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Resumen

Se estudio el efecto de las concentraciones de NaNOsz y CH3COONa, asi como de la
irradiancia sobre el cultivo de la microalga Scenedesmus obliquus para maximizar la
produccion de carotenoides totales, proteinas totales y fenoles totales. La microalga autdctona,
aislada del “Embalse Salto Grande” (Argentina), se cultivd en medio Allen & Arnon
evaluando diferentes condiciones experimentales: 0,27-87,73 g NaNOs/L; 0-5,02 g
CH3COONa/L e irradiancia 36,71-102,30 pumol/(m?s). Las variables de respuesta fueron las
concentraciones de fenoles totales, carotenoides totales y proteinas totales. El contenido de
componentes bioactivos aumentd con el incremento de la irradiancia hasta alcanzar un
maximo, luego valores mayores de este factor generaron disminucion de los mismos. Los
valores mas altos de carotenoides totales y proteinas totales se obtuvieron a bajas
concentraciones de NaNOzs y altas concentraciones de CH3COONa, mientras que para fenoles
totales se requirieron altas concentraciones de NaNOs y CH3COONa. Las condiciones que
maximizaron las concentraciones de carotenoides totales y proteinas totales fueron 0,69 g
NaNOs/L; 5,02 g CHsCOONa/L y 54,71 pmol/(m?s); y para fenoles totales, 87,73 g/L; 5,02
g/L y 45,04 umol/(m3s); respectivamente. En esas condiciones se obtuvieron 410,34+34,38
mg [-caroteno/g; 5,95+0,22 mg ASB (albumina de suero bovino)/g y 2,51+0,18 mg EAG
(equivalentes de acido galico) /g. Se concluye que el cultivo de Scenedesmus obliquus, bajo
las condiciones de estrés sefialadas, representa un proceso biotecnoldgico atractivo para la
obtencion de biomasa rica en componentes bioactivos con potencialidad para ser utilizado
como aditivo natural para formulacién de alimentos.

Palabras clave: microalga, optimizacion, carotenoides totales, fenoles totales, proteinas
totales.
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Optimization of Scenedesmus obliquus culture conditions to maximize the
production of bioactive components of industrial interest

Abstract

The effect of NaNO3z and CH3COONa concentrations and irradiance on Scenedesmus obliquus
microalgae culture was studied to enhance the production of total carotenoids, total proteins
and total phenols. The native microalga from “Embalse Salto Grande” (Argentina), was
cultivated in Allen & Arnon culture medium under different experimental conditions: 0.27-
87.73 g NaNOs/L; 0-5.02 g CH3sCOONa/L and irradiance 36.71-102.30 pmol/(m?3s). The
response variables were the concentrations of total phenols, total carotenoids and total
proteins. The content of bioactive components increased with the increase of the irradiance
until reaching a maximum, then, the higher values of irradiance generated a decrease in them.
The highest values of total carotenoids and total proteins were obtained at low concentrations
of NaNOs and high concentrations of CHsCOONa, while for total phenols high concentrations
of NaNO3 and CH3COONa were required. The experimental conditions that maximized the
total carotenoids and total proteins concentrations were 0.69 g NaNOs/L; 5.02 ¢
CH3COONa/L and 54.71 pmol/(m?3s), respectively. While for total phenols concentration, the
conditions were 87.73 g/L; 5.02 g/L and 45.04 pmol/(m?s). Under these conditions, 410.34 +
34.38 mg B-carotene/g, 5.95 £ 0.22 mg BSA (bovine serum albumin)/g and 2.51 + 0.18 mg
GAE (galic acid equivalents)/g were obtained, respectively. In conclusion, the cultivation of
Scenedesmus obliquus, under the indicated stress conditions represents an attractive
biotechnological process for obtaining biomass rich in bioactive components with potential to
be used as a natural additive for food formulation.

Keywords: microalgae, optimization, total carotenoids, total phenols, total proteins.

1. Introduccion

En las dltimas décadas, el suministro de
alimentos constituye uno de los problemas
mas importante a nivel mundial debido al
gran incremento de la poblacién. Esta
situacion ha impulsado la bdsqueda de
nuevas fuentes alternativas de alimentos y
de nuevas tecnologias, como la
biotecnologia de algas, para resolver esta
problematica (Celekli et al., 2008). La
biotecnologia de microalgas contribuye al
desarrollo de la bioeconomia y a la mejora
de la sustentabilidad del medio ambiente

(Vigani et al., 2015; Benavente-Valdés et
al., 2016; Acién-Fernandez et al., 2018).

