total de las cuatro cepas microalgales a partir de la
biomasa seca, utilizando el método de ABTS [2.2 azono bis (3 ethylbenzothiazoline 6

sulfonic acid)] descrita por Re et al. (1999).

d.1 Preparacion de la solucién conteniendo el radical ABTS"

eLa solucion ABTS", fue preparada diluyendo 7 mM de ABTS y 2.45 mM de
Persulfato de Potasio en agua ultra pura, almacenado en fiola ambar de 25 mL, en

oscuridad, a temperatura ambiente por 16 h.

e La dilucion de la solucién de ABTS" se realiz6 con Etanol absoluto para lograr una
absorbancia de 0.7 a 734 nm, medido en un espectrofotometro VARIAN (UV

visible).
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d.2 Elaboracion de la curva de calibracidn tipica de los ensayos de antioxidantes

eSe prepard la solucion trolox de 2.5mM con agua destilada, la que es un
antioxidante comercial que sirvi6 como unidad equivalente de medida en la

evaluacion de los extractos microalgales.

¢ A partir de la solucion trolox se prepararon 11 tubos con distintas concentraciones
de 0 a 500 uM, mas 2 mL de la solucién ABTS". Esto se dejaron reposar por 6 min,

luego de los cuales se procedio a realizar la lectura en el espectrofotometro a 734nm.

e Esta curva de calibracion patron sirvio como referencia para las lecturas posteriores

de los extractos microalgales en el espectrofotémetro.

d.3 Obtencion de los extractos microalgales a partir de los solventes hexano, acetona
y agua

Se pes6 0.05 g de la muestra microalgal seca en una balanza analitica marca
Sartorius, y se siguid el procedimiento descrito en el flujograma presentado en la
figura 11 para obtener los extractos microalgales.
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Pesar 0.05 g de la microalga seca
en un tubo de ensayo de 10 mL

v
Aplicacién de Ultrasonido Agregar 6mL de solvente hexano
(Branson 2515) a temperaturade  |[<- (Utilizando una campana
4°C por 10min. extractora)

Separar el sobrenadante del pellet
microalgal con ayuda de una
pipeta Pasteur

H v
Obtencion del Pellzzé rgcl)(érgilgal
Extracto microalgal '
(6 mL) \
Repetir el procedimiento

anterior para los solventes
acetona y agua en ese orden.

Centrifugar (Eppendorf 5427R) a
3000 rpm, 4°C por 10 min.

Figura 11: Flujograma del Procedimiento para la obtencidn de extractos microalgales.

Se permiti6é la evaporacion de los extractos de hexano y acetona inyectando gas
nitrdgeno y se resuspendio en 2 mL de etanol absoluto para su posterior

cuantificacion.

d.4 Determinacion de la actividad antioxidante por método del radical cation ABTS"

e En un tubo de ensayo se agrego 2 mL de solucion ABTS+ més 150 uL del extracto
microalgal segun flujograma mostrado en la Figura 12.
e La mezcla se dejé reposar por 6 min a temperatura ambiente, para posteriormente

realizar las lecturas en el espectrofotometro a 734nm.
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Pesar 0.0384 g de + Pesar 0.00588 g de
ABTS en 10 mL de l Persulfato de potasio en

agua ultra pura 10 mL de agua ultra pura

ABTS" Guardar a temperatura
(20 ambiente en oscuridad por
16h

Medir absorbancia a 734 nm

Diluir con etanol absoluto

hasta lograr una Incubar por 6min
absorbancia de 0.7

v

REACCION DE Agregar 2 mL de ABTS”
OXIDACION +
150 pl del extracto
microalgal

Medir absorbancia a 734 nm

Figura 12: Flujograma para la determinacion de la actividad antioxidante por método
del radical cation ABTS".

