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RESUMEN

Las microalgas son organismos fotoautdtrofos cuya composicion quimica es altamente
rica en componentes de alto interés en la industria alimenticia, farmacéutica y el sector
cosmético. En este trabajo se investigd la actividad antioxidante de las microalgas
Arthrospira platensis y Arthrospira maxima. En la actualidad se evidencia una necesidad
de diversificar las fuentes de materias primas, buscando un menor impacto negativo en el
medio ambiente y que ofrezcan propiedades benéficas para los seres humanos. Ademas
de su variada composicion quimica, la biomasa de estas microalgas es de fécil cultivo a
estangue abierto y por medio de éste se pretendié obtener dicha biomasa. Se realiz6 dicho
cultivo biotecnologico, se obtuvo la biomasa y posteriormente por medio de sonicacién
se obtuvo el extracto acuoso de las muestras. Se realizaron diluciones 1:10, 1:50 y 1:100
las cuales fueron sometidas a una evaluacion de la actividad antioxidante a traves del
método fluorimétrico de ORAC. El extracto acuoso de A. maxima presenté mayor
capacidad antioxidante evaluada en pumol eq Trolox/g muestra himeda que A. platensis;
en las diluciones 1:100 de las 2 muestras no se detectd actividad antioxidante. Las
diluciones realizadas de las muestras no contienen una actividad antioxidante similar,
siendo relevante la concentracién final de las muestras a evaluar. Estas dos especies se
convierten en alternativas importantes para la industria cosmética, los resultados de la
capacidad antioxidante hacen que el enfoque de este estudio sea el punto de partida para
una posterior pre-formulacion de una matriz cosmética que integre los extractos de las
microalgas evaluadas.
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ABSTRACT:

Microalgae are photoautotrophic organisms whose chemical composition is highly rich
in diverse components that have a high interest in both pharmaceutical and food
industries, and even more so, in the cosmetics sector. In the present work, the antioxidant
activity of microalgae corresponding to the species Arthrospira platensis and Arthrospira
maxima was investigated. Currently it is observed that there is a necessity to diversify the
sources of raw materials, seeking to have a less negative impact on the environment and
to offer beneficial properties for human beings. In addition to its varied chemical
composition, the biomass of these microalgae is easy to cultivate in an open crop and
through this it was intended to obtain said biomass. This biotechnological crop was
carried out, the biomass was obtained and later by means of sonication the aqueous extract
of the samples was obtained. Dilutions of 1:10, 1:50 and 1:100 were made and subjected
to an evaluation of the antioxidant activity through the fluorometric method ORAC. The
aqueous extract of A. maxima presented a higher antioxidant capacity evaluated in pmol
eq Trolox/g wet weight than A. platensis; no antioxidant activity was detected in the 1:100
dilutions of the 2 samples. The 3 dilutions of the samples did not contain similar
antioxidant activity, the final concentration of the samples to be evaluated being relevant.
These two species become one of the most important alternatives for the cosmetic
industry, the results of the antioxidant capacity make the focus of this study the starting
point for a subsequent pre-formulation of a cosmetic matrix that integrates the extracts of
the microalgae evaluated.
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INTRODUCCION productivos de microalgas para la
elaboracion de productos naturales con
propiedades saludables que
adicionalmente representan un impacto
positivo en el medio ambiente (Hamed
2016). Los ingredientes bioactivos que
se pueden extraer de las microalgas se
pueden considerar como sustitutos de
materias primas en la industria
farmacéutica entre ellos estan los
carotenoides, los polisacéaridos, los
acidos grasos poliinsaturados, las

Las microalgas son un grupo diverso y
grande de organismos fotosintéticos que
van desde las cianobacterias procariotas
hasta las algas eucariotas (Gangl et al.
2015), son algas microscopicas que
suelen encontrarse en sistemas de agua
dulce y marinos. (Suganya et al. 2016).
Hay cepas de Arthrospira que han sido
certificadas como “reconocidas
generalmente como seguras” (GRAS)

por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) vya que los
metabolitos que produce no son dafiinos
para el ser humano (Costa et al,. 2019).
En las dltimas  décadas, los
investigadores han dirigido su interés
hacia el desarrollo de procesos

vitaminas, los esteroles, las proteinas y
las enzimas (Zhuang et al, 2022).
Comercialmente, se suele hablar de la
Spirulina como suplemento dietario a
base de la biomasa de las microalgas
Arthrospira maxima y Arthrospira



platensis, que anteriormente se conocian
como Spirulina maxima y Spirulina
platensis respectivamente, pero en 1989
se reconocid oficialmente la separacion
del género Spirulina y Arthrospira por
diferencias en el tipo de hélice que
presentan los tricomas, la ausencia de
septos celulares visibles al microscopio
Optico y el patron que presentan los
poros de la pared celular, pero aun asi
mucha gente sustituye Arthrospira por
Spirulina.

