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RESUMEN

En el presente trabajo se llevo a cabo 1a produccion de biomasa de Scenedesmus
obliquus COBB-A-15. Se cultivo en 10 1 de medio liquido C84, a una temperatura de 28+ 2 C. con
agitacién mediada por burbujeo de arre, ilurminacion con lamparas fluorescentes. en garratones de
20 | de capacidad total. en condiciones de estenhaad. por 6 dias La Diomasa se cosecho por
cenrfugacion y se hotihzo

Posterniormente se getenming et comenido de 105 cormpuestos CGn mayor interes en
cosmetologia lipidos, tostolipidos, acdos Qrasos, -Cardteno  y  vitaimmnas nidrosclubles  y

hiposclubles Los analisis se llevaron a cabo por cromatograt

a e hgqudos de alta resolucion

(CLAR) y ©or cromatogratia de gases Son dotector de omzacon de tlama (DiF)y

S llevaron a cabo ensdyos puara determminar fa utihizacion de las celuias de o
micrcalga como acasreaderas de ghcerol Se ctectuo un estucho prelrminar para detersminas 1a

cantidad de qhcerol absorbible por fas celulas en presencad de Sfaentes fuerzas onicas

cloruro de sedio. se observo gue ias celulas padian anscrbe! apisxmmadamente 20 mg de ghos
poOr gramo de DIomasa Sseca en un Sistema mpotormco Con estos " e4Gitados e Precedio 4 levar o
cabo las cineéticas de hberacion para deternminar e pertil Gue este HistaMa MIoPc! TIona

Se tomarcon microqgratias ciectromcas Ge la bromasa hotihzada y de 1a b:omasa
nofilizada nmediatamente despues Jde haber sido cargaca con ghcerci

Para demostrar ta mnocwdad de las microalgas scbre |a priel, se ilevo 4 cabo la
prueba discnminatona en el rasurada de conejo Para ello se ulihzaron ires conejos albinous
machoes, adultos de ermtre 2.5y 3 5 Kg de peso. a los cuales se les rasurd el lomo y se Jes aphco

lopicamente un Mehldro de una suspension de 50 Mg de cetulas.mb en etanol cada 24 hotas

aurante 4 dias. sobre piet macta vy mel exconada Antes de cada aphcacion no se observoe 1a
presencia de edema o entema sobre las zonas empleadas. 1o que descana la postbthdad de
toxicidad sobre la medf.
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I. INTRODUCCION

Durante ios u/imos anos. el mercado cosmetico ha do cambiando detdo a tas
exigencias del consumidor que ha puesto sus preferencias en los productos naturales que son fmuy
codiciados por su segurnaad, eficacia y rendimiento A pesar de que a ultimas fechas el
entusiasmo por ciertos productos se ha peradido (e g jojoba. satula) elanteres en otros Nueves se
ha incrementado (Chavez, 1995). Asi mismo. y 2 1a par de esta tendenca se encuentra aquetia en
la que atl consurmidor se le otrecen productos dernvados de nuevas tecnologias (Jellineck, 1987y

El uso de celuias camo agentes acarreadores de activos se dio por primerd vez en
la década de los 80°'s con Iher (1983) y Zimmerman (1976}, que trabajaron independgientemente
con entrocitos EsStos cuidadosamente preparados, al tener un hempo prolongado de circulacion en
el ofganismo y poOr gque se Na Jdemosttado gue se pueden cargar con aclives. los hace una
platatorma idénea para su hbheracion con un pertit ge hiberacion protongado dentro ded Oramnismo
(Donbrow 1992, Juthano 1987)

Las micioalgas, son MiroorGansmos gue tuerdn utthsados por diversas culturas
antiguas come ia romana o la azieca rara &u CINSuUMOo © Para 'a proguccidn de otras alimerntos
(Kubo, 19930). Sy vsStludio SISteMANCo S did APerds A PrnNciEnos del siglo XX (Raymornd 12671, A
meagiados del presente se planteo 1a posiidad ge utilizaas en = campo de ta ehrminacion Je
contaminantes amblentales (Travieso, 1896) y coOme procuciorss e metabolitos de neres para la
industria quimica. ahmenticia. farmaceutica y cosmetica (Afreqondo. 1991 Cyseveski, 1992, De
Roeck 1993) Por la revision biblio-nemerogratica gue para este documento se Hlevd a capbo. se
puede decir que las mucroalgas pueden ser usadas sobre !a piel pues sSON INocuas. perrmiten
encapsutar activos cosmentcos actuando camo microvesiculas y pueden aportar a la piet
sustancias con propredades cosmencas (azacares, vitaminas, aminoacidos. etc ) Ademas de que
previamente han sido expiotadas para la produccion de Quimicos finos y excipientes para ia
industria quirmico cosmetica y farmacéutica (colorantes (Parson, 1961, Sen-Amotz, 1980). acidos
grasos (Dubinsky, 1978. Prato. 1985), glicerol (Ben-Amotz. 1980), vitarminas lipasolubles{Jayasrre,
1985). etc ).

Por lo antenor y aprovechando ia permeabilxdad gue presentan las membranas de
tos organismos unicelulares hacia ciertas moleculas, con el presente trabajo se pretende
demostrar la utlizacion de celulas de microalgas come acameadores naturales (Nocuos de un
aclivo cosmelco y proponerlas para su INCOrporacidn a formulaciones en susttucion de
microcapsulas preparadgas con polimeros biodegradables o no tiodegradables



il. OBJETIVO GENERAL:

Demostrar la utihdad de las células de la microalga Scenedesmus
obliquus CDBB-A-15 como agentes acarreadores de activos cosmeticos

ACTIVIDADES A DESARROLLAR
Obtener ciomasa ce Scenedesmus abhquus

Determinar la composicion Quimica de la biomasa obtenida y mostrar su
utiliciad cosmeética

Demostrar la inocuidad de 'a biomasa cuando se aplica topicamente

Determinar el potencial de S obhquus como acarreador de un agente

humectante (ghcerol)

Determinar el perfil del glicerol conterido en ias células.



1. GENERALIDADES:
3 1 GENERALIDADES SOBRE LA PIEL

L3 tecnologra del cuidado de 1a piel s extensa y difiere de la desarrcilada
para cualquier otro upo de cosmencos debido a las caracteristicas funcionales de vanas
de sus productos Existen algunos gue prinapaimente tenen efectos unicamente
cosmaticos mientras Ggue ctros henen un efecto marcadamente tfarmacologice Sin
embargo, todos los productos cosmencas estan diseMados para interactuar y tratar al

mas extenso organc del cuerpo {a pel (Schmutty Wilams, 1992)

3.1 1 ANATOMIA Y FISICLOGIA

En !a actuahdad. y despues Jde estudos especificos se considero a ia piel
como un organo Gue se extande sobre la superfcie cel cuerpo en una lamina fra Yy
extensa (Quircga, 19868) Su wubicacicn y Sormdicion bittrcnte 1o convierne an un crianc
trontera. por lo tanto, tene diversas ‘unciones, nNcluyendo la da tarrera protegiora 4 ia
entrada de microcrganismos minfecccscs y contra las radaceones sclares as: como o2
control gde ia temperatura corporal, v la transmision de estmulcs desde su nmnncaca red
nerviosa (Scmitt y Vwithams. 1392) Para entencer comcietamente su anatcrma y
fistolegia la figura 9 muestra un cone longitudinal de la piel que se €mpleara como
referencia an el presente documento La piel se encuentra cividida er: las siguwentes

secciones

o

i -

Figura 1 Corte longitudinal de la piel que muestra la epwermis (), la
dermus (Il), ta nipodermis (lll). el estrato comeo(1), estrato granuloso (2a).
estrato espinoso (2b), estrato basal (2¢), folicuio piloso (3), glandula
sebacea (4), glandula sudoripara ecnna (5) y la raiz del pelo(6) (Schmitt y
Williams, 1992)



3.1.2 EPIDERMIS

La epwderms esta formada por varnas capas y varia en superficie.

topografia y grosor (Schmitt y Wilhams, 1992) Carece de vasos sanguineos y esta

formada por ceélulas epitehales de tupo queraunocito. Su observacion microscopica
permite distinguir en ella 10s estratos que a continuacion se descnben (Quiroga, 1986)

31 2.1 ESTRATO CORNEO

La capa mas superficial de la epdermus es el esuato cérneo Esta es la
capa visible, y en la cual los estudios cosmetcos centran su atencion Su estructura
consiste en airededor de 15 a 20 capas de celulas engrosadas (Queraunocitos) que se
descaman conforme rmigran hacia la superficie £stas celulas se aisunguen de las demas
pues no contienen Nnuciec O contenido celular, y aungue aestan muenas. tiene ura tuncicn
detinida. 'a de proteger tas capas intenores (Schmitt y Withams, 18392y

3.1 22 ESTRATO GRANULOSO

La sguiente capa en

fa epidermis es el
granulosa Conforme las celulas

a2l esirato granulcso o capa
migran hacia ampa, estas

farman (os granuios
caractensucos de esta capa (Schmitt y 'Wilhams, 1992)

3 1. 2.3 ESTRATO ESPINOSO

Se encuentra debajo del estrato granuloso, tambien se le conoce como
capa espinosa y Se caractenza por una apanencia espinosa y presencia de

desmosomas En esta area se forman los lipidos intracelutares que mantenen umdas a
las ceélulas, y que son expulsados entre las celulas del estrato corneo conforme rugran
hacia la superficie. Dichos lipidos son similares al sebo excepto por la ausencia de

ésteres de ceras y escualeno, asi como por la presencia de ceramidas (Schmitt y
Williams, 1992)

3.1.2.4 ESTRATO BASAL,

Es la capa mas interna de la epidermis y tambien se '@ conoce como
estrato germinativo. Esta en contacto con la dermis y es en ella donde las ceiutas



epidérmicas se ongnan por la lormacion de gueratnocitos. lo cual las diferencia
conforme migran hacia la superficie Tambien produce las celulas de Langerhans (=]
ciclo completo de formacion. diferenciacien. migracion y exfoliacion desde el estrato
basal hasta 1a perchda de celulas en el estrato cornec, toma de 40 a 75 dias en contraste

con el ciclo del estrato corneo que es cerca de una tercera parte del total de ia epidernus
(Schmitt y Wilhams, 1992)

3.1.3 DERMIS.

Por debajo de la epidermis esta la dermis. constituida por una trama
fibrosa y compleja (Quiroga. 1982). La epidermis es dependiente de la dermis pues ésta
es la fuente de nutncion La dermis es un tejido conectivo que provee un sistema de
soparte para ia epidermis Toda la sangre de ia piel. nervios. inta y estructuras externas,
como 10s foliculos pP'1osos con glandulas sebaceas glandulas 2crnnas y apocrinas, estan
ancladas en la dermis (Schmitt y Wilhams. 1992}

31 3 1 FIBROBLASTCS. COLAGENO Y ELASTINA

La dermis nene un componente hproso caMpuesto por varncs matenates
El primero de estos es el colagerno. con !a menor canudad de elastina y las mencres
proporciones de otros componentes fibrosos La fuente de estos matenaies fibrosos son

los fibrobiastos. los cuales son las celulas que abuncan en la dermus,

3.1 3.2 CELULAS ARBOLADAS

E! segundo lugar en tamano de las celulas de ia piel esta ocupado por las
arpoladas. Son de naturaieza granular y hay mayor cantdad en donde hay capilares
Estas celulas parucipan en la liberacion de enzimas y matenales para controlar ta funcion
O raspuesta a los danos externos (Schmitt y Wilhams. 1992)

3.1.3 .3 FOLICULOS PILOSOS Y GLANDULAS SEBACEAS.

La combinacion de pelos. foliculos. y la presencia de glandulas sebaceas
es conocido como el sistema polisebaceo. El foliculo piloso esta formado por tejido

epidérmico gque se extiende dentro de |la dermis para cubnr con sus necesidades

biologicas, en donde éste obtiene su fuente de nutncion y tiene el acoplamiento con los



musculos erectores pilosos. Este musculo puede mover el pelo en respuesta a sefales

tales como el frio. calor o emocionales

En general, una glandula sebacea es asociada a un folculo piloso Estas.
forman y secretan sebc. una mezcla unica de matenales lipidicos. que No se encuentra
en ringuna otra parte del cuerpo El sebo contiene trighcendos. acidos grasos. esteres
grasos, escualeno y esteres de colesterol Las glandulas sebaceas. cuando estan
actvas, producen una secrecion continua sin danar tas condiciones de !a piel y el cacello
(Schrmutt y Willhams, 1992)

3.1 3.4 GLANDULAS SUDORIPARAS

Existen dos tpos de giandulas sudoriparas en el hombre (as que mas
comunmente se encuentran son ias glanduias sudonparas ecnnas y son 1as que se
encargan de controlar 1a temperatura del zuerpo Se axthenden desde la epidermus nasta
la dermis y alli. estan rocdeadas por vasos sanguineos E! sudor secretado por las
glanaulas ecrinas es relativamente ba;o en sohdos. CONstitudo principalmente ade cloruro

de potasio

t.as glanduias apocnnas por su pare. se encuentran princgamente bac
l10s brazos y se asoctan con el sexo del mndividuo Estas glandu'a son muche mas largas
que las ecninas aungue se onginan en la derrms E! sudor producido por ellas. esta
constituido de grandes cantidades de soiidos de naturaleza mas compleja, es viSCOSO,
lechoso y contiene grandes concentraciones de proteinas. ademas de colesteroi.

esteroides y otros lipidos (Schmitt y “Wilhams. 1992)

3.1 3 SELCOLOR.