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos fueron sometidos a una prueba de homocestacidad.
Posteriormente a los datos de crecimiento celular se les aplico un andlisis de varianza
(ANVA) con un a=0.05, para determinar diferencias significativas entre tratamientos
ante la radiacion ultravioleta, utilizando el programa Minitab 17. Para la actividad
antioxidante se realiz6 un andlisis de varianza (ANVA) de dos factores con un
a=0.05, utilizando el software estadistico INFOSTAT versién estudiantil. Los
factores que se evaluaron fueron la altitud de origen de las cepas microalgales y la
radiacion UVAB, teniendo como respuesta la tasa de crecimiento poblacional y
actividad antioxidante respectivamente. Se realiz0 el test de comparaciones multiples

LSD de Fisher para ver diferencias significativas en las medias de los factores.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 OBTENCION DE CEPAS MICROALGALES

Se obtuvieron cuatro cepas de microalgas Chlorophytas entre las del género
Chlamydomonas y Pediastrum. (Figura 13) provenientes de las lagunas de Ayacucho,
que fueron codificadas por el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) en funcién a la
base datos del Banco de Germoplasma de Organismo Acuéticos, para formar parte de
la coleccidn de las cepas del Laboratorio.

£ :1-".
X .‘1
Chlamydomonas sp. Chlamydomonas sp.
Laguna verde 4440 msnm Laguna Pachaya 3590 msnm
IMP-BG 277 IMP-BG 294
(Chl4440) (ChI3590)
@} i J‘Kﬁsﬂyc
SO S S
e @%@ e
SOEE L n,‘*ﬁ}*
e b
20 pm 20 pm
Pediastrum sp. Pediastrum sp.
Laguna Yahuirihuiri 4400 msnm Laguna Pumacocha 3311 msnm
IMP-BG 288 IMP-BG 255
(Ped4400) (Ped3311)

Figura 13: Codificacion segin Banco de germoplasma de Organismos Acuéticos de
las cuatro microalgas Chlorophytas obtenidas del proceso de aislamiento entre las del

género Chlamydomonas y Pediastrum.
IMP: Instituto del Mar del Pert

BG: Banco de Germoplasma de Organismo Acuéticos
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4.2 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROALGAL

a. Evaluacion del crecimiento de las microalgas del género Pediastrum

Al analizar las tasas de crecimiento poblacional durante el cultivo de la cepa de
Pediastrum sp. proveniente de los 4400 msnm (Ped4400), se evidencid un mejor
crecimiento bajo condiciones controladas respecto a la cepa procedente de menor
altitud (Ped3311); tanto en los cultivos no expuestos a radiacion UV (Figura 14)
como en los expuestos (Figura 15). Asi se tiene que la fase de adaptacion, donde no
se muestra crecimiento de los cultivos, sin radiacion tuvo una duracion de dos dias,
una fase exponencial marcada caracterizada por el crecimiento acelerado de cinco
dias y el inicio de la fase estacionaria el ultimo dia de cultivo; mientras que en los
cultivos expuestos a la radiacion ultravioleta se evidencio una adaptacion de un dia,
seguida de una fase exponencial de cuatro dias y una fase estacionaria de tres dias

hasta el término del experimento.

En la prueba con la cepa de Pediastrum sp. proveniente de los 3311 msnm
(Ped3311); los cultivos que no fueron expuestos a radiacién mostraron una fase de
adaptacion prolongada que durd cinco dias y una fase exponencial de dos dias,
seguida del inicio de la fase estacionaria. Mientras que los cultivos que fueron
expuestos a radiacion ultravioleta tuvieron una fase de adaptacion de un dia y una
fase exponencial no muy marcada (leve) de cuatro dias, seguida de una fase

estacionaria de tres dias hasta el término del experimento.
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Figura 14: Curvas de crecimiento de los cultivos de Pediastrum provenientes de

diferente altitud (msnm) no expuestos a la radiacion ultravioleta.
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Figura 15: Curvas de crecimiento de los cultivos de Pediastrum provenientes de

diferente altitud (msnm) expuestos a la radiacion ultravioleta.