Las microalgas tienen un crecimiento
acelerado a bajo costo; En términos de
biomasa estas microalgas ofrecen
muchas ventajas, especialmente en la
parte de cultivo en términos de nutricién,
como de espacio. Las cianobacterias
requieren  nutrientes  basicos y
disminuyen el impacto ambiental debido
a que no dependen de una tierra
cultivable (Morone et al. 2019); ademas
del espacio una de las grandes
diferencias en el cultivo de microalgas
comparandolo con otra fuente natural es
que las microalgas se utilizan en su
totalidad, a diferencia de otros tipos de
cultivos donde lo que son la raiz, el tallo
y las hojas son subproductos, lo que
ayuda a ahorrar energia, a reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero
y el impacto medioambiental general
(Tefera 2016).

La industria cosmética requiere materias
primas naturales mas seguras Yy
sostenibles, las cianobacterias son
fuentes  potencialmente Gtiles de
compuestos naturales bioactivos, se
conoce que los metabolitos, los
pigmentos y las proteinas pueden
mejorar la salud de la piel al actuar como
agentes antioxidantes. La industria
cosmética podra tomar ventaja de esto e
incorporar a una matriz cosmética
ingredientes que tengan actividad
antioxidante que provengan de las

microalgas. (Ragusa et al. 2021).
Actualmente los consumidores vigilan
cada vez més el origen y funcién de los
ingredientes en los productos que
consumen y/o utilizan, dandonos una
gran oportunidad de evaluar o examinar
materias primas naturales que cumplan
con las demandas y/o necesidades de los
consumidores, ya sea porque son
sostenibles o ambientalmente amigables
siendo al mismo tiempo efectivas.
(Wang 2015). Las caracteristicas
mencionadas anteriormente hacen de las
microalgas un nuevo Yy atractivo
ingrediente, especialmente para la
formulacion de cosméticos ecoldgicos
hechos a base de productos naturales con
efectos beneficiosos para la salud de la
piel siendo también una de las mas
ecologicas (Mourelle et al. 2017).

El estudio més reciente sobre el mercado
mundial de la belleza, realizado por
Eurostaf, indica que la industria
cosmética estd en un gran aumento,
siendo un factor importante el desarrollo
de las clases medias en muchos paises
emergentes (Arora et al. 2012). El hecho
de que actualmente haya extractos de
Arthrospira como materia prima para
cosméticos en el mercado demuestra que
el interés del sector por esta alga va en
aumento. Algunos ejemplos comerciales
relevantes de productos cosméticos a
base de Spirulina son aquellos que
pertenecen a la linea: “Spirulina Sante
Methode face line” se utiliza como un
suero antienvejecimiento 'y ténico
restaurador, tiene como base extracto de
A. maxima. “powercell skinmunity
emulsion” estimula la revitalizacion,
alisa las arrugas, hidrata intensamente la
piel, ingrediente cosmético extracto de
A. platensis y A. Maxima (Ragusa et al.
2021). Debido a estas razones, en este
presente trabajo de investigacion se
evaluo la actividad antioxidante de las



microalgas Arthrospira platensis vy
Arthrospira maxima para su posible uso
en la industria, principalmente la
industria cosmética.

MATERIALES Y METODOS

e Medio de cultivo
biotecnoldgico

Se empleo la microalga Spirulina
platensis proveniente del UTEX LB
2340 https://utex.org/products/utex-Ib-
2340?variant=30992067067994; y
Spirulina maxima proveniente de Ebank
bajo un cultivo biotecnoldgico. La
biomasa de las microalgas fue obtenida
de un sistema abierto conteniendo 70
litros del medio. Este medio fue
preparado en un tanque de 50 litros el
cual estaba compuesto por 6g (gramos)
de bicarbonato, 62.5g de nitratos
(potasio y sodio), 359 de sulfato de
magnesio, 25g de cloruro de sodio, 13g
de potasio fosfato dinamico y 1g de
cloruro de calcio; estos 50 litros
mencionados  anteriormente eran
inoculados con un pre-indculo de 20L y
8 dias de antigliedad.

