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RESUMEN 

En el presente 11uba10 se llevo a co1lxl la p1oducc1ón de b101nasa de Scenedesmus 

obliquus CDBB-A-15 Se cultivo en 10 1 de medio liqu.do C64. a una temperatura de .28"':. 2 C. con 

ag1tac10n mediada por burbu1eo de aire. 1lurn1nac1on con l."lmparas fluorescentes. en garratonP~ de 

20 1 de capac1<lad total. en cond1c1ones. de es1e11l1QJCL por 6 d1.ls La 01orna~a ~e cosecho por 

centnfugac1ón y se llold1.zo 

Postcno1 mente se deterrn1no el contenido de lo~ cornpuc:-.1os con n1ayor 1ntere'i en 

cosmetolog1a hp1dos. fosfollp1dos, .leidos. ~~ra~os.. ¡·-c.uoteno y v1!Jrn1n..ir. n1dro~olubles y 

hposolubles Los anali"">IS se llevaron .t cabo por crorn.ltoqra!1a r.l•! l1<¡u1do~ d(" n1:a re•,01ui::1on 

(CL.A.R) y r:or cro1na!o-grat1.J ele oast.''> .::011 iJ••lcctor .Ji> 11Jr11:z.1r.16n d•: fl.irna \01F¡ 

S..:: llc,,,..uon a r:<'H>O 1:.•'\5.dyn~ .. p:.Ha deH .. •rrn1n,ir la util1.t<1C.1011 Ue las celt.lldS cJe ,_ • .,,,-, 

m1c.-caJ.g;:i corno acarrcacloras de gl1c~~rol S~J ctcctuo un (_•~.t1..1C10 ¡·rcl:rn1nar par:-. de1e~rnon;¡; 1..-i 

cantidad de r.11cerol ab::.orb10lt! por !ds c•~lulas. t.•n prc~~t·nc1a de -;:! '!t!nh:·; ~i...ef.!d~ .u111c.;5 -:,c·i 

cloruro de c;oaio. o:.c ob~ervo Que IJ!. Lí!ILJla'> po~11dn a::isc.rbe1 .1¡::..<..::.x11n;1<J,H11cn!<:.> :.o rnq ' ... h...' 'J1,..:-_:r-.:;1 

por gramo d~ b1ornasa seca en u1\ '>1~11~rna h1pa1uri1co Cc.n ec.,to~, '•!~, .. 1f.JdO'.i r:.e ;...·r::"c1~<J10 .i lle•.•.,r .J 

cabo las c1r1e11~'ls de tit>c•ac.on µ.Ha dete1rn111.:::ir el pPrd <..;ue <!:.te !io1s'•-nl.1 p1opc1 -:1on.J 

hof1l1zada mmed1atamente despues de haocr sido cargada con q11cerG1 

Para demostrar l.:i 1nocu1dad de las m1c.roalga5 scOrc l.J piel, ~e 1Jevo il c,1bo la 

prueba d1scnm1natona en piel r.isurada ele cone10 Para ello ~e ul1l17.iron tres cone1os JI01nos 

machos. adultos de entre 2 .. 5 y J 5 ~g de pe~o a los cuales se les rasuró el lomo y se les a~hcO 

1óp1carnen1e un rn1111itro de una suspcusion de 50 rng Je Células;rnL en etanol cada 24 horas 

d..,;rante 4 d1as. ~obre piel intac~a v rnel excoriada Antes de cada apl1cac1on no se observo ta 

presenaa de eaerna o i:!nlf!ma sobre la~ zonas empleadas to que rJescarta la pos1D1lldad de 

10.x1c1dad soore la piel. 
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l. INTRODUCCION 

Duran1e los úl11mos ar,os. el mercado cosmchco ha ido c.,mb1ando debido a las 

ex1genc1as del consumidor que ha pues1o sus prelcrcnc1as en los productos naturJles que son rnuy 

cod1c1ados por su segunaaa. ct1cac1a y rend1m1cnto A pesar de qut.• <1 ultimas fechas el 

entusiasmo por ciertos productos se ha perdido (e g JOJOba. sab1la) el intcrcs en otros nue"o~ se 

ha incrementado (Chavez. 1995) As1 rmsrno. y a la par de esta tendcnoa se encuentra aquella en 

la que al consumidor se le orrccf.>n productos denvados de nuevas tecno1og1as t.Jcll1r11_•ck. 1987} 

El uso de cclulas corno aqt.•ntes acarreadores de activos se dro por primera vez en 

la década de los 80's con lh1e1- (1983> y Z1n1mcrman (1976). que traba¡aron 1ndepend1entc1nente 

con entroc1tos Estos cuidadosamente preparados. al 1e11er un tiempo prolongado de c1rculac1on en 

t.•I organismo y por que se na tJemo!.tta(h) 4uc ~e pueden cargar con activos. Jos. nace una 

plataronn.'.I idónea para s.u llt>erac1on con 11n ¡)1•1111 de l1herac1011 prr;tlongado dentro dt..•I or'1<1111c,,.-no 

(Donbrow 1992. Julll.""Jno 19B7J 

La::. rn1Cf0<1lgas. san •111r·rooff,¡Jn1~n~o·~ QllC fueron ulrh~·ados por '11·.1er"'>a'i Ct1l!ura'i 

antiguas como ia rorn..Jna o 1.-i .tZ1cc:i :-ara .>u L.:insumo e para l."\ p100<.JCC1ón <je otros .::ir1mcn1os 

(Kubo, 1990) Su estud'::l ~rsh~< .. l.'111LO se dnJ apcn.ts .·l prmc1t.•1os del !>1glo .. ()<. (Rayrnond 1<;-01 ¡ .:.. 

mediados del Pf"CSente se r:-lanteo la pos1b1l1dad ae ut1l1L:i11a::. en ~I c;.impo de t.1 elir.-imacior: :je 

contaminante!> amti·~n1..a~e .. ¡Travieso. 1996) v t.L'rno procuc:or>:>s de mcl<1bo1rto~. de- n!•~rer, p,:ir.::i la 

industria Qu1m1ca. a11rnent1c1a. Tarmaceut1ca y cosmet1ca ¡Arreaondo. t991 C:y">e.,..1s;.;.1. 1992. De 

Roeck 1 993) Por la revisión b1bllo-nc-meroqrat1ca que para t!COte aocumento se !le .... ó .J cabo. ~e 

puede decir que las m1croa1gas pueden ser usJdas sotJre ta p1e1 pues son inocuas. permiten 

encapsular actp.·os cosmellcos actuando corno m1cro .... cs1culas y pue<Jen dPOrtar a la piel 

sustancias con propiedades cosniet1cas (azucares. vitaminas. ammoac1cJos. etc J Ademas de que 

prev1nmente han s1C10 explotadas para la proctucc1on ele qu1m1cos tmos y exc1p1entes para la 

industna quimrco cosmet1c.a y tarmac<-uhca (colorantes (Parson, 1961 Ben-Amotz. 1980). ac1dos 

grasos (Dubmsky, 1978. Prato. 1985}. gltcerol {8en-An1otz. 1980}. v1tammas t1posolubles(Jayasrre 

1985). etc). 

Por lo antenor y aprovechando la pcrn1eab1hdad que presentan las membranas de 

los organismos umcelulares hacia ciertas molecula~ con el presente traba¡o se pretenae 

demostrar la ut1llzac10n de celulas de m1croa1gas con10 acarreadores naturales mocuos de 

activo cosme:1co y proponerlas para su 1ncorporac16n a fonnulac1ones en sustrtuc1ón de 

m1crocápsulas preparadas con polímeros b1odegradables o no btodcgradables 



11. OBJETIVO GENERAL. 

Demostrar la utilidad de las células de la m1croalga Scenedesmus 

obllquus COBB-A-15 como agentes acarreadores de activos cosméticos 

ACTIVIDADES A DESARROLLAR 

Obtener b1omasa ce Scenedesnn1s ob/lauus 

Determinar la compos1c1on quim1ca de la b1omasa ob~en1da y mostrar su 

util1éad cosmética 

Demostrar la 1nocu1dad de la b1omasa cuando se aplica tóp;camente 

Determinar el potencial de S obllquus como acarreador de un agente 

humectante (glicerol) 

Determinar el perfil del gl1cerol contenido en las celulas 
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111. GENERALIDADES· 

3 1 GENERALIDADES SOBRE LA PIEL 

La !ecnolog1a del cuidado de la piel es extensa y difiere de fa desarrollada 

para cualquier otro tipo de cosmet1cos debido a las características funcionales de ...... anos 

de sus productos Existen algunos que pnnc1palmonte tienen erectos un1camente 

cosmet1cos mientras que otros 11enon un efecto í""larc.adamente farmacolog1co Sin 

embargo, todos tos productos cosmet1cos estan diseñados para interac!uar y tratar a1 

mas extenso organo del cuerpo :~-i piel (Sciim1tty V\/dhams. 199.2) 

3.1 1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA 

En !a ac!uahdad y despues de estud•os espec1f1cos se considero a la piel 

como un organo q~e se ext.cnde sobre la SL.pert.c1~ dct c:...•~roo en i..;n3 larrnna •.ra ·.1 

~.densa (Ou1roga, 1986\ C",u ut11cac1cn y ~=--rd1c1..:in b,frcr.:e :o ccn ... ;ene en un c ... ;ano 

trontera. por lo tanto, t•ene d1· ... ersas ~unc:ories. 1ncJu 1 en-:=o Id ::lA carrera protec~ora <.J ia 

entrada de m1etocrg3n1smos rnfecc1asos y contra las rad·acicr.es c:;.clares as1 .:eme C'3l 

control de la temperatura corporal. ¡ la transr.;:s:o•1 ce est1mi...lc.5 aesoe su •ntrinc.._Jda rc·:j 

ner.11osa (Scmrtt y VVdhams 1 ':)9:2J Para dntoncer cc.rr;ci~tarr.ente su ar.a~crn1a i 

íis101ogia la figura 9 muestra un corte long1tud1na1 de la piel que se empleara ..:o:"Tio 

referencia ~n el presente documento La piel se encwentra c1v101.-:la er. las s1gu1er.tes 

secciones 

Figura 1 Corte long1tud1nal de la piel que muestra la epidermis (l), la 
dermis (11). la h1poderm1s (111). el estrato comeo(1 ), estrato granuloso (2a). 
estrato espinoso (2b), estrato basal t2c). follculo piloso (3), glandula 
sebácea (4), glándula sudonpara ecnna (5) y la raiz del pelo(6) {Schm1tt y 
W1lhams, 1992) 
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3 1.2 EPIDERMIS 

La ep1derm1s esta formada por vanas capas y varia en superficie. 

topografia y grosor {Schm1tt y W1\11ams. 1992) Carece de vasos sanguineos Y esta 

formada por celulas ep1te11a\es de tipo querat1noc1to Su obset""11ac1on m1croscop1ca 

permite d1st1ngu1r en ella los estratos que a cont1nuac1on se describen (Qu1roga. 1986) 

3 1 2.1 ESTRATO CORNEO 

La capa mas supert1c1al de la epidermis es el estrato corneo Esta es la 

capa v1s1ble. y en la cual los estudios cosmet1cos centran su alenc1on Su estructura 

consiste en alrededor de 15 a 20 capas de celulas engrosadas (Querat1noc1tos) que se 

descaman conforme migran hacia la super11c1e Estas cclulas se ci1st1nquen ae las damas 

pues no ccnt;enen nucleo o conten1Co celLilar y ounoue estan muertas t.ene ur,a fu~c:cn 

definida. !a ae proteger !as capas interiores 1Schm1tt y ',/\.'dha:T"s 1992) 

3 1 2 2 ESTRATO GRANULOSO 

La siguiente capa ~n !n epi:!erm1s es ~l es!rato granuloso o capa 

granulosa Conforrr.e las celulas migran hacia arnba. estas forman tos granulas 

caractenst1cos de esta capa tSchm1tt y 'N1\l1ams. 1~92¡ 

3 1 2_3 ESTRATO ESPINOSO 

Se encuentra debaJO del estrato granuloso. tamb1en se le conoce como 

capa espinosa y se caractenza por una apanenc1a espinosa y presenoa de 

desmosomas En esta area se forman :os lip1dos intracelulares que man\ienen unidas a 

tas celulas. y que son expulsados entre las celulas del estrato corneo conforme migran 

hacia la superf1c1e Dichos llp1dos son s1m1lares al sebo excepto por la ausencia de 

ésteres de ceras y escualeno. as1 como por la presencia de caramidas (Schm1tt y 

W1lhams. 1992) 

3.1.2_4 ESTRATO BASAL 

Es la capa mas interna de la ep1derm1s y tamb1en se le conoce como 

estrato germinat1vo Esta en contacto con la dermis y es en ella donde las células 
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epiderm1cas se onginan por ta rormac1on de querat1noc1tos. lo cual las d1ferenc1a 

conforme migran hacia la superf1c1e Tamb1en produce las celulas de Langerhans El 

ciclo completo de rormac1on. d1ferenc1ac1on m1grac1on y edohac1on desde el estrato 

basal hasta la perdida de celulas en el estrato corneo. toma de 40 a 75 d1as en contraste 

con el ciclo del estrato corneo que es cerca de una tercera parte del total de la epidermis 

(Schm1tt y W11J1ams. 1992) 

3.1 3 DERMIS 

Por debaJO de la ep1derm1s esta la dermis. const1tu1da por una trama 

fibrosa y compleia (Qu1roga. 1 962) La ep1derm1s es dependiente de la dermis pues ésta 

es la fuente de nutnc1on La dermis es un te¡1do conectivo que provee un sistema de 

soporte para la ep1derm1s Toda la sangre de la piel. nervios. linfa y estructuras externas. 

como los fo\tculos p•losos con g\andulas sebaceas glanaulas e::.nnas y apocnnas, estan 

ancladas en la d~rm1s ~Schm1tt y \..V1\hams. 1992~ 

3 1 3 1 FIBROBLASTCS COLAGENO Y ELASTlNA. 

La dermis tiene un componente fibroso cc.mpuesto por vanos matenates 

El pnmero ae estos es el colager.o. con la menor cantidad de elastina y las menores 

proporoones de otros componentes fibrosos La fuente de estos matenales fibrosos son 

los flbroblastos. los cuales son las celulas Que aoundan en la dermis. 

3. 1 3 2 CELULAS ARBOLADAS 

El segundo Jugar en tamaño de las celulas de ta piel esta ocupado por las 

arboladas. Son de naturaleza granular y hay mayor cantidad en donde hay capilares 

Estas celulas pan1opan en la hberac1on de enzimas y matenales para controlar la func1on 

o respuesta a los daños externos (Schm1tt y W1\hams. 1992) 

3 1 3 3 FOLICULOS PILOSOS Y GLANDULAS SEBACEAS. 

La comb1nac1ón de pelos. foliculos. y la presencia de glandulas sebaceas 

es conoodo como el sistema pohsebaceo El foliculo piloso esta formado por te11do 

ep1dérm1co que se extiende dentro de la dermis para cubnr con sus necesidades 

biológicas. en donde éste obtiene su fuente de nutnetón y tiene el acoplamiento con los 



mUsculos erectores pilosos Este musculo puede mover el pelo en respuesta a señales 

tales como el fno. c.alor o emocionales 

En general. una glandula sebacea es asociada a un fol1culo p11oso Estas. 

forman y secretan sebo una mez.cla unica de matenates llp1d1cos. que no se encuentra 

en ninguna otra partt;t del cuerpo El sebo contiene tngl1cendos. ac1dos grasos esteres 

grasos. escualeno y esteres de colesterol Las glandulas sebaceas cuando estan 

activas. producen una secrec1on continua sin dañar tas cond1c1ones de la piel y el cabello 

(Schm1tt y W1lltams, 1992) 

3.1 3 4 GLANOULAS SUDOR:IPARAS 

Existen dos tipos de glandutas sudonparas en el hombre Las Que mas 

comunmente se encuentran son 1as glandulas sudonpara.s ecrinas y son las que se 

enca:-gan de controlar ta temperatura d•~1 ~:..ieroo Se "?xt1endon d~sde la eo1derni1s ~:J5ta 

la derrms y alll cstan ro=aad.:ts J=:Or vasos sanguineos El sudor secret3dO por ras 

glanaulas ecnnas es re!atrvamente baJO en so!ldos const1tu1ao princ1p.:i1rr.en!e ae clQ~:.iro 

de potasio 

Las glanc:u1as apoc11nas por su parte se ericuentran principalmente oa10 

los brazos y se asocian con el sexo del 1nd1v1duo Estas g1anctu 1.:i s.on mucho mas largas 

que las ecnnas aunque se originan en la dermis El sudor producido por ellas •:sta 

const1tu1do de grandes cantidades de solidos de naturaleza mas comple1a. es ,¡1scoso. 

lechoso y contiene grandes concentraciones de proteinas ademas de colesterol. 

asteroides y otros líp1dos (Schm1tt y 'Ndllams 19921 

3. 1 3 5 EL COLOR. 

