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Resumen de la tesis que presenta Marco Antonio Cruz Jiménez como requisito parcial para la obtencidn
del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Cultivo masivo de la microalga Haematococcus sp. en fotobiorreactores planos para la produccion de
astaxantina bajo diferentes condiciones de estrés

Resumen aprobado por:

Dra. Beatriz Cordero Esquivel Dr. Benjamin Baron Sevilla
Codirectora de tesis Codirector de tesis

La microalga Haematococcus spp. puede acumular el carotenoide astaxantina (hasta el 5 % de su peso
seco), este pigmento tiene una gran relevancia en diferentes industrias, ya que proporciona diferentes
beneficios para la salud humana y animal. Es por ello que en varias regiones del mundo se siguen aislando
cepas de este género, con el objetivo de evaluar su potencial para la produccion de astaxantina. En este
estudio se evalué una cepa de Haematococcus sp. aislada localmente. En un primer ensayo se evalué el
efecto de tres intensidades de luz (30, 40 y 50 umol-m™s?) en el crecimiento. En el segundo ensayo, se
indujo la carotenogénesis exponiendo a las células a condiciones de estrés, con intensidad de luz ((91, 116
y 282 umol-ms?), una salinidad de 0.034 M y una temperatura de 30 °C. Los cultivos se realizaron a nivel
masivo en fotobiorreactores planos (FBP). Las mayores densidades celulares se obtuvieron al dia 36 con
las intensidades de luz de 40 y 50 pmol-m™s?, con un promedio de 900x10° cél-ml?; en esta ultima
intensidad de luz, fue en donde se produjo la mayor biomasa 394 ug-ml™ (p<0.05) de peso seco (p.s.). En
el segundo ensayo, con temperaturas de 30 °C por 14 dias, no se encontraron diferencias significativas en
la concentracion de astaxantina entre las diferentes intensidades de luz para un mismo dia de cultivo, a
excepcion del dia 9, donde las mayores concentraciones se obtuvieron con la mayor intensidad de luz (282
umol-m2s?). Los resultados indican que la intensidad de luz de 282 pmol-m2s? junto con el incremento
de la temperatura de 39°C, produjeron la mayor cantidad de carotenoides. Los pigmentos identificados y
cuantificados por HPLC fueron astaxantina (1.9 pg-mg™ p.s.), cantaxantina (0.22 pg-mg™* p.s.), B-caroteno
(0.28 ug:mg? p.s.), licopeno (4.6 pg-mg™ p.s.) y clorofila a (127 pg-mg* p.s.).

Palabras clave: Astaxantina, Carotenogénesis, Fotobiorreactores, Microalga Haematococcus.



Abstract of the thesis presented by Marco Antonio Cruz Jiménez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Aquaculture

Mass culture of the microalgae Haematococcus sp. in flat photobioreactors for the production of
astaxanthin under different stress conditions

Abstract approved by:

PhD. Beatriz Cordero Esquivel PhD. Benjamin Bardn Sevilla
Thesis Codirector Thesis Codirector

The microalgae Haematococcus spp. can accumulate the pigment carotenoid astaxanthin (up to 5% of its
dry weight), this pigment has a great relevance in different industries, since it provides different benefits
for human and animal health. For this reason, in the future new strains of this genus will be isolated in
several regions of the world, in order to evaluate their potential for the production of astaxanthin. In this
study, a strain of Haematococcus sp. locally isolated was evaluated. In a first trial the effect of three light
intensities (30, 40 and 50 umol-m™s?) on growth was evaluated. In the second trial, carotenogenesis was
induced by exposing the cells to stress conditions, with light intensity of 91, 116 and 282 umol-ms?, a
salinity of 0.034 M and a temperature of 30 °C. The cultures were carried out at a massive level in flat
panel photobioreactors (FPB). The highest cell densities were obtained at day 36 with light intensities of
40 and 50 umol-m=s, with an average of 900x10° cells-ml™%; in this last intensity of light, it was where the
highest biomass was 394 pg-ml™? of dry weight, DW). In the second test, with temperatures of 30 °C for 14
days, no significant differences were found in the astaxanthin concentration between the different
intensities of light for the same day of culture, except for day 9, where the highest concentrations were
obtained with the highest intensity of light (282 umol-m™s?). The results indicate that the light intensity
of 282 umol-m3s?, together with the temperature increase of 39 °C, produced the highest amount of
carotenoids. The identified and quantified pigments by HPLC were astaxanthin (1.9 pug-mg? DW),
canthaxanthin (0.22 pg-mg?! DW), B-carotene (0.28 pg-mg?® DW), lycopene (4.6 pug:mg? DW) and
chlorophyll a (127 pg-mg™ DW).

Keywords: Astaxanthin, carotenogenesis, photobioreactor, microalgae Haematococcus
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Capitulo 1. Introduccion

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas que presentan diferentes formas, tamafos y
colores. Son consideradas cosmopolitas, y se encuentran en ambientes hiumedos, marinos, salobres y
dulceacuicolas. Son de vida libre, aunque cierto nimero de microalgas viven en simbiosis con otros
organismos (e]j. zooxantelas) (Tomaselli, 2004; Lehman, 2010; Sahoo y Baweja, 2016). Se caracterizan por
ser fotoautotrofos (en menor proporcién los hay heterétrofos), tienen una gran variedad de patrones
reproductivos (Grobbelaar, 2004; 2012; Zachleder et al., 2016) y presentan una gran diversidad y
complejidad quimica y genética. Es por ello que, se consideran una fuente importante de compuestos con

alto valory, las investigaciones en diferentes niveles estan en constante crecimiento.

El cultivo de microalgas tiene gran trayectoria en la industria acuicola, ya que se utilizan como alimento
para la produccién de moluscos bivalvos durante todo el ciclo de vida, y en etapas tempranas de desarrollo
de peces y crustaceos (Muller-Feuga, 2004; Helm et al., 2006). Ademas, en los Ultimos afos se ha
incrementado el interés en las microalgas, ya que continuamente se encuentran multiples aplicaciones en
diferentes areas de la actividad humana: alimenticia, farmacéutica, cosmética y agricola, por la produccion
de compuestos bioactivos, nutracéuticos, y su uso en fertilizantes (Borowitzka, 1995; McHugh, 2002; Stolz,
y Obermayer, 2005; Fassett y Coombes, 2011; Bishop y Zubeck, 2012 y Stengel y Connan, 2015). También,
porque tienen la capacidad de metabolizar los nutrientes del medio en donde habitan, los cuales se utilizan
para la biorremediacién de aguas residuales y actualmente, a nivel mundial se estd investigando su

potencial para la produccidn de biocombustibles (Chisti, 2007; Mata et al., 2010; Schmidt et al., 2016).

Algunos de los factores a considerar para la obtenciéon de compuestos de interés, a partir de microalgas,
es la eleccidn de cepas tolerantes a las condiciones de cultivo, que crezcan rapidamente y que se adapten
al sistema de cultivo considerado, de tal manera que se pueda tener una produccién redituable (Barclay y

Apt, 2013).

Entre de los productos mas apreciados en la industria alimenticia, farmacéutica y cosmética, producidos
por las microalgas, estan, entre otros, los pigmentos: B-caroteno, astaxantina, ficoeritrina y ficocianina,
producidos principalmente por las microalgas Dunaliella salina, Haematococcus spp., Porphyridium
cruentum vy la cianobacteria Arthrospira spp. respectivamente (Roman et al., 2002; Dufossé et al., 2005;

Wijffels et al., 2009; Yan et al., 2011; Bishop y Zubeck, 2012 y Ambati et al., 2014).


https://es.wikipedia.org/wiki/Arthrospira
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Los pigmentos carotenoides, también denominados pigmentos accesorios o secundarios, cumplen
funciones importantes en las microalgas, son captadores accesorios de la energia de la luz y la transfieren
a los centros de reaccidon durante la fotosintesis, ademas protegen a la célula del daino foto oxidativo. Los
pigmentos secundarios absorben luz a diferentes longitudes de ondas (450 a 640 nm), en comparacion

con las que captan las clorofilas, alrededor de los 400 y 700 nm (Nelson y Cox, 2000; Egeland, 2016).

Los carotenoides son compuestos naturales, facilmente reconocidos por sus colores, varian de amarillo
brillante a rojo oscuro y algunos son de color morado, por ejemplo, el B-caroteno le da el color anaranjado
en las zanahorias; la astaxantina, le da el color rojizo distintivo a la carne de salmdn silvestre; y el licopeno
le da el color rojo al tomate. Los carotenoides son sintetizados por todos los organismos que realizan
fotosintesis: algunas bacterias, plantas y algas. También los producen organismos no fotosintéticos, como
baterias y hongos. Ningln animal puede producir o sintetizar estos compuestos, sin embargo, pueden
acumularlos a partir de su dieta, ya que se transfieren a través de la cadena tréfica (Armstrong, 1997;

Britton, 1993; Paniagua-Michel et al., 2012).

Entre los carotenoides de mayor interés comercial, por sus multiples aplicaciones, destacan el $-caroteno
y la astaxantina. Para el primero, la principal fuente natural es la microalga Dunaliella salina, su cultivo,
produccidn y comercializacion tiene una gran trayectoria (Ben-Amotz et al., 1983; Oren, 2005; Subba-Rao,
2009). En las ultimas décadas, la astaxantina sintética se ha utilizado principalmente en la industria
acuicola, suministrada en la dieta, para la pigmentacidon de la carne de los salmones, truchas y camarones.
Este carotenoide tiene funciones muy diversas en los organismos, e.g., como antioxidante, como precursor
de hormonas, como estimulante de los sistemas inmunoldgico y reproductivo, como promotor de la
maduracién y el crecimiento (Torrissen et al., 1989; Storebakken, 1988; Choubert, G. y Heinrich, O. 1993;
Bell et al., 2000). También se han realizado numerosas investigaciones sobre el efecto de la astaxantina en

la salud humana (Kurihara et al., 2002; Nishikawa et al., 2005; Kamath et al., 2008, entre otros).

