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RESUMEN : El incremento en el rendimiento y la productividad de los cultivos, sin afectar el medio ambiente, es uno de
los desafios que experimentan los agricultores en la época actual. El empleo de extractos de Spirulina (Arthrospira
platensis) como bioestimulante vegetal, es una de las opciones mas viables a utilizar con estos fines. El objetivo del
presente trabajo fue la obtencion, caracterizacion y evaluacion de la actividad biologica de algunos extractos alcohdlicos
de Spirulina. Para ello, se prepararon los extractos a partir de Spirulina en polvo utilizando etanol como solvente en dos
concentraciones (70 y 90 %), dos relaciones masa-solvente(1:20 y 1:10) y dos tiempos de maceracion (10 y 21 dias) y se
determind el contenido de proteinas, fenoles y flavonoides de cada uno mediante determinaciones espectrofotométricas. La
actividad biolédgica fue evaluada utilizando un ensayo de germinacion de semillas de arroz a partir de la imbibicion de
semillas durante 24 h y el proceso de germinacion se llevd a cabo en placas Petri con agua destilada durante siete dias. Los
resultados obtenidos de la caracterizacion quimica permitiran adecuar los parametros de extraccion en funcion de los
componentes que se quieran favorecer y el efecto fisiologico que se quiera lograr, puesto que, la concentracion de
proteinas, fenoles y flavonoides en los extractos influy6 significativamente en el porcentaje final de germinacion de las
semillas de arroz.
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ABSTRACT: The increase in the yield and productivity of crops, without affecting the environment, is one of the
challenges that farmers experience today. The use of Spirulina (Arthrospira platensis) extracts as a plant biostimulant is
one of the most viable options to use for these purposes. The objective of this work was to obtain, characterize and
evaluate the biological activity of some alcoholic extracts of Spirulina. For this, extracts were prepared from Spirulina
powder using ethanol as solvent in two concentrations (70 and 90 %), two mass:solvent ratios (1:20 and 1:10) and two
maceration times (10 and 21 days) and the content of proteins, phenols and flavonoids of each was determined by
spectrophotometric determinations. Biological activity was evaluated using a rice seed germination assay from seed
imbibition for 24 h and the germination process was carried out in Petri dishes with distilled water for seven days. The
results obtained from the chemical characterization will allow to adapt the extraction parameters depending on the
components that are to be favored and the physiological effect that is to be achieved, since the concentration of proteins,
phenols and flavonoids in the extracts significantly influenced the percentage end of germination of rice seeds.
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INTRODUCCION

En afios recientes, los productos naturales a base de
algas y cianobacterias se estan utilizando como sustitutos
agroquimicos y han adquirido gran importancia por los
beneficios que estos tienen en los cultivos y por el
reducido impacto que causan al medio ambiente. Se
ha comprobado que su aplicacion aumenta determinadas
expresiones metabdlicas y fisioldgicas en las plantas. Dichos
productos, como son los extractos de algas y cianobacterias,
generalmente, se obtienen por el uso de un solvente
y un proceso de extraccion adecuado, se encuentran
principalmente comercializados como biofertilizantes por
su alto contenido de macro y micronutrientes o como
bioestimulantes por contener, entre otros compuestos,
hormonas promotoras del crecimiento vegetal (1-4).

La Spirulina (Arthrospira platensis), una de las mas
ampliamente utilizadas para estos fines, es una cianobacteria
microscopica azul-verdosa, donde el color azul procede
de la ficocianina presente y el verde de la clorofila y
estuvo considerada hasta hace muy poco tiempo como una
microalga. Deriva su nombre de la naturaleza espiral de sus
filamentos y se ha convertido en objeto de estudio cientifico
debido a su biodisponibilidad de nutrientes, ya que entre el
85-95 % son asimilables (5).