El color de la piel y el cabello es debido pnnc1palmente a la presencia de 

cuerpos pigmentados conocidos como melanina La melanina es producida por celulas 

melanoc1to que se encuentran en el estrato basal Los melanoc1tos, estan presentes en 

la capa basal en gran cantidad y su numero no difiere notablemente de 1nd1v1duo a 

1nd1v1duo o en gente con más o menos color sobre su piel La melanina puede ser 

producida en color amanllo/roJO o negro/café, además el color de la piel es deterrmnado 

por la concentración y tipo de melanina producida Uno de los factores que influyen en la 
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producc1on de melanina es la expos1c1on a la luz solar y Juega un papel importante en la 

protección de la piel contra ella (Schm1tt y W1lhams. 1992) 

3 2 LAS ALGAS 

Las algas son un grupo de organismos fotos1ntet1cos que miden desde 

algunas micras (m1croalgasl hasta vanos metros (macroalgas) Se cree que existen 

alrededor de 30 000 especies distintas de m1croalgas en la tierra (Arredondo. 19911 Se 

les puede encontrar pract1camente en cualquier hab1tat pues soportan cambios drast1cos 

de temperatura. salinidad y gases disueltos en el medio ~Round. 1981) Las m1croa1gas 

verdes son capaces de convertir compuestos 1norgán1cos en compuestos organices por 

medio de la fotosintes1s, al igual que cualquier otro organismo que la pueda llevar a cabo 

(Behrens. 1993. Burlew. 1976) 

Aun cuarióo los a.::tecJs r:onsum1an b1ornasa de algas {Paniagua 1894) / 

tos romanos :as empteat:.nn como fer!.111::.ar.tes en agncultura lKubo 1990). el 1nteres por 

las m1c:-oalgas surg10 en \os a1'los c1ncL..Oenta y setenta ai cons1derarse1es una n<..Jeva 

fuente de prot~1na para la atimentacion humana (Ben· Amotz. 1990) En los setentas e1 

enfoque se torno hacia el aesarrol10 de metodolog1as para el ~ratarn1ento ae aguas d~ 

desecho Postenornlente. se plantearon como un recurso viable para el proceso de 

b1oconve.rs1on energet1ca. o corno fuente dP. obtenc1on de sustancias qu1m1cas finas 

(Arredondo. 1991) y se planteo la pos1b1hdad de ut1llzartas en cosmetologia tNowak 

1985) En la tabla 1 se observa el costo de algunos de los productos obtenidos por e1 

cultivo maswo de m1croalgas 

Entre las ventajas que presentan estos cultivos soore otT'os 

m1croorgan1smos. estan 

Su capacidad fotos1ntet1ca para convertir la energia solar en b1omasa 

En cond1c1ones favorables de crec1m1ento. los cultivos de m1croalgas pueden 

producir de 20 a 35 veces más proteina que ta soya y 50 veces más que el 

arroz. tngo o maíz. considerando una misma area de cult1vo, Tabla 11, 

7 



Las. m1croalgas se pueden cultivar y cosechar durante todo el año. aun en 

regiones andas y ut1l1zando agua que no se emplea en la agncultura 

trad1c1onal 

El agua empleada para los cult1vo5 de algas puede utilizarse posteriormente 

para 1rngacmn (Arredondo. 1991) 

Tabla 1 Productos obtenidos del cultivo masivo de m1croalgas. y su valor comercial 
¡Arredondo. 1991) 

Producto -~-[~~=USO~~=-~~=~~~~.:.~~;-~~~~---~-L=_ap~;;_~=~~~·-···~[-Alga ·-
~;:;;6~~~os ! MP.d!ClllA r ::. S 1 000 1 Po•q1"•1'10 : V.:iílildO 

F1cob1hprotemns j :~::~~'.:~~~:~~ , >$1 O 000 Pf->q1i~r'"to Ro¡a 

J ~]~~:.~~~~ par<I l 
FanT1aceut1cos j ~~!:~:~~;~~w·n"<>: ~7.:~~11;~c1t1~ 
VITaminas C y E ¡ V1~arnma!'> ; C ·$ 1 iJ 

1 Cvmcl"!fll•"'n~o ,: ~·;s¿~o 
Vt.•ldPS 

b-Ca.rotcno 

i c;;'~~,r·:i:~;~o p.u.1 i S 3CO 
i ~~~,~~r;_tos / S5-50 

1 ~~~~r~t~'l~ílrlrtico : ~~~~100 ' Cr<1mJP "~;,~~-~ 
Am1noac1dos Vprdes 

·Tarr>aflo d-CliñefGldQp¡.q~e;)Q · 1·:1c-···;;j¿; ··n1-;·:d'"7Jli0.-;.6-·-1 aa·n-;dQ Gía~¡1CJ"t;:.:. 1;Jó-ir1C:d- -
<mdd mlle5o de dolares .unenc.. .. mos) 

Las productores de ma~enas prrmas para la industria allmentrc1a 

farrnaceutlca y cosmet1ca mostraron un 1nteres especial en la produccion de m1croalgas 

luego de que se demostrara que el cambro en los parametros de cu1t1vo como la 

presenoa de luz y su 1ntens1dad. la compos1c1on del medio de cultivo. la temperatura y el 

pH incrementaba s1gn1f1cat1vamente Ja cantidad del metabohto ce 1nteres (Arredondo 

1991 ). Por ello las aphcac1ones comerc1ales se extendieron mas alla de la producc1on ce 

ácidos grasos, pigmentos o reactivos para diagnostico. incluyendo su cultivo para el 

tratamiento de aguas residuales y la remoc1on de metales pesados (Benemman. 1992) 

producción de pigmentos (8orow1tzka. 1988) y vitaminas (Newton. 1977). sustitutos ce 

d1esel (Nagle. 1990). etc Se pueden obtener compuestos de cahdad farmaceullca 

dependiendo del control del proceso y de la estenhdad observada durante Ja 

fermentación (Barcia y, 1993) En la figura 1 se presentan las pos1bJes apl1cac1ones 
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b1otecno1og1cas del Cultivo de m1croa1gas y su 1nterrelac1on en los diferentes procesos 

(Arredondo. 1991 > 

Tabla 11 Rend1m1ento de un cultivo ae m1croalgas comparado con el de 
otros cultivos (Arredonao. 1991) 

~---------

___ e_"_"_'._º_' __ / Bro;i~_~C::o~otal 

1 ~3 0°2° 
M1croalQ.JS"" 
Ma1z 
Belabe/ 
Tngo 
C01,,a de azúcar 

""Cultivo a CH~lo abierto 

' 1 6-.C 2 
08 

8 10 

Figura 2. Aphcac1ones b•otecnológicas del cultivo de microalgas (Arredondo. 
1991) 

FO-=>~A,;t:S 

:~~~~¡~ l 
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3.3 CULTIVO. 

El Objetivo de los cultivos de algas es producir continuamente una cantidad 

máxima de celulas a partir de un inoculo Por lo tanto. al buscar un medro morgan1co que 

pueda producir celulas con determinadas caractenst1cas. es importante saber como tas 

vanaciones en los componentes del medio de cultivo pueden afectar la cantidad y 

calidad de las celulas producidas 

Los factores que influyen soure el ambiente de las m1croalgas incluyen 

factores físicos y qu1m1cos Los factores f1s1cos, son la luz. que es la fuente de energ1a. 

y la temperatura, que se mantiene segun Jos requenm1entos del m1croorgan1smo en 

cuestión. Los factores quim1cos, son las matenas pnmas necesanas que perrruten la 

sintes1s estructural y protopfasm1ca y que se encuentran en soluc1on acuosa ( 8ur1ew. 

~976} 

3 3 1 MEDIO DE CULTIVO 

!.....as sales 1norgan1cas se deben sum1n1strar en forma de soluczon estabie 

para el buen desarrollo del m1croorgan1smo (Raymond, 1951) La mayor parte de elfa'i 

son mod1f1cac1ones de form1..:lac1ones pre1J1amente publicadas. algunas derr.,,.an de ios 

analts1s qu1m1cos efectuados al agua del hab•tat natural del m1croorgan1smo en cuestton, 

y pocas son el resul!ado de estudios detallados ce los requenmrentos nutncio:iates del 

organismo. Dentro de las recomendac1ones hechas para et desarrollo de tormulac1ones 

de medio de cultivo se encuentran las s1gu1entes 

La concentración total de sal, depende necesanamente del ongen 

ecológ1co del organismo 

La forrnulac1on debe contener en su mayor parte iones de potasio, 

magnesio. sodio. calcio. sulfato y fosfato 

La(s) fuente(s) de nitrógeno mas amphamente usada{s} son nitratos. 

amonio y urea. cuyo uso depende de su as1m1lacion por el organismo y 

el pH del medio. Se debe tomar en cuenta que el crecimiento depende 

en gran medida de la d1sponib1hdad de nitrógeno que haya en el medio. 

La fuente de carbono mas ampliamente usada es el C02 en una mezcla 

con aire del O. 1 al O, 5%, y ademas se puede emplear bicarbonato. 
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El pH del medio de cultivo generalmente es ac1do para evitar la 

prec1p1tac1ón de sales de ca1c10. magnesio y algunos elementos traza 

Para promover el crectm1ento se pueden agregar vitaminas (8orow1tzka, 

1988) 

3.3.2 EFECTO DEL pH 

El efecto del pH del medio en el que se desarrollan las mrcroalgas puede 

tener vanas repercusiones sobre sus procesos b101og1cos Las aJqas e:..- h1ben una clara 

dependencia del pH del medio de cu1t1vo y esr<'.l a1f1ere de especie a especie La 

d1stnbue1on relativa de las especies de carbono <CO:-. HCOJ co1·) en el medio. esta 

determinada por el pH como se aprecia en la frgura 2 El efecto toxico o la rnh1b1c1on de/ 

crec1m1ento que presentan algunos elementos de ra formu!acior"l ouP.den evitarse 

controlando el pH ( Burlew 197€ 1 

3 3 3 FUENTES DE CARBONO 

La ruer:o,a mas comun es el gas caroon1co pel'"O se pueden agregar 

fuentes organ1cas de cZ!rbono p<lra mantener ra srnte~1s celular completa y ::.ontinuada en 

Ja oscundad (Raymcnd. 196; ¡ Se ha demostrado que cantrdades de CO:: del O 1 al O 5 

% disueltas f'!n el medio ce cutt1110 son sut1c1entes para mantener una fotos1ntes1s 

óptima. Dependiendo del pH 1r.1c1al cel medio de cuu1vo. un burbu¡eo constante ce aire 

puede proveer CO;o libre al medio. en fa cantidad necesana para el cultJ·.,.o (8ur1ew. 

1976) 

3.3 4 FUENTES DE NITROGENO 

Entre las m1croalgas la capacidad para utilizar iones nitrato (N01·). n1tnto 

(NO;ol o amonio (NH .. ·) parece ser algo generalizado (Razclnka. 1983) Cuando se utiliza 

amonio como única fuente de nitrogeno. el pH del medio puede baJar rápidamente 

provocando efectos secundanos indeseao/es, pues se puede 1nh1b1r el crecimiento por 

las altas concentraciones de amomo Los nitratos. también pueden servir como un1ca 

fuente de mtrogeno para vanas especies de algas. pero sólo a ba¡as concentraciones. 

pues en concentracrones elevadas se inhibe el crec1m1ento Además de las sales 
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inorgánicas de n1trogeno. algunas especies pueden utilizar compuestos organ1cos como 

Unicas fuentes (Burtew, 1976> 

% 
total 
de 10 

co:.o a ce,. 

75 

50 

25 

Figura 3 Cantidad maxrma de d1ox1do de carbono oresente en el medio de 
cultivo en sus tres formas. ac1do carcon1co hbre (CO: y H:CO-:d. iones 
bicarbonato y carbonato como una func1on del pH de la 'iOluc1on e Burlew. 
1976) 

3 3.5 ILUMINACIÓN Y TEMPERATURA 

Para el cultivo de m1croalgas en el laboratono. se recomienda el uso de 

lamparas fluorescentes de luz fria pues el uso de lamparas incandescentes o luz solar 

directa. promueven un incremento en la temperatura suoenor a los 10ºC. (Borow1tzka· 

Borowitzka. 1988) La calidad del espectro de luz que ut111zan las algas para su 

fotosintes1s y dt::tsarrollo, esta def1n1da por la absorc1on de luz por las clorofilas y 

pigmentos secundanos Al escoger el tipo de 1lum1nac1on art1f1c1al. se debe considerar la 

ef1c1enCJa. Ja intensidad y la calidad del espectro que proporciona. Ademas los cambios 

en la calidad de la 1nc1denc1a luminosa puede tener un profundo efecto sobre los 

procesos metabólicos. y. en ello se basa la producc1on de vanos metabolrtos de mteres 

(Razanka. 1983). 

Se sabe que a algunas algas les puede tomar un amplio lapso de tiempo 

el adaptarse a vanac1ones en la cantidad de luz suministrada Algunas especies de algas 
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no poseen la capacidad de adaptarse a la intensidad de luz y llegan a monr rap1damente 

cuando se exponen a vanac1ones m1nimas Por lo tanto estas espoc1es no son 

recomendables para producir b1omasa (Rézanka. 1983) 

En vanas algas el desarrollo es func1on de la temperatura Cada especie 

de alga tiene una temperatura optima caractenst1ca La mayona. son organismos cuya 

temperatura de desarrollo es relativamente ba1a y ra optima es menor a 30ºC Por 10 

tanto el rendimiento ma;ii:1mo de un cultivo se oot1ene cuando la temperatura empleada es 

la óptima para la especie de alga cultivada (Cysewsk1. 1992> Ademas la temperatura 

puede tamb1en afectar el metabolismo !os requerrrn1entos nutncionales y la compos1c1on 

quim1ca de la b;cmasa <Razanka. 1983) 

3.3 6 ORGANISMOS CONTAMINANTES DEL CULTIVO 

Las tecn1cas de cultivo puro no se aplican a los r:u111vos en gran esca!n a 

cielo abierto aunque se pueden llevar a e.abo Cuando esto se requiere el desarr:::>!lo ae 

bactenas y mohos en el medio de CL:tt1vo deb'3' ser siempre menor comparado con e! del 

alga, sin embargo cuando la con1arn111ac1on por bacterias mohos protozoos y,o 

rotiferos es muy aguda. estos oueden negar a destn .. ir el c:...it11vo 1.Raymorid 19611 

3 4 METODOS DE EVALUACION DEL DESARROLLO DE LA BIOMASA 

Una vez que se inocularon los rec1p1entes de cultivo se debe !levar a cabo 

el registro del crec1m1ento para 1dent1f1car la etapa de mayor aens1dad de m1croalgas la 

cual indica el momento apropiado para cosechartas Esta etapa. tamb1en señala que el 

cultivo debe transferirse a un volumen mayor de medio de cultivo o diluirse si el 

rec1p1ente tiene volumen d1spon1ble (Pan.agua. 1994) El parametro {e g densidad 

celular. determinac1on de cJorof1la) para rnonitorear el crec1m1ento de las algas se debe 

seleccionar cuidadosamente (Raymond, 1961) En el desarrollo de las m1croalgas se 

denotan las s1gu1entes fases 

Fase de 1nducc1ón Es el penado en el cual las celulas se adaptan al medio donde 

se inocularon y en el que no hay reproducc1on Esta fase puede durar de 1 a 3 dias 

dependiendo del tamaño y estado del 1nóculo 
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Fase exponencial Una vez que las celulas se adaptaron al modio. la densidad 

de las m1croalgas aumenta en forma exponencial Esta tase puede presentarse del 

segundo al tercer d1a despues de inoculado el medio y prolongarse hasta er cuano d1a 

Fase de decllnam1ento del crec1m1en10 En esta fase que puedo durar de 1 a 2 

dias, empieza a manifestarse una d1sm1nuc1on en la velocidad de reproducc1on de ras 

células. debido a cond1c1ones desfavorables (e g d1sm1nucron en fa cantidad de luz o 

nutnm1entos) en el cultivo generadas en la fase antenor Al final de esta fase ta densidad 

del cultivo alcanza su max1mo valor y permanece estac1onana. pero en algunos casos 

puede presentarse en su lugar la fase de muerte 

Fase de muerte Al incrementarse el numero de celulas muertas, las cond1c1ones 

desfavorables. procucto da la destrucc1on celular generan el colaoso final del 1nocu10 En 

la figura 3 se muestra el patron ideal de estas fases en un cultivo por :ate {Pan1agua 

1994). 

