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Resumen grafico

Resumen

Con el proposito de dar valor agregado a la biomasa residual producida después del proceso de extraccion
de aceites a partir de microalgas, se desarroll6 una metodologia para obtener un hidrolizado proteico
como fuente de aminoacidos esenciales que podria ser empleado como un ingrediente en la produccion
de piensos acuicolas. La metodologia incluye etapas de cultivo de la microalga, extraccion de clorofila,
extraccion de la proteina e hidrélisis de la proteina.

Se obtuvieron 8 pruebas por duplicado en la extraccién de proteina, en el cual el mejor rendimiento
fue de 72,96% a 45 °C y pH 13 por 120 minutos. Asimismo, en el hidrolizado proteico se realizaron
6 pruebas por duplicado empleando la enzima pepsina, donde el mayor grado de hidrdlisis (21,98 %)
se obtuvo a pH 3 y 37 °C, con una relacion enzima sustrato de 2 %p por 4 horas. De acuerdo con los
procesos con mayor rendimiento se realiz6 la caracterizacion y evaluacion, a partir de la cual se concluyé
que la metodologia descrita para obtener el hidrolizado proteico fue exitosa al contar con la presencia de
aminoacidos esenciales para la alimentacion acuicola.
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Use of microalgae residual biomass to
obtain protein hydrolysates as input
in the production of aquaculture feed

Abstract

With the purpose of adding value to the residual biomass produced after the oil extraction process from
microalgae, a methodology was developed to obtain a protein hydrolysate as a source of essential amino
acids that could be used as an ingredient in the production of aquaculture feed. The methodology includes
stages of microalgae cultivation, chlorophyll extraction, protein extraction and protein hydrolysis.

Eight duplicate tests were obtained in protein extraction, in which the best yield was 72.96 % at 45°C
and pH 13 for 120 minutes. Likewise, in the protein hydrolyzate, 6 duplicate tests were performed using
the enzyme pepsin, where the highest degree of hydrolysis (21.98 %) was obtained at pH 3 and 37 °C,
with an enzyme substrate ratio of 2 %w for 4 hours. According to the processes with the highest yield,
characterization and evaluation were carried out, from which it was concluded that the methodology
described to obtain the protein hydrolysate was successful because of the presence of essential amino
acids for aquaculture feed.
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Uso de biomassa residual de
microalgas para obter hidrolisados
de proteina como insumo na
producao de racao para aquicultura

Resumo

Com o objetivo de dar valor acrescentado a biomassa residual produzida apds o processo de extragdo
de 6leo de microalgas, foi desenvolvida uma metodologia para obtencdo de um hidrolisado proteico
como fonte de aminoacidos essenciais que podera ser utilizado como ingrediente na producao de ragbes
para aquacultura. A metodologia inclui etapas de cultivo de microalgas, extragéo de clorofila, extragcao de
proteinas e hidrdlise de proteinas.

Foram obtidos oito ensaios em duplicado para a extragao de proteinas, em que o melhor rendimento
foi de 72,96 % a 45°C e pH 13 durante 120 minutos. Da mesma forma, no hidrolisado proteico, foram
realizados 6 ensaios em duplicado com a enzima pepsina, onde o maior grau de hidrélise (21,98 %) foi
obtido a pH 3 e 37 °C, com uma relagdo enzima-substrato de 2 %p durante 4 horas. De acordo com os
processos de maior rendimento, procedeu-se a caraterizagdo e avaliagdo, a partir da qual se concluiu
que a metodologia descrita para a obtengao do hidrolisado proteico foi bem sucedida, uma vez que este
apresentava a presenga de aminoacidos essenciais para a alimentagdo em aquacultura.

