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RESUMEN

El presente estudio se enfoca en la cuantificacion, por Cromatografia Liquida de alta Resolucion
HPLC (por sus siglas en ingles), de compuestos flavonoides presentes en la macroalga roja
Acanthophora spicifera colectada en las costas de Ecuador en dos meses diferentes, septiembre
del 2022 y enero del 2023. Para este proyecto se realizaron tres técnicas de extraccion sélido-
liquido: digestion con agua destilada, digestion con etanol al 80% Yy extraccidn asistida por
ultrasonido (sonicacién) con etanol al 80%, con el fin de obtener extractos ricos en flavonoides.
Para la cuantificacion mediante HPLC, se analizaron los siguientes flavonoides: (+)-Catequina,
Procianidina B2, Procianidina C1, (-)- Epicatequina, Rutina, Quercetina y Naringenina. Los
mismos que fueron preparadas bajo los protocolos internos establecidos por el laboratorio de
Bioproductos del CIBE-ESPOL. Mediante los andlisis estadistico ANOVA y T-test realizados
con un nivel de confianza del 95%, se determind qué existe una mayor concentracion de
flavonoides en el extracto acuoso de la macroalga recolectada en el mes de septiembre, donde se
identifico la presencia de Rutina, (+)-Catequina y Procianidina B2, dando como resultado una
cantidad total de 30.656 + 0.727 mg/ kg b.s. Debido a la escasa investigacion acerca de los
compuestos polifenolicos en la macroalga Acanthophora spicifera, este estudio aporta con
informacidn importante acerca de su biodisponibilidad e incita a futuras investigaciones que

demuestren el potencial contenido de compuestos bioactivos presentes en esta alga.

Palabras Clave: Acanthophora spicifera, Flavonoides, HPLC, Cuantificacion, Epoca del afio



ABSTRACT

This study is focused on the quantification, by high performance liquid chromatography HPLC,
of flavonoids compounds in the red macroalgae Acanthophora spicifera collected in Ecuadorian
coast, in different months, September 2022 and January 2023. For this project, three solid-liquid
extraction techniques were carried out: digestion with distilled water, digestion with 80%
ethanol and ultrasound-assisted extraction with 80% ethanol, to obtain extracts rich in
flavonoids. For HPLC quantification, the next flavonoids were analyzed: (+)-Catechin,
Procyanidin B2, Procyanidin C1, (-)- Epicatechin, Rutin, Quercetin and Naringenin. Which were
prepared under the internal protocols established by the Bioproducts laboratory CIBE-ESPOL.
Through statistical analysis ANOVA and T-test, at the 95 % confidence level, it was that there is
a higher flavonoid concentration in the aqueous extract from the macroalgae collected in
September, where the presence of Rutin, (+)-Catechin and Procyanidin B2 were identified, with
a total amount of 30.656 = 0.727 mg/ kg DW. Due to little research on polyphenolic compounds
present in macroalgae Acanthophora spicifera, this research provides important information
about its bioavailability and encourages future research to demonstrates the potential content of

bioactive compounds present in algae.

Keywords: Acanthophora spicifera, Flavonoids, HPLC, Quantification.
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1 Descripcion del Problema

En los Gltimos 50 afios Ecuador ha perdido alrededor del 70% del manglar debido a la
tala indiscriminada de los bosques (Yépez, 2010). Se reporta que en el afio de 1969 el manglar
tenia un area de 203, 624 ha, 44 afios después (en el 2013) el area de manglar se redujo a
157,094 ha (Carvajal & Santillan, 2019), esta destruccion del manglar ocasionada por la
deforestacion provoca la degradacion de la faja costera y como consecuencia una baja calidad de
vida de las comunidades ancestrales que subsisten de este ecosistema (Yépez, 2010). Debido a
esto, organizaciones gubernamentales y no gubernamentales, en colaboracion con paises
pertenecientes a las naciones unidas, trabajan en conjunto para la creacion de proyectos que
incentiven a la conservacion del manglar mediante técnicas de maricultura (MAATE, 2019).
Entre las técnicas propuestas para el desarrollo de sistemas sostenibles de maricultura esta el
cultivo y produccién de macroalgas, debido a la gran cantidad de aplicaciones que han tenido en
la Gltima década en los campos de la medicina, cosmética, alimentos, etc. Entre las macroalgas
propuestas para ser cultivadas se encuentra la especie Acanthophora spicifera, reconocida por su
color rojo caracteristico y su gran capacidad de adaptarse en climas tropicales y subtropicales.

Por lo antes expuesto y debido a la escasa informacion de la macroalga Acanthophora

spicifera presente en las costas de Ecuador, surge la necesidad de investigar a mayor profundidad
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su composicion fisico-quimica para lograr identificar compuestos bioactivos que permitan ser
aplicados en la obtencién de bioproductos. Con lo cual se pretende dar un valor agregado al
cultivo de esta macroalga, y con ello lograr aportar a la sostenibilidad del proyecto “Desarrollo e
Implementacién Piloto de Sistemas de Maricultura que generen incentivos a la Conservacion del

Manglar”.
1.2 Justificacion del Problema

Ecuador alberga alrededor del 10% de la biodiversidad del planeta, convirtiendo en uno
de los diecisiete paises megadiversos del mundo. La tercera parte del territorio ecuatoriano
corresponde a areas declaradas como protegidas, mientras que el 51% se encuentra conformado
por bosques nativos que durante muchos afios han servido como hogar de pueblos ancestrales y
comunidades que han dado prioridad al cuidado y conservacién de los espacios forestales que
habitan (ECOLAP & MAE, 2007). Sin embargo, ante el acelerado incremento de actividades
antropogénicas, se ha llevado a cabo un proceso de deforestacion de muchos ecosistemas que
han sido fuentes de materia prima, alimentos y medicinas para las comunidades que los habitan.

Ante esta situacion, paises pertenecientes a la Convencion Marco de las Naciones Unidas
sobre el Cambio Climatico (CMNUCC) han dado a conocer la preocupacion mundial por la
destruccion y perdida de los bosques y su impacto en el cambio climético. Dando lugar a la
creacion de programas con el objetivo de abordar las causas de la deforestacion y degradacion de
los bosques en Ecuador, y con ello crear proyectos que contribuyan a mitigar el cambio climético
mediante acciones y medidas que permitan un desarrollo sostenible. Es asi como surge el Plan de

Accidn de “Reduccion de emisiones por deforestacion y degradacion forestal” REDD+ , el



19

mismo que es un resultado de la colaboracion entre el Ministerio de Ambiente y Agua del
Ecuador (actualmente Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica), con apoyo de
instituciones gubernamentales, actores de la sociedad civil y la cooperacion internacional. Con lo
cual se busca estrategias que contribuyan a la reduccion de la deforestacion y degradacion de
bosques a través de la conservacion, manejo forestal sostenible y la optimizacion de otros usos
del suelo y mar para reducir la presion sobre los bosques (MAATE, 2020; MAATE et al., 2021).

Gracias a la cooperacion entre los paises de Alemania y Noruega quienes financian el
programa REM — Ecuador: el cual es un programa de pagos por resultados para la reduccion de
emisiones por deforestacion y degradacion forestal; y que forma parte de los acuerdos
alcanzados en la CMNUCC. Se busca reducir la deforestacion e incentivar la implementacion de
sistemas sostenibles de produccion agropecuarias, logrando con ello mantener o0 aumentar las
reservas de carbono en los bosques (MAATE et al., 2021).

Uno de los componentes del programa REDD+ es la busqueda de estrategias de
bioeconomia, donde la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) desempefia el papel del
co-ejecutor en la implementacion del proyecto “Desarrollo € implementacion piloto de sistemas
de maricultura que generen incentivos a la conservacion del manglar” (DIPSIMAR), donde se ha
propuesto abordar 5 objetivos para conseguir los resultados esperados del proyecto. Entre los
cuales se encuentra; “implementar el prototpo de procesamiento de bioproductos derivados de
macroalgas para su aplicacion a nivel demostrativo” (MAATE, 2020).