La astaxantina es conocida como un poderoso agente antioxidante, ya que elimina los radicales libres en
el organismo, 10 veces mads que el B-caroteno y 500 veces mas que el a-tocoferol (Jyonouchi et al., 1994;
Liu y Osawa, 2007), evita enfermedades cancerigenas (Chew et al., 1999; Kurihara et al., 2002), protege
contra las lesiones gastricas y mejora la salud gastrointestinal (Nishikawa et al., 2005; Kamath et al., 2008),
previene enfermedades cardiovasculares y ataques cardiacos (lwamoto et al., 2000), evita enfermedades
neurodegenerativas como el alzhéimer (Ferrante et al., 1997), previene la proliferacion de células

cancerigenas de la préstata (Palozza et al., 2009), también mejora la calidad del esperma y la motilidad
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(Comhaire et al., 2005), entre otros beneficios. Varios paises han aprobado su comercializacion como

suplemento nutracéutico y ya se encuentra en el mercado en diferentes presentaciones.

Estudios realizados por Li et al. (2014) indican que el suministro de astaxantina de origen natural estimula
mas funciones bioldgicas que la forma sintético y Han et al. (2013) mencionan que, “la astaxantina natural
es de tres a cuatro veces mds valiosa en los mercados nutracéuticos y farmacéuticos”. Es por esto que las
investigaciones relacionadas con la optimizacion de su produccién han aumentado, pues actualmente, la
forma natural solo representa el 1% del pigmento comercializado, en contraste con mas del 90 % de la
forma sintética, ademds, los precios en el mercado son muy atractivos, pues van de los $2,500 a 7,000
délares kg y en algunos casos hasta $15,000 ddlares kg dependiendo del grado de pureza, mientras que
los costos de produccién estimados rondan los $1,000 délares kg™ (Li et al., 2011; Borowitzka, 2013; Koller
et al., 2014; Pérez-Lopez et al., 2014). Varios autores mencionan que la fuente mas prometedora para la
produccidn de este carotenoide es la microalga de agua dulce Haematococcus spp., pues lo puede producir
en una concentracion equivalente al 2 - 5% de su peso seco, en comparacién con la cantidad producida

por otros organismos (Renstrom, 1981; Boussiba, 2000; Lorenz y Cysewski, 2000).

El ciclo de vida de la microalga Haematococcus sp. es complejo y sensible a cambios en su ambiente. Elliot
(1934), identifico cuatro morfotipos celulares durante su ciclo de vida: a) macrozooides, también llamadas
zoosporas, b) microzooides, c) palmeloides y d) hematocistos, también denominadas aplanosporas. Cada
tipo de célula se presenta en condiciones ambientales diferentes, las células macrozooides se caracterizan
por su forma oval, tienen un tamaifio de 20 a 30 micras y tienen dos flagelos que les permiten el
desplazamiento en la columna de agua, se desarrollan en condiciones dptimas de crecimiento y tienen la
capacidad de reproducirse asexualmente, ya sea por fisidon binaria o esporulacidn. Las células reproducidas
por esporulacién y que resultan de la liberacién, son denominadas microzooides, porque tienen tamafios
menores a 10 um (Kobayashi et al., 1997; Triki et al., 1997, Han et al., 2013). Triki et al. (1997) mencionan

gue en casos excepcionales se puede observar la reproduccién sexual.

Cuando las condiciones del medio son desfavorables, la microalga pierde sus flagelos y empieza a engrosar
su pared celular, sintetiza carotenoides y adopta una forma circular, a esta fase se le conoce como
palmeloide. Silas condiciones de estrés persisten la microalga continla engrosando su pared y haciéndola
mas rigida, a medida que incrementa los carotenoides secundarios, como la astaxantina, que le da una
coloracion rojiza brillante, en esta ultima fase, la célula se denomina aplanospora (Wayama et al., 2013).
De acuerdo con Hagen et al. (2002) la pared celular esta formada de tres capas, compuestas en un 70% de

carbohidratos, 6% de proteinas y 3% de un material resistente llamado “algaenan”, un biopolimero
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alifatico con gran resistencia a los productos quimicos (Damiani et al., 2006). La microalga puede revertir
su estado de aplanospora a zoospora cuando las condiciones de su medio son favorables, iniciando asi, un

nuevo ciclo de crecimiento vegetativo.

Para valorar la producciéon de compuestos algales de importancia, es necesario mantener el maximo
control de su crecimiento en condiciones de cultivo, por lo cual es importante realizar la evaluacion de
cada uno de los factores que influyen en el cultivo de estos organismos. Es por eso que varios autores
realizan estudios especificos en diferentes especies, controlando factores como la temperatura, las
intensidades de luz, la salinidad, los nutrientes, el pH y los sistemas de cultivo, entre otros, para modificar
la composiciony la concentracion de los compuestos deseados (Sandnes et al., 2005; Moronta et al., 2006;

Pifia et al., 2007; Barclay y Apt, 2013; Xi et al., 2016).

En el cultivo de Haematococcus se han evaluado varios factores para optimizar la produccidn de la biomasa
y de los pigmentos carotenoides, principalmente de astaxantina, entre éstos se ha valorado la intensidad
de luz, ya que, ademas de ser el principal factor para la fotosintesis, tiene gran influencia en la composicion
bioquimica y en el crecimiento de las microalgas (Dubinsky et al., 1995; Nelson y Cox, 2000; Dubinsky y
Stambler, 2009). Cuando las intensidades de luz son reducidas, las células tienden a aumentar la
concentracién de clorofila a y otros pigmentos primarios para la captacién de la energia de la luz; en
contraste, cuando se incrementa la intensidad de la luz, las microalgas incrementan la produccién de

carotenoides secundarios y disminuyen su concentracién de pigmentos primarios (Hu, 2013).

Varios autores han encontrado mayores biomasas en el cultivo de Haematococcus con intensidades de luz
entre 20y 60 umol-m2s™y la mayor produccion de astaxantina con intensidades de luz de entre 200 a 600
umol-m?s? e incluso, en algunos casos con intensidades mas altas (Kobayashi, 2000; Kang et al., 2010;

Escuredo, 2014; Hong et al., 2015; Nava, 2017).

Otro factor importante en el cultivo de microalgas es latemperatura, ya que tiene efectos en las reacciones
guimicas y tiene una relaciéon con la fijacion de carbono en macromoléculas como las proteinas,
carbohidratos y lipidos. La temperatura afecta la composicién y contenido de lipidos en la membrana; una
temperatura por debajo o por encima del nivel dptimo de crecimiento, propicia la disminucién del
contenido total de lipidos (Murata, 1989; Thompson et al., 1992; Nishida y Murata, 1996; Xin et al., 2011).
Por otro lado, las temperaturas altas en los cultivos pueden acelerar las reacciones enzimaticas que
promueven la carotenogénesis, ademas, pueden inducir la formacién de radicales activos de oxigeno en

las células, resultando en la sintesis de carotenoides por estrés oxidativo (Tjahjono et al., 1994, Li et al.,
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2008). Algunos autores mencionan que la temperatura éptima de crecimiento para Haematococcus spp.
y para la sintesis de astaxantina estd entre 20y 25 °C, y dependiendo que cofactores se utilicen, varia entre
30y 36 °C, respectivamente (Tjahjono et al., 1994; Tripathi et al., 2002; Wan et al., 2014; Giannelli et al.,
2014; Hong et al., 2015).

La concentracidn de la salinidad en algunas microalgas promueve la sintesis de algunos metabolitos como
sustancias osmorreguladoras, en respuesta a la presiéon osmética del medio; entre los metabolitos
producidos se encuentran principalmente el glicerol, manitol, sorbitol y sacarosa, entre otros (Ben-Amotz
y Avron, 1981). Li et al. (2008) mencionan que un efecto interactivo entre la salinidad y altas intensidades
de luz, puede influir en la generacién de diferentes especies reactivas de oxigeno, promoviendo una
estimulacion en los genes implicados en la sintesis de carotenoides y en la cinética catalitica de las enzimas
que promueven la sintesis de los pigmentos. Por otra parte, Cifuentes et al. (2001) mencionan que la

salinidad puede influir de manera limitada en la carotenogénesis de las microalgas.

La salinidad en los cultivos de Haematococcus spp. se utiliza como factor de estrés para la sintesis de
astaxantina, los estudios realizados por varios autores demuestran que concentraciones del 0.8 al 2.4 %
de salinidad favorecen la sintesis de este carotenoide. Este efecto estresor puede estar acompafiado de
otros factores de induccién, como altas intensidades de luz o temperaturas, por mencionar algunos
(Borowitzka et al., 1991; Boussiba y Vonshak 1991; Cordero et al., 1996; Harker et al., 1996; Kobayashi et
al., 1997, Cifuentes et al., 2003).

Se han disefiado diferentes sistemas de cultivo para optimizar la produccion de biomasa y de compuestos
de interés de estos microrganismos. Entre estos sistemas se encuentran los fotobiorreactores (FBR), que
se definen como sistemas de cultivo fotobioldgicos en los que los fotones de luz, la principal fuente de
energia para los procesos bioldgicos de estos organismos, no inciden directamente sobre la superficie del

cultivo, sino que pasa a través de las paredes transparente del FBR para llegar a las células (Tredici, 2004).

Los FBR no permiten o minimizan el intercambio directo de gases y contaminantes (agua de lluvia, polvo,
hongos, bacterias, protozoos, y otras especies de microalgas competidoras) entre el cultivo y la atmésfera,
en comparacion con los cultivos tradicionales en lagos y estanques naturales, estanques abiertos, tipo
raceway o circulares, entre otros. Existen varios tipos de FBR de acuerdo a su disefio, por ejemplo,
biorreactores planos y tubulares, horizontales, inclinados, verticales o en espiral, multiples o serpentina,

hibridos y flotantes (Zittelli et al., 2013).
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La microalga Haematococcus spp. tiene un crecimiento lento en comparacién con otras microalgas, sin
embargo, se ha evaluado el uso de diferentes sistemas de cultivo para la optimizacién de su crecimientoy
de la produccion del carotenoide astaxantina. Dependiendo del tipo de FBR es necesario encontrar la
mayor eficiencia en la intensidad de la luz para que cada célula esté expuesta a un periodo mayor de luz

(Hu et al., 1996; Cifuentes et al., 2003; Hu, 2013).