Posee, aproximadamente, del 60-70 % de su masa seca
en proteinas con alta biodisponibilidad, también contiene
clorofilas, asi como compuestos fendlicos y flavonoides que
pueden actuar como antioxidantes naturales (6-8). Es el
organismo terrestre y acuatico de mayor contenido proteico
y mejor aminograma y digestibilidad (7); por lo que es muy
utilizada como fuente de aminoacidos para el hombre, los
animales y para las plantas. Ademas, contiene acidos grasos
poliinsaturados esenciales y vitaminas, asi como xantinas,
ficobiliproteinas (9,10), carbohidratos, nitrégeno, fésforo,
potasio, calcio, hierro, manganeso, zinc (10). Presenta,
también, un alto contenido en vitaminas B,,, B, B,, Bg ¥y
E, biotina, acido pantoténico, acido félico, inositol y niacina
(10), compuestos halogenados, policétidos, agar agar, acido
alginico y carragenina (11), gran riqueza en a- y [ carotenos
(7,12), ficocianina, considerables cantidades de acido o-
linolénico (acido graso poliinsaturado con diferentes efectos
beneficiosos) (13), una alta concentracion de fitohormonas,
oligoelementos, antioxidantes y polisacaridos, por lo tanto, es
un complemento biolégico excelente (14).

Los efectos que la aplicaciéon de Spirulina ha provocado
en diferentes especies vegetales, han sido informados por
diversos autores. Asi, en Amaranthus gangeticus, se ha
encontrado que la imbibicién de las semillas y la aplicacion
foliar de extractos de Spirulina incrementaron los niveles
de proteinas (14) y de hierro en las plantas (15). De igual
forma, se informd que la imbibicion de semillas de Phaseolus
aureus y Solanum lycopersicum L., en extractos de esta
cianobacteria, aumenté los niveles de Zn en las plantas
(16). En la especie Solanum melongena L., la aplicacion de
un fertilizante comercial a base de Spirulina incrementé el
rendimiento de las plantas sin afectar los niveles foliares de
N, P, Ky Na ni los indicadores de calidad del mismo (17).

Ademas, se comprobé que el extracto de Spirulina platensis
tiene efectos positivos en la germinacion de semillas de trigo
y cebada, asi como en las longitudes de raices y tallos (18).

En Cuba, se cultiva la Spirulina desde hace mas de tres
décadas; sin embargo, su uso con fines agricolas ha sido
muy limitado y no se dispone de informacion acerca de la
utilizaciéon de extractos con estos fines. Por esta razoén, el
objetivo del presente trabajo fue la obtencion, caracterizacion
y evaluacion de la actividad biologica de algunos extractos
alcohdlicos de Spirulina.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarrolld en el Departamento de
Fisiologia y Bioquimica Vegetal del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA). Los extractos se prepararon a
partir de Spirulina en polvo proveniente de la Empresa
Génix de LABIOFAM S.A., usando Etanol (Etanol absoluto
M=46,07) como solvente.

Para la elaboracion de los extractos fueron estudiadas
dos concentraciones de etanol (70 y 90 %), dos relaciones
masa-solvente (1:20 y 1:10) y dos tiempos de maceracion
(10 y 21 dias). Los extractos obtenidos fueron los siguientes:

1.Relacién masa-solvente1:20 utilizando EtOH 90 %

durante 21 dias

2.Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 90 %

durante 10 dias

3.Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 70 %

durante 21 dias

4.Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 70 %

durante 10 dias

5.Relacion masa-solvente1:10 utilizando EtOH 90 %

durante 21 dias

6.Relacion masa-solvente1:10 utilizando EtOH 90 %

durante 10 dias

7.Relacion masa-solvente1:10 utilizando EtOH 70 %

durante 21 dias

8.Relacion masa-solvente1:10 utilizando EtOH 70 %

durante 10 dias

Caracterizacion quimica de los extractos

La caracterizacion quimica de los extractos se
realizd mediante métodos de andlisis bioquimicos
con determinaciones espectrofotométricas de proteinas,
flavonoides y fenoles a partir de la representacion de la curva
patrén correspondiente a cada técnica con la medicion de
cuatro repeticiones de absorbancias de cada patron. Fueron
obtenidas tres curvas de calibracién, donde se graficaron
valores de absorbancia de cada patréon en funciéon de la
concentracion (19).

La cuantificacion de proteinas de cada extracto se realizo
mediante el método de Micro-Lowry (20), el contenido
de fenoles segun el método de Folin-Ciocalteau (21)
y los flavonoides se determinaron utilizando un método
espectrofotométrico (22).
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Evaluacion de Ia
los extractos

actividad biolégica de

Para determinar si la composicion de proteinas, fenoles y
flavonoides influian en la actividad biolégica de los extractos,
se les realiz6é la evaluacion bioldgica a los extractos de
menor (A) y mayor (B) contenido de dichos compuestos. Para
esto, se realizé un experimento en el que se embebieron
semillas de arroz cv. INCA LP-7, durante 24 h, con diferentes
concentraciones (5; 1; 0,5; 0,05; 0,005 mg L") de los
extractos Ay B.

