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Resumen

Se estudi6 el efecto de fuentes de nitrégeno (nitrato de sodio y urea) y de carbono (acetato de sodio y
glucosa), asi como el estrés salino (cloruro de sodio) sobre cultivo de la microalga Scenedesmus obli-
quus que potencien la produccion de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales. Se empled
como medio de cultivo base Allen & Arnon y la microalga Scenedesmus obliquus autéctona del Embalse
de Salto Grande.

Las condiciones experimentales que favorecieron la obtencion de biomasa de microalga Scenedes-
mus obliquus rica en componentes bioactivos fueron: para carotenoides totales 0,24g urea/L; 3,68g glu-
cosa/L y 54,71umol/(m?s); proteinas totales 0,24g urea/L; 5,02g acetato de sodio/L y 54,71umol/(m?s)
y fenoles totales 31,00g urea/L; 3,68g glucosa/L y 45,04umol/(m?s). La concentracidn de carotenoides
totales obtenida fue 473,85+11,00mg f-caroteno/g ms; de proteinas totales 7,09+0,23mg ASB/g ms y de
fenoles totales, 16,78+0,84mg EAG/g ms. El estrés salino se desestim6 ya que provocé una disminucién
de la concentracién de los componentes de interés. De lo expuesto se concluye que el cultivo de Scene-
desmus obliquus, bajo las condiciones de estrés sefialadas, representa un proceso biotecnolégico atrac-
tivo para la obtencién de biomasa rica en componentes bioactivos con potencialidad para ser utilizada
como aditivo natural en la formulacién de alimentos.

Palabras clave: Scenedesmus obliquus, medio de cultivo, carotenoides totales, proteinas totales, fenoles

totales.

Objetivos propuestos y cumplidos
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Objetivo general:

- Estudiar la capacidad de la microalga Scenedesmus obliquus, aislada del Embalse de Salto Grande,
para producir sustancias con propiedades bioactivas.

- Desarrollar un medio de cultivo para que la microalga Scenedesmus obliquus maximice la produc-
cion de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales.

Objetivos especificos:

- Estudiar en cultivo de Scenedesmus obliquus la influencia de las concentraciones de nitrato de
sodio y de acetato de sodio, asi como la irradiancia en la produccién de carotenoides totales, fenoles
totales y proteinas totales.

- Investigar el efecto de las fuentes de nitrégeno, nitrato de sodio y urea, en la producciéon de carote-
noides totales, proteinas totales y fenoles totales.

- Evaluar el efecto de las fuentes de carbono, acetato de sodio y glucosa, en la produccion de carote-
noides totales, proteinas totales y fenoles totales.

- Estudiar el efecto del estrés salino, mediante la incorporacién de cloruro de sodio, en la produccién
de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales.

Marco tedrico y metodolégico (sintesis)

Marco teérico

Las microalgas son una fuente novedosa de diferentes metabolitos y productos, tales como acidos
grasos poliinsaturados, antioxidantes, colorantes, entre otros; los cuales son de interés para las indus-
trias alimentaria, farmacéutica, cosméticas y otras (Barajas-Solano et al,, 2020; Coulombier et al., 2020).

El estrés es una de las opciones tecnolégicas para aumentar la produccion de ciertos metabolitos
en la biomasa microalgal. La limitacion de nitrégeno o fésforo, los cambios en la incidencia luminica, el
pHy la salinidad pueden provocar un aumento de aceites, carbohidratos y otros compuestos bioactivos.
(Araujo et al. 2020).

Sin embargo, distintos investigadores sefialan que es importante ajustar las condiciones de cultivo
y estudiar el efecto de ciertas variables como la luz, la salinidad y el pH, junto con la relaciéon C/N para
obtener condiciones adecuadas que estimulen en las células de microalgas la sintesis de moléculas de
interés industrial (Araujo et al. 2020; Barajas-Solano et al.,, 2020).