Para el cultivo de Haematococcus spp. a nivel masivo se ha implementado una estrategia de cultivo que
consiste en cultivar esta microalga en dos fases, el primero, denominado estado vegetativo o estadio
verde, consiste en obtener la mayor produccidon de biomasa en condiciones favorables de cultivo, la
segunda fase es la induccién a la sintesis de astaxantina o estadio rojo, para lo cual se utilizan diferentes
factores de estrés (Torzillo et al., 2003; Aflalo et al., 2007; Del Rio et al., 2007; Choi et al., 2011).
Issarapayup et al. (2009) cultivaron Haematococcus pluviales en fotobiorreactores planos para la
produccién de biomasa con una intensidad de luz de 20 pumol-m™sy temperatura de 25 °C, y obtuvieron
una densidad de 0.041 x10° cél-mL®. Garcia-Melea et al. (2006) cultivaron esta misma microalga en
fotobiorreactores de columna y tubulares y encontraron los mejores resultados en este ultimo FBR. El
cultivo se realizd a la intemperie con una radiacion promedio de luz de 50 pmol:m?s?, y con una
temperatura de 20 °C obtuvieron una densidad celular de 3.9 x10° cél-mL™. Para la induccién a la
carotenogénesis utilizaron 600 pumol-m2s? y la concentracién resultante de astaxantina fue del 2 % del
peso seco de la microalga. Otro estudio realizado por Tran et al. (2015), en el que evaluaron la produccién
de biomasa y de astaxantina de Haematococcus lacustris en fotobiorreactores planos, utilizando luz roja 'y
azul, obtuvieron la mayor produccién de biomasa (1.48 g-L?) con luz mixta (rojo-azul) a 40 pmol-m2s?,y
la produccidn de astaxantina fue de 2.3 g-L con luz roja y azul en proporcidn 1:3 y con una intensidad de

luz de 160 umol-m2s?,

A pesar del avance que se ha tenido en el estudio de esta microalga, el reto es obtener mayores biomasas,
ya que esto repercutird en la cantidad de astaxantina que se produce durante el proceso de sintesis, pues
a nivel masivo, para uso comercial, es una cuestion econdmica muy importante. A este nivel de cultivo, las
condiciones ambientales tienen un efecto muy importante sobre los factores que estimulan la méxima
produccidn del pigmento, en contraste con los experimentos realizado en laboratorio a voliumenes
pequefios, ya que, al desarrollarse en condiciones ambientales controladas, tienen un efecto muy limitado
sobre las variables que maximizan la produccién del pigmento. Es por esto que en este estudio se tiene
como objetivo cultivar la microalga Haematococcus sp. a nivel masivo en fotobiorreactores planos para

producir la mayor cantidad de biomasa con la maxima densidad celular posible y posteriormente inducir
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la produccién de carotenoides, principalmente astaxantina, al someterlas a condiciones de estrés, como

altas intensidades de luz y salinidad.

1.1 Justificacion

Las microalgas son productoras de varios compuestos con alto valor comercial, entre ellos, la astaxantina;
el género Haematococcus es conocido por la produccidn de este pigmento, el cual puede acumular hasta
en un 5% de su peso seco. Dado que la tendencia de la nutricion y la salud humana y animal va dirigida
hacia el consumo de productos de origen organico, la demanda del carotenoide astaxantina, obtenido de
manera natural, se incrementard por el consumo en el mercado. Ademas, la atribucidon de multiples
beneficios para la salud, su huso en industrias tan importantes como la cosmética, farmacéutica y en la

acuicultura, incrementara tal demanda.

Diferentes cepas de Haematococcus se han aislado en varias regiones de mundo; aunque se conocen
aspectos del cultivo de algunas cepas, es necesarios seguir incursionando en nuevas tecnologias que
potencialicen su produccién, asi como del carotenoide astaxantina, principalmente a nivel masivo, que
implica un considerable costo de produccién. Ademas, se debe considerar que la capacidad de sintesis de
pigmentos esta influenciada por varios factores, que no son comunes para todas las especie, pero que
pueden ser manipulados para obtener mayores densidades e incrementar los compuestos deseados. Todo
esto motiva los estudios para la tecnificacidon y estandarizacién de métodos de cultivo que permitan
encontrar las condiciones éptimas para obtener mayores biomasas y concentraciones de pigmentos. Por
lo anterior, en este trabajo se tiene como objetivo cultivar masivamente la microalga Haematococcus sp.
aislada localmente, en fotobiorreactores planos para la produccion de biomasa y posteriormente
someterla a diferentes condiciones de estrés para la sintesis de pigmentos carotenoides, especialmente

astaxantina.



1.2 Hipétesis

e Llas intensidades bajas de luz (<50 pmol-ms?t) propiciardn un mayor crecimiento de la microalga

Haematococcus sp.
e El efecto interactivo del NaCl a concentracion de 0.034 M en el medio de cultivo y altas

intensidades de luz (91, 116 y 282 umol-m™s?), favorecerdn la produccién del carotenoide

astaxantina en la microalga Haematococcus sp.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

e Evaluar el crecimiento de la microalga Haematococcus sp. y la produccidon del carotenoide

astaxantina bajo diferentes condiciones de cultivo a nivel masivo en fotobiorreactores planos.

1.3.2. Objetivos especificos

e Evaluar la biomasa producida (cél-ml? y peso seco) por Haematococcus sp. cultivada en

fotobiorreactores planos con bajas intensidades de luz (30, 40 y 50 umol-m2s?).

e Evaluar el efecto interactivo del NaCl (0.034 M) y diferentes intensidades de luz (91, 116 y 282
umol-m?s?) en la producciéon de biomasa (cél-ml? y peso seco) y en la induccién a la

carotenogénesis por Haematococcus sp. cultivada a nivel masivo.

e Identificar y cuantificar los pigmentos (clorofila a, y carotenoides) producidos por Haematococcus

sp. cultivada bajo condiciones de estrés (NaCl y altas intensidades de luz).



Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de la cepa

La cepa de la microalga Haematococcus sp. de origen local, fue retomada de un estudio previo
desarrollado por Nava (2017), quien realizd su aislamiento y reproduccién en el laboratorio de Microalgas
del Departamento de Acuicultura, del Centro de Investigacién Cientifica y de Educaciéon Superior de
Ensenada (CICESE). La microalga fue reactivada y mantenida en estado vegetativo en matraces Erlenmeyer
de 150 mL y en condiciones 6ptimas de temperatura (21+ 1°C) y pH (7.5-8), el medio de cultivo utilizado
fue estandarizado por Escuredo-Vielba (2014) a partir del fertilizante agricola foliar Plantafol (Marca
Valagro) (Tabla 1). Los cultivos se irradiaron con luz continua a una intensidad de 20 umol-m~s?, utilizando

[dmparas fluorescentes de 32 Watts y 6500 Kelvin.

Tabla 1. Composicion quimica y concentracién de nutrientes del fertilizante empleado en el cultivo de la microalga
Haematococcus sp. (valores expresados en mM y estandarizado para los nutrientes esenciales con base en el medio
de cultivo Medio Basal Bold).

Medio de cultivo

MBB Plantafol
N 8.82 8.82
P 1.62 0.87
K 2.05 1.31
B 0 0.011
Cu 0 0.005
Fe 0.36 0.011
Mn 0.21 0.006
Mo 0.017 0
Zn 0.037 0.005
Co 0.008 0
Ca 0.17 0
Mg 0.3 0
Fuente de K, P K;HPOs, KH,PO K>0, P,0s
Fuentede N NaNO; N amoniacal (2%), ureico

(14%) y nitrico (4%)
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Para el escalamiento del cultivo de Haematococcus sp., se realizaron cultivos en voliumenes crecientes
desde 100 mL hasta 100 L. Para los cultivos de 100 mL, 800 mLy 2 L, se utilizd agua destilada previamente
esterilizada en autoclave a 120 °C, a 15 libras de presion por 15 minutos, posteriormente se les agregé el
medio de cultivo compuesto por el fertilizante agricola foliar Plantafol; las vitaminas y los metales traza se
agregaron en la concentracion equivalente al medio f/2 (Guillar, 1975). Las condiciones ambientales para
estos cultivos fueron las mismas que se utilizaron para los cultivos en 150 mL antes mencionado. Para
iniciar cada nivel de escalamiento, se utilizaron como indculo, cultivos en la fase de crecimiento
exponencial. Para los cultivos masivos, de 15 Ly 100 L, se utilizd agua dulce de la red del sistema municipal

de Ensenada, B. C.

2.2 Cultivo de Haematococcus sp. en diferentes intensidades de luz a nivel semi

masivo (15 L)

Se realizaron cultivos de Haematococcus sp., en botellones de vidrio, con un volumen util 15 L, en tres
intensidades de luz: 30, 40 y 50 pumol-m™s, con tres repeticiones por tratamiento. El agua dulce utilizada
para el cultivo se filtrd a través de una serie de cartuchos de 10, 5y 1 um y se irradié con luz ultravioleta,
enseguida se agregé hipoclorito de sodio, a razén de 3 mL-L?, dejando actuar al cloro durante 24 horas
(Hemerick, 1973). Posteriormente, para la eliminacion del cloro se utilizé tiosulfato de sodio (50 mg-mL*
de cloro) y aireacidon profusa por 24 horas. Posteriormente se agregé el medio de cultivo, constituido por
el fertilizante agricola foliar Plantafol, los metales traza y las vitaminas (previamente esterilizados en
autoclave). Cada uno de los nueve botellones fue inoculado con 40,000 cél-mL?. Se mantuvieron con
aireacion continua, a una temperatura de 21+1°C, pH de 7.5-8 y la intensidad de luz de cada tratamiento
fue proporcionada con ldmparas fluorescentes de 35 W y 6500 K, cuando fue necesario, se utilizé malla

sombra para alcanzar las intensidades deseadas.