Para la germinacion, las semillas se colocaron en placas
Petri (20 semillas por placa y cuatro placas por tratamiento)
que contenian agua destilada. Los tratamientos conformados
fueron los siguientes:

. Imbibicién con agua destilada (Control)
.Imbibicién con 5 mg L' del extracto A
.Imbibicién con 1 mg L' del extracto A

. Imbibicién con 0,5 mg L' del extracto A

. Imbibicion con 0,05 mg L' del extracto A

. Imbibicién con 0,005 mg L™ del extracto A

.Imbibicién con 5 mg L' del extracto B

o N OO O b~ W DN -

. Imbibicién con 1 mg L' del extracto B
9. Imbibicion con 0,5 mg L' del extracto B
10lmbibicién con 0,05 mg L' del extracto B

11Imbibicién con 0,005 mg L' del extracto B

Las placas se colocaron en la camara de germinacion a
28 °C por siete dias, evaluandose el numero de semillas
germinadas por placa a las 24, 48, 72 y 144 horas, con lo
que se determind el porcentaje final de germinacion y la
velocidad de germinacion, y a los diez dias, la masa seca de
las radiculas (25 radiculas por tratamiento, cinco muestras de
cinco radiculas cada una).

Para el procesamiento de los datos, se calcularon las
medias, las desviaciones estandar y los intervalos de
confianza a a=0,05, mediante el programa Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion quimica de los extractos

Enla Tabla 1 se muestra el contenido de proteinas, fenoles
y flavonoides presentes en los extractos analizados.

Como se muestra en la Tabla 1, las mayores
concentraciones de proteinas se obtuvieron cuando
se emple6 EtOH al 70 % (extractos 3, 4, 7, 8),
independientemente de la relacion masa-solvente utilizada,
por lo que una menor concentracion de etanol favorece la
presencia de proteinas en los extractos. Notese que con la
relacion masa-solvente 1:20 y una maceracion de 10 dias
(extracto 4), que constituye el extracto mas econdmico, se
obtuvo un buen contenido de proteinas; lo que sugiere que
este extracto pudiera ser utilizado para la biofortificacién de
los cultivos.

Con el contenido de fenoles, ocurri6 algo similar,
mientras que las mayores concentraciones de flavonoides
se obtuvieron en los extractos obtenidos con EtOH al 90 %
(extractos 1, 2, 5, 6), independientemente, de la relacion
masa-solvente y el tiempo de maceracion.

De esto se desprende, que la extraccion con EtOH 70 %
favorecié el contenido de proteinas solubles y de fenoles
totales de los extractos, lo cual es Idgico ya que al tener una
cantidad de agua mayor se favorece la polaridad. Segun
Cepoi y cols (2009) (23), la extraccion de compuestos
antioxidantes de biomasa de Spirulina fue mas efectiva con
una solucién de etanol al 70 %. Igualmente, la actividad
antioxidante se vio favorecida en extractos de Spirulina
obtenidos con el etanol como solvente, por encima de otros
solventes como H,0, metanol y éter de petréleo (24). Por otra
parte, la extraccion de compuestos fendlicos totales se vio
favorecida en extractos preparados con 50 % de etanol sobre
los que se prepararon con 50 % de dimetil sulféxido (25).

La maceracion con la solucion de EtOH 90 % incremento
el contenido de flavonoides totales, lo cual pudiera ser util
para favorecer cultivos sometidos a estrés ambiental, ya que
se conoce el papel de estos compuestos en incrementar
la actividad antioxidante (26). Otros autores han obtenido
altas concentraciones de flavonoides, alcaloides y saponinas

Tabla 1. Concentracion de proteinas solubles totales, fenoles y flavonoides de los diferentes extractos alcohdlicos de Spirulina

Extractos® Proteinas (ug pL™)

Fenoles (ug pL") Flavonoides (ug pL™")

1 5,5663 + 1,1764

0 N O g b~ WODN

6,7619 + 0,8062
26,4102 £ 1,7561*
13,0988 + 2,2376*
10,2957 + 1,9360

7,7716 + 0,5229
17,8415 £ 0,3408*
21,0298 + 2,4684*

0,6513 + 0,0420
0,6255 + 0,0339
1,3309 + 0,0184*
0,7109 £ 0,0181
0,8627 + 0,0389
0,7421 + 0,0426
1,1201 £ 0,0181*
1,0707 £ 0,0244*

