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Resumen de la tesis de Raquel Escuredo Viglbssentada como requisito parcial para la
obtencion del grado de Maestro en Ciencias en cAittura.

Evaluacion de la biomasa producida por la microblgamatococcusp.y la induccion a la
carotenogénesis bajo diferentes condiciones deault

Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dra. Bertha Olivia Arredondo Vega
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

Los estudios sobre microalgas han aumentado coabldenente en los Ultimos afios debido a sus
multiples aplicaciones, tanto en la acuicultura e@mn la produccion de compuestos con alto valor
comercial, como los acidos grasos poliinsaturaddesy pigmentos carotenoides. Entre las
microalgas que han sido postuladas para estudibgehde investigacion en laboratorio y en el
escalamiento masivo para la produccion de pigmema®tenoides, esta la microalga
Haematococcus pluvialisTrabajos previos sobre esta especie indican logie condiciones de
estrés acumula el pigmento carotenoide astaxamtisa)o que ha sido utilizado para su inclusion
en dietas para peces y como complemento alimergitidietas para humanos. La microalga
Haematococcussp., fue aislada localmente, por lo que, con lanicion de identificar las
condiciones adecuadas para su cultivo, en estajdrak evaluaron diferentes medios a base de
fertilizantes agricolas: Miracle Gro (MG), Plantafi®T), Nitrocel+agro-K (NA), Bayfolan (BF) y
como cultivo control el Medio Basal Bold (MBB), asimo tres intensidades de luz (60, 80 y 100
pumolent?es?). Las mayores biomasas (72.0%xt@lsmL?') se obtuvieron con el medio de cultivo
Plantafol e intensidad de luz de 60 umotest y las densidades celulares mas bajas se obtuvieron
con los fertilizantes agricolas NA y BF en todesihtensidades de luz estudiadam respecto a

la composicion bioquimica (proteinas, carbohidratigsidos y &cidos grasos) de los dos
fertilizantes seleccionados del primer ensayo (M8lantafol) y el medio control (MBB). En
general no se observaron diferencias en la conmipadioquimica entre los fertilizantes agricolas
y el medio control. Para analizar la producciorcaetenoides, los cultivos tkaematococcuse
sometieron a estrés con y sin limitacion total deientes e intensidad de luz de 300 pmadksn

1, El resultado de este estudio indica que el efiévactivo de la limitacién de nutrientes y alta
intensidad de luz, favorecio la formacion de pigtosrcarotenoides.

Palabras claveMicroalga, Haematococcus cultivo, carotenoides



Abstract of the thesis presented by Raquel Escuviselba as a partial requirement to obtain the
Master in Science degree in Aquaculture.

Evaluation of the biomass produced by the micraalgmematococcusp. Induction and
carotenogenesis under different culture conditions

Abstract approved by:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dra. Bertha Olivia Arredondo Vega
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

Studies on microalgae have greatly increased ientegears due to their multiple applications in
both aquaculture and production of high-value coumgis, such as polyunsaturated fatty acids and
carotenoid pigments. Among the microalgae postdlateesearch level for laboratory studies and
in mass scaling for the production of carotenoigngents is the microalgadaematococcus
pluvialis. Previous studies on this strain indidi@ under stressful conditions it accumulates the
carotenoid pigment astaxanthin, this pigment hanhesed for inclusion in fish diets and as a
dietary supplement in human diets. The microalgaematococcusp., was isolated locally,
therefore, with the intention to identify the adatgiconditions for its culture, in this work diféert
mediums based on agriculture fertilizers were eatald: Miracle Gro (MG), Plantafol (PT), Agro
K + Nitrocel (NA) and Bayfolan (BF) and as a cohtalture Bold’s Basal Medium (BBM) was
used, as well as three different light intensi{i@8, 80 and 100 pmolstas®. Highest biomass
(72.0x104 cél » mL-1) was obtained with the cultaredium Plantafol and light intensity of 60
mol » m-2 « s-1 and the lowest cell densities wabtained with agricultural fertilizers NA and BF
in all light intensities studied. Regarding thedfiemical composition (proteins, carbohydrates,
lipids and fatty acids) of the two fertilizers saled from the first essay (MG and Plantafol) and
control medium (BBM). In general no overall no di#nce in the biochemical composition was
found between agricultural fertilizers and controkedium. To analyze the production of
carotenoids Haematococcusultures were submitted to stress with and withfolit nutrient
limitation and light intensity of 300 pmol « m-2se1. The result of this study indicates that the
interactive effect of nutrient limitation and hitight intensity, favored the formation of carotethoi
pigments.

Keywords:Microalgae, Haematococcusculture, carotenoids.
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Capitulo 1.

Introduccién

Las microalgas constituyen un grupo de microrgaagsfotosintéticos con una gran diversidad de
especies, se encuentran ampliamente distribuidées l@osfera y se adaptan a una gran cantidad
de condiciones, dependiendo de la especie, su tamgtle variar desde una a cientos de micras
(Caswell y Zilberman, 2000; Barsanti y Gualtie@0B).

La importancia de las microalgas se ha incremeneéados ultimos afios debido a sus multiples
aplicaciones: como complementos de dietas parafimsnan el tratamiento de aguas residuales,
en la produccion de compuestos bioactivos de alor\comercial y recientemente por el interés
gue han generado para la produccién de biocomiestiMetting y Pyne, 1986; Lorenz y
Cysewski, 2000; Richmond, 2004; Chisti, 2006 y Goay2011). Sin embargo, actualmente su
uso mas extendido es como base de la produccideotuya que son parte integral de la
produccién de moluscos bivalvos y para el desarddl larvas de peces y crustaceos (Herero
al., 1991).

Uno de los aspectos mas importantes para la prianiude microalgas, es la seleccion del medio
de cultivo quimico, que sea econOmicamente apropiaara los diferentes volimenes de

produccién. Cuando se trabaja con volumenes graebiegerés radica generalmente en el uso de
fertilizantes de bajo costo que aseguren altasidbshes celulares, asi como una buena calidad

nutricional de las células (Abal@¢ al, 1995).

Entre las especies de microalgas que se usan coentmen la alimentacion de especies marinas
y dulceacuicolas se encuentrdetraselmis suecica, Nannochloropsis oculata, Ghaabs
muelleri, Isochrysis galbana, Pavlova lutheri, Rbownassp.,Chlorella vulgaris, Scenedesmus
sp. ySpirulina(Arthrospira)spp., debido a su composicion bioquimica y aliaag de crecimiento
(Dhertet al, 2001, Habiket al, 2008).
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Es importante conocer la composicion bioquimicéadamicroalgas, ya que no es constante, sino
que varia en funcion de la especie, asi como dmladiciones de cultivo. Sin embargo, es posible
modificar la concentracién y composicion de los paestos deseados, mediante el control de
factores como la concentracion y tipo de nutrigrigegemperatura, la intensidad de la luz y el pH.
También es posible seleccionar la fase de crecimi@ptima para su cosecha (Saracco, 2003;
Valenzuela- Espinozet al, 2005; Ceroret al, 2007).

En funcién de las condiciones ambientales y/o dt&/oualgunas especies modifican el contenido
de ciertos compuestos, entre estos destacan Wissagiasos poliinsaturados de cadena larga y los
pigmentos carotenoides, altamente demandadosegreado internacional, comofetaroteno y

la astaxantina.

El 3-caroteno es el primer carotenoide naturadyemo a nivel industrial, cuya principal fuente
natural es la microalgaunaliella salina(Ben-Amotz y Avron, 1983; Borowitzka y Borowitzka,
1989; Hosseinet al, 2007; Rajaet al, 2007;). Otro carotenoide de gran interés esti@xantina,

un cetocarotenoide derivado del [3-caroteno queuseteriza por poseer un grupo ceto (C=0) y
un grupo hidroxilo (-OH) en los extremos ciclicasld molécula, que le confieren un gran poder
reactivo (Kobayastet al,, 1992).

Este carotenoide es responsable del color de e ¢l muchas especies marinas y de agua dulce
gue ingieren los microorganismos que sintetizae pgimento (Dominguez-Bocaneget al,
2007). Sin embargo, cuando algunos organismos stiivaclos éste pigmento debe ser
administrado en la dieta, como en el caso del saltadrucha y el camarén, ya que les proporciona
el color rojo-anaranjado caracteristico y contrdaynejorar su apariencia aumentando asi su valor
comercial (Johnsoet al, 1991, Chavez-Cabreed al, 2010). Ademas de su uso como colorante,
su inclusién en la dieta mejora el crecimientoagedrganismos y aporta notables beneficios en la

reproduccion y desarrollo larvario.

Multiples estudios revelan la importancia de laagahtina para la salud humana por su accién
inmunoestimulante: en el caso del cancer, propoacfwoteccién contra los radicales libres, en
enfermedades cardiacas ayuda a la reparaciomdelchusado por la falta de oxigeno en el tejido

cardiaco, ademas ayuda a la disminucién de lososfeerjudiciales del colesterol LDL, entre otras
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(Guerinet al, 2003; Pulz y Gross, 2004; Misawa, 2011). Otmmpa del uso de la astaxantina es

en la dermatologia debido a su alta capacidadxaddote (Spolaoret al.,2006).

En la década de los afios 80, se utilizaba prinipate astaxantina sintética, pero debido a sus
altos costos ($2,500-3,000 dlls por kg) se busclrentes naturales, como la producida por plantas
superiores, por la levaduiRhaffia rnodozymala bacteriaHalobacterium salinarumy por la
microalgaHaematococcus pluvialigJohnsonet al, 1991; Chavez-Cabreret al, 2010). La
microalga H. pluvialis esconsiderada como la mejor fuente natural de astiaeaya que puede
acumular hasta el 5% de su peso seco de estergmi@mmeret al, 1991, Boussibat al.,
1999).