Para evaluar la densidad celular (cél-mL?), diariamente se realizaron recuentos celulares utilizando un
hematocitémetro o cdmara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad, con apoyo de un microscopio
compuesto Primo Star, marca Carl Zeiss. Con base en los resultados obtenidos en este nivel de cultivo,
para el siguiente escalamiento (fotobiorreactores de 100 L), se eligié la intensidad de luz en donde se

cuantifico la mayor densidad celular.
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2.3 Descripcion del sistema de cultivo de los fotobiorreactores planos (FBP)

Los nueve FBP utilizados para el cultivo de Haematococcus sp., son de policarbonato, tienen dimensiones
de 110 cm de largo por 110 cm de alto y 10 cm de ancho. Cada FBP esta provisto de una tapa para evitar
en lo posible la contaminacién de los cultivos. Los FBP estan conectados a un sistema tecnificado que
controla el pH, con la inyeccion de CO, (Aquatronica, modelo ACQ110) (Fig. 1). El CO; se suministré por
medio de un difusor de ceramica, el cual se controlé con valvulas solenoides que estuvieron conectadas al
sistema de control, los sensores de pH en cada uno de los FBP controlaron la apertura y cierre de las

valvulas (Fig. 2 A). La luz se suministré con ldmparas fluorescentes de 32 Watts y 6500 Kelvin.

El aire utilizado para la suspensién de las microalgas en la columna de agua en los FBP, se generd con una
turbina de 1 hp. Para filtrar el aire y asi evitar la contaminacidn de los cultivos, se colocaron filtros de 10,
5y 1 um conectados a los FBP. Se utilizaron flujometros de aire para regular la cantidad suministrada a
cada uno de los FBP. El aire se distribuyd a través de un tubo de cpvc de 1.27 cm de didmetro, con diez
perforaciones de 1 mm de didmetro, distribuidas cada 10 cm a lo largo del tubo, que se dispuso en forma

horizontal a 3 cm del fondo de cada biorreactor (Fig. 2 B).

Figura 1. Esquema del sistema de cultivo en FBP para microalgas: A) sistema cartuchos y UV para la filtracion y
esterilizacion del agua dulce, B) sistema de biorreactores y C) controladores de pH y transformadores eléctricos
para la iluminacion. Tomado y modificado de Montes 2014.
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Figura 2. A) Sistema de control y suministro de CO, para los FBP. (a) sistema de control Aquatronica (b) tanque de
CO:; (c) Valvulas solenoides. B) Red de suministro de aire para los FBP. (a) Turbina de aire (b) cartuchos con filtro de
aire (c) flujbmetro de aire. Tomado y modificado de Montes 2014.

Cada grupo de tres biorreactores se conglomeraron con soportes cuadrangulares de aluminio (Fig. 3), por
lo cual se tuvieron tres grupos, uno por cada tratamiento, en donde se dispusieron seis [dmparas por lado
para el primer grupo de biorreactores (12 ldmparas por biorreactor y 24 por grupo), ocho para el segundo
grupo (16 ldamparas por biorreactor y 32 por grupo) y 10 para el tercer grupo (20 ldmparas por biorreactor

y 40 por grupo).
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Figura 3. Disposicidn de ldmparas fluorescentes en los FBP y de los soportes cuadrangulares distribuidos entre los
biorreactores.
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2.4 Cultivo de Haematococcus sp. con diferentes intensidades de luz en FBP

Previo al inicio de los cultivos, los FBP y todos los accesorios (Mangueras, tubos de aireacion, difusores de
CO0,) se lavaron con jabdn (pro-san “PRIMOQ”) y se enjuagaron con abundante agua corriente. Una vez
instalados los nueve FBP en grupos de tres, se procedid a la instalacion de las ldmparas fluorescentes, de

32 W, 6500 K. El disefio experimental consistid en tres niveles de intensidad de luz: 30, 40 y 50 pmol-m™s’

! (Fig. 4).

Para obtener las intensidades de luz deseadas, se confeccionaron fundas de malla de fibra de vidrio (tela
mosquitero), las cuales se colocaron en cada una de las ldmparas. La intensidad de luz incidente en los FBP
se midié con un radidmetro marca Biospherical Instrumens modelo QSL 100. Las mediciones se hicieron
dentro de cada biorreactor, en diferentes puntos (24 puntos, de arriba hacia abajo y de lado a lado)
iniciando a 10 cm de la tapa del biorreactor y pegado a la pared de acrilico. Una vez obtenidas las medidas,

se obtuvo el promedio para establecer las diferentes intensidades de luz en cada tratamiento.
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Figura 4. Disefo experimental para la optimizacion del cultivo de Haematococcus sp. en FBP en diferentes
intensidades de luz: 30, 40 y 50 pmol-m2s™,

Cada FBP se llend totalmente con agua dulce, previamente tratada con el mismo protocolo mencionado
anteriormente para los cultivos a nivel de 15 L. A continuacion, se ajusté el volumen de agua del FBP a 96

L, para permitir la adicion del indculo de las microalgas, el cual se inicié con una densidad de 40,000 cél-mL
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!, El volumen final de cada biorreactor fue de 100 L. Antes de inocular los biorreactores con la microalga,
se agrego el medio de cultivo (el fertilizante agricola foliar Plantafol, los metales traza y las vitaminas). Los
cultivos en los FBP se mantuvieron durante 36 dias con luz continua, a una temperatura de 22+1 °C, pH

7.5y aireacién continta a una tasa de 10 L-h2.

2.4.1 Evaluacioén de la biomasa producida

La biomasa producida por Haematococcus sp. en los biorreactores, se evalué por medio de la densidad
celular (cél-mL?) y con base en el peso seco total y organico (PST y PSO). El nimero de células se cuantificd
diariamente tomando una alicuota de cada uno de los nueve biorreactores, se utilizé un hematocitometro
o0 camara de Neubauer de 0.1 mm de profundidad. La cantidad de células por mililitro se calculé con la

siguiente formula:

C =N * 10* *Dil (1)

En donde:

C = densidad celular (cél mL?)

N = promedio de células en ocho cuadrantes
Dil = factor de dilucién

10* = factor de conversion de 0.1 L a 1mL

A partir de los conteos celulares, se calculé la tasa de crecimiento especifico para cada tratamiento

utilizando la siguiente formula:

U =log2 (x2)-log (x1)/ (t2-t1) (2)

W = tasa de crecimiento
x2, x1 = biomasa en tiempo 2 y tiempo 1

t1, t2 =tiempo 1y tiempo 2
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Para cuantificar la biomasa producida con base en el peso seco total (PST) y organico (PSO), se tomaron
alicuotas cada tercer dia durante el tiempo que duro el experimento, las muestras se filtraron con filtros
Whatman GF/C de fibra de vidrio, con 47 mm de diametroy 1.2 um de retencion de particulas, los cuales
fueron previamente lavados, incinerados a 490 °C en una mufla y pesados. Los filtros con microalgas se
colocaron en una estufa (Thermolyne, modelo: oven series 9000) a 70 °C por 24 h y se pesaron nuevamente
para conocer el peso seco total (PST), consecutivamente los filtros con microalgas se incineraron en una
mufla a 490 °C por 12 h, posteriormente se pesaron para obtener el peso de cenizas (PC) y, por diferencia

entre el PSTy el PC, se calculé el PSO.

2.5 Induccion a la carotenogénesis

Para el ensayo de la induccién a la carotenogénesis en Haematococcus sp. en los FBP, se evaluaron tres

intensidades de luz: 91, 116 y 282 umol m? s, cada tratamiento con tres repeticiones.

Se utilizaron las microalgas que fueron cultivadas en el experimento anterior, las cuales se concentraron
en un tanque con capacidad de 1,100 litros, se homogeneizaron y posteriormente, volUmenes iguales, se
traspasaron en cada uno de los biorreactores y el volumen se ajusté a 100 L. El ensayo inicié con 530,000
cél-mL®. Para estresar a la microalga, ademads del incremento de luz, a cada biorreactor se les aiadié 0.034

M de NaCl, para incrementar la produccion de astaxantina (Nava, 2017).

Para obtener las intensidades de luz en cada tratamiento, se utilizé el mismo nimero de lamparas (6, 8 y
10), sin las cubiertas de malla sombra, con las que se alcanzaron las intensidades de 91, 116y 282 pumol-m"
251 respectivamente. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 31 + 1 °C por 14 dias y, para
acelerar el proceso de induccién, a partir del dia 14 se elevd la temperatura a 39 + 1 °C, cubriendo los
biorreactores con plastico para evitar la pérdida de calor. El pH se mantuvo a 7.5. Dado que en estas
condiciones de estrés las microalgas perdieron sus flagelos y se observd la formaciéon de células
palmeloides y aplanosporas, con el consecuente incremento de su tamano celular y sedimentacion de las
mismas. Fue necesario incrementar la aireacion en cada unidad experimental, a 30 L-h™ con ayuda de
bombas de alta presion (Sweetwater, Aquatic Eco-Systems, Inc.) para mantenerlas en suspension. Debido
a la evaporacién que se observaba en cada biorreactor, diariamente se agregoé agua estéril a cada uno de

ellos para mantener el volumen constante. El experimento duro 23 dias.
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Para la evaluacién de la biomasa, con base en el nUmero de células, diariamente se tomaron alicuotas de
cada uno de los biorreactores y cada tercer dia se recolectaron voliumenes conocidos para cuantificar el
peso seco (con la metodologia descrita anteriormente), asi como para los pigmentos producidos. Las
muestras para el andlisis de pigmentos se colocaron en tubos estériles de 15 mL, consecutivamente se
centrifugaron por 10 min a 3000 r.p.m., se desechd el sobrenadante y el paquete celular se almacend a -

20°C para su posterior analisis.