Extraccion

Pasado los 61 dias de cultivo el volumen
total fue colectado usando centrifuga
piloto configurada a 18000 rpm y 4°C.
Se recolecto la biomasa precipitada y se
preservaron en bolsas ziploc a -80 °C
hasta su extraccion; Los rendimientos
para ambas especies fueron 405.8g
363.59 para A. platensis y A. maxima
respectivamente.

Para la extraccion de los metabolitos de
Arthrospira, se pesaron 1.48 y 1.02 g A.
platensis y A. maxima respectivamente y
fueron suspendidas en 15 y 10.8 ml de
buffer Citrato respectivamente. La
ruptura celular fue llevada a cabo con
ayuda de un sonicador, configurado a

40% de frecuencia, se realizaron 5 ciclos
de sonicacion de 2 minutos cada ciclo,
con bafio frio entre cada ciclo, los
extractos acuosos fueron recolectados
por, centrifugacion de la muestra a 5000
rom. Al finalizar este proceso las
muestras se almacenaron a -70°C para su
evaluacion por medio del método
ORAC.

Evaluacién de la actividad
antioxidante

Para evaluar la capacidad antioxidante
de las muestras se eligié el método de “la
capacidad de absorcion de radicales de
oxigeno” (ORAC) que es muy utilizada
en investigacion y se ha aplicado tanto a
estudios clinicos como alimentarios; este
método es uno de los mas utilizado para
el analisis de antioxidantes (Kumar et al.
2018). Se realizo una curva de
calibracion del reactivo trolox a
concentraciones definidas de 100uM,
50uM, 25uM, 12.5uM y 6.25uM para
poder indicar la capacidad antioxidante
de las muestras.

Reactivos y materiales

Fluoresceina (FL) 3',6'-
dihidroxiespiro[2-benzofuran-3,9'-

xanten]-1-ona como compuesto
fluorescente a una concentracion final de
40nM. El AAPH (2,2’-azobis-(2-
amidinopropano hidroclorida)) como
agente oxidante en este caso se peso
406.785 mg del compuesto el cual se
disolvié en 7.5 ml de la solucion buffer.
El Trolox® (Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) se usé
como el estdndar antioxidante en
diferentes concentraciones mencionadas
anteriormente para realizar la curva de
calibracion. Una solucién buffer o
amortiguadora compuesta por una
mezcla de Na2HPO4 (fosfato disddico)
y NaH2PO4 (fosfato sodico) con un pH
de alrededor 7.50 que se us6 para realizar
las diferentes diluciones de los
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compuestos anteriormente mencionados
y 3 diluciones (1:10, 1:50 y 1:100) de las
muestras a evaluar.

Con las diluciones finales preparadas se
procede a adicionar 25 pL de la solucion
de buffer fosfato, 150 pL de FL 40nM,
se adiciona 25uL de la solucién
antioxidante (Trolox o muestra) a cada
micropozo; se preincubo durante 10 min
a 37 °C. Finalizada la incubacion se
agregd 25 pL de la solucion de AAPH ,
la placa se colocd inmediatamente en el
lector y se procedio a realizar la lectura
de la fluorescencia en cada uno de los
micropozos correspondientes mediante
espectrofotometria de fluorescencia cada
2 minutos a una longitud de onda de
excitacion de 485 nm y emision de 520
nm, por un periodo de tiempo de 34
minutos.

Anadlisis estadistico

Para el analisis estadistico de los
resultados del procedimiento se usé
RStudio y para la construccion de la
curva de calibracion y el calculo de la
actividad ORAC de los extractos se usé
el software Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION:

En cuanto a los cultivos en estanque
abierto de las 2 microalgas se obtuvo el
valor promedio de las mediciones
realizadas, con un pH y temperatura
dentro de las especificaciones
consultadas bibliograficamente (Park et
al. 2010, Hernandez et al. 2014).
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Figura I: Conductividad del cultivo de
A. maxima

Los factores de cultivo mas decisivos
que determinan el crecimiento de las
algas y las tasas de formacion de
productos son la calidad y la cantidad de
nutrientes, el suministro de luz y la
intensidad de la luz. Ademas, Ila
salinidad (fuerza y composicion iénicas
del medio de cultivo), el valor del pH, la
turbulencia y la temperatura son
decisivos para el crecimiento celular y la
formacion de productos de interés (sierra
et al. 2008).