Haematococcusp. es una microalga de agua dulce pertenecidatelase Chlorophyceae. Es un
biflagelado unicelular (célula vegetativa) que emdiciones de estrés pierde los flagelos,
adoptando una forma denominada palmeloide, en & empieza a acumular pigmentos
carotenoides, principalmente astaxantina. Si alégstontinla, la membrana celular se va
endureciendo hasta alcanzar una forma de quistadla aplanospora. Esta se caracteriza por su
color rojo y por poseer una pared celular extreanaghte resistente que rodea la membrana
plasmética, formada en su mayor parte por un costpisEmejante a la esporopoleina (Elliott,
1934; Hageret al, 2002). Cuando las condiciones de cultivo sorcaadas para el crecimiento,
las células revierten su estado de aplanospora a€ldila vegetativa y pierden la pared celular
rigida, que es sustituida por una matriz gelatinosge labil e inician la degradacion de la
astaxantina (Fabregasal., 2000; Domingueet al, 2006).

A pesar del reconocido potencial de esta microagaultivo esta limitado por las dificultades
para obtener grandes biomasas, lo que constituyeeitos principales retos para su produccion a
gran escala (Cifuentest al, 2003). Entre los factores que influyen en elcioneento de
Haematococcugstan el medio de cultivo, la temperatura y lansidad de luz. El cultivo de
Haematococcuse ha realizado basicamente con medios quimicarndefinidos para especies de
agua dulce, en donde se han evaluado diferentemivaciones de nutrientes y fuentes de
nitrégeno, potasio, sulfatos, etc. (Fabregfaal, 2000, Calero-Estévez, 1998).
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En los ultimos afios se han realizado diversos joabenfocados al estudio de los fertilizantes
agricolas como medios alternativos para el culigamicroalgas (Tabla 1), tanto de agua dulce
como marina, para asi disminuir el costo de suymcdn, obteniendo microalgas de buena
calidad, tanto por su densidad como por su pedduimico (Valenzuela—Espinoz al., 2005;
Pifiaet al.,2007; Nieves-Sotet al, 2001). Los fertilizantes agricolas varian erc@mposicion
guimica y por ende en la concentracion de nutrei@eando una especie de microalga se cultiva
con medios de cultivo elaborados a base de difesdettilizantes, el crecimiento y su composicion
proximal también varian. Todos los fertilizantesiegas contienen nitrogeno en la forma de
diferentes especies quimicas (amonio, urea, nélrgoe estan biodisponibles para las microalgas,
aunque la diferencia radica en el costo energgtiecsu asimilacion representa para las células. El
amonio es la forma de nitrégeno que supone un ngagio energético (Borowitzka al., 1991;
Abaldeet al, 1995)

Ademas del medio de cultivo, la intensidad de kiateo factor que influye de manera determinante
en el cultivo deHaematococcusp. La intensidad de luz 6éptima para su crecirniesta entre 26

y 120 pmolentes?, con las que se obtenien biomasas entre 100,0800#000 célemt!
(Borowitzkaet al, 1991; Kobayastet al, 1993; Corderet al, 1996; Calero-Estévez, 1998; Duk
et al, 2006a).
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Tabla 1. Medios de cultivo utilizados para el mdtde diferentes especies de microalgas marinas
y dulceacuicolas. FA = Fertilizantes agricolas.

Especie Medio de cultivo Diferencia en Referencia
célemL?t
Nannochloropsis oculata “f12” Arredondo-Vegeet al.
. FA > f/2
Isochrysis galbana. FA (2012).
Chaetoceros muelleri, upr
Thalassiosira weissflogii, FA>f Pifaet al. (2007)
. FA
Isochrysissp.
“f Nieves-Soteet al.
. FA>f
Monorajohidium sp. FA (2001)
‘lf/2” ) - .
) _ No significativa | Acosta-Ortega (2010)
Dunaliella tertiolecta FA
‘lf/2” ) - .
_ No significativa | Pacheco-Vega (2003)
C. muelleri FA
“f12” o Valenzuela-Espinoza
No significativa
Rhodomonassp. FA et al (2005)
“f2” Gonzalez-Mufioz

. No significativa
Porphyridium cruentum FA (2006)
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La carotenogénesis ¢taematococcusp., depende de varios factores que inducen tupoddn
masiva de pigmentos, entre los principales estdimigacion de nutrientes, principalmente el
nitrogeno y el fésforo (Dukt al, 2006b), las altas intensidades de luz (BougsWanshak, 1991;
Calero-Estévez, 1998; Brind# al.,2004; Qiu y Li, 2006), altas temperaturas (Gorzéedina,
datos no publicados) y la salinidad (Cordetal, 1996; Brindeet al., 2004; Borowitzkeet al.,

1991). Sin embargo, los resultados obtenidos eclasf son contradictorios.

Los estudios relacionados con la limitacion deiantes indican que bajas concentraciones de
nitrogeno favorecen la formacién de aplanospordsaematococcusp. (Borowitzkaet al.,1991).
Boussiba y Vonshak (1991) mencionan que la intadsde luz adecuada para la produccion
masiva de axtasantina es de 170 umdtgh En contraste, Harkest al (1996), indican que el
intervalo de intensidad de luz 6ptimo para laesiistde astaxantina es de 1550 a 1650 pmolem
251, Oftro factor estresor estudiado es la salinidathres superiores al 1% resultan en muerte del
cultivo deHaematococcusp. (Borowitzkeet al, 1991), sin embargo, la adiccion de NaCl en un
rango de 0.2-0.8% es la mejor condicion para ldymoion de astaxantina (Cordexbal., 1996;
Boussibeet al.,1991).

Los resultados obtenidos por diversos autores badgueda de la condicion mas adecuada para
el cultivo deHaematococcusp., son muy variados, por lo cual, en este jwaka abordara el
estudio de medios no convencionales e intensidéelés para la optimizacion del cultivo y de la
induccién a la carotenogénesis Haematoccocussp., principalmente para lograr la mayor

produccién de pigmentos carotenoides.



Justificacion.

Las microalgas tienen numerosas aplicaciones, vgme desde la alimentacion directa de
organismos filtradores, hasta la obtencion de c@sos con alto valor comercial, entre los que se
encuentran los acidos grasos poliinsaturados (PUp@éssus siglas en inglés) y los pigmentos
carotenoides, sin embargo, la produccién masivanieoalgas implica un elevado costo de
produccioén, por lo que la bisqueda de medios devawdlternativos y la condicion Optima para
lograr mayores biomasas sin comprometer la cakddd principal tarea a abordar, por lo anterior,
este trabajo tiene como objetivo evaluar el potdriz la microalgddaematococcussp., aislada
localmente, para la produccion de pigmentos caoides, por lo cual, se evaluaran las condiciones
de luz y el contenido de nutrientes para la promun de biomasa y para la produccion de
pigmentos carotenoides.



Capitulo 2

Hipotesis:
* Los diferentes medios de cultivo a base de fegtiliegs agricolas, propiciaran igual o mejor

crecimiento y composicion bioquimica que el Medas8l Bold, en la microalgdaematococcus

sp.

* El efecto interactivo de la limitacion de nutrientg altas intensidades de luz favorecerd un

incremento en la produccién de carotenoides erideoalgaHaematococcusp.

Obijetivos:

General

Evaluar el crecimiento y la produccion de biomaséadnicroalgddaematococcusp.,, con medios
de cultivo elaborados a base de fertilizantes algr$cy cuantificar la produccién de carotenoides

bajo diferentes factores de estrés.

Especificos

* Evaluar el crecimiento ddaematococcusp. con cuatro medios de cultivo alternativos y
el control MBB a tres intensidades de luz.

« Evaluar la biomasa producida mediante el nUmergtidas, el peso seco total y organico
y la composicién bioquimica (proteinas, carbohmbalipidos totales y acidos grasos), de
Haematooccussp. utilizando dos medios de cultivo elaboraddsase de fertilizantes
agricolas y el Medio Basal Bold (MBB) como control.

» Evaluar la produccion de carotenoides totalesidematococcusp. inducida con altas

intensidades de luz y limitacion de nutrientes.



Capitulo 3:

Material y métodos

3.1. Origen de la cepa

La cepa deHaematococcusp. que se utilizO en este trabajo fue recolectaddoema de
aplanospora en el campus del Departamento de Atugulel Centro de Investigacion Cientifica
y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE). iBlezla y reactivada en el Medio Basal Bold
(MBB), utilizado paraHaematococcusp. por la Universidad de Texas (UTEX).

3.2 Produccién de biomasa

El cultivo de la microalgiélaematococcusp, se realizé mediante indculos sucesivos desdel 10 m
hasta 15 L, con el objetivo de producir la biomsiséciente para los ensayos de evaluacion de
medios de cultivo. Los cultivos de 10 mL a 1 L ealizaron con agua destilada, previamente
esterilizada en autoclave a 1My 15 libras de presion. Para los cultivos de 1% Eesterilizacion
se realiz6 con cloro comercial (3 mL¥Lpor 24 h y posteriormente se agregé tiosulfatsatio

(150 mgeL!) y aireacion profusa para la eliminacion total aeto.

Los cultivos se iniciaron con el Medio Basal Bold 8MBB) (Tabla 2) y se mantuvieron en
condiciones controladas de laboratorio: temperatar2l+1°C, pH de 7-7.5, una intensidad de luz

de 40 pumolentss? y aireacion continua para evitar la sedimentadiéita microalga.
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Tabla 2: Composicion del Medio Basal Bold 3N emgtean el cultivo de la microalga
Haematococcusp., formulado con base en la especificacion de XUTBe culture
Collection of Algae.

Componente Concentracién

NaNG; 8.82 mM
CaCb.2H.0 0.17 mM
MgSQ..7H.0 0.3 mM

KoHPOy 0.43 mM
KH2PQ 1.29 mM
NacCl 0.43 mM

3.3 Experimento preliminar

Para determinar la concentracion de nitrogeno mdsumda para el crecimiento celular, se realizé
un experimento preliminar en un volumen de 60 mis medios analizados fueron el MBB vy el
fertilizante agricola Miracle Gro (MG) con tres centraciones de nitrogeno, 8.82, 17.64 y 24.46
mM. Los cultivos se mantuvieron a una intensidatudale 40 pmolerdes?, una temperatura de

21 °C y aireacion continua.