En los ultimos afos, el disefio de medios de cultivo que se ajusten a las necesidades de la cepa a
cultivar se ha vuelto cada vez mas frecuente, como una alternativa a los medios tradicionales. Estos
medios de cultivo estan disefiados utilizando concentraciones especificas de macronutrientes, como
nitrato de sodio, fosfato de potasio, acetato de sodio y micronutrientes para la produccién de biomasa
y la acumulacién de metabolitos de interés industrial. Por ejemplo, las tensiones fisiolégicas inducidas
por la limitacién de nitrégenos, la alta salinidad o la intensidad de luz extrema pueden iniciar la sintesis
de algunos carotenoides (Araujo et al. 2020).

El nitr6geno es uno de los elementos importantes de la composicién de las células de microalgas y
juega un papel vital en su metabolismo. Las fuentes de nitrégeno que las microalgas pueden absorber
y utilizar incluyen fuentes de nitrégeno inorganico (amonio, nitrato y nitrito) y fuentes de nitrégeno or-
ganico (urea, caseina y aminoacidos). Los tipos y concentraciones de la fuente de nitrégeno tienen un
efecto significativo en el crecimiento y la composicion bioquimica de las microalgas. Asimismo, cada
especie de microalga tiene diferentes requisitos en cuanto al tipo y concentracion de las fuentes de
nitrégeno (Feng et al., 2020).

Ademas de la fuente de nitrégeno, estos microorganismos fotosintéticos necesitan para su crecimien-
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to de una fuente de carbono y de energia luminica. Sin embargo, como respuesta a cambios en las condi-
ciones ambientales, pueden poner en funcionamiento diversos tipos de metabolismos (fotoautotréfico,
heterotréfico, mixotrofico, fotoheterotréfico).

Dependiendo del tipo de metabolismo utilizado por las microalgas para su crecimiento, la fuente de
carbono puede ser orgénica (glucosa, acetato, glicerol, fructosa, entre otras), o inorganica (CO,). Fotoau-
totréficamente, las microalgas utilizan la luz como fuente de energia y el CO, como fuente de carbono
para obtener energia quimica a través de la fotosintesis; heterotréficamente, las microalgas en ausencia
de luz utilizan solo compuestos organicos como fuente de carbono y energia; mixotréficamente, utilizan
carbono organico e inorganico como fuente de carbono y captan la energia de la luz y del carbono or-
ganico. Por su parte los cultivos fotoheterotroficos se diferencian de los anteriores en que requieren de
luz para la incorporacion del carbono organico (Arias-Pefiaranda et al., 2013).

Los componentes de interés en la presente investigacion fueron los compuestos bioactivos: carote-
noides totales, proteinas totales y fenoles totales.

Los carotenoides son una amplia familia de isoprenoides que contienen una serie de dobles enlaces
conjugados que constituyen el grupo croméforo de la molécula, responsable del color y de las propie-
dades de absorcion de estos compuestos (Fernandez-Cordero, 2013). La mayoria de los carotenoides
se conocen como antioxidantes y tienen un rol importante en la proteccion contra el dafio oxidativo
(Aburai et al,, 2015).

Los compuestos fenoélicos, diversos en estructura y funcién, son sintetizados por microalgas al final de
la fase de crecimiento exponencial y en la fase estacionaria (Robbins, 2003). Las propiedades quimicas
de los polifenoles en términos de disponibilidad de los hidrégenos fenélicos, como hidrogeno-donantes
inhibidores de radicales, predice su actividad antioxidante (Ulloa-Mercado, 2011).

Las microalgas constituyen, ademas, una fuente importante de proteinas de alto valor biolégico con
posibles aplicaciones en nutricion humana. Actualmente existe un gran interés con respecto a las pro-
teinas de microalgas ya que poseen secuencia de aminoacidos que forman péptidos bioactivos con gran
potencial terapéutico en la salud humana (Plaza del Moral, 2010; Ramirez-Mérida et al., 2015).