Con el fin de lograr la obtencién de bioproductos a partir de macroalgas presentes en las

costas de Ecuador, se inicia con el estudio de caracterizacion fisico-quimica de dos especies de
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macroalgas Acanthophora spicifera y Ulva s.p, presentes la playa de San Pedro de Manglar Alto
en la provincia de Santa Elena y en Puerto del Morro respectivamente (MAATE, 2020). En base
a lo antes mencionado, este proyecto de investigacion se enfoca en la extraccion y cuantificacion
de flavonoides presentes en la macroalga Acanthophora spicifera. Esta macroalga ha sido objeto
de varios estudios debido a la coloracidn rojiza que presenta, la misma que indica la presencia de
compuestos fendlicos como lo son los flavonoides. Estos compuestos han sido ampliamente
estudiados debido a su capacidad antioxidante, logrando demostrar multiples beneficios en la
salud humana como antinflamatorios, anticancerigenos, reguladores metabolicos entre otras
propiedades (Shoubaky et al., 2016; Luna-Guevara et al., 2018; Roleira et al., 2018; Zeng et al.,
2001). Lo cual ha llamado la atencion de la industria alimenticia e instituciones de salud puablica
debido a su potencial uso en la prevencién de enfermedades crdnicas. Por lo tanto, este estudio
en conjunto con otras investigaciones conforma la base para determinar la viabilidad de

potenciales bioproductos a partir de macroalgas presentes en las costas de Ecuador.
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1.3  Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Desarrollar un procedimiento de cuantificacion de flavonoides mediante técnicas
cromatograficas para la comparacion de biomasas de macroalga Acanthophora spicifera

recolectadas en diferentes meses del afo.
1.3.2 Objetivos Especificos

e Aplicar técnicas de extraccion de laboratorio para la obtencion de un extracto a partir de
la biomasa de la macroalga Acanthophora spicifera.

e Cuantificar el contenido de flavonoides en la biomasa de la macroalga Acanthophora
spicifera mediante técnicas cromatogréficas.

e Elaborar un protocolo de extraccion y cuantificacion de flavonoides a partir de biomasa

de la macroalga Acanthophora spicifera.
1.4 Marco tedrico
1.4.1 Acanthophora spicifera

En el mundo existen tres divisiones de macroalgas, las cuales se las puede
diferenciar por sus colores distintivos. En primer lugar, se tiene a la Chlorophyceae o
algas verdes, luego las Rhodomelacae o algas rojas y finalmente las Phaeophyceae o
algas marrones (Anand et al., 2018). Ademas de su diferencia de colores cada una de
estas familias presenta diferentes propiedades tanto fisicas como quimicas. Dentro de la

familia de las Rhodomelacae esta la macroalga Acanthophora spicifera, figura 1. Esta



22

macroalga crece hasta 25cm de alto y posee ramas cilindricas de aproximadamente 0.6-
3mm de ancho (Lewis, 2008). Crece tanto en temporada himeda como seca y se
distribuye por los océanos del trépico y subtropico (Anand et al., 2018; Avila et al.,
2012). En Ecuador se conoce como temporada seca a los meses de junio a noviembre, la
misma que se caracteriza por temperaturas bajas y lluvias escasas. Por otro lado, la
temporada humeda comprende los meses de diciembre hasta abril con temperaturas altas
y lluvias abundantes (Jgrgensen et al., 1999). La amplia proliferacion de la macroalga se
debe a su facilidad de regenerarse por fragmentacion, su gran adaptabilidad en diferentes

ecosistemas y su reproduccion tanto sexual como asexualmente (Avila et al., 2012).

Figural

Macroalga Acanthophora spicifera.

Nota: La imagen de la macroalga fue tomada en el CIBE luego de su respectivo lavado.
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Ademaés de su rapida proliferacion, otra caracteristica que poseen estas macroalgas es que

tienen propiedades antioxidantes, debido a la presencia de diferentes metabolitos secundarios, lo

que contribuye con la peroxidacion lipidica de los alimentos(Guillén et al., 2022). La capacidad

antioxidante se relaciona también con la capacidad que poseen los compuestos fendlicos de

extraer metales pesados, actuando como un agente quelante (Roleira et al., 2018b).En la tabla 1

se menciona ciertos compuestos fendlicos reportados en la macroalga Acanthophora spicifera.

Tabla 1

Compuestos fendlicos presentes en la macroalga Acanthophora spicifera

Especie Compuesto Cantidad Fuente Aplicacion Referencia
Acido cafeico 0.02mg
(Abirami
Acido p-cumarico  0.02mg
&
Acido galico 0.02mg India No se reporta
Kowsalya,
Acido
0.01mg 2016)
Acanthophora
P dihidroxibenzoico
spicifera - -
Acanthophorin A 35mg - Prevent lipid
oo South peroxidation.
Acanthophorin B 44m
P g . - Inhibit the (Zeng et
China
Catequina 50mg generation of al., 2001)
) Sea malondialdehyde
Quercetina 45mg

in liver.
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1.4.2 Compuestos fendlicos

Actualmente existe una amplia variedad de compuestos que poseen en su
estructura molecular uno o varios anillos fendlicos, los cuales son denominados
polifenoles. La importancia en el estudio de estos compuestos radica en los beneficios
que estos otorgan a la salud, capases de evitar enfermedades cronicas, y demostrandose
sus propiedades anticancerigeno, antinflamatorias y anti-mutagénicas (Valls et al., 2009).
Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
corresponden a uno de los mas grandes grupos con altos contenidos de compuesto
bioactivos, la gran mayoria de estos son ampliamente utilizados como antioxidantes
naturales (Barba et al., 2014; Roleira et al., 2018a). Dentro de la clasificacion de los
polifenoles estan los acidos fendlicos, estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos y
flavonoides. En esta clasificacion los mas representativos son los flavonoides (Roleira et

al., 2018b).
1.4.3 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular con estructuras
hidroxiladas en sus anillos aromaticos, y son por lo tanto estructuras polifendlicas. La
estructura de los flavonoides consiste en dos anillos fenolicos (A y B) unidos mediante un
anillo C de pirano heterociclico como se puede observar en la figura 2. (Quifiones et al.,

2012)
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Figura 2

Estructura de la molécula de los flavonoides.

La clasificacién de los flavonoides va a depender del estado de oxidacion del
anillo heterociclico (anillo C), de los grupos hidroxilos, y de diferentes grupos
funcionales presentes en esta molécula. Entre los principales flavonoides estan:
flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas, antocianinas y flavanoles (Luna-Guevara et
al., 2018; Quifiones et al., 2012).

1431 Flavonas

Las flavonas, también conocidas como 2-fenil-4-cromonas, son uno de los
flavonoides mas comunes del reino vegetal; y forman parte de los compuestos
responsables de la pigmentacion amarilla de flores, hojas de otofio y frutas. Debido a las
constantes investigaciones acerca de flavonoides en el reino vegetal, una amplia cantidad
de flavonas han sido identificadas y se observan las mas representativas en la tabla 2

(Prieto & Aguilera, 2016).
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Tabla 2

Estructura molecular de flavonas més representativas

Leutina

Apigenina

1.4.3.2 Flavonoles
Existe una gran variedad de flavonoles que se dan por diferentes sustituciones de
los anillos heterociclicos y del benceno. Al igual que las flavonas, se encuentran
ampliamente distribuidos en el reino vegetal y son uno de los responsables de la
pigmentacion amarilla de ciertas frutas y hojas. Entre los compuestos mas representativos
se tiene a la quercetina, kaempferol y miricetina. Se puede observar la estructura de estos

compuestos en la tabla 3 (Luna-Guevara et al., 2018).



Tabla 3

Estructura molecular de los flavonoles més representativos

Quercetina

kaempferol

Miricetina

27
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Rutina

OH

1433 Flavanonas
Son minoritarias en alimentos y suelen ser incoloras, sin embargo, sus pequefias
concentraciones se localizan mayoritariamente en la parte sélida de la fruta. Al
encontrarse en pequefias cantidades no han sido muy estudiadas. Entre las méas

representativas estan la naringenina, hesperatina y el eriodictiol (Quifiones et al., 2012).



Tabla 4

Estructura molecular de las flavanonas més representativas

Naringenina

Hesperatina

Eriodictiol

29
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1434 Isoflavonas
Suelen presentarse como agliconas o conjugadas con glucosa. Entre sus
principales caracteristicas esta su termo sensibilidad y que pueden hidrolizarse durante su
procesamiento industrial y su conservacion. Entre las mas conocidas se tiene a la

genisteina y la daidzeina (tabla 5) (Quifiones et al., 2012).