3.4 Evaluacion de medios de cultivo e intensidadds luz

Se evaluaron cuatro medios de cultivo formuladosfeatilizantes agricolas, y como control se
utilizé el MBB (Tabla 2). En vista de que los ferantes seleccionados tienen las mismas fuentes
de fosforo y potasio pero diferentes fuentes dedgeéino (Tabla 3), los medios de cultivo se
formularon con base en una concentracion de 8.82dmMitrégeno, que es la concentracion en

gue se encuentra en el MBB (3N) (Tabla 4).
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Tabla 3. Fuentes de los componentes mayoritargss$offo, potasio y nitrogeno) de los medios
empleados en el cultivo de la microalgaematococcusp. MBB (Medio Basal Bold), MG
(Miracle Gro), NA (Nitrocel+Agro K)

Medio Fuentes de K, P Fuentes de N
MBB K,HPQ, , KH,PO Nitrato de sodio.
MG K,0, PO, N amoniacal y uréico
PLANTAFOL K,0, PO, N amoniacal, uréico y nitrico.
NA K,0, PO, N uréico
BAYFOLAN K,0, PO, No especificado por el fabricante

Tabla 4: Composicién quimica y concentracion deientes de los fertilizantes empleados en el
cultivo de la microalgddaematococcusp. (Valores expresados en mM). MBB (Medio Basal
Bold), MG (Miracle Gro), NA (Nitrocel+Agro K).

MEDIOS DE CULTIVO

MBB MG PLANTAFOL BAYFOLAN NA
N 8.82 8.82 8.82 8.82 8.82
P 1.62 1.74 0.87 0.26 1.62
K 2.05 1.31 1.31 0.56 4.05
B 0 0.015 0.011 0.04 0
Cu 0 0.009 0.005 0.007 0
Fe 0.36 0.022 0.011 0.009 0.36
Mn 0.21 0.007 0.006 0.007 0.21
Mo 0.017 0.0004 0 0.005 0.017
Zn 0.037 0.008 0.005 0.013 0.037
Co 0.008 0 0 0.004 0.008
Ca 0.17 0 0 0.003 0
Mg 0.3 0 0 0.004 0
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La evaluacion del crecimiento déaematococcusp. en los diferentes medios de cultivo e
intensidades de luz, se inicié con un inéculo d@@D célemL! en tubos de vidrio de 80 mL (con
un volumen util de 70 mL) y aireacion continua. diferentes medios fueron expuestos a distintas
intensidades de luz: 60, 80 y 100 pmotest (Fig.1).

Cada tratamiento se hizo por triplicado y con basdos resultados obtenidos se eligieron los
medios de cultivo y la intensidad de luz en los g@euantificé la mayor cantidad de biomasa,

para continuar con los siguientes experimentddatmatococcusp.

El crecimiento se evalué con base en el incremdatta densidad del cultivo (célem). Los
recuentos celulares diarios se realizaron en umosgopio compuesto Primo Star, ma@a|

Zeiss, utilizando una camara de Neubauer o henté@toeiro de 0.1 mm de profundidad

Medios de cultivo

B

60
v
£
E

= 80
2
(0]
©
©
©
o)
[)]
C
2
=

100

Figura 1. Disefio experimental para la optimizaciordel cultivo de Haematococcusp., en diferentes
intensidades de luz§0, 80 y 100 pmoleniss?) y medios de cultivo formulados con base en cuatro
fertilizantes agricolas (A= Miracle Gro; B=Plantafd; C= Bayfolan; D= Nitrocel+Agro K) y el medio
Medio Basal Bold (MBB) como control
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3.5 Composicién bioguimica dédaematococcusp.

Con base en los resultados del experimento ant&ioricio un nuevo ensayo en un volumen de
1L para evaluar la composicion bioquimica (proteimasbohidratos, lipidos totales y acidos
grasos) dédaematococcusp., cultivada en dos medios (MG y Plantafol)lg antensidad de luz
seleccionada (en base al experimento inicial)n&tilo inicial fue de 30,000 célermiLEI disefio
experimental consistio en una intensidad y dos osedie cultivo y cada combinacion por

triplicado, lo que resulta en un total de 6 unidaebeperimentales.

Como en el experimento anterior, el crecimientevaud con base en el incremento de la densidad
del cultivo (célsmLY), peso seco total (PST), peso seco organico (§8@nposicion bioquimica
(proteinas, carbohidratos, lipidos totales y acidossos). Para analizar el peso seco y la
composicion bioquimica ddaematococcusp. en las diferentes fases de crecimiento, sartom

muestras de las seis unidades experimentales exada dia.

Para cuantificar el peso seco se concentré un \eiwanocido del cultivo en filtros GF/C de fibra
de vidrio de 47 mm de didmetro, previamente lavaitoterados en la mufla a 490°C y pesados.
Los filtros con microalgas se colocaron en unafasu/0°C por 24 h, para obtener el peso seco
total (PST), posteriormente se incineraron en uafiana 490°C por 24 h, para cuantificar el peso
de cenizas. Finalmente por diferencia entre el 88 cenizas, se obtuvo el peso seco organico
(PSO).

Las muestras del cultivo para el andlisis bioquinfileron centrifugadas a una velocidad de 3500
rpm, durante 15 minutos y a una temperatura de,1&°Questra de microalgas concentradas se

colocaron en tubos eppendorf y se congelaronquapmsterior analisis.

La cuantificacion de las proteinas se hizo conébado de Lowryet al. (1951), previa extraccion
con NaOH 1.0 N siguiendo el método de Raush (1981)

Para la cuantificacion de los carbohidratos, se lazextraccion mediante el método de Whyte
(1987), usando como agente extracteB®& 1 M, y la cuantificacion se realiz6 por el métatip
Duboiset al. (1956).

La extraccion de los lipidos se hizo por el métde@ligh y Dyer (1959) y la cuantificacion segun
el método de Pand al. (1963).
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Para la cuantificaciéon de los acidos grasos, iim@ate se extrajeron los lipidos totales con el
método de Blight y Dyer (1959). La fase lipidicasged con nitrdgeno gaseoso y se sometio a
metandlisis con 5 % de HCI en metanol durante @rashen bafio maria a 85 (Sato y Murata,
1988). La extraccion de los acidos grasos se teabim hexano grado HPLC. La identificacion y
cuantificacion se realizo por medio de un cromatfigde gases acoplado al detector de ionizacion
electrénica GCD1800B: Para la identificacion seamn en cuenta los tiempos de retencién de
cada uno de los picos presentes en el cromatograsiagcomo la presencia de los iones

caracteristicos de cada acido graso que conforirespectro de masas.

Para calcular la concentracion de los acidos grasmklaematococcysse utilizé una curva de
calibracion previamente preparada con una mezataernal de 37 acidos grasos metilados
(SUPELCO) en un intervalo de concentracion de 1008 pgeml!. Este gradiente de
concentracion fue definido de acuerdo a la seiddnl del equipo de cromatografia (GCMS-
GCD1800B). Para cada pico de acido graso de laaadevcalibracion, el equipo integra el area
bajo la curva que en el sistema GCMS es directa@oporcional a la concentracién del mismo.
Mediante el software del equipo, se calcula la psrid de la recta, que en el sistema GCMS se
conoce como factor de correccion (FC), que exzath al momento de calcular la concentraciéon

de cada uno de los acidos grasos presentes en¢assdras de la microalga.

3.6 Induccidn a la carotenogénesis

Para inducir la produccion de pigmentos caroterso@e Haematococcusp., se realizaron dos
ensayos: 1) cultivo con alta intensidad de luz iy lbmitacion de nutrientes y 2) cultivo con alta
intensidad de luz y sin limitacion de nutrientes. &nbos ensayos se iniciaron cultivos con los
mediosMBB, MG y Plantafol con una intensidad de luz de 60 limé»s® y un tamafio de inéculo

inicial de 30,000 célemt, con tres repeticiones por cada medio de cultivo.

En el primer ensayo, una vez que los cultivos aasm su maximo crecimiento se procedio a la
induccién a la carotenogénesis incrementandotiensidad de luz hasta 300 pmaofss, la cual
se escogid con base en estudios previos realizadogl Laboratorio de microalgas del

Departamento de Acuicultura del CICESE.

En vista de los resultados obtenidos en el primsayo, se realizé un segundo experimento de

induccion a la carotenogénesis, en donde, una vezlos cultivos alcanzaron el maximo
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crecimiento exponencial se cosecharon las micreglgacentrifugacion a 2000 rpm (para remover
los nutrientes remanentes), posteriormente, elgiaqelular obtenido se resuspendioé en 500 mL
de agua destilada y las unidades experimentalesrfegpuestas a 300 pmolérs®. Diariamente

se realizaron conteos de cada unidad experimé&uadh tratamiento consto de 3 réplicas.

Para analizar el contenido de pigmentos (clorajld y carotenoides totales) en los diferentes
tratamientos, desde el primer dia de cultivo y dadzer dia, se colectaron volumenes conocidos
de microalgas, los cuales fueron concentrados arcemtrifuga refrigerada Eppendorf (5417R) a

5500 rpm y posteriormente fueron almacenados 8C3fara su posterior analisis.

3.6.1 Extraccion y analisis de pigmentos

La extraccion de pigmentos carotenoides y clorefday b), se llevo a cabo por medio del método
de Boussibeet al. (1992), modificado por Corderet al. (1996) empleando dimetil sulfoxido
(DMSO).

La cuantificacion de pigmentos (clorofilas y carmtieles totales) se realizé por medio de métodos
colorimétricos, en un espectofotometro HACH, DR&O00

Para calcular la concentracion de las clorofilagtdizaron las ecuaciones descritas por Jeffrey y

Humphrey (1979) y para los carotenoides totalassaeon las de Strickland y Parsons (1972).