Por lo expuesto, es que la industria alimentaria emplea una amplia gama de microalgas, por presen-
tar un alto contenido en fibra, minerales, vitaminas, compuestos antioxidantes y diferentes aminoacidos.
En los ultimos afos, el énfasis ha pasado de la cosecha silvestre a la agricultura y el cultivo controlado
para producir nuevos compuestos a gran escala (Ramirez-Carmona et al,, 2013). Actualmente las micro-
algas son comercializadas como alimento natural o suplemento en la alimentacion del ser humano; se
venden frecuentemente en las presentaciones de tabletas, capsulas y liquidos. También son incorpo-
radas en pastas, bocadillos, dulces en barra y en bebidas, ya sea como suplemento nutricional o como
fuente de colorante natural para estos alimentos (Gomez et al,, 2016).

Microalga, medio de cultivo y condiciones operacionales

En la presente investigacion se empled la microalga Scenedesmus obliquus, aislada en el Laboratorio
de Analisis de Metales en Alimentos y Otros Sustratos (LAMAS) de la Facultad de Ciencias de la Alimen-
tacion (FCAL), de agua recolectada del Embalse Salto Grande (Argentina) en la ubicacién 30 ° 59 19,07
“de latitud sur y 57 ° 54’ 19,24 “ de latitud oeste (Jiménez-Veuthey et al., 2018).

Para la obtencion de biomasa microalgal se empleé el medio de cultivo estandar Allen & Arnon
(Arnon et al. 1974), ya que es adecuado para el crecimiento de especies de microalga de agua dulce y
ha sido disefiado para conseguir altos crecimientos celulares. La composicién se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo Allen & Arnon.
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Componentes Concentracidn (mg/L)
NaNO, Seglin disefio experimental
NaVvo, 0,239

Na,Mo0,2H,0 1,26
H,BO, 2,86

MnCL,4H,0 1,81
ZnS0,.7H,0 0,222
CuS0,.5H,0 0,079
CoClL,6H,0 0,0403
MgS0,.7H.,0 124
CaCl,2H.0 15
NaCl 117
EDTA 0,029
FeSO,.7H,0 0,025
K,HPO, 174

Los cultivos se llevaron a cabo en columnas de burbujeo (fotobiorreactores), los que fueron coloca-
dos dentro de una camara de cultivo (MGC - 400H, China). En cada fotobiorreactor se colocaron 200 mL
de medio de cultivo Allen & Arnon y 50 mL de in6culo de cepas de Scenedesmus obliquus, los que se
mantuvieron bajo agitacion inyectando aire a una velocidad de 0,2 v/v/min para mantener el cultivo de
manera homogénea y evitar la aglomeracion de particulas.

Las condiciones de la camara de cultivo en las que se llevaron a cabo los ensayos fueron: tempera-
tura de 25 + 1 °C, humedad relativa del 65 % y fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad. Estas condiciones
se mantuvieron hasta que el cultivo alcanzé la fase estacionaria, donde se modificaron las condiciones
experimentales segln el ensayo abordado, con el fin de provocar condiciones de estrés a las microalgas
y de esta forma evaluar su capacidad de producir los componentes bioactivos de interés. Los ensayos
finalizaron cuando se alcanzo6 el tiempo de cultivo de 40 dias.

Finalizada cada experiencia, el cultivo se centrifugd a 4000 g durante 20 min (Boeco C-28, Alemania).
Después de eliminar los sobrenadantes, el sedimento celular se liofilizd a -90 °C (Heto Drywiner) hasta
peso constante.

En la microalga deshidratada se cuantificé el contenido de carotenoides totales, proteinas totales y
fenoles totales.

Cada uno de los ensayos se realizd por triplicado.

Efecto de la concentracion de nitrato de sodio, acetato de sodio e irradiancia en la produccién de com-
ponentes bioactivos

Con estos ensayos se buscé estudiar la influencia de las concentraciones de nitrato de sodio, acetato
de sodio e irradiancia en la produccion de componentes bioactivos y obtener la combinacion de estos
factores experimentales que maximicen la obtencién de carotenoides totales, proteinas totales y feno-
les totales.

Con software STATGRAPHICS Centurion XV se obtuvo un disefio experimental central compuesto
23+estrella, de 2 bloques con 4 repeticiones del punto central y cuyo orden de los experimentos fue
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completamente aleatorizado. Los factores experimentales y la region experimental fueron los que se
mencionan a continuacién:

- Concentracién de nitrato de sodio: 0,85 - 75 g/L.