Tabla b

Estructura molecular de las isoflavonas mas representativas

Genisteina

Daidzeina

1.4.35 Antocianinas
Constituyen uno de los grupos mas importantes de pigmentos vegetales y estan

ampliamente distribuidas en la dieta humana. Las més representativas son las
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delfinidinas, cianidinas, malvidinas y la petunidina. Las concentraciones mas altas de
antocianinas han sido encontradas en frutas como la uva, las cerezas, ciruelas, berenjenas,
entre otros, donde estos compuestos imparten la pigmentacién rojiza de la mayoria de

estas frutas (tabla 6) (Luna-Guevara et al., 2018).

Tabla 6

Estructura molecular de las antocianinas méas representativas

Delfinidina

Cianidina
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Malvidina

Petunidina

1.4.3.6 Flavanoles
Estos flavonoides pueden aparecer como mondmero o polimero dependiendo su
grado de despolimerizacién. Los mas representativos de este grupo son los de tipo flavan-
3-ol. Normalmente existen como aglicones o esterificadas con acido galico como la
catequina, la cual es un monémero. Sin embargo, también aparecen como oligdmeros,
como la procianidina, 0 como polimeros (proantocianidinas o taninos
condensadas)(Quifiones et al., 2012). En la tabla 7 se encuentra la estructura molecular de

los flavanoles mas representativos.



Tabla 7

Estructura molecular de los flavanoles més representativas

(+)-Catequina

(-)-Epicatequina

(+)-Galocatequina
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(-)-Galoepicatequina

Procianidina B2

1.4.4 Aplicaciones de flavonoides

En la actualidad existen varias investigaciones acerca de las propiedades
antioxidantes de los compuestos fendlicos provenientes de distintas fuentes, como es el
caso de los extractos de plantas. Ha sido reconocido que un gran contenido de polifenoles
en estos extractos se relaciona con actividad anticancerigena (Cartaya & Reynaldo,
2001). En el estudio de Roleira (2018), se puede observar algunos ejemplos de ciertos
extractos, como es el caso de la Ardisia crenata que contiene rutina y ha sido demostrada

su accion en contra del cancer de higado (pp.119-124). Las distintas aplicaciones en el



ambito farmacol6gico van a depender de la estructura de cada molécula. Entre sus
aplicaciones medicinales se destaca su actividad sobre el sistema circulatorio, su uso
como antinflamatorio, como antioxidante, antialérgico y antimicrobiano. Por otro lado,
los flavonoides en la cosmética pueden disminuir la hiperpigmentacion de la piel y

también poseen actividad desodorante (Cartaya & Reynaldo, 2001).
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Capitulo 2

2. Metodologia

2.1 Esquema de trabajo

A continuacion, se presenta el esquema de trabajo que se siguié para cumplir con los

objetivos propuestos (figura 3).

Figura 3

Esquema de trabajo

Recoleccion de la macroalga

Pretratamiento de la macroalga
- Lavado

- Liofilizacién

|
|
|

- Filtrado

Cuantificacion de flavonoides

- Preparacién de estandres y
curva de caibracion

- Preparacién de extractos

Extraccion
- Digestién/Sonicacién
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2.2 Disefio de experimentos

Para esta investigacion se establecio un disefio de experimento en dos partes. La
primera parte consiste en dos andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, el cual
relaciond la variable dependiente (concentracion de flavonoides) con la variable
independiente (métodos de extraccion). Con esto se determing si existe una diferencia
significativa entre los métodos de extraccion con respecto a la concentracion de analitos
presentes en las muestras de macroalga recolectadas en septiembre del 2022 y enero del

2023 (tabla 8).

Tabla 8
Variables del método de ANOVA de un factor, aplicada a cada uno de los meses de recoleccion

de la macroalga Acanthophora spicifera

Descripcién

Variable Independiente Método extractivo

Digestion Etanolica 80%

Niveles Variable Independiente Sonicacién Etanolica 80%

Digestion Acuosa

Variable dependiente Concentracion total de flavonoides

En la segunda parte se determind la influencia que tienen los meses del afio en la
concentracion de flavonoides. Esto se realizé6 mediante una prueba de diferencia de

medias pareadas o prueba T-test para muestras dependientes, donde se determino si existe
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una diferencia significativa en la concentracion de flavonoides presentes en la macroalga

con respecto al mes en la que esta fue cosechada.
2.3 Cosechay almacenamiento de la macroalga Acanthophora spicifera

Las muestras de algas fueron recolectadas en el Centro Nacional de Acuiculturae
Investigaciones Marinas (CENAIM), ubicado en la comuna San Pedro (1°57'42.7"S
80°44'05.2"W), en la provincia de Santa Elena. Se realizaron dos cosechas de la
macroalga en las fechas del 12 de septiembre del 2022 y el 09 de enero del 2023, las
cuales fueron almacenadas bajo refrigeracion en el Centro de Investigaciones

Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE).
2.4 Pretratamiento de la macroalga
2.4.1 Lavado

Se descongelaron las muestras de macroalga para extraer impurezas manualmente,
entre estas impurezas se encontro plantas epifitas, plasticos, pedazos de conchas, entre
otras. Luego de esto se lavé la muestra dos veces con agua de la llave y finalmente con
agua destilada. Una vez terminado el lavado se procedié a guardar la macroalga en fundas

de plastico dentro del congelador del Laboratorio de Bioproductos.
2.4.2 Liofilizacion

Se colocaron las muestras de la macroalga dentro de los vasos para liofilizar de
100mL, 500mL y 1000mL. El equipo que se utilizo fue un liofilizador marca Labconco

modelo Freezon 4.5 (figura 2), con una presion de 133x10~3 mbar, una temperatura de -



39

45 °C y durante una semana. Una vez secas las muestras de macroalga se almacenaron en

un desecador hasta su posterior molienda.

Figura 4

Proceso de secado en equipo liofilizador de la macroalga.

2.4.3 Molienda

Para la molienda se utiliz6 un triturador de granos de café marca DAEWOOQOD, el
mismo que se observa en la figura 3. Se coloc6 progresivamente la muestra liofilizada
para no sobrecargar el triturador. Una vez molida toda la macroalga, se la almaceno

dentro de fundas de pléastico con cierre hermético en el desecador.
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Figura 5

Triturador de granos

Extraccién de macroalga Acanthophora spicifera

Se emplearon tres métodos de extraccion diferentes por triplicado para observar

que flavonoides se logran extraer.
2.5.1 Digestion con Etanol al 80%

Para este método de extraccion se adapto el método de (Valdez N., 2022) en
donde se indican las condiciones dptimas para la extraccion de flavonoides. Para la
extraccion se comenzé pesando 0.25g de la macroalga en peso seco y se le agrego 5mL
de etanol al 80%. Luego, se calentd la muestra por 38 minutos a una temperatura de 43°C

en una plancha de calentamiento marca IKA labortechnik modelo RCT basic. Una vez
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que se termind la digestion se procedié a montar un sistema de filtracién al vacio (figura

6) para poder obtener el extracto final.
2.5.2 Sonicacion con Etanol al 80%

En este método de extraccion se coloco la muestra de macroalga seca y etanol al
80% en una relacion de 0.25:5. Las condiciones de operacion se las adapto de Kumar,
2020. La extraccion se la realizo en un sonicador marca VWR ultrasonic cleaner por una
hora y en un rango de temperatura de 24°C a 30°C. La temperatura fue aumentando
debido al calor ultrasénico generado, es por esto que se apagaba el equipo cada 10
minutos para poder controlar la temperatura Finalmente, se filtrd la muestra en el sistema

de vacio que se observa en la figura 6.