Clorofilaa=11.93 Ass— 1.93 Aa7 (1)
Clorofilab = 20.36 As7— 5.50 Ases (2)

Carotenoides totales = 7.64g8-1.49 As10) 3
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3.7 Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto de los diferentes mediasiltigo e intensidades de luz sobre el crecimiento
y composicion bioguimica ddaematococcusp., se aplico un disefio completamente aleatiwriza
(DCA) y se realizé un analisis de varianza (ANOW dos vias, en los casos en los que se
encontraron diferencias significativas (P<0.05)resdizé una prueba Tukey de comparacion de

medias. Para realizar todos los analisis se engblpiograma STATISTICA 7®



17

Capitulo 4

Resultados
4.1 Obtencion de biomasa y optimizacion del cultivo

Los resultados del cultivo ddaematococcusp., con el medio de cultivo Medio Basal Bold
(MBB) con diferentes concentraciones de nitroge(@N, 6N y 9N) indican que la fase de
acondicionamiento tuvo una duracién de tres dies |pa concentraciones de 6N y 9N y de cuatro
dias para la de 3N, la fase de crecimiento expdaldneo una duracion de un dia para 3N y 6N y
de dos dias para 9N (Tabla 5). La densidad cebliservada en el MBB fue muy similar en los
diferentes tratamientos durante los primeros sés dle cultivo (Fig. 2), sin diferencias
significativas (p>0.05). En general, las mayoregniasisas para las tres concentraciones de
nitrégeno estudiadas, se obtuvieron en el noveaod# cultivo, con un intervalo de 98,750 a
140,416 célemtl. Las maximas tasas de crecimiento se obtuvierdfaaluatro con 6N y 9N (0.74

y 0.70d) respectivamente) (Tabla 5).
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”, 150000
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©
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Dias de cultivo

Figura 2. Biomasa (célsmL?) de la microalgaHaematococcusp. cultivada en Medio Basal Bold, con
intensidad de luz de 40 pmoleresy tres concentraciones de nitrogeno (3N, 6N y 9N).

Con respecto al cultivo con el fertilizante agr&cMliracle Gro (MG), se puede observar un patrén
de crecimiento diferente entre las concentraciaeesitrogeno analizadas (Fig. 3). Segun el
analisis estadistico, hay una diferencia altam&gteficativa entre las densidades celulares sle lo
cultivos con mayor concentracién de nitrégeno (%4,340 célemt)) y los de menores

concentraciones (p<0.001). Los mejores resultag@brivieron con las concentraciones de 3N y
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6N con densidades maximas de 190,000 y 171,878 8lrespectivamente. Las maximas tasas

de crecimiento se observaron al dia dos en laetdracion de 3N (0.74%) y dia cuatro para 6N

(1.25) (Tabla 5).
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Figura 3. Biomasa (célsml?) de la microalgaHaematococcusp. en el medio Miracle Gro (MG), con
intensidad de luz de 40 umolsries™ y tres concentraciones de nitrogeno (3N, 6N y 9N).

Tabla 5. Tasas de crecimiento (Rpdle Haematococcusp. cultivada con dos medios de cultivo
(Medio Basal Bold, MBB y Miracle Gro, MG) con tresncentraciones de nitrogeno (3N, 6N y

ON).

MBB
Dia 3N 6N 9N Dia 3N 6N 9N
0 0.23 -0.12 -0.45 0 031 -0.27  -0.09
1 -0.63 -0.23 0.31 1 031 0.03 0.01
2 0.28 0.13 0.05 2 0.74 0.60 -0.01
3 0.23 0.32 0.23 3 0.35 0.19 0.11
4 0.36 0.74 0.70 4 0.56 1.25 0.50
5 0.56 0.39 0.74 5 0.60 0.25 0.11
6 0.29 0.19 0.40 6 -0.00 0.11 0.14
7 0.41 0.19 0.40 7 -0.01 0.13 0.24
8 0.58 0.36 0.13 8 0.08 0.49 0.16
9 -0.22 0.23 -0.19 9 0.01 -0.27  0.12
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4.2. Evaluacion del crecimiento délaematococcusp., con diferentes medios de cultivo e

intensidades de luz.

En las figuras 4 a 6 se muestran las biomasasr(ce)s deHaematococcusp., obtenidas en este

experimento.

En laintensidad de luz de 60 pmofs?, con el fertilizante Plantafol (Fig. 4, Tabla §¢,observo
una fase de acondicionamiento de un solo dia€g€lmiento exponencial inicio el dia 2 (u=1.35<d
1) y tuvo una duracién de 3 dias y la maxima bionsssauantificé al dia 6 con una media de
718,750 célemt, posteriormente se observé un decremento pauladisia el dia 11. Con las otras
dos intensidades de luz la fase exponencial tuacdunacion de 4 dias. Con el medio Plantafol al
sexto dia se obtuvo una densidad estadisticamep&riar con respecto a los otros medios
evaluados (p<0.01).

El menor crecimiento se observé con los medios Bayfolan con una fase de acondicionamiento
gue se prolongo hasta el dia 5y 6 de cultivo @smenente. Con el medio NA la fase exponencial
tuvo una duracion de dos dias (dias 6 y 7). Enrgéea los medios MG y MBB, se observa una
tendencia similar en el crecimiento, con densidgmemedio maximas de 191,167 célsh(Dia

10) y 281,250 célemt (Dia 7) respectivamente, en el MBB la fase expoia¢ituvo una duracion
de 2 dias (Dia 4 al 5 de cultivo).
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Figura 4: Biomasa (célemL?) de la microalgaHaematococcusp. cultivada con cinco medios a base
de fertilizantes agricolas (Miracle Gro, MG; Plantdol, PT; Nitrocel+agro-K, NA; Bayfolan, BF; y el
control, Medio Basal Bold, MBB) y una intensidad @ luz de 60 pmolerifes™
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CuandoHaematococcusp. se cultivd a una intensidad de luz de 80 pmbls?, los resultados
indicaron que con el medio Plantafol la fase expoiatinicié el dia 2 de cultivo (u=0.64%con
una duracién hasta el dia 5 (u=0.85<(Fig. 5, Tabla 6). La mayor densidad celular dbéenida
con este fertilizante al dia seis con una medi488000 célsmt..

Con los fertilizantes Bayfolan y NAo se observoé crecimiento celular y con el MBB lsgeové
un crecimiento limitado a través del tiempo, camnfsas promedio de 100,000 célsimtel dia

siete al diez, mientras que con el medio MG la maxbiomasa se obtuvo al dia 6 con una media
de 216,458 célemL
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Figura 5: Biomasa (célsmL') de la microalgaHaematococcusp. cultivada con cinco medios en base
a fertilizantes agricolas (Miracle Gro, MG; Plantafl, PT; Nitrocel+agro-K, NA; Bayfolan, BF; y el
control, Medio Basal Bold, MBB), con intensidad déuz de 80 pmolsnres?,
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Con la intensidad de luz de 100 pmofesi, las maximas densidades se obtuvieron con el
fertilizante Plantafol al dia seis con una medi&8ie,000 célemt! (Fig. 6). La fase de crecimiento

exponencial inicié desde el dia 2 (u=0.85y se prolongé hasta el dia 5 (u=1.29«(labla 6).

Las biomasas obtenidas con los fertilizantes MGBBNnostraron una tendencia muy similar, con
densidades promedio de hasta 199,166 y 185,333lcélen los dias 6 y 7, respectivamente. En

ambos medios la tasa de crecimiento exponencraigsgtro al dia 4 (u= 0.724d/ 0.81db).

Con los fertilizantes Bayfolan y NA no se obseorécimiento, con una pérdida de densidad

celular a medida que avanzaban los dias de cultivo.
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Figura 6: Biomasa (célemL?) de la microalgaHaematococcusp. cultivada con cinco medios en base
a fertilizantes agricolas (Miracle Gro, MG; Plantabl, PT; Nitrocel+agro-K, NA; Bayfolan, BF; y el
control, Medio Basal Bold, MBB), con intensidad déuz de 100 umolentes™.
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Tabla 6.- Tasas de crecimienierd?) de la microalgdHaematococcusp. cultivada con cinco
medios en base a fertilizantes agricolas (MG: Nir&ro, PT: Plantafol, NA: Nitrocel+agro-K,

BF: Bayfolan y el control MBB: Medio Basal Bold)) eitensidades de luz de 60, 80 y 100 pmolem
251,

Medios de
cultivo Dia Intensidad de luz (umolenvss?)

60 80 100

BF 1 -0.9: -0.94 -0.8¢
2 0.5¢€ 0.3¢ 0.1:

3 0.2¢ 0.1C 0.1y

4 -0.1: -0.1¢ -0.17

5 0.2¢ -04 -0.4

6 -0.1 -0.2¢ 0.0<

7 0.5¢ 0.5¢ 0.1z

PT 1 0.0t -0.14 -0.3z
2 1.3t 0.64 0.8t

3 1.6 1.1t 0.9¢

4 0.7 1.0¢ 1.1¢

5 0.5¢ 0.8t 1.22

6 0.2: 0.44 0.4C

MG 1 0.7t 0.67 0.5:
2 0.3z 0.21 0.41

3 0.3¢ 0.2z 0.21

4 1.0% 0.82 0.7z

5 -0.1¢ 0.5¢ 0.3¢

6 0.1: 0.3¢ 0.4¢

NA 1 -0.2¢ -0.3C -0.87
2 -0.24 -0.74 -0.0t

3 -0.1¢ -0.27 -0.1¢

4 0.3t 0.67 0.0z

5 0.41i -0.8:2 -0.2t

6 0.7¢ -0.21 0.11

7 0.7 -0.21

MBB 1 0.5 -0.44 0.31
2 -0.0z -0.0¢ -0.2C

3 0.21 0.1¢ 0.0t

4 0.92 0.6€ 0.81

5 0.8( 0.72 0.5C

6 0.51 0.1C 0.8¢

7 0.2¢ 0.6( 0.2¢




23

El efecto interactivo entre el medio de cultivoayimtensidad de luz muestra que se obtuvieron
densidades mas altas con la combinacion del fentile Plantafol e intensidades de luz de 60 y
100 pmolentes?. Las densidades celulares mas bajas se obtuerolos fertilizantes agricolas
NA y BF en todas las intensidades de luz estudi¢g®zg0 y 100 pmolertes?), mientras que con

el medio control (MBB) las densidades mas bajasbs@vieron a 80 y 100 pmolsfss® (Tabla 7).