- Concentracion de acetato de sodio: 0 -5 g/L.

- Irradiancia: 180 - 1500 pmol/(m?2s).

Las variables respuestas fueron: concentracién de carotenoides totales, concentracion de proteinas
totales y concentracién de fenoles totales.

Con la metodologia superficie de respuesta se obtuvo la combinacion de factores experimentales
que maximizé las concentraciones de cada uno de los componentes bioactivos.

A partir de estos ensayos se trabajé en lo sucesivo con los valores de las variables estudiadas que
maximizaron la obtencién de dichos componentes bioactivos.

Efecto de la fuente de nitrogeno en la produccién de componentes bioactivos

Se compararon dos fuentes de nitrégeno: nitrato de sodio y urea, donde la concentracién de nitrége-
no fue la equivalente a la obtenida como 6ptima en el disefio experimental sefialado precedentemente.

Se realizaron dos ensayos:

- Se preparo el cultivo Allen & Arnon seglin se sefialé en la Tabla 1, donde la fuente de nitrégeno fue
nitrato de sodio en la concentracion obtenida como 6ptima en el disefio experimental.

- Igual que el ensayo anterior pero la fuente de nitrégeno fue urea. Se calculé la cantidad de nitrége-
no contenida en la concentracién de nitrato de sodio 6ptima y se incorporé esa cantidad de nitrégeno
en forma de urea al medio de cultivo de Allen & Arnon.

Periédicamente se registro la densidad poblacional y las concentraciones de carotenoides totales,
proteinas totales y fenoles totales.

Luego de estas experiencias se siguié trabajando con la fuente de nitrogeno que permitié obtener la
mayor concentracién de los componentes bioactivos de interés.

Efecto de la fuente de carbono en la producciéon de componentes bioactivos

Se estudiaron dos fuentes de carbono, acetato de sodio y glucosa.

Se realizaron dos ensayos:

- Se preparo el medio de cultivo Allen & Arnon y se incorporé acetato de sodio como fuente de car-
bono en la concentracién obtenida como 6ptima en el disefio experimental.

- Igual que el ensayo anterior pero la fuente de carbono fue glucosa, cuya cantidad incorporada se
correspondio con la cantidad equivalente de carbono contenido en el acetato de sodio del ensayo an-
terior.

Periédicamente se registro la densidad poblacional y las concentraciones de carotenoides totales,
proteinas totales y fenoles totales.

Luego de estas experiencias se sigui6 trabajando con la fuente de carbono que permitié obtener la
mayor concentracién de los componentes bioactivos de interés.

Efecto del estrés salino

Se investigo el efecto del estrés salino, mediante la incorporacién de cloruro de sodio, en la produc-
cion de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales.

Se realizan dos ensayos.

- Se prepar6 medio de cultivo Allen & Arnon y se incorporaron las fuentes de nitrégeno y carbono que
posibilitaron la obtencién de las concentraciones mas altas de carotenoides totales, proteinas totales y
fenoles totales.

- Igual que el ensayo anterior, pero, ademas se adicion6 17,55 g/L de cloruro de sodio con el propésito
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de generar condiciones de estrés salino a la microalga.

Periédicamente se tomaran muestras de cultivo y se evalué: densidad poblacional y concentraciones
de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales.

De esta forma se seleccionaron las mejores condiciones de cultivo para la obtencién de los compo-
nentes bioactivos sefialados.

Técnicas analiticas

Densidad poblacional: se realizé el conteo celular del cultivo en camara de Neubauer utilizando
microscopio de Optico Leica, DMLS (Copia et al.,, 2012).

Proteinas totales: se cuantificaron espectrofotométricamente utilizando espectrofotémetro UV-Vis
(Hach, DR600, Alemania) y estandar de albumina de suero bovino (ASB) (Arredondo-Vega y Voltolina,
2007). Los resultados se expresan en mg ABS/g de materia seca (ms).

Carotenoides totales: se midieron por método espectrofotométrico usando espectrofotémetro UV-
Vis (Hach, DR600, Alemania) y p-caroteno como estandar. Los resultados se expresan en mg p-carote-
no/g ms (Arredondo-Vega y Voltolina, 2007; Cerén et al., 2007).