Figura 6

Sistema de filtracion al vacio.
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2.5.3 Digestion con Agua

Para este método se realizd una adaptacion del propuesto por Valdez, 2022. Se
tiene una relacion de peso de macroalga seca y solvente de 0.25:10, y se utiliza agua como
solvente. Las condiciones de operacion para la plancha de calentamiento fueron de 43°C
por 38 min y una vez realizada la digestion de toda la muestra, se procedio a filtrar con un

sistema de vacio (figura 6) para obtener el extracto final.
Cuantificacién de compuestos flavonoides utilizando HPLC

La cuantificacion de los flavonoides presentes en la macroalga Acanthophora
spicifera se realiz6 en un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion, conocido
como HPLC por sus siglas en inglés. Las condiciones de trabajo empleadas para la
cuantificacion de flavonoides fueron adaptadas del trabajo de (Cai et al., 2011). El equipo
utilizado fue un Arc HPLC marca Waters; el sistema se equip6 con una bomba cuaternaria
y una columna C18 (4.6 x 150 mm, 5 um tamano de particula) marca Agilent. El volumen
de inyeccidn del extracto fue de 20 uL. La separacion de compuestos activos se llevd a
cabo utilizando una fase movil de: (A) Metanol y (B) 5mmol/L buffer de Dihidrégeno
Fosfato de Potasio (20:80). La taza de flujo de inyeccion de la fase movil fue de 1mL/min,
con temperatura de columna de 38°C. El gradiente de elucién se programé como se indica

en la tabla 9.
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Tabla 9

Gradiente de elucién de la fase movil

Flujo
Tiempo A% B% Curve
(mL/min)

1.000 0.0 100
5.00 1.000 20.0 80.0 6
10.00 1.000 50.0 50.0 6
15.00 1.000 50.0 50.0 6
19.00 1.000 80.0 20.0 6
20.00 1.000 0.0 100.0 6
23.00 1.000 0.0 100.0 6

2.6.1 Preparacion de los estandares y curva de calibracion

La investigacién con el equipo HPLC fue basada en los siguiente siete estandares
de compuestos pilifendlicos — flavonoides: (+)-catequina, procianidina Bz, procianidina
Cy, (-)- epicatequina, rutina, quercetina y naringenina. De los cuales la procianidina B,
procianidina Cy, (-)- epicatequina rutina, naringenina fueron adquiridos en Sigma —
Aldrich®. Por otro lado, la (+)-catequina y quercetina se lo adquirié de USP®.

Se peso 1 mg de cada estandar dentro de tubos Eppendorf sobre una balanza
analitica marca ISO-LAB (Laborgerdte GmbH), y se agregdé 1mL de metanol grado

HPLC para obtener una concentracion de 1000 ppm de cada uno. Para garantizar la
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homogeneidad de la solucion, se procedi6 a agitar cada uno de los tubos en un agitador
marca Vortex-Genie 2, para luego someterlos a sonicacion durante 5 min. Posteriormente
se prepar6 una muestra individual de cada uno de los estandares a una concentracion de
10 ppm en 1 mL vy se filtraron con un filtro de jeringa PVDF (0.2um), para analizarlos en
el equipo HPLC. Con esto se determiné los tiempos de retencion de cada uno de los

compuestos y la longitud de onda a la cual estos pueden ser leidos (tabla 10).

Tabla 10

Tiempo de retencion de los estdndares empleados y longitud de onda

Estandar Tiempo de retencion (min) Longitud de onda (nm)

(+)-Catequina 8.217 280
Procianidina B> 8.600 210
Procianidina Cy 9.120 210
(-)-Epicatequina 9.623 280

Rutina 12.143 365
Quercetina 14.943 365
Naringenina 15.624 280

Una vez analizado cada estandar por separado, se procedi6 a realizar la curva de
calibracion para el método de cuantificacion de flavonoides a partir de los estandares

individuales de 1000 ppm. Se tomo una alicuota de 125 uL de cada estdndar y se trasvaso



45

a un matraz volumétrico de 5 mL, el cual fue aforado con metanol grado HPLC, para
obtener una solucion mix madre con concentracion de 25 ppm. A partir de esta solucion
se formo cinco disoluciones a concentraciones de: 0.5, 1, 5, 10 y 15 ppm. Las mismas que
fueron filtradas con un filtro de jeringa PVDF (0.2um) y analizadas en el equipo HPLC

logrando crear la curva de calibracién para la cuantificacion de flavonoides.
2.6.2 Anadlisis estadistico de la curva de calibracién

Para determinar la linealidad de las curvas de calibracion de cada estandar
utilizado, se aplico el modelo estadistico de regresion por minimos cuadrados, donde se
analizo la linea de tendencia o de regresion y su correlacion lineal R?. Asi como también,
se realiz6 un andlisis de varianza por medio del estadistico F, donde se planted las
siguientes hipotesis; hipotesis nula (Ho): No existe una relacién lineal entre la variable
explicativa (concentracion del estandar) y la variable de respuesta (area de pico);

hipétesis alternativa (H1): existe una relacion lineal ente las dos variables.
2.6.3 Preparacion de los extractos

De los extractos obtenidos por triplicado, en cada una de las técnicas empleadas,
se procedio a preparar la muestra para analizarlas en el equipo HPLC.

Para las muestras obtenidas en la digestion y por sonicacion con etanol al 80%, se
separo el solvente de la muestra haciendo uso de un rotovaporador marca Heidolph
(Laborota 4001), donde se obtuvo un solido de color verde adherido a las paredes del

balon de destilacion. Luego, se reconstituyo cada una de las réplicas en 2 mL de metanol
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grado HPLC, se filtro con un filtro de jeringa PVDF (0.2um) y se almaceno en viales para
su posterior analisis como se puede observar en la figura 7.

Para las muestras obtenidas en las extracciones por digestion con agua, se tomé
una alicuota de 1mL de cada una de las réplicas, se utiliz6 un filtro de jeringa PVDF
(0.2um), y se almaceno en viales HPLC.

Posteriormente se colocaron los viales con cada una de las muestras en el equipo
HPLC con el fin de obtener los cromatogramas respectivos y compararlos con la curva de

calibracién para determinar la presencia de compuestos polifendlicos y su cuantificacion

Figura7

Viales cromatogréaficos HPLC con su respectivo extracto

a) Extracto por digestion con agua (0.25:10); b) Extracto por digestion con etanol 80% (0.25:5) y

¢) Extracto por sonicacion con etanol 80% (0.25:5)
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2.6.4 Cuantificacién de flavonoides en los extractos

Para poder obtener los resultados de la concentracion de los estandares analizados
en las muestras tratadas de macroalga, se relaciond la curva de calibracion de los
estandares con el area del pico (respuesta del detector PDA) mediante la ley de Berr
Lambert, la cual describe la relacion entre la cantidad de luz de una longitud de onda
particular que llega al fotodiodo y la concentracion de la muestra que pasa a traves de la
celda de flujo (Waters, 2010). La ley de Beer-Lambert se expresa como A= glc donde:

A = cantidad adimensional medida en unidades de absorbancia.

€ = constante de proporcionalidad conocida como absortividad molar.

| = longitud de la trayectoria en centimetros (1,0 cm en cada celda de flujo normal de
detector).

¢ = concentracion en moles por litro.
2.7 Elaboracion de protocolos de laboratorio

Una vez realizado todo el proceso de extraccion de biomasa de la macroalga
Acanthophora spicifera y la cuantificacion de flavonoides en los extractos se procedio a
realizar un protocolo para el laboratorio de bioproductos. El protocolo de laboratorio fue
realizado de acuerdo con las directrices establecidas en la norma ISO IEC 17025 para
laboratorios de ensayos y calibracion.

En este protocolo primero se establecié el objeto de estudio del proyecto junto con

alcance y aplicacion. Luego se elabord una breve introduccion acerca del tema de la
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practica, en este caso de los flavonoides y del principio de la cromatografia liquida de alta
resolucion. También, se enlistaron todos los reactivos, materiales y equipos que se
utilizaron, al igual que los procedimientos que se siguieron para poder obtener los
extractos y la cuantificacion de flavonoides. Dentro de estos procedimientos se especifico
la preparacion de los materiales a utilizar, los estdndares y su curva de calibracion, la fase
movil empleada, el manejo que se le debe dar a las muestras, la preparacion de las
muestras y finalmente su lectura en el HPLC. Ademas, se col6 un analisis instrumental en
donde se enlistaron las condiciones cromatograficas que se deben implementar para la
cuantificacion de flavonoides. En otro apartado se incluyeron los calculos que se deben
realizar para la preparacion de soluciones buffer y estandares. Finalmente, se colocd las
fuentes de donde se obtuvieron parte de los procedimientos realizados y los aspectos

relacionados con la seguridad laboral.
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Capitulo 3

3. Resultados y Analisis

3.1 Andlisis de estdndares y curva de calibracion

Para el andlisis realizado en el equipo HPLC de los siete estandares de flavonoides
correspondientes a; (+)-Catequina, Procianidina B2, Procianidina C1, (-)- Epicatequina,
Rutina, Quercetina y Naringenina. Se logro determinar el tiempo de retencion de cada uno
de los estandares con su respectivo perfil de concentraciones, tal como se representa en el
anexo 1. Se puede observar que cada compuesto posee un tiempo de retencién especifico,
el cual es resultado de la interaccion intermolecular entre los compuestos transportados por
la fase mavil, de naturaleza polar, y el material de relleno de la columna cromatogréafica
C18 de naturaleza no polar (Garcia de Marina Bayo & Yusa Marco, 2016). Logrando de
esta forma separar los compuestos para su respectiva identificacion y posterior
comparacion con las muestras de macroalga Acanthophora spicifera.