Tabla 7. Concentracion celular (céleit10*) de Haematococcussp. cultivada con tres

intensidades de luz (60, 80 y 100 umotest) y cinco medios de cultivo (NA= Nitrocel y Agro-

K, MG= Miracle Gro, MBB= Medio Basal Bold, BF=Bayém, PT= Plantafol). Datos

correspondientes al dia 6. Subindices con letrasntdis denotan diferencias significativas.
Desviacion estandar entre paréntesis.

Intensidad Medios de cultivo
luz
NA MG MBB BF PT
60 42(1.8)c,d 165(16)c  23.0(125)c 29(1.1)c,d 72.C(7.6)a
80 0.£(0.2) d 21.7(24) ¢ 6.5(1.3)c, d 1.2(0.2)d 48.8(9.3)b

100 1.1 (02)d  20.(28)c 155(L1)c,d  1.4(0.3)d 58.7 (2.5)a, b

4.3 Evaluacion de la composicion bioguimica (proteas, carbohidratos, lipidos totales y
acidos grasos) de la biomasa producida pétaematococcusp.

4.3.1 Composicion proximal.

Los mejores crecimientos déaematococcusp., se obtuvieron con la intensidad de luz de 60
pumolem?esty con los medios de cultivo Plantafol y Miracle Gpor lo que se realizé un nuevo
ensayo para evaluar la composicion bioquimicazatitio estos medios e intensidad de luz y como
control el MBB.

El crecimiento déHaematococcusp. tuvo una fase de acondicionamiento de cudaabn los
tres medios de cultivo. La densidad maxima se abtaw el fertilizante Plantafol, con una media
de 321,666 célsmlt, en el dia diez de cultivo. El patrén de crecirrieteHaematococcusp. con

los diferentes medios de cultivo es similar al obsgo en el experimento anterior con 60 pmolem

Z.Sl.
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Figura 7: Biomasa (célemL?) de la microalgaHaematococcusp. cultivada a 60 pmolerifes® en tres
medios: Plantafol, Miracle Gro (MG) y el medio Baal Bold (MBB) como control.

Los resultados de la composicion proximal (protgitigidos y carbohidratos), se expresan como
el porcentaje del peso seco total de la microbBlgamatococcusp. obtenida con los diferentes
medios de cultivo (MBB, MG y Plantafol) (Tabla 8).

Al comparar la composicion proximal entre los medie cultivo para cada dia, no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de gir@s (p>0.05). Sin embargo, si se observaron
diferencias significativas (p<0.01) entre los difges dias de cultivo analizados en forma
individual, el mayor contenido protéico se obseaVos dias 5y 7, con valores de 11.42 a 15.46%.
A partir del dia 7 se observé una disminucién gooetentaje de proteinas, alcanzando el minimo
al dia doce, lo que coincidio con la disminucionlaldensidad celular observada en la curva de

crecimiento (Fig.7).
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Tabla 8: Composicion proximal (%) ¢taematococcusp. con diferentes medios de cultivo y una
intensidad de luz de 60 pmof%ss'. Datos expresados en porcentaje en base al pesdaosal.
MBB=Medio Basal Bold, PT= Plantafol, MG= Miracle &rSubindices con letras distintas
denotan diferencias significativas. Desviacionrmedsd entre paréntesis

Dia Proteinas Carbohidratos Lipidos
%
MBB PT MG MBB PT MG MBB PT MG
5 12.40b 15.46a 13.49ab 45.7b  51.94ab  54.48ab  12.77 13.81 1411
(0.83) (1.78) (1.15) (3.11) (1.46) (5.4) (1.68) (2.20) (2.17)
7 12.67ab  13.86ab 11.42ab  52.58ab 53.72ab  56.77ab  13.78 1526  14.37
(0.60) (2.08) (0.49) (5.1) (3.36) (4.87) (0.53) (1.37) (0.97)
10 11.42bc 11.66bc 10.05bc 50.87b 67.08a 63.26ab 15.72 16.95 13.54
(0.24) (0.48) (0.17) (3.5) (4.79) (2.45) (0.87) (1.0) (1.17)
12 9.26 ¢ 8.60c 9.10c 52.99ab  61.59ab 57.33ab 15.68 13.07 12.99
(0.68) (0.96) (0.44) (4.28) (4.35) (2.26) (2.14) (2.03) (1.67)
20 -
18 -
16
14
[}
g1
%10 uMBB
g 3 uPLANTAFOL
6 MMG
4
2
0

7

10

Dias de cultivo

12

Figura 8: Porcentaje de proteinas (en base al peseco total) de la microalgaHaematococcussp.
cutivada a una intensidad de luz de 60 pmolefs'y en tres medios: Plantafol, Miracle Gro (MG)y
como control el medio Basal Bold (MBB).
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En relacion al contenido en carbohidratos (TabREi@,9) en general no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre medios ni entre adiascultivo, obteniéndose porcentajes promedio
de 45.7 a 67.08%, correspondiendo este ultimor\allaecimo dia de cultivo con el medio

Plantafol y que resulto significativamente mase glié al inicio (p<0.01).

80 -

[%2]

=]

©

S

S uMBB

2

b5 #PLANTAFOL
Oc\: MG

5 7 10 12
Dias de cultivo

Figura 9: Porcentaje de carbohidratos (en base algso seco total) de la microalgdaematococcusp.
cutivada a una intensidad de luz de 60 pmolsfts y en tres medios: Plantafol, Miracle Gro (MG) y

como control el Medio Basal Bold (MBB).
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Con respecto al contenido lipidico (Tabla 8, Fi@), ho se encontraron diferencias significativas
entre los diferentes medios y dias de cultivo (P50 el contenido promedio fue de 12.77 a

16.95% del peso seco.

20
18
16
14
12

10 ®MBB

HPLANTAFOL
MMG

% Lipidos

A o o

5 7 10 12
Dias de cultivo

Figura 10: Porcentaje de lipidos (en base al pesec® total) de la microalgaHaematococcussp.
cutivada a una intensidad de luz de 60 pmoletts® y con tres medios: Plantafol, Miracle Gro (MG)
y como control el Medio Basal Bold (MBB).

4.3.2 Composicion de acidos grasos #aematococcusp.

Se identificaron veinte acidos grasos y el codigiie expresé como el porcentaje del peso seco
total. Los acidos grasos se agruparon en saturdd@S), monoinsaturados (AGMI),

poliinsaturados (AGPI) y altamente insaturados (AG#@iguras 9 a 11).

El contenido de AGS constituyo entre el 23.39%31e63% del total de los acidos grasos. EI AGS
mas abundante fue el acido palmitico (C16:0) cdarea minimos de 17.74% para el MBB y
maximos de 28.67% para el fertilizante agricola MM@bos valores correspondientes al dia 12 de
cultivo (Tabla 9).

Solo se observaron diferencias significativas (p¥)).en la sumatoria del porcentaje de AGS en
el dia 12 entre el fertilizante MG y el MBB.
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Tabla 9: Composicion de acidos grasos saturadiasrdieroalgaHaematococcusp. cultivada con
diferentes medios y con una intensidad de luz dguG@lem?s?!. Datos expresados como
porcentaje del peso seco total. Desviacion estéardes paréntesis. MBB=Medio Basal Bold, PT=
Plantafol, MG= Miracle Gro. *: Diferencias signiéitvas.

Dia

Acido
Graso 5 7 10 12

MBB PT MG MBB PT MG MBB PT MG MBB PT MG

140 178 189 163 175 1.85 166 204 1.84 164 216 191 154
(0.12) (0.02) (0.10) (0.38) (0.18) (0.09) (0.04) (0.08) (0.15) (0.80) (0.11) (0.38)

150 067 068 062 071 072 073 067 064 069 098 061 0.60
(0.07) (0.13) (0.07) (0.13) (0.14) (0.23) (0.03) (0.10) (0.04) (0.23) (0.11) (0.06)

16:0 2257 2054 23.00 21.83 19.91 22.12 19.63 22.64 2519 17.74 23.02 28.67
(0.89) (1.45) (0.49) (1.48) (0.58) (0.47) (0.01) (2.09) (0.83) (3.07) (1.47) (1.35)

180 125 099 107 105 122 064 113 079 056 151 072 081
(0.71) (0.27) (0.31) (0.39) (0.12) (0.19) (0.23) (0.41) (0.05) (1.70) (0.19) (0.04)

s AGS 2628 2411 2631 2533 2370 2515 23.46 2591 28.08 23.39* 26.27 31.63*
(0.45) (0.47) (0.24) (0.59) (0.25) (0.24) (0.08) (0.67) (0.27) (1.45) (0.47) (0.46)

Con respecto a los acidos grasos monoinsaturadaM (A éstos representaron entre el 9.35 y el
12.71% del total de los &cidos grasos (Tabla 1@)liferencias significativas en los porcentajes

totales entre los diferentes medios ni entre las dé cultivo (p>0.05).

Dentro de este grupo, el acido graso mas abuntlanes oleico (18:d9cis) con valores entre 5.16
y 7.16%. Los de menor abundancia fueron el@5;16:1»9 y el 16:»7 con valores entre 0.71
y 1.35%.
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Tabla 10: Composicién de &cidos grasos monoingiisrde la microalgdlaematococcusp.
cultivada con diferentes medios y con una intersaialuz de 60 pmols# si. Datos expresados
como porcentaje del peso seco total. DesviaciG@ndat entre paréntesis. MBB=Medio Basal
Bold, PT= Plantafol, MG= Miracle Gro.