Por otro lado en el cuadro 8 se muestran las tasas de crecimiento (1), con un efecto
significativo para el factor altitud de origen al segundo dia de cultivo (M(diaz-dia3));
donde se observa que la cepa Ped4400 inicio la fase exponencial(p(diaz-diaz)=0.66),
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mientras que la cepa Ped3311 mostro adn la fase de adaptacion (M giaz-dia3=0.10) para
el mismo tiempo. En las pruebas con radiacion ultravioleta no se evidenciaron efectos
significativos durante los 4 primeros dias de cultivo; sin embargo a partir del 5 dia de
cultivo (Miss- dies)), S€ Vieron efectos significativos que coincidieron con la fase
estacionaria para los cultivos expuestos a la radiacion (Figura 15). Por otro lado, los
cultivos que no estuvieron expuestos se encontraban en su fase exponencial (Figura
14).

Cuadro 8: Tasas de crecimiento promedio por intervalo de tiempo en los cultivos del
género Pediastrum con y sin radiacion UV.

Tratamientos | Ugiao- dia1) | M(diat- dia2) | Hidia- dia3) | (dia3- dia4) | Midias- dias) | M(dias- dia6) | M(dias- dia7) | M(diar- diag)

-Uv | 0.29 022 | 0.66a | 0.38 028 | 0.24a | 0.18 0.10

+UV | 0.12 037 | 025a | 0.30 0.26 | 0.08b | 0.02 0.08

-Uv | 0.03 0.04 | 010b | 021 0.20 | 0.55¢c | 0.44 0.16

Ped3311 | Ped4400

+UV | 0.00 010 | 014b | 021 0.15 | 0.05d | 0.08 0.09

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

b. Evaluacién del crecimiento de las microalgas del género Chlamydomonas

La cepa de Chlamydomonas sp. proveniente de los 4440 msnm (Chla4440), mostro
un mejor crecimiento bajo condiciones controladas que la cepa Chl3590, tanto en los
cultivos no expuestos a radiacion UV (Figura 16) como en los expuestos (Figura 17).
Los cultivos expuestos a la radiacion ultravioleta evidenciaron un comportamiento
muy similar a los cultivos que no estaban expuestos; una fase de adaptacion de tres
dias y una fase exponencial de cinco dias hasta el término del experimento; sin

mostrar inicios de la fase estacionaria en ningun tratamiento.

En la prueba con la cepa de Chlamydomonas sp. proveniente de los 3590 msnhm
(Chla3590); de igual manera que la cepa Chla4440, los cultivos expuestos a la
radiacion ultravioleta mostraron un comportamiento muy similar a los cultivos que no
estaban expuestos. Se evidencid una fase de adaptacién de dos dias, seguida de una

fase exponencial de dias y una fase estacionaria de 4 dias hasta el término del
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experimento. Los cultivos expuestos a la radiacion tuvieron 1 dia mas de crecimiento

exponencial.
13.50
12.50
§ Pdo?‘
;E, i e Chl4440 -UV
- 11.50 ) 1 '\ Estacionaria ChI3590 -UV
T. e“g‘\ﬂ.
1 “ :
T L™
“Adaptacién:
10.50 '

Figura 16: Curvas de crecimiento de los cultivos de Chlamydomonas provenientes de

diferente altitud (msnm) no expuestas a la radiacion ultravioleta.
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Figura 17: Curvas de crecimiento de los cultivos de Chlamydomonas provenientes de

diferente altitud (msnm) expuestos a la radiacion ultravioleta.
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Por otro lado en el cuadro 9 se muestran las tasas de crecimiento (1), con un efecto
significativo para el factor altitud de origen a partir del quinto dia de cultivo (J(dias-
dia6)); donde la cepa Chla4440 evidenciaba aun la fase exponencial (L (dias- dias)=0.21),
alcanzando un valor de piar- diag)=0.35 el Gltimo dia de cultivo, mientras que la cepa
Chla3590 se encontraba en la fase estacionaria (Mias- dias)=0.06) (Figura 16); la

radiacion ultravioleta no mostro efectos significativos.

Cuadro 9: Tasas de crecimiento promedio por intervalo de tiempo en los cultivos de
Chlamydomonas.