La mayor parte de la produccion mundial
de microalgas se destina al consumo
humano, siendo el valor de mercado de los
productos superior a los 10° millones de
euros al afio, lo que pone de manifiesto la
importancia de este sector en el desarrollo a
corto plazo de la biotecnologia de
microalgas (Acién-Fernandez et al., 2018).
Las microalgas son consideradas como un
super-alimento, ya que son una fuente
natural de compuestos bioactivos y con
beneficios nutricionales, tales como
carotenoides, antioxidantes, proteinas ricas
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en aminoacidos esenciales, lipidos y otros.
Para ello, necesitan dioxido de carbono
atmosférico, nitrégeno, fésforo y luz solar
(Aburai et al., 2015; Vigani et al., 2015;
Benavente-Valdés et al., 2016; Acién-
Fernandez et al., 2018). Estos
microorganismos son una fuente nueva y
prometedora de nutrientes, que pueden
consumirse directamente, como Chlorella,
Spirulina, o bien ser incorporados como
aditivos a diferentes mezclas para
incrementar las propiedades nutricionales y
organolépticas de alimentos.

Las algas tienen la capacidad de modificar
su tasa de crecimiento, como asi también
su composicion bioquimica en condiciones
fisicoquimicas variables (Abdul-Adel et
al., 2019). Se han utilizado diferentes
estrategias de cultivo para mejorar la
produccion de biomasa y de diferentes
compuestos bioactivos. Estas estrategias
pueden clasificarse en dos grupos:
nutricionales y fisicas. Las primeras
consisten en efectuar cambios en la
composicion de los medios de cultivo,
mientras que las segundas implican
modificaciones en las  condiciones
operativas de cultivo (Benavente-Valdés et
al., 2016). Las modificaciones
nutricionales y operativas inducen una
situacion de estrés en los cultivos de
microalgas, provocando cambios en la
fisiologia celular y en la composicion
bioquimica (Orddg et al., 2012).

A la fecha, muchas especies de microalgas
como  Auxenochlorella  protothecoides
(antes  conocidos como  Chlorella
protothecoides), Dunaliella salina,
Scenedesmus almeriensis 'y Galdieria
sulphuraria, representan una fuente
biotecnoldgica altamente potencial de
carotenoides naturales (Aburai et al., 2015;
Asker y Awad, 2019). Por otra parte, se
observd que las microalgas Chlorella y

Arthrospira acumulan proteinas de alta
calidad, con perfiles de aminoacidos
esenciales equilibrados y en cantidades
similares a fuentes proteicas como los
huevos y la soja (Caporgno y Mathys,
2018). Otros componentes bioactivos de
interés son los compuestos fenolicos que
forman parte del complejo mecanismo de
defensa de las microalgas. Se observo que
éstos son acumulados en respuesta a
condiciones de estrés, como exposicion a
exceso de iluminaciébn o radiacion
ultravioleta en cultivos de Chlorella sp. y
Cystoseira tamariscifolia (Gomez et al.,
2016).

Varias microalgas y sus ingredientes
derivados ya han sido aprobados por la
Administracion de Drogas y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) (Asker y Awad, 2019) y se han
incorporado a alimentos como aditivos en
productos de panificacion, lacteos, pastas,
geles, emulsiones y otros, con el fin de
impartirles  propiedades  funcionales,
antioxidantes y/o nutricionales (Caporgno
y Mathys, 2018). Sin embargo, estos
organismos requieren de condiciones
Optimas de cultivo que deben conocerse
para maximizar la obtencién y/o
acumulacién de componentes de interés
(Acién-Fernandez et al., 2018).