Dia
Acido 5 7 10 12
Graso MBB  PT MG MBB PT MG MBB PT MG MBB PT MG
15:105 111 097 074 088 081l 082 097 082 088 125 071 081
(0.03) (0.30) (0.03) (0.04) (0.05) (0.08) (0.09) (0.11) (0.06) (0.43) (0.07) (0.08)
16:109 084 083 073 095 091 081 092 0.82 078 135 1.18 0.79
(0.07) (0.11) (0.05) (0.11) (0.12) (0.16) (0.05) (0.07) (0.20) (0.62) (0.17) (0.19)
16:107 094 112 092 114 120 102 109 099 084 134 0.79 0.78

(0.05) (0.12) (0.04) (0.08) (0.16) (0.14) (0.04) (0.25) (0.22) (0.63) (0.20) (0.11)

18:109c+t 157 119 149 117 104 179 104 185 416 138 215 4.36
(0.11) (0.26) (0.06) (0.11) (0.13) (0.39) (0.04) (0.33) (0.88) (0.38) (0.14) (2.87)

18:109cis 578 576 548 571 565 516 599 681 568 604 7.16 5.97
(0.21) (0.46) (0.21) (0.37) (0.24) (0.16) (0.19) (0.23) (0.46) (0.61) (0.81) (0.22)

1020 9.87 935 9.84 9.60 9.62 10.01 11.29 12.33 11.45 11.99 12.71
(0.09) (0.25) (0.08) (0.14) (0.14) (0.18) (0.08) (0.20) (0.36) (0.53) (0.28) (0.69)

X AGMI

El mayor contenido de AGPI en la microalggematococcusp. se obtuvo con el fertilizante MG,
con un intervalo de 34.84% a 42.09% del peso sedosadias 5 y 12 del cultivo respectivamente
(Tabla 11). El principal &cido graso de este griugoel 4cido linoléico (18i@6-c) con porcentajes
gue van desde 13.06 hasta 17.39% para el cabineel fertilizante Plantafol, los dias 5y 12 de
cultivo respectivamente. Otro 4cido graso relatiear® abundante en este grupo fue eld8:@on
porcentajes que van desde el 8.12% en el medio IMaé.2 de cultivo, hasta el 13.59% en el

medio Plantafol el dia 7.

Con respecto a los AGAI (C18»3, C20:4»6, C20:m3), presentaron un valor minimo de 20.82%
y un maximo de 28.17%, sin diferencias significasien los diferentes medios (p>0.05). Se puede
observar una tendencia de disminucion aparenteceminido de AGAI a medida que transcurren
los dias de cultivo. El acido graso mayoritarioedée subgrupo es el acido linolénico (L83

con porcentajes maximos de 25.17% al dia 5 devouttin el fertilizante MG.

Con respecto a los &acidos grasos esenciales, lid®saaraquidonico (ARA, 20#b) y
eicosapentaenoico (EPA, 2&3) estuvieron presentes en menor porcentaje. EbBGe encontro

en un intervalo de 1.81 a 2.62%, en tanto que &xd) se presentd en porcentajes ligeramente
menores, con valores entre 0.94 y 2.37%, sin dit@as significativas entre los medios de cultivo
(p>0.05).
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Tabla 11: Composicién de &cidos grasos poliinsdaggor la microalgddaematococcusp.
cultivada con diferentes medios y con una intenkialuz de 60 pmolsths®. Datos expresados
en porcentaje en base al peso seco total. Desniastdndar entre paréntesis. MBB=Medio Basal
Bold, PT= Plantafol, MG= Miracle Gro.

Dia
Acido 5 7 10 12
Graso MBB PT MG MBB PT MG MBB PT MG MBB  PT MG

16:266 273 239 202 313 3.08 243 344 284 164 339 324 143
(0.18) (0.57) (0.14) (0.32) (0.22) (0.17) (0.18) (0.32) (0.23) (0.16) (0.47) (0.19)

16:303 2.84 278 235 334 290 243 350 231 190 324 257 173
(0.12) (0.05) (0.16) (0.13) (0.25) (0.13) (0.08) (0.23) (0.12) (0.15) (0.34) (0.06)

16:306 150 1.83 1.86 161 201 222 181 155 193 1.89 1.89 1.86
(0.09) (0.24) (0.19) (0.07) (0.18) (0.01) (0.03) (0.50) (0.10) (0.82) (0.06) (0.12)

161403  10.47 1256 10.71 1232 13.59 12.47 1295 8.87 10.00 10.62 9.89 8.12
(0.60) (0.85) (0.82) (0.34) (0.69) (0.59) (0.35) (2.27) (0.52) (1.73) (0.68) (0.60)

18206c 1571 13.06 14.31 15.10 14.07 14.27 15.13 16.94 1560 14.95 17.39 16.29
(0.71) (2.07) (0.69) (0.73) (0.78) (0.86) (0.39) (0.93) (0.47) (2.27) (0.35) (1.40)

18206t 130 077 069 074 071 071 079 084 087 257 076 0.71
(0.86) (0.15) (0.05) (0.04) (0.02) (0.10) (0.01) (0.12) (0.11) (2.78) (0.08) (0.06)

18:306 139 165 155 145 144 151 136 143 148 161 147 162
(0.03) (0.13) (0.04) (0.02) (0.13) (0.01) (0.05) (0.12) (0.03) (0.32) (0.09) (0.09)

18303  22.26 24.46 2517 20.82 22.35 22.93 20.84 19.96 19.72 19.16 17.76 17.34
(0.71) (1.54) (0.90) (1.23) (0.62) (0.64) (0.42) (1.28) (0.79) (2.28) (0.41) (1.70)

18403 245 310 278 283 317 310 311 307 315 315 286 3.08
(0.22) (0.19) (0.12) (0.24) (0.07) (0.23) (0.08) (0.19) (0.27) (0.21) (0.19) (0.25)

20406 181 220 204 201 209 196 220 262 197 255 224 201
(0.15) (0.31) (0.14) (0.26) (0.07) (0.07) (0.10) (0.43) (0.10) (0.24) (0.06) (0.17)

20503 094 1.21 096 154 1.30 119 1.42 237 132 202 162 1.48
(0.10) (0.13) (0.17) (0.78) (0.09) (0.12) (0.05) (0.59) (0.10) (0.61) (0.15) (0.19)

s AGPl  38.39 38.14 36.27 40.52 40.97 39.14 42.09 37.85 36.57 41.42 40.07 34.84
(2.81) (4.25) (2.21) (1.89) (2.34) (2.1) (1.17) (4.68) (1.85) (8.44) (2.26) (2.77)

T AGAl 2501 27.87 28.17 24.37 2574 26.08 24.46 24.95 23.01 2373 21.62 20.82
(0.96) (1.98) (1.21) (2.27) (0.78) (0.83) (0.57) (2.03) (0.99) (3.13) (0.62) (2.06)

¥ ©3 38.96 44.11 41.97 40.85 43.31 4212 41.82 3658 36.79 38.19 347 31.75
(1.75) (2.76) (2.17) (2.72) (1.72) (1.71) (0.98) (4.56) (1.8) (4.98) (1.77) (2.8)
¥ 06 24.44 21.9 2247 24.04 23.4 231 2473 2622 2349 2696 26.99 23.92

(2.02) (3.47) (1.25) (1.44) (1.4) (1.22) (0.76) (2.42) (1.04) (6.59) (1.11) (2.03)
03/06 159 2.01 1.87 1.70 185 182 169 139 157 142 281 1.33
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4.4 Induccidn a la carotenogénesis.

4.4.1 Experimento 1.- Cultivo deHaematococcussp., sin reemplazo de nutrientes y con un
incremento en la intensidad de luz a 300 pmolsfas? a partir del dia 6 de cultivo.

Para los experimentos de induccion a la caroteresggninicialmentédaematococcuse cultivo
con los medios MBB, MG y Plantafol y con una inidad inicial de luz de 60 pmolsfss®. A
partir del dia 6 (maxima biomasa de 338,000 celenh MG), cuando se observé que ya no habia
un aumento en la densidad celular (u=0.2)}sde incrementé la intensidad de luz hasta 300
pumolem?es?, y a partir de éste dia la biomasa obtenida cetrés medios de cultivo present6 un
decremento paulatino hasta el dia 13, cuando calaliexperimento (Fig. 11, Tabla 12).
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Figura 11: Biomasa (célemL?) de la microalgaHaematococcusp., cultivada en tres medios (Medio
Basal Bold, MBB; Miracle Gro, MG; Plantafol), con una intensidad de luz de 60 pmolerfes® hasta
el dia 6 y un incremento posterior a 300 umolsifrs™.
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Tabla 12. Tasa de crecimientedi) deHaematococcusp. cultivada en tres medios (Medio
Basal Bold, MBB; Miracle Gro, MG; Plantafol), conalintensidad de luz de 60 pmofsa*
hasta el dia 6 y un incremento posterior a 300 pmdk L.

Medios de cultivo

Dia MBB MG PLANTAFOL
1 0.59 0.22 -0.02
2 0.44 0.22 0.56
3 0.40 0.66 0.53
4 0.15 0.52 0.23
5 0.09 0.45 0.26
6 -0.15 0.21 -0.11
7 -0.08 -0.10 -0.13
8 -0.16 -0.23 -0.32

El contenido total de pigmentos carotenoidesiaematococcusp. cultivada con los diferentes

medios de cultivo fue similar (p>0.05). Sin embarge observaron diferencias altamente
significativas entre los contenidos observadoditeyentes dias de cultivo (p<0.001) (Fig. 12).
Los contenidos maximos de carotenoides totaleshsergaron el dia 6 con los tres medios de
cultivo, con un promedio de 0.55% del peso secal,tohientras que los valores minimos

corresponden al dia 11 de cultivo, con promed&8.i6%.
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Figura 12. Contenido de carotenoides totales déaematococcusp. (expresados en base al peso seco
total), cultivada en el medio basal bold (MBB), Platafol y Miracle Gro (MG), con una intensidad de
luz de 60 umolentss® hasta el dia 6 y un incremento posterior a 300 pwrrm2es?,

Con respecto a la clorofila (Fig. 13), la tendencia indica una produccion kEima la de los
carotenoides totales, observandose los valoresnméxel dia 6 de cultivo (p<0.001), con un
porcentaje promedio de 1.98%. No se observarometiféas significativas entre los diferentes
medios de cultivo del dia 1 al 8 (p>0.05), sin ergbaen el dia 11 las diferencias en los contenidos
asociados con los medios de cultivos MBB y MG faaruy significativas (p<0.001), con valores

de 0.47 y 0.73% respectivamente
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Figura 13. Porcentaje de la clorofilaa de Haematococcusp., (expresada en base al peso seco total),
cultivada con el Medio Basal Bold, MBB; Plantafol yMiracle Gro, MG y con una intensidad de luz
de 60 pmolsnss® hasta el dia 6 y un incremento posterior a 300 pwhrm 2s?