Fenoles totales: se determin6 por reducciéon del reactivo de Folin-Ciocalteu (Copia et al,, 2012) utili-
zando espectrofotometro (HACH DR600, Alemania). Se us6 acido galico como estandar y los resultados
se expresaron en mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g ms.

Sintesis de resultados y conclusiones

Se sefialé en la metodologia que inicialmente la microalga Scenedesmus obliquus se mantuvo en
medio de cultivo Allen & Arnon sin condiciones de estrés hasta alcanzar la fase estacionaria, que se co-
rrespondié con un tiempo de cultivo de 15 dias. En estas condiciones la concentracion de carotenoides
totales fue 37,36+2,21 mg K-caroteno/g ms; de proteinas totales 0,45+0,01 mg ASB/g ms y de fenoles
totales 0,68+0,04 mg EAG/g ms.

A partir del dia 15 se generaron condiciones de estrés en el cultivo microalgal, modificando las con-
diciones experimentales segln el correspondiente ensayo experimental. En la Figura 1 se muestra la
secuencia de los ensayos experimentales realizados.

Efecto de la concentracion de nitrato de sodio, acetato de sodio e irradiancia en la produccién de com-
ponentes bioactivos (Ensayo 1)

Se llevaron a cabo 36 corridas experimentales correspondientes a diferentes combinaciones de los
factores: concentracion de nitrato de sodio, concentracién de acetato de sodio e irradiancia. Las varia-
bles de respuesta fueron las concentraciones de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales.
Dado que la combinacién de factores experimentales para maximizar las concentraciones de los dos
primeros componentes bioactivos fue similar, se utilizé la funcién deseabilidad para obtener las condi-
ciones 6ptimas, siendo los resultados los siguientes:

- Concentracién de nitrato de sodio: 0,69 g/L

- Concentracion de acetato de sodio: 5,02 g/L

- Irradiancia: 54,71 ymol/(m?2 s)

En esas condiciones se obtuvieron: 410,34+34,38 mg f3-caroteno/g msy 5,95+0,22 mg ASB/g ms.

Las condiciones 6éptimas que maximizaron la concentracién de fenoles totales, alcanzando una con-
centracién de 2,51+0,18 mg EAG/g ms, fueron:

- Concentracion de nitrato de sodio: 87,73 g/L

- Concentracion de acetato de sodio: 5,02 g/L

- Irradiancia: 45,04 umol/(m?2 s)
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Estas experiencias permitieron obtener condiciones experimentales que incrementaron sustancial-
mente el contenido de componentes bioactivos en la biomasa microalgal.

Los resultados muestran que la diferencia mas relevante en las condiciones experimentales para
maximizar la obtencién de dichos componentes fue la concentracion de nitrato de sodio. Para caro-
tenoides totales y proteinas totales se requirieron bajas concentraciones de nitrato de sodio, mientras
que para fenoles totales, altas concentraciones de este analito. También otros autores observaron que
la sintesis de carotenoides se vio favorecida por las condiciones limitadas de nitrégeno (Lopez-Elias et
al, 2013; Aburai et al,; 2015). Probablemente por ello, las concentraciones mas altas de carotenoides
totales se obtuvieron a partir del dia 26, cuando el contenido de nitrégeno en el medio de cultivo se fue
agotando.

A continuacion se realizaron estudios adicionales orientados a incrementar atin mas las concentra-
ciones de componentes bioactivos.

Efecto de la fuente de nitrégeno en la produccion de componentes bioactivos (Ensayos 2 a 5)

Tomando como base el medio de cultivo Allen & Arnon modificado, segun los resultados sefialados
precedentemente, se compararon dos fuentes de nitréogeno: nitrato de sodio y urea.

Para carotenoides totales y proteinas totales la concentraciéon 6ptima de nitrato de sodio fue 0,69
g/L; lo que corresponde a una concentracién de nitrégeno de 0,11 g/L. El equivalente de nitrégeno en
urea corresponde a 0,24 g/L. Por lo tanto, se realizaron dos ensayos:

- Ensayo 2: se utiliz6 0,69 g/L de nitrato de sodio como fuente de nitrégenoy,

- Ensayo 3: se reemplazé, en el medio de cultivo, el nitrato de sodio por 0,24 g/L de urea.