Al leer cada uno de los puntos de la curva de calibracién en el equipo HPLC, bajo
las condiciones de operacion mencionadas en el apartado de metodologia, se obtuvo
gréaficas de Concentracion vs Area del pico (Respuesta del equipo PDA) para cada uno de
los estandares utilizados. Al realizar el tratamiento estadistico de los datos, por regresion
de minimos cuadrados, se obtiene una correlacion lineal R? > 0.98 en todos los casos

como se puede observar en el anexo 2. Lo cual indica que el 98% de la variacion de las
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areas de pico de una muestra analizada puede tener una buena aproximacion en el intervalo
de concentracion de los estandares conformados. Por otro lado, en el andlisis de varianza
por medio del estadistico F, se planteé como hipotesis nula (Ho): que no existe una relacion
lineal significativa entre la variable explicativa (concentracién del estandar) y la variable
de respuesta (area de pico), frente a la hipétesis alternativa (H1): existe una relacion lineal
significativa entre las dos variables. Para todos los estandares, a un nivel de significancia

a = 5%, se obtiene un valor p « 0.05 que permite inferir que existe suficiente evidencia
estadistica para determinar una relacion lineal entre la concentracion del estandar y el area

de pico (respuesta del detector PDA).
Extractos de macroalga

Se obtuvieron los rendimientos de peso seco de la digestion etanolica y la
sonicacion etanolica, para la macroalga recolectada en los dos meses. En la tabla 11 se
presentan los rendimientos antes mencionados, siendo el mas alto el de la digestion
etanolica en enero del 2023. Aun asi, estos rendimientos son sumamente bajos lo que
dificultaria la venta de extractos secos de esta macroalga. Es por esto que el precio de los
flavonoides en base seca tiende a ser elevado, més aun cuando se tiene una pureza alta.

Un factor que pudo afectar a los célculos de los rendimientos es el error
instrumental de los matraces de balon y de la balanza analitica que se utilizo. Al tratarse de
cantidades tan pequefias de extracto en base seca, la medicién de la balanza analitica que
se utilizo no sera tan precisa por lo que se pueden observar desviaciones estandares

sumamente altas en los resultados obtenidos.
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Tabla 11

Rendimiento en peso seco del extracto de la macroalga.

Digestion Sonicacion

Rendimiento %
etanolica etanolica
Septiembre 0.80£0.32 0.81+0.40
Enero 1.159+0.26 0.86+0.82

Por otro lado, el rendimiento en peso seco de la extraccion acuosa no se puede
determinar debido a que no se recomienda rotoevaporar soluciones acuosas. Esto se debe
a que el agua tiene un punto de ebullicion alto y necesitaria de presiones mas bajas que
las alcanzadas por la bomba de vacio del laboratorio. Por lo que se procedi6 a determinar
el rendimiento de esta extraccion con la cantidad de filtrado liquido que se obtuvo. De
esta forma se tiene un rendimiento del 52% para la macroalga del mes de septiembre y
40.71% para la macroalga del mes de enero. Gracias a estos rendimientos fue posible
estimar una produccion a escala industrial del proceso extractivo de la macroalga

Acanthophora spicifera.
3.3 Analisis de resultados de la cuantificacion

Las concentraciones de los analitos en la muestra fueron determinadas a partir de la
ley de Beer-Lambert, la cual relaciona el area del pico con la concentracién de los
estandares. De esta forma se logé obtener la concentracion de los compuestos de interés en

miligramos por kilogramo de macroalga en peso seco.
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3.3.1 Macroalga recolectada en septiembre del 2022

De los extractos que se obtuvieron de la macroalga cosechada en septiembre, se
logro extraer cinco de los siete flavonoides analizados. La extraccion de estos flavonoides
se da debido a la semejanza con la polaridad de los solventes, siendo el agua y el etanol
solventes polares tendran una solubilidad modera con respecto a los flavonoides de
caracter polar (rutina, quercetina, catequina, procianidina B2 y epicatequina) (Cartaya &
Reynaldo, 2001). En la tabla 12 se puede observar que la extraccion acuosa es la que
tiene una mayor concentracion de estos compuestos, con un total de flavonoides de
30.656 mg/kg de macroalga seca (b.s). Esto se debe a la afinidad que posee el agua con
una gran cantidad de compuestos. La rutina al ser un flavonoide o-glucésido tiende a ser
mas soluble en agua, por lo que se la encuentra en una concentracion mas alta en el
extracto acuoso que en los etandlicos (Cartaya & Reynaldo, 2001; Mendoza Wilson,
2006). El otro compuesto que se puede observar en esta extraccion es la catequina debido
a que es soluble en medios acuosos (Lopez Gil, 2013). El ultimo compuesto que se
encontr6 en la extraccion acuosa fue la procianidina B2. Sin embargo, no pudo ser
cuantificada ya que su concentracion se encontraba por debajo de los valores de la curva
de calibracion.

En las extracciones etanolicas se obtuvieron resultados similares entre la digestion
y la sonicacion, como se puede observar en la tabla 12. Sin embargo, en la digestion
etanolica se obtuvieron 6.72 mg/kg b.s de epicatequina y en la sonicacion no se detecto

este compuesto. La ausencia de la epicatequina en la sonicacion etanolica se puede dar
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por las altas frecuencias y tiempos prolongados a la que se somete a las moléculas. Estas
frecuencias causan cambios de presion que forman burbujas de vapor y al estallar
provocan la disrupcion de la membrana celular, lo cual se conoce como fenémeno de
cavitacion (Bermudez Serra, 2012; Bhadange et al., 2022). Por otro lado, la presencia de
pequefias concentraciones de rutina en los extractos etanolicos al 80% se debe a que,
como se menciond anteriormente, la rutina es un flavonoide o-glucésido que posee una
gran afinidad con el agua, y las pequefias cantidades de esta en el solvente aun lograron
arrastrar la rutina. Otro compuesto que se puede observar en los dos extractos etanolicos
es la quercetina, varios estudios demuestran que al aumentar la concentracién del etanol
en una mezcla de etanol agua como solvente, se tendra una mayor solubilidad con
respecto a la quercetina(Abraham & Acree, 2014; Razmara et al., 2010). Finalmente, el
ultimo compuesto que se detectd en las extracciones etanolicas fue la procianidina B2,
este compuesto al ser un dimero posee un peso molecular alto. Segin (Poncet-Legrand et
al., 2003) en su estudio acerca de la agregacion de flavan-3-ol en soluciones etanolicas,
los taninos con pesos moleculares mas elevados tienden a precipitarse a ciertas
concentraciones. Por lo que se asume que la procianidina B2 se precipito en las
extracciones etanolicas y se quedo en la fase solida al momento de filtrar al vacio. Con
todo lo mencionado anteriormente se obtuvieron concentraciones totales de flavonoides
para la digestion etanolica y la sonicacion etanolica de 16.66mg/kg b.s. y 8.451mg/kg b.s.

respectivamente.



Tabla 12

Cuantificacion de flavonoides en extracto de macroalga Acanthophora spicifera del mes de

septiembre del 2022.
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Digestion Digestion Sonicacion
Compuesto (mg/kg) acuosa etanolica etanolica
Rutina 15.36 £0.541 3.034 £ 0.017 5.495 +0.110
Quercetina ND 5.515+0.131 2.956 + 0.152
Naringenina ND ND ND
Catequina 14.82 +£ 1.086 ND ND
Procianidina B2 NC 1.389 £ 0.411 NC
Procianidina C1 ND ND ND
Epicatequina ND 6.721 £ 0.084 ND
Concentracion de flavonoides
30.656 16.660 8.451

totales

NC: No cuantificable; ND: No detectado.