pH contra Dia

Dia

Figura Il: pH del cultivo de A. maxima

Cada especie de microalga necesita un
cierto rango de pH al cual su crecimiento
es optimo, en el caso de la Arthrospira
platensis y Arthrospira maxima el pH
Optimo para la generacién de grandes
cantidades de biomasa estd dentro del
rango aproximadamente entre 8.50 y
10.50 (Park et al. 2010, Martinez 2008,
Olivera et at. 2015). La temperatura
Optima medida varia entre las especies



de algas, pero a menudo esta entre 28 y

35 °C para muchas algas (Park et al.
2010, Hernandez et al. 2014).
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Figura I11: Temperatura (°C) del
cultivo de A. maxima

Los datos del cultivo de A. platensis no
se pudieron registrar debido a que al
iniciar esta investigacion el cultivo ya
estaba en proceso, siendo realizado por
investigadores ajenos a esta
investigacion, en donde no se mantuvo
una correcta documentacion de las
especificaciones de crecimiento.

En la figura 1V se ve la representacion
grafica que nos demuestra el
comportamiento de la fluorescencia en el
tiempo y como el TROLOX acttia como
antioxidante logrando disminuir la
oxidacion producida por el AAPH en la
fluoresceina; a mayor concentracion de
trolox mayor es el tiempo en el que se
mantiene la fluorescencia en el tiempo.
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Figura IV: Accidn del Trolox a sus
diferentes concentraciones y la
oxidacion de la FL

Se Procediéo a elaborar la curva de
calibracién (figura V) para definir una
linealidad que concierne a la
concentracion (uM) vs area bajo la curva
de cada concentracion de trolox
utilizada, se definio el R2 = 0,9918
mediante una regresion lineal; teniendo
como fundamento el coeficiente de
correlacion podemos asegurar que el
modelo  estadistico  utilizado  nos
demostré un resultado confiable. Se
procedié a realizar los diferentes
calculos para efectuar la interpolacién
por medio de la curva de estandar (Tx) y
asi definir los resultados para las
muestras evaluadas.

y = 0.0048x- 0.0672 -
R? = 0.9918

w

Area Relativa
) =]

Conc [uM]

Figura \V: Area bajo la curva de cada
concentracion utilizada de TROLOX

En la figura VI se pueden observar los
diferentes datos estadisticos arrojados
por el software Excel en umol Eq trolox
de Arthrospira platensis y Arthrospira
maxima en sus diferentes diluciones
evaluadas; en cuanto a estos datos se
puede analizar que son datos
proporcionales entre si; en las diluciones
de 1:10 se pude ver una concentracién
mayor equivalente de trolox que en 1:50.
En el caso de 1:100 con valores
negativos, nos da un indicio que a esa
dilucién las muestras no poseen
actividad antioxidante.



Maxima ® Platensis

Figura VI: umol Eq trolox de
Arthrospira platensis y Arthrospira
maxima en sus respectivas diluciones

En el analisis de varianza realizado
(tabla 1) nos da los valores p obtenidos
para los factores evaluados, en este caso
las diluciones. Al observar la columna de
probabilidad, se concluye que las
diferencias entre los resultados promedio
de los métodos utilizados son
estadisticamente significativos, puesto
que los valores p del método y del factor
de dilucién dieron un resultado menor a
0.05. Segun esto, las 3 diluciones
realizadas no contienen una actividad
antioxidante similar, siendo relevante la
concentracion final de las muestras a
evaluar. Tomar en cuenta que es
probable que la alta variacién entre las
muestras haya afectado los resultados
obtenidos en el andlisis de varianzas.

‘Origen de Suma de Grados Promedio de F Probabilidad | Valor
s cuadrados de los cuadrados alfa
libertad

1715745375 | 1 171.5745375 4.649857702 | 0044830241

6813155808 | 2 3406.577904 9232198866 | 3 4423E-10

Interaccién | 11.631025 2 58155125 0.157606752 | 0.855351605

Dentro del | 664.179825 | 12 36.89887917

Tabla I. Resultados de analisis de
varianzas

En la Tabla Il se presentan la actividad
de antioxidantes de los distintos
extractos acuosos de las microalgas
evaluadas en sus respectivas diluciones.
Como vya se ha comentado, las
microalgas son ricas en diferentes
compuestos, que presentan una elevada
actividad antioxidante (Zhuang et al,