NUmero 
de 
células 

e 

o 

Edad del culUvo (dJas) 

Figura 4 Curva do crec1m1ento idear de m1croalgas en un cultivo de 
volumen limitado. A. Fase de 1nducc16n. B Fase de crec1m1ento 
exponenQal, C. Fase estac1onana. D Fase de muerte (Pan1agua. 1994) 

Una vez calculada la densidad de m1croalgas en tiempos sucesivos. se 

pueden descnb1r las caracteristicas de crecimiento del cultivo, ut1hzando la ecuaQón 

siguiente: 
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donde· 

B,, = 81omasa (numero de celulas. peso seco. etc) al tiempo t1, 

Bto = 81omasa medida al tiempo to 

e = Base de logaritmos Milturales 

" = tasa de crec1m1ento. 

r = Intervalo de tiempo (horas. c1as) entre observaciones= t1 -to 

resolviendo para ~': 

l!}_(f}_.¿!J.,l 
t1-to 

de esta formula se puede obtener el tiempo de dup/1cac1on de ra b1omasa para un 

intervalo ae tiempo considerado 

"' 
/n(:.H HJ 111::: 

jJ ·" 

3 4 1 RENDIMIENTO 

S1 cvns1Ceramos un c:..Jrtivo la producc1on de celulas es la medida del 

rend1m1ento total. el cual se expresa como Ja cantidad de celulas produc1rjas por unidad 

de volumen o por super1•c1e t1e cultivo 

3 4.2 DENSIDAD CELULAR 

La concentrac1on celular se puede evaluar de vanas maneras El número 

celular puede obtenerse contando las ceJulas en un hematocrtómetro El volumen celular 

(m1lilltros de celula por lltro) se obtiene centnfuganao a volumen constante en tubos 

graduados una alicuota del culbvo (Raymond, 1961). El peso celular. (gramos de celulas 

por lltro) se obtiene centnfugando una allcuofa del cultivo. lavando las celulas con agua. 

pasandolas con la m1nrma cantidad de agua a un en sol tarado y desecandolas a 110° C. 

hasta peso constante Entre vanos otros metodos seme1antes a estos ( Panragua. 1989) 

3.5 SISTEMAS DE CULTIVO 

3. 5. 1 CULTIVO EN LOTE. 

En un cultivo en lote, no se remueve medio de cultivo con celulas ni se 

agregan soluciones de nutnmentos frescas durante el periodo de incubación. Esto quiere 
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decir que un cultivo en lote, puede soportar la mult1phcac1ón celular por un tiempo 

hm1tado, debido a la d1sm1nuc1on progresiva de los componentes d'3'1 medio y de la 

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

densidad celular(Raymond. 1961) 

3_5 1 1 CULTIVO EN LOTE SINCRONIZADO 

Estos cultivos se utilizan para estudiar !os patrones de crec1m1ento de las 

celutas cultivadas Los cultivos sincronizados se pueden obtener por rnducc1on de 

sincronía del ciclo de crec1m1ento. por repet1c1on do las cond1c1ones nutnmentales o 

ambientales que prevalecen. o por separac1on f1s1ca de las celulas y un subsecuente 

recult1vo de aquellas que se encuentran en el mismo estadio del ciclo celular 

3 5 2 CULTIVO CONTINUO ~SlSTEM~. ABIER"T"O~ 

Este sistema se diferencia del cultivo en lote e.., quo ol sucler.iento de 

nutnmentos se lleva a cabo de manera continua es d.c:c1r agreqando!os en la misma 

proporción en la que es retirado por lo que e! ,,,olumen del s1sterra per~ar.ece consta!"".te 

Esto. en teona. permite que el cultivo s~ mantenga en crec1m18nto e•ponenc1al =:stos 

tipos de cultivo se pueden llevar a cabo por diferentes mocos en:.re ellos 

3 5 2 1 0UIMIOSTATO 

El sistema de qu1m1ostato consiste en un reservona que contiene el medio 

de cultivo fresco. una bomba y el matraz de cultivo a volumen constante El medio de 

cultivo abandona el matraz en la misma proporc1on en la que se agrega medio fresco El 

cultivo debe de estar mezclado homogeneamente lo que se consigue con fluJO de aire. o 

por el uso de un agitador mecanice o magnet1co (Raymond. 1961) 

3.5.2.2 CULTIVO SEMICONTINUO 

Los cultivos sem1cont1nuos son un tipo de cultivo en lote el cual se diluye a 

intervalos frecuentes. La concentrac1on de b1omasa se monitorea para estimar la 

frecuenoa de dilución y el nivel de d1Juc1on {Raymond. 1 961) 
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3.5.2.3 CULTIVO EN TURBIDOSTATO 

Este tipo de cultivo depende de un monitoreo continuo de la b•omasa por 

un medio opt1co que mide la turbidez y controla la tasa de dtluc10n. manteniendo el 

cultivo a una densidad opt1ca def1rncJa En este modo de cultivo ros nutnmentos nunca 

son 11m1tantes del crec1m1ento y la luz puede llegar a seno a menos que el cultivo este 

muy d1lu1do 

3 6 APLICACIONES 

El cu1t1vo de algas es factible s1 la proaucc1on ofrece venta¡as econom1cas 

(Pan.agua. 1994) La producc1on de algas se emplea, entre otras cosas para la 

ahmentac1on del hombre de animales o para ra obtencion de sustancias orgar.1cas 

especiales (Rios. 1994) Sobre 1a agncultura ordinaria hay ·.ranas ventaias po!enc1ales 

hay un mayor rend1m1erito de Ja producc1on por nectarea cult1vvda la temporac.:i cte 

cultivo puede ser 11Jm1tada se pueden producir grandes c.ant1dade'i de pro!emas g"asas 

y v1tan11nas con el mirnmo desperdrcro de fibra cruda. por vlt1mo puede lle1,,arse a caoo uri 

mayor control posible del c:..Jttivo íBunew 1976) 

La producc1on de compuestos 1ntra y extracelulares por medi::i de 

microorganismos es un necho bien establecido actualmente Estas sustancias 

desempeñan un papel 1mponante en el ::rec1m1ento y desarrollo de las microalgas as1 

como en la cadena a11mentana y ecosistema acuat1co natural (Markow1tz. 1985) 

Dentro de las areas de aphcac1on actual de las m1cr-oalgas se encuentra de 

manera importante la producc1on de sustancias qu1m1cas naturales (.Jayasrre. 1 985) 

Actualmente existe especial 1nteres en ciertas especies de algas como fuente para la 

ot>tenc.ion mdustnal de productos de alto valor cornerc1al como gllcerol (Borowrtzka, 

1988), pigmentos (Borowrtzka-Borow1tzka. 1988) y lip1dos (Dut>ynsk1. 1978) 

Algunas algas se caractenzan por tener una elevada proporción de lip1dos. 

que puede ir del 30o/o hasta el 80'% en peso seco. dentro de los que se encuentran 

triacllgliceroles, esteroles. ceras. fosfolip1dos. ghcolip1dos e hidrocarburos entre otros 

(Arredondo, 1992). 
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Los principales pigmentos de la mayona de 1as algas son las cJorof1las 

verdes y los caroteno1des amanllos. ro¡os y anaran1ados que constituyen del O 5 al 5 ·y~ 

en peso seco de la celula (Payer. 1980¡ El p-caroteno o proviram1na A ~s un 

constituyente comun de la fracc1on caroteno1de do las algas Aunque de manera qeneral 

constituye menos del 1 ~,.,, del peso celular seco puede llegar aun a nP,1eles tales como el 

10o/o en ciertas especies (Fned. 1981) 

Las algas son una fuente importante de casi todas las v1tam1nas Se han 

llevado a caco estudios sobre el contenido de .ntaminas en m1croalgas ae agua culee 

(Dub1nsky. 1978) y en las mannas (Jayasrre 1986). y se nan encontr.ado vitaminas del 

compleJO B (8ur1ew. 1976). ac1do to11co ac1do ascorb1co. col1na. 1nos1to1. tocoferol (E) y 

ergotocoferot (Rms. 19941 ... r.tre otras 

MS1 rr:1smo. ¡..,s rn1cro.1lgas proc:ucen una gran v.'<lnedad do pr'?ductos de 

reserva (ilfm1dOn, cnsolam1nann3 p_aramrlon. g!ucogeno) y reguladores del crec1m1e;ito 

(glicorol, man1tol. !:Orb1tol) Les c.arton1cratos cons~1tuyen una fuente pctenc1a1 :::amo 

sustratos importantes para tas tern1e~tac1ones m1c:-ob1anas y en el area de alimentos 

(6orow1~ka-aorow1tz.ka. 1988) 

Actualn1ente. existe la tendencia de llevar a cabo el anal1s;s qu1m1co de las 

m1croalgas por Cromatograf1a de uqucdos de Alta Reso1uc1on (CLAR) y por 

Cromatograf1a de Gases (CG¡ como tecrncas estandar. dada su sens1b1lldad y 

espee&f1odad, para la determ1nac1on cualitativa y cuant1tat1va de vitaminas. clorofilas, 

lip1dos y carcoh1dratos Los grandes avances de la tecnolog1a en cuanto a columnas 

equipo y detectores. hacen que estas tecmcas sean las de e1ecc1on para el desarrollo de 

metodos de referencia CR1os. 1994) 

3 7 EL GENERO SCENEDESMUS 

Algunos miembros de la fam1ha Scenedesmaceae han sido ob¡eto de 

estudio en campos muy diversos. e g producoón de b•omasa para al1mentac1on humana 

(Payer. 1980). producc1on de metabolltos de interés para la industna ahmentana. 

farmacéutica y cosmet1ca (hormonas (Bur1ew, 1976). ac1dos grasos, carboh1dratos) y 

sobre todo en el campo de la contammac1on ambiental b1oind1cadores (Round, 1981 ). 
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y remoción de metales pesados (Travieso. 1996)) 

El género Scenedesmus pertenece a la fam1ha Scenedesmaceae. d1v1s1on 

Chlorophycophyta (R1chmond. 1986) Existen por acuerdo dos subgeneros. 

d1ferenc1andose las especies espinosas (subgenero Desmodesmus) y las no espinosas 

{subgénero Scenedesmus) (Borow1tzka-Borow1tzka. 1988) Las especies de este genero. 

se encuentran ampliamente d1stnbu1das en agua dulce y el humus \R1chmond. 1986) 

Las celulas del genero Scenedesmus son unicelulares de forma c1lindnca. 

con tenn1nac1ones redondeadas o agudas, se agrupan lateralmente en paquetes de 4 a 

B m1emoros y raramente de 16 Algunas especies poseen organelos esoec1ales para 

provocar f\otac1on (R1chmond 1986) En ta figura 4 se aprecia un d1bLJJO de celulas de 

Scenedesmus cepa 03 

En el genero :Sc'3'nedesmus. las d,ferenc1as f1s.olog•cas son pequeñas en 

la taola 111 se resumen las caractenst1cas b1oau·m1cas y fis1c1og1cas ':le 7 especies 

diferentes de Scene-desmus 

La presencia de la enzima !'11drogenasa permite supoí"ler que tocos tos 

m1emt>r.:is del genero Scened'9Smus spp son capaces. en presencia de 

luz.. de liberar H:- a bajas presiones parciales de 0~ e H~ y recuc1r CO~ con 

Hz y H=S o donadores de h1drogeno organ1cos En la oscundad pueden 

producir H: y CO; a expensas de sustancias organ1cas oxidando H:- con 

02. y/o por el empleo de H: para la reduccion de rntntos o nitratos 

La dehc1enc1a al suministrar n1trogeno fosforo o fierro. en el medio de 

cultivo puede inducir la formac1on de caroteno1des secundanos 

(astaxant1na. cantaxant1na) 

La llcuefacc16n de la gelatina indica la ilberac1on de proteasas 

extracelulares. 

La h1drolis1s de alm1don muestra la ht>erac1on potencial de am1lasas 

extracelulares 

La tolerancia al ac1do. medida baJO cond1c1ones estandar de Kessler. es 

relativamente baJa. 
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La escasa tolerancia a las sales minerales confirma que las cepas de 

Scenedesmus son organismos de agua dulce 

Figura 5 Dibujo de celulas oe S ob/lquus 03 (Burtew. 1976) 

En las diferentes cepas, la respuesta al estres térmico no es uniforme. lo 

que se atnbuye a la especificidad de familia y no constituye un entena para la 

d1ferenciao6n de las especies 

Las cepas del subgenero Scenedesmus poseen paredes celulares 

mutblamanares La pared 1ntenor contiene celulosa embebida en una matnz de 

tiemicelulOsa. mientras que la pared extenor. esta formada por compuestos de 

degradaoon del pollterpeno, esporopolernna En la figura 6 se aprecia el modelo 

propuesto para la pared celular de S max1mus. 

La propagao6n de las células de Scenec!esmus se lleva a cabo por 

cenobios, aunque tamb1en se da la reproducción por gametos b1flagelados (e.g. S. 

ob/iquus). Antes de que se lleve a cabo la liberación celular. la capa más interna de 

celulosa se disuelve. El compuesto sintetizado inicialmente por la célula hija es el de la 

capa de esporopolenina. simultáneamente a la producción de la capa de celulosa que 
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Tabla 111 Caracterist1cas b10Qu1m1cas y f1s1olog1cas de 7 esoec1es de 
Scenedesmus (R1chmond. 1986) 

2 3 .. 6 7 8 
S commums Hegew 5 O O 52 1 
S komarekJi {Hegew) 4 O 54 1 
S. annatus Chod 5 o 55 2 
S armatus vars 5 5 1 55 4 
S acut1form1s vars 4 O O 55 2 
S. ob/iquus Scl1ród +(-)• 4 O 1 58 16 
S bicel/u/ans (Turp) Kútz ____ _____:__ __ ~- 61 1 

1. actividad h1drogenas.a. 2 caroteno•des secundanos. 3 11cueracaon de la gelatina. 4 
HtdíOhs.is de alm1aón; S Tolerancia al medio ac,ao a un llmrte de pH. 8 Tolerancia a las 
sales (porcentaje de cloruro de sodio). 7 Compos1aOn ae bases Cle AON (% G•C). y l!I 
NUmero de cepas estud1aaas 
a Esta propiedad no se ob"!>erva en algunos casos 

comienza antes de fa l1berac1on de las celulas h11as Con la ruptura de la capa rerr.anente 

de esporopoienina de !a colu/a madre. 1a conob1a n1;D "Se l1ber.3 L·~ego. comienza .a fase 

de crecim1ento. en donde se ong:csa Ja capa ce celulosa E:I ,.:ido completo dura 24 

horas o menos en cond1c.cnes ae lat>oratono m1on~ras qt...e on cond1c1ones menes 

favorables puedo durar has~a 48 hora$ o mds 1 Borow1tzi.:a.Scrc\Nltzka 19881 Este 

proceso se descnbe en la frgura 6 

Figura 6 Modelo propuesto de la pared celular de S. max1mus. CI capa de 
celulosa; ts capa de esporopolenina tnlam1nar, os. capa superficial de 
esporopolenina con una estf\Jctura neta; P. soportes En el centro se 
encuentra una sección (apertura apical) en cuya base hay protuberanCJas. 
de las cuales emergen grupos de estructuras de naturaleza proteica (30~ 
100µ.m de longitud) (BoroWltzka-Sorowttzka, 1988). 
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Figura 7 Ciclo reproductor de Scenedesmus sp. Las colonias !Ovenes 
crecon (a) durante Ja fase de adaptac1on cuando nan madi..;rado <bL cada 
protootasto se C1v1de en dos La nue ... a colonia ccl se libera de •a ce1u1a 
madre (d) Rap1Camenre ta5 ce•ulas madre nan hberndo 4 co 1 ~r-.1as 

celulares La cared celLl<Jr :::o las colonias madre so m.:1n•1eno en ellds i~) 
{R1chmond, 1986) 