Palavras-chave: Hidrolisado; Proteina; Aminoéacidos; Aquacultura.
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Introduccién

Actualmente, el 47 % de la proteina animal que
se consume proviene de la industria acuicola [1]
y se estima que aumente en un 60 % para el afio
2050 debido al crecimiento poblacional [2]. Esto
implica un incremento en la demanda de alimentos
para las dietas de los peces, las cuales deben
tener un alto contenido de proteina que proviene
principalmente de la harina de pescado, y esto
ha llevado a fluctuaciones en la disponibilidad
y el precio, afectando la sostenibilidad de la
industria acuicola [3]. Por tanto, hay un creciente
interés por el uso de fuentes alternativas como
las legumbres, las semillas, las nueces y las
microalgas, para la obtencion de estos insumos
proteicos ricos en aminoacidos esenciales.
Los aminoacidos como la arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina, son importantes en
la dieta de los peces, ya que permiten mejorar el
crecimiento, la ganancia de peso, la utilizacion
de nutrientes, la resistencia a factores de estrés
ambiental y acumulacién de grasa en el cuerpo
[4]. En este sentido, se ha visto en las microalgas
una oportunidad, para la obtencién de insumos
proteicos para la alimentacion acuicola, ya que
son una fuente importante de los aminoacidos
esenciales requeridos en la dieta de los peces
[5]. Por tanto, obtener hidrolizados de proteina
aprovechando la biomasa residual de microalgas
como la Parachlorella kessleri, permitira obtener
un aditivo alimentario rico en proteinas de facil
digestion y asimilacion, favoreciendo el proceso
de ganancia de peso en los peces.

Objetivos de aprendizaje

Desarrollar una metodologia que permita obtener
un hidrolizado proteico a partir de la biomasa
residual microalgal (Parachlorella kessleri) que
podria ser empleado como insumo en la produccion
de piensos acuicolas.

Metodologia

A continuacion se presenta la metodologia general,
este proceso se dividié en las siguientes etapas:
cultivo de la microalga, disefio del proceso para la
extraccion y obtencién de un hidrolizado proteico y
finalmente la evaluacién del hidrolizado obtenido
de la biomasa residual de Parachlorella kessleri en
funcién del grado de hidrdlisis, solubilidad y perfil
aminodcidos.

Condiciones de cultivo de microalga
Lamicroalga Parachorella kessleri, fue adquirida del
Laboratorio de Cultivo de Algas del Departamento
de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia. Fue cultivada en medio Bold’s Basal
Medium (BBM), a 25°C con fotoperiodos de 14 h
luz durante 15dias. Luego, el cultivo se centrifugd
a 8000 rpm por 15 min donde se separé el pellet
que corresponde a la biomasa. Esta se sometio
a un proceso de secado a 40°C por 24h, y
posteriormente se realizo la extraccion de los acidos
grasos empleando el método soxhlet a 40 °C por
4 h empleando como solvente éter de petréleo. Los
acidos grasos fueron recolectados y empleados
para otros procesos, y como producto de este
proceso de extraccién se obtuvo un subproducto
que corresponde a la biomasa residual. A
continuacion, se detalla el procedimiento realizado
para obtener la biomasa residual (Figura 1).

Extraccioén de clorofila

Con el fin de mejorar el proceso de extraccién de
la proteina, se extrae la clorofila de la biomasa
residual siguiendo la metodologia propuesta por
Amin et al. [6] y Taleb et al. [7]. Se partié de 1g de
biomasa residual y se mezcl6 con 20 mL de metanol
(99,8 %), se mantuvo a 44 °C durante 30 min en un
bafno de ultrasonido (Limplus, ultrasonic cleaner,
40 kHz). Luego, la mezcla se centrifugd a 8000 rpm
por 10 min y se tomé el pellet el cual fue secado a
40°C por 24 h (Figura 2).
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Figura 1. Etapas para obtener la biomasa residual a partir de cultivo de microalgas.

Figura 2. Esquema de Extraccién de Clorofila de la biomasa residual.

Extraccion de proteinas

Las proteinas de la biomasa libre de clorofila
se obtuvieron mezclando 1 g de biomasa con
40 mL de NaOH 0,1M a 480rpm mediante las
condiciones de 45 °C, pH 13 por 120 min. Luego,
la mezcla se centrifugd a 5000 rpm por 5min. Al
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sobrenadante se le adicionan 50 mL de H,SO,
0,1M para reducir el pH al punto isoeléctrico
(pPH=4 a 5,5) y se agité por 1h a480rpm y 45°C.
La proteina se recuperé mediante centrifugacion
a 5000rpm durante 5min y se descarté el
sobrenadante. La proteina de la biomasa se seco
a 40 °C durante 8 horas (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del proceso de extraccion de proteinas a partir de la biomasa residual.