Para fenoles totales el contenido 6ptimo de nitrato de sodio fue 87,73 g/L; esto es 14,45 g de nitroge-
noy 31,00 g/L de urea. Por consiguiente, se llevaron a cabo dos ensayos:

- Ensayo 4: se utiliz6 87,73 g/L de nitrato de sodio y,

- Ensayo 5: se afadi6 31,00 g/L de urea.

Las condiciones experimentales que permitieron superar las concentraciones de los componentes
bioactivos obtenidas en el Ensayo 1 son las siguientes (Tabla 2):

- Carotenoides y proteinas totales: 0,24 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio e irradiancia de
54,71 ymol/(m?3s).

- Fenoles totales: 31,00 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio e irradiancia de 45,04 pmol/(m?>s).

Para los tres componentes bioactivos la urea resulté mejor fuente de nitrégeno que el nitrato de
sodio, obteniéndose en esas condiciones: 471,16+10,40 mg p-caroteno/g ms; 7,07+0,11 mg ASB/g ms y
5,44+0,04 mg EAG/g ms. En consecuencia, esta fuente de nitrégeno incremento, respecto del nitrato de
sodio, 29,72 % el contenido de carotenoides totales; 15,58 %, el contenido de proteinas totales y 212,64
%, el contenido de fenoles totales.

Al igual que en el presente estudio, los autores Lopez-Elias et al. (2015) obtuvieron en cultivos de
Chaetoceros muelleri cultivadas con dos fuentes de nitrégeno: nitratos y urea; que al emplear urea como
fuente de nitrégeno las proporciones de proteinas obtenidas fueron un 23,74 % mas alta que cuando em-
plearon nitratos. Esto pone de manifiesto que distintas fuentes de nitrégeno tienen diferentes efectos en
los indices fisiolégicos de las microalgas, debido a que estas asimilan las diferentes fuentes de nitrégeno
de diferente forma (Feng et al., 2020).
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Figura 1. Secuencia de ensayos experimentales.
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Tabla 2. Concentraciones de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales obtenidas en los ensayos ex-
perimentales.

Carotenoides totales Proteinas totales Fenoles totales
Ensayo Factores Concentracion
¥ experimentales Condiciones (g B-caro/ Condiciones Concentracion Condiciones Concentracién
experimentales g e g experimentales | (mgASB/gms) | experimentales (mg EAG/g ms)
I(TSC(;()) Medio de cultivo Allen & Arnon 37,3612,21 Allen & Arnon 0,45+0,01 Allen &Arnon 0,68+0,04
NaNo, (g/L) 0,69 0,69 87,73
Optimiza-
pci()n CH,COONa (g/L) 5,02 410,34+34,38 5,02 5,9540,22 5,02 2,51+0,18
enarom) — (26d) (26d) (26 d)
Irradiancia [pmol/ 5471 5471 4504
(m?s)]
NaNo, (g/L)
CO(NH,), 0,24 0,24 31,00
471,16110,40 7,0710,11 5,4410,04
CH,COONa (g/L) 5,02 (26-40d) 5,02 (33-40d) 5,02 (33-40d)
Flente Irradianczia [pmol/ 5471 5471 45,04
deN (m S)]
(ensayo
2:5) NaNo, (g/L) 0,69 0,69
CO(NH,), - - 87,73
407,64+17,71 5,45+0,27 1,7440,36
CH,COONa (g/L) 5,02 (18d) 5,02 (18d) 5,02 (26-404)
Irradiancia [pmol/ 5471 5471 45,04
(m?s)]
NaNo, (g/L)
CO(NH,), 0,24 0,24 31,00
CH,COONa (g/L) “7(31'2_5:01;300 5,02 7094023 16,(1%:;1),84
(33-40d)
CH.,0, 3,68 - 3,68
ENen Irradlanczla [pmol/ 5471 5471 45,04
deC (m?s)]
(ensayo
6-9) NaN03 (g/L)
CO(NH,), 0,24 0,24 31,00
4,65+0,33
(H,COONa e/ 5,02 465,09115,27 . 5710,21 5,02 (18d)
(184) (18-26 d)
CH.,0, - 3,68
Irradiancia [pmol/ 5471 5471 45,04
(m2s)]
Estrés " 473,07+11,39 0 7,09£0,23 " 16,78£0,84
salino (18-40d) (33-40d) (40d)
[ — CINa(g/L)
461,36+12,80 5,05£0,30 14,66+0,87
10-15) 17,55 (18d) 17,55 (1826 d) 17,55 (334)