3 6. 1 RE:CUERiMIENTOS NUiRITIVOG Y MEDIO CE Ct.:L Tl\/O 

Scenedemus ot:>llquus es un organismo que crece sin Dtcb!err.as en casi 

cualquier medio mineral para m1croaigas de agua dulce En !a tabla IV se enllstan 

distintas formulaciones recomendadas para Scenedesmus sp . las cuales se pueden 

utilizar también para otras especies 

Debido a la baja concentración de N y P. el medio de Bourrelly restnnge la 

produco6n de b1omasa a cantidades menores a O 1g de b1omasa seca por htro en 

cultivos en lote. El medro NS es representativo de una solución mineral convenoonal 

disefsada para cultJvos en lote La concentraetón de algunos de los macroelementos es 

musualmente alta. Esto provoca una pérdida de las capaodades celulares para expresar 

su potencial morfogenet1co en el sentido clásico del polimorfismo. sino que puede 

implicar también una red'ucoon en el crec1m1ento. pero un incremento en la acumulacion 

de substancias organicas extracelulares {BoíOW1tzka-BoroW1tzka. 1988). 
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Tabl• IV Forrnulac1ones de medios de cultivo salinos recomendados para 
crecimiento de ScenecJesmu3 (Borow1tzka·Borow1tzka. 1988) 

E10mento!> Bowrelly Br1!>tol rnod N8 Gons 1 f;J77 Finqemun Lusse 1985 
a les 

KNOl 200 1000 
NaNOJ (250) 
Urea 88 3 100 
CaCI: 43 
CaCl~·2H~O 25 10 
Ca(N01b 4H_·O 30 
Na:HPO, 12H_·O 260 
NaHCOJ 
Na_-co, 20 
Na acetato JH;O 
NaCI 25 
KCI 25 
KHCO, 
K:HPO,. 40 75 SO 
K:HPO, 3H_-O 
KH.PO, 175 740 
MgSO. 7H.0 30 75 50 50 
NH.,CI 
Ft...~J, 6H:O 1 S 
FeEDTA 10 10 
Na,EDTA 1 4 
NH-.. Fe(SO,.h 12H;O 5 
H.-S0 .. \0.2M.fTll °) 1 
~~tracto ae s.o;·..t mili} ! ; ~ 

6 3 6 1 

a Ingredientes on mg'ml e.lCCepto aonde se rnuestra 

3 7.2 CULTIVO MASIVO DE Scenedesmus sp 

10 

2487 

76 

50 
400 

10 

70 

24 

38 

38 
34 

0.7 
64 

05 

1.9 

Uno de los cultivos a cielo abierto de Scenedesmus mas exitosos se 

practicó en PerU. Este se llevó a cabo con una cepa de S acutus var altemans Nr 276-

3a en una planta piloto en Casa Grande, localizada en TruJillo (R1chmond. 1986) 

La planta piloto esta equipada con vanos estanques que en total cubren 

un área de 100 m 2 agitadas por paletas circulares. Las algas se cosecharon por 

centnfugación contmua en un desecador de tamt>or (Richmond, 1986) 

En esta planta se llevaron a cabo estudios acerca de la influencia de 

factores como inc1denc1a de luz y temperatura sobre el crecimiento del cultivo Se 

observó que en invierno deciinaba la produccion de Scenedesmus lo que se asocio 

inicialmente a Ja d1smínución en la temperatura. aunque el dacremen10 en el nUmero de 
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horas de luz deb16 haber ejercido 1amb1en un efecto negativo sobre este Las 

cantidades de b1omasa producidas en los meses de verano. indicaron que baJO ciertas 

condic1ones. se obtenian nasla 25 g;m.:ldia que es equivalente a aproximadamente 90 

tons de b1omasa seca por año. con un contenido de 50 ~'., de proteina por hoctarea por 

afio (R1chmond. 1986) 

3.7.3 COMPOSICION QUIMICA 

La b1omasa seca de Scenedesmus producida al aire libre tiene un 

contenido de proteina cruda del 50-56% En ra tabla V S-:! muestra la compos1c1on 

quim1ca de S obl1quus reportada por diferentes autores El patron de ammoac1dos en 

Scenedesmus SAG 276-3a le confiere un valor protetco elevado. el cual es muy 

favorable para la nutnc1on del hc..mbre y animales monogastncos 

Tamb1en se han enco'1tra·~o const.m ... yentes menorf.::'s en la compos1c1on 

quim1ca de Scenedesmus. en Bulg:ina st:: detecto ta presencia dtt n1drocarburos volatlles. 

que son de 1nteres comeraal en la ,n<!us-tna coc;,r..et1ca Ademas de ri-pa;af1nas (de n

dodecano a n-oc!ocosano). alcoholes de cadena larga (n-decanol a n-tetr<Jcosano1) 

famesol, alcohol fenllet1hco. monoterpenos. u- y p-p1neno lunoneno entre mucrios otros 

compuAstos que se han aislado e 1dent<t1cado Se ha reportado tamb1en la presencia de 

los monosacandos: manosa. galactosa. glucosa x1losa. rnamnosa. arab1nosa y acido 

galacturon1co en h1drohzados de S ot:;tiquus 

El contenido de acidos grasos totales en Sceneaesmus es del 5 q~ de la 

masa seca. de los cuales del 70-SOo/o corresponden a ac1dos grasos msaturados o 

pcl11nsaturados. Como en las plantas supenores. Sceneaesmus produce terpeno1des 

incluyendo sesqu1terpenos. los cuales constituyen del 1-5 o/o de la b1omasa seca. Los 

esteroles mayores que se encuentran en S obllquus son Ponferasterol, ergost-5-enol y 

clionasterol. 
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Tabla V Compos1C1ón quim1ca de Scenedesmus obllquus producido 
independientemente por Ca1ro. Donmund y Mysore (Borow1tzka-Borow1tzka. 
1988). 

A Compos1c10n 'º'ª' (% Cairo Dortmund Mysore 
seca) 
Prote1na cruaa 50-54 50-56 45-55 
Up1dos 7-9 12-14 8-12 
Carboh1dra1os '1-15 10-17 10-15 
Fibra cruda 7-13 3-TO 5-12 
Cenizas 6-16 6-10 6-12 
Humedad 5-6 4-8 5-10 

B. Resutrados de anahs1s para cienos compuestos 
1 Ca1ro Dortmund My-;ore 

N rotal 

1 

83 8 5 83 
N rotal no proteico nd nd 1 05 
Lisma d1spon1b/e nd nd 3 66 
RNA nd 2-• • 40 
DNA nd 1-2 1 60 
Cal cm nd 02 o as 
Fosforo nd 1 9 1 ')0 
Sodio na o 03 o 04 
Magnesio 

1 
na 05 O JO 

Hierro na 03 o ~o 
Potasio "" 1 o 1 02 

e V1tam1na .. ,'m91K9 b1omasa seca1 Cairo Donmund Mvs..:>re 
T1am1na na 17 82 
R1boflav1na "" •O 36 6 
Clortl1drato de pindoxma "" "ª 2 5 
Cobalam1na nd 04 o 44 
B1011na nd 02 02 
b-Caroteno n<J 1000 230 
Ac1do íól1co n<l n<l 0.7 
Ac1do nicoHmco "" 120 120 
d-Ca-panrorenaro n<l 15 16 5 
Acido aseórb1co nd "" 20 
Tocoterol "" 140 "" 
3.8 LAS ALGAS Y LOS COSMETICOS. 

En lo referente al uso de algas y m1croalgas en cosmetologia se 

mencionan vanos puntos, pues han sido propuestas para estos fines vanas de las 

familias hasta hoy estudradas (Nowak. 1985). En los reportes b1bllográf1cos encontrados, 

se menciona que ambas se han planteado para ra producción de químicos finos 

(colorantes (Payer, 1980), ácidos grasos (DeRoeck, 1993; Prato. 1985). glicerol. 

vitaminas hposolubles (A. o y E) (Yrh, 1992, ServeJ. 1994)). así como para Ja producoón 
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de excipientes (Markow1tz. 1985, Parson. 1961) en la preparación de geles 

(Morck, 1991 ). lociones humectantes y shampaos (De Gouvea. 1980) 

3.8.1 EL EFECTO COSMETICO DE LOS EXTRACTOS DE MICROALGAS 

El efecto cosmét1co que presentan los extractos de algunas algas se 

atribuye a la presencia de grandes cantidades de azúcares raros (man1tol. 

arabinosa). aminoácidos. v1tam1nas, elementos traza. sales minerales, etc Estos 

extractos. se utilizan en preparaciones cosméticas como agentes humectantes ya 

que contienen comple1os de pol1sacándos-am1noéc1dos. que actuan como 

espon1as b1ológ1cas. Las membranas mucilaginosas de ácido algin1co. proveen un 

efecto protector. En preparaciones ant1seborre1cas y preparados contra el acné. 

se emplean ex:ractos de alg.::is por el efecto germ1c1da y astringente que 

presentan algunas de ellas Además. con las algas se pueden obtener efectos 

antiedad por la reh1dratac1ón. el efecto reaf1rmante y la tornf1cac1ón que 

promueven sobre la piel. Por ultimo. también se menciona que !os extractos de 

algas ejercen buenos resultados contra fa obesidad y la celullt1s (Nowak. 1925) 

3.9 COSMETICOS UNA BREVE HISTORIA. 

Los cosméticos. han sustentado su desarrollo en la necesidad de la 

población por tener un buen aspecto (Munyan. 1991) Durante los últimos años el 

mercado cosmético ha venido ca1nb1ando debido a las exigencias del consumidor 

que ha puesto su preferencia en Jos productos naturales (Chávez, 1995) De 

éstos, los extractos vegetales son los más cod1c1ados por su segundad. ef1cac1a y 

rendimiento Sin embargo. su ut1hzac1ón ha sido empinca y su uso se tia 

transmitido sólo de generación en generación. A pesar de que a últimas feci1as el 

entusiasmo por ciertos productos se ha perdido. (e.g sábila. 1ojoba). el interés en 

nuevos productos naturales para la preparación de formuJac1ones con fines 

cosméticos se ha incrementado (Lueng, 1989). 
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Durante el renac1m1ento. Florencia. Milán y Roma se conv1rt1eron en 

las capitales del arte y la moda e 1ntrodu¡eron los conceptos clásicos de los 

nuevos estándares de la perfumería y cosmética de la época Lucrec1a Borg1a y 

Catalina de Med1c1s. 1mpus1eron como moda el uso de emplastes para combatir 

las arrugas. el uso del polveado para acentuar la palidez. y el uso de perfumes 

entre otras cosas Asi mismo la reina Ana de Austria usó cremas preparadas de 

aceites 1mponados como vainilla. cacao y pasta de almendras. para aclarar Ja 

piel En esta época. la cosmética se d1vorc1ó de la farmacia para convenirse en un 

arte y algunas de las pócimas con fines cosméticos de este periodo fueron 

desarrolladas por alqu1m1stas. como Gu1seppe Balsamo y Saint Germa1n que 

clamaban haber encontrado el secreto de la eterna ¡uventud <Spell1os. 1984"1 

La perfumeria empezó a tener auge a onnc101os rjel s1gto XII gracias 

al rey Carlos V En este perrada se .-:imentaron las bases de la peñumeria. por 

primera vez en Europa se establecieron los granees plant1os de rosas y flores 

para comerc1allzar!os despues como aceites es~nc1ales y ios ace1tes tropicales 

importados de Martinica se empezaron a usar ampliamente como fraganc1as 

(Spei11os, 1984). 

En Francia los cosmet1cos para hombres y muJeres. encontraron 

terreno fértil durante el reinado de Enrrque 111 y durante el reinado de Luis XIV. la 

moda francesa halló su punto máximo Paris y la Corte de Versalles se 

convirtieron en el centro de la moda en cuanto a vestidos. cosméticos. perfumería. 

costumbres y moral se refiere. Su m.3x1ma aportación fue el uso de pelucas. tanto 

en hombres como en mu1eres. lo que a su vez tra10 consigo el desarrollo del polvo 

cosmético. Probablemente el primero y más utilizado fue el denominado ~polvo 

violeta'". preparado con flores de iris y polvo peñumado Otro polvo creado 

durante el periodo barroco. fue el preparado con arroz. el cual se hervía en agua. 
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se secaba al sol y se molía hasta obtener una polvo muy fino que se coloreaba y 

se tenia de rosa (Spellios. 1984). 

En el afao de 1700 el uso de perfumes se acentuó para cubnr 

principalmente los malos olores de la gente que no se aseaba (Spellios, May 

198"4). De entre los aceites esenciales más utilizados para perfumarse. se 

encuentran el aceite de rosas. limón, violeta. iazmin. cítricos, bergamota, almizcle 

Costumbres que luego de la sucesión del rey no cambiaron (Spellios. Oec.1964) 

Por su parte las naciones indias americanas desarrollaron una sene 

de elementos decorativos y agentes protectores de la piel. En la preparación de 

los elementos decara~ivos para la piel los 1nd1os se apoyaron pnnc1palmente en 

colorantes extraídas de frutas. ballas o productos de ongen mineral. Estos. casi 

siempre se aplicaban con fines ceremoniales. lo que se llamó "la pintura 

guerrera'"; combinada con penachos y otros aditamentos hoy denominados 

alhajas. Los indios Pwanis. Sioux, Comanche y Araphoe de ;a Gran Plan1c1e 

americana. aplicaban grasas animales sobre su piel para protegerla de los frias 

extremos. lo que fue aprovechado postenormente para desarrollar lo que 

actualmente conocemos como base para maqu1lla1e Irónicamente. estos 

aditamentos eran aplicados más comúnmente en los hombres que en las mu1eres 

También se menciona que en las praderas y los puertos, las mu1eres 

desarrollaron una preparación cosmética elaborada con carbón en polvo, raiz de 

betabel, y jugo de pétalos de rosa para colorear los labios u alotes para proteger 

la piel del rostro contra la resequedad provocada por el viento(Spellios. Die 

1984). 

En 1900 el óxido de zinc comenzó a utilizarse como base para 

polvos y ya se había adoptado para las formulaciones de talcos. En ta década de 

los so~s en los Estados Unidos se inició el uso de aceite de macassar y grasa de 

oso como fijador para al cabello (Spellios, Dec. 1984). 
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EJ floreciente colon1al1smo bntárnco espa~ol. portugués. holandés. 

alemán, belga, francés, e incluso 1ta/lano sobre América y Asia durante el siglo 

XJX, prop1c1ó la introducc16n de numerosas fragancras y otros materiales a Ja 

cultura occidental. los perfumaros franceses comenzaron a utilizar aceites de 

mimosa. clavo. ylang·ylang, canela. sándalo. pachouli. canana. p1m1enta y 

almizcle Estos üllimos. fueron los primeros f11adores empleados en perfumería 

aún a pesar de su fuerte olor (Spell1os. Dec 1984) 

Occidente ha demostrado un creciente interés por los cosméticos 

orientales. esto se debe probablemente al empleo de materias primas animales. 

vegetales y minerales para su pre:;iarac1ón En este aspecto China es un.:i de las 

pocas cultura5 que t1&ne me1or documentada esta parte de sus trad1c1ones. pues 

existen documentos en los que se describen preparados dermatologiccs que 

datan del siglo xr a C . algunas de las cuales siguen usandose. En ger.eral. se 

puede decir que fa mayor pana de las formulaciones. que en occidente se 

conocen como cosmet1cas. en la tradición oriental tienen una connotacrón 

farmacéutica. La ultima encuesta realizada en China permitió estimar que se 

encuentran en uso al menos 5000 hierbas simples y posiblemente 1 00 000 

formulaciones en las que se ut1J1zan al menos dos fármacos natura/es para el 

tratamiento de enfermedades (Lueng. 1989) 

En un periodo de aproximadamente 35 años. de 1945 a 1980. Jos 

cosméticos y sobre todo los enfocados al tratamiento de la piel e.xh1b1eron una 

marcada expansión int1mamente ligada al crecimiento de Ja población (Katz y 

Hotch. 1986). El reemplazo de los prrnc1p1os activos quimicamente s1ntet1zados. 

por los biológicos es una de las Ultimas tendencias de Ja industria cosmética 

(Munyan, Sept. 1991 ). Así mismo y a Ja par de esta tendencia. se encuentra 

aquélla en fa que al consumidor se le ofrecen productos como denvados de la 
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tecnología actual, entre los que se encuentran los productos con m1crocápsutas. 

liposomas. parches transdérm1cos etc 

3. 10 LA LIBERACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS 

En la industria farmacéutica. se han aplicado un gran numero de 

polímeros que se emplean como acarreadores de activos. y que a su vez han 

encontrado un sinnúmero de usos en la 1ndustna cosmética Se pueden 

mencionar, entre otros polimeros s1ntet1cos. ltposomas m1crocápsulas o 

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. 1994} 

Los efectos de un farmaco o de un cosmetico en el organismo son el 

resultado de la acción de éste sobre la super11c1e o el serio de celulas u órganos 

blanco (Juliano. 1980) Por !o tanto. ta l.bera~1on del c::ismét1co y su subsec:...Jente 

absorción esta 1nfl..;enc1ada por las propiedades fis1coquim1cas del activo y del 

sistema de l1berac1ón. asi como de las características f1s1olog1cas y f1s1coquim1cas 

del sistema b1ológ1co (Mart1n. 1983) 

En los sistemas tradicionales de adm1n1strac1ón de pnnc1p1os 

activos. se observan fluctuaciones de concentración (Chien 1982}. las cuales. 

inicialmente exceden Jos niveles terapéuticos recomendables y luego declinan 

gradualmente hasta niveles no terapéuticos (Juliano. 1980). La magnitud de estas 

fluctuaciones depende de los rangos de absorción, d1stnbuc1ón. ellm1nac1ón e 

intervalos de dos1ficac1ón (Chien, 1982) 

En un sistema de liberación prolongado. la hberac1ón del activo se 

lleva a cabo durante un tiempo prolongado. mientras que un sistema de liberación 

sostenido involucra además de ello, reproducib1lidad y pred1ct1bilidad en la 

cinética de liberación (Chien, 1982). Por ello no se observan fluctuaciones de 
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concentración del princ1p10 activo en el medio, como se muestra en la figura 8. 