Hidrolizado de proteina.

Los hidrolizados se obtuvieron a partir de la
proteina extraida, a la cual se le adiciona la pepsina
(1:10.0000; Panreac applichem) previamente
activada con HCI 0,1 M hasta alcanzar un pH 3.
La concentracion del sustrato fue del 2 %p y se
mantuvo la solucién por 4 h a 37 °C en un agitador
orbital a 200 rpm. La reaccion enzimatica se detuvo

mediante tratamiento térmico a 90 °C por 10 min.
La suspensién obtenida se centrifugd a 5000 rpm
durante 15 min y el sobrenadante se secé a
40°C por 24 h (Figura 4). El hidrolizado obtenido
se caracterizd en funcion de su solubilidad [8]
y del perfil de aminoacidos, que se determiné
empleando cromatografia liquida unida a masas.

Figura 4. Esquema del Hidrolizado de proteina.
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Resultados y analisis

Los aminoacidos son el componente principal
del crecimiento de los tejidos en las especies,
siendo importantes en el desarrollo de los piensos
acuicolas. En donde, al suministrar un balance
adecuado de aminoacidos esenciales y no
esenciales, mejora el crecimiento, desarrollo y
rendimiento productivo [9].

Dentro de los aminoacidos esenciales, en los
hidrolizados obtenidos se presentan los aminoacidos
detectados en 100 g de muestra (Tabla 1). De
estos, la leucina es crucial para la produccion de
ATP en las especies, en donde aproximadamente
el 35 y 40 % de esta se oxida. Asimismo, la
glutamina y la leucina juntas contribuyen al 80 %
de la producciéon de ATP en el higado y musculo
esquelético [10]. La arginina, leucina y prolina por su
lado son aminoacidos relevantes para crecimiento
y desarrollo debido a su capacidad antioxidante,
ligado a su bajo peso molecular e hidrofobicidad
siendo crucial en la implementacion de piensos
[11]. De modo que, la aplicacién de hidrolizados
de proteinas a partir de la biomasa residual de
microalga para piensos acuicolas tiene potencial
para mejorar la calidad nutricional del producto.
De igual forma, han demostrado el potencial para
reemplazar otros ingredientes convencionales de
los alimentos para peces, reduciendo los costos e
impactos ambientales [12].

Tabla 1. Composiciéon de aminoacidos del hidrolizado

proteico.

Aminoacido Hidrolizado (mg/100g)
Arginina 185,73
Glutamina 175,77
Fenilalanina 36,85
Isoleucina 20,30
Leucina 156,04
Lisina 187,97
Tirosina 201,32
Valina 129,84
Prolina 215,69

*Los aminoacidos correspondientes a asparagina,
glicina, histidina, metionina, serina, treonina y alanina
no fueron cuantificables en 100 g de muestra.

Del mismo modo, la solubilidad proteica obtenida
a partir de la biomasa residual microalgal al ser
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del 80 % indica el beneficio para la alimentacion de
los peces, ya que todos los aminoacidos van a ser
digeridos mas eficientemente en sus sistemas [8].

Conclusiones y recomendaciones

A partir de un subproducto como la biomasa
residual de la microalga Parachlorella kessleri
es posible obtener un hidrolizado proteico con
potencial de convertirse en un bioinsumo, ya que
tiene un alto contenido de aminoéacidos esenciales
que favorecen el crecimiento y desarrollo de
los peces. Sin embargo, para la obtencion del
hidrolizado se utilizé6 una metodologia que emplea
tecnologias térmicas y solventes organicos, la
cual podria ser mejorada al incorporar procesos
biotecnolégicos y el uso de tecnologias asistidas
como microondas, ultrasonido, pulsos eléctricos,
entre otras, haciéndolo mas eficiente en términos
ambientales y econémicos.
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