El color de ia piel y el cabello es debido principaimente a la presencia de
cuerpos pigmentados conocidos como melamina La melarnina es producida por celuias
melanocito que se encuentran en el estrato basal. Los melanocitos, estan presentes en
la capa basal en gran canudad y su numero no difiere notablemente de individuo a
individuo 0 en gente con Mas o menos color sobre su piel. La melanina puede ser
producida en color amanlio/rojo o negro/café, ademas ef color de la piel es determinado

por la concentracion y ipo de melanina producida Uno de los factores que influyen en ta



produccion de malanina es ia expasicion a la juz solar y juega un papel /mpornante en la
proteccion de 1a piel contra ella (Schmitt y Wilhams, 1992)

3.2 LAS ALGAS

Las algas son un grupo de organismos fotosinteticos que miden desde

algunas micras (microalgas) hasta vanos metros (macroalgas) Se cree gue axisten

alrededor de 30 000 especies distintas de microalgas en la terra (Arredondo. 1981) Se
ies puede encontrar practicamente en cualguier habitat pues soportan cambios drasucos
de temperatura, salimidad y gases disueilos en el med:io (Round. 1981) Las microalgas
verdes sOn capaces de convertir compuestos Norganicos en compuestos orgarnicos por

medio de la fotosintesis, al igual que cualquier otro ergarmsmoe que la pueda levar a cabo
(Behrens. 1993, Burlew. 1976}

Aun cuando 10s aztecds consumian biomasa de ailgas (FPaniagua 1994) y

los romanes !as empleacan como fertthzantes en agricultura (Kubo. 1990). el interes por
las microalgas surgio en ios 3Acs cncuenta y setenta ai considerarseles una nueva
fuente de proteina para la aimentacion humana (Ben- Amotz, 1990) E&n los setentas e
enfoque se torno hacia el aesarrolio de metcdoiogias para el fratamiento de aguas de
desecho. Postenormente, se plantearon como un recurso viable para el proceso de
bioconversion energetca, © como fuente de oblencion de sustanc:as guiMicas tnas

(Arredonde, 1991) y se planteo la posibiidad de utibizarlas en cosmetologia (Nowak

1985) En la tabia | se observa el costo de algunos de 10s productos obtemdos por el
cultivo masivo de micrealgas

Entre las ventajas gque presentan

estos  culuvos sobre  otros
microorganismos, estan

Su capacidad fotosintetica para convertr la energia solar en biomasa
En condiciones tavorables de crecimiento, 10s cultivos de microalgas pueden
producic de 20 a 35 veces mas proteina que la soya y 50 veces mas que e!
arroz. tngo o maiz, considerando una Misma area de cultivo, Tabla Ui,



Las microalgas se pueden culivar y cosechar durante todo al ano. aun en
regiones aridas y uthzando agua que no se emplea en la agncultura
tradicional

Et agua empleada para Ios cuitivos de algas puede utihzarse postericrmenta

para sngacion (Arredondo, 1591)

Tabila | Productos obtenidos del cultivo masivo de microalgas. y su valor comercial
(Arredondo. 1991)

Producto ! Usos i Vvalor Mercado P Alga
____ _i_aproximado- |  aproximador ! _ __ ____
Compuestos Meaicina r= %t 000 i v Vanado
1sotopicos investigacion | i
Ficobiliprateinas Investigacion | >$10 000 ! Pequeno : Roja
Colorante  para | i }
alimentos { | |
Farmaceuticos Anticancengenos i Desconecidn i Desconooiceo B Azt
Aptutionhcos * Muy alto i verdes
Vitarminas C y E Viarminas ‘C =310 i Mediano L verdes
{E~s80 i !
b-Caroteno Complemento (= 5 500 i Pequeno I veraes
{ abmenticio i i i
Colorante s & 380 i Mediano i
abmentos H i ¢
Arminocacidos Prouna { 35-50 { I verces
Arginina 1 $50-100 H Srande . Azul-
Acdo aspartico ' $2:5 H e wmrdes
-100mad. Grange» 100 mad

Taa mediang

“Tamafio del mercado Pequeno 1-
(maa Mmiles de dolares amernicanos)

Las productores de maternas prnmas para la ndustna abmenticia,

farrmaceutica y cosmetca mostraron un interes especial en Jla produccion de microalgas
luego de que se demostrara que el cambio en los parametros de cultivo como ia
presenca de luz y su intensidad, ‘a composicion dei medio de cultivo, 1a temperatura. y el
pH. incrementaba significativamente la canudad del metabohto ge interes (Arregondo
1991). Por ello las apiicaciones comerciales se extendieron mas alla de la produccion de
acidos grasos, p)gmentos © reactivos para diagnostco, incluyendo su cullive para el
tratamiento de aguas residuales y la remocion de metales pesados (Benemman. 1592)
produccion de pigmentos (Borowitzka, 1988) y vitarminas (Newton, 1977), sustitutos ge
diesel (Nagle. 1990), etc Se pueden obtener compuestos de caldad farmaceutca
dependiendo del control del proceso y de la estenlidad observada durante la

fermentacion (Barctay. 1993) . En la figura 1 se presentan las posibles aplicaciones



biotecnoiogicas del culivo de microalgas y su interrelacion en los diferentes procesos

(Arredondo. 1991)

Tabla Il Rendimiento de un cuitivo ce microalgas comparado con el de
otros cultivos (Arredonao, 1991)

i Biomasa seca total

Cultives
! (ton:na-afa)
Microaigas” 7 1300
Maiz i 202
Betabet i 1642
Tngo | oa
Canade azucar ] a10
“Cultivo a cielo aberto
QUIMICOS
{ TRATAMIENTO A3UAS

FERTILIZANTES

FI_AZ/CN O

MNTROGE NS

FORRALES

RICCS EN
PROTEINA

oesé‘é‘.lé‘fs&‘«fms TR CTRICNT O BE SLCAS
apL. MENYO
oS

o Acu;xcugn.-nﬂ
| S ——

COMBUSTIBLE
—

[FGua]

ROGUCCION De
OX IGENO

INVERTEBRADOS

f‘-'agggura 2. Aplicaciones biotecnolégicas del cuitivo de microalgas (Arredondo.
1



3.3 CuLTIVO.

El objetivo de los cultivos de algas es producir continuamente una cantidad
maxima de celulas a partir de un inéculo Por o tanto. al buscar un Medio INOrganico que
pueda producir células con determinadas caracteristicas. es |/mportante saber como tas
vanaciones en los componentes del medio de cultvo pueden afectar la cantidad y
cahdad de {as celulas producidas ’

Los tactores que influyen sobre ei ambiente de las microalgas tncluyen
factores fisicos y quimicas Los factores fisicos, son la luz. que es la fuente de energia,
y la temperatura, que se mantene segun los requenmientos del microorganismo en
cueston. Los factores quimicos, son las matenas primas necesanas gue permiten I1a
sintesis estructural y protoplasmica y que se encuentran en solucion acuosa (Burlew,
1976y

3 3 1 MEDIO DE CULTIVO

Las sales mnorganicas se deben suminustrar en forma de sclucion estabie
para el buen desarrotio del microorganismo (Raymond, 1951). La mayor parte ce eillas
son moaficaciones de formulaciornes previamente pubhcadas. algunas derivan de ios
anahsis quiMicos efectuados al agua det habitat natural del miICroorganIsSmMo en cuestion,
Y Pocas son el resullado de estudios cetallados ce !os requenmientos nutncionates del
organismo. Dentro de las recomendaciones hechas para et desarrolio de formulaciones

de medio de cultvo se encuentran las siguientes:

La concentracidn total de sal. depende necesanamente del ongen
ecologico del orgamismo

La forrulacion debe contener en su mayor pare ones de potasio,
magnesio, socho, calcio, suifato y fosfato.

La(s) fuente(s) de nitrégenoc mas ampliamente usada(s) son nitratos.
amonio y urea, cuyo uso depende de su asimilacion por el organismo y
el pH del medio. Se debe tomar en cuenta que el crecimiento depende
en gran medida de a disponibilidad de nitrogeno que haya en el medio.
La fuente de carbono mas ampliamente usada es ei CO; en una mezcla
con aire del 0.1 al 0.5%, y ademas se puede emplear bicarbonato.
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El pH del medio de cultivo generalmente es acido para evitar la

precipitacidn de sales de caicto. magnesio y algunos elementos traza
Para promover el crecimiento se pueden agregar vitaminas (Borowitzka,

1988)

3.3.2 EFECTO DEL pH
El efecto del pH del medio en el que se desarrollan las microalgas puede

tener vanas repercusiones sobre sus procesos biologicos Las algas exfuben una clara

medio de cuiivo y esta difilere de especie a especie La

dependencia del pH del
CO;") en el medio. esta

distnbucion relativa de las especies de carbono (CO: HCO,

determinada por el pH como se aprecia en la figura 2 El efecto toxico o ta imhibicion del

crecimiento que presentan algunos elementos de [a formutacion pueden evitarse

controlando el pH (Burlew 137€)

3.3 3 FUENTES DE CARBONO

La tuerni2 mas comun es €l gas carpbomco. perc se pueden agregar

fuentes orgaricas de carbomo para mantener 13 sintests celular completa y continuada en

la oscundgad (Raymcnd. 1961 Se ha demostrado que cantidades de CO: cel01 al 05

% disueitas an al Mmedic ce cultivo
opuma. Dependiendo del pH 1inicial gel medio ge cultivo. un burbujeo constante de are
medio. en la cantdad necesana para el cultivo (Burtew.

son sutcientes para mantener una fotosintesss

puede proveer CO; lbre al
1976).

3.3.4 FUENTES DE NITROGENO

Entre las microalgas la capacicad para uthzar iones mitrato (NOs), mitnto
(NO:z) o amonio (NHJ4") parece ser algo generalizado (Razanka, 1983) Cuando se uthza
amonio como unica fuente de nitrogeno, el pH del medio puede bajar rapidamente
provocando efectos secundanos indeseables, pues se puede inhibir el crecimiento por
las altas concentraciones de amonic LOS nitratos, también pueden servir CoOmo urnica
fuente de nitrogenc para vanas especies de aigas. pero s6lo a bajas concentraciones.

pues en concentraciones elevadas se jnfibe el crecimiento Ademas de las sales
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inorganicas de mitrogeno. algunas especies pueden utiizar compuestos orgamncos como

unicas fuentes (Burtew, 1976)

%
total
de 10 -
co; o CO, CO,
75
so0
25

6 8 10 o

Figura 3 Cantdad maxima de dioxidd de carbono presente en el mecho de
cultivo en sus tres formas, acido carpbormco hbre (CO; y r:CO»), 0nes
bicarbonato y carbcnate como una funcion del pH de la solucion (Burlew.

1976).
3 3.5 ILUMINACION Y TEMPERATURA

Para el cuttivo de mucroalgas en el laboratono. se recomienda el uso de
tamparas flucrescentes de luz fna. pues el uso de lamparas ncandescentes o {Uz solar
directa, promueven un ncremento en |a temperatura supenor a los 10°C. (Borowitzka-
Borowitzka, 1988). La calidad de! espectro de luz que utlizan las algas para su
fotosintesis y desarrollo, esta defimida por la absorcion de luz por las clorofilas y
pigmentos secundanos Al escoger el upo de ilummacion artficial, se debe considerar la
eficiencia. la intensidad y la calidad del espectro que proporciona. Ademas los cambios
en la calidad de ila incidencia lummosa puede tener un profundo efecto sobre los
procaesos metabolicos. y, en ello se basa la produccion de varnos metabohtos de interes

(Razanka, 1983).

Se sabe que a algunas algas les puede tomar un ampho lapso de ttempo
el adaptarse a vanaciones en la canudac de luz summnistrada. Algunas especies de aigas
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no poseen ta capacidad de adaptarse a la intensidad de luz y legan a monr rapidamente
cuando se exponen a vanaciones minmas Por 1o tanto estas espoces no son

recomendables para producir bomasa (Razanka. 1983)

£n vanas algas el desarrollo es funcidon de 1a temperatura Cada especie
de alga tlene una temperatura optima caracteristica La mayoria. SOn organsmos cuya
temperatura de desarrollc es relativamente baja y la optima es menor a 30°C Por lo
tanto el rendimiento maximo de un cultivo se cbtiene cuando la temperatura empleada es
la optima para la especie de aiga cultvada (Cysewsk:. 1992} Ademas la temperatura
puade tambien afectar el metabolismo. !0s requenmientos Nuinc:onaies y (a composicion

quimica de la bicmasa (Razanka, 1983)

3.3 6 ORGANISMOS CONTAMINANTES DEL CULTIVO

Las tecnicas de cultivo puro no se aphcan a los cullivos #n gran escala a
ciejo ablerto aungue se pueden llevar a cabo Cuando esto se requiere el desarroilo ge
bactenas y mohos en el medio de cultivo debe ser siempre menor comparado con e} del
alga. sin embargo cuando la contamiiacion por tactenas mohos., Protozoos y.o

rotiferos es muy aguda. estos pueden llegar a destrur el cutlive (Raymond. 198 1)

34 METODOS DE EVALUACION DEL DESARROLLO DE LA BIOMASA

Una vez que se inocularon los recipientes de cultive. se debe tlevar a cabo
el registro det crecimiento para identficar la etapa de mayor cdensidad de microalgas ia
cual indica et momento apropiado para cosecharias. £sta etapa. tambien sedala que el
cultivo debe transfernrse a un volumen mayor de medic de cultivo o dilurrse s el
recipiente tene volumen disponible (Pamagua., 1994) £ parametro (e g densidac
celular, deterrmnacion de clorcfila) para monitorear el crecimiento de las algas se debe
seleccionar cuidadosamente (Raymond, 1961) En el desarrolio de las microalgas se
denotan las siguientes fases

Fase de induccion Es el penodo en el cual las celulas se adaptan al medio donde
se inocularon y en el que no hay reproduccion. Esta fase puede durar de 1 a 3 dias
dependiendo del tamano y estado del inoculo
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qQue las celulas se adaptaron al medio, la densidad

Fase exponencial’ Una vez
Esta fase puede presentarse del

de las microalgas aumenta en forma exponencial
segundo al tercer dia despues de noculado el medio y prolongarse hasta el cuaro dia

Fase de dechnamiento del crecimiento En esta fase Que puede durar de 1 a 2
dias, empieza a manfestarse una disminucion en la velocidad de reproduccion de las
células. debido a condiciones desfavorables (e g disminucion en {a cantidad de luz o
nutnmientos) en el cuitivo generadas en la fase antenor Al final de esta fase la densidad

del culivo alcanza su maxmo valor y permanece estacionand. pero en algunos casos
puede praesentarse en su lugar la fase de muerte
Fase de muerte Al incrementarse e! numero de celulas muertas, las condiciones

desfavorables. procucto de la destruccion celular generan el colapso final del inoculo En
la figura 3 se muestra el patron deal de estas fases en un cultivo por iote (Pamagua.

1994).
Numero 4
de r c

celulas

Edad del cultivo (dias)

Figura 4 Curva de crecimiento ideal de microalgas en un cultive de
volumen limitado. A. Fase de induccidn, B Fase de crecimento
exponencial, C. Fase estacionana, D. Fase de muerne (Pamagua. 1994)

Una vez calculada la densidad de microalgas en hempos Sucesivos, se
pueden descnbir las caracteristicas de crecimiento del cultive, utiizando la ecuacion

siguiente:
By = By
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donda:
8, = Biomasa (humero de celulas. peso seco. etc) al tempao 1,

8ro = Blomasa medida al htempo o
8 = Base de logantmos naturales.