Dentro de los factores flsicoquimicos que se deben de tomar en cuenta en un 

sistema de liberación de acción controlada o sostenida se encuentran Ja 

concentrac16n del fármaco, la solub1lldad, tamaf¡o molecular, forma cnstalina, 

unión a proteínas y pKa Además, la l1berac16n del pnncipio activo a través de un 

sistema de liberación involucra factores como d1fus16n y d1soluc16n (Mart1n, 1983) 

e 

Figura 8 Perfiles de concentraoón de activo para sistemas 
convencionales de hberaoón. 1. sistema de hberaet6n controlado de orden 
cero. 2. Sistema de liberaoón sostenida 3 Sistema convencional (tableta 
o cápsula) (Chien, 1962). 

3.11 DEFINICION DEL PROCESO DE DIFUSION: 

La ds1fusión se define como el proceso de transferencia de masa de 

moléculas individuales de una sustancia, donadas por un movimiendoto al azar y 

asociado a un gradiente de concentración. 

3.11.1 PRIMERA LEY DE FICK SOBRE DIFUSION: 

El flujo J, se define como la cantidad de materia M, que pasa a 

trav•s de una unidad de área de barrera, S. en una unidad de tiempo: 
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d.\/ 
.1 ~ -¡,.:;¡¡ ( 1 ) 

El cual. es proporoonal al gradiente de concentraoon que se esta llevando a cabo: 

de· 
.I - ··''-;¡; (2) 

La constante de d1fus1on. D. no se mantJene constante pues puede 

cambiar en concentrac1ones altas ademas. puede vanar con la temperatura. pres1on. 

propiedades de los solventes y la naturaleza química det soluto d1fund1do (Bumette. 

1987). 

3 11 2 SEGUNDA LEY DE FtCK SOBRE DIFUSION 

La ecuac1on do transporte de masa que define el cambio da concentracion 

con respecto al tiempo ?.n un lugar defu11CJ0 se conoce como la segunda ley de F1ck La 

concentrac1on del salute difusor en et solvente cambia con et tiempo .\C/.\t, como el flUJO 

o !a cantidad d1fund1da cambia con respecto a la distancia .'..J1_\x en la d1recc1ón x o 

,·i .. (. ,} •. / 

d•t ,'i• y 
(3) 

D1ferenc1ando la ecuac16n de la pnmera ley de F1ck (2) con respecto a x se obtiene: 

---- ::-· ------;-..,., ,;. " (4) 

Sustituyendo dC/dt de la ecuación (3) en ~4), se obtiene la ecuac1on de la segunda ley de 

F1ck: 

(5) 

La segunda ley de Fick menciona que el camt>10 de concentrao6n con respecto al tiempo 

en una región 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 eQu1hOr10 en la ecuac1on 5 y tomando en 

cuenta que un soluto difusor está disuelto en el solvente del lado 1zqu1erdo en la figura 9. 

y solvente puro en el lado derectio. dicho soluto comenzara a d1fund1r tlaCla el lado 

derecho En expenmentos de d1fus1ón, ta soluciOn en el compart1m1ento receptor se 

remueve constantemente y se agrega solvente fresco para mantener la concentraC1ón al 

más baJO nivel Estas condiciones son conoc.das como condiciones ·sink·. en donde el 

compartimiento de la izquierda es la fuente que sum1n1stra el soluto y el de la derecha el 

lugar donde se lleva a cabo la d1luoón Cuando el sistema se na mantentdo el tJempo 

suf1CJente. las concentraoones de soluto difusor se mantJenen constantes en ambos 

lados del sistema respecto al tiempo {Bumette. 1987) 

Solución 1 So1~c1on 2 

Figura 9. Figura descriptiva de una celda para experimentos de 
difusión. M membrana. S Agrtadores (Bumette. 1967) 

Continuando con la deducción. con cada corte d1fusional perpendicular a 

la dirección de flujo, el rango en el cambio de concentraoones. dC/dt, será cero, y por la 

segunda ley: 

d<" = Dd'<" =O (6) 
dt d:r: 

en donde C es la concentraoón del perTTieante en la barrera expresado en masa/cm 3 La 

ecuación 6 muestra que cuando o no es igual a cero, la segunda denvada de C respecto 

a :e es igual a cero por lo tanto no hay cambio en dC/dx. Lo que quiere decir que el 

gradiente de concentraCJón a través de la membrana (dC/dx) es constante. es decir, hay 

una relación lineal entre la concentraCJón. C. y la distancia x (Bumette, 1987) 
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Ahora considerando que existe una area de contacto. S. v un grosor. h. Y 

que las concentraciones en el lado 1zqu1erdo y el derecho son diferentes. C, Y Cz 

respectivamente. la ecuac1on de la primera ley de F1ck se escnbe asi 

(' - <'. 
./ />-------· ,, (7) 

en donde (C1 -C:)/h aproxima dC/dx 

Las concentraciones C1 y C2 se pueden reemplazar por el coeficiente de 

partición mult1phcado por la concentrac1on Cd del lado del donador o Cr en el lado 

receptor como sigue El coeficiente de part.1c1on, K esta dado por· 

,- (8) 

por 10 tanto· 

d\/ / J.'•IA"1 < •. - <. ) 

dt " 
(9a) 

y si las cond1c1ones ·s1nk. .. se mantienen en el compart.1m1ento receptor . Cr.=:O. 

en donde· 

,L\I 

"' 
l>Sh<. 

1 ,, }'.'··:( ·., (9b) 

(10) 

Cuando no es posible determinar D. K o h 1ndepend1entemente pero si 

medir la perrneac.i6n de la barrera. el area de la superf1c1e ($), la concentrac1on en la 

fase de donao6n (Cd) y el monto de permeante (M) en el receptor Ms1nk'" se puede 

obtener P de la pendiente del gráfico hneal M vs t. 

(12a) 

manteniendo Cd constante respecto al tiempo. S1 Cd cambia apreciablemente con el 

tiempo, se obtiene que Cd=MdNd, la concentrac10n del soluto en la fase donadora 
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d1v1d1do por el volumen de la fase donadora. y posteriormente Obtener P desde la 

pendiente del graf1co de log Cd vs t. entonces· 

l~'S' ·, t O) 
l'.\'t 

(12b) 
~ 3031 ·, 

el flu10 J de la ecuac1on 7 es ahora proporcional al gradiente de act1v1dad termod1nam1ca 

més que al de concentrac1on (8urnerte. 1987) 

3 11 3 MODELOS MATEMATICOS PROPUESTOS POR HIGUCHJ Y PEPPAS PARA EL 
ESTUDIO DE LA LIBERACION DE ACTIVOS 

Para poder explicar el proceso de llberaoon de '°s farmacos contenidos 

en matnces pohmencas. Peppas desarrollo una ecuac1on sem1empínca. la cual tienen 

gran aplic.aci~n en el ana11s1s do los sistemas de hberac1on contro~ada o;1empre y cuando 

S'3 con:serven cond1CJones ·o;1r.i...·· durante el procese 1Peppas. 19851 La ecwac1on de 

Peppas se def:ne como 

.\ lt \f(T1 ,, .. 

en donde. 

Mt ==Cantidad liberada a Lm tiempo t 

Mm"' Cantidad liberada al tiempo f.nal. 

Mt/Mw = Fracoon de liberada act1 ... ·o. 

A-= Constante que involucra las caractensucas estructurales y geométncas 

de ra matnz de hberaoón. 

n = Indica el mecanismo de l1beraclán del farmaco 

Asi mismo. HrguC111 (Higuch1, 1963) estudió la velocidad de liberación de 

activos dispersos en una matnz inene Este modelo supone que pnmero se disolvera la 

capa más superficial el activo al entrar en contacto con et medio de d1solucion y 

postenormente empezara a agotarse la s1gu1ente capa, que pasara al medio por 

disolucaón y difusión a traves de la matnz; de esta manera. la interfase entre la reg1on 

que contienen al activo disuelto y la que contiene al activo disperso. se desplazará haeta 

el interior como un frente. Tambien supone que la h1drataoon relativa se vera dism1nu1da. 
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cuando el grosor de la capa de penetración aumente. ahora bien. s1 la veloc.idad de 

hidratación de la matnz. es menor que la de d1soluc1on del activo conten1ao. la hberac1on 

obedecerá al modelo de la ra1z cuadrada de H1guch1 Esta ecuac1on se puede emplear s1 

El farmaco se encuentra d1stnbu1do homogeneamente en la base, 

Durante la hberac1on se manuene un estado pseudoestable. 

El coef1c1ente de d1fus1on permanece constante. 

Durante todo el tiempo se mantienen condiciones ··sink ·. 

No ocurren 1nteracc1ones entre el activo y ra matnz 

Las part1culas del activo presenten un d1ametro mas pequeño que la 

d1stanc1a media de d1fus1on. 

Solamente pueda difundir el activo por ta matriz y no otros componentes 

del vehiculo. y. 

Una · .. e~ r...1~'9 el farmaco a1car.c..e la parte mas supert1c1ar :1e la matnz.. sea 

removido fac1lmente. es decir que ra ccncentrac1on d~ act1•Jo en 13 

interfase sea igual a cero 

P~ra poder determinar la cantidad de act:vo que se. libera en una pelicula 

H1guch1 (H1guch1, 1962 H1guch1, 1963) deau¡o una ecuación en la cual el act:vo al 1n1c10 

debe encontrarse un1forniemente d1suo1to. con ello se tiene que 

Q:::::: ,,,, 

en donde: 

Q = Cantidad de activo liberado por unidad de área e;..:puesta. 

m = Cantidad de activo liberado. 

a = unidad de área expuesta. 

t = Raíz cuadrada del tiempo transcumdo después de la aphcaciOn. 
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3 12 PLATAFORMAS DE LIBERACION DE PRINCIPIOS ACTIVOS EMPLEADOS 

EN FARMACIA Y QUIMICA COSMETICA 

Son cientos los sistemas que hasta hoy han tenido auge dentro de la 

1ndustna farmaceut1ca y cosmetica para la llberac1on do activos de manera prolongada. 

por lo tanto, a manera de e1emplo. por ser los que nH·1s nos interesar.. aqu1 soto 

hablaremos de algunos de ellos. sobre como actúan de que HSlan preparados y algunos 

de sus usos 

3. 12 1 MICROCAPSUL.AS Y NANOPARTICULAS 

Dada la necesidad de e11m1nar picos y valles de b1od1spornb1l1dad de 

pnnap1os activos como emolientes. humectantes. ·.¡1tam1nas y protectores solares 

productos cosrl""eticos se emplearon las r.::inopart1cu1as ¡,.'\orutyn 1'.}92) 

Las m1crosapsulas sen solidos coto1dalc!'> <1e ur. tamaño qua va de 1 a 

1000 nm ( 1 urn1 Estan h~cnas de mate'"1a rnac.romolecwar ¡po11n~eros1 y pu~den ser 

utl1ze:tdas terapeut1camente .:ior s1 mismas como adyuvantes en ·,1acunas o como 

acarre;:¡dores da pnnc1p1os C:jCttvos donde os te se disuelve. encapsula o .30$orbe 1 Lc ... v1s. 

1992). 

Entre sus =aractenst1cas mas 1mponantes podernos mencionar que 

Los sistemas pollmencos de llberac1on controlada estan diseñados 

selecoonando monomeros espec1f1cos lo que les da como 

caractensbc.a principal el poder de absorber. y consecuentemente 

liberar actlvos de un modo controlado. aprovechando las 

caracteristtcas frs1co-qu1rn1cas del lugar donde se depositan. así 

como las caractensticas del activo en si (Katz y Hoteh, 1986} 

Todos los polímeros con los que están fabncadas las m1croesteras 

son inertes lo que les penn1te ser compatibles con la rnayoria de los 

activos cosmet1cos (Panson, 1993) 

Estas esponJaS m1croscop1cas pueden contener una cantidad de 

Ingrediente activo igual a su propio peso (Foss, 1986) 
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El sistema pohmenco puede p1oteger activos sensibles a alguno de 

los componentes do la tormulac1on o agentes f1s1cos y aún as• 

liberarlo hacia la piel de un modo controlado (Abrutyn. 1992) 

Es por ello quo ta 1ndustna cosmet1ca ha estado muy activa en su estua10 

pues las rrucroesponJaS o nanosteras. pueden con ... ert1r llqu1dos en solidos. fac1/ltar la 

dispersión, incrementar tas propiedades de flllJO e incrementar ta estabilidad Qu1m1ca y 

física de los compuestos adsorbidos en ellas ¡Katz y Hotch 1986) 

3 12 2 LIPOSOMAS 

Al pnnc1p10 de los años 5o·s Bangham y col observaron que los 

tosfolip1dos se dispersaban en agua forrTlando ves1culas de capa mu!t1ple Ellos 

mostraron que cada u'1a de ellas era una rT'en1brana 11µ.d1c.:J btn'olec:..iJar y que cada 

capa encerraba compart1m1entc~ acuosos internos Estos rnodelos de merr.cranas 

celulares se conv1rt1eron en herrarn1entas poo·-lar~~s para b1oqu1rr1ccs f:s101og·~s y .-nas 

recientemente para c1ent1f1cos rf;:fac1onadcs con la terapia farmaceut1ca o cosmet1ca 

(Juliano. 1987) 

Los t1posornas se preparan a partir de fc:..tol1C1dos con la ocsibte ac1c1on 

de esteroles. gl1collp1dos. ;;ic1dos o bases organicas. macromo1ecutas sem8¡antes a las 

de las membranas celulares y pollme:-os s1ntet1cos Las propiedades f1s1cas de los 

hposomas se pueden vanar en func¡on de !il carga superf1c1a/ de la pan.1clJla y en 

términos de fluidez de la membrana del liposoma Por lo tanto la selecc1on de ros 

constituyentes químicos puede 1nfluenc1ar la carga. estab1l1dad. react1vrdad qu1m1ca y 

propiedades b1ológrcas de la preparac1on llposomal (Juliano, 1987) 

Los liposomas. asi como las membranas b1capa planas . se han utilizado 

ampliamente en el estudio del denominado -!ransporte' de ant1b1ot1cos como 

vallnomictna, gramaod1na y n1stat1na Sin embargo. de entre los usos más importantes 

que se han dado hasta hoy a los hposomas esta el de su uso potencial como sistemas 

terapéuticos de liberación en farmacia y cosmet1ca (Juliano. 1987) 
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3.12.3 CELUL.AS ACARREADORAS· 

En la década pasada lhler (1983) Zimmerman (1976) de manera 

independiente. sugirieron que células de entroc1tos podrían ser uhhzadas como 

acarreadores de fármacos Ademas, mencionaron \lanas venta1as al utilizar una de las 

celulas propias del organismo. Los t3ntroc1tos cuidadosamente preparados. pueden tener 

tiempos prolongados de c1rculac1on en el organismo y por lo tanto servir como deposites 

ambulantes de farmacos El volumen interno relat1.,,amente grande de los entroc1tos. 

comparado con otros sistemas acarreadores m1cropart1culados. podr1a albergar grandes 

cantidades de fármaco para ser transportado (Jullano, 1987. Lew1s. 1992) 

Ello den"o en el desarrollo de dos metodos bas1cos para lle'Jar a cabo el 

cargado de los entroc1tos Uno de ellos. desarrollado por Z1mmerman (1976) .• n.,,olucra la 

lisis celular con la ayuda de un campo electnco. seguido por un proceso de ··resellado"" 

por 1ncubacion a 37ºC Cuando este proceso se lleva a cabo º'"' presencia del activo. una 

fracc1on de este queda atrapado en el interior de la ce1ula El otro procese, desarrollado 

por llher (1983). 1nvoh.~crn la 1r.teracc1on de las celulas con solucione:> tampon cuando 

estas al estar en contacto con el tampon alcanz:an un volumen oe 1 6 veces el ong1nal 

se forman canales o poros en la membrana de aproximadamente 2 a 500 ,;, de d1ametro 

Cuando, en presencia de un cat1on b1·.,¡alente se restaura la 1soton1c1dad y ademas se 

incuba a 37"C. los poros se cierran perm1t1endo que una porc1on del soluto ex•erno 

quede atrapada en la celula {Juliano. 1 987l 
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IV. PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 MATERIALES Y EQUIPO 

Cámara de Newbauer 

M1croscop10 opt1co. 