Entre paréntesis figuran los tiempos de cultivo, en dias, a los que se logré la concentracion maxima de
componente bioactivo sefialada en la tabla para cada uno de los ensayos.
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Efecto de la fuente de carbono en la produccién de componentes bioactivos (Ensayos 6 a 9)

Se ensayaron las fuentes de carbono acetato de sodio y glucosa, por lo que el medio de cultivo Allen
& Arnon se continué modificado, atendiendo a los resultados de los Ensayos 1 a 5.

Referido a la fuente de carbono, en el Ensayo 1 se obtuvo que la concentracién de acetato de sodio
que permitié maximizar las concentraciones de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales
fue 5,02 g/L. Esa concentracién se corresponde con 1,47 g/L de carbono y con 3,68 g/L de glucosa. Por
lo que para seleccionar la mejor fuente de carbono se llevaron a cabo cuatro ensayos, los dos primeros
para carotenoides totales y proteinas totales y los dos segundos para fenoles totales.

- Ensayo 6: 0,24 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio e irradiancia de 54,71 pmol/(m?s).

- Ensayo 7: 0,24 g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa e irradiancia de 54,71 pmol/(m?3s).

- Ensayo 8: 31,00 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio e irradiancia de 45,04 ymol/(m?s).

- Ensayo 9: 31,00g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa e irradiancia de 45,04 pmol/(m?s).

El contenido de proteinas totales obtenido en el Ensayo 6 fue 7,09+0,23 mg ASB/g ms, no observan-
dose diferencias significativas con los resultados obtenidos en el Ensayo 3 (7,07+0,11 mg ASB/g ms). Sin
embargo, el contenido de este componente fue 24,17 % menor cuando se empleé glucosa como fuente
de carbono (Ensayo 7).

La concentracion de carotenoides totales alcanzada en el Ensayo 7, en el que se empleé glucosa,
fue 473,85+11,00 mg B-caroteno/g ms; mientras que con acetato de sodio se obtuvo al dia 18 de cultivo
465,09+15,27 mg p-caroteno/g msy luego fue disminuyendo hasta concentraciones de 362,09+18,77 mg
B-caroteno/g ms. Cuando las microalgas emplean glucosa como fuente de carbono, ésta es transfor-
mada en piruvato, el cual, a través de la ruta 2-C-metil-d-eritrotil-4 fosfato (MEP) producen isopentenil
pirofosfato y dimetilalil pirofosfato, precursores de carotenoides (Fernandez-Cordero, 2013; Zhou et al,
2020). Estos resultados son de interés, ya que el p-caroteno es una de las formas precursoras de vitami-
na Ay un pigmento antioxidante potente que puede utilizarse como suplemento alimenticio, o bien en
cosmética o farmacéutica (Marino et al,, 2020).

Las condiciones experimentales del Ensayo 9 resultaron mas favorables para la obtencién de fenoles
totales, alcanzando una concentraciéon de 16,78+0,84 mg EAG/g ms.

Por lo tanto, para carotenoides totales y fenoles totales la mejor fuente de carbono fue glucosa, en
una concentracion de 3,68 g/L; mientras que para proteinas totales la mejor fuente de carbono fue ace-
tato de sodio a 5,02 g/L.

Efecto del estrés salino (Ensayos 10 a 15)

Seleccionadas las mejores fuentes de nitrégeno y carbono para la obtencién de los componentes
bioactivos en estudio, se realizaron nuevos ensayos con la hipotesis de que un estrés salino en el cultivo
microalgal provoca un incremento de dichos componentes. Se plantearon seis ensayos:

« Ensayo 10: 0,24 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio, ausencia de cloruro de sodio e irra-
diancia de 54,71 pmol/(m?s).