Tratamientos | Wiao- dia1) | M(diat- dia2) | H(diaz- dia3) | H(dia3- diad) | M(dias- dias) | H(dias- dias) | H(dias- dia7) | H(diar- diag)

-Uv | -0.36 0.53 0.06 0.30 024 | 021a | 0.30a | 0.35a

+UV | -0.16 0.31 0.08 0.37 0.14 | 0.18a | 0.22a | 0.38a

-Uv | 0.23 0.07 0.33 0.24 0.09 | 006b | 0.11b | 0.10b

ChlI3590 | Chl4440

+UV | 0.19 0.08 0.30 0.22 021 | 0.06b | 0.13b | 0.12Db

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

43 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN
MICROALGAS

a. Elaboracién de la curva de calibracidn tipica de los ensayos de antioxidantes

Se obtuvo una curva patron (Figura 18) para relacionar los equivalentes en trolox de

las absorbancias obtenidas para los extractos microalgales.
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Figura 18: Curva de calibracion tipica de los ensayos de antioxidantes para relacionar
los equivalentes en trolox de las absorbancias obtenidas para los extractos

microalgales.

b. Obtencién y cuantificacién de los extractos microalgales a partir de los solventes
hexano, acetona y aqua

Al analizar la actividad antioxidante en los extractos obtenidos con los solventes
hexano, acetona y agua (Figura 19), se evidencio para el género Pediastrum
diferencias significativas al analizar los extractos de acetona respecto a la altitud de
origen (Figura 20); obteniéndose una mayor actividad antioxidante en la cepa

proveniente de mayor altitud.
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Figura 19: Extractos microalgales obtenidos con los diferentes solventes hexano (A),

acetona (B) y agua (C).
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Figura 20: Concentracion de la actividad antioxidante por extraccion solvente
(hexano, acetona, agua) para el género Pediastrum, con y sin radiacion UV,

proveniente de diferente altitud.

En las cepas del género Chlamydomonas, la solvente acetona mostro los mayores
resultados de actividad antioxidantes en los cultivos expuestos a la radiacion UVAB
(Figura 21).
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Figura 21: Concentracion de la actividad antioxidante por extraccion solvente
(hexano, acetona, agua) para el género Chlamydomonas con y sin radiacion UV,

proveniente de diferente altitud.

c. Determinacion de la actividad antioxidante del género Pediastrum

Aplicando el analisis de varianza se encontrd que la altitud de origen de la cepa para
el genero Pediastrum, presento un efecto significativo (p<0.05) para la formacién de
compuestos antioxidantes (Cuadro 10). Esto indica que la altitud de origen es un
factor que se tiene que tener en cuenta para poder potencializar la actividad
antioxidante de cepas de este género. La cepa proveniente de mayor altitud
(Ped4400), alcanzé un valor medio de 217.29 pmol trolox eq. g* (Cuadro 11). Por
otro lado, la radiacién no mostré un efecto significativo para la actividad antioxidante

(Cuadro 12), no existiendo interaccién entre los factores.
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Cuadro 10: Valores promedio (pumol trolox eq. g™*) de la actividad antioxidante por
tratamiento en los cultivos de Pediastrum.

Actividad antioxidante

Tratamiento (umol trolox eq. 9'1)

g | -uv 221.71a
=
2| +uv 212.87 a
= | -uv 42.99 b
&
8| +uv 41.74b

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

Cuadro 11: Valores promedio (umol trolox eq. g) de la actividad antioxidante
analizando el factor altitud (msnm) de origen en los cultivos de Pediastrum.

Factor altitud de origen

Pediastrum Mayor altitud | Menor altitud | P valor
Ped4400 Ped3311
Actividad antioxidante 217.29 42.37 <0.0001
(umol trolox eq. g™ ' ' |

Cuadro 12: Valores promedio (umol trolox eq. g) de la actividad antioxidante
analizando el factor radiacion ultravioleta en los cultivos de Pediastrum.