4¢ = tasa de crecimiento,
t = Intervaio de nempo (horas, ias) entre observaciones= t/ -to

resolviendo para u:
w o IB/B.)
ti-to
de esta formula se puede obtener et nempo de duplicacion de la biomasa para un

intervalo gde hrempo considerado

-

In(24:#) InZ

rd -
44 i

3.4.1 RENDIMIENTO
la medida de!

S: consideramos un cultivo la proguccion de celulas es

renaimiento total, el cual se expresa como la cantidad de celulas producidas pcr urnidad

de volumen o por superficie de cullivo

3.4.2 DENSIDAD CELULAR
La concentracion celular se puede evatuar de varias maneras. El numero

celular puede obtenerse contando las celulas en un hematocitémetro. £l volumen ceiular
(milihtros de celuia por htro} se obtiene centnfugando a volumen constante en tubos
graduados una alicuota del cuitvo (Raymond, 1961). El peso celular, (gramos de células
por litro) se obtiene centnfugando una alicuota del cultivo, lavando las celulas con agua.
pasandoilas con la mintma canhdad de agua a un cnsol tarado y desecandolas a 110° C.
hasta peso constante. Entre vanos otros metodos semejantes a estos ( Pamagua. 1989)

3.5 SISTEMAS DE CULTIVO

3.5.1CULTIVO EN LOTE.
En un cultivo en lote, no se remueve medio de cuitive con celulas ni se

agregan soluciones de nutrimentos frescas durante el periodo de incubacidn. Esto quiere
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decir que un cultivo en lote, puede soportar la multiphcacién celular por un tiempo
imitadgo, detido a la disminucion progresiva de los componentes del medio y de la

cantidad de luz que entra hasta el seno del cultivo comao consecuencia det aumento en la

densidad celular (Raymona, 1961)

3.5 1.1 CULTIVO EN LOTE SINCRONIZADO

Estos cultivos se utibzan para estudiar los patrones de crecimento de las

celutas cultivadas ULos cultivos sincronizados se pueden obtener por mnduccion de

sincronia de! ciclo de crecimiento, por repeticion de las condiciones nutnmentaies o
ambientales que prevalecen. o por separacion fisica de las celulas y un subsecuente

recultivo de aquelias que se encuentran en el Mmismo estadio del ciclo celular

3.5 2 CULTIVO CONTINUC (SISTEMA ABIERTO)

Este sistema se diferencia del cultive en iote en que el suciemento de
nutnmentos se tieva a cabo de manera continua. es decir. agregandoios en {fa misma
proporcién en la que es retirado por Io que el volumen gel sistema permanece constante
Esto. en teoria. permite que el cultivo se mantenga en crecmi=nto exponencial Estas

tpos de cultivo se pueden llevar a cabo por diferentes mocos. enre ellos

3 521 QUMIOSTATO

£l sistema de quiMmIostato cONsISte en un resenono que contene et medio
de cultivo fresco. una bompba y el matraz de culuvo a voiumen constante. El medio de
cultivo abandona el matraz en la misma proporcion en la gue se agrega medic fresco. El
cultivo debe de estar mezclado homogeneamente lo que se consigue con flujo de aire, o©

por el uso de un agitador mecanico o magnetco (Raymond, 1961)

3.5.2.2 CULTIVO SEMICONTINUO

Los cultivos semicontinuos son un tipo de cultivo en iote @l cual se diluye a
intervalos frecuentes. La concentracion de biomasa se monitorea para estimar la

frecuencia de dilucion y el nivel de dilucion (Raymond, 1961)
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3.5.2.3 CULTIVO EN TURBIDOSTATC

Este tipo de cultivo depende de un Monitoreo continuo de la pomasa por
un medio optico que Mide 13 turbidez y controla fa tasa de diucion, mantemendo el
cultivo a una densidad optica definida £n este modo de cultivo [0s nutnmentos Nunca
son limitantes del crecimiento y |a luz puede liegar a serlo a menas que el culivo este

muy diiwdo

3 6 APLICACIONES

£l cultivo de algas es facuble si la proguccion ofrece venta;as economicas
(Paniagua. 1994) La produccion de algas se emplea, entre Otras cosas para la
aimentacion de! hombre de arumales o para la obtencion de sustanaas organicas
Sobre la agncultura ordinana hay vanas ventajas potenciales

a3 temporaca ce

especiales (R:os, 1994)
hay un mayor rendimiento de la produccion por hectarea cultivada
sultiva puede ser ihmitada. se pueden producir grandes cantdades de protenas grasas
¥ vitamuinas con el minimo despercicio de fibra cruda, por uitimo puede tlevarse a cabo un

mayor control posibie del cultivo (Bunew 1978)

La produccion de compuestos iNtra y extracelulares por medio de
microorganismos s un hecho bien establecido actualmente Esias sustancias
desempenan un papel importante en el crecimiento y desarrolio de las microalgas as)

como en ta cadena alimentana y ecosistema acuatico natural (Markowitz. 1585)

Dentro de las areas de aplicacion actual de las microalgas se encuentra de
manera mporante fa produccion de sustancias quimicas naturales (Jayasrre, 1385)
Actuaimente existe especial interes en ciertas especies de aigas como fuente para la
obtencicon Industnal de productos de aito valor comercial como ghcerol (Borowitzka,

1988), pigmentos (Borowitzka-Borowitzka, 1988) y lipidos (Dubynskl, 1978)

Algunas algas se caractenzan por tener una elevada proporcion de lipidos.
que puede ir del 30% hasta el B0% en peso seco, dentro de i0os que se encuentran
triacilgliceroles, esteroles, ceras, fosfolipidos, glcolipidos e hidrocarburos entre otros
(Arredondo, 1992).



Los principales pigmentos de la mayona de las algas son las cjorofilas
verdes y los carotenoides amaniios. rojos y anaranjados que consttuyen det 05 al %
en peso seco de la celula (Payer. 1980) El |i-caroteno o provitamina A €5 un
constituyente comun de la fraccion carotenoide de las algas Aungue de manera general
constituye menos dei % del peso celular seco. puede llegar aun a nmiveles tales como el

10% en ciertas especies (Fned, 1981)

Las algas son una fuente /imporante de cas todas las vitaminas Se han
flevado a cabo estudios sobre el conternido de «sitaminas en mMicroaigas ge agua cuice
(Dubinsky. 1978) y en las mannas (Jayasrre 19886), y se han encantrado vitammnas cel
compiejo B (Burftew. 1976), acido tolico. acido ascortbico, cohna, inositol. toceferol (E) y

ergotocoferot (Ri0s. 1594) antre otras

ASI Musmo. ias Microaigas procucen una gran vanedad de proguctos de
reserva (almadon, cnsolamnanna paramilon. glucogeno) y reguladores del crecmiento
{ghcorol, manitol. sorbitol) Lcs carporucratos consttuyen una fuente potenclal como
sustratos importantes para [a@s termentaciones mcrobianas y en el area de atimentos

{Borowitzka-sorowitzka, 1988)

Actuaimente, existe la tendencia de ilevar a cabo el analisis quimIco de las
microalgas por Cromatografia de LiQuidos de Alta Resolucion (CLAR) y per
Cromatografia de Gases (CG). como tecnicas estandar, dada su sensibihdag vy
especificidad, para la deterrminacion cualitativa y cuantitativa de wvitaminas. clorofilas,
lipidos y carpohidratos. Los grandes avances de la tecnologia en cuanto a columnas
equpd y detectores, hacen gue estas tecnicas sean las de eleccion para el desarrollo de
metodos de referencia (Rios. 1994)

3 7 EL GENERO SCENEDESMUS

Algunos miembros de la familia Scenedesmaceae han sido objeto de
estudio en campos muy diverses. e g. proeduccién de biomasa para alimentacion humana
(Payer. 1980). produccion de metabolitos de interés para la industna akmentana.
farmaceéutica y cosmeética (hormonas (Burlew, 1976). acidos grasos, carbotudratos) y
sobre todo en el campo de la contaminacion ambiental bioindicadores (Round, 1981),
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y remocion de metales pesados {Travieso. 1996)).

El género Scenedesmus pertenece a la famiha Scenedesmaceae. division

Chiorophycophyta (Richmond, 1986) Existen por  acuerdo. dos subgeneros:

difarenciandose las especies espinosas (subgenera Desmodesmus) y las No espinosas
(subgénero Scenedesmus) (Borowitzka-Borowitzka, 1988) L as especies de este genero,

se encuentran amphamente distnbuidas en agua dulce y el humus (Richmond. 1986)

Las celulas del género Scenedesmus son unicelutares de forma clindnca,

con tenmminaciones redondeadas © agudas, se agrupan lateraimente en paguetes de 4 a

8 rmiembros y raramente de 16 Algunas especies poseen organelos espeaciales para
provocar fliotacion (Richmond. 1986)

En la figura 4 se aprecia un dibyo de celulas de
Scenedesmus cepa D3

En el genero Scanedesmus. ias d.tferencias fisiclog:icas son pequehas en
la tapla Il se resumen las caractensticas bioqu'micas y fisiciogicas Je

7 especies
diferentes de Scenedesmus
La presencia de la enzima Midrogenasa permite suponer gque todos ios
miembros del genero Scenedsasmus sppP SON capaces. en presencia de
luz. de iberar H: a bajas presiones parciales de Oy @ H:. y recucic CO» can
H: ¥y H:S o donadores de hidrogeno organicos. £n 1a oscundad pueden
producir H: y CO; a expensas de sustancias organicas oxidando H: con
O2, y/o por el empleo de H; para la reduccion de mtntos o nitratos
La deficiencia a! suministrar mitrogeno.

fosforo o fierro, en el medio de
culive puede inducir fa tftormacion dJde carotenoides secundanos
{astaxantina. cantaxantuna)

La lcuefaccion de ia gelauna

indica ia uberacion de proteasas
extracelutares.

La hidrolisis de aimdon muestra la

hberacion potencial de amilasas
extracelulares

La tolerancia a! acido, medida bajo condiciones estandar de Kessler, es
relativamente baja.



La escasa tolerancia a las sales minerales confirma que las cepas de
Scenedesmus son organismos de agua dulce

Figura 5 Dibujo de celulas gce S obiiquus D3 (Burlew, 1876)

En la‘s aiferentes cepas, la respuesta al estrés térmico no es unifarme, io
que se atrnbuye a la especficidad de famiba y no consttuye un cnteno para la
diferenciacion de 1as especies

Las cepas del subgenero Scenecdesmus poseen paredes celulares
multlaminares. La pared intanor contiene celulosa embebida en una matnz de
hemicelulosa, mientras que la pared extenor. esta formada por compuestos de
degradacion del polterpenco, esporopoienina. En la figura 6 se aprecia el modelo
propuesto parala pared celular de S maximus.

La propagacién de las células de Scenecdesmus se lleva a cabo por
cenobios, aunque tambien se da la reproduccion por gametos biflagelados (e.g. S.
obliquus). Antes de que se lleve a cabo la liberacidn celular, 1a capa mas interma de
celulosa se disuelve. El compuesta sintetizado inicialmente por !a célula hija es el de la
capa de esporopolenina. simultdneamente a la produccion de ja capa de celulosa que
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Tabla lit Caracteristicas bioquimicas y fisiologicas de 7 especias de
Scenedesmus (Richmong. 1986)

T 1 2 3 4 5 6 7 a8
S commurms Hegew - + - - 50 5] 52 1
8. komarek:i (Hegew) - - - - 40 1 54 1
S. anmatus Chod - + -+ - 50 1 55 2
S armatus vars +* - - - 55 1 55 4
S. acutiforrrus vars. - * + - 40 o} 55 2
S. obliquus Schrod + - - () 40 1 58 16
S. bicelluians (Turp) Kitx + + + - 40 1 61 1

secundanos; 3. lhicuefaccion de la geifatina; 4

1. actividad hdrogenasa, 2 carotenowdes
Higrolisis de atrmidon: 8 Toalerancia al medio acido a un limite de pH, 8 Tolerancia a las
sales (porcentaje de clonuro de sodic). 7 Composicudn ae bases de ADN (% G+C), y 8
Numero de cepas estudiadas

a. Esta propiedad no se observa en algunos casos

comienza antes de [a hberac:on de las celutas hyas Con la ruptura de ia capa remanente
de esporopcienina de la celula madre, 1a cenocbia Nz se hibera L.ego. comienza .a fase

de crecmento. en donde se engrcsa /a3 capa ce celulesa £l <iclo comgleto dura 24
gque en condiciones Mencs

iaporatono. mientras
1988; Este

haras ¢ mencs en condic.cnes ge

favorablas puede durar has:a 48 horas © mas ‘Borowtzka.-Bcrowitzka

proceso se descnbe en 1a figura 6

Figura 6 Modeio propuesto de la pared celular de S. maxumus. C! capa de
ceiulosa; ts capa de esporopolenina tnlaminar, os, capa superficial de
esporopolenina con una estructura neta: p, soportes. En el centro  se
encuentra una seccion (apertura apical) en cuya base hay protuberancias,
de las cuales emergen grupos de estructuras de naturaleza proteica (30-

100um de longitud) (Borowitzka-Borowitzka, 1988).
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Figura 7 Ciclo reprocuctor de Scenedesmus sp. Las colomas jovenes
crecen (a) durante la fase de adaptacion cuando han madurado (b}, cada
protoptasto se civide en dos La nueva colona (c) se hbera de 'a cewla
madre (&) Rapcamente las celul@as madre nan hberado 4 co'2ruas
ceiulares La pared ceiular 2o las colomias madre s& manuena en ailas (2}

(Richmona, 1986)
3 6.1 REQUERIMIENTOS NUTRITIVOS ¥ MEDIO CE CULTIVO

Scenedemus obhquus €s un OrganIsmo que crece sin problemas en casi
cualquier medio mineral para microaigas de agua dulce En la tabla IV se enhstan
distintas formulaciones recomendadas gara Scenedesmus sp ., las cuales se pueden

utifizar también para otras especies

Debido a la baja concentracién de N y P, el medio de Bourreily restnnge la
produccion de biomasa a cantidades menores a 0.1g de biomasa seca por itro en
cultivos en Iote. El medio N8 es representativo de una solucion mineral convencionat
disettada para cultivos en lote. La concentracion de algunos de I0s macroelementos es
inusualmente alta. Esto provoca una perdida de las capacidades celulares para expresar
su potencial morfogenetico en el sentido clasico del polimorfisme. siING gque puede
implicar también una reduccion en el crecimiento, pero un incremento en la acumulacion
de substancias organicas extracelulares (Borowitzka-Borowitzka, 1988).
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Tabla IV Formulaciones de medios de cultivo salinos recomendados para
crecimiento de Scenedesmus (Borowitzka-Borowitzka, 1988)

Elementos Bourrelly  Bostol mod N8 Gons 1977 Finqgermun Lusse 1885

nncipales

KNO, 200 - 1000 - - 24
NaNO, - (250) - -

Urea - 88 3 - 100 - -
CacCl; - - - 43 - -
CaCl; 2H.O - 25 10 - 10 38
Ca(NO1): 440 ls] - - - - -
Na:-HPO, 12H-0 . - 260 - - 38
NaHCO, - - - - -

Na-CO, - - - 20 -

Na acetato 3H.0O - - - - 2487

NaCl - 25 - -

KCI - - -

KHCO, - - - - -

NH.Fe(SQ.); 12H.0 - .