Por todo lo expuesto, se considera
relevante el estudio de condiciones de
cultivo que maximicen la obtencion de
componentes de interés a partir de
microalgas, quedando por conocer cual
serd el ritmo de incorporacion de este tipo
de tecnologias a los actuales sistemas de
produccién, lo que estara determinado por
la velocidad con la que las actuales barreras
técnicas y  regulatorias  puedan ir
resolviéndose (Acién-Fernandez et al.,
2018).
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El propdsito de este estudio fue investigar
la influencia de las concentraciones de
NaNOz y CHsCOONa, asi como de la
irradiancia sobre el cultivo de microalga
Scenedesmus obliquus, para potenciar la
acumulacion de carotenoides totales,
proteinas totales y fenoles totales v,
ademas, determinar la combinacién de esas
variables que maximicen la obtencién de
los componentes bioactivos mencionados.

2. Materiales y métodos

2.1. Microalga y medio de cultivo

Se trabajé con la microalga Scenedesmus
obliquus (Fig. 1), aislada del Embalse Salto
Grande (Argentina) en la ubicacion 30 ° 59
'19.07 "de latitud sur y 57 ° 54' 19.24 " de
latitud oeste (Jiménez-Veuthey et al.,
2018). La microalga se cultivd en modo
batch en 12 columnas de burbujeo
(fotobiorreactor) dentro de una camara de
cultivo (MGC - 400H, China) (Fig. 2). Para
ello, se colocaron 200 mL de medio de
cultivo Allen & Arnon (suplementado con
nitrato de sodio) y 50 mL de inéculo de
cepas de Scenedesmus obliquus en cada
fotobiorreactor. La composicion del medio
de cultivo Allen & Arnon suplementado
con nitrato de sodio fue, en mg/L: 850
NaNOs3, 0,239 NaVOs; 1,26
NaoMo004.2H,0; 2,86 H3:BOs; 1,81
MnCl2.4H20; 0,222 ZnS0..7H20; 0,079
CuS04.5H20; 0,0403 CoCl2.6H.0; 124
MgS0.4.7H20, 15 CaCl2.2H20, 117 NaCl,
0,029 EDTA; 0,025 FeSO4.7HO y 174
K2HPO4. Cada fotobiorreactor se mantuvo
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.
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Figura 1. Microalga Scenedesmus obliquus.

Figura 2. Fotobiorreactores en cdmara
de cultivo.

2.2. Condiciones de cultivo

Las condiciones de la cAmara de cultivo en
las que se llevaron a cabo los ensayos
fueron: temperatura de 25 £ 1 °C, humedad
relativa del 65 % y fotoperiodo de 12:12 h
luz/oscuridad. Estas condiciones se mantu-
vieron hasta que el cultivo alcanzoé la fase
estacionaria. Una vez alcanzada la fase
estacionaria el cultivo se operé en modo
semicontinuo, se modificaron la irradiancia
y las concentraciones de NaNOs (fuente de
nitrégeno) y CH3COONa (fuente de
carbono) del medio de cultivo original.
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Para esto, se retiraron 50 mL del contenido
de cada fotobiorreactor y se incorporaron
50 mL de soluciones de NaNOs: vy
CHsCOONa de acuerdo con el disefio
experimental que se detalla en el apartado
2.4. También la irradiacion se ajusté a los
valores indicados. El volumen final de cada
fotobiorreactor se mantuvo a 250 mL vy el
tiempo total de cultivo fue de 40 d.
Finalizada cada experiencia, el cultivo se
centrifugo a 4000 g durante 20 min (Boeco
C-28, Alemania). Después de eliminar los
sobrenadantes, el sedimento celular se
liofiliz6 a -90°C (Heto Drywiner) hasta
peso constante.

2.3. Determinaciones analiticas

Proteinas  totales: se  cuantificaron
espectrofotométricamente utilizando
espectrofotometro  UV-Vis (HACH®,
DR600) y estandar de albimina de suero
bovino (ASB) (Arredondo-Vega Yy
Voltolina, 2007). Las mediciones se
realizaron a 750 nm. Los resultados se
expresan en mg ABS/g de materia seca
(ms).

Carotenoides totales: se midieron por
método  espectrofotométrico usando
espectrofotometro UV-Vis (Hach®
DR600) a 450 nm y [-caroteno como

estandar. Los resultados se expresan en mg
[-caroteno/g ms (Arredondo-Vega vy
Voltolina, 2007; Ceron et al., 2007).
Fenoles totales: se determind por reduccion
del reactivo de Folin-Ciocalteu (Copia et
al., 2012) utilizando espectrofotometro
(HACH® DR600) a 760 nm. Se uso acido
gélico como estandar y los resultados se
expresaron en mg de equivalentes de acido
gélico (EAG)/g ms.

