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RESUMEN

Las microalgas son consideradas alimentos funcionales, capaces no sélo de elevar el contenido nutricional
de los alimentos tradicionales, sino también de afectar positivamente la salud de animales y humanos,
debido a que contienen cantidades apreciables de proteinas, vitaminas y dcidos grasos poliinsaturados.
Algunas microalgas incluso tienen un contenido aminoacidico superior al presentado por alimentos
convencionales; tal es el caso de Scenedesmus sp que posee niveles de lisina superiores al patrén de la
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), y niveles de proteina entre 25y 35 %
lo que la hace una atractiva fuente de proteina. Por lo tanto, en este trabajo se busca el medio de cultivo
donde se pueda alcanzar la mayor produccién de biomasa y proteina de la microalga verde Scenedesmus sp,
evaluando los medios de cultivo Estindar 1, Estindar 2 y Algal, empleando, NaHCO3 como fuente de
carbono. El medio Estindar 2 presenta la mayor produccién de biomasa (0.41 g/ L) y el medio Algal, el
mis alto porcentaje de proteina por materia seca (35.18%). Adicionalmente se estudia el polimorfismo
que presenta la microalga en cada medio de cultivo, y se hacen evidentes cambios morfoldgicos, incluso
entre colonias con el mismo ntimero de células. Esta microalga tiene aplicacion potencial en la industria
de alimentos balanceados para animales.
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ABSTRAC

Microalgae are considered as functional food capable not only of raise nutritional content but also of
affect positively the animal’s health and human’s containing important amounts of proteins, vitamins,
and polyunsatured fatty acids. Some Microalgae have even higher amino acid content than conventional
food; Scenedesmus sp has a lysine level higher than the required for the Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) and proteins levels between 25 and 35%, becoming a rich protein source.
In this study, biomass and protein production of Green microalgae Scenedesmus sp, in different growth
mediums, Standard 1, Standard 2 and Algal with NaHCO3 as carbon source, , were evaluated, . Among
mediums:. Standard 2 medium had presented the higher biomass production (0.41 g/L) and the Algal
medium the higher protein percentage measured by dry weight (35.18%). also, polymorphism presented
by the microalgae in each medium was studied; which show morphological changes even among colonies
with same cells number. This microalgae has a potential application in animal food industry.
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INTRODUCCION

Las microalgas se consideran como alimentos
funcionales, capaces no sélo de elevar el contenido
nutricional de los alimentos tradicionales, sino
también de afectar positivamente la salud de ani-
males y humanos. Poseen cantidades apreciables de
carbohidratos, lipidos, vitaminas, minerales, dcidos
grasos poliinsaturados (omega — 3 y omega — 6) y
antioxidantes (carotenos). Algunas tienen, incluso,
un contenido aminoacidico superior al presentado
por alimentos convencionales; tal es el caso de Scene-
desmus, que posee niveles de aminodcidos esenciales
superiores al patrén de la FAO; ademas, niveles de
proteina entre 25y 65 % lo que la convierte en una
atractiva fuente de proteina (1, 2, 3).

Comercialmente el aminodcido mas importante
de la familia del Aspartato es la Lisina. Esta se en-
cuentra en pequefas cantidades en la mayoria de
los cereales que se emplean en alimentacién animal,
como maiz, arroz y trigo, a los cuales, cuando se
emplean para este fin, es necesario suplementarlos
con lisina. Inicialmente la lisina es aislada de hidro-
lizados de proteinas que se producen a gran escala
por fermentacién microbiana (4, 1).

En Colombia, las investigaciones concernientes
al cultivo de microalgas no han tenido gran alcance;
por eso se hace necesaria la realizacién de estudios
mis elaborados sobre estos microorganismos para
obtener de ellos sus mayores beneficios, demostra-
dos por diferentes investigaciones en paises como
China, Estados Unidos, Alemania, Japén y México,
entre otros (5, 6). Este trabajo tiene por objetivo
evaluar diferentes medios de cultivo a nivel de labo-
ratorio para la produccién de proteina a partir de la
microalga Scenedesmus sp, los pardmetros cinéticos y
su perfil aminoacidico, ademds de las caracteristicas
polimérficas de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se utilizé una cepa de la microalga verde de
agua dulce Scenedesmus sp, donada por la Univer-
sidad del Zulia, Venezuela. Para su crecimiento
y mantenimiento se transfirieron células en sus-
pensién cada 10 dias a medio de cultivo Estindar
2 fresco (Tabla 1), asegurando asi la conservacién
de células jévenes. Los inéculos para cada cultivo
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tueron de 0.2 g/L y la experimentacién se realizé
a temperatura ambiente (25 * 3 °C), fotoperiodo
dia: noche de 12:12 horas, intensidad luminica de
12 pmol/m? s y agitacién de 200 rpm. Tanto la
experimentacién como los andlisis se realizaron
por triplicado.