2.6 Extraccion de los pigmentos carotenoides

Los paquetes celulares de las microalgas que se almacenaron en congelacidn, se resuspendieron en agua
destilada, se transferidos a microtubos de silicon (marca VWR®,) y se centrifugaron a 10,000 r.p.m.

durante 5 min.

La extraccién de pigmentos se realizd por rompimiento mecdanico de las células. A cada microtubo, con
las microalgas, se le agregd 0.20 g de perlas de zirconia de 0.5 mm (marca BioSpec) y 1.5 mL de metanol
grado HPLC, se introdujeron en nitrégeno liquido (-196 °C) en periodos no menores a 8 minutos,
posteriormente se agitaron por 4 min en un Bead beater (marca BioSpec), enseguida se centrifugaron a
10,000 r.p.m. y se recolectd el sobrenadante que contenia los pigmentos. En los casos donde aln se
observaba pigmentacién en los paquetes celulares sedimentados, se realizd6 una segunda o tercera
extraccién, con la misma metodologia, hasta que se observaba el pellet celular de color blanco, los
sobrenadantes se mezclaron en el tubo correspondiente a la misma muestra. Todo el procedimiento se

realizé evitando en lo posible la luz (oscuridad) para evitar la oxidacién de los carotenoides.

El sobrenadante (metanol), con los pigmentos de cada muestra, se filtré a 0.2 um, del volumen total se
tomé una alicuota de 1.5 mLy se colocd en viales de vidrio, de color ambar, de 2 mL (HP®). Las muestras

se almacenaron a -20 °C para el posterior analisis en HPLC.
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2.7 Analisis de pigmentos en HPLC y calculo del contenido de pigmentos

El andlisis de pigmentos se hizo por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, marca Agilent
Technologies®, modelo: 1260 INFINITY). Se empled una columna de fase reversa C8 de 4.5 x 150 mm
(marca Agilent Technologies, modelo Zorbax), con particula de 5um. Durante el funcionamiento del HPLC

la columna se mantuvo a 30 °C.

El método utilizado para la cromatografia se definié de acuerdo al protocolo descrito por Orosa et al.
(2005), modificando los porcentajes de los constituyentes de la fase mévil (Nava, 2017). El gradiente de
dilucidn (tabla 2) consistié en la mezcla de acetona (eluyente A), metanol (eluyente B) y agua (eluyente C)

en relacion V:V:V, con un flujo de 0.5 mL por minuto. El volumen de inyeccién fue de 20 uL de muestra.

Tabla 2. Gradiente de dilucidn de la fase movil en el andlisis de pigmentos en HPLC.

Gradiente de dilucion de solventes

A B C
Minuto  (Acetona) (Metanol) (Agua)
(%)

0 15 76 9
9 50 45 5
15 58 38 4
17 70 27 3
22 70 27 3
25 100 0 0
26 100 0 0
29 15 76 9

Los solventes orgdanicos utilizados en la fase mévil fueron grado HPLC y se filtraron con filtros de membrana
de nylon de 47 mm con un poro de retencidon de 0.45 um. Los estdndares de los pigmentos empleados
para la identificacién fueron: astaxantina, cantaxantina, B-caroteno, licopeno y clorofila a, de la marca

DHI® Dinamarca.

Se realizaron curvas de calibraciéon con cada uno de los estandares, se tomé como referencia la
concentracién inicial de cada estandar (en ng-uL?), el drea de los picos en los cromatogramas y las

diluciones correspondientes. El cdlculo de contenido de pigmentos se realizd con base en el peso seco
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organico (ng'-mg?)y el volumen (ng-:ml?), la férmula utilizada fue |a descrita por Hooker y Heukelem (2011).

Se inyectaron en el HPLC 5 plL de cada estandar.

P = (irgpe) (72 .

En donde:

Cp = concentracion de pigmento (ng-mg™)
Vx=volumen de metanol para extraccion (ul)
mgps = mg de peso seco de la muestra

Ci= cantidad de pigmento inyectado

V= volumen inyectado en HPLC

2.8 Analisis estadistico y procesamiento de datos

Se realizaron pruebas de Shapiro Wilks para comprobar la normalidad, y pruebas de Levene para la

homogeneidad de varianzas de los datos.

Para evaluar el efecto de las bajas y altas intensidades de luz sobre el crecimiento e induccién a la
carotenogénesis, se aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para el primer objetivo (las variables
de respuesta que se evaluaron fueron produccién de biomasa en cél-mL?, PST y PSO ) y un anélisis de
covarianza para el segundo y tercer objetivo utilizando como cofactor los dias de cultivo, las variables de
respuesta que se evaluaron fueron la produccién de pigmentos carotenoides y produccion de biomasa
(cél-mL?, PST y PSO), todo con un nivel de significancia de 0.05. Cuando se obtuvieron diferencias
significativas se utilizd una prueba a posteriori de Tukey, para observar las diferencias entre tratamientos.

Todos los analisis se hicieron con el programa Statistica Soft 10°.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Biomasa producida de Haematococcus sp. a nivel semi masivo (15 L)

En lafigura 5 se muestra el crecimiento de Haematococcus sp. a nivel semi masivo en tres intensidades de
luz: 30, 40 y 50 umol-ms?, durante los 18 dias de cultivo. En los tres tratamientos se observé que la fase
de crecimiento exponencial inicié desde el primer dia, donde se presentd la mayor tasa de crecimiento (u:
divisiones-dia™), con un promedio de 2.7 div-dia, sin diferencias significativas entre los tres tratamientos
(P>0.05). Esta fase de crecimiento tuvo una duracidn de un dia para el tratamiento de 40 pmol-m™s?, y de
dos para los tratamientos de 30 y 50 umol-m™s™, En el dia dos, la densidad celular promedio, para los tres
tratamientos fue similar (p>0.05), con un promedio de 279 x10° cél-mL™. A partir del dia 3 el cultivo entrd
en la fase de crecimiento lento y se mantuvo en esta fase hasta el dia 6, donde se alcanzaron densidades
promedio de 505 x10° cél-mL? (casi el doble de lo obtenido en el dia dos), sin diferencias significativas
entre las tres intensidades de luz (p>0.05). A partir de este dia, el cultivo entrd en la fase estacionaria y
para el dia 17 alcanzé biomasas promedio de 1510 x10°® cél-mL?, sin diferencias significativas entre los

tratamientos (p>0.05).
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Figura 5. Crecimiento de Haematococcus sp. a nivel semi masivo (15 L) con diferentes intensidades de luz (30, 40 y
50 umol-ms?). Las barras verticales indican la desviacion estandar.
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3.2 Produccidon de biomasa de Haematococcus sp. en FBP (100 L)

3.2.1 Densidad celular (cél-mL?') de Haematococcus sp. en FBP

En la figura 6 se muestra el crecimiento de Haematococcus sp. en FBP de 100 L, con intensidades de luz de
30, 40 y 50 umol-ms?, durante 36 dias de cultivo. La fase de crecimiento exponencial en las intensidades
de 30y 40 umol-m2s?inicid un dia después de la inoculacidn de los FBP (dia 1), con tasas de crecimiento
de 0.7 div-dia™ y tuvo una duracién de dos dias, para 40 y 30 umol-ms™ respectivamente, sin embargo,
en el dia 5, el cultivo con 40 pumol-m™s™ nuevamente entré en la fase exponencial, con 0.8 div-dia™. En el
tratamiento con 50 pmol-m™s* esta fase se presentd hasta el dia 5 con 0.5 div-dia™, la biomasa promedio
en los tres tratamientos fue de 79 x10% cél-mL™. A partir del dia 6, los cultivos entraron en la fase de
crecimiento lento y a partir del dia 13 inicid la fase estacionaria, manteniéndose en esta fase, en general,

hasta el dia 36.

En el ultimo dia de cultivo (dia 36) se alcanzaron densidades de 900 x10% cél-mLen las intensidades de 40
y 50 umol-m™s?, sin diferencias significativas entre estos tratamientos (p>0.05), mientras que las biomasas
obtenidas en estos dos tratamientos fueron significativamente mayores al cultivo con 30 pmol-m2s™ con

una densidad celular de 644 x10° cél-mL* (p=0.015).
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Figura 6. Crecimiento de Haematococcus sp. en FBP (100 L) con diferentes intensidades de luz (30, 40 y 50 pmol-m-
251), Las barras verticales indican la desviacién estandar.
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3.2.2 Peso seco total (PST) y organico (PSO) de Haematococcus sp. en FBP (100 L).

En las figuras 7 y 8 se observa la biomasa producida de Haematococcus sp. con base en el PST y PSO.
Después del dia 6, y hasta el dia 24, no se observaron diferencias significativas en el incremento en la
biomasa en los diferentes tratamientos; las concentraciones obtenidas en las tres intensidades de luz en
los dias 12 al 24, estuvieron en el intervalo de 134 a 280 ug-ml*para el PSTy de 116 a 232 pg-ml* para el
PSO.

En el dia 36, con el tratamiento de 50 umol-m™s, se encontraron las mayores concentraciones (p<0.001)

de PSTy PSO, con 394 y 320 pg-ml™, respectivamente.
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Figura 7. Produccion de biomasa de Haematococcus sp. en PST en los FBP con intensidades de luz de 30, 40 y 50
umol-m2s?,
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Figura 8. Produccion de biomasa de Haematococcus sp. en PSO en los FBP con intensidades de luz de 30, 40 y 50
umol-m2st,

3.3 Induccion a la carotenogénesis de Haematococcus sp. con intensidades de luz

de 91, 116 y 282 umol-ms?

3.3.1 Producciéon de biomasa en cél-mLy en peso seco (PST Y PSO) con altas intensidades de

luz.

En la figura 9 se observa que la mayor densidad celular se alcanzé al dia 14 con la intensidad de luz de 116
umol-m?s? donde se obtuvieron 2,300 x10% cél-mL®. A partir de ese dia, cuando la temperatura se
incrementd a 39 + 1°, se observd lisis celular y la disminucién de la densidad celular hasta el dia 21, cuando

se registré un promedio de 234 x10% cél-mL? en los tres tratamientos.
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Figura 9. Crecimiento de Haematococcus sp. durante la fase de induccién a la carotenogénesis con diferentes
intensidades de luz (91, 116 y 282 umol-m2s?), NaCl (0.034 M) y temperaturas promedio en FBP (100 L). Las barras
verticales indican el error estandar.