Garrafones Pyrex 10L 

L1of11tzador Bend•x Westinghouse 

Centrifuga continua De/aval Gyrotester. 

Centrifuga Beckman J2-21 

Equipo de dest1lac1ón Soxhlet 

M1croscop10 electromco Jeol JSM 24-11 

Fine Ion Coat Sputter JFC 11 O 

Incubadora New Bronsw1ck Sc1ent1f1c Mod. G-76 

Balanza analítica Ohaus 

Balanza Qhau~-.Vlicro 

Equipo de f1ltracion M1ll1pore a pres1on reducida. 

Autoclave 

Equipo de u1trason1do Astrason 

Cámara para desh1dratac16n a punto entice Sandri 780 A 

Cromatógrafo de liquides 

Bomba de liqwdos Thermo Separat1on Products Constametnc 3500. 

Detector de UV de longitud variable Thenno Separat1on Proctucts. 

Detector de Indice de refracción Vanan Rl-4 

Integrador Chrom Jet 4400 

Válvula de Inyección Rheodyne 

Columna Sphensorb CB Sµm 250 x 4 6 mm. 

Columna Phenomenex Rhesex Organ1c Ac1ds 300 x 7.8 mm. 

Cromatógrato de Gases: 

Cromazógrato de gases Tracor 570. 

Detector de lon1zac16n de Flama. 

Integrador Perk1n Elmer Nelson 1020. 
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Columna Carbowax O 25µm 30 m x O 32mm. 

4 2 REACTIVOS 

Nitrato de potasio (GR). 

Sulfato de magnesio (GR) 

Fosfato monobásrco de potasio (GR) 

Fosfato d1bas1co de potasio (GR) 

Cloruro de sodio (GR) 

Cloruro de calcio ¡GR) 

Sulfato fémco (GR) 

Acido sulflmco (GR) 

Agar bactenológ1co 

C:oroformo (GR) 

~tanol (GR) 

Eter(GR) 

H1drox1do de potasio (GR) 

Acetato de vitamina A (SR) 

Ergotocoferol (SR) 

V1tam1na E (SR) 

Jl-caroteno (SR) 

Fosfat1d1t colina (SR) 

C1anoh1dro>dCObalam1na (SR) 

Acido mcotin1co (SR) 

Niaonamida (SR). 

Acido pantotén1co (SR). 

Piridoxina (SR) 

Rtboflavina (SR). 

Tiamina (SR). 

Aodo aseórbico (SR) 

Ghcero: (SR). 

GR Grado reactivo. 

SR Estándar de refereneta. 

41 



4 3 MATERIAL BIOLOGICO 

M1croalga Scenedesmus obhqw .. :s cepa CDBB-A-15 

6 cone1os machos raza Nueva Zelanda de 2 5-3 5 Kg 

4.4 METOOOS 

4.4 1 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PARTE EXPERIMENTAL 

Para cumplir con los ob1et1vos planteados en este trabaJO se propuso el 

esquema de trabaJO que se muestra en 1a figura 1 O 

4.5 MEDIOS DE CULTIVO 

4.5 1 MEDIO DE CONSERVACION DE LA CEPA 

E•1 la tabla VI se enc:uentra ra formulacion del medio de cultivo Bristol 

nlod1f1cado empleado para el cuni .. o de S ?Di1quus L:::>s componentes de la formular:rón 

se agregaron en el orcen n-:encJonado y r::-•:.stenormente se estenl1~ó en autoclave a 15 

lb. por 15 mrn y 121 ·e 

4 5 2 rJieoro DE CRECJMJENTO 

El medio de cultivo ompreado para !levar a cabo la producc1on de la 

b1omasa fue el mismo medio llqu1do que er empleado para el rnanten1m1ento de la cepa 

4 6 EXPERIMENTOS A NIVEL DE MATRAZ FERNBACH 

4.6. 1 CINETlCA DE CRECIMIENTO DES obllquus 

A partir de cultivos mantenidos en medio solido durante 7 dias se 

inocularon matraces Fembach de 2 a L de capacidad total con 1L de medio liquido Los 

matraces fueron incubados a 28 ~ 2 C y 2800 luxes, con ag1tac1ón promovida por 

burbu¡eo de aire. por 6 días. Se tomo 1 mL de medio a intervalos de 24 h y se realizó 

conteo celular en cámara de Newbauer. La experiencia se llevo a cabo por tnpllcado. 
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l 
Prueba de inocuidad de la b1omasa. 

J.. 
Prueba de absorción de glicerol. 

l 
Estudio de cinetica de hb•Hac1ón. 

Micrografia,; do la biomasa. 

Figura 10 Diagrama de flujo ese raparte experimental 

4. 7 0BTENCION DE LA BIOMASA DE S obl1quus 

4. 7.1 PREPARACION DEL INOCULO 

La cepa mantenida en medio solido se transfinó a matraces Er1enmeyer 

de 250 mL con 100 mL de medio de cultivo Bnstol modificado liquido. Los in6culos se 

incubaron a 28~ 2ºC, con lamparas de luz fria a 2800 luxes. con agitación rotatona, por 6 
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días. Luego de ello se transfineron a matraces Fernbach de 2.8 L de capacidad con i L 

de medio liquido fresco 

4.7.2 PRODUCCION DE LA BIOMASA 

Se 1nocularon garrafones Pyrex de 25 L de capacidad con 1 O L de 

medio Bnstal mod1f1cado y se incubaron por 6 días a 28 · 2"C. con 1.arnparas de 

luz fria a 2800 luxes. con ag1tac1ón promovida por burbu¡eo de aire 

Tabla VI Formulación del medio de cultivo Bnstol mod1f1cado 

compuesto --,.-~n-¿é-ntr~~~fljg~ 
Nitrato de potasio O 25 
Sulfato do magnesio O o-:s 
Fosfato rr.onob;::is1co de po!ar;10 O 075 
Fosfato dobOStCO de pot.:ss10 O 175 
Cloruro de sodio O C25 
Cloruro de ca!c10 O 01 
Soluc1on férnca• 1 mi 

*Soluc¡ón férnc:a.-f-óramo d°(!-":>t1U3'0 1Cli!C:Q~;c¿;:-;c11 .. ~1vC~l1!a-m-;-n;m-acant1dad de agua y se 
agrega 1 n1l de ac1do ~u11Unco concent11do 1a -:>olución se atoró d 500 mL 
El medio sóliOo s•.! preparó ¡¡gret.Jando 2 <>,¡., ip1v) de agar nactenologico al medio liquido. 

4 7.3 COSECHA DE LA BIOMASA 

La separac1on de la biomasa se llevó a cabo por centnfugac1on continua a 

3000 r.p m. Postenorrnente, el paquete celular se lavó con agua destilada y se centnfugO 

a 3000 r p .. m por 15 min La torta celular se resuspend1ó en la mínima cantidad de agua 

destilada y se preparo para \1of1hzac1on 

4.7.4 LIOFILIZACION DE LA BIOMASA 

La suspensión de celulas se agregaron a un matraz Er1enmeyer de 250 

mL. y se congelaron. se colocó en el hohhzador a -40""C y 24 plg Hg, por B h 

Postenormente se sello el matraz: y se mantuvo en refngerac10n a 4"C hasta su postenor 

ublizac16n .. 

En la figura 11 se muestra un diagrama descnpt1vo del punto 4 .. 5 al 4. 7 .. 4 

para la obtención de biomasa de S ob/iquus. 
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Figu,.. 11. Diagrama de obtención de b1omasa liofilizada de S. obliquus 
COBB A 15 en medio liquido Bristol modificado con lámparas de luz 
fluorescente a 2800 luxes, a 27•c .:t.2 y agitación por burbujeo de aire. 
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4.8 DETERMINACIONES ANALITICAS 

4 8. 1 EXTRACTO ETEREO DE LA BIOMASA DE s ob/Jquus 

La extracc1on de grasa de la b1omasa l1of1llzada se llevo a cabo mediante 

el metodo mod1f1cado de R3zanka (1983) como a cont1nuac1on se descnbe 1 g de 

muestra de m1croolgas 11of1lizadas se colocaron en el interior de un equipo de extracc1on 

Soxhlet con 300 mL de una mezcla de c1oroformo1metanol <2 1) y se refluJO por un lapso 

de 8 horas luego de las cuales el extracto se deseco y se peso 

A la muestra seca se te agregaron 20 mL de clorofonno1metano1 (2 1) y se 

filtró. Se lavo con 10 mL de la mrsma mezcla Posteriormente se deseco y se agregaron 

50 mL de una mezcla de rnetanolieter (3 1) mas O 5 mL de sotuc1on de h1drox1do de 

potasio 10 N Esta mezcla se llevo a ebu1hc1on er- baño r,¡1ar1a durante ces noras 

manteniendo vo1~mer1 -:::onstanto Posh~normente se ad•c1onc agua en 1gLal volumen al 

contenido en el matraz y se aa•c1onaron 50 mL do me;:c1a etano11agua 195 5) Se 

ad1c1onaron 75 mL de eter y se ex:!ra10 ~res veces En el extracto etereo se separaron !os 

esteroles (fracc1on 1nsapon1f1cao1a¡ y en la fase acuosa se a::;iaron los acidos grasos 

saponificados Los cuales fueron aprovechados para llevar a c..Jbo la de1erminacion de 

vitaminas ilposolubles (A. 03 y E) por CLAR y ac1dos grasos por CG·DIF 

4 8.2 DETERMINACION DE ACIDOS GRASOS 

La muestra se analizo por CG·DIF mediante la tecrnca mod1f1cada de 

RB:zanka ( 1983) como a continuación se describe Se d1solv10 en 1 mL de hexano y se 

inyectaron 2 J.tl de ésta en el cromatografo baJO las cond1c1ones enhstadas en la tabla VII. 

4.8.3 0ETERMINACION DE VITAMINAS LIPOSOLUBLES 

La muestra se anahzó por CLAR-UV para la determinación de v1tam1na A. 

03 y E mediante la técnica mod1f1cada de Vanhaelen·Fastre como a conunuac1ón se 

descnbe. Se d1solv1ó en 5 mi de fase mov1l y se inyecto en el equipo de CLAR-UV. Dada 

fa naturaleza quimica de las vitaminas determinadas, se ut1hzaron dos fases mov1les 

diferentes, cuya compos1c1ón se enlista en Ja tabla VIII, asi como Ja longitud de onda de 

máxima absorción de cada uno de los compuestos a la que fue SJUStado el detector. 
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Tabla VII Cond1c1ones de operac1on del cromatógrafo de gases para la 
determ1n~c.on de ~~-s~r:i-ipq_~!C::~º.~-~e :~-~1_q~~ 9f~~'?.~_e_~ __ 9_t?!!__qL!u~---~·· 

Flujo 1 1 O rn11m1n de N1lroqeno 
Temperatura de inyec1or 200 ·e 
Temperatura de detector 250 "C 
Temperatura del Horno 14Q."C 4 mm. 6"Clmm ha~1.a 210°C 

Tabla VIII Longitud de onda de rnaJ(1ma absorción y compos1c1ón de las 
rases ut11Jzadas para la deterrrnnac1on de v1tammas l1posolubles en S 
obliquus 

------~----.,.-- -·- - ---·- -- •.. - - ---- ------ ·---- -
ComF?ue~~~!__ir:!_~~---~~~ MóvJ_I __ _ 
V1tam1na A 1 326 1 Me0H'H~O t93 7) 

V1tamrnas 03 :!65 1 MeOH:ACN .. <93 7) 

~~na E-~-~~.~~Q~_0_i;i_-!:J..~.?-~-
.. Aceton11n10 

4 8 4 0ETERMINAC:ION DE FOSFOL'P!DOS 

La dcterm1nai::1or: de fcs~olip1~os se llovo a <:.300 por CL.AR·UV por la 

tecn1ca de Razanka (19831 modificada La muestra st::: trato como se Clescnbe en el 

apartado 4 8 1 Una vez 0btef"11do el extracto. se d1solv10 er: 1 mL de fase mov•I y se 

inyectó en el cromatografo oa10 las ccnc.1c1cnes ~nl1stadas '3'n !3 tat:.la Tabla IX 

Tabla IX Conc1cjones de 1nyecc1on ce la muestra de la fracc1on 
insaponrf1cable para la deterrn1nac1cn de fosfol1p1dos en S obl1quus 

co1umn-a~~-r5Pheñ-;ort,~c8S,,m~-2-so·-;4~ 
Fase Mov1I : MeOHIACN (80 20) 
FIUJO i O a mL m1n 
Pres1on · 1 OOos1 

4.8.5 DETERMINACION DE Jl·CAROTENO 

La extraccion y deterrnmac1on de i\-caroteno se llevo a cabo por la tecn1ca 

modificada de Cratt como a cont1nuac1on se de sen be 100 rng de muestra de m1croalgas 

hof11!zadas se colocaron en un matraz ertenmeyer de 125 mL y se agregaron 10 mL de 

metano! trio, rep1t1endolo tres veces Postenormente la muestra se centnrugo a 2000 

r.p m. por 10 m1n. al sobrenadante se le agregaron 30 mL de solución de cloruro de 

sodio al 10 % y 30 mL de eter en 3 fracciones de 10 mL cada una. El extracto etereo se 

desec6 en atmosrera de Nitrógeno y el residuo se refngeró durante 24 h a 4 ~e hasta su 
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postenor inyección La muestra se disolvió en 1 mL de fase mov11 y se inyecto en el 

cromatógrafo de líquidos ba10 las cond1c1ones enl!stadas la tabla X 

Tabla X Cond1c1ones de operac1on dB-1 cromatografo de l1qu1dos 
empleadas para la determ1nacion ::Je ¡J·caroteno en S ob/lquus 

4.8.6 DETERMINACION DE VITAMINAS HIDROSOLUBLES 

La extracc1on y determ1nac1on de las vitaminas h1drosolubles se llevo a 

cabo mediante la tecrnca mod1f1cada de Fellman l 1982J como a contmuac1on se 

descnbe Se pesaron 100 mg bromasa lrofd1:=.ada des~ngrasada y se colocaron en un 

matraz Er1enrneyer de 250 mL se agregaro;i 1 o rnL de so1uc1on de ac1do c1orn1dnco O 1 

N y una gota de soluc;on de ac1do crorh•dnco 12 N. se .:::.ten!lzo a 121"C 15 b 15 mrn 

en calor humedo Postenormente s~ agrego solucion de acetato d'e sodio hasta alca~.::ar 

un pH de 4 a 4 5 para luego agregar 10 mL de soruc;on de ta~ad1astasa ª' 3-:·-, !..a 

muestra se incubo a 35 ºC por 3 h. pasado est~ !tempo se agrego solucron de aceta:o de 

sodio 2 N hai::ta alcanzar un pH da 3 a 3 5 Finalmente la muestra h1dror1zada se 1rct1hzo 

Para llevar a cabo el anal1s1s por CL.\R se pasaro11 200 mg del polvo y se d1so1v1eron en 

1 mL de fase mov1f para inyectarla en el equipo baJO las cond1c1ones c;ue se enl1stan en 

la tabla XI La determinac1on de ac1do ascorb1co se llevo a cabo de este mismo extracto 

por la técnica de K1m mod1f1cada 

Tabla XI Cond1c1ones de operac1on del cromatografo de llqucdos para la 
determmacion de v1tam1nas h1drosolubles en S ob/1quus 

Columna Sphensorb CIJ 5µ 2s6 x 4 6 mm 
Fase M6v1I FA"'tMeOH (85 15) 

~1r~~16n / ~c{0;;1~~ 1n 
.. FA= Fase ácida Compuesta por O 941 mg Heptansulfonato de s0d10. 1 mL de 
Triet1lam1na, 10 mL de ac1do aeétlco aforados en 1L de agua des1onizada. 