H:50(0.2M.mi ) - - -
Extracta de soya mii} 10 -
pH 72 83 81 2 70

2
]
%]
o
~
I
o}
w
o
~
w
»
[a]
o
[=]
o
(=]
‘“;"'3 Egv.m..|<g

a. Ingredientes en mg/ml excepto gonde se muestra.
3.7.2 CULTIVO MASIVO DE Scenedesmus sp

Uno de los cultivos a cieio abierto de Scenedesmus mas exitosos se
pracucd en Perl. Este se flevo a cabo con una cepa de S acufus var alternans Ne 276-
3a en una planta prioto en Casa Grande, localizada en Trujpllo (Richmongd, 19886)

La planta piloto esta equipada con vanos estangues que en total cubren
un area de 100 m? agitadas por paletas circulares. Las algas se cosecharon por
centnfugacion continua en un desaecador de tambor (Richmond, 1988)

En esta planta se llevaron a cabo estudios acerca de ta influencia de
factores como incidencia de luz y temperatura sobre el crecimiento del cuitivo. Se
observéd que en invierno declinaba la produccion de Scenedesmus lo que se asocio

inicialmente a la disminucion en la temperatura. aunque el daecremento en el numero de



horas de iluz debid haber ejercido tambien un efecto negatvo sobre este Las
cantdades de biomasa producidas en los meses de verano, indicaron que bajo cienas
condicioneas, se obtenian nasta 25 g/m:/dia qQue es equivalente a aproximadamente 90
tons de biomasa seca por ano, con un contenido de 50 %% de protaina por hectarea por
anc (Richmond, 1986)

3.7.3 COMPOSICION QUIMICA

ta biomasa seca de Scenedesmus producida al are hbre tene un
contenido de proteina cruda detl 50-56% En la tabia V s2 muestra !a composicion
qQuimica de S. obliquus repontada por diferentes autores Ei patron de aminoacidos en
Scenedesmus SAG 276-3a le confiere un valor protewco elevado, el cual es muy

favorable para la nutncion del hombre y arnimales monogastncos

Tambien se han encontralza constituyentes menores en la composicion
quimica de Scenedesmus. en Buigana s detecto la presencia de hidrocarburas volaties,
que son de interes comercal en la incustna cosmetca Ademas de n-parafinas (de n-
dodecano a n-octocosano), alcoholes de cadena larga (n-decanol a n-tetracosanoi)
famesol, alcohol feniletihco, Monoterpenas. «<- ¥ {3-pineno. limoneno entre Muchos 2ros
compuestos que se han aislado e (dentiticado Se ha repontado tambien la presencia de
ios monosacandos: manosa, galactosa. glucosa. xilosa, rmamnosa. arabinosa y acido
galacturonico en hidrohizados de S otliquus

El contenido de acigos grasos totales en Scenedesmus es del 5 % de la
masa seca. de los cuales del 70-80% correspanden a acidos grasos insaturagsos o
polnsaturados. Como en las plantas supenores, Scenedesmus produce terpenoides
inciuyendo sesquiterpenaos, los cuales constituyen del 1-5 % de la biomasa seca. Los
esteroles mayores que se encuentran en S obhquus son Poriferasterol, ergost-S-enol y
clionasterol.

24



Tabta VvV Composicion quimica de Scenedesmus obhiquus producido
independientamente por Cawro, Dortmund y Mysore (Borowitzka-Borowitzka,

1988).

A Composion total (% masa , cairo Dontmuna Mysore
seca)
Proteina cruda 50-54 50-56 45.55
Lipidos 7-9 12-14 8-12
Carbohudratos 11-15 10-17 10-15
Fibra cruda 7-13 3-10 5-12
Cenizas 6-16 6-10 6-12
Humedadg 5-6 4-8 5-10
B. Resultados de anahsis para ciertos compuestos

! Cairo Donmund Mysore
N total 83 as 83
N total no protéico nd nd 105
Lisina disponible na na 366
RNA na 2.4 4 40
DNA ng 1-2 1 80
Calicio na o2 035
Fosforo net 19 120
Saoaio na 003 004
Magnesioc na o5 a 30
Herro I na o3 o 30
Potasio na 10 102
C Vitanunas /mq/Kg biomasa seca) | Caro Dontmund Mysore
Tiamuna nad 17 <
Riboflavina ’ nd 40 366
Clornidrato de pindoxina nag nd 25
Cobatamina na 04 0 44
Biotina nd 02 02
b-Caroteno nd 1000 230
Acido félico ng nd 0.7
Acido nicotinica nd 120 120
a-Ca-pantotenato nd 15 16.5
Acido ascortico nd nd 20
Tocoferol nd 140 nd

3.8 LAS ALGAS Y LOS COSMETICOS.

En lo referente al uso de algas y microalgas en cosmetologia se

mencionan varios puntos, pues han sido propuestas para estos fines varias de las

farmulias hasta hoy estudiadas (Nowak. 1985). En los reportes bibliograficos encontrados,
la produccion de quimicos finos

se menciona que ambas se han planteado para
1993; Prato. 1985), glicerol,

(colorantes (Payer, 1980), acidos grasos (DeRoeck,
vitaminas liposolubles (A, D y E) (Yih, 1992; Servel, 1994)), asi como para la produccion
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de excipientes (Markowitz, 1985, Parson, 1961) en la preparacidn de geles
{Morck, 1991), lociones humectantes y shampoos (De Gouvea. 1580)

3.8.1 EL EFECTO COSMETICO DE LOS EXTRACTOS DE MICROALGAS

El efecto cosmetico que presentan los extractos de algunas algas se
atribuye a la presencia de grandes cantdades de azucares raros (manitol,
arabinosa). aminoacidos, vitaminas, elementos traza. sales mineraies, etc. Estos
extractos, se utilizan en preparaciones cosmeéticas como agentes humectantes ya
que contienen complejos de polisacandos-aminoacidos, que actuan como
aesponjas biologicas. Las membranas mucilaginosas de acido alginico. proveen un
efecto protector. En preparaciones antiseborreicas y preparados contra 21 acng.
se empliean exiractos de algas por el efecto germicida y astningente gue
presentan algunas ce ellas Ademas. con las algas se pueden obtener efectos
antiedad por la rehidratacion. el efectc reafirmante y la tonificacidén que
promueven sobre la prel. Por ultimo, también se menciona gue !os extractos de

aigas ejercen buenos resuitados contra la obesidad y la ceiulitis (Nowak. 1985)
3.9 COSMETICOS: UNA BREVE HISTORIA.

Los cosmeéticos, han sustentado su desarrollo en la necesidad de ia
poblacion por tener un buen aspecto (Munyan, 1991) Durante los Ultimos arios el
mercado cosmetico ha venido cambiando debide a las exigencias del consumidor
que ha puesto su preferencia en los productos naturalies (Chavez, 1995) De
éstos, los extractos vegetales son {0os mas codiciados por su seguridad, eficacia y
rendimiento. Sin embargo, su utilizacidn ha sido empirica ¥y su usc se ha
transmitido sélo de generacion en generacion. A pesar de que a ultimas fechas el
entusiasmo por ciertos productos se ha perdido, (e.g sabila, jojoba). e! interés en
nuevos productos naturales para la preparacidon de formulaciones con fines
cosméticos se ha incrementado (Lueng, 1989).
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Durante el renacimiento, Florencia, Milan y Roma se convirtieron en
las capitales del arte y la moda e introdujeron los conceptos clasicos de los
nuevos estandares de la perfumeria y cosmetica de la época Lucrecia Borgia y
Catalina de Medicis, impusieron como moda el uso de emplastes para combatir
las arrugas, el uso del polveado para acentuar |a palidez. y el uso de perfumes
entre otras cosas Asi mismo la reina Ana de Austna usé cremas preparadas de
aceites importados como vainila. cacao y pasta de almendras. para aciarar la
piel. En esta época, la cosmeética se divorcio de la farmacia para convertirse en un
arte y algunas de las pocimas con fines cosmeéticos de este pernodo fueron
desarrolladas por alquimistas, como Guiseppe Baisamo y Saint Germain. que

clamaban haber encontrado el secreto de la eterna juventud {Spelhios. 1984)

La perfumeria empezd a tener auge a principios del sigio Xil gracias
al rey Carlos V. En este periodo se cimentaron fas bases da |a perfumeria. por
primera vez en Europa se establecieron los granaes plantics de rosas y flores
para comercializarios despuées como aceites esenciales y !'0s aceites tropicales
importados de Martinica. se empezaron a usar amphamente como fragancias

{Spellios, 1984).

En Francia los cosmeticos para hombres y mujeres, encontraron
terreno férul durante el reinado de Ennque il y durante el remnado de Luis XIV. la
moda francesa halld su punto maximo. Paris y la Corte de Versalles se
convirtieron en el centro de la moda en cuanto a vestidos, cosmeéticos, perfumeria,
costumbres y moral se refiere. Su maxima aportacion fue el uso de petucas, tanto
en hombres como en mujeres, |o que a su vez trajo consigo el desarrolio del polvo
cosmeético. Probablemente el primero y mas utihzado fue el denominado “polvo
violeta”, preparado con fiores de ins y polvo perfumado. Otro polvo creado
durante el periodo barroco, fue el preparado con arroz. el cual se hervia en agua,
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se secaba al sol y se molia hasta obtener una polvo muy fino Que se colofeaba y
se tefia de rosa (Spellios, 1984).

En el aflo de 1700 el uso de perfumes se acentud para cubrir
principalmente los malos olores de la gente que no se aseaba (Spellios, May
1984). De entre los aceites esenciales mas utilizados para perfumarse, se
encuentran el aceite de rosas, limén, violeta, jazmin, citricos, bergamota, almizcle

Costumbres que luego de la sucesion del rey no cambiaron (Spellios, Dec.1984)

Por su parte las naciones indias americanas desarrollaron una sene
de elementos decorativos y agentes protectores de la piel. En la preparacion de
tos elementos decorativos para la piel los indios se apoyaron principalmente en
colorantes extraidos de frutas. baillas o productos de origen mineral. Estos. cas:

siempre se aplicaban con fines ceremoniales,

lo que se llamdé “ia pintura
guerrera”,

combinada con penachos y otros aditamentos hoy denominados
alhajas. Los indios Pwanis., Sioux, Comanche y Araphoe de ia Gran Planicie
americana, aplicaban grasas animales sobre su piel para protegeria de los frios

extremos, o que fue aprovechado posteriormente para desarroliar

lo que
actualmente conocemos como base para maquiliaje.

rébrucamente. estos
aditamentos eran aplicados mas comunmente en l1os hombres que en las mujeres

También se menciona que en las praderas y l0s puertos, las mujeres

desarroliaron una preparacion cosmética elaborada con carbdn en polvo, raiz de
betabel, y jugo de pétalos de rosa para colorear los labios u olotes para proteger

la piel del rostro contra la resequedad provocada por el viento(Spellios, Dic
1984).

En 1800 el 6xido de zinc comenzd a utilizarse como base para
polvos y ya se habia adoptado para las formulaciones de talcos. En la década de
los SO’s en los Estados Unidos se inicié el uso de aceite de macassar y grasa de
oso como fijador para el cabello (Speilios, Dec. 1984).
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E| floreciente colonialismo britanico espanol, portugués, holandeés,
alteman, beiga, frances, e incluso itailano sobre Ameérica y Asia durante el siglo
XIX, propicid la introduccidn de numerosas fragancias y otros materiales a la

cultura occidental. Los perfumeros franceses comenzaron a utilizar aceites de
mimosa, clavo, ylang-ylang, canela, sandalo, pachouli, canana. pimienta y
almizcle. Estos ultimos, fueron los primeros fijadores empleados en perfumeria

aun a pesar de su fuerte olor (Spellios, Dec 1984)

Occidente ha demostrado un creciente iNterés por los cosmeticos
orientales, esto se debe probablemente al empieo de materias primas animales.
vegetaies y minerales para su preparacion En este aspecto. China es una de las
pocas culturas que tiene mejor documentada esta parte de sus tradiciones, pues
existen documentos en los que se describen preparados dermatoiogiccs que

datan del siglo X! a C ., algunas de !as cuales siguen usandose. En gereral se
las formutaciones. que en occidents sea

puede decir que la mayor parte de
tienen una connotacién

conocen como cosmeticas. en la tradicion oriental
farmaceéutica. La ultima encuesta realizada en China. permitd estimar que se
encuentran en uso al menos S000 hierbas simples y posiblemente 100 000
formulaciones en las que se utihzan al menos dos farmacos naturales para el

tratamiento de enfermedades (Lueng. 1989)

En un periodo de aproximadamente 35 anos. de 1945 a 1980. ios
cosmeticos y sobre todo los enfocados al tratamiento de la piel exhibieron una
marcada expansion intmamente hgada al crecimiento de la poblacion (Katz y
Hotch, 1886). El reemplazo de los principios activos quimicamente sintetizados,
por los bioldgicos es una de las uitimas tendencias de la industria cosmética
(Munyan, Sept. 1991). Asi mismo y a la par de esta tendencia. se encuentra
aquelia en la que al consurmidor se le ofrecen productos como derivados de la
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tecnologia actual, entre los que se encuentran 10s productos con microcapsulas.

fiposomas. parches transdérmicos etc

3.10 LA LIBERACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS

En la industrnia farmaceutica. se han aphcado un gran numero de
polimeros que se emplean como acarreadores de activos, ¥y que a su vez han
encontrado un siNnNumero de usos en la ndustna cosmeética. Se pueden
mencionar, entre otros polimeros smnteticos. hposomas microcapsulas ©
nanoparticulas. y aunque en farmacia se emplean células. en la literatura no se

han encontrado reportes de su uso como tales para fines cosméticos (Rios, 1984)

Los efectos de un farmaco © de un cosmetico an el organismo son el
resuitado de la accion de éste sobre la superficie o el senc de celulas u drganos
blanco (Juhano, 1980) Por lo tanto, ta i:.bperacion del casmetico y su subsecuente
absorcion esta influenciada por las propledades fisicoquimicas del activo y dei
sistema de hiberacion. asi como de las caracteristicas fisiciogicas y fisicoguimicas
del sistema biologico (Marun, 1983).