3.3.2 Macroalga recolectada en el mes de enero del 2023.

De forma similar a las extracciones de septiembre, en el mes de enero la

extraccion acuosa logro extraer una mayor concentracion de flavonoides, con un valor

total de 26.59 mg/kg b.s. Por otro lado, la digestion y sonicacion etanolica obtuvieron

concentracion de flavonoides totales de 9.36 mg/kg b.sy 9.017 mg/kg b.s
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respectivamente. La concentracion de cada flavonoide se los puede observar en la tabla

13.

Tabla 13

Cuantificacion de flavonoides en extracto de macroalga Acanthophora spicifera en enero del

2023.
o Digestion o )
Compuesto (mg/kg) Digestion acuosa stanolica Sonicacién etanolica
Rutina 15.095 +1.067 2.830+1.399 2.878+0.066
Quercetina ND 5.570+0.070 5.433+0.017
Naringenina ND ND ND
Catequina 11.495+0.274 ND ND
Procianidina B2 NC 0.961+0.417 0.706+0.598
Procianidina C1 ND ND ND
Epicatequina ND ND ND
Concentracion de
26.590 9.360 9.017

flavonoides totales

NC: No cuantificable; ND: No detectado.

En la tabla 14, se pueden observar que los flavonoides que se extraen en el mes de
enero son similares a los que se obtuvieron en septiembre. Sin embargo, la epicatequina
que se obtuvo en la digestion etanolica para el mes de septiembre no se detect6 en enero.
Esto pudo ocurrir debido a que los flavonoides se ven afectados por las condiciones
ambientales (Quifiones et al., 2012). Se ha reportado en varios estudios que la

concentracion de los pigmentos de varias familias de algas disminuye en temporadas
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calientes y aumenta en temporadas frias (Marinho et al., 2019; Schmid et al., 2017;
Stengel & Dring, 2019). Esta disminucion de los pigmentos puede significar una menor
concentracion de los flavonoides, ya que se conoce que estos compuestos son

responsables de la pigmentacidn de algunas algas (Quifiones et al., 2012).

Tabla 14

Flavonoides detectados en cada extraccion en dos meses del afo.

Digestion Acuosa Digestion Etanolica  Sonicacion Etanolica

Flavonoides
Septiembre  Enero  Septiembre  Enero  Septiembre  Enero

Rutina + + + + + +
Quercetina - - + + + +
Naringenina - - - - - -
(+)-Catequina + + - - - -
Procianidina B2 + + + + + +
Procianidina C1 - - - - - -
Epicatequina - - + - - -

(+): Presencia del flavonoide

(-): Ausencia del flavonoide

3.3.3 Comparacion entre los meses de recoleccion de la macroalga

En la tabla 15 se puede observar la diferencia entre la concentracion total de los
flavonoides detectados para cada una de las extracciones en los dos meses del afio. Se
puede observar que en septiembre se tiene concentraciones mas altas que en enero. En el
caso de la digestion acuosa y la sonicacion etanolica los valores de concentracion final en

ambos meses no difieren mucho, sin embargo, para la digestion etanolica se tiene un
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valor de 16.660 mg/kg b.s en septiembre y para enero la concentracion total baja a 9.36
mg/kg b.s. Esta disminucion de la concentracion de flavonoides se ve afectada por la

ausencia de epicatequina en la digestion etanolica del mes de enero.

Tabla 15

Flavonoides totales detectados en la macroalga Acanthophora spicifera en dos meses diferentes.

Flavonoides
Digestion Digestion Sonicacién
totales detectados
acuosa etanolica etanolica
(mg/kg)
Septiembre 30.656 + 0.727 16.660 + 0.596 8.451 +0.343
Enero 26.590 + 1.274 9.360 + 0.352 9.017 £ 0.675

Valor p « 0.5 para la comparacion entre los métodos de extraccion con una prueba ANOVA con significancia @ = 5%

Valor p < 0.5 para la comparacion entre los meses del afio con una prueba T-test con significacion @ = 5%

3.4 Tratamiento estadistico de los datos

Para lograr determinar el método de extraccion mas adecuado en la obtencién de
flavonoides, se realiz6 un analisis estadistico con los datos obtenidos en el equipo HPLC. Para
ello se planted dos analisis de varianza (ANOVA) de una via donde se asume que la
concentracion de los flavonoides analizados en las muestras de macroalga, tanto en el mes de
septiembre como en enero, dependeran del método de extraccion aplicado anexos 3 y 4. Para
ambos analisis, la hipotesis nula indica que Ho: No existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de concentracion de Flavonoides cuantificados en los tres métodos

de extraccion, contrastada por la hipétesis alternativa que indica que Hi: Si existe diferencia
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entre las medias de concentracion de Flavonoides cuantificados en los tres métodos de
extraccion. Para los resultados por triplicado de la cuantificacion en los tres métodos de
extraccion, ANOVA da como resultado un valor p « 0.05 lo cual que permite rechazar la
hipétesis nula e inferir con un 95% de confianza que si existe diferencia significativa entre la
concentracion de los flavonoides cuantificados en los tres extractos obtenidos. De igual forma
para la muestra de macroalga recolectada en el mes de enero, se infiere que existe una diferencia
entre la concentracion de los flavonoides analizados con respecto al método de extraccion.

Con lo mencionado anteriormente y en base a la suma de los flavonoides detectados en
cada extracto, se infiere que la digestion de macroalga en agua permite obtener una mayor
concentracion de flavonoides, logrando extraer en promedio una cantidad de 30.656 + 0.727 y
26.590 + 1.274 mg/kg b.s para las muestras del mes de septiembre y enero respectivamente
(tabla 15).

Dada la dependencia de la experimentacion realizada sobre la macroalga con respecto a la
cuantificacion de flavonoides en septiembre y enero. Se opto por realizar una prueba de medias
de los resultados obtenidos en las extracciones acuosas, la cual se escogié como la méas
adecuada, donde se tiene como hipotesis nula que Ho: No existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de concentracion de flavonoides en los meses que se ha
recolectado, frente a la hipdtesis alternativa que dice Hi: Existe diferencia significativa entre las
medias de concentracion de flavonoides en la macroalga recolectada en los meses de septiembre
y enero. Con un nivel de confianza del 95%, se obtuvo un valor p < 0.05 que nos permite inferir

que existe suficiente evidencia estadistica para determinar que la concentracion de flavonoides
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en la macroalga Acanthophora spicifera serd mayor en el mes de septiembre que en enero (anexo

5).
3.5 Protocolo de laboratorio

Para este protocolo de laboratorio se describio detalladamente cada uno de los
procesos que se deben realizar para la obtencién de extractos de la biomasa de una
macroalga y su respectiva cuantificacion de flavonoides. El protocolo que se realizo fue
el siguiente: Procedimiento de extraccion y cuantificacion de flavonoides mediante HPLC
(anexo 6).

Al seguir las directrices de las normas ISO IEC 17025 para realizar el protocolo se
deja una guia para la validacion del método de extraccion y cuantificacion de flavonoides
mediante HPLC. Por lo que si el laboratorio esta interesado en validar el proceso podria

analizar cuales son los puntos que tendrian que implementar.
3.6 Andlisis econémico

Para el analisis econdmico se realizé un esquema de flujo del proceso de
extraccion de la macroalga con equipos industriales. El mismo que se puede observar en
la figura 8, el esquema comienza con la recepcion de la macroalga y su respectivo lavado.
Luego, se tiene un horno donde se seca la macroalga cruda y un triturador para obtener el
polvo seco de la macroalga. EI material seco se lo introduce a un digestor con agitacion
continua y chaqueta de calentamiento para finalmente pasarlo a un filtro duplex y

obtener el extracto. Aparte de los equipos para el proceso de extraccion, también es
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necesario un refrigerador con capacidad de 500kg para mantener la materia prima a una

temperatura de -4 C.

Figura 8

Esquema de flujo del proceso de extraccion de la macroalga a nivel industrial.

Digestor

Envasado

Triturador Filtro duplex

Al realizar el anélisis de costos de los equipos industriales, se obtuvo un gasto de
constitucion de $121,065. En este valor se incluyen los costos de cada equipo, los cuales
se pueden observar en la tabla 16, y también el valor de la instalacion de los mismos que
son el 75% del costo del equipo (Turton et al., 2008). Al tener este valor de gastos de

constitucion se necesitaria una inversion de $122,000 para poder iniciar el proyecto.