La detección se llevó a cabo en el max1mo de absorción de luz UV para 

cada uno de Jos compuestos. que se enllstan en la tabla XII 
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Tabla XII Longitud de onda de max1ma absorción a la que se ajusto el 
detector de UV para la determ1nac1on de las v1tam1nas h1drosolubles en el 
extracto de S obltquus 

Compues·~'º~---~rl--~u-v ...... (nml 
C1anoh1drox1cobalam1na 230 
Ac1do N1cotinico :!:'S 
N1ac1nam1da 
Ac1do pantoton1co 
P1ridox1na 
R1boflavina 
T1am1na 
Ac1do ascorb1co 

'.2G2 
275 
290 
270 
245 
245 

4.9 DETERMINACION DE LA INOCUIDAD DE LA BIOMASA DES obhquus 

La prueba cons1st10 en aplicar las ce/ulas l1of1ltz:adas. suspendidas 

etanol. en forma aleatoria soore el lomo previamente rasurado del cone¡o, d1v1d1do en 6 

zonas dd apl1cac1ón. considerando una 1nt.;.cta 111 y una exconada (E) en c.:Jd~ animar 

Como se muestra ~n 1.::1 figura 12 

Se rasuro el lomo del cone10 ur. promedio do 25 cm de lcng;~ud por 15 cm 

de aneho Se marcaron 6 zonas de apl1cac¡on · 3 1ntac1as y 3 e.xconadas) de1ando s 1n 

usar 4 cm de longitud en los ü}(fremos cercanos a lu cola y a l.:1 cabeza y 3 cm entre una 

y otra zona de apl1cac1ón La e.xconac1on se llevo a cabo con la ayuda de una hoja de 

rasurar de acero mox1dable, erosionando solamente el estrato corneo de la piel del 

animal sin causar lesrones de mayor profuna1dad 

La muestra se aphco en dosis ae O 5 mL de la suspenc1ón celular a una 

concentración de 5 mgJmL. directamente sobre la piel en cuadros de 2 5 cm por lado La 

aphcación de la muestra se realizo cada 24 h durante tres dias consecut1vos 

Las observaciones de las zonas tratadas. intactas y abras1onadas. se 

realizaron a 1. 24. 48, 72 y 96 horas despues de la pnmera aplicación. evaluando 

entama o edema según la escala arb1trana del método de Dra1ze modificado (Yélamo. 

1964). 
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Figura 12 Superficie corporal dorsal del tomo de ccr.e10 .ampteado para la 
apilcac1on de la muestra de m1croalgas hof1hzacas suspendidas en 
metano! para la deterrrnr.ac1ón ae su tox1c1daCl !A. B. C zonas de 
aplicac1on de la muestra E Zona oxconada. 1 zona intacta) ('<elamo, 
1984) 

4.10 CARGADO DE LAS CELULAS DES obhquus 

4 10.1 0ETERMINACION DE LA CANTIDAD DE GLICEROL ABSORBIBLE POR LAS 
CEL.ULAS DES Obf1quus EN PRESENCIA DE. DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 
CLORURO DE SODIO. 

Por tnplicado. se pesaron 1 O mg de células llof11tzadas numerando viales 

1. 2 y 3. Al vial 1 se le agrego 1 mL de agua destilada, al vial 2. 1 mL de soluci.ón de 

cloruro de sodio al 1. 1 o/o y al "'ª' 3, 1 mL de solución de cioruro de sodio 2%. Se 

agitaron por 1 min y se agregó 1 mL de soluoón de glicerol al 70 % en agua y en 

soluciones de cioruro de sodio segun fuera el caso ( 1. 1 % y 2 % de cJoruro de sodio) 

para mantener las cond1oones de tonicidad que se fi1aron al lle ... ar a cabo la 

humectación. Luego, se colocaron los ... iales en la incubadora a 35"C y 100 r.p m. par 20 

man. Pasado este tiempo se filtraron las muestras en membrana Milhpore de 40 µm a 

presión reduoda, se colocaron en el medio de liberaoón observando las mismas 

condiciones de toniodad que al pnncip10 y se colocaron nuevamente en la incubadora. 
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Luego de este tiempo los viales con las celulas se s.omet1eron a ultrasonido por 15 min 

para promover la ruptura celular para posteriormente centrifugar a 2000 r p m durante 

10 m1n. El sobronadante se anah;:o por CLAR~IR Este expenmento se llevo a cabo por 

tnplicado en dos d1as diferentes 

4.10 2 CINETICA DE LIBERACIÓN DE GLICEROL ABSORBIDO POR S ob/1quu.~ 

100 mg de celulas hofllizadas se pesaron y so colocaron en un vial con 

capacidad de 25 mL. se agregó 1 mL de agua destilada y se agito durante 1 m1n 

Postenormente se agrego 1 mL de soluc1on de glicerol al 7Q';Q y el vial se coloco en la 

incubadora a 100 r p m y 35 C Postenormente. las celulas se filtraron en membrana 

M1lltpore c1e 40 um a pres1on reducida para corocarfas en un sobre de papel filtro 

Whatman No 40 de 15 x 20 mm Este sobre se coloco en una vial de 20 rnL de 

capacidad con 1 O mL de agua destilada El cuat $0 mantuvo agitación duranlA 3€0 rr.:n 

en la 1ncuoaaora a las mrsmas ccnd•C1ones Se tomo 1 rnL de muestra con recuot•rac1on 

de volumen La muestra se tomo cada 5 rnin durante los pnmeros 30 y luego de estos 

caaa 30 m1n d...;rante 360 Las muestras se analizaron en el n1rsrno equipo QLie se 

menoonó en el apartado 1V 10 1 Este exoer:mento se !levo a cabo por tnpl1cado <!!n dias 

diferentes En la figura 13 se esquemat1;;:a el drspos11'"º empleado para l!evar a cabo 1as 

cinet1cas de lrberac1on por las celulas de S obl1quus cargadas con glicerol 

4 11 MICROSCOPIA ELECTRONICA 

4 11 1 PREPARACION DE LAS CELULAS LIOFILIZADAS DE s obllquus 

Se pesaron 10 rng de b1omasa l1of1l1zada y se dispersaron en una ca1a de 

Petn estenl para impregnar el portamuestras El equipo aiusto a 1500V y 10 mA, para 

mantener allí la muestra por 5 m1n Pasado este tiempo se extra10 la muestra de la 

cámara y se procedió a ot>servarta al m1croscop10 electronico 

4. 11.2 PREPARACION DE LAS CELULAS CARGADAS CON GLICEROL. 

El cargado de la b1omasa con ghcerol en cond1c1ones hipotónicas, se llevo 

a cabo como se descnbe en el apartado IV 10 2, para postenormente deshidratar a 

punto critico a 1500 psi y 70"C por 5 minutos. Pasado este tiempo el sobre se romp10 
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para extraer el paquete celular deshidratado y colocar1o en la e.amara del m1croscop10 

électr6nico para observar la muestra 

4.11 3 OETERMINACION DEL TAMAÑO DE LAS CELULAS CES obllquus. 

La detemi1nación del tama"'o de las células de S obliquus se llevó a cabo 

por comparación con la medida que aparece al pie de la fotografia de la muestra 

tomada del m1croscop10 de bamdo electronico 

Figura 13. Dispositivo empleado para llevar a cabo la cinética de 
liberación del glicerol absorbido en S obl!quus 1 termómetro, 2. Agitador. 
3. vial, 4. sobre de papel Whatman 40 con las células cargadas. 5 jennga 
para toma de muestra. 6 1ennga para compensación de volumen 
removido. 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

5 1 CARACTERISTICAS DE CRECIMIENTO DEL CULTIVO DES obf1quus EN MATRAZ 

Las células de S obl1quus CDBB-A-15 en medio de cultivo Bristol 

modificado baJO el m1croscop10 son de 'onna 01,1a/, con puntas redondeadas, de color 

verde, características que coinciden con las reportadas por Soeder ( 1988) 

5 1 1 CINE:.TICA DE CRECIMIENTO DE S obllquus EN SUSPENSION 

En la figura 14 se muestra la CJnét1ca de creCJm1ento de S obllquus Es 

una curva de creom1ento caracterist1ca. en ella se puede apreciar que la fase de 

1nducc1ón dura aproximadamente 3 días. ta fase exponencial aproximadamente 3 dias y 

ta fase estaoonana dura dos dias Por el tiempo de muestreo que se realizo no se pudo 

observar la fase de aechnarr.1ento del cultivo De esta grafic.a se obtuvo el tiempo de 

duplicaoón de la b•omasa que tue de 1 9468 d lo que s1gn1fica que apro;ii::1madamente 

caaa dos días se ~uphca la pot:ilac1ón Así mismo por esta graf•ca se aecid10 que el 

tiempo C'e 1ncubac.1ón seria ae s•ete dias pues fL.e despu<é:s de este tiempo al onncipio 

de la fase estac1onana. cuarido se -encontró la niayor cantidad de celulas en er medio. 

que fue lo que nos interesó 

¡ 
~1 

1 

i 

-1 

/ 

-1~ 
Figura 14. Curva de crecimiento de Scenedesmus obliquus COBBA 15. 
tiempo de duphcac.ión 1.9184 d en medio de cultivo liquido Bnstol 
modificado, incubado con luz fluorescente a 1800 luxes. a 27± 2~c y 
ag1tao6n Por burbu1eo de aire 
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5. 2 RENDIMIENTO CELULAR DEL CULTIVO 

El rend1m1ento del cultivo luego de haber cosechado y liofrhzado la 

biomasa de S obl1quus fue do 1 6 g'mJtdia. que es una cantidad pobre pues R1chmond 

(1986) reporta una producc1on de hasta 25 g1m.-'1d1a en una planta de producc1on de 

b1omasa 

5 3 COMPOSICIÓN QUIMICA DE S ob/,quus 

En Ja tabla XIII se enl•sta la compos1oón química de Scenedesrnus 

ob/lquus CDBB A 1 5 De estos datos se pueden mencionar vanas cosas haciendo 

comparaciones con lo reportado en b1b/1ogratia Se llevo a cabo el analrs1s de estos 

metabohtos pues pueden impartir a Ja piel los factores de nutnc1on y protecc1on que 

necesita. ademas de ser compue~ros cod1c1ados en fas 1ndustnas Qu1mrco cosmet1ca y 

rarrnaceut1ca 

Por el estL.;d10 col anar1s1s pro.x1ma1 efectuado 51'} observa la oroducc-on de 

una cantidad mayor de l1µ1dos totales ( 14-16-:,;, bdse seca) reso~cto al reoor.ac:o por 

Mysore (Sooder 1988) auien menciona LOna producc1on de /,pidos del 8-1:2·::i tla5e 

seca Por otro lado. por i,"l corroposrc1on relat1 "'ª de ac1dos grasos se detecrn la pre~encia 

do los pnnc1pales componentes de la llamada v1tamrna F (ac1do r.nofe.co y :1nol"n1co) 

co·1eary. 1993) Es de particular 1mportanc1a. tanto la compos1c1on como Ja cantidad de 

ácidos grasos saturados e rn'iaturados presentes en la muest.""a pues proporc1onan una 

barrera protectora sobre la piel contra la perdida transderm1ca de agua cuando se utilizan 

para estos fmes (Ako. 1993) 

De gran importancia es la presencia de la vitamina C (acido ascortuco) 

pues es un receptor de radicales libres Este tipo de ant1ox1dantes se encuentran dentro 

de los mecanismos naturales de defensa contra los danos promovidos por la luz y 

presumiblemente contra el envejec1m1ento prematuro de la piel (K1slalioglu, 1994) Así 

pues por los resultados obtenidos en este estudio y comparando/os con los reportados 

por Mysore (Soeder. 1988) se puede mencionar que bajo estas cond1c1ones de cultivo la 

cepa puede producir hasta cuatro veces mas de vitamina C que lo reportado 



Tabla XIII. Compos1cron quim1ca de Scenedesmus obl1quus CDBB A 15 

1. Análisis Proximal 
L1p1dos 
Proteína total 

2.COnli?05T.:1-6n-rerií1V-iciet..:1c;c,-,;-9;..;5-.;5- -- ! -
Ac launco 
Ac mirist1co 
Ac palmit1co 
Ac palm1tolenico 
Ac esteanco 
Ac oleico 
Ac linole1co 
Ac hnolenico 

'%base seca 
Ir 

o 6872 
16 4150 
8 2502 
7 9957 
7 4573 

25 4819 
4 3360 

3. Vitamtnas~~~g-~~j;~s:ec&_-:_-_- ---===r=-~-----~-~--~ 
Acetato de v1t:.Hn1na A 1 102 58 
V1tam1na ü3 25 639 
Vitamina E 1 131 301 
N1ac.ma 26 4334 
Ac n1cot•nteo ¡ 49 709 
Ac. folleo Nd 
P1ndox1na 1 Nd 
T1am1na i Nd 
R1hoflavina / Nd 
Ac pantolen1co 21 262 
Ac Ascorb1co / 88 6391 

-Caroteno 
tr trazas. Nd no aetec1aoo 

65 5532 
1747 35 

En cuanto a la presencia de vitaminas del comple1o B. solo se detecto la 

presencia de niacina y aodo nicot1rnco ademas de ácido pantotén1co. Los damas 

compuestos. ácido fóllco. pinaox1na. t1amma y nboflav1na se encontraron en cantidades 

traza. Sin embargo. Jos datos de los compuestos mencionados in1c1almente se 

encuentran dentro de los reponados por Ca1ro. Oortmund y Mysore (Soeder. 1988). 

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

que está por amba de lo reportado por Dortmund {Soeder, 1988) 
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En general, las d1ferenc1as de estos datos respecto a los reportados en 

b1bhografia pueden atnbuirse a vanas cosas En primer lugar cabe mencionar que uno de 

los factores que influye en mayor medida sobre la producción de melabohtos por la cepa 

es la compos1c1on qU1m1ca del medio de cultivo En este aspecto la def1c1enc1a en la 

cantidad de Nitrógeno promueve la producc1on de lip1dos y con ello la producaon de 

vitaminas hposolubles (Borow1tzka-Borow1tzka. 1988) La 1nc1denc1a de luz y la calidad 

del espectro luminoso es otro de los factores que pueden 1nfluenc1ar pos1t1vamente la 

producción los colorantes Cf1-caroteno. xant1nas etc) (8orow1tzka·Borow1tzka. 1990) Asi 

mismo la temperatura a la que se incube el cultivo. la cantidad y la calidad de luz 

1nc1dente. y los componentes del medio de cultivo 1uegan un papel importante en el 

desarrollo favorable y ra cantidad de ra b•omasa producida íBurlew 19761 

5 4 PRUEBA DE LA INOCUIDAD DE LAS CE LULAS DE S ohhquu~ SOBRE PIEL 
RASURADA DE CONEJO 

La apl1cac1on top1r..a de celulas !lofcl,zadas de S obl•q1_,¡us sobre piel sana y 

esconada rio produJO edema ni entcma durante o at terrnrno d"' ra prueba Por lo que se 

puede oec1r que estas cetulas pueden util1zar~A" en forr.-:ulac1ones cosmet1c.as destinadas 

a tratar la piel pues son inocuas 

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

5.5.1 DETERMINACION DE CANTIDAD DE GLICEROL ABSORBIBLE EN LAS CELULAS DES 
Obliquus EN PRESENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CLORURO DE 
SODIO 

En la figura 15 se aprecia la grafica de absorc1on de gltcerol por celulas 

liof1ltZadas de S. obliquus en presencia de diferentes concentraciones ae cloruro de 

sodio. En esta. se aprecia claramente que la tonicidad del sistema resulto inversamente 

proporoonal a la cantidad de glicerol absorbido por las celulas En la tabla XIV se 

enhstan los datos obtenidos de estas determ1nac1ones. Este fenomeno se explica por la 

presencia de una membrana porosa de naturaleza permeable alrededor de la célula que 

puede distenoerse o contraerse por la d1ferenc1a de la concentrac1on de salutes en el 

sistema en que se encuentre. pues tiene Ja capacidad de balancear Ja pres1on osmótica: 

cuando la cetula se encuentra en una soluc1on más concentrada que la que existe en el 
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interior de la célula, se contrae, por la perdida de agua, d1f1cultando Ja entrada y sakra ere 

solutos. y cuando la solución del medio es menos concentrada que en el 1ntenor de la 

célula. se hincha por la entrada de agua. abnendo los poros. (Saez y De Robertrs. 1975). 