Medios de cultivo

Se evaluaron los medios de cultivo Estidndar 1
(7), Estindar 2 (6) y Algal (8) (véase tabla 1).

Tabla 1. Concentracién salina de los medios de
cultivo Estindar 1, Estindar 2 y Algal (g/L).

Componente Estandar 1 | Estandar 2 Algal
KH,PO, 0,052
K,HPO, 1,040 x 103
KNO, 1,000
MgSO, - 7 H,0 0,015 0,050
NaH,PO, 0,012
Na,HPO, - 12 H,0 0,083
NaHCO, 0,059 5,447 0,890
NaNO, 0,025 0,170
Ca(NO,), - 4H,0 2,360 x 10
CaCl,- 2 H,0 0,441 0,010
Citrato Férrico 5,310x 10
CoCl, 0,078 x 10 ®
CoCl, 1,650 x 10 *°
CoSO, - 7H,0 0,003
CuCl, 0,009 x 10
CuSO, 0,016 x 1073
FeCl, 0,096 x 10 3
FeSO, 0,025
H,BO, 0,186 x 1073
KOH 0,094 x 10
MgCl, 0,057 x 10
MnCl, 2,640 x 10 0,126 x 1073
MnCl,- 4 H,0 0,200
Na,—-EDTA 0,033 2,600 x 10 #
Na,—EDTA-2H,0 |0,003 x 102
Na,MoO, 2,370 x 10
Na,MoO, - 2H,0 | 7,260 x 10 ®
NH,VO, 0,010
(NH,);Mo,0,, - 4 H,0 0,004 x 10!
ZnCl, 3,270x10° 1,400 x 10 *
Tiamina 3,500 x 10 ®°
Biotina 5,000 x 10 ©
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Con el fin de evaluar el efecto de los micro-
nutrientes en los medios de cultivo se ajusté la
tuente de carbono, nitrégeno y fésforo, segtn lo
reportado por Ramirez (1998) (9), conservando

una relacién de C: N: P de 41: 7: 1, y empleando
el bicarbonato de sodio como fuente de carbono
para los medios de cultivo (Véase tabla 2).

Tabla 2. Concentracién de macronutrientes en los medios de cultivo ajustada
para garantizar la relacién 41:7:1 de C: N: P (9).

Medio de Cultivo Carbonato (g/L) Nitrégeno (g/L) Fésforo (g/L)
Estandar 1 5,886 x 107 4,118 x 10 2,051 x 10*
Estandar 2 5,447 0,139 0,019

Algal 8,897 x 10 2,800 x 107 3,100 x 10°

Determinacion del crecimiento celular y
proteina

La cuantificacién de la biomasa se efectud por el
método de peso seco (10) por triplicado y analizadas
cada 48 horas, al igual que la concentracién de pro-
teina, la cual se determiné empleando el método de
Lowry (11). La velocidad especifica de crecimiento
celular (u_, ) se calculé tomando la pendiente de la
recta que resulta al graficar Ln (X/X) vs el tiem-
po, donde X es la concentracién de biomasa y X
es la concentracién del inéculo en g/L. El tiempo

de duplicaciéon (td) se determiné con la ecuacién
td=(Ln2/w) dfas™.

Determinacion cualitativa del polimorfismo

Para la determinacién cualitativa del polimor-
fismo, se realizaron conteos celulares a cada uno
de los medios de cultivo, empleando un hemoci-
tometro, teniendo en cuenta el nimero de células
que habia por colonia en proporcién a las células
totales. Los andlisis morfolégicos se efectuaron al
comienzo y al final de la cinética de crecimiento.