Tabla 16

Precio de los equipos para el proceso industrial de extraccion.

Precio de
Equipo Precio
instalacién

Horno $7,740 $5,805.00
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Triturador $7,500 $5,625.00
Reactor $11,400 $8,550.00
Filtro duplex $1,440.00 $1,080.00
Refrigerador $41,100 $30,825.00

En el primer afio de operacion se comienza con la venta del extracto, con un
precio de $3 por litro. El cual se ha considerado por la cantidad de flavonoides presentes
en el extracto y, los calculos de costo unitario y precio de venta gue se encuentran en el
anexo 7. Para estos calculos se consideré un margen de ganancia del 50%. De esta forma
el precio del producto se encontraria por debajo del precio de productos con flavonoides
existentes en el mercado. Una vez obtenido el precio al que se vendera el extracto se
estimé que la produccion en el primer afio seria de 44,885.02 L. Para la determinacién de
la produccion anual de extracto se tomd en cuenta sol6 la extraccion acuosa, ya que
presento concentraciones mayores de flavonoides en ambos meses. Al conocer el
rendimiento del extracto liquido a escala laboratorio, se estimo6 que se tratarian 15kg de
macroalga en base seca con 40L de agua. Con un rendimiento del 52% en el proceso de
extraccion, se obtendrian 28.37L por digestion y 170L de extracto por dia si se estima que
se realizaran seis digestiones en cada jornada laboral.

Sin embargo, para poder alcanzar esa produccion se tendrian los siguientes costos
variables que se pueden observar en la tabla 17. Para determinar el consumo de energia

eléctrica se sumd los kWh que cada equipo consume y se multiplico por las horas de
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trabajo. Ademas, se considerd que el refrigerador y el horno son equipos que deben

mantenerse encendidos, por lo que se debe multiplicar su consumo de kWh por 24 horas.

En segundo lugar, tenemos el consumo de agua, donde se tuvo en cuenta que esta sera

utilizada como solvente de la digestion, estimando un consumo de 63.36m3 en el primer

afio. Como tercer punto, se estimo que el precio de la materia prima seria de 0.85 $/Kg de

macroalga, el calculo se realiz6 considerando las horas de trabajo que toman cuatro

personas en recolectar la macroalga y el transporte de la misma. Finalmente, se cotizé el

precio al por mayor de envases color ambar en presentacion de 1 L, con lo cual se estima

que el costo de cada botella es de 0,67$. De esta forma la suma de los costos variables da

un valor total de $57,967.42 en el primer afio, segun el andlisis realizado.

Tabla 17

Costos variables en el primer afio.

Costos variables

Precio ($/afio)

Energia 7,419.46
Agua 132.46

Materia prima 20,219.50

Compra de envases 57,967.42
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Luego tenemos los costos fijos, en los cuales se considera el salario de los
ingenieros y operadores de la planta. Para el proceso de extraccion se necesitarian siete
operadores, tres para el area de lavado de la macroalga, uno que controle el horno y
triturador, otro que controle el reactor y filtro diplex, y dos operadores més para el area
de envasado. Dentro de los costos fijos también tenemos el mantenimiento de los
equipos. Todos estos costos se detallan en la tabla 18, y darian un valor total de $77,900

en el primer afo.

Tabla 18

Costos fijos en el primer afo.

Costos fijos Precio ($/afio)

Operadores 44,100

Ingenieros 28,800
Mantenimiento 5,000

La suma de los costos fijos mas los costos variables son los egresos que tendra la
empresa en cada afio, los cuales se pueden observar en el flujo de caja en el anexo 8. Para
poder recuperar la inversion inicial en el cuarto afio se debe aumentar la produccion del
extracto gradualmente, los volimenes de extracto producido en cada afio se los puedes

observar en la tabla 19.
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Tabla 19

Volumen de extracto producido en cada afio.

Produccién de

Afo
extracto (L)
1 44,885.02
2 57,126.39
3 73.448,21
4 85,689.58
5 102,011.41

Con estos valores se recupera la inversion inicial en el cuarto afio y para el quinto
ya se tendria ganancia neta. Esto demuestra la viabilidad del proyecto para la produccion
de un extracto de la macroalga Acanthophora spicifera. Ademas, en la figura 9 se puede
observar que se espera un crecimiento exponencial de las ganancias acumuladas con

respecto a los afios de funcionamiento de la planta.



Figura 9

Flujo de caja del proceso de extraccion de la macroalga Acanthophora spicifera.
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Capitulo 4

4. Conclusiones y Recomendaciones

4.1 Conclusiones

Luego de realizar los métodos de extraccidn, cuantificacion y procesamiento

estadistico, en la determinacion de los flavonoides presentes en extractos de macroalga

Acanthophora spicifera, mediate la cuantificacién por cromatografia liquida de alta

resolucion HPLC la evidencia presentada demuestra que:

Se realizaron tres extracciones solido-liquido distintas para la obtencion del
extracto de biomasa de la macroalga. Para las extracciones con etanol al 80% se
utilizé una relacion de masa seca con respecto al solvente de 0.25:5 con lo que se
obtuvo un rendimiento en el mes de septiembre de 0.80 + 0.32 % en la digestion y
0.81+0.40% en la sonicacion. Para los extractos de enero también se obtuvieron
rendimientos bajos, siendo estos de 1.159+0.26 % para la digestién y 0.86+0.82%
en la sonicacion. Estos rendimientos tienen una desviacion estandar demasiado
alta debido a que se trataron pesos tan bajos que la precision de la balanza
analitica se vio afectada. Por otro lado, el rendimiento del peso liquido de la
extraccion acuosa fue de 52% para el mes de septiembre y de 40.71% en enero.

Estos rendimientos se deben a que la Acanthophora spicifera esta constituida en

66
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su gran mayoria por liquido y al momento de utilizar agua como solvente esta
macroalga absorbe gran cantidad del mismo. De acuerdo con estos rendimientos
es mas facil realizar una extraccion acuosa para la obtencion de un extracto
liquido qué realizar extracciones etanolicas para la obtencion de extractos secos.
Con esta informacion obtenida, y debido a la escasa investigacion acerca de
sistemas de produccion de extractos de esta macroalga, se aplico estos datos en la
estimacién de la produccién de extracto acuoso a pequefia escala, con lo cual se
estimé que existe viabilidad en la implementacion de un proceso industrial para la
produccion de extractos ricos en flavonoides a partir de la macroalga, tal como se
demuestra en el anexo 8.

La concentracién de los flavonoides analizados en la macroalga se ve afectado por
la técnica de extraccion utilizada y por el mes en la que fue recolectada el alga.
Con lo cual, en base a tratamientos estadistico de los resultados, se afirma que la
extraccion con solvente agua en relacion (0,25:10) es la mas indicada para obtener
mayor concentracion de compuestos flavonoides, dando como resultado una
cantidad de 30.656 + 0.727 y 26.590 + 1.274 mg/ kg b.s para el mes de septiembre
y enero respectivamente. Por otro lado, la macroalga recolectada en septiembre
demuestra una mayor concentracion de flavonoides, con lo cual se determina que
habra una diferencia estadisticamente significativa con respecto a al mes del afio
en la cual se recolecte la macroalga. Debido a la escasa investigacion acerca de la

macroalga Acanthophora spicifera este estudio aporta con informacién de gran
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valor para la futura determinacion de la biodisponibilidad de esta alga en la

obtencion de bioproductos de alto valor agregado.

e Una vez realizada la extraccion y cuantificacion de flavonoides, se recolecto toda

la informacion para poder realizar un protocolo de laboratorio para futuros

ensayos. El protocolo planteado se basa en las directrices establecidas por las

normas 1SO IEC 17025. Sin embargo, se reserva el derecho a la reproduccion

total y distribucion de este documento por motivos de propiedad intelectual.

4.2 Recomendaciones

Para un mejor analisis acerca de la influencia de los meses de recoleccion de
la macroalga, se debe tomar en consideracion un mejor control del
crecimiento de la misma y sus condiciones ambientales. Al no conocer el
tiempo que la macroalga Acanthophora spicifera llevaba en el lugar de
cosecha no se podra conocer con certeza las condiciones en las cuales esta se
ha desarrollado.