2022). Los antioxidantes pueden actuar
por maltiples mecanismos, dependiendo
del sistema de reaccion o de la fuente
radicalaria (Prior et al 2005). Segun estos
autores, los polifenoles presentes en las
microalgas tienen la capacidad de
eliminar los radicales libres, se encontr
que la capacidad antioxidante de las
microalgas esta en parte causada por los
polifenoles (Farvin et al. 2013, Goiris et
al. 2012). Sin embargo, otros autores no
encontraron ninguna correlacion entre el
contenido fendlico y la capacidad
antioxidante de los extractos de
microalgas (Prior et al. 2005).

Dilucién Arthrespira Arthrospira
Platensis Maxima

Actividad 1:10 597 1322
antioxidante

1:50 208 6.93
(umol eq Trolox/g

1:100 -30.40 -26.45

muestra himeda)

Tabla I1: Actividad antioxidante de las
microalgas evaluadas en pmol eq
Trolox/g muestra

Los resultados finales se expresan en
pumol eq Trolox/g muestra humeda. El
extracto acuoso de A. maxima presenta
una mayor capacidad antioxidante que
las muestras de A. platensis en todas sus
diluciones; en el caso de las diluciones
1:100 como ya se menciond
anteriormente no se detecta una
capacidad antioxidante debido a sus
valores negativos. Esto nos demuestra
que las muestras evaluadas tienen una
capacidad antioxidante importante que
puede ser utilizada en muchos campos de
la industria, este resultado era de esperar
teniendo en cuenta las reconocidas
propiedades antioxidantes de los
compuestos quimicos que contienen las
muestras evaluadas (Pagels et al., 2019;
Sonani et al., 2015); Cabe aclarar que se
encontr6 una capacidad antioxidante
importante, pero otros autores reportan
en sus estudios valores mas altos que los



que pudimos registrar (Agregan et al.
2018, de Marco et al. 2019, Lopez-
Rodriguez et al. 2021), ademas de que
los resultados nuestros son en muestras
acuosas y no en muestras secas, lo cual
hace que sea necesario que se sigan
evaluando los extractos acuosos de A.
maxima Yy A. platensis para asegurar la
capacidad antioxidante de las muestras.

CONCLUSIONES:

En las diluciones realizadas se demostro
a Arthrospira maxima como la especie
con mayor capacidad de generar
actividad antioxidante, a menos gramos
de muestra (dilucién 1:10), mayor es la
capacidad antioxidante, manteniendo asi
una misma proporcion de pumol trolox.
Se pudieron atribuir también, otra serie
de factores que inciden directamente en
los resultados obtenidos en el método
fluorimétrico, el periodo de cultivo y
almacenamiento de la Arthrospira
Platensis fue mucho mas largo y sus
metabolitos no pudieron haberse
conservado como se planed
inicialmente, en las condiciones de
cultivo  hubieron fluctuaciones en
algunas mediciones como conductividad
y luminiscencia ya que la luz es uno de
los principales factores a tener en cuenta
en un cultivo a estanque abierto para las
microalgas.

La capacidad de micro pipeteo y la
exactitud de las mismas también
influyen directamente en la veracidad de
los resultados obtenidos, se observaron
burbujas en algunas diluciones, lo cual
inciden en que el lector de micropozos
no pueda realizar lecturas mucho mas
exactas. La delicada y sensible
estabilidad de la fluoresceina la cual es
un compuesto altamente fotosensible
puede incidir en la incorrecta oxidacion

del mismo para la lectura en la curva de
trolox. Si bien el ORAC, resulto ser un
método acorde para realizar la capacidad
antioxidante de las microalgas y el cual
dio resultados positivos, se pueden tener
en cuenta otros protocolos para evaluar
dicha capacidad como los FRAP, TRAP,
DPPH y ABTS y generar una
comparativa para establecer cuél es el
método mas idoneo para estudiar y
evaluar dicho compuesto.

Debido al alto indice de compuestos
polifendlicos, ficocianinicos,
polisacaridos y en especial a los
resultados observados en este trabajo,
estas dos especies se transforman en
unas de las alternativas mas importantes
para la industria cosmética, las
propiedades antioxidantes hacen que el
enfoque de este estudio sea el punto de
partida para una posterior pre-
formulacién de una matriz cosmética que
integre los extractos de las microalgas
evaluadas.
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