Determinacion del perfil aminoacidico

Se utiliz6 una muestra de 2 gramos de biomasa
seca cultivada por treinta dfas sobre medio Algal,
deshidratada por 24 horas a 65°C para evitar la
desnaturalizacién de las proteinas. Para la determi-
nacién del perfil aminodicidico de las proteinas de
Scenedesmus sp, se emple6 un cromatégrafo Agilent
Technologies 1100 con deteccién de fluorescencia,
columna de cromatografia C18 por el método de
fase reversa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccidn de biomasa celular

El crecimiento de la microalga present6 una ten-
dencia similar en todos los medios evaluados, con
una fase de latencia que culming el dia 4 en los tres
medios de cultivo, seguida de una fase exponencial
que dur6 19 dias para el medio Algal, 28 dias para
el medio Estindar 1 y mis de 32 dias para el medio
Estindar 2. La microalga present6 una fase estacio-
naria después de los dias 20 y 30 en los medios Algal
y Estindar 1 respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Cinética de crecimiento de Scenedesmus sp. en
los medios de cultivo Estindar 1, Estindar 2 y Algal.

La mayor produccién de biomasa y los mis
altos valores de productividad se presentaron en
el medio Estindar 2, con 0,4 g/L y 0,01 g/L d
respectivamente, seguidos del medio Estindar 1
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y por tltimo el Algal (véase tabla 3). La mis alta
velocidad de crecimiento se registré en el medio
Estindar 1, seguido de los medios Estindar 2 y
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Algal; esto se ve reflejado en el tiempo de duplica-
cién de la microalga, el cual es menor en el medio
Estindar 1 y mayor en el medio Algal.

Tabla 3. Concentracién de biomasa, productividad, velocidad especifica de crecimiento (u) y tiempo de
duplicacién celular (td) de Scenedesmus sp. en los medios de cultivo Estindar 1, Estindar 2 y Algal.

Medio de cultivo Biomasa (g/L) P’°d“°t"(’;‘;'fg)3'°masa p (h) td (d)
Estandar 1 0,317 £ 0,024 0,010 0,059 0,492
Estandar 2 0,408 + 0,027 0,013 0,035 0,824

Algal 0,195 + 0,043 0,006 0,036 0,812

La concentracién de biomasa alcanzada en este
trabajo es mayor a la reportada por Kim et al, 2007
(12), donde se cultiva la microalga Scenedesmus sp
en el medio KEP Iy se airea constantemente para
proveer un crecimiento de 0,197 g/L, pero menor a
las concentraciones reportadas por Greque y Vieira
2007 (13), donde se obtienen 1,800 g/L de Scene-
desmus obliguus cultivada en tres fotobioreactores en
serie de 2 L de capacidad, a los cuales se les provee
constantemente CO,,.

Algunos autores presentan rangos amplios de
velocidades especificas de crecimiento; tal es el
caso de Martinez et al, en el ano 2000 (14), quienes
presentan velocidades especificas de crecimiento
entre 0,045 h™ y 0,190 h' con medios de cultivo
preparados con efluentes de tratamiento secundario
y un suministro continuo de CO,. Otros autores
muestran valores menores al reportado en este
trabajo para la velocidad especifica de crecimiento
en los medios Estindar 2 y Algal; tal es el caso de
Martinez et al, 1997 (15), al emplear Scenedesmus
obliquus cultivada en erlenmeyer a una temperatura
de 30 °C, donde se obtiene u,__igual 0,047 h',y
Hodaifa et al, 2007 (16), obtuvieron valores de de
0,044 h'!, con adicién de CO, por aireacién. Gre-
que y Vieira, en el afio 2007 (13), presentan una
mayor velocidad de crecimiento a las obtenidas en
el presente trabajo, puesto que reportan un valor de
0,220 h™ para Scenedesmus obliquus.

En términos generales, los resultados de este
trabajo muestran cinéticas de cultivo prolongadas
y bajas concentraciones de biomasa, en contraste
con las cinéticas reportadas que emplean como
fuente de carbono el CO,, las cuales presentan una
duracién relativamente corta (entre 10 y 15 dias)
(2). Este comportamiento puede deberse a la baja
solubilidad del NaHCO, en el medio de cultivo y

a la baja permeabilidad de éste a través de la mem-
brana celular (5,000 x 107 cm s™), en comparacién
con el CO, (4,500 x 107 cm s™) utilizado conven-
cionalmente (19).