Este proyecto sirve como antesala a las futuras investigaciones relacionadas
al tema. Por lo cual se recomienda realizar un disefio de experimentos mas
exhaustivo en el cual se involucren otras variables dependientes que podrian
afectar a la concentracién de los flavonoides en la macroalga en un intervalo
de tiempo mas prolongado. En el cual se consideren los efectos ambientales,

tales como temperatura, pH, precipitacion del agua, salinidad, entre otros.
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Debido a la biodisponibilidad que presenta la macroalga Acanthophora
spicifera se recomiendan que se realicen mas estudios acerca de los
compuestos bioactivos presentes en ellas. Ademas, para conocer de forma
mas certera los rendimientos en la extraccion de flavonoides de la macroalga,
se recomienda llevar los métodos de extraccion de escala laboratorio a un
escalado piloto, con el fin de determinar los rendimientos verdaderos a una
escala macro.

Ya establecido el método de cuantificacion en el equipo HPLC se puede
proponer la implementacién de un proceso a escala piloto para la extraccion
de compuestos flavonoides de la macroalga. De esta forma se facilitara
conocer la concentracion de flavonoides con el método analitico ya

establecido.
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ANEXOS

Anexo 1

Cromatograma de los estandares de referencia utilizados
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Anexo 2.

Curvas de calibracion y andlisis de linealidad.
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ANALISIS DE VARIANZA: Estandar de Catequina

F Valor critico de F
Regresion 2021,112175 1,46399E-06
Residuos
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ANALISIS DE VARIANZA: Estandar de Epicatequina

F Valor critico de F
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Analisis de varianza ANOVA para la concentracion de flavonoides para las extracciones

realizadas a la muestra de macroalga recolectada en el mes de Septiembre

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Dige. Agua 3 92,06 30,68666667 0,5284213
Dige. Etanol 80% 3 50,247 16,749  0,355264
Sonic. Etanol 80% 3 26,091 8,697 0,117457

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de los Probab Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F ilidad para F
1,9442
Entre grupos 742,638696 2 371,3193481 1112,6869 E-08  5,14325285
Dentro de los grupos  2,00228466 6 0,333714111
Total 744,640980 8
Anexo 4.

Analisis de varianza ANOVA para la concentracion de flavonoides para las extracciones

realizadas a la muestra de macroalga recolectada en el mes de Septiembre

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1A 3 79,769 26,5896667 1,6234493
3A 3 28,08 9,36 0,123996
4A 3 27,051 9,017 0,455364
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Sumade Gradosde  Promedio de los Probab Valor critico
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F ilidad para F
3,7639
Entre grupos 605,77767 2 302,888838 412,50347 E-07  5,14325285
Dentro de los grupos  4,4056186 6 0,73426978

Total 610,18329 8
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Anexo 5.
Analisis de prueba de medias pareadas o prueba T-test de muestras dependientes para la
concentracion de flavonoides presentes en la macroalga Acanthophora recolectada en

septiembre y enero.

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas:
Epoca de recoleccion del alga

1AS-Ri 1AH-Ri
Media 30,6866667 26,5896667
Varianza 0,52842133 1,62344933
Observaciones 3 3
Coeficiente de correlacién de Pearson 0,59553799
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 2
Estadistico t 6,92953784
P(T<=t) una cola 0,01009828
Valor critico de t (una cola) 2,91998558
P(T<=t) dos colas 0,02019656

Valor critico de t (dos colas) 4,30265273




Anexo 6.

Protocolo de extraccion y cuantificacion de flavonoides mediante HPLC
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PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES MEDIANTE HPLC

1. OBJETIVO

Este procedimiento tiene por objeto describir la metodologia para la extraccion y cuantificacion
de flavonoides presentes en la biomasa de macroalgas.

2, ALCANCE Y APLICACION

Este método es aplicable para la determinacion de flavonoides en biomasa de macroalgas.

L)

ABREVITURA

HPLC: High Performance Liquid Chromatography
PDA: Photo diode Array

4. REFERENCIAS

4.1 Metodo de Referencia

Para la elaboracion de este procedimiento se ha utilizado como referencia los siguientes
documentos:
Normas ISO IEC 17025-2017

4.2 Documentos utilizados cojuntamente

Determinacién de las Condiciones Optimas de Extraccién de Compuestos Antioxidantes y

Fitohormonas de la Macroalga Acanthophora Spicifera de la Peninsula de Santa Elena. ESPOL
(Valdez N, 2022).

Ultrasound assisted extraction of selected edible macroalgae: Effect on antioxidant activity
and quantitative assessment of polyphenols by liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS). Algal Research, 52 (Kumar et al., 2020).

Study on infrared-assisted extraction coupled with high performance liquid chromatography
(HPLC) for determunation of catechin, epicatechm, and procyamidin B2 in grape seeds. Food
Chemistry, 127(4), 1872—1877.(Cai et al, 2011).

5. GENERALIDADES

5.1 Definiciones

j.1.1Flavonoides

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular con estructuras hidroxiladas en
sus anillos aromadticos, v son por lo tanto estructuras polifendlicos. Se puede observar su




Anexo 7.

Célculos para determinar el precio unitario de una botella de 1L de extracto.

e Costo variable unitario

CVu = costo variable unitario por litro de extracto (3$)
CV = costos variables por afio ($/afio)

Q = volumen de extracto producido al afio (L/afio)

CVu = 57967.42 — 199
% T 488502
CVu=9$1.29
e Precio unitario
Py = CVu
"T1-Me

Pv = precio de venta del extracto (3)
CVu = costo variable unitario por litro de extracto ($)
MG = margen de ganancia

Py — 1.29 _2cg

YT1o05 “

Pv = $2.58



Anexo 8.

Flujo de caja de los primeros 5 afios del proceso para la produccion de extractos de la

macroalga Acanthophora spicifera.
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Afio 0 Afio 1 Afio 2 Afio 3 Afio 4 Afio 5
Ingresos
Ingresos por ventas
Ventas de extractos 5 134,655.06 | § 171,379.16 | § 220,344.64 | § 257,068.75 | § 306,034.22
Cantidad 44885.02 57126.35 73448.21 85689.38 102011.41
Precio s 3.00 8 3.00|§ 3.00|$§ 3.00|§ 3.00
Total ingresos por ventas §  134,655.06|% 171,379.16|5  220,344.64|§  257,068.75|S  306,034.22
Ingresos financieros
Inversion S 125,000.00 |5 5 S - |5 - |5
Total de ingresos financieros S 122,000.00 | S - |5 - S - |8 - |8 -
Total ingresos § 122,000.00 |$  134,655.06|S  171,379.16|S  220,344.64 |§ 257,068.75 |5  306,034.22
Egresos
Costos variables
Energia 5 7,419.46 | § 7,419.46 | § 7,419.46 | § 7,419.46 | § 7,415.46
Agua 5 132.46 | § 152,74 | § 183.15 | § 203.42 | § 233.84
Materia prima 5 20,196.00 | § 26,928.00 | § 33,660.00 | S 40,392.00 | § 47,124.00
Compra de envases 5 30,219.50 | § 3§,172.00|§  49,305.50 § 57,258.00 | § 68,391.50
Total costos variables s 57,967.42 | § 72,672.19 | § 90,568.10 | §  105,272.88§  123,168.79
Costos fijos
Salario de Operadores 5 44,100.00 | § 44,100.00 | § 44,100.00 | § 44,100.00 | § 44,100.00
Salario de Ingenieros 5 28,800.00 | § 28,800.00 | § 28,800.00 | § 28,800.00 | § 28,800.00
Mantenimiento 5 5,000.00 | § 5,000.00 | § 5,000.00| 5 5,000.00| 5 5,000.00
Total costos fijos 5 77,900.00 | § 77,900.00 | § 77,900.00 | § 77,900.00 | § 77,500.00
Gastos de constitucion
Compra de equipos $69,180| 5 5 S - |5 - |5
Instalacion 551,885.00
Total gastos de constitucién S 121,065.00 | 5 - |5 - |s - |s - |5 -
Total egresos § 121,065.00 |5 135,867.42 | 5 150,572.19 | § 162,468.10 | § 183,172.88 | § 201,068.79
Saldo neto S 935.00 | § -1,212.36 | 5 20,806.97 | § 51,876.53 | § 73,895.87 | § 104,5965.43
Saldo acumulado s 935.00 | 5 277.36 | 5 20,529.61 | § 72,406.15 | §  146,302.01 |5  251,267.44
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