En los sistemas tradicionaies de administracion de principios
activos, se observan fluctuaciones de concentracion (Chien 1982), las cuales,
inicialmente exceden los ruveles terapéuticos recomendables y luego dechnan
gradualmente hasta niveles no terapeéuticos (Juhano. 1880). La magnitud de estas
fluctuaciones depende de los rangos de absorcidon, distnbucion, eliminacion e
intervalos de dosificacion (Chien,1982)

En un sistema de hiberacidn prolongado, la hiberacion del activo se
lleva a cabo durante un tiempo prolongado, mientras que un sistema de liberacion
sostenido involucra ademas de ello, reproducibilidad y predictibilidad en la
cinética de liberacion (Chien, 1982). Por ello no se observan fluctuaciones de
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concentracion dei principio active en el medio, como se muestra en la figura 8.
Dentro de los factores fisicoquimicos que se deben de tomar en cuenta en un
liberacidn de accién controlada o sostenida se encuentran la

sistema de
la solubilidad, tamafio molecular, forma cristalina,

concentracién de! farmaco,
unidn a proteinas y pKa. Ademas, 1a liberacidn del principio active a través de un

sistema de liberacion involucra factores como difusidn y disolucién (Martin, 1983).

t

Figura 8 Pediles de concentracdén de aclivo para sistemas
convencionales de liberacién. 1. sistema de hberacién controlado de orden
cero, 2. Sistema de liberacidn sostenda. 3 Sistema convencional (tableta
o capsula) (Chien, 1982).

3.11 DEFINICION DEL PROCESO DE DIFUSION:

La dsifusion se define como el proceso de transferencia de masa de
moléculas individuales ge una sustancia, donadas por un movimiendoto al azar y

asociado a un gradiente de concentracion.
3.11.1 PRIMERA LEY DE FICK SOBRE DIFUSION:

El flujo J, se define como la cantidad de materia M, que pasa a
través de una unidad de area de barrera, S, en una unidad de tiempo:
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El cual, es proporcional al gradiente de concentracion que se esta lievando a cabo:

i

Ju D5 (@)
v
La constante de difusion, D, no se manuene constante pues puede

cambiar en concentraciones altas ademas, puede vanar con ia temperatura, presi:on,
propiedades de los solventes y la naturaleza quimica del soluto aifundido {Burnette.
1987).

3.11 2 SEGUNDA LEY DE FICK SOBRE DIFUSION

La ecuacion de transporte de masa que define e! cambio de concentracion
con raspecto ai uempo en un lugar detinido se conoce como la segunda ley ce Fick. La

concentracion del soluto difusor en el solvente cambia con el hempo AZ/At, como el flujo

© !a cantidad difundida cambia con respecto a la distanciad .AJ/Ax . en la direccién x o

Fick:

(5)
La segunda ley de Fick menciona que el cambio de concentracién con respecto al iempo

en una regidn dada es proporcional al cambio en el gradiente de concentracion en ese
punto del sistema (Bumette, 1987).
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Considerando un estado de equihbrio en la ecuacion 5 y tomanda en

cuenta que un soiluto difusor esta disueito en el solvente del lado 1zquierdo en la figura 9,

y solvente puro en el lado derecho, dicho soluto comenzara a difundir hacia el lade

derecho. En expenmentos de difusion, la solucdn en el compartmiento receptor se
remueve constantemente y se agrega solvente fresco para mantener la concentracion al

mas bajo nivel. Estas condiciones son conocidas como condiciones ~“sink”, en donde el

comparimiaento de la izquierda es la fuente que suministra el soluto y el de la derecha el
lugar donde se lleva a cabo la ditucion. Cuando el sistema se ha mantenido el tempo

suficiente, las concentracionas de soluto difusor se manuenen constantes en ambos
lados del sistema respecto al tiempo (Bumette, 1987)
: J 1

Solueidn 1 : Solucicn 2

eI —

Figura 8 Figura descriptiva de una celda para experimentos de
difusién. M membrana, S Agiadores (Burmette, 1987).

Continuando con la gdeduccidn, con cada corte difusional perpendicular a
1a direccion de flujo, el rango en el cambio de concentraciones, dC/dt, sera cero, y por la
segunda ley:

& _pdo (6)

en donde C es !a concentracion del permeante en la barrera expresado en masa/cm>. La
ecuacion 6 muestra que cuando D no es igual a cero, la segunda denvada de C respecto
a x es igual a cero por lo tanto no hay cambio en dC/dx. Lo que quiere decir que el
gradiente de concentracién a traves de la membrana (dC/dx) es constante, es decir, hay
una relacidn lineal entre la concentracidn, C, y la distancia x (Bumette, 1987)
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Ahora considerando que existe una area de contacto. S. y un grosor, h. y
que las concentraciones en el lado izquierdo y el derecho son diferentes, Ci y Ca
respaectivamente, la ecuacion de la pnmera ley de Fick se escnbe asi

AN .
— {2 - 7
Nedt I ™

en donde (C,-C:)y/h aproxima dC/dx

Las concentraciones C1 y C2 se pueden reemplazar por @l coehciente de
particidn multiplicado por la concentracion Cd del lado del donador o Cr en el lado
receptor como sigue E! coeficiente de particion, K esta dado por

N -~ (8)
¢ .
por lo tanto’
ANTOONKACT, -y (9a)
dt 2]

¥y si las condiciones ‘sink” se mantuenen en el compartimiento receptor , Cr=0,

AT
WDSRC e, (9p)
ot I h

en dondea:

P %’lu-m EINTO) (10)
4

Cuando no es posible determuinar D, K o h independientemente pero si
medir la permeacion de fa barrera, el area de 1a superficie (5), ia concentracioén en la

fase de donacion (Cd) y el monto de permeante (M) en el receptor “sink” se puede
obtener P de la pendiente del grafica ineal Mvs. t
Al = PSC 1 (12a)

manteniendo Cd constante respecto al tiempo. Si Cd cambia apreciablemente con el
tiempo, se cbuiene que Cd=Md/Vd, la concentracion dei soluto en la fase donadora



dividido por el volumen de !a fase donadora, y posteriormente obtener P desde la

pendiente del grafico de log Cd vs t. entonces’

Tow (7, 10) I\’ . (12b)

lowe:
BT 2503,

el flujo J de ia ecuacion 7 es ahora proporcional al gradrente de actividad terrmodinamica

mas que al de concentracion (Burnette. 1987)

311 3 MOCELOS MATEMATICOS PROPUESTOS POR HIGUCHI ¥ PEPPAS PARA EL
ESTUDIO DE LA LIBERACION DE ACTIVOS

Para poder exphcar el proceso de liberacion de ks farmacos contenidos
en matnces pohmencas. Peppas aesarrollo una ecuacion semiempinca, la cual tenen
gran aphcacisn en el analisis de los sistemas de hberacion controlada. si:empre y cuando
La ecuacion de

59 conserven conaiciones ‘sink” durante el procesc (Peppas. 1985

Peppas se define como
A M Ar”

en donde:

Mt =Cantidad hiberada a un tempo t

Mo = Cantidad hberada al tempo final,

Mt/Mo,» = Fracaidn de hberada activo.

& = Constante gue involucra las caracteristicas estructurales y geométncas

de la matnz de hiberacion.
n = Inchica el mecanismo de liberacikon del farmaco.

Asi musmo, Higucht (Higuch:, 1563) estudid la velocidad de liberacion de
activos dispersos en una matnz inerte. Este modelo supone que primero se disolvera la
capa mas superficial el activo al entrar en comacto con el medio de disolucion y
posteriormente empezara a agotarse la siguiente capa, Que pasara al medio por
disolucion y difusién a traves de la matnz, de esta manera, la interfase entre la region
Gue contienen al acuvo disuelto y la que contiene al activo disperso. se desplazara haca

el interior como un frente. Tambien supone que la hidratacion relativa se vera disminuida.
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cuando el grosor de la capa de penetracion aumente. ahora bien. si la velocdad de
hidratacion de la matriz, es menor que la de disolucion del activo contenwdo, la liberacion
obedeceara al modelo de la raiz cuadrada de Higuchi Esta ecuacion se puede emplear si

El farmaco se encuentra distnbuido homogeneamente en la base,

Durante la hberacidn se mantene un estado pseudoestable.

El coeficiente de difusion permanece constante,

Durante todo el tempo se mantienen condicionas "sink -,

No ocurren interacciones entre el active y la matnz.

Las particulas del activo presenten un diametro mas pegqueno que [a
distancia media de difusion,

Sotamente pueda difundir el active por la matnz y no otros componentes
det vehiculo. y.

Una vex que el farmaco aicance la parte mas superficial de la matnz. sea
remowvido faciimente. es gecir qQue la ccncentracion de actvo en 13

interfase sea gual a cero

Para poder determinar la canudad de activo gque se& hbera en una pehcula
Higuchi (Higuchi, 1962. Higuchs, 1963) decuje una ecuacion. en la cual el activo  al inicio

debe encontrarse uniformemente disucito. con ello se tiene Que

en donde:

Q = Cantidad de activo fiberado por unidad de area expuesta.

m = Cantidad de activo hberado.

a = unidad de area expuesta,

t = Raiz cuadrada del rempo transcurndo después de la aplicacion.



3.12 PLATAFORMAS DE LIBERACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS EMPLEADOS
EN FARMACIA Y QUIMICA COSMETICA

Son cientos 10s sistemas que hasta hoy han temdo auge dentro de la
industna farmaceutica y cosmetca para la iberacion de actvos de manera proiongada.
por lo tanto, a manera de ejemplo, por ser los que mas nos mnteresar. agu solo
hablaremos de algunos de ellos, sobre como actuan. de que estan preparados y algunos

de sus usos

3.12. 1 MICROCAPSULAS Y NANOPARTICULAS

Dada la necesidad de eminar picos y valies de biodisponibilidad de
PANCIPIOS activos como emolientes. humectantes. vitaminas y protectores solares 2n

productas cosmetcas se emplearon las ranoparticulas (Abrutyn, 1292)

Las microczapsulas scn schdos coloidales de un tamano gue va de 1 a
1000 nm (1um) Estan hechas de matena macromolecuiar (polimercs) y pueden ser
uthzadas terapeuticamente por s! mMismas como adyuvantes en vacunas o cemo
acarreadores de pnnciplos acttvos donde este se disuelve. encapsula o abscrbe (Lewis.
1992).

Entre sus caracteristicas mas importantes podemos meancionar que

Los sistemas polimeéncos de hberacion controlada estan disenados

seleccionando monomeros especificos 1o que les da como

caractenstica principal el poder de absorber. y consecuentemente

kberar actives de un modo controlado. aprovechando las

caracteristicas fisico-quimicas del iugar donde se depositan, asi

como las caracteristicas del activo en si (Katz y Hotch, 1986)

Todos los polimeros con los que estan fabncadas las microesferas
son nertes lo que les permite ser compatibles con la mayoria de los
activos cosmeticos (Panson, 1993)

Estas esponjas microscopicas pueden contener una cantidad de

ingrediente activo igual a su propio paso {Foss, 1986)
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Ei sistema polimerico puede proteger activos sensibles a alguno de
las componentes de la formulacion o agentes fisicos y aun asi

nbearario hacia la piel de un modo controlado (Abrutyn, 1992)

Es por ello que ta (Nndustna cosmetica ha estado muy activa en su estuadio
pues las microespanjas © nanosferas, pueden converur hquidos en sohdos, faciitar la

dispersidon, incrementar las propiedades de flujo e incrementar la estabiidad quimica y

fisica de 10s compuestos adsorbidos en ellas (Katz y Hotch. 19868)

3 122 LIPOSOMAS

Al pnncipio de los amos 60's Bangham y col observaron que l[os

formando vesiculas de capa muitiple Ellos

fosfolipidos se aispersaban en agua
cada

mostraron que cada una de ellas era una membrana hpdica bimolecylar y que
capa encerraba comparumientcs acuosos ntemos £stos mocdelos de membranas
celulares se convirtieraon en herramentas popular:s para bioquimiccs. :5:0l092s. y mas

recientemente para cientificos relacionadcs con la terapia farmaceutica o cosmetca

{(Juliano. 1987)

tos hposomas se preparan a partr de fesfolicidos con la posible acicion
de esterolas. glicolipidos, acidos © bases arganicas, macromoieculas semejantes a las
de las membranas celulares y polimeros sintetcos. Las propedades fisicas ce Ics
liposomas se pueden vanar en funcion de !a carga superticial de la parucula y en
la membrana del iposoma. fPor Io tanto la seleccion ce Ios
reactividad qQuirmca y

terminos de fluidez de
constituyentes quimicos puede influenciar la carga, estabiidad,

propiedades bioldgicas de la preparacion liposaomal (Jullano, 1987)

Los liposomas. asi como las membranas bicapa planas . se han utiizado
ampiiamente en e! estudio del denorminado “ransporte’ de anutiolicos <como
valinomicina, gramacidina y nistanna. Sin embargo. de entre Ios Usos mas imporantes
que se han dado hasta hoy a los iposomas esta el de su uso potencial como sistemas

terapéuticos de iiberacion en farmacia y cosmetica (Juliano, 1987).
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3.12.3 CELULAS ACARREADORAS:

En ia década pasada ihler (1983) Zimmerman (1976) de manera
independiente, sugiieron que célutas de entrocitos podrian ser uthzadas como
acarreadores de tarmacos Ademas, mencionaron vanas ventajas al utihzar una de las
celulas propias del organismo. Los antrocitos cuidadosamente preparados. pueden tener
uempos prolongados de circulacion en el orgamismo y por 10 tanto servir como depositos

ambulantes de farmacos. E! volumen interno retatvamente grande de los entrocitos.

comparado con otros sistemas acarreadores microparticulados. podnia albergar grandes
cantidades de farmaco para ser transportado (Julilano, 1987, Lewis. 1992)

Elio denvo en el desarrollo de dos metodos basicos para llevar a cabo el
cargado de los entrocitos Uno de ellos. desarrollado por Zimmarman (1976). involucra la
lisis celular con la ayucda de un campo electnco. seguide por un proceso de ‘reseldado”
por incubacion a 37°C Cuando este proceso se lleva a cabo en presencia del activo. una
fraccion de este queda atrapado en el intenor de la celula El otro procesc, desarroltago
por ither (1983). involucra la «nteraccion de las celulas con soluciones tampon cuando
éstas al estar en contacto con el tampon alcanzan un volumen de 1 & veces el onginal,
se forman canales o poros en la membrana de aproximadamente 2 a 500

de diametro
Cuando, en presencia de un cation bivalente. se restaura la 1sotomcidad y ademas se

incuba a 37°C. los poros se cierran perrmtendo gque una porcion del soluto exierno
quede atrapada en la celula (Juhano, 1987)
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IV. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIALES Y EQUIPO

Camara de Newbauer
Microscopio optico.