« Ensayo 11: 0,24 g/L de urea; 5,02 g/L de acetato de sodio, 17,55 g/L de cloruro de sodio e irra-
diancia de 54,71 pmol/(m?s).

* Ensayo12:0,24 g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa, ausencia de cloruro de sodio e irradiancia de
54,71 ymol/(m?3s).

* Ensayo13:0,24 g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa, 17,55 g/L de cloruro de sodio e irradiancia de
54,71 pmol/(m?s).

« Ensayo 14: 31,00 g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa, ausencia de cloruro de sodio e irradiancia
de 45,04 pmol/(m?2s).

« Ensayo 15: 31,00 g/L de urea; 3,68 g/L de glucosa, 17,55 g/L de cloruro de sodio e irradiancia
de 45,04 pmol/(m?3s).
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Todos los ensayos en los que se incorporé cloruro de sodio dieron como resultado una disminucion de
los componentes bioactivos, por lo tanto la hip6tesis fue rechazada y se desestimo la incorporacién de
esta sal al medio de cultivo. Estos resultados no coinciden con lo observado por Sui et al. (2019), quienes
sefialaron que el cloruro de sodio (2 mol/L) favorecié el crecimiento celular de la microalga Dunaliella
salina, como asi también la cantidad de proteinas. Esta diferencia en los resultados se atribuyé a que
Dunaliella salina crece en ambientes con altas concentraciones de sal, mientras que Scenedesmus obli-
quus es una microalga de agua dulce.

Conclusiones

Los estudios planteados en el presente proyecto de investigacion permitieron disefiar un medio de
cultivo y obtener condiciones experimentales que favorecieron la obtenciéon de biomasa de microalga
Scenedesmus obliquus rica en componentes bioactivos. Para los estudios planteados, la urea resulté me-
jor fuente de nitrégeno; y la glucosa fue la mejor fuente de carbono para carotenoides totales y fenoles
totales, mientras que el acetato de sodio resulté mejor fuente de carbono para proteinas totales.

Las siguientes condiciones experimentales posibilitaron la obtencién de biomasa de microalga Sce-
nedesmus obliquus rica en componentes bioactivos:

Carotenoides totales. Medio de cultivo Allen & Arnon enriquecido con: 0,24 g/L de urea; 3,68 g/L de
glucosa, irradiancia de 54,71 pmol/(m?s), 25 + 1 °C, 65 % de humedad relativa, inyeccion de aire de 0,2
v/v/min y fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad.

Proteinas totales. Medio de cultivo Allen & Arnon enriquecido con: 0,24 g/L de urea; 5,02 g/L de ace-
tato de sodio, irradiancia de 54,71 pmol/(m?s), 25 + 1 °C, 65 % de humedad relativa, inyeccion de aire de
0,2 v/v/min y fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad.

Fenoles totales. Medio de cultivo Allen & Arnon enriquecido con: 31,00g/L de urea; 3,68 g/L de gluco-
sa, irradiancia de 45,04 pmol/(m?s), 25 + 1 °C, 65 % de humedad relativa, inyeccion de aire de 0,2 v/v/min
y fotoperiodo de 16:8 h luz/oscuridad.

De esta forma se alcanzaron concentraciones de carotenoides totales 473,85+11,00 mg B-caroteno/g
ms; de proteinas totales 7,09+0,23 mg ASB/g ms y de fenoles totales, 16,78+0,84 mg EAG/g ms.

De lo expuesto se concluye que la microalga Scenedesmus obliquus autéctona del Embalse de Salto
Grande, aislada en el Laboratorio LAMAS-FCAL, es capaz de producir en condiciones adecuadas sustan-
cias con propiedades bioactivas. Estos resultados constituyen un paso relevante en vistas a la realizacion
de estudios de escalado para la obtencion de biomasa microalgal que pueda ser incorporada en alimen-
tos con el fin de otorgarle propiedades funcionales.
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