2.4. Disefo experimental

Se elabor6 un disefio experimental con
paquete estadistico STATGRAPHICS®
Centurion XVI Version 16.1.11, en el que
se consideraron los siguientes tres factores:
concentracion de NaNOs, concentracion de
CH3COONa e irradiancia. La region
experimental de cada uno de los factores
fueron 0,27 - 87,73 g/L; 0,00 — 5,02 g/L y
36,71 - 102,30  [umol/(m?  s)],
respectivamente. Como variables de
respuesta se seleccionaron el contenido de
los componentes bioactivos: carotenoides
totales, proteinas totales y fenoles totales.
Se trabaj6 con un disefio central compuesto
de 2 bloques y 4 repeticiones del punto
central que consisti6 en un total de 36
experiencias (Tabla 1).

2.5. Andlisis del disefio experimental

Se utiliz6 la metodologia superficie de
respuesta para obtener la combinacion de
factores experimentales que maximicen las
concentraciones de cada uno de los
componentes bioactivos. Para ello, cada
variable de respuesta se dividid en
componentes lineal, cuadratica e
interacciones, segun se muestra en la
Ecuacion 1 (Montgomery, 2013).

y=Bo+ T Bixi+ X Buxi®+

Yi <2jBijxixit+e¢
[Ecuacion 1]
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donde: y es la variable respuesta, f es una
constante, i el coeficiente lineal, ii,
coeficiente cuadrético; fij, coeficiente de
interacciones, X y X son niveles de las
variables independientes, k el nimero de
factores experimentales y ¢ el error
aleatorio.

Mediante andlisis de varianza se estudiaron
los factores experimentales e interacciones
que tuvieron efecto significativo (p<0,05)
sobre cada una de las variables de respuesta
y se excluyeron del andlisis los factores e
interacciones que no tuvieron influencia
significativa en la respuesta. Se comprobd,
ademés, la idoneidad de los modelos
mediante el test de falta de ajuste (p>0,05),
coeficiente de determinacion y estadistico
de Durbin-Watson para comprobar la
independencia de los residuos (p>0,05).

Para la optimizacibn de multiples
respuestas se utilizé la funcion deseabilidad
(Montgomery, 2013). Para ello se convirtid
cada respuesta yi en una funcion individual
de deseabilidad di, la que toma valores
entre 0 y 1. Cuanto mas cerca estuvo la
respuesta del valor ideal mas préxima a 1
fue la funcién deseabilidad. Dado que el
objetivo fue maximizar las variables
respuestas, la ecuacion de la funcion
deseabilidad es la que se muestra a
continuacion.

0 y<L
P NEEAY
d=4(=) L<y<T
1 y>T

[Ecuacion 2]
donde: T es el objetivo, L el limite minimo
y r el peso.

Tabla 1. Disefio experimental.

o NatowL)_crucoonat) e
1 18,00 4,00 50,00
1 44,00 5,02 69,50
1 18,00 1,00 50,00
1 44,00 2.50 69,50
1 44,00 2,50 69,50
1 18,00 4,00 89,00
1 44,00 2,50 69,50
1 44,00 2.50 36,71
1 70,00 4,00 89.00
. 44,00 2,50 102,30
1 44,00 2,50 69,50
1 70,00 1,00 89,00
1 44,00 0,00 69,50
1 87,73 2,50 69,50
1 0,27 2,50 69,50
1 18,00 1,00 89,00
1 70,00 1,00 50,00
1 70,00 4,00 50,00
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18,00
44,00
18,00
44,00
44,00
18,00
44,00
44,00
70,00
44,00
44,00
70,00
44,00
87,73

0,27
18,00
70,00
70,00

N NN DN DNDNDNDNDDNDDNDNDDNDNDNNDDNNDNDNDNDNNDDNDDNDDNDDND

4,00 50,00
5,02 69,50
1,00 89,00
2,50 69,50
2,50 69,50
4,00 89,00
2,50 69,50
2,50 36,71
4,00 89,00
2,50 102,30
2,50 69,50
1,00 89,00
0,00 69,50
2,50 69,50
2,50 69,50
1,00 50,00
1,00 50,00
4,00 50,00

2.6. Validacion de los resultados del
disefio experimental

Con el fin de validar los resultados
obtenidos en el analisis del disefio
experimental, se llevaron a cabo ensayos
experimentales por cuadriplicado con los
valores de los factores que maximizaron la
concentracion de los  componentes
bioactivos. A continuacion se compararon
los valores predichos obtenidos para cada
variable de respuesta en el disefio
experimental y los resultados alcanzados
experimentalmente.