Las productividades obtenidas en esta investiga-
cién son bajas comparadas con valores reportados
por otros investigadores, lo cual es 16gico, ya que
estos altimos realizan cultivos en continuo y semi-
continuo, donde las productividades son mayores
que para un cultivo por lotes. La productividad
obtenida por Voltolina et al, 2005 (17) fue de 39,300
mg L' d! para biomasa en medios de cultivo pre-
parados con diluciones del 30% de aguas residuales
en cultivo semicontinuo, y Nuiiez ef al en el 2001
(18) reportan productividades de 153,700 mg L™ d™!

en quince dias de cultivo.
Produccidn de proteina

La mis alta concentracién de proteina y los ma-
yores valores de productividad se obtuvieron en el
medio Estindar 2, seguido del medio Estindar 1y
por tltimo el Algal (Véase Tabla 4). Sin embargo,
los porcentajes de proteina por materia seca de mi-
croalga presentaron un comportamiento diferente,
obteniéndose un mayor valor en el medio Algal,
seguido del Estindar 2 y finalmente el Estindar
1. Estos resultados muestran que el medio Algal
produce mayor cantidad de proteina por célula en
relacién con el volumen total de la misma. Otros
autores han reportado que Scenedesmus, a una
concentracién de nitrégeno menor en el medio,
da como resultado mayor porcentaje de proteina
total; tal es el caso de Scenedesmus obliquus, que al
cultivarse con un porcentaje de nitrégeno de 0.01%
y 0.1% produce 34.0% y 32.9% de proteina respec-
tivamente (2). En este trabajo, el medio Estindar 2
(Véase tabla 1) fue preparado con una concentra-
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cién de 1 g/L KNO,, y el medio Algal con 0.170
g/L de NaNO,, correspondientes a porcentajes de
tuente de nitrégeno del 0.1% y 0.01%, produciendo
porcentajes de proteina similares a los reportados
en la literatura (Véase tabla 4).

Las productividades de proteina obtenidas
en esta investigacion, son bajas comparadas con
valores reportados por Voltolina et al, 2005 (17),

donde se presentan valores de 24,900 mg L™ d™' en
medios de cultivo preparados con diluciones del
30% de agua residuales en cultivo semicontinuo; de
manera similar Nunez y col. (18) obtuvieron, en el
afio 2001, una productividad de 52,360 mg L™ d™!
de Scenedesmus obliquus cultivada en reactores de 2
litros de capacidad, en aguas residuales.

Tabla 4. Contenido de proteina (ug/mL) y porcentaje de proteina total producida por materia seca para cada
medio de cultivo.

Medio de cultivo Proteina (ug/mL) Productividad proteina (ug/mLd) % Proteina total
Estandar 1 78,780 + 5,109 2,460 24,870
Estandar 2 138,030 + 10,199 4,310 33,860

Algal 66,550 + 2,403 2,080 35,170

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron en el programa Stat
Graphics, utilizando el método ANOVA factorial,
donde puede observarse la estrecha relaciéon que
existe entre los medios de cultivo y la cantidad de
biomasa en g/L producida por la microalga para
cada uno de ellos. El medio de cultivo donde se
obtuvo la mayor cantidad de biomasa es el Estin-
dar 2, seguido de los medios Estindar 1 y Algal.
Igualmente, la produccién de proteina en funcién
de los medios de cultivo utilizados muestra que
el medio de cultivo Estindar 2 es el que presenta
la mayor concentracién de esta variable. Estos
resultados implican que la variacién del medio de
cultivo afecta tanto la produccién de biomasa como
la de proteina.

De acuerdo con los resultados anteriormente
expuestos se concluye que el medio de cultivo que
favorece la produccién tanto de biomasa como de
proteina es el Estindar 2.

Evaluacion del polimorfismo

Bajo condiciones ambientales fluctuantes tanto
al interior como al exterior de las células, las especies
de Scenedesmus sp cambian su forma buscando una
manera de adaptarse a gradientes en las condicio-
nes de cultivo como la temperatura o la intensidad
luminica e, incluso, llegan a cambiar totalmente su
identidad (20). Los cambios respecto a las condi-
ciones externas de los diferentes medios de cultivo
evaluados en esta investigacion, radican principal-
mente en la composicién de los medios y las con-
centraciones de los macro y micronutrientes.

En las observaciones al microscopio se identi-
ficaron cenobios de 1, 2, 3 y 4 células en todos los
medios evaluados; sin embargo, el conteo celular
para colonias de tres y cuatro células, en ninguno
de los medios de cultivo es lo suficientemente re-
presentativo en contraste con el niimero de colonias
de unay dos células (Véase figura 2). Comparando
las morfologfas de los diferentes medios de cultivo
se evidencian cambios, incluso entre cenobios con
el mismo ndmero de células.