Factor radiacion ultravioleta

Pediastrum p valor
-UVAB +UVAB
Actividad ant|OX|d§11nte 132.35 127.31 0.3840
(umol trolox eq. g™)

d. Determinacién de la actividad antioxidante del género Chlamydomonas

La altitud de origen y la exposicion a la radiacion UVAB en las cepas del género
Chlamydomonas, tuvieron un efecto significativo para la formacion de compuestos
antioxidantes (Cuadro 13). Esto indica que tanto la altitud de origen y la exposicién a
los rayos UVAB son factores a tener en cuenta para poder potencializar la actividad
antioxidante de cepas de este género, alcanzando un valor medio de 96. 53 pumol

trolox eq. g* (Cuadro 14) para la cepa proveniente de mayor altitud (Chl4440). Al
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exponer a los cultivos a una radiacién de 4 mW/cm? se obtuvo un valor medio de

102.88 pmol trolox eq. g™(Cuadro 15), no existiendo interaccion entre los factores.

Cuadro 13: Valores promedio (umol trolox eq. g™*) de la actividad antioxidante por
tratamiento en los cultivos de Chlamydomonas.

Tratamiento Actividad antioxidante
(umol trolox eq. g%)
§ -Uv 87.45 a
5 +UV 105.61 b
% -Uv 77.00 c
©
g +UVv 100.15d

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

Cuadro 14: Valores promedio (umol trolox eq. g) de la actividad antioxidante
analizando el factor altitud (msnm) de origen en los cultivos de Chlamydomonas.
Factor altitud de origen

Chlamydomonas Mayor altitud | Menor altitud | P valor
Chl4440 Chl3590

Actividad antioxidante

1 96.53 88.58 0.0042
(umol trolox eq. g™)

Cuadro 15: Valores promedio (umol trolox eq. g) de la actividad antioxidante
analizando el factor radiacion ultravioleta en los cultivos de Chlamydomonas.

Factor radiacion ultravioleta
Chlamydomonas p valor

-UVAB +UVAB

Actividad antioxidante

1 82.23 102.88 <0.0001
(umol trolox eq. g™)

4.4 DISCUSION

Diferentes estudios han demostrado el efecto de la radiacion ultravioleta en las
microalgas, ocasionando efectos negativos en el crecimiento celular provocado por la
inhibicién de la fotosintesis; como en el caso de las Chlorophytas Stichococcus
bacillaris y Chlorella sp. (Copia et al., 2012; Hughes, 2006; Villafafie et al., 1999).

Un estudio reciente demuestra que el tiempo y el nivel de la radiacion puede ser letal
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para los organismos fotosintéticos como la especie Chlamydomonas reinhardtii
(Cheloni y Slaveykova, 2018). Pero también existen estudios que demuestran la
capacidad de fotoadaptacion, debido a un aumento de los niveles de compuestos
antioxidantes (Jacob-Lopes et al., 2015; Pelegrin, 2001), sobre esto mismo existen
trabajos que concluyen que existe una sensibilidad especie-especifica en las
microalgas (Cheloni y Slaveykova, 2018; Guan et al., 2011; Wong et al., 2007).

Las cepas del género Pediastrum evaluadas en este experimento mostraron una rapida
respuesta adaptativa a la exposicion de radiacion UVAB (fotoadaptacion), que se
evidencio con un corto periodo de la fase de adaptacion. Por otro lado, los cultivos
del género Chlamydomonas expuestos a la radiacion UVAB tuvieron un crecimiento
similar a los cultivos no expuestos a la radiacion. Esto puede deberse a que en su
habitad natural (zonas alto andinas) ambas cepas estudiadas estan expuestas a altos
niveles de radiacion (Dejoux e lltis, 1992; Vallejo, 2003), probablemente existiendo

una adaptacion evolutiva.

Un estudio realizado por Helbling et al., (1992), indica que el fitoplancton
proveniente de bajas latitudes (zonas tropicales) no pierden la capacidad fotosintética
frente a la radiacion ultravioleta, generando la hipétesis de una adaptacion evolutiva
comparandolas con el fitoplancton de zonas polares. En este estudio se evidencia una
mayor capacidad de adaptacién de las cepas microalgales Ped4400 y Chl4440
provenientes de zonas alto andinas mayores a los 4000 msnm, mostrando una fase
exponencial que alcanzé las mayores tasas de crecimientos (u=0.66 y p=0.35
respectivamente) respecto a las cepas provenientes de altitudes menores,

complementandose con el estudio anteriormente mencionado.