En las figuras 10 y 11 se representan las biomasas de Haematococcus sp. que se expresan en PST y PSO.
No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (intensidades de luz) para un mismo dia
de cultivo (P<0.05), a excepcidn del dia 9, donde las mayores concentraciones se obtuvieron con la mayor
intensidad de luz (282 umol-m2s?). Se observé un incremento gradual en el PST hasta los dias 13y 17 (Fig.
10), con las mayores concentraciones promedio, de 1163, 1295 y 1337.5 pug-mL™ para las intensidades de
91, 116 y 282 pumol-ms?, respectivamente. En el dia 17 de cultivo se encontré una mayor produccion
(1334 pg-mL?) con los tratamientos de 116 y 282 umol-m2s?, en comparacién con el tratamiento de 91

umol-m2s?(p<0.05) al dia 13, con 1130 pg-mL™.

En relacion con el PSO (Fig. 11), se observa la misma tendencia que con el PST, con las mayores
concentraciones promedio (para los dias 13 y 17), de 1022, 1140.5 y 1188.5 pg-mL? para las intensidades

de 91,116y 282 pumol-m%s?, respectivamente. Igualmente, en el dia 17 se encontré una mayor produccion
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promedio de 1183 ug-mL™, en los tratamientos de 116 y 282 umol-m2s, en comparacién con 91 pmol-m-

251 (p<0.05) del dia 13 con 997 pg-mL?.
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Figura 10. Produccion de biomasa de Haematococcus sp. con base en el PST, cultivada con diferentes intensidades
de luz (91, 116 y 282 pmol-m2s?) y salinidad de 0.034 M en FBP (100 L). Las barras verticales indican la desviacion
estandar.
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Figura 11. Produccién de biomasa de Haematococcus sp. con base en el PSO, cultivada con diferentes intensidades
de luz (91, 116 y 282 pmol-ms?) y salinidad de 0.034 M en FBP (100 L). Las barras verticales indican la desviacion
estandar.
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3.3.2 Produccién de pigmentos carotenoides y clorofila a.

Durante el proceso de induccidn a la carotenogénesis en Haematococcus sp., con tres intensidades de luz
(282,116 y 91 pmol-m?s?), se identificaron cuatro pigmentos carotenoides (astaxantina, cantaxantina, B-

caroteno y licopeno) y clorofila a. Las concentraciones promedio se presentan en las figuras 12 a la 16.

En la figura 12 se muestran los valores del contenido de astaxantina y se observa que en los dias 1 al 15,
las concentraciones de astaxantina fueron bajas, con un intervalo entre 0.01 y 0.02 % (sin sobrepasar los
0.240 pg'mg! de PSO). Se detectaron diferencias significativas entre algunos de los tratamientos
(p<0.004), en general, los mayores contenidos se observaron los dias 7,9, 11 y 15 con el tratamiento con

282 umol-m3s™,

A partir del incremento de la temperatura a 39 +1°C (en el dia 14), se observé la mayor produccién de
astaxantina a partir del dia 17 con el tratamiento de 282 pmol-m™s?, con diferencias muy significativas
(p<0.01) entre tratamientos. En el dia 19 se encontraron diferencias altamente significativas (p<0.001),
entre los tratamientos de 91 y 116 umol-m™s™ con respecto a 282 pumol-m?s™?, obteniendo la mayor
concentracién con esta Ultima intensidad de luz, con 1.922 ug-mg™?, 74 % mas que el producido por los

tratamientos de 91y 116 pmol-m2s™.
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Figura 12. Produccién de astaxantina (pg:mg? de PSO) de la microalga Haematococcus sp. con diferentes
intensidades de luz (91, 116 y 282 pmol-ms) y NaCl (0.034 M) en FBP (100 L).
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Los contenidos del carotenoide cantaxantina se observan en la figura 13. En los primeros 15 dias de cultivo
se observan las menores concentraciones de este pigmento, desde 0.04 a 0.12 pg-mg? en las tres
intensidades de luz. Al igual que para la astaxantina, a partir del incremento de 10 °C en la temperatura
(dia 14 de cultivo), también se observé un incremento en la produccion de cantaxantina para los dias 17y
19. En donde las mayores concentraciones (0.22 ug-mg?) se encontraron con el tratamiento de 282
umol-m=2s?, sin diferencias significativas entre éstos dias de cultivo. Sin embargo, si se observaron
diferencias significativas entre tratamientos para el dia 17 (p=0.006) con los valores obtenidos con los

otros dos tratamientos (116 y 91 pmol-m2s?).
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Figura 13. Produccidon de cantaxantina (ug-mg?! de PSO) de la microalga Haematococcus sp. con diferentes
intensidades de luz (91, 116 y 282 pumol-ms) y NaCl (0.034 M) en FBP (100 L).

Los resultados del contenido de B-caroteno se presentan en la figura 14. Entre los dias 1 al 15, el contenido
de este pigmento en los tres tratamientos, se mantuvo entre 0.20 y 0.28 pg-mg™ de PSO. En los dias 17 y

19 se observé un decremento en la concentracién, con un promedio de 0.13 pg-mg* entre tratamientos.
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Figura 14. Produccién de B-caroteno (ug-mgde PSO) de la microalga Haematococcus sp. con diferentes intensidades
de luz (91, 116 y 282 umol-m2s?) y NaCl (0.034 M) en FBP (100 L).

En la figura 15 se observa la produccién de licopeno en los diferentes tratamientos durante los 19 dias de
induccidn. Se observé un incremento en la concentracién con el tratamiento de 282 pumol-m2s™? (p<0.05)
en el dia 7 al dia 15 (2.5 y 4.5 ug-mg*de PSO, respectivamente), no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) entre tratamientos para el dia 17 y para el dia 19 solo se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre el tratamiento de mayor intensidad de luz con respecto al de menor intensidad de luz. A
partir del dia 1 al 19, hubo un incremento promedio del 89% en la concentracién de licopeno, con la

intensidad de luz de 282 pmol-ms* de PSO.
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Figura 15. Produccion de licopeno (pg-mg* de PSO) de la microalga Haematococcus sp. con diferentes intensidades
de luz (91, 116 y 282 umol-m2s1) y NaCl (0.034 M) en FBP (100 L).
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El contenido de clorofila a de Haematococcus sp. expuesta a las diferentes intensidades de luz se presenta
enlafigura 16. No se observaron diferencias significativas en los valores obtenidos en los tres tratamientos

para cada dia de cultivo, con algunas excepciones (dias 13 y 19).

En el primer dia se obtuvo la mayor concentracién de clorofila a, con las intensidades de luz de 91y 116
pumol-m2s?(con 108 y 127 ug-mg™ de PSO, respectivamente), con diferencias significativas (p<0.05) entre
los tres tratamientos y entre los diferentes dias, a excepcién del dia 5. Los valores que se obtuvieron con
laintensidad de luz mas alta (282 pmol-m2s™) no marcaron diferencias significativas (p>0.05), con valores

de 64 a 116 pg-mg™.

Del dia 1 al 19, se observd una disminucién del 56 % en el contenido promedio de clorofila con los tres

tratamientos.
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Figura 16. Produccidn de clorofila a (ug-mg™ de PSO) de la microalga Haematococcus sp. con diferentes intensidades
de luz (91, 116 y 282 umol-m2s?) y NaCl (0.034 M) en FBP (100 L).

En la tabla 3 se presenta el rendimiento promedio (mg L) de los pigmentos de Haematococcus sp., que
se obtuvieron con las diferentes intensidades de luz (282, 116 y 91 umol-m2s?) y en los diferentes dias de
induccion. Se observa que el mayor rendimiento de pigmentos se obtuvo en la intensidad de luz mas alta
(282 umol-m%s?). En el caso de la astaxantina, se presentaron en el dia 17 y 19, con 1.255y 1.892 mg L?,
respectivamente y para cantaxantina fue de 0.265 y 0.201 mg L para los mismos dias. Los valores de B-

caroteno fueron cercanos a los que se obtuvieron para cantaxantina, con 0.293 mg L7, estd al dia 15 del
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cultivo, mientras que para licopeno para el mismo dia fue de 5.345 mg L™. Los rendimientos mas altos de

clorofila a también se encontraron al dia 15, con 98 mg L.

Tabla 3. Rendimiento promedio de pigmentos (mg L) obtenidos en cultivo de Haematococcus sp. con tres

intensidades de luz: 282, 116 y 91 umol-m2sly una concentracién de 0.034 NaCl.

Tiempo Intensidad de

en dias

luz

(umol m2s?) Astaxantina Cantaxantina PB-caroteno

Pigmentos

(mgL?)