3. Resultados y Discusion

3.1. Efecto de los factores experimentales
en la concentracion de carotenoides
totales

Las figuras 3, 4 y 5 muestran como fue la
variacion de los carotenoides totales en
funcién de las variables experimentales
cuando una de ellas se mantuvo en el valor
optimo. El contenido de carotenoides

totales vari6 entre 244,08+38,88 y
385,43+0,42 mg p-caroteno/g ms. El
andlisis estadistico sefialé que tuvieron un
efecto significativo sobre la variable de
respuesta  carotenoides  totales la
concentracion de NaNOsy la irradiancia en
sus componentes lineal y cuadrética y la
concentracion de CH3COONa en su
componente cuadratica. Los carotenoides
totales aumentaron con el incremento de la
irradiancia hasta los 60,24 pmol/(m? s),
luego, mayores incrementos de este factor
experimental provoco disminucion de la
concentracion de esta variable de respuesta.
Adicionalmente, la concentracion mas alta
de carotenoides totales se obtuvo cuando al
medio de cultivo se incorpor6 5,02 g/L de
CH3COONa y 0,27 g/L de NaNOas. La
combinacion de factores experimentales
que maximizd6 la concentracién de
carotenoides totales se muestra en la Tabla
2. El valor 6ptimo obtenido en el analisis
del disefio fue 422,04 mg B-caroteno/g ms.
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300F 4
200 F

100 |

Carotenoides Totales
(mg B-carotenol/g)

0 1 2 3 i P - 0 20 ,
Acetito de sodio (/L) Irradiancia [umol/(m “s)]

Figura 3. Contenido de carotenoides totales en funcion de la concentracion de CH;COONa e
irradiancia para una concentracion de NaNOs de 0,27 g/L.

Carotenoides Totales
(mg B-carotenol/g)

0 20 40 3 00 40
60 80 100 0 T 2
Nitrato de sodio (giL) Irradiancia [umol/(m “s)]

Figura 4. Contenido de carotenoides totales en funcién de la concentracion de NaNOs e irradiancia
para una concentracion de CHsCOONa de 5,02 g/L.
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Figura 5. Contenido de carotenoides totales en funcion de las concentracion de NaNO3z y CH3;COONa
para una irradiancia de 60,24 pmol/(m?s).

Tabla 2. Combinacion de factores experimentales que maximizé la concentracién de carotenoides
totales, proteinas totales y fenoles totales

Factor experimental Carotenoides Proteinas totales Fenoles
totales totales
NaNOs (g/L) 0,27 0,69 87,73
CH3COONa (g/L) 5,02 5,02 5,02
Irradiancia [umol/(m? s)] 60,24 54,71 45,04

La acumulacién de carotenoides provocado
por la baja concentracion o deficiencia de
nitrogeno en el medio de cultivo también
fue observada por otros investigadores
(Féabrega et al., 1998), quienes en cultivo
de Haematococcus pluvialis alcanzaron
concentraciones de astaxantina de 49,5
mg/mL en condiciones de deficiencia de
nitrégeno, intensidad de luz de 40 y 230
pumol/(m? s) y tiempos de cultivo de 12 d.
Dado que valores mas altos de astaxantina
fueron obtenidos para baja y alta intensidad
de luz, estos autores concluyeron que fue el
efecto de estrés de deficiencia de nitrogeno
lo que provocd el incremento de este
carotenoide. En un estudio realizado por
Dammak et al. (2018) con microalga

Tetraselmis sp. con 1,17 mM de nitrato de
sodio y 0,054 mM de fosfato diacido de
sodio obtuvieron un contenido de
carotenoides de 0,3 mg/g.