Se ha determinado que el estrés producido por la radiacion ultravioleta genera
cambios en la composicion bioquimica, como el incremento de compuestos fenolicos
(polifenoles) en la biomasa de las microalgas Chlorophytas Chlamydomonas nivalis,

Scenedesmus quadricauda y Chlorella sp., teniendo un papel importante en la
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respuesta antioxidante (Copia et al., 2012; Duval et al., 2000; Kovacik et al., 2010); y
en la acumulacion del pigmento luteina como compuesto antioxidante asociada a la
proteccidn contra la fotoxidacion en los géneros de Chlorophytas como Chlorella,
Chlorococcum, Chlamydomonas, Spongiococcum y Scenedesmus (Fernandez et al.,
2016; Mayorga et al., 2017; Shi etal., 2002).

En este trabajo, aunque no se determind la produccion de polifenoles y luteina, podria
suponerse que existiria relacion directa de estos compuestos con los altos valores de
la actividad antioxidante, encontrada en las microalgas Chlorophytas del género
Pediastrum y Chlamydomonas, sin embargo, en esta Ultima se vio un incremento

significativo en los cultivos expuestos a la radiacion UV.

Goiris et al., (2012), determinaron una actividad antioxidante relativamente alta,
mayor a los 40 umol trolox eq. g, utilizando el método del radical cation ABTS" en
extractos microalgales de Chlorophytas como las especies Botryoccocus braunii,
Chlorella sp. y Tetraselmis suecica. Por otro lado, en China se estudio la actividad
antioxidante de plantas medicinales, frutos y vegetales nativos, donde obtuvieron
valores promedios no mayores a los 7 pumol trolox eq. g* (Cai et al., 2004). Al
compararse estos valores con los obtenidos en el estudio para las diferentes

microalgas, se evidencia el alto potencial antioxidante en estas.

Estudios realizados en Colombia por Contreras et al., (2011), evaluaron la actividad
antioxidante de frutos nativos y semillas. Los resultados mostraron altos valores
utilizando el método del radical cation ABTS". Las curubas (Passiflora tripartita)
(quitefia y criolla) y el marafion (Anacardium occidentale) fueron los frutos que
mostraron los valores més altos (144, 131 y 115 umol trolox eq. g*), siendo
superados por los obtenidos por las semillas de marafion, araza (Eugenia stipitata) y
algarrobo (Hymenaea courbaril), (1700, 440 y 428 pmol trolox eq. g™'). Comparado
estos valores con los obtenidos con las microalgas alto andinas analizadas en este

trabajo, se evidencié una actividad similar a la de los frutos, con valores entre los
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100-230 pmol trolox eq. g*; més atn los mayores valores lo obtuvieron las cepas

microalgales Ped4400 y Chl4440 que provienen de mayor altitud.

El presente estudio da a conocer la alta actividad antioxidante en la microalga del
género Pediastrum, alcanzando un valor maximo de 221.71 pmol trolox eq.g™,
superando al del género Chlamydomonas, que alcanzo6 un valor de 87.45 pmol trolox
eq. g, valores referidos a las cepas provenientes de mayor altitud y no expuestos a
radiacion UV. Se puede inferir que esto se debe al alto contenido y calidad de los
acidos grasos polinsaturados (cadenas largas) que se encuentra presente en las
microalgas del género Pediastrum (Anexol) (Comentario de Flores, 2018), los que
presentan  propiedades antioxidantes (Michalak 'y Chojnacka, 2015),
contraponiéndose con los encontrados en la microalga Chlamydomonas reinhardtii,
donde la presencia de estos acidos grasos no alcanzan cadenas tan largas como en el
Pediastrum (James et al., 2011).

Rao et al., (2006) al analizar la actividad antioxidante de la microalga Botryococcus
braunii encontraron valores elevados al utilizar como solvente acetona, por lo que fue
seleccionado para los analisis méas detallados. Este resultado se dio al analizar los
extractos obtenidos con acetona en las cepas del género Chlamydomonas. Sin
embargo, para la cepa del género Pediastrum proveniente de la menor altitud
(Ped3311), se evidenciaron los valores mas bajos, lo que no ocurrié con la cepa
proveniente de mayor altitud (Ped4400). Cabe destacar la alta eficiencia del solvente

acetona para la extraccion de polifenoles como los flavonoides (Huaman, 2014).