Los cenobios de cuatro células del medio Estin-
dar 1 son delgados y alargados, las uniones entre
ellos comienzan desde los extremos, la termina-
cién de las células no tiene ninguna prolongacién
o apéndice, no obstante se puede observar que son
de forma puntiaguda. Algunos cenobios de dos
células son redondeados en un extremo y alarga-
dos en el opuesto, otros son redondos en ambos
extremos, ¢ incluso se observa la presencia de
células casi por completo redondas. En este medio
se notan cambios morfolégicos mis variados que
en los medios Estindar 2 y Algal.
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Figura 2. Determinacién del polimorfismo en los
medios de cultivo Estindar 1, Estindar 2 y Algal.
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En el medio Estindar 2 los cenobios son, en su
mayorfa, de una y dos células; éstas son completa-
mente redondas, aunque sus extremos terminan
en forma de punta sin la presencia de apéndices;
las uniones entre las células se dan en el centro de
las mismas, no desde los extremos, y se observa un
espacio entre células mucho mas amplio que en los
otros dos medios. Las células individuales presen-
tan, en general, la misma forma que las halladas
en cenobios de dos células, aunque algunas son
completamente redondas.

El medio Algal evidencia cenobios de dos células
que se unen desde puntos extremos de las mismas,
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son semiredondeadas, los extremos de las células
son completamente redondos y sin apéndices,
la separacién entre células es menos evidente
que en el medio Estindar 2. (Véase figura 3).
La constante en los tres medios son las colonias
de cuatro células, que suelen ser mis delgadas
que las demds, largas y, en algunas ocasiones,
presentan apéndices, aunque en todos los casos
los extremos son en forma de punta; la diferencia
entre ellas radica en el didmetro de las células y los
cenobios que, para el caso de el medio Estindar
2, son ensanchados.

Figura 3. Morfologias encontradas en los medios de cultivo
(2) Medio Estindar 1, (b) Medio Estindar 2y (c) Medio Algal.

Las altas concentraciones de nutrientes en el
medio Estindar 2 hacen que las células tiendan
a aumentar su esfericidad méds de lo normal,
produciéndose un aumento en la relacién super-
ficie/volumen, que favorece la incorporacién de
nutrientes y un incremento en la concentracién
de cloroplastos, con lo que se les permite a las
células una mayor captacién de la luz (20). De
igual manera en el medio Algal, la esfericidad es
observable, mientras que en el medio Estindar 1,
que presenta la menor concentracién de nutrientes,
las células son de forma alargada.

Perfil aminoacidico de la microalga
Scenedesmus sp.

En la Tabla 5 se presenta el anilisis del perfil
aminodcidico de la microalga Scenedesmus sp. Los
resultados obtenidos en porcentaje (g aminodcido/g

de peso seco*100) se comparan con los de la soya,
y con los requerimientos minimos de dcidos esen-
ciales exigidos por la FAO (21).

Segtin los anilisis realizados se aprecia que las
relaciones obtenidas entre aminodcidos esenciales
como lisina y cistina se encuentran presentes en
la microalga Scenedesmus sp en niveles superiores a
los requerimientos bésicos reportados por la FAO,
e incluso los presentados por la soya. Esto es un
indicativo de que la microalga podria emplearse para
reemplazar parte del alimento que se suministra a
algunos animales de corral (22). Incluso debido a
los altos valores de lisina que presenta la especie
Scenedesmus sp empleada en esta investigacion, en
relacién con los otros aminodacidos, puede ser pro-
misorio cultivar la microalga con el fin de aislar
este aminodcido.
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Tabla 5. Aminodicidos esenciales en la dieta para nifios en crecimiento, segtin la FAO, presentados en mg
aminoicido/g de aminoicidos esenciales, comparados con los que poseen la soya y la microalga Scenedesmus sp.

Aminoacidos FAO Soya Scenedesmus sp*
Leucina 160 170 123
Lisina 110 160 230
Fenilalanina 110 110 100
Tirosina 75 80 74
Metionina 60 30 43
Cistina 40 30 243
Treonina 85 85 84
Valina 140 130 61
Isoleucina 130 120 42
Triptéfano 15 15 nc**

* Microalgas cultivadas a nivel de laboratorio, Grupo de Bioprocesos.

**nc: no se cuantificé.
CONCLUSION

Segtin el perfil aminodicidico obtenido para la
microalga Scenedesmus sp, se encuentra que ésta tiene
aplicacién potencial en la industria de alimentos
balanceados para animales. La microalga puede ser
cultivada en el medio Estindar 2, debido a que es alli
donde presenta la mayor concentracién de biomasa
y proteina, pero se recomienda emplear CO, como
tuente de carbono.
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