Licopeno Clorofila a

91 0.047 0.023 0.111 0.200 43
1 116 0.053 0.023 0.103 0.220 53
282 0.062 0.024 0.048 0.227 49
91 0.049 0.024 0.117 0.240 36
3 116 0.039 0.021 0.108 0.227 37
282 0.064 0.027 0.125 0.442 45
91 0.064 0.033 0.172 0.746 65
5 116 0.056 0.033 0.153 0.651 58
282 0.097 0.047 0.179 1.208 70
91 0.110 0.040 0.211 1.257 66
7 116 0.101 0.044 0.227 1.363 70
282 0.173 0.056 0.223 2.231 72
91 0.107 0.048 0.202 1.377 60
9 116 0.116 0.058 0.234 1.645 71
282 0.240 0.079 0.213 3.211 81
91 0.111 0.048 0.194 1.598 55
11 116 0.130 0.058 0.260 1.951 72
282 0.263 0.097 0.262 3.994 87
91 0.130 0.077 0.230 2.121 66
13 116 0.146 0.100 0.253 2.418 78
282 0.261 0.137 0.280 4.603 91
91 0.178 0.075 0.224 2.777 75
15 116 0.128 0.053 0.230 2.422 77
282 0.281 0.119 0.293 5.345 98
91 0.192 0.100 0.140 2.407 57
17 116 0.239 0.157 0.120 2.403 60
282 1.255 0.265 0.151 4.140 77
91 0.249 0.121 0.133 2.104 55
19 116 0.189 0.136 0.097 1.838 49
282 1.892 0.201 0.193 4.291 76
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Capitulo 4. Discusion

La microalga Haematococcus spp. es conocida por su capacidad para acumular pigmentos carotenoides y
de manera particular astaxantina, este pigmento tiene una amplia demanda en el mercado, por sus
multiples aplicaciones y beneficios para la salud humana y animal. Entre las condiciones de cultivo que se
han evaluado, tanto para la optimizacién de su crecimiento, como para la producciéon de este carotenoide
estdn: las intensidades de luz, la composicion del medio de cultivo, temperatura y salinidad, entre otros,
asi como la interaccion de algunas de estas variables (Renstrom, 1981; Boussiba, 2000; Cifuentes et al.,
2003; Wan et al., 2014; Hong et al., 2015). Sin embargo, algunos de estos factores son especie-especificos,
por lo que es necesario estudiar cada cepa y en particular aquellas aisladas localmente, para valorar su
potencial, ya que esto permitira una rdpida aclimatacion cuando los cultivos se deseen escalar a nivel

comercial.

La cepa de Haematococcus sp. objeto de este estudio, fue colectada localmente y estudiada inicialmente
por Nava-Gémez (2014), quien evalud algunos factores para establecer las condiciones dptimas de cultivo
y para la induccioén a la sintesis de pigmentos, especialmente astaxantina. No obstante, su investigacion se
realizé en volumenes pequefios (hasta 500 ml), por lo que en este estudio se retomaron sus resultados
para realizar el escalamiento del cultivo a nivel masivo, en fotobiorreactores planos, en donde los riesgos

de contaminacién se reducen en comparacién con cultivos abiertos.

Los resultados que se obtuvieron en la primera fase de este estudio (produccién de biomasa), donde se
obtuvieron hasta 0.9 x10° cél-mL? en las intensidades de luz de 40 y 50 umol-ms?, son acordes a los
resultados obtenidos en PST y PSO para el dia 36 de cultivo, con 394 y 320 pg-ml?, respectivamente. Estas
biomasas son superiores a las reportadas por Nava-Gémez (2017), que cultivé esta misma cepa utilizando
el medio de cultivo Basal Bold (MBB) y obtuvo densidades maximas de 0.32 x10° cél-mL?, con una
intensidad de luz menor (30 umol-m2s). De manera similar, Escuredo-Vielba (2014), cultivé otra cepa de
Haematococcus, con el medio de cultivo Plantafol y con una intensidad de luz mayor (60 pmol-m2s?) y
obtuvo biomasas menores a las de este estudio (0.72 x10° cél-mL?). Esta diferencia puede ser debido a
gue los autores utilizaron diferentes intensidades de luz, trabajaron en volimenes pequefios (< 1 L), y no

controlaron el pH de los cultivos.
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Ramirez et al. (2013), mencionan que los FBP presentan una buena eficiencia en la produccién de biomasa
al aprovechar mayormente la luz en toda su dimension. Dependiendo del disefio del FBR, se debe optimizar
esta variable, ya que cuando se excede la intensidad de luz necesaria para estimular la fotosintesis, se
puede presentar fotoinhibicidn, se reduce la tasa de crecimiento y se produce una menor densidad celular
(Tredici y Zittelli, 1998). Garcia-Melea et al. (2006) realizaron cultivos al exterior de H. pluvialis, en
fotobiorreactores tubulares de diferentes dimensiones, donde las intensidades de luz variaron desde 50 a

2000 pE-m2s?, y obtuvieron biomasas hasta cerca de 4 x10° cél-mL™.

Torzillo y Vonshak (2013), mencionan que cuando se cultivan microalgas, es necesario incrementar la
intensidad de luz en forma gradual, ya que a medida que hay una mayor densidad celular, hay una
penetracidn limitada de fotones de luz para la realizaciéon de los procesos fotosintéticos. Grobbelaar
(2013), indica que la absorcion de los nutrientes depende de la energia luminosa disponible y, por ende,
la demanda de nutrientes tiende a incrementarse. Por lo que es necesario agregar nuevos nutrientes una
vez que estos disminuyen en los cultivos. En este trabajo, las intensidades de luz en cada tratamiento se
mantuvieron constantes a lo largo del cultivo, lo que podria explicar el largo periodo de la fase de
crecimiento lento de esta cepa de Haematococcus, pero sin entrar a la fase de muerte, a pesar de que los

cultivos tuvieron una duracion de mas de 30 dias.

En el presente estudio se utilizd el fertilizante Plantafol como medio de cultivo, este fertilizante y otros,
fueron utilizados previamente por Escuredo-Vielba (2014) para el cultivo de otra cepa de Haematococcus
y obtuvo las biomasas mas altas con el fertilizante “Plantafol” (hasta 61% mas que con el medio MBB),
esto podria deberse a que el MBB solo tiene NaNOs como fuente de nitrégeno, mientras que el fertilizante
“Plantafol” contiene nitrégeno amoniacal (2%), uréico (14%) y nitrico (4%), que pueden ser utilizados en
forma eficiente por las microalgas. Grobbelaar (2013) menciona que es preferente suministrar estos tres
componentes en el cultivo como fuente de nitrégeno, ya que el suministro de un solo componente, como
el nitrogeno amoniacal tiende a disminuir el pH por la liberacién de iones H* y el nitrico a subirlo; de
acuerdo con Kaplan et al. (1986), con el suministro de estos tres compuestos se obtienen tasas de
crecimiento con buen rendimiento. El trabajo de Dalay et al. (2007) refuerza este hecho, pues también
encontraron que en el cultivo de H. pluvialis, con el medio de cultivo preparado a partir del fertilizante
triple 20, N:P:K (N: nitrico 6.11%; amoniacal 3.9%; uréico 10%), se produjeron 900 pg-ml™*de peso seco, en
comparaciéon con el medio de cultivo convencional BG 11, que contiene la misma fuente de nitrégeno que

el MBB, y con el que se produjeron 760 ug-ml™ de peso seco.



32
Los medios de cultivo, elaborados a base de fertilizantes agricolas, se han utilizado en diferentes especies
de microalgas y se han obtenido buenos resultados, por lo que se ha considerado su aplicacion por la
reduccion de costos (hasta el 70%), en comparacién con los medios de cultivo convencionales a base de

productos quimicos de grado analitico o técnico (Dalay et al., 2007, Pifia et al., 2007; Tocquin et al., 2012).

En la literatura existen diversos estudios sobre los factores de estrés que inducen la produccion de
pigmentos carotenoides, principalmente astaxantina, en la microalga Haematococcus, entre estos estan:
altas intensidades de luz, altas temperaturas, salinidad, limitacién de nutrientes, inclusidon de acetato de
sodio como fuente de carbono y fierro, entre otros (Boussiba et al., 1999; Chekanov et al., 2014; Fan et

al., 1994; Kobayashi et al., 1993; Sarada et al., 2002).

En este trabajo, para la induccidn a la carotenogénesis de la microalga Haematococcus sp., se utilizé una
salinidad de 0.034 M (equivalente a aproximadamente 2 UPS), seleccionada con base en las condiciones
de cultivo evaluadas por Nava (2017). Este factor estresor ni afecto la produccion de biomasa, ni ocasiond
un dafio celular aparente. Harker et al. (1995), estudiaron la efectividad de la adicion de NaCl en la
carotenogénesis de H. pluvialis y observaron que el mejor rendimiento de astaxantina se obtuvo con una
concentracién de NaCl entre 0.025-0.03 M y con la interaccidn de una alta irradiancia (1600-1700 pumol-m"
2s1). No obstante, en varios trabajos en los que se ha evaluado el efecto de la salinidad sobre la induccién
a la carotenogénesis en Haematococcus spp. se han obtenido diferentes resultados, por ejemplo, Sarada
et al. (2002), mencionan que las concentraciones de salinidad mayores que 1 UPS ocasionaron
blanqueamiento y lisis celular en H. pluvialis. En el trabajo de Boussiba y Vonshak (1991) el mejor
rendimiento de astaxantina lo obtuvieron utilizando 0.8 UPS. Sin embargo, Harker et al. (1996) y Nagaraj

et al. (2012) obtuvieron mejores resultados con salinidades de 2.35y 3.5 UPS respectivamente.

Hong et al. (2015) mencionan que cuando H. pluvialis se cultiva en condiciones de estrés, se detiene el
crecimiento vegetativo de un gran nimero de células de la poblacidn, sin embargo, en este trabajo se
observé que cuando las microalgas estuvieron expuestas (hasta el dia 14), a factores de estrés, como
intensidades de luz de 116 pmol-m2s? y temperaturas de 30 +1°C, su efecto fue moderado, ya que las
microalgas continuaron reproduciéndose, hasta alcanzar una densidad de 2.31 x10° cél-mL?, en contraste,
con las intensidades de luz de 40 y 50 pmol-ms?, donde las densidades fueron menores (900 x10° cél-mL’
1). Asi mismo, el PST (1,374 pg-ml™?) y PSO (1,218 pg-ml?) también fueron superiores a los obtenidos con
las dos intensidades de luz bajas. En este ensayo se observo un gran nimero de microzooides, que, aunque
no fueron considerados para el cdlculo del nimero de células, es de esperar que contribuyeran en la

produccidn de biomasa con base en el peso seco.
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Las altas intensidades de luz estimulan la sintesis de pigmentos carotenoides, cuya funcién es proteger a
las células del dafio fotooxidativo (Hu, 2013), sin embargo, estas condiciones de luz también pueden
ocasionar fotoinhibicién (Torzillo y Vonshak, 2013) y, por ende, una reduccion en el rendimiento del
cultivo. Es por esto que, para la produccion de pigmentos, el cultivo de Haematococcus se realizé en dos
fases: cultivo vegetativo (produccién de biomasa en condiciones dptimas) e induccion a la carotenogénesis

(sintesis de pigmentos con factores de estrés).