Garrafones Pyrex 10L

Liofiizador Bandix Westinghouse

Centrifuga continua Delaval Gyrotester.
Centrituga Beckman J2-21

Equipo de destilacion Soxhlet

Microscopio electromico Jeol JSM 24-11

Fine lon Coat Sputter JFC 110

Incubadora New Bronswick Scientific Mog. G-76.
Balanza anaiitica Ohaus

Balanza Ohaus-Micro

Equipo de filtracion Milhpcre a presion reducida.

Autoclave
Equipo de ultrasomido Astrason
Camara para deshidratacion a punto critico Sandri 780 A

Cromatografo de liguidos.
Bomba de liquidos Thermo Separation Products Constarmetnc 3500.

Detector de UV de longitud variable Thermo Separation Products.
Detector de Indice de refraccion Vanan Ri-3

Integrador Chrom Jet 4400

Valvula de Inyeccion Rhreodyne

Columna Sphensorb C8 Sum 250 x 4.6 mm.

Columna Phenomenex Rhesex Organic Acids 300 x 7.8 mm.

Cromatdagrafo de Gases:
Cromatografo de gases Tracor 570.
Detector de lonizacion de Flama.
Integrador Perkin Eimer Nelson 1020.
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Columna Carbowax 0 25um 30 m x O 32mm.

4 2 REACTIVOS:

Nitrato de potasio (GR).
Sulfato de magnesio (GR)
Fosfato monobasico de potasio (GR)
Fosfato dibasico de potasio (GR) .
Cioruro de sodio (GR)

Clorurc de calcio (GR)

Sulfato fernco (GR})

Acido sulfunce (GR)

Agar bacteriolégico

Cloroformo (GR}

Metanol (GR)

Eter (GR)

Hidroxido de potasiao (GR).
Acetato de vitamina A (SR)
Ergotocoferol (SR)

Vitamina E (SR)

p-caroteno (SR)

Fosfatudit colina (SR)
Cianohidroxicobalamina (SR)
Acdo nicotinico (SR).
Niacinamida (SR).

Acido pantoténico (SR).
Piridoxina (SR).

Riboflavina (SR).

Tiamira (SR).

Acido ascorbico (SR).

Glicero! (SR).

GR Grado reactivo.
SR Estandar de referencia.



4 3 MATERIAL BIOLOGICO
Microalga Scenedesmus obhquus cepa CDBB-A-15.
6 conejos machos raza Nueva Zelanda de 2.5-3.5 Kg

4.4 METODOS
4.4 1 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PARTE EXPERIMENTAL
Para cumplr con los objetivos planteados en este trabajo se propuso el

esquema de trabayo que se muestra en 1a figura 10

4.5 MEDIOS DE CULTIVO

4.5 1 MEDIO DE CONSERVACION DE LA CEPA
En la tabla VI se encuentra la formulacion del medio de cultivo Bristol
modificado empieado para &l cultivo de S o0iquus LOS componentes de la formulacidn

se agregaron en el orgen mencionado y postenarmernte se esterthzo en autoclave a 15

b, por 1Sminy 121°C

4 5 2 MEDIO DE CRECIMIENTO

El medio de cultivo 2mpleado para llevar a cabo la produccaon de ia

biomasa fue el mismo medio hqudo que el empleado para el mantenimento de jia cepa.

4 6 EXPERIMENTOS A NIVEL DE MATRAZ FERNBACH.

4.6.1 CINETICA DE CRECIMIENTO DE S§. obhquus.

A partir de culivos manteridos en medio solido durante 7 dias. se

mmocularon Mmatraces Fembach de 2 8 L de capacidad total con 1L de medio liquwdo. L.os

matraces fueron incubados a 28 - 2'C y 2800 luxes, con agitacion promovida por
burbujeo de aire, por 8 dias. Se tomd 1 ML de medio a Intervalos de 24 h y se reakzo

conteo celular en camara de Newbauer. La experiencia se llevo a cabo por triphcado.
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Obtencidn de biomasa de Scenedesmus obliquus COBB-A-18
i
i
v
Cosecha de |a biomasa por centrifugacion.

w
Liofilizacion.

|

v
Analisis quimico de la biomasa.

i
+
!

Prueba de inocuidad de la bhiomasa.

!

v
Prueba de absorcion de glicerol.

Estudio de cinetica de liberacion.

Micrograﬂa; de la biomasa.

Figura 10 Diagrama de flujo (te la parte expermental.

4.7 OBTENCION DE LA BIOMASA DE 5. obliquus

4.7.1 PREPARACION DEL INOCULO

La cepa mantenida en medio solido se transfirid a matraces Erenmeyer
de 250 mL con 100 mL de medio de cuitivo Bristol modificado liquido. Los indculos se
incubaron a 28+ 2°C, con lamparas de luz fria a 2800 luxes. con agitacion rotatona, por 6
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dias. Luego de ello se transfirieron a matraces Fembach de 2.8 L de capacidad con 1 L
de medio liquido fresco

4.7.2 PRODUCCION DE LA BIOMASA

Se inocularon garrafones Pyrex de 25 L de capacidad con 10 L de
medio Bristol modificado y se wncubaron por 6 dias a 28 - 2°C. con lamparas de

fuz fria a 2800 luxes. con agitacion promovida por burbujec de arre

Tabta VI Formulacidn del medio de cultivo Bnstol modificado

Compuesto Concentracion (g/l)
MNitrato de potasio i 025
Suifato de magresio H 0075
Fosfato monobasico de potanio | 007Ts
Fosfato dibasico de potasio | 0175
Cloruro de sodin i oC2s
Cloruro de calcio H [eloh]
_Solucion fernca” i 1 mi

*Solucidn térnca: 1 gramo de suIAT0 1E1TICO ¢ ibuelve on ta Mmimma cantidad de agua y se
agrega 1 ml de acido sullGnco concentr1ao 1a solucion se atord a 500 mu

El medio s6lido s prepard agregando 2 %o (prv) de agar hactenologico al medio liquido.

4.7.3 COSECHA DE LA BIOMASA

La separacion de la biomasa se llevo a cabo por centnfugacion continua a
3000 r.p m. Postenormente, et pagquete celular se lavo con agua destilada y se centrnifugo

a 3000 rp.m. por 15 min. La torta celular se resuspendid en la minima cantdad de agua
destilada y se preparo para liofilizacion

4.7 .4 LIOFILIZACION DE LA BIOMASA.

La suspension de celulas se agregaron a un matraz Erdenmeyer de 250
mL, y se congelaron, se colocd en el liofilizador a -40°'C y 24 plg Hg. por 8 h.
Postenormente se sello el matraz y se mantuvo en refrigeracion a 4°C hasta su postenor
utilizacion.

En ja figura 11 se muestra un diagrama descrptivo del punto 4.5 al 4.7.4
para la obtencidén de biomasa de S obfiquus.
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Figura 11. Diagrama de obtencidén de biomasa liofilizada de S. obliquus
CDBB A 15 en medio liquido Bristol modificado con lamparas de uz

fluorescente a 2800 luxes, a 27°C +2 y agitacion por burbujeo de aire.
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4.8 DETERMINACIONES ANALITICAS.
4 8.1 EXTRACTO ETEREQ DE LA BIOMASA DE S obliquus.

l.a extraccion de grasa de la biomasa hofilizada se llevo a cabo mediante
el metodo moaficado de Razanka (1983) como a continuacion se descnbe 1 g de
muestra de mucroalgas lofihizadas se colocaron en e intenor de un equipo de extraccion
Soxhlet con 300 mL de una mezcla de cloroformo/metanct (2 1) y se refiyd por un lapso
de 8 horas luego de las cuaies el extracto se deseco y sé peso

A la muestra seca se le agregaron 20 mL de cloroformo/metanct (2 1) y se
fittré. Se lavo con 10 mL de Ia misma mezcla Posteriormente se deseco y se agregaron
50 mL de una mezcla de metanol/eter (3 1) mas 0 5 mL de solucion de hidroxido de
potasic 10 N Esta mezcla se llevo a ebulhcion en bado Mana curante deos noras
manteniendo veoiumern constante Postenormente se adcionc agua en igual voiumen al
contanido en el matraz y se aqwisnaron £0 mL de mezcia etancl/agua (95 5) Se
adicionaron 75 mlL de eter y se exirajo ‘res vecas En el extracto etéreo se separaron ios
esteroles (fraccion insaponificapia) y en ia fase acuosa se a:slaron 1os acidos grasos
saponificados Los cuales fueron aprovechadss para llevar a cabo la determinacion de
vitaminas hposolubles (A, D2 y E) por CLAR y acidos grasos por CG-DIF

4.8.2 DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS

La muestra se analizdé por CG-DIF mediante la tecnica modificada de
Razanka (1983) camo a continuacion se describe Se disolvio en 1 mL de hexano y se
inyectaron 2 ul de ésta en el cromatografo bajo las condiciones enlistadas en ia tabla Vil.

4.8.3 DETERMINACION DE VITAMINAS LIPOSOLUBLES

La muestra se analizd por CLAR—~UV para la determinacion de vitamina A,
D3 y E mediante |la técrica modificada de Vanhaelen-Fastré como a conuinuacion se
descnbe. Se disolvid en 5 ml de fase movil y se inyecto en el equipo de CLAR-UV. Dada
ia naturaleza quimica de ilas vitaminas determinadas, se utilizaron dos fases moviles
diferentes, cuya composicidn se enlista en la tabla Viil, asi como la longitud de onda de
maxima absorcion de cada uno de los compuestos a ia que fue ajustado el detector.
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Tabla Vi Condiciones de operacion del cromatégrafo de gases para la
determinacion de la_ composicion de acidos grasos en S obliquus

FIu]o 10 mi‘/min de Nitrogeno

Temperatura de inyector 200 ‘C

Temperatura de detector 250 °C

Temperatura del Horno 140°C 4 mun. 8°C/mun hasta 210°C

Tabla VIl Longitud de onda de maxima absorcién y composicion de las
fases utihzadas para la determinacion de vitaminas hiposociubles en S.

obliquus
C?rﬁ;jc;s—to "v'"\'l,._‘,'.iiﬁrn;ifu “Fase Movrl
Vitamina A 326 T MeOH/H-O (83 77
Vitaminas D3 265 | MeOQH/ACN=(93 7)
Vitamina £ 280 i MeOH/ACHN®(93 7)

“Acetonitnlo

4.8 .4 DETERMINACION CE FOSFOL'PIDOS
La determinacior de fcsfolipidos se Hlevo a capo por CLAR-UV por la

tecnica de Razanka (1983); modficada La muestra se€ trato como se descnbe en el

apartado 4.8 1 Una vez obtendo el extracto, se diselvio er 1miL de fase movid y se

inyectd en el cromatografo vajo las condicicnes 2nhstadas 2n 13 tatla Tabla IX

Tabia 1X Conoiciones de inyeccion ce la muestra de la fraccion
insaponificable para ia determmnacién de fosfolipidas en S obiquus

Columna “TSphensorb C8 Sum. 250 x 4 8 mm
Fase Mowil ‘ MeCH/ACN (80 20)

Flujo ‘( 038 mLmin

Presion . 100psi -

4.8.5 DETERMINACION DE |1-CAROTENO

La extraccion y deterrminacion de {i-caroteno se llevo a cabo por la tecnica
modificada de Craft como a continuacion se descnbe. 100 mg de muestra de microalgas
hofiizadas se colocaron en un matraz erifenmeyer de 125 mL y se agregaron 10 mL de
metanc! frio, repitiendolo tres veces Postenormente la muestra se centnfugd a 2000
r.pm. por 10 min, al sobrenadante se le agregaron 30 mL de solucién de cloruro de
sodio al 10 % y 30 mL de eter en 3 fracciones de 10 mL cada una. El extracto etéreo se

desecd en atmosfera de Nitrogeno y el residuo se refrngerd durante 24 h a 4°C hasta su
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postenor inyecaion. La muestra se disolvio en T mL de fase movd y se inyectd en el

cromatoégrato de liquidos bajo las condictones enhstadas la tabla X

Tabla X Condiciones de operacion doel cromatografo de hquidos

empleadas para la determinacion ae j3-caroteno en S obhquus

TRMeOH/ N OfFex (94 5 1)
! Q 7 mimin

3000 psi

445 nm

Fasc mowi

Fruo t
Presion i
Longitud de onga_ |

4.8.6 DETERMINACION DE VITAMINAS HIDROSOLUBLES

La extraccion y determinacion de las vitaminas hidrosolubles se llevo a

cabo mediante (a técnica modificada de Fellman (1982) como a contnuacitn se

descnbe. Se pesaron 100 mg biomasa hofilhzada desengrasada y se colocaron en un

matraz Edenmevyer de 250 mL se agregaron 10 mi. ge solucion de acido clormdnco 9 1
N y una gota de sciucion de acido clorh'drico 12 N. se estenikze a 121°C. 15 ‘b 15 mun

en calor humeds. Postenarmente se agrago solucion de acetato de sodio hasta alcanzar
10 mL de solucion de takadiastasa a. 2 La

un pH de 4 a 2 5 para luego agregar
muestra se incuto a 35 °C por 3 h. pasado este tlempao se agrego solucion de acetalc de
sodio 2 N hasta alcanzar un g de 3 a 3 5 Finalmente la muestra hidrolzada se hehlizo
Para llevar a cabo e! analisis por CLAR se pesaron 200 mg del poivo y se disolvieron en
1 mL de fase movil para inyectarla en el equipo bajo las conaiciones gue se enlistan en

{a tabla X! La determinacion de acido ascorbico se Hevo a cabo de este mMismo extracto

por la técnica de Kim modificada

Tabia Xi Condiciones de operacion del cromatografo de liguidos para la
daterminacion de vitarminas hidrosolubles en S. obliquus

Columna Sphensorb Cy 5u 250 x 4 6 mm
Fase Mowi FA*/MeOH (85 15)

Flujo ‘ 0.7 mL/min

Presion 1 200Q psi

* FA= Fase acida. Compuesta por 0.941T mg Heptansulfonato de sodio, 1 mi de
Trieutamina, 10 mL de acido acético aforados en 1L de agua desionizada.