3,1232 £ 0,1822*
2,9988 + 0,1405*
1,8640 + 0,1030
0,6049 + 0,0849
4,4198 £ 0,1523*
3,3150 + 0,0842*
1,8506 + 0,0719
1,4563 + 0,0473

1. Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 90% durante 21 dias. 2. Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 90 % durante
10 dias. 3. Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 70 % durante 21 dias. 4. Relacion masa-solventel:20 utilizando EtOH 70 %
durante 10 dias. 5. Relacion masa-solventel:10 utilizando EtOH 90% durante 21 dias. 6. Relacién masa-solventel:10 utilizando EtOH
90 % durante 10 dias.7. Relacion masa-solvente1:10 utilizando EtOH 70 % durante 21 dias. 8. Relacion masa-solventel:10 utilizandoEtOH
70 % durante 10 dias. "Medias que difieren significativamente del tratamiento control segun intervalo de confianza a 0=0,05
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de biomasa de Spirulina con la extracciéon con etanol
absoluto (27).

Es interesante destacar que las concentraciones de los
compuestos evaluados no tuvieron diferencias significativas
cuando se comparan los dos tiempos de maceracion
empleados. El factor tiempo se hace mas significativo cuando
se utilizan métodos como la ultrasonicacion o la extraccion
asistida por microondas, no tanto la maceracion (28).

La presencia de proteinas, fenoles, flavonoides, etc. en los
extractos de Spirulina, favorece la germinacion de semillas, la
formacion de plantas sanas y equilibradas, logran un mayor
rendimiento del cultivo, mayor vida poscosecha, mayor
vigor de hoja, menos incidencia de enfermedades y mayor
resistencia frente a estrés por factores climaticos o sequias
(29-31). Se debe tener en cuenta, que en los extractos, como
se mencioné anteriormente, hay otros muchos compuestos
que no se determinaron en este trabajo y que pueden influir
en la actividad biolégica de los mismos.

No obstante, con esta caracterizacion quimica limitada,
se decidi6 seleccionar los extractos 1 y 3 como los
extractos de menor y mayor contenido de proteinas y fenoles
respectivamente, para evaluar su actividad biolégica como
estimulador de la germinacion de semillas de arroz.

Actividad biolégica de los extractos

La velocidad y el porcentaje final de germinacion de las
semillas de cada uno de los tratamientos se muestran en
la Tabla 2. Como se puede apreciar, hubo influencia en el
porcentaje final de germinaciéon con dos concentraciones
(5y 0,5 mg L") del extracto 3 aunque no hubo diferencias
significativas en la velocidad de germinacién, por lo que la
mayor concentracion de proteinas solubles y fenoles totales
que presento dicho extracto incrementd significativamente el
porcentaje final de germinacién de las semillas de arroz cv.
INCA LP-7.

Los resultados de la masa seca de radiculas mostraron
que no hubo diferencias significativas entre tratamientos;
sin embargo, la inmersién de las semillas en 5 mg L' y
0,05 mg L' del extracto 3, incrementaron en 8,2y 10,3 %
la masa seca de las radiculas, respectivamente. Notese
que el tratamiento con 5 mg L' de este extracto fue uno
de los que incremento significativamente el porcentaje final
de germinacion; confirmando la influencia que una mayor
concentracion de proteinas solubles y fenoles totales ejercio
en la germinacion y crecimiento inicial de las plantulas
de arroz.

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de dos extractos alcohdlicos de Spirulina en la germinacién de semillas de arroz cv.

INCA LP-7 (Medias tintervalos de confianza)

Concentraciones mg L' Extractos alcohdlicos de Spirulina Porcentaje final de germinacion

Velocidad de germinacion
(semillas germinadas dia™')

0 -
5 Extracto 1
1
0,5
0,05
0,005
5 Extracto 3
1
0,5
0,05
0,005

72,50 +£2,83 11,95+0,39
72,50 + 6,33 10,95+1,59
75,00 £ 8,95 10,62+0,92
82,50 £ 10,20 12,91£1,29
78,33 £ 5,66 12,05+0,83
75,00 £ 4,00 11,08+0,78
82,50 + 6,33* 12,40£1,42
71,25+ 4,69 9,29+0,80
83,33 £71,48* 11,44+0,92
68,75 + 14,07 10,04+2,52
67,50 £ 8,49 9,54+0,82

Medias que difieren significativamente del tratamiento control segiin intervalo de confianza a 0=0,05. Extracto 1: Relacion masa-
solvente1:20 utilizando EtOH 90% durante 21 dias. Extracto 3: Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 70 % durante 21 dias.