El pigmento minoritario de los analizados en estbdjo fue la clorofild (Fig. 14). La tendencia
es similar a la observada para los carotenoidemg lp clorofilaa. La mayor concentracion de
este pigmento corresponde al dia 6 de cultivo conpromedio de 0.56%, sin diferencia

significativas en los diferentes medios en estaldieultivo (p>0.05).

La menor concentracion de clorofita(p<0.01) corresponde al dia 11 de cultivo, con neslo

promedio del 0.1%, sin diferencias significativagre los diferentes medios (p>0.05) para este dia.
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Figura 14: Porcentaje de la clorofilab de Haematococcusp. (expresada en base al peso seco total),
cultivada con el Medio Basal Bold, MBB; Plantafol yMiracle Gro, MG, y con una intensidad de luz
de 60 pmolenYes’ hasta el dia 6 y un incremento posterior a 300 pphm2es*

4.4.2 Experimento 2.- Cultivo deHaematococcusp., con reemplazo total de nutrientes y con
un incremento en la intensidad de luz a 300 umolsfs? a partir del dia 10.

La fase de crecimiento exponencial inicié al diguiinte de la inoculacién, con tasas de
crecimiento de 0.60 a 0.##! (Tabla 13), La maxima densidad celular se obseordel medio
MG al dia 13, con 534,467 célsmLdespués de este dia se observaron decrementatnuesuen
los cultivos. En el dia 10 de cultivo se incremelatintensidad de luz a 300 pmotés!y se

elimind la totalidad de los nutrientes en los tratamientos. (Figura 15).
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Figura 15: Biomasa (célemL’) de Haematococcussp. cultivada con el Medio Basal Bold, MBB;
Plantafol y Miracle Gro, MG y posterior eliminacion de los nutrientes e incremento de la intensidad
de luz a 300 pmolerifes® (Dia 9).

Tabla 13. Tasa de crecimientedit), deHaematococcusp. cultivada con el Medio Basal Bold,
MBB; Miracle Gro, MG y Plantafol, PL, hasta el &g posteriormente con la eliminacion de los

nutrientes y con un incremento de la intensidatlizi@ 300 pmolsrdes?

ped
Dia MBB MG PL
1 0.74 0.67 0.60
2 0.05 0.44 0.08
3 0.24 0.41 0.22
4 0.33 0.66 0.37
5 0.55 0.44 0.59
6 0.04 0.20 0.36
7 0.36 0.09 0.20
8 0.03 -0.04 0.04
9 0.10 0.00 0.03
10 0.05 0.00 0.03
11 -0.13 -0.11 -0.03
12 0.14 0.08 0.05
13 0.13 0.10 0.13
14 -0.06 -0.11 -0.05
15 -0.02 -0.06 -0.10
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Los mayores porcentajes de carotenoides totaleleematococcusp. se observaron al dia 16 de
cultivo, sin diferencias significativas entre lagst medios (P>0.05) y con valores maximos
alrededor del 1.0% (Figura 16). Los valores minimmsesponden al dia 1 (0.23% en todos los

medios evaluados) y 19 de cultivo (0.46 para el MBB23% para los medios Plantafol y MG).

u MBB
® Plantafol
0,6 uMMG

0,4

Carotenoides totales (% del PST)

1 4 7 10 13 16 19
Dias de cultivo

Figura 16. Porcentaje de carotenoides totales déaematococcusp., (expresados en base al peso seco
total), cultivada con el Medio Basal Bold (MBB), Rantafol y Miracle Gro (MG), a una intensidad de
luz de 300 pmolenfssty con limitacién de nutrientes a partir del dia 9 @ cultivo.

El contenido de clorofila fue muy similar entre los diferentes medios deiwulpara cada dia
(p>0.05) y alcanzé valores méaximos el dia 16 deévou(alrededor del 3.0% para los medios MBB,

MG y Plantafol. Los valores minimos correspondediall de cultivo, con 1%.
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Figura 17. Concentracion de clorofilaa de Haematococcussp., (expresada en base al peso seco),
cultivada con el Medio Basal Bold, MBB; Plantafol yMiracle Gro, MG a una intensidad de luz de 300
pumolem2esty con limitacion de nutrientes a partir del dia 9 @ cultivo.

En cuanto a la clorofild, presenta un patron muy similar con respecto afas pigmentos
(Figura 18), los valores maximos se observaratiaell6 de cultivo con 0.97, 1.09 y 1.26% para
los medios Plantafol, MG y MBB respectivamente plservaron diferencias significativas entre
el fertilizante Plantafol y el MBB (p<0.01).
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Figura 18. Concentracién de clorofilab de Haematococcussp., (expresada en base al peso seco),
cultivada con el Medio Basal Bold (MBB), Plantafoly Miracle Gro (MG), a una intensidad de luz de
300 pumolem?sy con limitacién de nutrientes a partir del dia 9 @ cultivo.
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Los resultados de los ensayos de induccion a @esagénesis indican que el tratamiento con
limitacion de nutrientes produce los porcentajes altos de carotenos (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen comparativo de la produccioniglegntos carotenoides thaematococcus
sp., cultivada con y sin limitaciéon de nutrientesoy una intensidad de luz de 300 pmdlesit

Medios de cultivo Sin limitacién de nutrientes  Codimitacién de nutrientes
% Carotenoides
MBB 0.56 (0.03) 1.01 (0.04)
MG 0.59 (0.11) 0.96 (0.11)

Plantafol 0.51 (0.11) 0.89 (0.08)




39

Capitulo 5

Discusién

Cuando se hace la caracterizacion y seleccion dledpas de microalgas ademas del criterio
fundamental de la evaluacién de su cultivo en difegs condiciones experimentales para valorar
su productividad celular, se hace énfasis en dissd@le su composicion bioquimica, con la
intencion de identificar compuestos de interés coraey de evaluar su potencial para la
produccién, por lo que el aislamiento de cepasldscas ideal, pues al estar adaptadas a las
condiciones de la region, pueden representar urtajaeal momento de escalar su cultivo (Farhad,
2013).

La microalgaHaematococcusp, que se estudio en esta tesis, fue aisladbrente, por lo que la
informacién generada a la fecha servira de basefpuros estudios, tendientes a su produccion a

escala piloto.

La microalgaHaematococcuse ha investigado en los ultimos afios por su piaeoomo una
fuente natural de pigmentos carotenoides de intayégercial, entre éstos la astaxantina, ya que
las concentraciones que se han obtenido estan @dex del 1 al 3% del peso seco (Lorenz y
Cysewski, 2000). Sin embargo, una de las limitad&essta microalga son sus reducidas tasas de
crecimiento y las bajas biomasas, es por ello gueaala fecha, se siguen realizando estudios
tendientes a encontrar aquellas condiciones quenioph su cultivo y que promuevan un

incremento en la produccién de pigmentos carot&soid

Entre las condiciones que se han evaluado paranmartar la produccion de biomasa y la
composicion bioquimica de diversas microalgas dstamodificaciones en el medio de cultivo,
tanto las fuentes como las concentraciones deutrgentes y para su formulacion se ha tomado

como base aquellos medios de cultivo mencionadpéiamente en la literatura.

Con respecto a los nutrientes mayoritarios, undodanas estudiados en las microalgas es el
nitrogeno, las investigaciones realizadas sobraslanilacion de nitrégeno por parte de las
microalgas han demostrado que estas pueden crataitatos, nitritos, amonio y urea, pero que
las preferencias y las maximas tasas de crecimgatpen general, similares cuando se utilizan
nitratos y amonio (Syrett, 1981). Proctor (1957ica que en condiciones de laboratorio, los

nitratos pueden ser una fuente preferencial dég@tro ertHaematococcus pluvialitevasseuet
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al. (1993) mencionan que en ultima instancia, laganigas pueden utilizar la urea, aunque en el
caso deHaematococcusp., no hay suficiente informacién sobre el efetgbamonio y la urea
(Goksaret al, 2011),

En este trabajo se analizo, el crecimientbldematococcusp., cultivada con el Medio Basal Bold
(MBB), el cual contiene nitratos como fuente dedgeno y con el fertilizante agricola Miracle
Gro (MG) cuyas fuentes de nitrogeno estan en fammaniacal y ureica. Con el MBB, los cultivos
con concentraciones de nitrégeno de 3N (0:L2dg nitrégeno), mostraron un crecimiento similar
al de los cultivos con 6N (0.24l7) y 9N (0.36 @1). Borowitzkaet al.(1991), observaron que las
concentraciones de nitrégeno que mostraban mejogesnientos en la microal¢g|aematococcus
pluvialis, se encontraban en un intervalo de 0.05 a &5 p que concuerda con los resultados
obtenidos en el presente estudio, ya que las ctracenes que se evaluaron en esta especie
estuvieron dentro de los intervalos reportados gsbos autores. Orosa al, (2001) también
reportan un mejor crecimiento ¢thaematococcus pluvialisultivada con una concentracién de
0.15 gltde NaNQ.

CuandoHaematococcusp. se cultivd con una concentracion de nitrog@No utilizando el
fertilizante agricola MG cuya fuente de nitrégesoeé amonio, el crecimiento fue menor , esto
pudo ser debido a que el cultivo fue afectado aalta concentracidon de amonio presente en el
medio, ya que se obtuvieron pobres biomasas y senabla muerte celular dégaematococcys
por lo que probablemente haya causado efectosabédiand, como se ha reportado en la microalga

Nephroselmis pyriformigallqvist y Svenson, 2003).

Algunos autores han realizado estudios con ot@ecess de microalgas y observaron un consumo
preferencial de amonio como fuente de nitrégenbiddea un menor costo energético, por ser la

fuente de nitrégeno mas reducida (Mc Caghgl.,1977; Valenzuela—Espinoegal, 2005).