La deteccion se lievo a cabo en el maximo de absorcion de Juz UV para

cada uno de |0s compuestos, que se enlistan en ia tabla Xil
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Tabla Xt Longitud de onda de maxima absorcion a la que se ajustd el
deatector de UV para la determinacion de las vitaminas hidrosolubles en el

extracto de S. obliquus

Compuesto | UV, (nM)
Cianohidroxicobalamina i 230
Acido Nicotinico i 2z
Niacinarmida i 262
Acido pantoternico | 275
Pingoxina 290
Riboflavina 270
Tiamina | 245
Acido ascorbico : 245

4.9 DETERMINACION DE LA INOCUIDAD DE t.A BIOMASA DE S obliquus

La prueba consistic en aplicar las celulas hofihzadas. suspendidas en

etanol, en forrna aleatoria sopbre el !1omo previamante rasurado del conejo. dividido an 8
zonas de aphcacion, considerando una ntacta ) y una exconada (E) en cada amma!l
Como se muestra en la figura 12

Se rasuro e! lomo del cone o, ur promedio de 25 cm de icngitud por 15 cm
de ancho. Se marcaron 5 zonas de aphcacion .3 intactas y 3 exconadas) dejande sn

usar 4 cm de longitud en ios extremos cercanos a la colay a la cabeza y 3 cm entre una
La exconacion se 'levo a cabo con la ayuda de una hoja de

y ofra zona de aplicacion
esrato comeo de la piel ael

rasurar de acero inoxidable, ercsionando solamente el

animal sin causar lestones de mayor profunadad

La muestra se aplico en dosis de 05 mbL de la suspencion celular a una
concentracion de 5 mg/mL. directamenta sobre la piel en cuadros de 2.5 ¢cm por lado La
aplicacion de la muestra se reahizo cada 24 h durante tres dias consecutivos

Las observaciones de las zonas tratadas, intactas y abrasionadas. se
realizaron a 1, 24, 48, 7?2 y 96 horas despues de la primera aplicacion, evaluando
ertema o edema segun la escala arbitrana del método de Draize modificado (Yeélamo,

1984).
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Figura 12 Superficie corporal dorsat del lomo de conejo 2mpieado para la
apilicacion de la muestra de microalgas hofidizacas suspendigdas en
metanol para la determiracén Qe su toxicidad (A, B, C zonas de
aplcacién ce la muestra E. Zona exconada. I zona intacta) (relamo,
1984) :

4.10 CARGADO DE LAS CELULAS DE S obhquus

4.10.1 DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE GLICEROL ABSORBIBLE POR LAS
CELULAS DE S. obhquus EN PRESENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
CLORURO DE SQDIO.

Por tnplicado. se pesaron 10 mg de células liofilizadas numerando viales

1.2 y 3. Al vial 1 se le agregdo 1 mL de agua destlada, al vial 2. 1 mL de solucién de

cloruro de sodio al 1.1% y al vial 3, 1 miL de solucidon de cloniro de sodio 2%. Se

agitaron por 1 min y se agrego 1 mL de solucidn de gliceroil al 70 % en agua y en
soluciones de cloruro de sodio segun fuera el caso (1.1 % y 2 % de cloruro de sodio)
para maniener las condiciones de tonicidad que se fijaron al levar a cabo la

humectacion. Luego, se colocaron los viales en la incubadora a 35°C y 100 r.p.m. por 20

min. Pasado este tiempo se fitraron las muestras en membrana Milipore de 40 um a

presion reducida, se colocaron en el medio de liberacidn observando las mismas

condiciones de tonicidad que al pNncipio y se colocaron nuevamente en la incubadora.
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Luego de este tiempo (os viales con las celulas se someteron a uitrasordo por 15 mun
para promover |a ruptura celular para postenormente centnifugar a 2000 r p m durante
10 min. El sobrenadante se analizo por CLAR-IR Este expenmento se llevé a cabo por

tnplicado en dos dias aiferentes

4.10 2 CINETICA DE LIBERACION DE GLICEROL ABSORBIDO POR S obhquus

100 mg de celulas hotiizadas se pesaron y se colocaron en un vial con
capacidad de 25 mi. se agregéd 1mL de agua destilada y se agito durante 1 min
Postenormente se agrego TmL de solucion de ghcerol at 70%. y el vial se coloco en |a
incubadora a 100 rpm y 35 C. Postenormente. las celulas se filtraron en membrana
Millipore de 40 um a presidn reducida para colocarfas en un sobre de papel fiitro
Whatman No 40 de 15 x 20 mm Este sobre se coloco en una vial de 20 mi de
capacidad c<cn 10 mL de agua desnulada Ei cuat se mantuvo agrtacion durante 3€0 min
en fa incubacora a las mismas cenadiciones Se tomo 1 ml de muestra con recuoeracion
de volumen La muestra se tomo cada 5 min durante 10s pnmeros 30 y luego de estos
caaa 30 min curante 360 Las muestras se anahzaron en el miusmo equipo que se
menciono en el apartadeo .V 10 1 Este expenmentc se Hevo a cabo por tnplicado 2n dias
diferentes En la figura 13 se esquematiza el disposiivo empleado para llevar a cabo jas

cineticas de hberacion por las celulas de S obliquus cargadas con glicerol
4 11 MICROSCOPIA ELECTRONICA

4.11.1 PREPARACION DE LAS CELULAS LIOFILIZADAS DE S obliquus

Se pesaron 10 mg de biomasa liohhizada y se dispersaron en una caja de
Petn esteni para impregnar el portamuestras El equipo ajustd a 1500V y 10 mA, para
mantener alli la muestra por 5 min Pasado este ttempo se extra)o la muestra de la
camara y se procedid a observarta at microscopio electrornco

4.11.2 PREPARACION DE LAS CELULAS CARGADAS CON GLICEROL.

Ei cargado de la biomasa con glicerol en condiciones hipoténicas, se llevo
a cabo como se descnbe en el apartado IV 10.2, para postenormente deshidratar a
punto critico a 1500 pst y 70°C por 5 minutos. Pasado este hiempo el sobre se rompio
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para extraer ol paguete celular deshidratado y colocaro en la camara del microscapo

electrénico para observar la muestra

- 4.11.3 DETERMINACION DEL TAMARNO DE LAS CELULAS DE S obliguus.

La determinacién del tamano de las células de S obliquus se llevéd a cabo

por comparacion con la medida que aparece ai pie de la fotografia de la muestra

tarmada del microscopio de barmdo electronico

1-’

Figura 13. Dispositivo empleade para iHlevar a cabo la cinética de
liberacion del glicerol absorbido en S. obiiquus 1. termdmetro, 2. Agitador,
3. vial, 4. sobre de papel Whatman 40 con las células cargadas, S. jeringa
para toma de muestra. 6 jennga para compensacion de volumen
removido.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1 CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL CULTIVO DE S obliquus EN MATRAZ

Las celulas de S obdiiquus CDBB-A-15 en medio de cultivo Bnstol
modificado bajo el microscopto 50N de forma oval, con puntas redondeadas, de coior
verde, caracteristicas que conciden con las reportadas por Soeder (1388)

511 CINETICA DE CRECIMIENTO DE § obdhiquus EN SUSPENSION

En la figura 14 se muestra la cneuca de crecimento de S obiiquus Es
una curva de crecimiento caracteristica, en eila se puede apreciar que la fase de
induccidn dura aproximadamente 3 dias, |a fase exponencial aproximadamente 3 dias y
ia fase estacionana dura dos dias Por el tempo de muestreo que se reahzo no se pudo
obsearvar la fase de gechnamiento det cultive. De esta grafica se obtuvo el nempo de
duplicac:én de la bhomasa que fue de 1 9468 d lo que significa Que aproximadamente
caaa Jdos dias se Juphca la pobiacién Asi musmo por esta grafica se Jdec:dio que et
tiempo de incubacidon seria ce siete dias pues fue despuss de este hempo. al pnnapio
de la fase estacionana. cuardo se encontrd la mayor canudad de ceiulas en el meagio.

que fue o que Nos mteresod

o Go abisna 10 1)

[ ) 2 e
Das

Figura 14. Curva de crecimiento de Scenedesmus obliquus CDBBA 15,
tiempo de duplicacion 1.9184 d en medio de cultivo liquide Bristo!
modificado, incubado con luz fluorescente a 1800 luxes, a 27: 2°C y
agitacion por burbujeo de aire
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5.2 RENDIMIENTO CELULAR DEL CULTIVO
El renaimiento dei cultivo luege de haber cosechado y hofihzagdo la

biomasa de S. odliquus fue de 1 6 g’m’/dia‘ que es una cantidad pobre pues Richmond

(1986) reporta una produccion de hasta 25 g/m:’/dla en una planta de produccion de
biomasa

53 COMPOSICION QUIMICA DE S obhquus
En la tabla Xill se enhsta la composicion quimica de Scenedesmus

obhquus CDBB A 15 De estos datos se pueden mencionar vanas €osas hacendco
comparaciones con lo reportado en bibliogratia Se flevo a cabo el analisis de estos
metaboiitos pues pueden impartuc a ia pel 1os factores de nutricion y proteccion que

necesita ademas de ser compuestos codiciados en las industrias quimico cosmetca vy

farmaceutica
Por el estudio cel anahsis proximat efectuado. se observa la proguccon ge

1275 base

una canudad mayor ade hpidos totales (14-16% base seca) respacto al reporiaco por
e hpigos del 8-12

Mysaore (Soeder. 1988) aquien mencicna una produccion
seca. Por otro lado. por ia composicion relativa de acidos grasos se detecio la presencia
de los prnncipales componentes de la llamada vitamma F (acido hnolewco y linolemco)
(O'leary. 1993) Es de particular mportanc:a. tanto 1a composicion como la cantidad de
acidos grasos saturados e mnsaturados presentes en la muestra. pues proporconan una
barrera protectora sobre la piel contra la pérdida transdermica de agua cuando se utihzan

para eslos fines (Ako, 1993).

De gran importancia es la presencia de la vitamina C (acido ascorbico)
pues es un receptor de radicales libres Este tipo de antioxidantes se encuentran dentro
de los mecanismos naturales de defensa contra los daffos promowvidos por la luz y
presumiblemente contra el envejecimiento prematuro de la piel (Kislalioglu, 1994) Asij
pues por fos resultados obtenidos en este estudio y comparandolos con los reportados
por Mysare (Soeder, 1988) se puede mencionar gue bajo estas condiciones de cultivo la

cepa puede producir hasta cuatro veces mas de vitamina C que la reponado



Tabla X)li. Composicion quimica de Scenedesmus obiiquus CDBB A 15,

]._ % masa seca

A Analisis Proximal
Lipidos 16
40

Proteina total !
) % base seca __

]
Ac taurnco tr
Ac miristico 06872
Ac palmitico 16 4150
Ac. paimitoienico 8 2502
Ac. estearico 7 9957
Ac. oieico 7 4573
Ac hnoléco 25 4819
Ac linolenico 4 3360
3. Vitaminas (mg/Kg base seca)
Acetato de vitamina A 102 58
Vitarnina 03 25 639
Viamina & 131 301
Niacina 26 4334
Ac. micotimco 49.709
Ac. fohco ) Nd
Pindoxina i Nd
Tiamina 1 Nd
Riboflavina ‘ Na
AcC pantotéanico | 21.282
Ac Ascoérbico i 88 6391
4. Otros compuestos (Mg/Kg base seca) {
Fosfatidil coiina J 65 5532
p-Caroteno 1747 35

tr trazas. Nd no detectado

En cuanto a la presenca de vitaminas del compiejo B. soio se detecto 1a
presencia de niacina y acQdo nicotimico ademas de acido pantoténico. Los demas
compueslos, acdo folico. pindoxina. tamina y nboflavina se encontraron en cantdades

traza. Sin embargo, los datos de los compuestos mencionados inicialmente se

encuentran dentro de ios reportados por Cairo. Dortmund y Mysore (Soceder, 1988).

Respecto a la produccion de f-caroteno por la cepa se puede mencionar

que esta por amba de lo reportado por Dontmund (Soeder, 1988)
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En general, las diferencias de estos datos respecto a ics reportados en
bibliografia pueden atnbuirse a varnas cosas. En pnmer lugar cabe mencionar gue uno de
los factores que influye en mayor medida sobre la produccion de metabohtos por la cepa
es la composicion quimica del medio de cultve. En este aspecto la deficiencia en la
cantidad de Nitrdgeno promueve la produccion de lipidos y con ello la produccion de
vitaminas hiposolubles (Borowitzka-Borowitzka, 1988). La incidencia de iuz y la calidad
del espectro luminoso es otro de los factores que pueden influenciar positivamente ia
produccidn los colorantes (f}-caroteno. xantunas etc ) (Borowitzka-Borowitzka. 1990) Asi
mismo la temperatura a la que se incube el cuitvo, la cantdad y la cabdad de luz
incidente, y 1os componentes dal medio de cultivo juegan un papet /mportante en el

desarrolio favorable y la cantidad de la biomasa producida (Burlew 19786)

54 PRUEBA DE LA INOCUIDAD DE LAS CELULAS DE S obiiquus SOBRE PIEL
RASURADA DE CONEJOQ

l.a aplicacion topica de celulas hofl.zadas de S obiqguus sobre piel sana y

esconada no produjo edema m entema durante o al terrmino de la prueba Por 10 que se

puede decir gue estas celulas pueden utiizarse en formulaciones cosmetcas Jestnadas

a tratar 1a piel pues son inocuas

5 5 PRUEBAS DE LIBERACION DE GLICEROL A PARTIR DE CELULAS DE
S. obliquus.