Este fenómeno se aprovecha para cargar las células con un actrvo que sea capaz de 

atravesar- por los poros ab1enos de la membrana (lhler. 1983. Lew1s. 1992) 

2.5 

2 

CDla 1 

1.5 ºº'ª 2 
~ 
i 
o 

l 
;J< 0.5 

o 

º""· 1.10% 3% 

"~de NaCI 

Figura 15. Absorción de gllcerol por las células hof1hzadas de S obliquus 
en presencia de diferentes fuerzas 1ón1cas de Cloruro de sodio 

Asi pues. por estos resultados se dec1d16 llevar a cabo el cargado de las 

células y las cinéticas de ht>erac1on en agua b1dest1lada, de1on1zada con fo que se 

impone un sistema h1potón1co. la temperatura de trabajo fué de 35~ 2°C, con ag1taCJón 

rotatona a 100 r.p.m (Verapend1ce 1) 

Tabla XIV Promedio del porcenta1e de glicerol absort:>1do en celulas de S. 
obliquus liofilizadas 

A ua NaCI 0% 
2.0585 
1 8050 

NaCI 1.1 % 
09016 
0.8532 

Ensayo por triplicado con rep11ca en dlas diferentes. 

NaCI 3% 
0.5421 
0.6157 
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Se estima. pues no hay reportes al respecto en este tipo de células. que la 

cantidad de glicerol con que se cargaron las celulas es bajo Dado que el ob1et1vo de 

este trabajo es el de demostrar la utilidad de las celulas de S obhquus como 

acarreadores de cosmét1cos. es necesano tlevar a cabo una opt1m1zac16n del metodo de 

cargado pues Lew1s (1983). incrementó en 150·170o/a el volumen de los entroc1tos 

modificando ligeramente el metodo reportado por lhler ( 1 973) 

5 5.2 CINE::TICA DE LIBERACION DE GLICEROL ABSORBIDO EN s obllquus 

En la figura 16 se observa el graf1co de porcenta1e de glicerol hberado 

respecto al tiempo. Aqui se aprecia que la max1ma cantidad de glicerol liberado despues 

de 2 horas es de alrededor del 80~0 y se mantiene as1 por un lapso de aproximadamente 

6 horas. es decir alcanza un estado estac1onano despues de dos horas Este dato fue 

ut11tzado para determ1r.ar las tracciones hberadas en los lapsos de tiempo para l.ot1hzar el 

modelo propuesto por Peppas f 19ó5) La !iber.:1c1on rap1da del activo por las celutas de 

S. obbquus. nos sugiere que la membrana no esta interactuando con el activo por lo que 

hay una h1oratac1ón rap1d.a de las capas mas superf1c1ales de este ori la celula 

favoreoendo su donac1on al medio de l1berac1on 

i 
1 
~ .. 

~o 

80 

70 

80 

50 

40 

30 

zo 

3 

tiempo(h) 

Figura 16. Porcentaje de glicero liberado respecto al tiempo (h) por 
células liofilizadas de S obliquus en medio hipotónico a 35± 2ªC. 
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Para determinar el mecanismo de d1fus1ón del glicerol desde la celula. se 

ut11tz6 la ecuación propuesta por Peppas (1985) en donde se graf1co el logantmo de la 

fracción liberada contra el logaritmo del tiempo, figura 17. Este modelo sem1emp1nco es 

una relación matematica desarrollada a partir de la ecuac1on de d1fusaón de Fick y nos 

indica que la fracción liberada del farmaco está relacionada exponenoalmente con el 

tiempo; en donde Mn~. la pendiente de la graf1ca. se relaciona con el tipo de mecanismo 

de llberac16n (Peppas. 1985). De esta graf1ca se encontró un valor de .. n- de O 5518. 

ind1cat1vo de un mecanismo de transporte no f1ck1ano dependiente del tiempo avalado 

por un coef1c1ente de regres1on de O 9951 

Aun cuando el sistema (las celulas) no cumple con una cond1c1ón 

importante, es decir. que esta ecuac1on fue d1seflada para un sistema pohménco. los 

datos de ""n~ y coef1c1ente de regresión expltcan el mecanismo de 1tberac16n Esto puede 

explicarse pues la cetula al ut1J1zarse completa y tener organe1os como la pared y 

membrana celu1ar. limitan la l1oerac1on del activo actuando pues como una red 

pohmenca. Sin ernbarqo ~,,!3 cumpliendo con las demas caracterist1cas que aphcan al 

modelo. es decir. se empleo la porc1on 1ntc1al de la curva de liber3c1ón 1MUM1<0 6l. el 

pnnc1010 activo es muy soluble en agua y las cond1c1ones ·srnk" imperaron durante todo 

el estudio 

-2.5 ·• -1.5 ·1 -0.5 o 

-O 2 

-0.4 
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Figura 17. Aplicación de Ja ecuación del modelo de Peppas (logart1mo de 
la fracción remanente de glicerol {In Mt!Mi vs logantmo del tiempo) a los 
datos de liberación del glicerol. por células llofihzadas de S. obliquus en 
medio hipotónico. 
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Para deducir la cinet1ca de hberac1on del glicerol por la células de S 

Obliquus en medio h1potornco, se apf/co Ja ecuacron de primer orden en donde se graf1có 

In ( 1-r) contra el tiempo, figura 18. de donde se encontro un coef1c1ente de regresión de 

O. 9855, lo que indica que el sistema trene una cinet1ca de pnmer orden 

ln(1-R) • 1 

.Q.9 

-0.7 

.o.e 

-0.5 

-0.4 

-0.3 

-0.2 

-o.' 
•+-~~~-+-~~~--~~~~+-~~~--~~~.-. ... 0.3 o t 

Tiempo (hJ 

Figura 18. Ap/icac1on de la ecuación de pnmer orden (1-r) respecto al 
tiempo (h) para los datos de liberac1on de glicerol por celulas hofd1zadas 
de S obliquus en medio h1poton1co 

Asi mismo se llevó a cabo Ja evaluación de los resultados obtenidos con 

el modelo propuesto por H1guch1 ( 1962) para estudiar la velocidad de ltberacron del 

activo por lo que se graf1có O contra t '-io. figura 19. en donde O representa la cantidad de 

pnnc1p10 acuvo liberada por unidad de area expuesta De ello se obtuvo un coef1c1ente 

de regresión de 0.9957. lo que 1nd1ca que la cantidad de activo liberada por unidad de 

área es dependiente de la raiz cuadrada del tiempo. A este respecto. cabe aclarar que 

se está asumiendo que el activo se encuentra homogéneamente disperso (disuelto) en 

la base (la ce/ula) y que ello provoca que la J1berac1ón del activo se lleve a cabo de un 

modo unidireccional y en capas. Por Jo tanto. la velocidad de liberación está controlada 

por la velocidad de penetración del solvente a la membrana y por la velocidad de 
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difusión del ghcerol al medio de llberacton. lo que es exphcado por el modelo propuesto 

por Higuchi 

Cabe mencionar que los modelos ut1llzados para llevar a cabo el estudio 

del mecanismo y tipo de hberac1on que las células de S ob11quus pueaen proporcionar 

fueron desarrollados para sistemas pohmencos de hberac16n Sin embargo este estudio 

puede onentar en el desarrollo de un modelo para explicar el compor1armento de este 

tipo de agentes de l1berac1on. pues hay vanos aspectos. aun por considerar. entre ellos 

el estudio mediante el cual se demuestre que solo el activo es el que sale de la celula y 

no otros metabolltos que se encuentran en el 1ntenor de ella que los organelos de la 

célula no 1nter11eren en el proceso de d1fus1on del activo. el paso del activo a traves de 

una membrana y Jas caractenst1cas que esta presenta tporos1dad. grosor. etc) 

Q 450 

350 

300 

250 

200 

"'º 
r2= 0,9957 
y- 639626x-7,665 
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0-2 O.l •.. 0.5 ... 0.7 

t 112 

Figura 19. Aplicación de la ecuación del modelo de H1guch1 a los 
datos de liberación de glicerol por células haf1l1zadas de S obliquus 
en medio h1potón1co 

En el apendice JI se enflstan los datos de las gráficos antecendentes. 
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5.6MICROSCOPIA ELECTRONICA 

5.6. 1 COMPARACJON DE LAS MICROGRAFIAS DE LAS CELULAS DE S ob/tquus 
LIOFILIZADAS vs CARGADAS CON GLICEROL 

El método de preparac1on de las muestras para m1croscop1a electrónica 

1mp1d1ó obtener una imagen real de las m1croalgas frescas. pues el proceso implicaba 

una desh1dratac16n a punto cnt1co·. lo que no perrmtio realizar una comparaoón entre las 

m1crografias de la m1croa1ga llofrhzada y la m1croalga fresca Es por ello que se tomaron 

fotografías de las m1croa/gas frescas en m1crascopro opt1co a 100x en inmers1on ft1g 20) 

Esto se llevo a cabo para tener una idea de las diferencias que puedan exrst1r entre 

ambas muestras. Para cuando se efectuo el ensayo de mrcroscopia electrónica. la 

m1croalga l10Mizada sufno un proceso de h1dra1ac1on. lo que 1mp1d10 hacer lo mrsmo con 

la muestra fresca 

En la figura 21 se observa la m1crograf1a de barndo e1~ctror.rco d~ ras 

células de S obl1Quus ilofll1zadas En esta se oueden obser.rar celulas ccmp1etas. 

ovo•dales. deshidratadas. al parecer sin rupturas en la membrana celular. to que ras hace 

prop1c1as para ser utilizadas como m1crove!::>1cuJas En la figura 22 se observa un gran 

campo de células de S ob//quus después del proceso de encapsulac1on de gocerol La 

mayor parte de las cefulas se observan completas. s:n rupturas de la pared ce:ular. mas 

redondeadas que las que se observan en la figura 21 y seme1antes a 1as que se 

observan en la figura 20 Este aspecto se atnbuye a la presencia del glrcerol en el 

intenor de las celulas. pues la tecrnca para preparar la muestra para microscopia 

electronica, permite la salida del agua mas no la salida del g11cerol que en este caso esta 

atrapado en ellas 

5.6.2 DETERMINACION DEL TAMAÑO DE LAS Cl:.LULAS DES obllquus 

En la figura 23 se observa la m1crografia de barndo electrónico de celulas 

de S. obllquus liofilizada; al centro se aprecia una celula completa de forma ovo1dal, con 

puntas redondeadas. aparentemente sin rupturas de la pared celular_ Por comparacion 

con la barra infenor que mide 10 p.m ras células liofilizadas miden alrededor de 7 µm 
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Figu,-a 20 Fotograf1a de rn1croscopio opt1co de las celulas de 
Scenadesmus oo/1Qut..s en medio bnstol rnoc1f1caoo 
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Figura 21 '/.ic:·~·~r."J""l ::!•" :_~_., • .Jo t::: e:::·::;~. 

'.::.::<.:t~t~S'~sr.,...L.·; ·:c. :;:..rc...s ~c,•,,,zJ'J.1s :!c.i:.::,,. 



S•;-_"ro=:-.::esrT1!.-<s :::tJ1<¡¡,,,5 .n,.,..~:c.~Hd~Hn:.:- .:::tso .... ~s -.::~1 :::receso ue 
on::aosL.ldc1on ;:Jü Jl•cer:::1 , 2 ~i:·o ~ 1 
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Figura 23 M1crograf1a de barrido electronico de las celulas de 
Scenedesmus obliquus ilof1hzadas. Al centro se aorec1a una célula 
completa. La barra mide 10,.,m (15000x). 



VI CONCLUSIONES 

Las m1croalgas propuestas pueden funcionar como acarreadores 

naturales 1nocuos cuyos metabolitos tienen importante valor cosmético y farmacéutico 

Se obtuvo un rend1m1ento de O 1 g de b1omasa seca por litro de med•o de 

cultivo C64 con la cepa de Scenedesmus ob/1quus CDBB-A-15 

Las celulas de S obllquus al ser aplicadas sobre piel sana y esconada no 

tienen efecto tóxico por lo que pueden considerarse un material inocuo 

Se puede promover la encapsulac1on de ghcerol en cetulas llof1hzadas de 

S. Obl1quus aprovechando el fenomeno de d1stens1on de la membrana celular en 

ausencia de la fue~::i 1ón1ca de cloruro de sodio en agua. a una temperatura de 35•c y 

en ag1tac1on a 1 00 r p m 

Una vez cargadas con ghcerol. las celulas 1Lof1llzadas ae S ot:llquus 

mostraron un ;..arfll de ht>erac10n prolcngado y su mecar.1smo puede ser e~p11cddO como 

una llberac1on no f1cK1ana dependiente del tiempo segun el modelo propuesto por 

Peppas 

La velocidad de llberac1on esta controlada por la velocidad de penetración 

del solvente a la membrana y por la velocidad de d1fus1on del glicerol al medio de 

hberac1ón lo que es exphcado por el modelo propuesto por H1guch1 

La cinética de hberac1ón del gllct!rol cargado en celulas de S obliquus 

liof11izadas obedece a un modelo de pnmer orden 

La técnica de encapsulac16n de glicerol en cetulas de S otJliquus no es 

exclusiva para glicerol y podría aplicarse a la ht>erac1ón prolongada de otros agentes 

cosmét1cos. empleando este mismo pnnc1p10 
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1.000 

Apéndice 1 

E:•p-rom•nt•I 

- A•gr•••<>n lln••I 

r2= 0.9991 
Y= 4726.235+1016672X 

Concentración (mcg/mJ) 

Curva de calibración de glicerol por HPLC. Detector Indice de 
refracción. columna Rezex Organic Acids Sµm, 300x 7.Bmm; Fase 
móvil H 2SO .. 0.005 mM: Flu¡o 0.7ml/min. presion 1300psi. 
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Apéndice 11. 

t'h• In t t"' •/. liberado 1 so a In Mt/MI 
o o o 

0.0833 -24849 0.2886 26 9391 14 4215 171.1943 -1 3559 
0.166 -1 7917 o 4074 39 8738 5.3343 239 9588 -1 0219 
0.25 -1 3662 0.5 48 4247 

16 5447 
307.6985 -O 7"732 

o 333 -1 0986 o 5770 56 2304 7 0451 374 8693 -o 5757 
0416 -0.8754 o 6449 62 2904 2 8891 407 4698 -O 4923 
os -0.6931 o 7071 67 ()151 5 1931 424 5677 -O 4512 

1 o 1 79.2737 6 7725 484 0913 -O 32 
1 5 0.4054 1 2247 81 7219 6 754 493 7462 -O 3002 
2 o 6931 81 7814 7 0451 494 6097 ·O 2985 

25 81 0438 7 9582 
3 80 5403 6 2782 

35 80 6715 5 6081 
4 80 2602 6 3341 

1 

4.5 78 5715 6 8903 
5 76 4602 6 9906 

5.5 74 8331 7 4253 
6 73.5841 7 6711 

"'Promedio de tres determinaciones 

Datos de tiempo (t) en horas aphcación del logantmo natural al 
tiempo (In t) raiz cuadrada del uempo (t 1r:2); porcenta1e de glicerol 
liberado (•/.liberado) y su desvzac1on estandar (50). aphcac1on de 
Jos modelos de la ecuac1on de pnmer orden (In 1-r). Modelo de 
Higuchi (Q) y Longer-Peppas (lnMt/Mi). a los datos de hberac1ón de 
glicerol por células de S. obl1quus en medio hipotónico 

In C1-Rl 

-O 2967 
-0.4462 
-O 6191 
-O 6262 
-O 9449 
-1 0"3 

-1 2953 
_, 3497 
-1 3547 
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