Algunos autores han utilizado intensidades de luz altas para el cultivo de H. pluvialis, de 400 a 600 pmol-m"
25! e incluso mayores, como las que se registran en cultivos a la intemperie, con intensidades que superan
los 1000 umol-m™2s™ y en menos de 14 dias han obtenido buenos rendimientos en la acumulacién de
pigmentos, estas condiciones indujeron una divisidon celular minima y en estos trabajos las temperaturas
se mantuvieron entre 28 y 34 °C (Imamoglu et al., 2009; Kang et al., 2010; Wang et al., 2013; Park et al.,
2014).

La temperatura utilizada en este trabajo (30 °C), causé un estrés moderado que no indujo la sintesis de
astaxantina en Haematococcus, ya que se observé que las células se encontraban aun en estado flagelado
y palmeloide y muy pocas aplanosporas. Para acelerar el proceso de induccién, a partir del dia 14 y durante
siete dias, se aumento la temperatura a 39 °C, no obstante, a pesar de que fue evidente un gran nimero
de células aplanosporas, en los dias consecutivos se observd lisis celular y un decremento en la biomasa,
por lo que se decidid reducir la temperatura a 30 °C, con lo que los cultivos empezaron a recuperarse
lentamente. Schrader et al. (2004) mencionan que las altas temperaturas (>36°C) ocasionan dafio celular

y desintegracion de membranas tilacoides en los cloroplastos.

En otros estudios con Haematococcus, se han obtenido buenos resultados en la produccién de pigmentos
utilizando temperaturas similares (entre 28-33 °C), en combinacién con altas intensidades de luz y
limitacion de nitrégeno, principalmente (Boussiba y Vonshak, 1991; Fan et al., 1994; Tjahjono et al., 1994;
Giannelli et al., 2014).

Hong et al. (2015) compararon dos cultivos de H. pluvialis, uno fototréfico y otro mixotréfico, a una
temperatura de 36 °C; en el primer caso la produccidon de astaxantina fue menor, mientras que, en el
segundo cultivo, en el que se agregé fierro, se observé un incremento en la produccién de astaxantina de
hasta 133 %. Estos autores aluden que en el cultivo fototréfico se generaron especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), como los agentes oxidantes: radical anién superoxido (0,”) y perdxido de

hidrégeno (H20,) mientras que en el cultivo mixotroéfico, la inclusion de fierro promueve la proliferacion
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de agentes super oxidantes como el oxigeno singulete (*0,) y el radical hidroxilo (OH-). Kobayashi et al.
(1993) indica que el fierro es un buen promotor de la generacion de ROSy a su vez promueve la generacion
de pigmentos, de acuerdo con Tiahjono et al. (1994), en los cultivos de H. pluvialis, mantenidos a una
temperatura de 30 °C por 10 dias, se obtuvieron mayores concentraciones de astaxantina (600 pg cél™?)

cuando agregaron acetato de sodio (45 mM), fierro y perdxido de hidrégeno (0.1 uM).

Los principales carotenoides intermediarios en la sintesis de la astaxantina, siguen la ruta: licopeno — B-
caroteno — cantaxantina — astaxantina, con diferentes concentraciones, dependiendo las condiciones
de induccidén a la carotenogénesis (Paniagua-Michel et al., 2012). Los principales carotenoides
involucrados en la ruta bioldgica de la sintesis de astaxantina fueron identificados y estuvieron presentes
en diferentes concentraciones: licopeno (4.6 ug-mg?), B-caroteno (0.28 pg-mg?), cantaxantina (0.22
ug-mg?) y astaxantina (1.9 ug-mg™), el carotenoide astaxantina fue sintetizada en mayor proporcién que
la cantaxantina y el B-caroteno. Orosa et al. (2001; 2005), en un estudio con H. pluvialis, encontraron que
las concentraciones de éstos y otros carotenoides, también fueron mas bajas que la astaxantina, la cual
representé el 80 % de los pigmentos. Los valores de astaxantina en el presente estudio representaron un
porcentaje reducido (<1%), en comparacién con los reportados por otros autores (entre el 2.5y 4 %, con
base en el peso seco) (Wan et al., 2014; Choi et al., 2015; Hong et al., 2016), quiénes utilizaron la

interaccion de diferentes factores de estrés para la induccion a la carotenogénesis.

En este estudio se observd que a medida que la concentracidn de clorofila a decrecia, se incrementaba la
concentracién de los carotenoides; esta misma tendencia se ha observado en diferentes trabajos
realizados en Haematococcus (Boussiba et al. 1999; He et al., 2007; Hong et al., 2012). Conforme pasa el
tiempo de induccidn, el estrés se vuelve mas intenso y empieza la formacién y acumulacién de astaxantina
en cuerpos lipidicos en el citoplasma de las microalgas, que sirven como “paraguas” para proteger los
cloroplastos del exceso de energia de la luz, ya que en estos organelos celulares se encuentran los sistemas
fotosintéticos y el material genético de la célula, ademas del nucleo (Hagen et al., 1994; Holtin et al., 2009).
Fan et al. (1998) cuestionan el papel fotoprotector de la astaxantina y proponen que las reacciones
intermedias en la via de la sintesis de este pigmento consumen electrones reactivos reduciendo el riesgo

oxidante y que la astaxantina es un producto final de este proceso en lugar de agente protector.

Los resultados de la presente investigacidn, destacan que la produccién de biomasa en los FBP indica que
estos dispositivos pueden ser adecuados para la produccién masiva de microalgas y sus compuestos de
alto valor, sin embargo, los retos que el cultivo de Haematococcus implica son de mayor complejidad, por

lo que es necesario continuar investigando las condiciones de cultivo que promuevan las mayores
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producciones de biomasa, como la evaluacion del incremento gradual de la intensidad de luz. De la misma
forma, es necesario continuar con la busqueda de las condiciones de estrés que promuevan la mayor
sintesis de astaxantina en la cepa estudiada en este trabajo, lo que ayudaria en un futuro el poder sentar

las bases para la produccion a nivel masivo y comercial.
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Capitulo 5. Conclusiones

1. Llas intensidades de luz de 40 y 50 umol-ms? favorecieron la mayor produccién de biomasa de

Haematococcus sp., con densidades de 0.9 x10° cél-mL?y 394 pg-ml™* de PST.

2. Enlainduccidn ala carotenogénesis se obtuvieron biomasas de PST (1,374 pg-mlt) y PSO (1,218 pg-ml-

1) mayores que en la produccién de biomasa, con bajas intensidades de luz.

3. Llainteraccidén de los diferentes factores de estrés como temperatura (30-39°C), salinidad (0.034 M) y
la exposicidn a intensidades de luz de 91, 116 y 282 umol-m?s™?, favorecieron la acumulacion

moderada de pigmentos carotenoides en Haematococcus sp.

4. La mayor produccion de pigmentos carotenoides se obtuvo con la intensidad de luz de 282 pmol-m-

25! cuando la temperatura se incrementé a 39 °C.

5. Los mayores contenidos de astaxantina (1.9 pug-mg™) y licopeno (4.6 pg-mg™) se obtuvieron en los dias

17y 19.
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Tabla 4. Biomasa promedio (peso seco total, PST y peso seco organico, PSO), en pg-ml? de Haematococcus sp.
cultivada en biorreactores planos (BRP) con tres intensidades de luz (30, 40 y 50 umol-m=2s?), en diferentes dias de
cultivo. Desviacién estandar entre paréntesis. Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
tratamientos. p: nivel de significancia.

30 umol'm2s? 40 umol-m32s! 50 umol-m2s? p

Dia 2

PST 79.8 (13)a 93.4(12)a 95.9(7) a 0.2261
PSO 48.8(17)a 61.1(7)a 62.2(8)a 0.3515
Dia 4

PST 93.9(15)a 112 (17) a 107.8 (10)a  0.3412
PSO 72.1(6)a 87.4 (15)a 83.3(12)a  0.3069
Dia 6

PST 102.9(7) b 135.6 (8) a 143.7(4)a  0.0006
PSO 86.6 (5)b 109.1(11)ab 111.2 (11) a 0.0316
Dia 8

PST 134.4 (12) b 171.4(33)ab 211.2 (25) a 0.0249
PSO 115.9 (11) a 143.7 (34) a 161.1(32)a 0.2120
Dia 10

PST 157.1(9) a 211.2(51) a 228 (53)a  0.1827
PSO 123.3(5) a 169.8 (46) a 174.8 (43) a 0.2376
Dia 12

PST 48.6 (20) a 167.3 (66) a 215.9 (65) a 0.8325
PSO 46.1 (10) a 170.6 (52) a 216.7 (55) a 0.7754
Dia 16

PST 247.0(37) a 279.0(82) a 266.3 (36) a 0.7864
PSO 180.9 (28) a 220.1(57) a 208.9 (33) a 0.5249
Dia 18

PST 228.4 (47) a 241.1 (60) a 210.9 (30) a 0.7479
PSO 167.4 (30) a 188.7 (41) a 175.9 (32) a 0.7611
Dia 20

PST 229.3 (63) a 211.2 (70) a 230(39)a 0.9072
PSO 170.1(38) a 173.2 (48) a 198.3(37)a 0.6739
Dia 22

PST 280.1 (63) a 277.9 (46) a 270.9 (70) a 0.9813
PSO 206.1 (44) a 230.6 (43) a 232 (55) a 0.7654
Dia 24

PST 21.1(53)a 182.3(58) a 203.4(38) a 0.9074
PSO 24.8 (35) a 170.7 (44) a 195.4 (36) a 0.8697
Dia 36

PST 248.9(49) b 310.6(7)a 394 (22) a 0.0039
PSO 199.7 (37) b 261.9(16)ab 319.8(36) a 0.0096