La concentracion de  carotenoides
alcanzada en la presente investigacion fue
muy superior a la publicada por los autores
antes mencionados, lo que podria deberse a
aspectos sefialados por Fabrega et al.
(1998), quienes indican que si los cultivos
no se mantienen el tiempo suficiente, no se
detecta ningun efecto de limitacion de
nitrbgeno u otro tipo de estrés en la
acumulacion de carotenoides. Cabe
recordar que el tiempo de cultivo para cada
experiencia fue de 40 d. Por lo tanto, la
limitacion de nutrientes esenciales en el
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medio de cultivo, como el nitrégeno, y
tiempos prolongados derivo en un aumento
del contenido de metabolitos de interés; lo
que constituye una estrategia tecnoldgica
escalable a cultivos de mayor volumen
(Benavente-Valdes et al., 2016).

3.2. Efecto de los factores experimentales
en la concentracion de proteinas totales
La concentracion de proteinas vario en el
rango de 2,80 + 0,26 - 7,58 + 0,36 mg
ASB/g ms.

Los tres  factores  experimentales,
concentraciones de NaNOz y CH3COONa e
irradiancia en sus componentes lineal y
cuadritica, como asi también las

(mg ABS/qg)

Proteinas Totales

LECELI [ L LR PR P

2 3 4
Acetato de sodio (g/L)

interacciones  NaNOs3-CH3COONa vy
NaNOs-irradiancia, mostraron influencia
significativa en la variable respuesta. Los
valores mas altos de proteinas se
obtuvieron para bajas concentraciones de
NaNOs y altas concentraciones de
CH3COONa. Asimismo, esta variable
aumentd con el incremento de la
irradiancia hasta los 54,71 pmol/(m? s),
luego valores més altos de este factor
derivo en menor concentracion de proteinas
(Figs. 6, 7y 8). En la Tabla 2 se muestra la
combinacion de factores experimentales
que maximizé la concentracion de
proteinas, cuyo valor 6ptimo fue 7,34 mg
ASB/g ms.
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Figura 6. Contenido de proteinas totales en funcion de la concentracion de CH3COONa e irradiancia
para una concentracion NaNOs de 0,69 g/L.
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Figura 7. Contenido de proteinas totales en funcién de la concentracion de NaNOs e irradiancia para
una concentracion de CHsCOONa de 5,02 g/L.
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Figura 8. Contenido de proteinas totales en funcién de las concentracion de NaNO3z; y CH;COONa
para una irradiancia de 54,71 pmol/(m?s).

Quevedo et al. (2008) estudiaron la
capacidad de la microalga Scenedesmus sp.
para producir proteinas en medio de cultivo
con 0,139 g/L de nitrégeno, fotoperiodo
12:12 h luz/oscuridad, intensidad luminica

de 12 umol/(m? s) y tiempo de cultivo de
40 d; obteniendo una concentracion de
proteinas de 138,03 pg/mL; valor que se
corresponde con 0,41 mg/g ms. Se puede
observar que la concentracion de proteinas
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alcanzada por los autores  antes
mencionados, fue 18 veces menor que la
obtenida en la presente investigacion en la
que se trabajé con una concentracion
similar de nitrogeno (0,69 g/L de NaNOs se
corresponde con 0,114 g/L de nitrégeno) e
igual tiempo de cultivo de 40 d; pero con
fotoperiodo 16:8 h luz:oscuridad e
irradiancia 54,71 pmol/(m? s).

3.3. Efecto de los factores experimentales
en la concentracion de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales vario
en el rango de 0,92 £ 0,04 - 2,34 + 0,12 mg
EAG/g ms. Para esta variable de respuesta,
tuvieron un efecto significativo la
concentracion de NaNOs en su componente
lineal, la concentracion de CH3COONa e