5.5.1 DETERMINACION DE CANTIDAD DE GLICEROL ABSORBIBLE EN LAS CELULAS DE S
obliquus EN PRESENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CLORURO DE
SODIO
£n la tigura 15 se aprecia la grafica de absorcion de ghcerol por celulas
liofiizadas de S. obliquus en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de
sodio. En esta, se aprecia claramente que la tonicidad del sistema resulto inversamente
proporcional a ta cantidad de giicerol absorbido por las celulas En la tabla XIV se
enlistan los datos obtenidos de estas determinaciones. Este fenomeno se explica por la
presencia de una membrana porosa de naturaleza permeable alrededor de |la célula que
puede distenderse o contraerse por ia diferencia de la concentracion de solutos en el
sistema en que se encuentre, pues tiene la capacidad de balancear la presion osmotica:
cuando la cetula se encuentra en una solucidn Mas concentrada que la que existe en el
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interior de la célula, se contrae, por la perdida de agua. dificuitando la entrada y sakta de
solutos. y cuando la solucion del medqio es menos concentrada que en el intenor de la
ceélula, se hincha por la entrada de agua, abnendo los poros, (Saez y De Robertrs, 1975).
Este fendmeno se aprovecha para cargar las céiulas con un activo que sea capaz de
atravesar por los poros abiertos de la membrana (lhler. 1983, Lews, 1992}

2.5 -
2 4
ODia 1
o 1.5 Qo2
=
2 19
2
]
=
=3
* os
o —
0% 1.10% 3%
°%6 de NaCl

Figura 15, Absorcion de ghcerol por las células liofihzadas de S. obliquus
en presenc:a de diferentes fuerzas ionicas de Cloruro de sodio
Asi pues, por estos resultados se decidhé llevar a cabo el cargado de las
células y ias cineticas de hberacion en agua bidestlada, deionizada con o que se
impone un sistema hipoténico, ja temperatura de trabajo fué de 35> 2°C, con agitacion

rotatorna a 100 r.p.m. (Ver apendice )

Tabla XIV Promedio del porcentaje de ghcerol absorbido en células de S.

obliquus liofilizagas
Agua (NaCi0%) | NaCi11% NaCl 3%
2.0585 09016 0.5421
1.8050 0.8532 06157

Ensayo por tripicacdo con rephica en dias aiferentes.
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Se estima, pues no hay reportes al respecto en este tipc de células, gue la
cantidad de glicerol con que se cargaron {as celulas es bajo. Dado que el objetivo de
este trabajo es el de demostrar |la uthdad de las ceélulas de S obliquus como
acarreadores de cosmetcos, es necesano Hevar a cabo una optimizacion del metodo de
cargado pues Lewis (1983), incrementd en 150-170% el volumen de los entrocitos
modificando ligeramente el metodo reportado por jhler (1373).

5 5.2 CINETICA DE LIBERACION DE GLICEROL ABSORBIDO EN S. obliquus

En ta figura 16 se observa el grafico de porcentaje de ghcerol liberado
respecto al tempo. Aqui se aprecia gue la maxima canudad de ghcerol iberado despues
de 2 horas es de alrededor del 80% y se mantiene asi por un lapsc de aproximadamente
8 horas, es decir alcanza un estado estacionano despues de dos horas Este dato fue
utifizado para determinrar las fracciones hoeradas en ios lapsos de tiempo para utilizar el
modelo propuesto por Peppas (1985) La beracion rapida del acuvo por fas celulas de
S. obliquus, nos sugiere que la membrana No esta interactuando con el actvo. por o que
hay una hgratacion rapida de las capas mas superficiales de este en la celula

favoreciendo su donacion al medio de iberacién

°0

80

70

% glicerol liberado

] 1 2 3 a s s
tiermpo (h)

Figura 16. Porcentaje de glicero liberado respecto al tiempo (h) por
células liofitizadas de S. obliquus en medio hipoténico a 35+ 2°C.
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Para deterrminar el mecamismo de difusidon del glicerol desde la celula, se
utilizé la ecuacién propuesta por Peppas (1985) en donde se graficd el logamtmo de la
fraccion liberada contra el logaritmo del hempo, figura 17. Este modelo semempinco es
una relacion matematica desarrollada a partir de la ecuacion de difus:ion de Fick y nas
indica que !a fraccion liberada del farmaco esta relacionada exponenaalmente con el
tiempo; en donde "n", la pendiente de la grafica, se relaciona con el upo de mecanismo
de hberacion (Peppas. 1985). De esta grafica se encontré un valor de n” de 0 5518,
indicativo de un mecanismo de transporne no fickiano dependiente del tempo avalado
por un coeficiente de regresion de 0 9951

Aun cuando el sistema (las celulas) no cumple con una condicion
importante, es decir, que esta ecuacion fue diseffada para un sistema pohmeénco. los
datos de “n” y coeticiente de regresidon explican et mecamsmo de hberacidon Esto puede
explicarse pues la cefula a! utlizarse completa y tener organeios. como la pared y
membrana cetuiar. hrmitan la hberacion del activo actuando pues como una red
polimenca. Sin emdargo esta cumpliendo con 1as demas caracteristicas que aphcan al
modelo. es decir. se empleo la porcion inrcial de la curva de Lberacion (MUyMi<G 8), el
PONCIDIO activo es Mmuy sciubie en agua y las condiciones "sink" imperaron durante todo

el estudio

In MUMI

nt

Figura 17. Aplicacién de ia ecuacion del modelo de Peppas (logartimo de
fa fraccion remanente de glicerol (ln Mt/Mi vs logartmo del tiempo) a los
datos de liberacion del glicerol, por células liofihzadas de S. obliquus en
rmedic hipotdnico.

59



Para deducir 12 cinética de hberacion del glcerol por la ceélulas de S.

obliquus en medio hipotonico, se aplico la ecuacion de primer orden en donde se graflico

In (1-r) contra e! tempo, figura 18, de donde se enconiré un coeficiente de regresion de

0.9855, 1o que indica que el sistama tiene una cinetca de primer orden

N(1-R) 4 _

Figura
tiempo

-0.9 -r
-0.8 4
-0.7 4

-0.6 4

-0.5 4
04t r2= 09855 \

03 ] y=-0.0589-2,2264x ~

-0.2 4
-0.1 4

o
o.s a.e 0.3 0.z 0.t ]

Tiempo (h)

18. Aplicacion de la ecuacién de pnmer orden (1-r) respecto al
{h) para los datos de Iiberacion de gliceroi por celulas hofdizagas

de S abliquus en medio hipoténico

el modeio propuesto por Higuchi (1962} para estudiar !la velocidad de

Asi mismo se llevo a cabo la evaluacion de los resuitados obtenidos con

hberacion del

activo por lo que se grafico Q contra t *. figura 19. en donde Q representa la canudad de

principio activo liberada por urmdad de area expuesta De elio se obtuvo
de regresién de 0.9957, lo que indica que la canndad de actvo hberada

un coeficiente
por unidad de

area es dependiente de !a raiz cuadrada del hempo. A aste respecto, cabe aclarar que
se esta asumiendo que el aclivo se encuentra homogeéneamente disperso (disuelto) en

la base (la celula) y que ello provoca que la liberacion del activo se lleve a cabo de un

modo uridireccional y en capas. Por (o tanto, la velocidad de liberacion esta controlada

por la velocitad de penetracion del solvente a la membrana y por la velecidad de
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difusion del glicercl al medio de liberaciéon. Io que es explicado por el modelo propuesto

por Higuchi.

Cabe mencionar que los modelos utilizados para llevar a cabo el estudio
dei mecanismo y tipo de hiberacion que las células de S obhquus pueden proporcionar |
fueron desarrollados para sistemas polimencos de hberacién. Sin embargo este estudio
puede onentar en el desarrollo de un modeio para exphcar el comportamiento de este
tipo de agentes de Iiberacidon, pues hay vanos aspectos. aun por consicerar. entre elos
e estudio mediante el cual se demuestre que solo el activo es el que sale de l1a celula y
no otros metabohtos que se encuentran en el iNntenor de efla. que los organelos de la
célula no interhieren en el proceso de difusion dei activo. el paso del activo a traves de

una membrana y las caracteristicas que esta presenta (porosidad. grosor. etc)

Q 40

400 4
350
300 4
250 4 -

200 4+

e r2= 0,9957

150 4+
y= 639626x.7,665

100 4+

80 4

o
0.2 0.3 0.4 0.8 0.8 0.7

t172

Figura 19. Aplicacidn de la ecuacion del modelo de Higuchi a los
datos de hiberacion de glicero! por celulas hofiizadas de S. obliquus
en medio hipoténico.

En el apendice |l se eniistan los datos de tas graficos antecendentes.
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5.6MICROSCOPIA ELECTRONICA
5.6.1 COMPARACION DE LAS MICROGRAFIAS DE LAS CELULAS DE S. abiiquus
LIOFILIZADAS vs CARGADAS CON GLICEROL

El metodo de preparacion de las rmuestras para microscopia electrénica
impidio obtener una imagen rea! de las rmicroalgas frescas, pues el proceso 'mphcaba
una deshidratacion a punto critico; o que no permitio realizar una comparacidn entre las
micrografias de !la microalga hofihzada y la microalga fresca. €s por ello que se tomaron
fotografias de las microalgas frescas en microscopto optico a 100x en iInmersien (fig 20)
Esto se jlevo a cabo para tener una dea ge las diferencias que puedan exstir entre
ambas muestras. Para cuando se efectud el ensayo de mrcroscopia electronica, la
microaiga liofilizada sufnd un proceso de hidratacion, lo que wmpidio hacer lo mismo con
la muestra fresca

€n la figura 21 se observa la mucrografia de barndo eiectroruco de las
células de S obhguus hofiizadas En esta se pueden observar celulas ccmpletas,
ovoidales, deshidratadas, al parecer sin rupturas en la membrana celular. |0 Gue las hace
propicias para ser utlhizadas como microvesiculas En la figura 22 se observa un gran
campo de células de S oblquus despueés del proceso de encapsulacion de gucerol La
mayor pane de [as células se observan completas, s:n rupturas de la pared ceiular. mas

redondeadas que las que se observan en la figura 21 y semejantes a 'as que se

observan en la figura 20. Este aspecto se atnbuye a !a presencia del ghcerol en ei

intenor de las celulas. pues la tecmca para preparar ia muestra para microscopia

electronica, permite la salida del agua mas no la salida de! glicerol que en este caso esta

atrapado en ellas.

5.6.2 DETERMINACION DEL TAMANO DE tAS CELULAS DE S odhquus

En la figura 23 se observa la micrografia de barndo electronico de celuias
de S. obliquus liofilizada; al centro se aprecia una ceiula completa de forrna ovoidal, con
puntas redondeadas, aparentemente sin rupturas de la pared celular. Por comparacion

con la barra infenor que mide 10 um !as células liofiizadas miden alrededor de 7 pm.

62



Figura 20 Fotografia ce mMCcroscopio optco de
Scenedesmus ophquus en madio oristol mocificado

las celulas de
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Figura 23. Micrografia de barrido electronico de las ceiulas de
Scenedesmus obliquus hofiizadas. Al centro se aprecia una célula
completa. La barra mide 10um (15000x).



V1. CONCLUSIONES.

Las microalgas propuestas pueden funcionar como acarfeadores

naturales inocuos cuyos metaboltos tlenen importante valor cosmeético y farmacéutico

Se obtuvo un rendimiento de 0 1 g de biomasa seca por litro de mecio de
cultivo C84 con la cepa de Scenedesmus obliquus CDBB-A-15

Las celulas de S. obliquus al ser aplicadas sobre piel sana y escorada no
tienen efecto toxico por o que pueden considerarse un matenal INoCuUC

Se puede promover la encapsulacion de ghcerol en celulas hofilizadas de
S. obliquus aprovechando el fenomeno de distension de ia membrana celular en
ausencia de la fuerza ionica de clorurc de socio en agua, a una temperatura de 35°C y
en agitacién a 100repm

Una vez cargadas con ghcerol, las celulas liotihzadas de S otlquus

mostraron un gparfil de liberacion prolcngado y su mecarismo puede ser exphcado come
una liberacion no fickiana dependiente del

tiempo segun el
Peppas

modelo propuesto par

La veiocidad de iberacion esta controlada por ia velociaad de penetracion
dei soivente a la membrana y por la velocidad de difusion del glcerol al medio cde
lineracion lo Que es exphcado por el modelo propuesto por Higucht

La cinética de liberacion del glicerol cargado en celulas de S obliquus
liofilizadas obedece a un modeto de pnmer orden.

La técnica de encapsulacidn de glicerol en celulas de S obliquus no es

xclusiva para glicerol y podria aphcarse a ta iberacién prolongada de otros agentes
cosmeéticos, empleando este miIsmo principio
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Apéndice |
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Curva de calibracién de glicerol por HPLC. Detector indice de
refraccién, columna Rezex Organic Acids 8um, 300x 7.8mm; Fase
moévit H2SO4 0.005 mM: Flujo 0.7ml/min, presion 1300psi.
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Apéndice il.

t (h) Int ' % liberado SD Q In MUMI In (1-R)
] 0 [¢]

0.0833 | -2.4849 | 0.2886 28.9391 44215 | 171.1943 | -1 3559 | -02967
0.1868 | -1.7917 | 0 4074 39.8738 5.3343 | 2399588 | -1 0219 | -0.4482
0.25 -1.3862 0.5 48 3247 6.5447 | 307.6985 | -0 7732 | -08191
0.333 {-1.0988 | 05770 56 2304 T 0451 | 374.8693 | -0 5757 | -08262
0416 [ -0.8754 | 0.6449 62 2904 2.8891 { 407.4698 | -0.4923 | -0 9449

os -0.6931 | 0 7071 67 9151 51931 | 424 5677 | -0 4512 -10+3
1 [e) 1 79.2737 6 7725 | 484 0913 -0 32 -12953
1.5 0.4054 | 12247 817219 6754 | 493 7462 | -0 3002 | .1 3497
2 0 6931 817814 7 0451 | 494 6097 | -02985 | -1 3547
25 810438 7 9582
3 80 5403 6 2782
35 80 6715 56081
4 80 2602 6 3341
4.5 78 5715 6 8903
5 78 4602 6 9906
5.5 748331 7 4253
] 73.5841 76711

“Promedio de tres determinaciocnes

Datos de tempo (t) en horas aphcacion del logantmo natural al
tiempo (In t) raiz cuadrada del nempo (t'?);
y su deswviacion estandar (SD)., aplicacion de
los modeios de la ecuacion de primer orden (In 1-r), Modelo de
Higuchi (Q) y Longer-Peppas (InMt/Mi), a los datos de liberacion de

tiberado (%liberado)

porcentaje de glicerol

glicerol por células de S. obliquus en medio hipotonico.
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