El uso de fertilizantes agricolas para el cultiv microalgas se ha considerado como una
alternativa debido a que se han obtenido buenaedtades en cultivos de diferentes especies,

ademas el costo de los medios quimicamente formsilew laboratorios es un factor limitante a la

hora de producir microalgas (Valenzuela- Espireizal., 2005; Pifiat al, 2007: Nieves- Sotet

al., 1994). Sin embargo, debe considerarse que emrfaufacion de los medios de cultivo a base

de fertilizantes agricolas, puede haber variacienda concentracion de otros nutrientes mayores

y menores, que pueden influir directamente enedigriento y la densidad de los cultivos.
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El crecimiento dédaematococcusp. con el fertilizante Miracle Gro y MBB, connm@ntraciones
3N, no se vio afectado, por lo que las concentresalel resto de los nutrientes fueron toleradas
por esta microalga, por lo que se podria sust&uirso del medio MBB, ampliamente utilizado
para esta microalga, con éstos fertilizantes al@€cdgual que ha sido sugerido para otras
microalgas (Valenzuela—Espinasiaal, 2005; Gonzalez-Mufioz., 2006; Pétaal.,2007; Nieves-
Sotoet al, 2001).

Otro factor que se debe tener en cuenta es la otvacen de los metales traza, ya que diversos
estudios indicatdaematococcuspp. tolera un amplio intervalo en el conteniddharo (0.02,
0.122 y 0.24 mgr'), sin que su crecimiento se vea afectado (Boréwitt al.,1991). En relacién
con el exceso de otros metales traza como el gimobre o el manganeso, las microalgas pueden
atraparlo o pueden disminuir su biodisponibilidadoamar complejos y por tanto, limitando el
crecimiento del cultivo (Cafiizares- Villanueva, Q0®obleset al, 2007), sin embargo, en este
estudio las concentraciones de los metales trazstooieron presentes a nivel toxico, por lo que
no fue una causa probable de limitacion de crecitmien el caso de los fertilizantes Bayfolan y
NA.

En el bioensayo para evaluar el efecto interacivioe el medio de cultivo y la intensidad de luz
(60, 80 y 100 umolerfes?), se obtuvieron biomasas hasta de 720x&06mL?, a 60 pmolertes

1, con el medio Plantafol. Otros autores han obteaidpromedio densidades celulares de 300x10
célemL?! en intensidades de luz de 40 a 120 pméish en medios con fuentes de nitrégeno
como NaNQ@ y KNOsz (Borowitzkaet al, 1991; Corderet al, 1996; Calero-Estévez, 1998).

La composicion proximal delaematococcuson los medios de cultivo Plantafol y Miracle Gro
fue similar a la obtenida con el medio control (MBBo obstante, aunque las concentraciones y
las relaciones entre nutrientes no influye en eat&ble, si tienen un efecto importante en el
crecimiento, particularmente con el medio Plantadohde se obtuvieron las mayores biomasas.
Estos resultados confirman la hipotesis de esbajvade que los diferentes medios de cultivo a
base de fertilizantes agricolas, propiciaran iguabe mejores crecimientos y composicion
bioguimica que el Medio Basal Bold, por lo cuapsdria suplir el uso de medios convencionales

utilizados para el cultivo ddaematococcusp.

Entre las variables utilizadas en este trabajo paracterizar &laematococcusp. y evaluar su

potencial de cultivo, el perfil de &cidos grasomey Util, ya que nos podria dar informacién sobre
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su valor nutricional o sobre la presencia de acgtasos con potencial para la produccién de
biodiesel, como ocurre con otras especies de aglua,@ntre ella€hlorella sp.,Scenedesmus
Botryococcus braunjiya que en este trabajo la proporcion de acidasog saturados (AGS) es
de hasta 31.63% del total del peso seco con eloM@i al dia 12, similar a lo encontrado por
Damianiet al. (2010), parddaematococcupluvialis, en donde reportan el 27.81% de AGS en un
cultivo en Medio Basal Bold. A pesar de que senkacionado que las microalgas productoras de
altas concentraciones de AGPI son importantes parproduccion de biodiesel, Farhatal
(2013), mencionan que estos acidos grasos podi@n tin efecto adverso en las propiedades del
biodiesel, como estabilidad oxidativa, ya que @dgrde saturacion/insaturacion de los acidos

grasos determina la calidad del biodiesel producido

Serd necesario seguir explorando otras condiciagesultivo enHamatococcus como la
limitacion de nutrientes, otras intensidades deylvariaciones en la temperatura, de tal manera
gue se encuntren aquellas que pudiesen incremanpaoduccion de acidos grasos saturados y
monoinsaturados, ya que esta microalga aparentemengstaba totalmente limitada, ya que en
en Haematococcysuno de los indicadores de estrés que resulta dienitacion de nutrientes
(principalmente en nitrégeno), es la produccionpigmentos carotenoides. En este estudio,
aparentemente la limitacion a la que fue sometstia @specie no fue total, ya que la produccion
de carotenoides totales fue baja en comparaciotosaesultados reportado por diversos autores
(Cifuenteset al,, 2003, Sommeet al.,1991 y Boussibat al.,1999).

Otro posible indicador del estado fisiolégico de lmicroalgas es la proporcién Clorofila
a/Carotenoides, cuando no hay limitacion de nutegta proporcion es aproximadamente de 4 y
valores por debajo de 3 indican una reduccion ereelmiento por limitacion de nutrient@rosa

et al, 2001), En este estudio, después del dia 13uttelacse obtuvieron proporciones de 2.82 a
3.1y en los demas dias esta proporciéon estuvdealce de 4, valor que indica el buen estado
nutricional de las microalgas. Cabe destacar gaenad del efecto de la limitacion de nutrientes,
Su interaccion con la salinidad o con una elevatiensidad de luz favorece la formacion de

pigmentos carotenoides (Borowitz&gal., 1991).

En este estudio la mayor produccion de carotendatakes se obtuvo el dia 16 de cultivo (10.2
mg/l), después de que cesara el crecimiento cehulama intensidad de luz de 300 pumdlest y
con una limitacién total de nutrientes, estos datwssimilares a los reportados por Calero-Estévez

(1998) quien menciona que el efecto interactivéadamitacion total de nutrientes y una elevada
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intensidad de luz (400 pmolstrs?), aumenté la concentracién de carotenoides totdl@L8
mg/l). Cabe mencionar que durante este experingnpoesentd un aumento no controlado de 2°C
en la temperatura del laboratorio, este pudo séactor que influyé directamente en el aumento
de la produccion de carotenoidesHgematococcusp., ya que segun mencionan Borowiteka
al., (1991), un aumento en la temperatura resultaneaumento en el estrés y por tanto en un

incremento de la produccion de carotenoides.

Es importante destacar, que antes de la inductiéstrés, en células flageladas y palmeloides de
Haematococcusp., ademas de las concentraciones de clomfilbtenidas en este trabajo (con
valores maximos de 3.05 %), también se encont@d7d% de pigmentos carotenoides. Estudios
realizados por Goodwin y Jamikoft954), indican que los carotenoides que estaeptes en las
células palmeloides son (&l caroteno (10-20%) y las xantofilas (75-80%), pipalmente luteina,
pero no se induce la sintesis de astaxantina hastda célula es totalmente inducida y pasa al

estado de aplanospora.

Bajo las condiciones de estrés mencionadas (limbitaotal de nutrientes y elevada intensidad de
luz), se produjo un aumento de la concentraciocadetenoides totales (con valores maximos de
1.01% para el MBB). En circunstancias de estrésitédna (carotenoide primario mas abundante
en las células verdes), se reduce drasticamentsd€r al, 2001; Boussiba&t al, 1991). En el
estadio de aplanosporas se encuentran elevadasnt@oiones de carotenoides secundarios, de
los cuales un 70% son monoésteres de astaxantib@eson diésteres de astaxantina, el 5% es
astaxantina libre, el 15% restante correspondeaanezcla d@-caroteno, cantaxantina y luteina.
(Kobayashiet al, 1993; Orosat al, 2001). Los carotenoides primarios producidoslanterior

del cloroplasto, tienen como funcidn especificatgger a las clorofilas y a las membranas
tilacoidales del dafio oxidativo, mientras que lasotenoides secundarios, producidos cuando la
célula sufre cambios fisiologicos y morfologicosrmmresultado del estrés, son sintetizados en el
citoplasma cuando los carotenoides primarios nalgueroteger el sistema fotosintético del
exceso de energia (Gruagal, 1992, Elliot, 1934, Hagest al., 1993)

Para incrementar la produccion de carotenoidesgéare de nitrégeno y la mejor fuente son los
nitratos, ya que la urea, el nitrato de amonio glefuro de amonio inhiben ligeramente la

carotenogénesis (Borowitzkat al, 1991), en este trabajo, se pudo observar quedoua
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Haematococcuse cultivd en el Medio Basal Bold, cuya fuentendedgeno son los nitratos, el

porcentaje de carotenoides fue ligeramente superior

Los resultados obtenidos indican que es necesantincar los estudios de esta especie, de tal
manera que se logre optimizar la produccion de asamy posteriormente inducir la
carotenogénesis, estos aspectos son un requisitdogaar el escalamiento de su cultivo a niveles

masivos
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Conclusiones.

1) La mejor concentracion de nitrégeno para el cultieblaematococcufue 3N.

2) Con los medios a base de fertilizantes agricolast&ol (PL) y Miracle Gro (MG) se

obtiene igual o mejor crecimiento algal que cometlio quimicamente formulado (MBB).

3) A excepcion del medio MG, con la intensidad dedaz0 pmoleniss’ se obtuvieron las

mas altas densidades celulares.

4) En general la composicion bioquimicatldaematococcu$ue similar entre los medios a

base de fertilizantes agricolas y el medio comBB.

5) La alta concentracion de acidos grasos saturadds oécroalgaHaematococcusp. la
convierten en una buena candidata para ser usaual@ocombustible siempre y cuando

se consiga optimizar el cultivo y generar mayoniaea.

6) El efecto interactivo de la induccién con la ahtensidad de luz de 300 pmoblérs? y

limitacion completa de nutrientes aumenta la producde carotenoides totales.
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