TT T T T 777

Fenoles Totales
(mg EAG/g)
N

LIS A N I I L O B A |

0 1 2 3

4
Acetato de sodio (g/L)

irradiancia en sus componentes lineal y
cuadratica y la interaccion NaNOs-
irradiancia. A medida que se trabajo con
medios de cultivos con mas altas
concentraciones de NaNOz y CH3COONa
se obtuvo mayor concentraciéon de fenoles
totales, mientras que esta variable de
respuesta aumentd con el incremento de la
irradiancia hasta los 45,04 pmol/(m? s),
luego disminuyé cuando los medios de
cultivo fueron expuestos a valores mas
elevados de irradiancia (Figs. 9, 10 y 11).
Se puede observar en la Tabla 2 la
combinacion de factores experimentales
gque maximizo la concentracion de fenoles
totales, la que se correspondio con el valor
optimo 2,31 mg EAG/g ms.
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Figura 9. Contenido de fenoles totales en funcion de la concentracion de CHsCOONa e irradiancia
para una concentracion de NaNOs de 87,73 g/L.
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Figura 10. Contenido de fenoles totales en funcion de la concentracion de NaNOs e irradiancia para
una concentracion de CH3;COONa de 5,02 g/L.
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Figura 11. Contenido de fenoles totales en funcién de las concentracién de NaNO3z y CHsCOONa para
una irradiancia de 45,04 pumol/(m?s).

Estudios publicados (Gémez et al., 2016)
con las microalgas Dunalliela tertiolecta y
Tetraselmis chuii cultivadas, durante 8
dias, en medio estandar F/2 de Guillard y
Ryther (NaNOas: 75 g/L, NaH2PO4.H20: 5
g/L, NazSiO3:.9H.0: 30 g/L, FeCls.6H20:

3,5 g/L, NaEDTA: 4,36 g/L, metales
trazas y vitaminas) en recipientes de vidrio
transparente y de plastico azul con una
irradiancia de 2742 pmol/(m? s),
alcanzaron un maximo de fenoles totales de
154 y 152 mg EAG/g. Estas
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concentraciones de fenoles totales se
correspondieron para las microalgas
Dunalliela  tertiolecta  cultivada en
recipiente de vidrio transparente, lo que
posibilité el mayor paso de luz y para
Tetraselmis chuii, cultivada en recipientes
de plastico azul, lo que redujo la
posibilidad de paso de luz. Para ambos
casos, los valores de fenoles totales
alcanzados en la presente investigacion
fueron un 40 % superior a los publicados
por Gomez et al. (2016).

3.4. Condiciones experimentales que
maximizaron las concentraciones de los
componentes bioactivos

De lo expuesto anteriormente, se puede
observar que las condiciones
experimentales que permitieron maximizar
la obtencion de carotenoides totales y
proteinas totales fueron similares, las que
se correspondieron con bajas

o
=]
T

Deseabilidad

Acetato de sodio (g/L)

concentraciones de  NaNOs,  altas
concentraciones de CH3COONa y valores
intermedios de irradiancia. Sin embargo,
para maximizar la concentracién de fenoles
totales se requirieron altas concentraciones
de NaNOs. En consecuencia, se decidio,
por un lado, tomar en cuenta la
combinacion de factores experimentales
obtenida anteriormente (Tabla 2) para
maximizar la concentracion de fenoles
totales; y por otro, obtener con la funcion
deseabilidad la combinacion de factores
experimentales que  maximicen las
concentraciones de carotenoides totales y
proteinas simultaneamente.

La funcion deseabilidad mostr6 valores
mas elevados para las concentraciones mas
altas ensayadas con acetato de sodio,
concentraciones bajas de NaNOs y valores
intermedios de irradiancia (Figs. 12, 13 y
14).
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Figura 12. Deseabilidad en funcién de la concentracién de CH3;COONa e irradiancia para una
concentracion de NaNO; de 0,69 g/L.

©The Author(s) 2020. This article is published with open access by Sociedad Latinoamericana de

Biotecnologia Ambiental y Algal

28



Revista Latinoamericana de Biotecnologia Ambiental y Algal

Vol. 11 No. 1 p. 15-33.

Deseabilidad

. 20 40 60
Nitrato de sodio (g/L)

80

001 20

100 0 Irradiancia [umol/(m?s)]

Figura 13. Deseabilidad en funcién de la concentracion de NaNOs e irradiancia para una
concentracion de CHsCOONa de 5,02 g/L.
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Figura 14. Deseabilidad en funcién de las concentracion de NaNO3z; y CH;COONa
para una irradiancia de 54,71 pmol/(m?s).

En la Tabla 3 se muestra la combinacién de
factores experimentales que maximizé
simultaneamente las concentraciones de
carotenoides totales y proteinas totales. En
las condiciones sefialadas, las concentra-
ciones Optimas de los componentes
bioactivos sefialados fue 419,91 mg B-

caroteno/g ms y 7,34 mg ASB/g ms;
respectivamente. El valor de la funcién de
deseabilidad fue 0,95; lo que sefiala que la
combinacion de factores experimentales
obtenida es adecuada para maximizar estas
variables de respuesta (Montgomery,
2013).
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Tabla 3. Combinacion de factores experimentales que maximizo simultdneamente
la concentracion de carotenoides totales y proteinas

Factor experimental Valor optimo
NaNOs (g/L) 0,69
CHsCOONa (g/L) 5,02
Irradiancia [umol/(m? s)] 54,71

3.5. Validacion de los resultados del
disefio experimental

Posteriormente, se trabajo en la validacion
del disefio realizando ensayos en las
condiciones experimentales sefialadas en la
Tabla 2 para fenoles totales y en la Tabla 3
para carotenoides totales y proteinas
totales. En la Tabla 4 se pueden observar
los valores predichos obtenidos para cada

variable de respuesta en el disefio
experimental y los resultados alcanzados
experimentalmente. Para  carotenoides
totales y fenoles totales se puede observar
que los valores Optimos estuvieron
comprendidos dentro de los rangos
experimentales correspondientes, mientras
que para proteinas, el valor experimental
fue 20 % mas bajo que el valor predicho.

Tabla 4. Concentraciones de componentes bioactivos obtenidos
con el disefio experimental (valores predichos) y valores experimentales.

Carotenoides

Proteinas (mg

Fenoles totales (mg

Valores totales (mg B- ASB/g ms) EAG/g ms)
caroteno/g ms)
Predicho 419,91 7,34 2,31
Experimentales 410,34 + 34,38 5,95+ 0,22 2,51+0,18

Las concentraciones de carotenoides
totales, proteinas totales y fenoles totales
obtenidas  experimentalmente  fueron
superiores a los publicados en la literatura
consultada. Estos resultados, sumado al
rapido crecimiento celular y a la
simplicidad de requerimientos nutricionales
de las microalgas, constituyen una
potencial base biotecnoldgica para la
obtencion de metabolitos de alto valor
biolégico (Del Campo et al., 2007).

4. Conclusiones

La  presente  investigacion  brinda
informacion referida a la influencia de los
factores experimentales evaluados que
fueron las concentraciones de NaNOz y
CH3COONga, asi como la irradiancia, sobre
la obtencion de carotenoides totales,
proteinas totales y fenoles totales en
cultivos de microalga Scenedesmus
obliquus. En la region experimental
estudiada, los tres factores experimentales
tuvieron un efecto significativo en las
variables respuestas. El contenido de
componentes bioactivos aumenté con el
incremento de la irradiancia hasta alcanzar
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un maximo, luego valores mayores de este
factor derivaron en la obtencion de cultivos
con  menores  concentraciones  de
componentes bioactivos. Los valores mas
altos de carotenoides totales y proteinas se
obtuvieron cuando se trabaj0 con
concentraciones bajas de nitrato de sodio y
altas de acetato de sodio, mientras que para
fenoles totales se requirieron altas
concentraciones de nitrato de sodio y
acetato de sodio. La combinacion de
factores experimentales que posibilitd
maximizar el contenido de carotenoides
totales y proteinas fue: 0,69 g/L de NaNOs,
5,02 g/L de CH3COONa y una irradiancia
de 54,71 pumol/(m? s); mientras que para
fenoles totales, las mejores condiciones
fueron 87,73 g/L de nitrato de sodio, 5,02
g/L de acetato de sodio y 45,04 pmol/(m?
s) de irradiancia. En las condiciones
sefialas, se logro alcanzar 410,34 + 34,38
mg p-caroteno/g ms; 5,95 + 0,22 mg
ASB/g ms y 2,51 £ 0,18 mg EAG/g ms.
Por lo expuesto anteriormente, se concluye
que el cultivo de Scenedesmus obliquus,
bajo las condiciones de estrés sefialadas,
representa un proceso biotecnoldgico
atractivo para la obtencion de biomasa rica
en componentes bioactivos con
potencialidad para ser utilizado como
aditivo natural para formulacion de
alimentos.
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