Se evidencié una marcada diferencia significativa en la respuesta antioxidante para el
género Pediastrum. La cepa Ped3311 presentd un valor antioxidante de 42.99 umol
trolox eq. g™, mucho menor a la obtenida por la cepa Ped4400 que fue de 221.71
umol trolox eq. g™,en los cultivos no expuestos a la radiacién ultravioleta; similares
resultados se obtuvieron en los cultivos sometidos a UV. Se podria inferir que la cepa
proveniente de mayor altitud presentaria un mecanismo mas desarrollado para la

estimulacién de la actividad antioxidante referido a la formacién de flavonoides, es
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asi que trabajos realizados en plantas alpinas (Chavez et al., 1996), sugirieren que las
concentraciones de estos antioxidantes se ven incrementadas con la altitud debido a la
alta radiacién que existe. Esta observacién podria explicar porque las microalgas alto
andinas provenientes de alturas mayores a los 4000 msnm estudiadas en este trabajo
obtuvieron valores altos de actividad antioxidante, si se considera su metabolismo

similar a las plantas superiores.

Mas aun, en un estudio reciente se ha comprobado la diferencia significativa que
existe en el contenido de luteina entre las cepas del género Pediastrum,
encontrandose valores altos de este antioxidante en la cepa proveniente de mayor
altitud (Ped4400) (Henriquez et al., 2017), superando las obtenidas en otros estudios
de Chlorophytas del género Scenedesmus (Grima & Gabriel, 2006) y Chlorella (Shi
etal., 2002).

En este orden de ideas, a través de este trabajo se puede decir que las microalgas alto
andinas del género Pediastrum y Chlamydomonas provenientes del departamento de
Ayacucho, de altitudes mayores a los 4,000msnm presentan una mayor actividad
antioxidante que las provenientes de zonas inferiores, pudiendo considerarse como

potencial fuente de origen natural de compuestos antioxidantes.
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V. CONCLUSIONES
Bajo las condiciones experimentales seguidas en esta investigacion se concluye que:

= Se evidencid una fotoadaptacion en el crecimiento de las microalgas Pediastrum sp.
(Ped4400 y Ped3311) y Chlamydomonas sp. (Chl4440 y Chl3590) al ser expuestas a
una radiacion UVAB de 4 mW/cm?.

=Las cepas microalgales de Pediastrum sp. (Ped4400) y Chlamydomonas sp.
(Chl4440) provenientes de zonas alto andinas mayores a los 4000 msnm, mostraron
mejores tasas de crecimiento (u=0.66 y u=0.35 respectivamente) y de actividad
antioxidante que las de menor altitud (Ped3311 y Chl3590).

= La microalga Pediastrum sp. (Ped4400) evidencio el valor méas alto de actividad
antioxidante, de 221.71 pmol trolox eq. g™ siendo no significativa la exposicién a la
radiacion UVAB para este género, superando a la microalga Chlamydomonas sp
(Chl4440) que alcanzé un valor de 105.61 pmol trolox eq. g, para los cultivos

expuestos a la radiacion.

= Las cepas alto andinas del género Pediastrum y Chlamydomonas son potenciales

fuentes naturales de compuestos antioxidantes.
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VI. RECOMENDACIONES

= Realizar un estudio cualitativo-cuantitativo de los diferentes biocompuestos
(pigmentos, lipidos y polifenoles) que puedan presentar estas microalgas alto andinas

del género Pediastrum y Chlamydomonas.

= Realizar otros estudios para la microalga Chlamydomonas sp. (Chl4440) a
radiaciones UV mayores y ver su relacion con la concentracion de antioxidantes,
debido que presentd resultados significativos en el aumento de su actividad

antioxidante.

=Se recomienda evaluar el uso como antioxidante de estas microalgas en la
elaboracion de alimento balanceado para la acuicultura, debido a su alto contenido en

compuestos antioxidantes.
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ANEXO

Anexo 1: Analisis de &cigos grasos de la microalga del género Pediastrum.