Tabla 3. Efecto de diferentes concentraciones de dos extractos alcohdlicos de Spirulina en la masa seca de radiculas de plantulas de

arroz cv. INCA LP-7 (Medias tintervalos de confianza)

Concentraciones mg L'

Extractos alcohoélicos de Spirulina

Masa seca de radiculas (mg planta™)

0 -
5 Extracto 1
1
0,5
0,05
0,005
5 Extracto 3
1
0,5
0,05
0,005

4,37 £ 0,54
4,00 £0,23
4,50 £ 0,69
4,02 £ 0,57
4,15+0,34
4,44 + 0,69
4,73 £0,35
3,92 £ 0,60
3,81 +0,30
4,82 £ 0,49
4,04 £0,27

Extracto 1: Relacion masa-solventel:20 utilizando EtOH 90 % durante 21 dias. Extracto 3: Relacion masa-solvente1:20 utilizando EtOH 70 % durante 21 dias
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Las microalgas y sus extractos son estimulantes naturales
que aceleran la germinacion de las semillas y aumentan
el vigor de las plantulas cuando se emplean en dosis
relativamente bajas (32). Varios estudios describen sus
efectos beneficiosos en el porcentaje, indice y tiempo medio
de germinacién, asi como en la longitud de la plumula y de
la radicula. Estos resultados se atribuyen a la activacion de
rutas enzimaticas claves para la fisiologia de la germinacion.
Por ejemplo, la a-amilasa es una enzima sintetizada en la
capa de aleurona y su expresién génica esta regulada por las
giberelinas. Esta enzima es responsable de la movilizacion
de sustancias de reserva, como el almidon, desde el
endospermo para apoyar el crecimiento y diferenciacion del
embrion (33). Para demostrar esta hipétesis, recientemente,
se informaron los efectos significativos que un extracto
de Spirulina platensis ejercieron en el cultivo del mani
(Arachis hypogaea L.), en indicadores tales como porcentaje
de germinacién de las semillas, longitud de la radicula
y contenidos de proteinas y carbohidratos (32). En otro
estudio, se informé sobre la mejora del vigor, la calidad y
la germinacién de semillas de frijol negro (Vigna mungo L.),
correlacionado con el incremento del acido giberélico y la
actividad de la enzima a-amilasa, al ser embebidas en un
extracto de Spirulina platensis al 1,5 % durante 3 horas (34).
Por otra parte, se encontré que la utilizaciéon de un extracto
metandlico (0,25 %) favorecié casi todos los indicadores de
crecimiento, el contenido de nutrientes, los componentes de
rendimiento y el nivel de fitohormonas de Lupinus luteus
(35). En otra investigacion realizada se encontré que al tratar
semillas de tomate con 0,2 g/100 mL de un extracto de
Spirulina, se obtuvo una tasa de germinacion de 86,7 % (36),
ademas concentraciones de 25 y 50 % de dicho extracto
tuvieron un efecto positivo en la germinacion de semillas y el
desarrollo de plantulas de lechuga (37).

Los resultados obtenidos en esta investigacion, aunque
son preliminares aun, mostraron la importancia que tiene
la concentracion de etanol y el tiempo de maceracion en
la composicion y actividad como bioestimulante agricola de
los extractos de Spirulina; por lo que es necesario continuar
profundizando en este sentido, con vistas a la obtencion de
extractos activos biolégicamente que puedan ser utilizados
satisfactoriamente en la agricultura.

CONCLUSIONES

» La caracterizacidon quimica de los extractos alcohdlicos
de Spirulina permitié seleccionar dos extractos para la
evaluacion de su actividad biolégica.

» Una mayor concentracion de proteinas solubles y fenoles
de los extractos favorece la germinacion y la masa seca de
las radiculas de plantulas de arroz.

RECOMENDACIONES

* Continuar caracterizando los extractos y evaluar la
actividad bioldgica de los mismos en otros cultivos.

10.
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