Anexo 2: Medias ajustadas de actividad antioxidante y errores estandares para factor
altitud de origen de las microalgas del género Pediastrum.

ALTITUD.ORIGEN Medias E.E.
4400 217.29 5.45 A (IMP-BG 288)
3311 42.37 0.52 B (IMP-BG 255)

LSD Fisher (Alfa=0.05), Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 3: Actividad antioxidante del género Pediastrum provenientes de zonas alto
andinas.
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Anexo 4: Actividad antioxidante, medias ajustadas y errores estandares para factor
altitud de origen de las microalgas del género Chlamydomonas.

ALTITUD.ORIGEN Medias E_E.

4440 96.53 1.97 A (IMP-BG 277)
3590 88.58 0.41 B (IMP-BG 294)
LSD Fisher (Alfa=0.05), Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 5: Actividad antioxidante del género Chlamydomonas provenientes de zonas
alto andinas.
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Anexo 6: Actividad antioxidante, medias ajustadas y errores estandares para factor
radiacion de las microalgas del género Chlamydomonas.

RADIACION Medias E.E.

4 102.88 1.26 A

0 82.23 1.56 B

LSD Fisher (Alfa=0.05), Medias con una letra comdn no son
significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 7: Actividad antioxidante del género Chlamydomonas expuestas a radiacion
ultravioleta.

5 N 102.88

c} .

% [

<

= 9886

cJ

Q J

= 92.40

c

©

i)

X

S 8595/

% 82.23

- m

< 79.49 - ;
0 4
Radiacion (mW/cm2)

56



	I. INTRODUCCIÓN
	II. REVISIÓN LITERARIA
	2.1 GENERALIDADES DE LAS MICROALGAS
	a. Caracterización taxonómica y biología de la microalga del género Pediastrum
	b. Caracterización taxonómica y biología de la microalga del género Chlamydomonas

	2.2 PARAMETROS FISICO QUIMICOS EN EL CRECIMIENTO
	a. Intensidad Lumínica
	b. Temperatura
	c. Nutriente
	d. pH y CO2
	e. Radiación ultravioleta (UV)
	Radiación ultravioleta en zonas alto andinas

	2.3 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN LAS MICROALGAS
	a. Mecanismo fisiológico para la formación de compuestos antioxidantes
	b. Evaluación de la actividad antioxidante en las microalgas


	III. MATERIALES Y MÉTODOS
	3.1 LUGAR DE EJECUCIÓN
	3.2 UNIDADES BIOLOGICAS Y MANEJO EXPERIMENTAL
	a. Obtención de las cepas  y de los inóculos microalgales
	b. Descripción del cultivo y diseño experimental de las microalgas
	b.1 Descripción del diseño experimental de la microalga del género Pediastrum
	b.2 Descripción del diseño experimental de la microalga del género Chlamydomonas
	c. Evaluación del crecimiento de las microalgas del género Pediastrum y Chlamydomonas
	d. Determinación de la actividad antioxidante
	d.1 Preparación de la solución conteniendo el radical ABTS+
	d.2 Elaboración de la curva de calibración típica de los ensayos de antioxidantes
	d.3 Obtención de los extractos microalgales a partir de los solventes hexano, acetona y agua
	d.4 Determinación de la actividad antioxidante por método del radical catión ABTS+

	3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	4.1 OBTENCIÓN DE CEPAS MICROALGALES
	4.2 DETERMINACIÓN DEL CRECIMIENTO MICROALGAL
	a. Evaluación del crecimiento de las microalgas del género Pediastrum
	b. Evaluación del crecimiento de las microalgas del género Chlamydomonas

	4.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN MICROALGAS
	a. Elaboración de la curva de calibración típica de los ensayos de antioxidantes
	b. Obtención y cuantificación de los extractos microalgales a partir de los solventes hexano, acetona y agua
	c. Determinación de la actividad antioxidante del género Pediastrum
	d. Determinación de la actividad antioxidante del género Chlamydomonas


	4.4 DISCUSIÓN
	V. CONCLUSIONES
	VI. RECOMENDACIONES
	VII. REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXO


