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RESUMEN

Se llevaron a cabo tres experimentos en el laboratorio de acuacultura del Centro de
Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Universidad de Sonora, utilizando cuatro
cepas de microalgas marinas de uso comun en acuacultura de la regién. Las microalgas
estudiadas fueron Isochrysis sp., Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. y Dunaliella sp., se
sometieron a tres diferentes intensidades luminosas (400 alta, 210 media y 65 baja
expresadas en pE'm?>s”). Se utilizo el medio “f/2”, a T°C y Salinidad constantes, los
experimentos duraron 12 dias, y se muestreo cada 24 h. El crecimiento y densidad celular
de los cultivos se hicieron por conteos directos, utilizando una camara de Neubauer, la
produccion de clorofilas y carotenoides totales se determino por espectrofotometria. Se
realizé un andlisis estadistico ANOVA de dos vias y la prueba de Scheffé con un nivel de
significancia 0=0.05 para las variables de interés, los dias 4, 8" y 12*°. de los
experimentos. Isochrysis sp. fue la cepa con mayor crecimiento y densidades celulares,
presentando en mediana iluminacion su méximo crecimiento que fue de 19.17 + 2.90 x 10°
cel'mL™. Dunaliella sp. fue el género con mayor produccion de clorofilas y carotenoides y
se presentaron en baja intensidad luminosa, en el 4" dia de experimento las clorofilas

alcanzaron 127 mg'm™

+ 13.48 y para los carotenoides totales 210.77 mg-m'3 +19.13 hacia
el 8" dia del experimento. Tetraselmis sp. fue la microalga que mostr6 mayor
concentracion de carotenoides por célula, y alcanzo 50.6 pg/cel en el experimento en alta

iluminacion.



ABSTRACT

Three experiments were carried out in the facilities of the Center for Scientific and
Technological Research of the University of Sonora, utilizing four different strains of
marine microalgae of common use in the aquaculture systems of the region. The microalgae
Isochrysis sp., Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. and Dunaliella sp., were studied under
different luminous intensities, which were: 400 uE-m’z-s'1 (high), 210 uE-m’z-s'1 (medium)
and 65 pE'‘m™>s™ (low). The experiment lasted 12 days, the culture media used was “f/2”,
at constant T°C and Salinity, sampling was done every 24 hours. Growth and cellular
density was determined by direct count using a Neubauer chamber, chlorophyll and
carotenoid production was determined by means of spectrophotmetry. A two way Anova
statistical analysis was done and a Scheff¢ test was carried out afterwards, for the variables
of interest of the 4™, 8™ and 12™ days of the experiments. Isochrysis sp. was found to have
the best growth, which was 19.17 + 2.90 x 10° cel'mL" and the best cellular density at
medium illumination. Dunaliella sp. was the gender whit the highest production of
chlorophylls and carotenoids that were presented in low light intensity. On the 4th day of
the experiment the chlorophyll reached 127 mg'm™ + 13.48 and 210.77 mg'm™ +19.13 total
carotenoids to the 8th. day of the experiment. Tetraselmis sp. was the microalgae that
showed the greatest concentration of carotenoids per cell, and reached 50.60 pg / cell in the

experiment at high
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- INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

I.1.- Generalidades de las microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos capaces de
transformar la energia luminosa en energia quimica con una eficiencia cuatro veces superior
a la de las plantas. Su importancia radica en su papel como productores primarios de la cadena
trofica, que las constituyen en las primeras formadoras de materia organica. Por su tamafio
reducido y variado (5—50 um en promedio) son de facil captura y digestion por multitud de
organismos que se alimentan en forma directa del fitoplancton (Abalde, 2004).

Las condiciones Optimas de temperatura, intensidad luminosa, salinidad, nutrientes y
pH para el cultivo de microalgas, varian ampliamente de una especie a otra, estos parametros
fisicoquimicos, han sido determinados en laboratorio y nos ayudan a comprender las
condiciones Optimas para el desarrollo de las diferentes especies en cultivo. Actualmente a
nivel comercial, los cultivos masivos de microalgas al exterior y los fotobiorreactores cobran
mayor importancia para la producciéon de compuestos quimicos de alta pureza, como:
biocombustibles, biofertilizantes, intercambiadores i0nicos y carotenos; asi mismo, para el
tratamiento de aguas residuales, obtencion de compuestos terapéuticos y como alimento de
consumo humano y animal (Contreras-Flores y col., 2003).

En condiciones normales todas las clases de microalgas poseen invariablemente la
clorofila-a que confiere el color verde a las algas y al menos un pigmento accesorio, que
puede enmascarar en ocasiones a la clorofila-a. La clorofila-b se encuentra en las plantas
verdes, la clorofila ¢ en diatomeas, dinoflagelados y algas pardas y la clorofila d en las algas
rojas. Cultivadas bajo condiciones adecuadas de iluminacion, temperatura, salinidad y
concentracion de nutrientes, las microalgas representan una excelente fuente de pigmentos
carotenoides. Diversos estudios han demostrado que la produccion de carotenoides en
microalgas, como Dunaliella salina, puede optimizarse mediante variaciones en las
condiciones de cultivo tales como: altas salinidades; incremento en la irradiancia y en la
temperatura (Ben-Amotz, 1987); & estrés por limitacion de nutrientes (Borowitzka y

Borowitzka, 1988).



Las microalgas como organismos autdtrofos fotosintetisadores, dependen de la luz para
su desarrollo y producciéon de materia organica. La respuesta fotosintética a la energia
luminosa se caracteriza por una respuesta lineal baja al incremento en la irradiancia, hasta
llegar a su méxima capacidad fotosintética, donde las células son independientes de la
irradiacion (Abalde, 2004). Bajo condiciones estables (no movimiento) las células se
aclimatan a un nivel de irradiancia, obteniendo bajo esas condiciones tasas de crecimiento y
fotosintéticas no necesariamente dptimas mediante un ajuste en sus procesos fisioldgicos. En
c¢lulas aclimatadas a bajas irradiancias, la concentracion de clorofila se incrementa para poder
obtener la energia luminosa necesaria para continuar con el proceso fotosintético. Por otro
lado, células aclimatadas a altas irradiancia, decrece la concentracion celular de clorofila-a e
incrementan la concentraciéon de pigmentos accesorios fotoprotectores (carotenos) para evitar
la oxidacion de los fotosistemas. MacIntyre y col., (2002), reportan que cé€lulas aclimatadas a
alta iluminacion no mostraron una tasa de crecimiento mayor que células en baja iluminacion,
porque a saturacion de luz, las concentraciones de clorofilas seran proporcionalmente mucho
menores de la masa total de de los pigmentos celulares en alta iluminacion.

Se ha observado que la salinidad alta tiene influencia en la capacidad de la microalgas
para adquirir los nutrientes necesarios para su crecimiento y productividad. Algunos autores
han documentado una disminucion en las densidades celulares finales cuando se aumenta la
salinidad del medio de cultivo (Serpa-Ibafiez, 2006; Barbarena y Montoya, 1990; Ben Amotz
y Avron, 1989; Borowitzka y Borowitzka 1988; y Cifuentes y col., 1992). Estas condiciones
no favorecen la produccion de clorofilas, y si la de pigmentos accesorios, ya que a limitacion
de nutrientes (nitrégeno) las clorofilas son precursoras de otros pigmentos, razon por la cual
puede haber una produccion de carotenos celulares bajo estas condiciones (Cullen y Eppley,
1981).

Entre los compuestos de mas interés obtenidos de las microalgas, destacan los
carotenoides, biodiesel, ficobiliproteinas, lipidos, polisacaridos, y compuestos con actividad
biologica provenientes de las especies mas utilizadas tales como Dunaliella, Spirullina y
Porphyridium. (Abalde y col., 1995) ademas de Chlorella, y Hematococcus. Se han
identificado més de 600 carotenoides producidos naturalmente en plantas, animales y hongos,

de los cuales 400 han sido aislados y caracterizados; de éstos s6lo un numero reducido se
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utiliza comercialmente destacando entre ellos el B-caroteno y la astaxantina y solo 50 poseen
actividad provitamina A. Los carotenoides hidrocarbonados se denominan colectivamente
como carotenos y aquellos que contienen oxigeno se denominan xantofilas (Ong & Choo,
1997; Rodriguez-Amaya, 1999; Che Man y Tan, 2003).

La mayoria de los carotenoides se obtienen mediante sintesis quimica. Solo dos
microalgas unicelulares cloroficeas son fuentes comerciales reconocidas de carotenoides: la
microalgas flagelada Dunaliella salina, que acumula B-caroteno y el alga verde de agua dulce
Haematococcus pluvialis que produce astaxantina. Existen ademas otras especies de
microalgas y cianobacterias cultivadas comercialmente como son: Chlorella, Spirullina,
Dunaliella, Nannochloris, Nitzschia, Crypthecodinium, Schizochytrium, Skeletonema,

Isochrysis y Chaetoceros (Sanchez-Varo, 2000).

I1.2.- Microalgas utilizadas en esta investigacion

1.2.1. Isochrysis sp

Pertenece a la clase Haptophyceae, es una célula flagelada de color amarillo con dos
flagelos moviles, sin pared celular, que tiene un tamafio de entre 6 y 8 micras. Es un alga que
crece a temperaturas entre 16 y 35°C, salinidades entre 25 a 28 e iluminacién intermedia
(4000 lux). Esta especie es muy importante como alimento para las larvas de moluscos
bivalvos y larvas de camardn (Fabregas y col., 1985). Isochrysis.aft galbana (clon T-ISO)
constituyen especies de enorme interés dentro de la acuicultura, que por sus altos contenidos
de 4cidos grasos poli-insaturados, 4cido ecosapentanoico (EPA) y acido docosahexanoico
(DHA) respectivamente, desempefian un papel fundamental en el area de la alimentacion

larvaria. (Salas-Leiton y col., 2003) (Anexo 1. Figura i, ii).

1.2.2. Tetraselmis sp
Esta microalga pertenece a la clase Prasinophyceae. Es una célula comprimida
elipsoidal que mide entre 10 y 16 micras de largo, de color verde brillante y posee 4 flagelos.

Es un alga eurihalina que crece a temperaturas entre 18 y 30 °C, pH entre 7.5 y 8.0 y
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salinidades de 25 a 40 e iluminacidn constante con fotoperiodo natural. Esta especie ha sido
empleada regularmente como alimento para moluscos bivalvos (larvas, semillas y adultos),
asi como en los estadios larvarios de peces y crustaceos. Tetraselmis sp. muestra un alto
potencial como probidtico (Irianto y Austin , 2002), y por su alto contenido de vitamina E ha
sido propuesta como fuente de vitaminas para consumo humano y animal (Carballo-Cardenas

y col., 2003) (Anexo 1, figura iii y iv).

1.2.3. Chaetoceros sp.

Chaetoceros sp pertenece a la clase Bacillariophycae, es una diatomea céntrica
planctonica cosmopolita, son unicelulares y no forman cadenas, mide entre 6 - 8 micras en su
eje apical, tiene 4 setas o espinas. Las condiciones de cultivo son: temperatura entre 16 y
40°C, salinidades entre 28 y 40, con iluminacion constante y fotoperiodo natural. Esta especie
es ampliamente utilizada como alimento en los primeros estadios larvarios de camarones
peneidos y durante todo el ciclo de vida de moluscos bivalvos. (Lopez-Elias y col., 2004).
Chaetoceros sp presenta los niveles mas altos de produccion de carotenoides en cultivos
bach, con alta iluminacion (400 pE m® s ) durante la etapa exponencial de su curva de
crecimiento, siendo su mayor eficiencia de crecimiento relativo a 210uE m*s™ y la luz blanca
la mas eficiente para promover su crecimiento. La concentracion de clorofila es mas alta
durante el crecimiento exponencial que en el estacionario y en todos los casos los carotenoides
mantienen una tendencia inversa a las clorofilas. (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 2002)

(Anexo 1, Figura v y vi).

1.2.4. Dunaliella sp.

Pertenece a clase Clorophyceae, es una célula verde-amarillo, posee 2 flagelos moviles,
de forma ovoide con el extremo anterior agudo y el posterior redondo. Miden entre 9 y 11
micras de largo y 6 micras de diametro. Es un alga eurihalina que crece a temperaturas de 16 a
28°C, aunque se adapta a salinidades altas e iluminacion constante. Dunaliella tolera pH's de
entre 5.5-10, siendo 7 el 6ptimo (Lépez-Elias y col., 2004), sin embargo el pH o6ptimo para la

produccion de B-caroteno por Dunaliella salina es pH=9 y presenta una amplia tolerancia a la
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temperatura, siendo la Optima entre 20 y 40° C. (Sanchez-Varo, 2002). Esta especie se
considera como un alimento adecuado para moluscos, algunos peces de agua dulce y
crustaceos, es la especie mas utilizada en la produccion industrial de B-caroteno.

Dunaliella salina se ha reportado como la mayor fuente natural de B-caroteno, posee la
habilidad de acumular grandes cantidades de este tetraterpeno (10 al 14% de su masa seca)
cuando se somete a condiciones de cultivo estresantes (Ben-Amotz y Avron, 1982), seguida
por Dunaliella parva y Dunaliella tertiolecta, con 9% de su masa seca y Dunaliella viridis,
con 7% de B-caroteno y carotenoides mixtos (Moulton y Burford, 1990) (Anexo 1, Figura vii y

viii).

1.3.- Pigmentos Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos que le proporciona sus colores caracteristicos a
los vegetales, desempefian su funcién principal en la fotosintesis, dado que poseen capacidad
para extinguir moléculas en estado tripe y regresarlas a su estado basal. Para extinguir la
energia de excitacion del oxigeno en estado simple (altamente destructivo) y regresarlas a su
estado triple normal (el oxigeno es una molécula inusual dado que es mas estable en estado
triple que en estrado simple), también presentan extincion de los centros de reaccion de los
fotosistemas cuando son sobreexcitados por la luz muy intensa. Con su capacidad antioxidante
neutralizan o bloquean la recepcion de radicales libres del oxigeno que puedan causar dafio a
las estructuras y funciones de la membrana celular y al ADN de las proteinas. (Ramos-
Carrién, 2007; Capelli y Cysewski, 2007).

Los carotenos son componentes del metabolismo secundario de las plantas, tanto los
carotenoides como la astaxantina son un producto de la via mevalonica a través del acetato
proveniente de la fotosintesis y de la respiracion, conocida también como via de los terpenos.
El 4cido mevaldnico da origen a un polimero isopentil difosfato de 5 carbonos (C5) formando:
Geranildifostato (C10) monoterpenos, esteroles y triterpenos (C30), el farnesildifosfato (C15),
da origen a sesquiterpenos (C15) y escualeno; al Geranilgeranildifosfato (C20), diterpenos ,
fitoles y la clorofilas, asi como al fitoeno, este por desaturacion produce el Licopeno principal

(pigmento del tomate y compuesto aciclico) que por una doble ciclizacion da origen al (-



caroteno (que da la coloracién amarillo naranja a la zanahoria) y dos nticleos de f—ionona. La
oxigenacion de B-caroteno, confiere la coloracion naranja de la cantaxantina, posteriormente la
hidroxilacion produce las xantofilas y diversos compuestos carotenoides: luteina, zeaxantina,
equinenona, cantaxantina (originada de la oxigenacion del B-caroteno) y finalmente
astaxantina (anexo 1, Fig. i.) (Goodwin, 1980; Goodwin, 1984; Young y Britton, 1993;
Margalith, 1999; Salas-Gonzalez 2000).

Los carotenoides se encuentran como tetraterpenos en los pigmentos fotosintéticos o en
complejos proteicos en plantas superiores y bacterias fototroficas, incluyendo cianobacterias.
La funcién de la astaxantina en las microalgas es la fotoproteccion del aparato fotosintético
bajo diferentes condiciones de estrés (Borowitzka y col., 1991; Boussiba y Vonshak, 1991;
Kobayashi y col., 1997) Se trata de un cetocarotenoide derivado del B-caroteno y que se
caracteriza por poseer un grupo ceto (=O) y un grupo hidroxilo (-OH) en los extremos ciclicos
de la molécula, que le confieren un gran poder reactivo, por lo que se clasifican dentro de las
xantofilas mientras la luteina posee un grupo (-OH) que la ubica como un caroteno al igual
que el B-caroteno (Higuere-Ciapara y col., 2006).

La produccion de carotenoides a niveles masivos a partir del cultivo de microalgas se
postulo en los afios 50°s, como una alternativa para obtener alimento para el hombre (Becker,
1994). En los afios 60’s y 70’s se busco desarrollar el rendimiento de biomasa en los cultivos
de estos organismos. Con el transcurso de los afios se diversificaron las areas para las
microalgas eucariotas (Vilchez y col., 1997) y cianobacterias (Morales y col., 2002; Prosperi y
col., 2000). El B-caroteno fue el primer carotenoide purificado en 1831 por Wackenroder
quien lo aislé en forma cristalina partir de la zanahoria, dandole el nombre que lleva, derivado
de la denominacidn latina de este vegetal (Daucus carota). También fue el primer carotenoide
natural producido a nivel industrial a partir de microalgas. Otros de igual importancia son el
licopeno, el cual confiere su color caracteristico a los tomates, asi como la luteina que se
encuentra presente en todos los vegetales de hojas verdes (Chung y col., 2004).

Shpigel y col (2006) concluyen que el B-caroteno es un precursor de la echinenona en
las gonadas del erizo Paracentrotus lividus, encontrando una correlacion directa entre la
concentracion y la coloracion comercialmente deseable de las gonadas (Fig. iii, Anexo 2). La

astaxantina influye en la reproduccion en animales: en salmdnidos es movilizada desde el
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musculo a los ovarios antes de la puesta (Nakano y col., 1999; Bell y col., 2000), la carencia
de este pigmento en la dieta de las larvas de peces puede llevar a problemas en el desarrollo
larvario como sucede en las larvas de ‘“halibut” o mejor conocido como “lenguado”
produciéndose una produccion anormal del ojo y una mala pigmentacion (Ronnestad y col.,
1998). La astaxantina es usada para la pigmentacion de la piel y la carne de peces, sobre todo
en salmonidos, aunque también en cultivo de crustaceos, dorada rodaballo y peces
ornamentales (Lorenz y col., 2000). También se cree que la astaxantina es importante en la
reproduccion de estas especies (Higuera-Ciapara y col., 2006).

El licopeno, el P-caroteno, la luteina asi como las xantofilas (astaxantina y
cantaxantina) son los principales carotenoides de interés comercial. Al licopeno como a otros
carotenoides, se le atribuyen no solo funciones antioxidantes sino también otras propiedades,
como favorecer la disminucion del colesterol en la sangre, prevenir la inflamacién de prostata,
reducir la posibilidad de padecer distintos tipos de cancer, ateroesclerosis e infartos cerebrales.
(Torresani, 2009).

Se ha encontrado que la astaxantina es 550 veces mas potente que la vitamina E y 11
veces mas que el f-caroteno como antioxidante, la astaxantina protege del dafio de los rayos
de luz ultra violeta, previene la degeneracion macular y pérdida de vision, lo mismo que la
luteina. La astaxantina tiene un elevado potencial como antioxidante, inmunoregulador, anti-
inflamatorio y agente anticarcinogénico, y en los ultimos afios el interés por este pigmento se
ha ido incrementando a medida que nuevos estudios le confieren nuevas propiedades y no

solo la capacidad de pigmentacion (Guerin y col., 2003; Capelli y Cysewski 2007)

I.4.- Importancia comercial.

La demanda de carotenoides de origen natural ha crecido de manera continua desde la
década de los 70’s. Sanchez-Varo 2002 reportdé que el precio aproximado para una
presentacion en polvo que contenga entre un 5 y un 10% de carotenoides activo era de 600
USD por Kg. para el B-caroteno, 900 USD para los apocarotenoides, 1300 USD para la
cantaxantina y 2500 USD para la astaxantina. Que en ese momento eran los carotenoides mas

utilizados como suplementos alimenticios y en la industria de alimentos funcionales.



En el 2004 se estim6 en 887 millones de ddlares el valor total del mercado de todos los
carotenoides comercialmente usados a nivel mundial, y con una tasa de aumento promedio
anual del 2.2% aproximadamente (BCC Reseach 2004). Sin embargo el éxito mas grande del
mercado de carotenoides durante el ano 2004 fue la luteina, cuando impuso un valor de
mercado de $139 millones de dodlares en ese afio (BCC Reseach 2004).

Se ha estimado que las ventas anuales de carotenoides sintéticos ascienden a 500
millones de dolares, y a pesar de que las estimaciones de crecimiento del mercado mundial de
carotenoides no fue lo que se esperaba, para el 2007 alcanzoé los $ 766 millones de dodlares. De
esta forma se espera que aumente a $ 919 millones de ddlares para el 2015, a una tasa de
crecimiento anual compuesto de 2.3%. El B-caroteno posee la mayor cuota de mercado con un
valor de 247 millones en el 2007, y se espera que este segmento alcance un valor de 285
millones de dolares en 2015 (BCC Reseach 2007).

Se han establecido plantas de producciéon de P-caroteno utilizando la microalga
Dunaliella sp. en Australia, Estados Unidos e Israel. En los cultivos se utilizan tanto sistemas
extensivos como intensivos, las cifras conocidas colocan a Australia como el principal
productor con 640 ha. y una produccion entre 16-20 ton/afio. Israel con 5 ha. 3-4 ton/afio (Del
Campo y col.,, 2007). Otras microalgas acumulan carotenoides de interés comercial,
constituyendo fuentes potenciales de estos pigmentos que poseen un alto valor en el mercado.

Por lo anterior, la finalidad de esta investigacion es explorar la capacidad de
carotenogénesis de cuatro de los géneros de microalgas endémicas, utilizadas en la acuacultura
de la region y evaluar su potencial de produccion de estos pigmentos. Los cuales por sus
propiedades como antioxidantes y por sus usos tanto en la alimentacién animal como humana,

poseen un alto interés cientifico y valor comercial afiadidos.



IL.- OBJETIVO GENERAL

Evaluacién del crecimiento y carotenogénesis de cuatro cepas de microalgas marinas
Isochrysis sp., Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. bajo condiciones de estrés
por iluminacién a temperatura y salinidad constantes.

I1.1- Objetivos particulares

1.- Evaluar el crecimiento y carotenogénesis de las cuatro microalgas en condiciones de

laboratorio a tres intensidades luminosas.

2.- Cuantificar la produccion de clorofila y carotenoides de las cuatro microalgas, por

espectrofotometria.

3.- Determinar que intensidad luminosa favorece la produccion de carotenoides de las cuatro

cepas de microalgas utilizadas.

4.- Comparar la produccion de pigmentos carotenoides por célula de las cuatro microalgas en

las tres intensidades luminosas



III.- MATERIALES Y METODOS

Se realizaron tres experimentos consistentes en cultivos estaticos con cuatro cepas de
de microalgas del cepario del Laboratorio de Acuacultura, del Departamento de
Investigaciones Cientificas y Tecnologicas de la Universidad de Sonora (DICTUS).

Los géneros utilizados en este experimento fueron: Isochrysis sp. Tetraselmis sp.
Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. Las microalgas fueron aclimatadas a tres diferentes
intensidades luminosas (65, 210 y 400 uE'm™'s™). Los experimentos se llevaron a cabo bajo
condiciones controladas en una cdmara ambiental, manteniendo la temperatura en 25 + 1.0 °C

y salinidad de 30. constantes.

III.1-Intensidades Luminosas Experimentales.

Para lograr una distribuciéon uniforme de la luz, las paredes de la cémara fueron
cubiertas con papel aluminio, lo cual permitido obtener mediciones mas uniformes de las
intensidades luminosas deseadas. La iluminacion fue medida en Kluxes con un fotometro
marca Fisher, para determinar la iluminacién se tomaron al menos 30 lecturas dentro de la
camara y se promediaron. Las lecturas fueron obtenidas en kluxes y transformadas a pE-m™s™

segun la ecuacion de Thimijan, 1982. La formula utilizada fue la siguiente:

uE m?s'=(0.0135) Lux

Donde: ;,LE-m'zs'1 es la radiacion fotosintéticamente activa (PAR), Lux es la medida de la
intensidad luminosa medida con el fotometro y 0.0135 es la constante que relaciona ambos
mediciones.

Se ajustaron tres diferentes intensidades luminosas dentro de la cédmara de
crecimiento, 65 pE-m*s'para una  Baja Iluminacion (BI), 210 pE-m?>s'Mediana
iluminacion (MI) y 400 pE-m™s'para Alta iluminacién (AI). Los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado y a diferentes tiempos, modificando Gnicamente la iluminacidon requerida

en cada caso. Cada experimento tuvo una duracion de 12 dias.

10



I1I. 2. Temperatura.

La camara de crecimiento se mantuvo a una temperatura constante de 25 = 1°C durante
los experimentos, mediante un aparato de refrigeracion y un ventilador de para mantener el
flujo de aire dentro de la cdmara, las mediciones de temperatura se realizaron cada 12 horas
durante los 12 dias de duracién de los mismos con un termémetro de mercurio marca Brannan

con un rango de -20 a 110 °C.

I1I. 3. Salinidad.

La salinidad a la que se mantienen las cepas de microalgas en el cepario del laboratorio
de acuacultura es de 30, tomando en cuenta €sto y para evitar que las microalgas sufrieran
estrés por salinidad, fue necesario hacer un ajuste de la misma. El agua de mar disponible
para los experimentos tuvo una salinidad de 40, asi que para lograr la salinidad buscada se
aplico la ecuacion:

CV=C,V,

Y se hicieron los ajusten necesarios con agua desionizada. La salinidad se midié con

un Refractometro marca Westover modelo RHS10ATC (rango: 0-100, 1,000-1,070 nD indice

refractivo).

I11. 4. Preparacion del medio de cultivo

Se utiliz6 agua de mar, primeramente filtrada con filtro de papel de 10 micras y después con
filtros de fibra de vidrio GF/F de 2.4 mm de diametro y retencion de 0.7 um, buscando con
¢ésto disminuir el exceso de detritus y organismos que interfirieran posteriormente con los
conteos celulares. Las cuatro especies se trabajaron por triplicado, por lo que se prepararon
doce matraces Erlenmeyer de 250 ml por experimento, cada uno con un volumen de 150 mL
del medio “t/2”, derivado del medio “t” de Guillard (1962), en una concentracion de 1.0 ml/L
de cada una de las soluciones: constituyentes mayores (nitratos NOs;, fosfatos POy, silicatos

Si0,), metales traza + EDTA y vitaminas (tabla 1) Posteriormente fueron esterilizados en
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autoclave a (120°C/15 min/15psi).Se midi6 el pH de los medios ya preparados, el pH inicial

de los tres experimentos fue 8.0 y fue determinado con un potenciémetro (marca Hanna

instruments modelo HI98108) rango de 4-9.

Tabla 1. Soluciones madre para preparar el medio f/2. Para preparar un litro de medio, se
agreg6 un mL de c/u de las soluciones 1, 2.2 y 3.2 a un litro de agua de mar filtrada.

1. Nutrientes mayores

1.1 Nitrato de sodio, granulado y refinado
1.2 Fosfato de sodio monobasico

1.3 Silicato de sodio metasoluble

2.1 Metales traza

2.1.  Sulfato cuprico, cristales finos

2.1.1. Sulfato de zinc, cristales finos

2.1.2. Cloruro de cobalto, cristales finos
2.1.3. Cloruro de Manganeso, cristales finos
2.1.4. Molibdato de sodio, cristales finos

2.2. Solucion secundaria

2.2.1. Cloruro férrico

2.2.2. EDTA disddico

2.2.3. Metales traza o alternativamente
2.2.1. EDTA férrico

2.2.2. Metales traza

3. Vitaminas
3.1. Biotina cristalizada
3.2. Cianocobalamina

3.2. Solucion secundaria
3.2.1. Biotina

3.2.2. Cianocobalamian (B12)
3.2.3. Tiamina Clorhidrica (B1)

g/L. de Agua de mar
75
5
30

¢/100 mL de agua destilada
0.98
2.20
1.00
18.00
0.63

g/100 mL de agua destilada
3.15
4.36

1 mL de c/u de las soluciones
5.00

1 mL de c/u de las soluciones

¢/1000 mL de agua destilada
0.10
1.00

Cantidad en 100 ml de agua destilada
Iml de la solucién
Iml de la solucion
20.00 mg

Voltolina et.al, 1989.
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I1L.5. Disefio Experimental

Para aclimatar las microalgas, se inoculd 1.0 mL del cultivo madre en tubos de ensaye
de 20 mL de capacidad con 15 mL de medio de cultivo, y se mantuvieron en las condiciones
normales del cepario: iluminacién de 65puE.m2s”, temperatura de 23 a 25°C vy salinidad de
30%o. Cada dos dias durante una semana se hicieron recambios de todas las preparaciones, en
una cabina de flujo laminar y bioseguridad (Marca LABCONCO modelo DELTA Clase II,
Tipo B2).

Posteriormente, las cuatro cepas fueron escaladas a matraces erlenmeyer de 250 mL y
aclimatadas durante una semana a las diferentes intensidades luminosas, con recambio cada
dos dias. Al momento de realizar los cultivos definitivos las cepas se encontraban en la fase
exponencial, los experimentos se iniciaron con un inéculo de 0.01x 10° cél'ml™, ya que para
determinar fielmente las curvas de crecimiento en volimenes de cultivo pequefios, se requiere
iniciar los cultivos con concentraciones celulares bajas por ejemplo 1.0 x 10° Becerra-Dorame
(com. pers.'). Para mantener constantes los parametros; iluminaciéon de cada experimento,
temperatura y salinidad, los experimentos se llevaron a cabo en una cdmara ambiental

(Environmental Chamber Lab-Line Modelo Biotronette MarklIII).

II1.6. Determinacion de las curvas de crecimiento

Cada uno de los experimentos tuvo una duracion de 12 dias. Para determinar la
densidad celular y las curvas de crecimiento de las microalgas, se tom6 una muestra de 1.0 mL
cada 24 hr de cada una de las réplicas, las muestras fueron fijadas con lugol (solucién de I,
(1%) KI (2%) en agua destilada) y almacenadas en oscuridad y refrigeracion para el posterior
conteo celular.

Al mismo tiempo, de cada muestra se tomaron dos alicuotas de 5.0 mL y fueron
filtradas en filtros GF/F de 4.7 mm, empacadas con papel aluminio y almacenadas a -20°C,

para el posterior analisis de clorofilas y carotenoides.

1. Becerra-Dérame, M. de J. Alumno del Doctorado en Biociencias D.I.C.T.U.S. Universidad de Sonora.
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Los conteos celulares se realizaron utilizando una camara de Neubatier de 0.1mm de
profundidad, en un microscopio compuesto (Marca Carl Zeiss, modelo Axiostar Plus. El

numero de células/mililitro se calcul6 utilizando la siguiente formula:

Cel./mL = _No. de células totales  x 10,000

No. de cuadros contados

Con los datos obtenidos de los conteos celulares se calcularon: las tasas de crecimiento
1 (numero de divisiones por dia), se determind la tasa maxima de crecimiento (Umay) y la tasa
de crecimiento acumulada que es igual a la sumatoria de p (2p). Adicionalmente se calcul6 la
desviacion estandar de las tasas de crecimiento y se elaboraron las tablas correspondientes
(Anexo 1). El tiempo de duplicacion para cada una de los géneros se calculd utilizando la
formula:

pn = (Log2Bn- Log2Bo)/(tn-to)
II1.7. Cuantificacion de clorofilas y carotenoides

Las muestras se analizaron por espectrofotometria, en un Espectrofotometro PERKIN
ELMER modelo Lambda 2S UV-Visible Rango de Longitud de Onda: 190 nm a 1100 nm.
Velocidad de Barrido desde 7.5 nm/min hasta 2880 nm/min. La cantidad de pigmentos en las
muestras se calcularon usando las ecuaciones tricromaticas para clorofilas y carotenoides de

acuerdo a Jeffrey (1975).

Los picogramos por célula se calcularon con la siguiente formula:

Concentracion de carotenoides totales (mg/m’) x 1000 = (pg.cel_l)

Densidad celular (cel/mL)
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I11.8.-Analisis Estadistico

Se calcularon promedios y desviacion estandar de las tasas de crecimiento y los datos
se utilizaron para la elaboracion de graficas de curvas de crecimiento, produccion de clorofilas
y carotenoides. Se realizé una prueba ANOVA de dos vias de los datos sin transformar
utilizando el programa SigmaStat para determinar si los datos eran normales y
homocedasticos. Todos los andlisis y pruebas estadisticas se hicieron para las variables
dependientes de crecimiento celular, clorofilas y carotenoides, teniendo como variables
independientes los cuatro géneros de microalgas motivo de estudio y las tres diferentes
intensidades luminosas (alta, media y baja). Se procesaron los datos por separado para el 4°,
8"y 12*° dia del experimento.

La prueba de normalidad fall6 por lo que se realizd un analisis a posteriori para
estadistica no paramétrica y se aplicé la prueba de Scheffe de comparacion multiple de medias
con un nivel de significancia 0=0.05 utilizando el paquete estadistico Statistica version 1984-

2000.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Crecimiento de los cultivos.
IV.1.1. Crecimiento en alta intensidad luminosa.

En el experimento con Alta iluminacion (400 uE-m™s™) el cultivo de Dunaliella sp.
presentod una densidad celular mayor a las 24 horas con respecto a las otras tres microalgas,
con un valor promedio de 3.26 x 10° cél'mL", seguida de Chaetoceros sp. con una densidad
de 3.16 x 10° cél'mL™", luego Isochrysis sp, con 2.98 10° cél'mL™" y finalmente Tetraselmis sp.
con un valor promedio de 1.74 10° cél'mL™". Dunaliella sp. presenté mayores densidades hasta
el noveno dia del experimento, alcanzando los 4.97 x10° cél'mL”, siendo superada por
Isochrysis sp. a partir del décimo dia, alcanzando 6.0x10° cél'mL™" (Figura 1). Al final del
experimento la densidad celular mas alta registrada fue en los cultivos de Isochrysis sp. y fue
de 8.8 x 10° cél'mL™, seguida de Dunaliella sp. con 5.8x10° cél'mL™". La cepa de Chaetoceros
sp. también presentd un incremento en su concentracién celular, pasando de los 2.8x10°
cél'mL" en el décimo dia a los 4.1x10° cél-mL™" al final del experimento en alta iluminacién.

Tetraselmis sp. alcanz6 2.2x10° cél.-mL™" en ese mismo tiempo (Figura 1).
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Figura 1. Crecimiento celular (cél/mL) de las cuatro cepas de microalgas en alta iluminacion
(400 pE.m-2.s-1).
—— [sochrysis sp., -_!-_1 Tetraselmis sp., ~ &  Chaetoceros sp. =X Dunaliella sp.
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La tasa de crecimiento mas alta estimada las 24 horas de iniciado del experimento fue
para los cultivos de Dunaliella sp. con 3.2 divisiones-dia™', luego Chaetoceros sp. con 3.16
divisiones-dia™ e Isochrysis sp. con 2.98 divisiones-dia™. Tetraselmis sp. presentd una tasa de
crecimiento de 2.04 divisiones-dia™ a las 48 h. Siendo la menor durante todo el experimento.

Isochrysis tuvo las tasas de crecimiento acumulado promedio mas altas y fue de 9.78
divisiones, Dunaliella sp. 9.18 divisiones, Chaetoceros sp. 8.68 divisiones y Tetraselmis sp.
7.82 divisiones (Anexo 3, Tablas I, II, IIL, IV).
IV. 1.2 Crecimiento en mediana intensidad luminosa

En mediana iluminacién (210 pE.m™s™) la densidad celular de las microalgas fue muy
parecida hasta el cuarto dia del experimento, después del quinto dia el cultivo de Isochrysis
sp. comienza un marcado incremento en la densidad celular, de tal forma que al octavo dia
alcanzo 11.03 x 10° cél'mL”, Dunaliella sp. 6.08 x 10° cél'mL", Chaetoceros sp. a 3.62 x
10° cél'mL" y Tetraselmis sp. unicamente 1.42 x 10° cél- mL™. Al final del experimento
Isochrysis sp. alcanzé 19.1 x10° cél'mL™" muy superior a las densidades registradas en los
cultivos de Chaetoceros sp. que fue 7.39 x10° cél'mL", Dunaliella sp. 6.46 x10° cél'mL™" y
Tetraselmis sp. con 2.1 x 10° cél'mL™" fue la especie con menor conteo celular al final de este

experimento (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento celular (cel./mL) de las cuatro cepas de microalgas en mediana
iluminacion (210 pE.m-2.s-1)

—o— [sochrysis sp., -!_1 Tetraselmis sp., ~ —&  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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Con respecto a las tasas de crecimiento maximas en mediana iluminacion, a la 72
horas Chaetoceros sp. registré una tasa de crecimiento de 2.81 divisiones-dia™ y Dunaliella
sp. de 2.59 divisiones-dia™. Isochrysis sp. con 3.02 divisiones-dia™ a las 96 horas, mostré la
tasa de crecimiento mas alta de este experimento. Por otra parte, en el cultivo de Tetraselmis
sp. se detectd una tasa de crecimiento de 1.95 divisiones-dia™ a las 24 horas de iniciado el
experimento, presentando la tasa de crecimiento mas baja de las cuatro cepas a 210 uE-m’z.S'l.
El género con la mayor tasa de crecimiento acumulado fue Isochrysis sp. con 10.91 divisiones,
después Chaetoceros sp. con 9.53 divisiones, Dunaliella sp. con 9.34 divisiones y al final

Tetraselmis sp. 7.72 divisiones (Anexo 3. Tablas V, VI, VII, VIII).
IV. 1.3 Crecimiento en baja intensidad luminosa

Durante el experimento en baja iluminacién (65 pE.m-2.s-1) se mantuvieron
crecimientos semejantes para los cultivos de Isochrysis sp., Chaetoceros sp. y Dunaliella sp.
hasta el quinto dia de este experimento. Isochrysis sp. fue la microalgas que presentd mayor
densidad celular para este dia y fue de 2.92 x10° cél'mL™", Chaetoceros sp. 2.58 x10° cél-mL"’
y Dunaliella sp. 2.41x10° cél'mL™". Tetraselmis sp. con 0.77 x10° cél'mL™" fue la microalga
con menor densidad. Después del quinto dia Isochrysisi sp. presentd un aumento constante
llegando el octavo dia a 8.44 x10° cél'mL", para este mismo dia Dunaliella sp. alcanzo 5.06
x10°® cél'mL", Chaetoceros sp. 4.31 x10° cél'mL™ y Tetraselmis sp. 1.55 x10° cél'mL™". Al
final del experimento, Isochrysis sp. termin6 con una densidad celular de 15.45 x10° cél'mL",
Chaetoceros sp. 8.14 x10° cél'mL™" y Dunaliella sp. 5.79 x10° cél'-mL™". Tetraselmis sp. solo

alcanzo una densidad de 1.91 x10° cél'mL™" (Figura 3).
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Figura 3. Crecimiento celular (cel/mL) de las cuatro cepas de microalgas en baja iluminacion
(65 pE.m-2.s-1).
—&— [sochrysis sp., -5' Tetraselmis sp., ~ -4  Chaetoceros sp. > Dunaliella sp.

Tres de los cuatro géneros presentaron su maxima tasa de crecimiento en baja
iluminacion (65 nE.m™.s™) a las 48 horas de iniciado el experimento, Isochrysis s sp. mostrod
un promedio de 2.27 divisiones-dia™, Tetraselmis sp. 2.13 divisiones-dia™ y Chaetoceros sp.
2.40 divisiones-dia™. Dunaliella sp. por otra parte tuvo una tasa de crecimiento méaxima de
1.97 divisiones-dia™ a las 24 h. de iniciado el experimento. Nuevamente el género Isochrysis
sp. tuvo la mayor tasa de crecimiento acumulado de las cuatro microalgas y ésta fue de 10.59
divisiones; después Chaetoceros sp. con 9.67 divisiones y Dunaliella sp. 9.22 divisiones, al
final la menor tasa de crecimiento acumulado fue para Tetraselmis sp. con 7.58 divisiones

(Anexo 3. Tablas IX, X, XI y XII).
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IV. 1.4. Analisis estadistico para el crecimiento celular.

En el andlisis estadistico se observo, que en alta iluminacion (400 uE-m’z's'l) ninguna
microalgas tuvo diferencias significativas respecto a los otros géneros.En mediana iluminacion
(210 pE m™s-1) Isochrysis sp. con un promedio y desviacion estandar 3.50 x10°+ 0.26 x 10°
cél.mL™ y Dunaliella sp. 3.07 x 10°+ 0.27 x 10° cel.mL™" en el 4" dia, mostraron diferencias
significativas con Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp. Mientras en el 8"° dia Isochrysis sp. con
11.03 x10° + 1.06 x 10° cel.mL" y Dunaliella 6.08 x 10° + 1.02x 10° cel.mL™ fueron
diferentes entre si y estas respecto a las cepas de Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp. En el 12%°
dia del experimento, Isochrysis sp. con 19.17 x10° + 2.77 x10° celL.mL" tuvo diferencias
significativas respecto a Tetraselmis sp., Chaetoceros sp. y Dunaliella sp. En baja intensidad
luminosa (65 WE m-2 s-1) Isochrysisi sp. mostro diferencias significativas con los otros tres
géneros unicamente en el 8vo dia del experimento, con un promedio y desviacion estandar de
8.44 x 10° + 0.35x10° cél.mL™" (Tabla 2).

Tabla II. Resultados de la prueba de Scheffe para la variable cél'mL™

Isochrysis sp. Tetraselmis sp. Chaetoceros sp. Dunaliella sp.

ALTA

470 1093750 £ 794783 abc | 666667 + 34422 ab | 1852083 + 215813 bced 2041667 = 118804 cd

8Y9 2479167 + 96082 ab 1729167 £ 177805 a | 2608333 + 71078 abc 4320834 + 1162858 bed

12Y9 8804167 + 5558785 ab | 2258333 £ 88683 a | 4108333 + 1428359 a 5795834 + 1304460 a
MEDIA

470 3508333 £267025 ¢ 650000 + 151554 ab | 1829167 + 146487 be 3079167 £278482 de

gvo 11038095 + 1061029 1442262 £ 218561 a | 3620833 + 788822 abcd | 6083334 + 1020595 de

12Y9 | 19175000 + 2774240 ¢ | 2108333 + 468764 a | 7391667 + 871989 ab 6466667 £ 509168 a

BAJA

470 970833 + 339193 abc 487500 £ 144157 a | 1562500 + 181573 abc 1145833 £295892 abc

gvo 8441667 £ 350520 ¢ 1554167 £ 159263 a | 4316667 + 1442262 bed | 5066667 + 163140 cd

12Y9 | 15450000 + 2901293 be | 1916667 + 176924 a | 8150000 + 316968 ab 5945834 £ 138256 a

Letras diferentes indican diferencias significativas con a=0.05
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IV.2. Clorofilas
IV.2.1. Produccion de clorofilas en alta iluminacion.

Las concentraciones de clorofilas en los cultivos en alta iluminacion (400 pE.m™.s™) se
mantuvieron constantes hasta el cuarto dia, en el cultivo de Dunaliella sp. se incrementd la
concentracion hasta 58.7 mgm™ en promedio, en el de Chaetoceros sp. se observé una
concentracion de 33.10 mg'm™ y en Tetraselmis sp. 9.60 mg:m™, en Isochrysis sp. con 2.70
mg'm™ se determind la menor concentracion hasta este dia. Los tres cultivos que alcanzaron
las maximas concentraciones al octavo dia fueron, Dunaliella sp. con 160.10 mgm™,
Chaetoceros sp. 98.86 mg'm “y Tetraselmis sp.57.89 mg-m™. Isochrysis sp. fue el cultivo con

menor concentracion a los doce dias y finalizo con una concentracion de 23.43 mg'm™.
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Figura 4. Produccién de Clorofilas (mg'm™) de las cuatro cepas de microalgas en alta
iluminacion (400 pE.m-2.s-1).
—— [sochrysis sp., -_!-_1 Tetraselmis sp., ~ -4  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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1V.2.2. Produccion de clorofilas en mediana iluminacion.

Hacia el cuarto dia del experimento el cultivo de Dunaliella sp. incrementd la
concentraciéon de clorofila hasta 105 mg'm™, Chaetoceros sp. a 39.1 mg'm™, Tetraselmis sp.
hasta 25.9 mg'm™ y el menor incrementd hasta este dia lo presentd Isochrysis sp. con 12.50
mg'm™. Dunaliella sp., Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp. mantuvieron un incremento
constante hasta el séptimo dia del experimento, donde Dunaliella sp alcanzé un maximo de
126.56 mg'm™, Chaetoceros sp. de 66.49 mg'm™, Isochrysis sp. 33.09 mg'm™ y Tetraselmis
sp. 26.7 mgm>. Todos los cultivos mantuvieron una tendencia a la baja en las
concentraciones de clorofilas hacia el final del experimental, terminando Dunaliella sp. con la
mayor concentracién 53.04 mg'm™, Chaetoceros sp con 42.55 mgm™, Tetraselmis sp con
20.21 mg-m™. Isochrysis sp. alcanz6 su maxima concentracion (33.86 mg-m™) en el ultimo dia

del experimental.
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Figura 5.- Produccion de Clorofilas (mg'm™) de las cuatro cepas de microalgas en mediana
iluminacion (210 pE m™s™).

—&— [sochrysis sp., -_!-_{ Tetraselmis sp., ~ -4  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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IV.2.3. Produccion de clorofilas en baja iluminacion

Las concentraciones encontradas hasta el cuarto dia del experimento muestran el
cultivo de Dunaliella sp. con la mayor concentracion (127.00 mg m™), luego Chaetoceros sp.
con 56.1 mg m™, Tetraselmis sp. con 16.4 mg m™, Isochrysis sp. con 11.80 mg m™ (Figura 6).

En el octavo dia Dunaliella sp. fue la microalgas con la mayor produccion de clorofilas
con 274.53 mg m>, el cultivo de Chaetoceros sp. alcanzd 110.0 mg m™ y Tetraselmis sp.
61.12 mg m™. En Chaetoceros sp. se observé su maxima concentraciéon en el noveno dia con
135.07 mg'm™. Al final del experimento en el cultivo de Dunaliella sp se observo la
concentracién mas alta en el onceavo dia y fue de 287.49 83 mg:m™. Todos los cultivos
mostraron una tendencia a la alza desde el inicio hasta el final del experimento. El cultivo de
Dunaliella sp. finalizé con la mayor concentracion de las cuatro microalgas y fue de 162.83
mg'm”, Chaetoceros sp. tuvo una concentraciéon de 90.76 mg'm™. Isochrysis sp. de 88.29 mg
m”~ fue su mayor concentracion en todo el experimento, sin embargo el valor mas bajo al

final del experimento fue para Tetraselmis sp con 66.47mg m™ (Figura 6).
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Figura 6. Produccion de Clorofilas (mg'm™) de las cuatro cepas de microalgas en baja
iluminacion (65 uE m™>s™).
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IV.2.4. Analisis estadistico para clorofilas.

El analisis estadistico para clorofilas en alta iluminacién no mostrdé diferencias
significativas entre los cuatro géneros, ni para los tres dias que se hizo el analisis estadistico.
La concentracién de clorofila en mediana iluminaciéon (210 pE-m™s™) muestro diferencias
significativas (p<0.001) en los cultivos del género Dunaliella sp. respecto a los otros tres
géneros en el cuarto dia del experimento con un promedio y desviacién estandar de 105.44
mgm” + 16.42°.

En baja iluminacion (65 pE m™s™) el cultivo de Dunaliella sp. mantuvo diferencias
significativas respecto a los otros tres géneros, el 4° dia con un promedio y desviacion
estandar de 127.05 mg'm™ + 13.48 mgm™, y el 8" dia 274.53 mgm™ + 82.86 mgm™ ©
(Tabla III).

Tabla III. Resultados de la prueba de Scheffe para la variable Clorofilas expresada mg'm’

Alta Isochrysis Tetraselmis Chaetoceros Dunaliella
4 2.68+382a 9.64+331a 33.1+7.99 ab 58.68+11.88b
8 10.00+6.74 a 4235+12.19a 96.51 £ 15.27 ab 160.06 £ 13.42 b
12 23.43+23.09a 521+320a 57.06+8.66 a 59.13+17.28 a
Media
4 12.53+2.64 a 25.88+3.15 ab 39.11+0.18 ab 10544+ 1642 ¢
8 33.9+10.83 a 26.67+591 a 66.49 £ 10.55 ab 113.98 £ 1.3 ab
12 33.86+12.38a 20.21+4.26a 42.55+19.90 a 53.04+29.34a
Baja
4 11.84+£2.36a 16.45+10.86 a 56.05+13.96 b 127.05+ 1348 ¢
8 40.22+11.44a 61.19 £ 30.81 ab 110.02 +£26.04 ab 274.53 £82.86 ¢
12 88.29 + 10.26 ab 60.47+2491 a 90.76 + 30.53 ab 162.83 £49.92b

Letras diferentes indican diferencias significativas con a=0.05
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IV.3. Carotenoides
IV.3.1. Produccion de carotenoides en alta iluminacion.

En el experimento con alta iluminacion (400 uE m™s™) los cultivos presentaron un
incremento constante en la concentracion de carotenoides hasta el cuarto dia, observandose en
el de Dunaliella sp. una concentracion de carotenoides de 41.55 mg'm™, en el de Chaetoceros
sp. 21.79 mg'm™, para el de Tetraselmis sp. 9.12 mg:m™, y la menor concentracion hasta este
dia se observé en el cultivo de Isochrysis sp con 4.10 mg'm™. Después de este dia se presenté
un crecimiento pronunciado en la concentracion hasta llegar a la maxima el octavo dia, donde
el cultivo de Dunaliella sp. tuvo a una concentracion de 160.23 mg'm™, Chaetoceros sp. a
100.70 mg'm™ y Tetraselmis sp. 72.83 mgm™.

Al final del experimento la produccion de carotenoides decrecieron y el cultivo de
Dunaliella sp. terminé con la mayor concentracién que fue de 93.73 mgm™, seguido de
Chaetoceros sp. con 59.53 mg'm™. La méxima para Isochrysis sp. en alta iluminacion fue de
27.23 mg'm™ en el Gltimo dia del experimento. Por otra parte Tetraselmis sp. finalizo con una

concentracion de 17.10 mg'm”™.
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Figura 7. Carotenoides (mg'm~) producidos por las cuatro cepas de microalgas en alta
iluminacién (400 pE m™-s™)

—— [sochrysis sp., -_!-_{ Tetraselmis sp., ~ &  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.

25



1V.3.2. Produccion de carotenoides en mediana iluminacion.

En mediana iluminacién (210 pE m™s™) los cultivos presentaron sus méaximos en
diferentes dias del experimento. En el cuarto dia podemos distinguir al de Dunaliela sp. con
una concentracion de carotenoides de 73.47 mg'm™, después Chaetoceros sp. con 42.05 mg'm’
3, Tetraselmis sp. con 33.44 mg-m™, hasta este dia la menor concentracién fue en el cultivo
de Isochrysis sp con 10.64 mg-m™.

Dunaliella sp. alcanzd la mayor concentracion observada del experimento el séptimo
dia 137.81 mg'm™, Chaetoceros sp. al octavo dia con 82.08 mg'm™ y Tetraselmis sp. el

noveno dia con 49.82 mg-m™. El cultivo de Isochrysis sp presenté su maxima concentracion el

dia doce y fue de 77.69 mg'm™ (Figura 8).

250

200

150

N 7

mg/m3

Figura 8. Carotenoides (mg'm™) producidos por las cuatro cepas de microalgas en mediana
iluminacion (210 pE.m?.s™).

—&—Isochrysis sp., - Tetraselmis sp., =&  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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IV.3.3. Produccion de carotenoides en baja iluminacion.

En baja iluminacién (65puE m?s™) hasta el dia 4to del experimento Dunaliella sp. fue el
cultivo con mayor concentracion de carotenoides con 63.84 mgm’, Chaetoceros sp. 42.05
mg'm’, Isochrysis sp. 28.88 mg'm’, y Tetraselmis sp. 27.36 mg-m’. Dunaliella sp. mantuvo un
crecimiento constante hasta el 8'° dia donde presentd un méaximo de 210.77 mgm’, después
con menor concentraciéon el cultivo de Chaetoceros sp. con 100.83 mg'm’, Tetraselmis sp.
82.59 mg'm’ y con la menor concentracién para este dia Isochrysis sp. con 49.1 mg'm’. En
este experimento con baja intensidad luminosa, el cultivo de Chaetoceros sp. llegd a su
méaxima concentracion el noveno dia con 118.05 mg'm’. Isochrysis sp. fue el cultivo con
menor concentracion durante todo el experimento y la mayor concentracion al final del

experimento la tuvo Dunaliella sp. con 171.42 mg'm® (Figura 9).
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Figura 9. Carotenoides (mg'm™) producidos por las cuatro cepas de microalgas en baja
iluminacion (65pE-m™>s™).

—e—Isochrysis sp., -k Tetraselmis sp., =&  Chaetoceros sp. =X Dunaliella sp.
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IV. 3.4. Analisis estadistico para carotenoides.

El analisis estadistico para carotenoides mostrd que el 4° y 8" dia de los experimentos
en alta y mediana intensidad luminosa el cultivo de Dunaliella sp. tuvo diferencias
significativas respecto a Isochrysis sp., Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp. En alta iluminacion
el 4° dia con promedio y desviacién estandar de 41.55 mg'm™ + 7.18 y en el 8" dia 160.23
mg'm> + 18.06. En mediana iluminacion para el 4° dia 73.47 mgm™ + 7.18 y el 8" con
136.29 mg'm™ + 10.68

En baja iluminacién Dunaliella sp. igualmente mostr6 diferencias significativas en la
concentracion de carotenoides el 4° y 8"° dia, pero también el ltimo dia del experimento, con
una concentracion para el 4° dia de 63.84 mg'm™ + 5.48, en el 8'° Dunaliella sp. presentd un

méximo, y fue de 210.77 mg'm™ + 19.13. En el 12vo dia mantuvo diferencias significativas

respecto a las otras tres cepas y finaliz6é con una concentracion de 171.42 + 34.02 (Tabla 3).

Tabla IV. Resultados de la prueba de Scheff para la variable Carotenoides expresada mg'm’

Alta | Isochrysis Tetraselmis Chaetoceros Dunaliella

4 4.05+2.32a 91.12+1.52 ab 27.79 +4.39 be 41.55+7.18d
8 13.3+£8.28 a 72.83+6.11 be 100.7 + 7.60 cd 160.23 £ 18.06 ¢
12 |27.23+£19.96 ab 17.10£5.03 a 59.53 +£3.96 abc 93.73+17.03 ¢

Media
4 10.64 + 0 ab 3344+1.52cd 42.05+0.88d 73.47+7.18 ¢
8 52.69 £8.37 ab 48.13+1.76 ab 82.08 £ 15.87 be 136.29 £ 10.68 de
12 |77.69 +£21.25 abc 47.29 + 1.46 abc 49.82 +2.93 abe 93.73+£4.39¢

Baja
4 28.88+£0.0 cd 27.36+ 0.0 cd 42.05+6.14d 63.84+548 ¢
8 49.15+0.88 ab 82.59+£ 534 be 100.83 +10.12 cd 210.77 £19.13
12 101.33 £2.53 ¢ 55.73 £2.53 abc 92.04 +28.81 be 171.42 +£34.02d

Letras diferentes indican diferencias significativas con 0=0.05
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IV 4. Carotenoides por célula
IV.4.1. Carotenoides por célula en alta iluminacion.

Durante el experimento en alta intensidad luminosa (400 pE.m™.s™) Chaetoceros sp.
presento 25.6 pg/célula, la mayor concentracion a las 24 horas, seguida da Dunaliella sp. 16.6
pg/célula, en tercer lugar Tetraselmis sp. 11.6 pg/célula y 0.0 pg/célula para Isochrysis sp. no
siendo posible detectar esta concentracion. Las maximas concentraciones de todo el
experimental se presentaron durante el 7"° y 8*° dia, Tetraselmis sp. con 50.6 pg/célula al 7™
dia fue el género con mayor concentracion de carotenoides por célula, Chaetoceros sp. el 8*°
dia present6 un maximo de 45.5 pg /célula y Dunaliella sp. 39.5 pg /célula, la concentracion
maxima de Isochrysis sp. para este mismo dia fue de 6.9 pg/célula.

Al final del experimento las microalgas Dunaliella sp. y Chaetoceros sp. finalizaron
con una concentracion de carotenoides por célula muy cercanas, estas fueron de 16.4 pg
/célula y 15.7 pg/célula respectivamente, en tercer lugar Tetraselmis sp. 7.5 pg/célula y en

ultimo término Isochrysis sp. con 2.9 pg/célula (Figura 10).
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Figura 10. Carotenoides por célula (pg/cel.) producidos por las cuatro cepas de

microalgas en alta iluminacién (400 pE.m>.s™)

—&—Isochrysis sp., - Tetraselmis sp., =&  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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IV.4.2. Carotenoides por célula en mediana iluminacion

En mediana iluminacién (210 pE'm?*sl), Dunaliella sp. inici6 con la concentracion
mas alta 98.3 pg/célula, después Tetraselmis sp. con 65.4 pg/célula, Isochrysis sp. 43.7
pg/célula y Chaetoceros sp. la mas baja 26.9 pg/célula. Las mayores concentraciones se
presentaron al inicio del experimento, Unicamente el género Tetraselmis sp. presentd un
aumento al 2% dia alcanzando un maximo de 97 pg/célula. Posteriormente la concentracion de
todas las cepas disminuyeron de manera constante hasta el sexto dia, donde se presentd un
ligero aumento en la concentracion de carotenoides por célula para las microalgas Tetraselmis
sp., Dunaliella sp. y Chaetoceros sp. Al final del experimento todos los géneros presentaron

concentraciones muy bajas siendo Tetraselmis la de mayor concentracion final 23.3 pg/célula
(Figura 11).
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Figura 11. Carotenoides por célula (pg/cel.) producidos por las cuatro cepas de microalgas en
mediana iluminacion (210pE.m™s™).

—e—Isochrysis sp., - Tetraselmis sp., =&  Chaetoceros sp. =% Dunaliella sp.
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IV.4.3. Carotenoides por célula en baja iluminacion.

En baja irradiancia luminosa (65pE.m™.s™), la cepa de Isochrysis sp. inicio con 91.5
pg/célula, Tetraselmis sp. con 86.5, Dunaliella sp. 72.2 pg/célula y Chaetoceros sp. presento
la mas baja concentracion inicial y fue de 64.0 pg/célula. Los datos presentaron una gran
variacion y la tendencia fue a la disminucién de las concentraciones de carotenoides por
célula. Dunaliella sp. presentd6 la mayor concentracion final 28.8 pg/célula, después
Tetraselmis sp. 24.7 pg/célula, y Chaetoceros sp. 11.5 pg/célula. Isochrysis sp. tuvo la mas

baja concentracion al final de este experimento y fue de 6.7 pg/célula (Figura 12).
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Figura 12. Carotenoides por célula (pg/cel.) producidos por las cuatro cepas de microalgas a
(65uE.m™s™)
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V. DISCUSIONES
V.1. Crecimiento celular.

Bolch (2004) menciona que la irradiancia de saturaciéon del crecimiento de las
microalgas, es mucho mas pequeiia que la cantidad de luz a la que son sometidas normalmente
en los cultivos. El reporta irradiancias de saturacion para Chaetoceros de 39 pE-m™>s™, para
Dunaliella 55pE-m™s” y para Isochrysis 58 pE'm™s”. Valdez Holguin (1998) encontrd
irradiancias de saturacion para el fitoplancton natural del Gofo de California inferiores a 150
uE-m?s™, se puede considerar por lo tanto que los cultivos de todas las especies bajo las tres
condiciones de iluminacion de esta investigacion se encontraban bajo estrés luminico. Los
resultados obtenidos en las tres diferentes iluminaciones parecid favorecer al género
Isochrysis, el cual tuvo un mejor desarrollo, sin embargo, el andlisis estadistico no mostrd
diferencias significativas en alta iluminacion entre los cuatro géneros estudiados.

Isochrysis presentd la mayor tasa de crecimiento acumulada en los tres experimentos,
en alta intensidad luminosa y fue de 9.78 divisiones, en mediana 10.91 divisiones y en baja
10.59 divisiones. En mediana y baja intensidad luminosa, el crecimiento celular mostro
diferencias significativas de este género respecto a las otras microalgas en el 8vo dia de
iniciado los experimentos. El crecimiento favorable de Isochrysis en baja iluminacion se pude
atribuir a que el flujo de fotones al que estaba expuesta 65 uE-m™s” estd muy cercano al
reportado por McGowan (2006), quien encuentra una tasa de irradiancia de saturacion para
Isochrysis sp de 62.5 uE'm™s™.

Los parametros fisicoquimicos en los que se llevaron a cabo los experimentos no
fueron limitantes para el crecimiento de Isochrysis sp, asi como el medio /2 utilizado. Renaud
y Parry (1994) concluyen que salinidades de 10 a 35 %o no producen cambios en la tasa de
crecimiento de Isochrysis sp. y Nitzschia frustulum. Lopez Elias y col. (2004) encuentran que
Isochrysis sp muestra una mayor densidad celular a concentraciones bajas de sal. La
temperatura utilizada 25°C y pH = 8.0 o mayores favorecen el crecimiento de este género

(FAO 1989).
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Tetraselmis sp. mostro tasas de crecimiento celular muy altas comparadas con las
reportadas por otros autores, en alta iluminaciéon su tasa de crecimiento fue de 2.04
divisiones-dia™’, en mediana de 1.95 divisiones-dia” y en baja de 2.13 divisiones-dia™.
También presento las tasas de crecimiento acumulado mas bajas de todas los cuatro géneros
(Anexo 3 Tablas II, V y X). En general este género no presenta tasas de crecimiento altas,
Meseck y col(2007) reportan tasas de crecimiento maximas promedio en cultivos en exterior
de 1.43 divisiones-dia™. Esta tasa se considera alta comparada con la reportada por Cordero y
col. (2005) para Tetraselmis chuii cultivada en laboratorio con intensidad de luz controlada de
220 pE-m™>s? estiman valores de 0.74 divisiones por dia y densidad celular de 1.50 x 10°
cél'ml™” en la fase logaritmica, en experimentos con bajo volumen de cultivo y a temperatura
de 25+1 °C (2000 lux) y 36 %o de salinidad. Esto probablemente se deba a que en un cultivo al
exterior hay mayor cantidad de luz, lo que se traduce en un mayor nimero de divisiones al dia.
Lo anterior nos puede reafirmar que las intensidades luminosas experimentadas en este
trabajo, en ninglin momento fueron limitantes para el desarrollo de ninguna de las cepas, y las
variaciones en el crecimiento se debieron a otros factores, o al metabolismo propio de cada
geénero.

Comparando los datos obtenidos en este trabajo, las tasas de crecimiento encontradas
son muy altas por que el inoculo utilizado fue méas pequefio que el reportado por Cordero y col
2005. Que inician sus cultivos con 0.04 x 10° cél'ml”". En investigaciones realizaas por Nieves
y col. (2009) se encontrd que conforme disminuia la concentracion celular del indculo de los
cultivos de Chaetoceros mulleri, aumentaba la tasa de crecimiento acumulada. El iniciar los
cultivos con una concentracion celular baja, ocasiona que se pueda alcanzar en algunos dias
concentraciones finales elevadas que con esta especie fue de 1.50 x 10° cél'ml™ a los ocho dias
de iniciado el experimento.

Chaetoceros sp.presento tasas de crecimiento celular menores a Isochrysis sp. y al final
de los experimentos muy similares a Dunaliella, en las tres irradiancias de crecimiento.
Sanchez Saavedra y col. (2002) concluyen que Chaetoceros sp. no tiene un crecimiento
celular favorable en luz blanca, probado en diferentes tipos de luz e intensidades luminosas,
su crecimiento fue Optimo con luz azul-verde a todas las tasas de flujo de fotones. El

crecimiento celular del cultivo de Chaetoceros sp. fue mayor en baja iluminacién, fue una
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cepa con un rendimiento en crecimiento medio, ya que fue superado por Isochrysis en baja
iluminacion.

Dunaliella sp.y Chaetoceros sp. presentaron tasas de crecimiento mas bajas
comparadas con las obtenidas por los cultivos de Isochrysis. Las densidades celulares
alcanzadas por Dunaliella fueron menores en alta y baja iluminacién, logrando mayores
densidades celulares en una irradiancia de 210 uE-m™-s™ y llegando a 6.45 x 10°cel'ml™ en el
12¥ dias del experimento. Guevara y col (2005) encontraron crecimientos celulares
semejantes de Dunaliella salina a 195 pE-m™>s” alcanzando densidades celulares de 8.0 x
10°cel'ml™ y de 2.5 x 10°cel'ml™ en alta intensidad luminosa y reporta las mayores densidades
celulares en las cepas expuestas a menores intensidades luminosas. Quigg y col. (2003)
reportan que el crecimiento de saturacion para Dunaliella tertiolecta es de aproximadamente
150 pE'‘m™s™ y el de fotoinhibicién no se observa antes de los 300 uE'-m™s™. Young y col
2005 encontraron que el punto de saturacion de la fotosintesis de esta especie se da en 100-
200 pE'm™-s™, en funcién de la tasa de crecimiento. Esto nos puede explicar porque el cultivo

de Dunaliella alcanzo el mejor crecimiento y la méxima densidad celular a 210 pE-m™s™

V.2. Clorofilas.

La clorofila es un pigmento antema en los centros de reaccion de la maquinaria
fotosintética, la concentracion celular varia con las especies y de acuerdo a las condiciones
ambientales (irradiancia y concentracion de nutrientes) (Cullen y Eppley 1981, Varela y col.
1992). En altas irradiancias las células producen mas pigmentos de reaccion para proteger las
clorofilas en los centros de reaccion, y estas decrecen ya que la cantidad de fotones es muy
grande y con poca clorofila se pueden captar los necesarios para el crecimiento (Platt y col.
1995., Kirk 1983 y Jeffrey y col. 1980)

En bajas irradiancias, la clorofila se incrementa para captar los pocos fotones que
llegan a los centros de reaccion. En los cultivos experimentados, Dunaliella presentd mayores
concentraciones de clorofila, y no mayores tasas de crecimiento, posiblemente debido a que

las irradiancias de crecimiento no fueron las Optimas para este género y las células produjeron
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mas clorofila. La mayor concentracién de clorofila en los cultivos se alcanz6 al 8vo dia del
experimento, principalmente porque en ese dia se alcanzaron las maximas densidades
celulares en todos los cultivos, y en segundo lugar porque la produccion de clorofila es un
proceso que ocurre en escalas de dias. Chaetoceros fue el género con mayor concentracion de
clorofila en los cultivos, considerando que sus tasas de crecimiento fueron similares a
Isochrisys, la produccion celular de clorofila debié ser mayor a Isochrysis, a pesar de tener
mayores tasas de crecimiento.

Los cultivos de Isochrysis presentaron menores concentraciones de clorofila, estas
células son semejantes en tamano a Chaetoceros y menores a Dunaliella, por lo que a pesar de
haber presentado las mayores densidades celulares al 8vo dia, la concentracion de clorofila es
baja. Tetraselmis es un género de mayor tamafio a Chaetoceros e Isochrysis, y aunque
presentod la menor densidad celular, su mayor tamafio produce una mayor concentracion de

clorofila en los cultivos.

V.3. Carotenoides.

Los cultivos de Dunaliella produjeron una mayor concentracion total de carotenos,
seguidos de Chaetoceros, Tetraselmis e Isochrysis respectivamente. Las mayores
concentraciones se alcanzaron al 8vo dia del experimento y a bajas irradiancias. Sin embargo,
la concentracion de carotenos por célula es muy diferente, las maximas concentraciones
celulares se registraron los primeros dias del experimento a mediana iluminaciéon y en
concentraciones muy similares Dunaliella y Tetraselmis.

Dunaliella acumula grandes cantidades de B-caroteno cuando es expuesta a alta
irradiancia luminosa, limitacion de nutrientes y/o otras condiciones estresantes Amotz, A. B
1983. Cuando es cultivada a altas irradiancias decrece la concentracion de clorofila Smith, B.
M. y col. (1990). y aumenta la produccion de pigmentos accesorios para proteger la célula. En
forma similar a estos resultados, Guevara y col. 2005 encontraron que las mayores densidades
celulares y los maximos valores de carotenos se dieron en altas intensidades luminosas, sin

embargo, ellos observaron que el contenido de carotenoides por célula es mayor.
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Al final de los experimentos, fue notorio el decremento en el crecimiento celular, pues
las poblaciones de microalgas permanecian constantes o con un crecimiento minimo, ademas
el contenido de clorofila y carotenos sufrié un decremento constante a partir del octavo dia del
los experimentos. Después de llegar a la fase estacionaria los cultivo tienden a decrecer, por
limitacion de espacio, luz y nutrientes y la poblacion decae. Asi mismo, el contenido de
carotenos ha sido relacionado al periodo de dilucién del cultivo, a mayor periodo la
produccion de carotenos decrece debido a una limitacion de nutrientes Garcia Gonzales y col.
2003. En este trabajo, el valor méaximo de carotenos se observo al 8vo dia del experimento,
sugiriendo que puede haber un agotamiento en los nutrientes principalmente nitroégeno.

Algunos estudios han mostrado que la carotenogénesis puede ser un proceso separado
del crecimiento celular y que puede ser inducida en cualquier estado del ciclo celular (Heidari,
H. 2000)

Los resultados obtenidos son ambiguos en este sentido, ya que deberia esperarse una
relacion entre densidad celular y contenido de carotenos. Sin embargo, el contenido de
caroteno por célula es mayor al inicio del experimento en el ensayo a mediana y baja
irradiancia, sélo, se alcanza una alta densidad celular y alto contenido de caroteno por célula a
altas irradiancia. ). Sanches S. y col. 2002, encontraron que Chaetoceros tiene su maxima
produccion de carotenoides en la fase exponencial cuando estd sometido a estrés luminico.

El género con mayor densidad celular y crecimiento fue Isochrysis, sin embargo su
contenido de carotenos totales y carotenos por célula fue el mas bajo. Considerando una
produccion de carotenos a gran escala es probable que Dunaliella pueda ofrecer mejores
resultados, sin embargo, no es posible extrapolar los resultados experimentales de este trabajo
a volumenes mayores. De manera contraria a Isochrysis, a nivel de produccién por célula, la
cepa de Tetraselmis sp. que tuvo menores crecimientos celulares, sin embargo ofrece una
mayor cantidad de carotenoides por célula, lo que haber nuevas incégnitas y hace necesario

explorar el potencial de utilizacion de este género en nuevas investigaciones
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VI. CONCLUSIONES

1.- Las densidades celulares de las cuatro cepas, no mostraron diferencias significativas hasta

después del cuarto dia del experimento.

2.- Dunaliella sp. fue la microalgas mas productora de clorofilas y carotenoides, sin embargo

no tuvo el mejor crecimiento celular en ninguna de las tres intensidades luminosas.
3.- Isochrysis sp. fue la microalga con mayor densidad celular en las tres intensidades
luminosas experimentadas y tuvo las mayores tasas de crecimiento en mediana y baja

intensidad luminosa.

4. El alto flujo de fotones a 400 pE-m™-s”. Se manifestd en densidades celulares menores,

pero con las tasas de crecimiento mas altas en el crecimiento exponencial.

5. No se encontrd una correlacion positiva entre el crecimiento celular y la concentracion de

clorofilas y carotenoides.

7.- Tetraselmis sp. fue la Gnica microalgas que presento mayor densidad en alta iluminacion,

respecto a su crecimiento en mediana y baja.

8.- Tetraselmis sp.fue la cepa con menor crecimiento celular, pero con mayor concentracion de

carotenoides por célula en mediana iluminacion.
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VII. RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda en proximas investigaciones, iniciar los experimentos con diferentes
iluminaciones, al mismo tiempo y de la misma cepa, asi nos asegurariamos de tener las
mismas concentraciones iniciarles, no solo de células, sino de clorofilas y carotenoides,

minimizando el error estadistico y evitando confusion al interpretar los datos.

2.- En préximos trabajos, es necesario tomar en cuenta otros factores ya conocidos que
inducen la carotenogénesis, como son la combinacion de estrés por salinidad y reduccion de la

concentracion de nutrientes (nitratos).

3.- Enfocar los esfuerzos de estudio, en las microalgas que se van conociendo como altas
productoras de estos compuestos, incluir en este caso a las cepas de Tetraselmis sp y

Dunaliella sp.

4.- Disefiar experimentos que permitan incrementar las densidades celulares de Tetraselmis
sp., dado que fue la microalgas con mayor concentraciéon de carotenoides por célula y es

reconocida por su capacidad de produccion de vitamina E.

5.- Realizar estudios con estas especies en cultivos al exterior para evaluar su crecimiento y

capacidad carotenogenética, tomando en cuenta los antecedentes originados por este trabajo.

6.- Experimentar con diferentes intensidades luminosas a las utilizadas durante esta

investigacion.
7.- Buscar nuevas especies en el medio natural cuyos antecedentes las convierten en

potenciales especies productoras de carotenoides, como son las diferentes especies de

Dunaliella sp, e incluir a Dunaliella salina.
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ANEXO 1



Imagenes de los géneros de las microalgas utilizadas en este trabajo

Figura 1.- Isochrysis sp. imagen Figura ii. Isochrysis sp. Imagen obtenida de
obtenida de www.Isochrysis.com comenius.susqu.edu/.../ISOCHRYSIS .htm
Figura iii. Tetraselmis sp. Figura iv. Tetraselmis chuii

Obtenidas de http://www.ibvf.cartuja.csic.es/Cultivos/microalgas/Tetraselmis chuii.jpg




Figura v. Chaetoceros sp Figura vi. Chaetoceros sp

Imagenes de. www.reed-mariculture.com/microalgae/chgra.htm

Figura vii. Dunaliella tertiolecta Figura viii. Dunaliella tertiolecta

Imagenes obtenidas de http://www.eol.org/pages/901806.
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Estructuras moleculares de los carotenoides mencionados en este trabajo

Monoterpenos
Sesquiterpenos

Diterpenos —

—

Fitol

Clorofila

de alto valor comercial e interés cientifico.

Acido Mevaldnico
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Figura ix.- Ruta de sintesis de carotenoides a partir del acido mevalonico



fig. x .- Principales carotenoides encontrados en la dita humana.
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Figura xi.- Formula desarrollada de la axtaxantina (Young y Britton 1993)



ANEXO 3



Tabla I.- Isochrysis Alta lluminacién (400 uE-m2-s-1)

Dia  Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 78,750 16.26 2.98 8.06 4.86
2 277,500 18.08 1.82 13.21 14.05
3 736,250 19.49 1.41 17.05 32.44
4 1,093,750 20.06 0.57 42.03 25.28
5 2,356,250 2117 1.11 21.68 89.27
6 2,358,333 21.17 0.00 18826.11 0.15
7 2,470,833 21.24 0.07 356.98 7.95
8 2,479,167 21.24 0.00 4940.55 0.59
9 3,552,083 21.76 0.52 46.26 75.87
10 6,179,167 22.56 0.80 30.05 185.76
11 7,375,000 22.81 0.26 94.03 84.56
12 8,804,167 23.07 0.26 93.92 101.06
9.78

Tabla Il.- Tetraselmis en Alta lluminacion ((400 pE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién

No.Células Crecimiento Generacién Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 33,333 15.02 1.74 13.82 1.65
2 137,083 17.06 2.04 11.76 7.34
3 439,167 18.74 1.68 14.29 21.36
4 666,667 19.35 0.60 39.85 16.09
5 845,833 19.69 0.34 69.89 12.67
6 1,272,917 20.28 0.59 40.70 30.20
7 1,387,500 20.40 0.12 193.00 8.10
8 1,729,167 20.72 0.32 75.57 24.16
9 2,008,333 20.94 0.22 111.15 19.74
10 2,137,500 21.03 0.09 266.89 9.13
11 2,150,000 21.04 0.01 2852.99 0.88
12 2,258,333 21.11 0.07 338.40 7.66

7.82




Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién

No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 89,583 16.45 3.16 0.01 5.63
2 671,250 19.36 2.91 0.01 41.13
3 848,333 19.69 0.34 0.12 12.52
4 1,852,083 20.82 1.13 0.04 70.98
5 2,304,167 21.14 0.32 0.13 31.97
6 2,435,417 21.22 0.08 0.52 9.28
7 2,570,833 21.29 0.08 0.53 9.58
8 2,608,333 21.31 0.02 1.99 2.65
9 2,754,167 21.39 0.08 0.53 10.31
10 2,866,667 21.45 0.06 0.72 7.95
11 3,250,000 21.63 0.18 0.23 2711
12 4,108,333 21.97 0.34 0.12 60.69
8.68
Tabla IV.- Dunaliella Alta lluminacion (400 yE-m2-s-1)
Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0.00 10,000 13.29 0.00
1.00 95,833 16.55 3.26 7.36 6.07
2.00 734,167 19.49 2.94 8.17 45.14
3.00 1,662,500 20.66 1.18 20.35 65.64
4.00 2,041,667 20.96 0.30 80.97 26.81
5.00 2,727,083 21.38 0.42 57.47 48.47
6.00 4,208,333 22.00 0.63 38.35 104.74
7.00 4,279,167 22.03 0.02 996.64 5.01
8.00 4,320,833 22.04 0.01 1716.77 2.95
9.00 4,970,833 22.25 0.20 118.71 45.96
10.00 5,020,833 22.26 0.01 1662.15 3.54
11.00 5,458,333 22.38 0.12 199.11 30.94
12.00 5,795,833 22.47 0.09 277.28 23.86

9.18




Tabla V.- Isochrysis Mediana lluminacion (210 yE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 47,083 15.52 2.24 10.74 2.62
2 350,417 18.42 2.90 8.29 21.45
3 433,333 18.73 0.31 78.33 5.86
4 3,508,333 21.74 3.02 7.95 217.44
5 4,791,667 22.19 0.45 53.36 90.75
6 7,137,500 22.77 0.57 41.75 165.88
7 8,300,000 22.98 0.22 110.25 82.20
8 11,038,095 23.40 0.41 58.35 193.61
9 15,100,000 23.85 0.45 53.09 287.22
10 15,108,333 23.85 0.00 30151.90 0.59
11 18,679,167 2415 0.31 78.41 252.50
12 19,175,000 2419 0.04 634.98 35.06
10.91

Tabla VI.- Tetraselmis Mediana lluminacién (210 yE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0.00 10,000 13.29 0.00
1.00 38,750 15.24 1.95 12.28 2.03
2.00 124,583 16.93 1.68 14.24 6.07
3.00 345,000 18.40 1.47 16.33 15.59
4.00 650,000 19.31 0.91 26.26 21.57
5.00 908,333 19.79 0.48 49.71 18.27
6.00 1,225,000 20.22 0.43 55.62 22.39
7.00 1,441,667 20.46 0.23 102.15 15.32
8.00 1,442,262 20.46 0.00 40299.58 0.04
9.00 1,991,667 20.93 0.47 51.54 38.85
10.00 2,045,833 20.96 0.04 619.96 3.83
11.00 2,070,833 20.98 0.02 1369.66 1.77
12.00 2,108,333 21.01 0.03 926.94 2.65

7.72




TablaVIl.- Chaetoceros Mediana lluminacion (210 yE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 60,000 15.87 2.58 9.28 3.54
2 250,833 17.94 2.06 11.63 13.49
3 1,762,500 20.75 2.81 8.53 106.89
4 1,829,167 20.80 0.05 448.07 4.71
5 2,162,500 21.04 0.24 99.37 23.57
6 2,320,833 21.15 0.10 235.43 11.20
7 2,479,167 21.24 0.10 252.07 11.20
8 3,620,833 21.79 0.55 43.92 80.73
9 4,600,000 22.13 0.35 69.50 69.24
10 5,550,000 22.40 0.27 88.61 67.18
11 6,983,333 22.74 0.33 72.41 101.35
12 7,391,667 22.82 0.08 292.74 28.87
9.53

Tabla VIIl.- Dunaliella Mediana lluminacion (210 pE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion
No.Células Crecimiento Generacién Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 55,833 15.77 2.48 9.67 3.24
2 243,333 17.89 212 11.30 13.26
3 1,466,667 20.48 2.59 9.26 86.50
4 3,079,167 21.55 1.07 22.43 114.02
5 3,679,167 21.81 0.26 93.44 42.43
6 3,854,167 21.88 0.07 358.00 12.37
7 5,572,024 22.41 0.53 45.13 121.47
8 6,083,333 22.54 0.13 189.48 36.16
9 6,086,905 22.54 0.00 2834417 0.25
10 6,404,167 22.61 0.07 327.41 22.43
11 6,434,524 22.62 0.01 3517.76 2.15
12 6,466,667 22.62 0.01 3338.50 227

9.34




Tabla IX.- Isochrysis Baja lluminacion (65 nE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion
No.Células Crecimiento Generacién Estandar
0 10,000 13.29 0.00
30,000 14.87 1.58 15.14 1.41
2 144,583 17.14 2.27 10.58 8.10
3 440,000 18.75 1.61 14.95 20.89
4 970,833 19.89 1.14 21.02 37.54
5 2,929,167 21.48 1.59 15.06 138.48
6 5,100,000 22.28 0.80 30.00 153.50
7 6,529,167 22.64 0.36 67.34 101.06
8 8,441,667 23.01 0.37 64.75 135.23
9 8,741,667 23.06 0.05 476.37 21.21
10 11,291,667 23.43 0.37 64.99 180.31
11 14,520,833 23.79 0.36 66.14 228.34
12 15,450,000 23.88 0.09 268.21 65.70
10.59

Tabla X.- Tetraselmis Baja lluminacién (65 pE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacién

No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 18,333 14.16 0.87 27.45 0.59
2 80,417 16.30 213 11.25 4.39
3 157,083 17.26 0.97 24.85 5.42
4 487,500 18.90 1.63 14.69 23.36
5 779,167 19.57 0.68 35.48 20.62
6 933,333 19.83 0.26 92.14 10.90
7 1,241,667 20.24 0.41 58.28 21.80
8 1,554,167 20.57 0.32 7411 22.10
9 1,558,333 20.57 0.00 6213.37 0.29
10 1,687,500 20.69 0.11 208.91 9.13
11 1,900,000 20.86 0.17 140.26 15.03
12 1,916,667 20.87 0.01 1904.76 1.18

7.58




Tabla Xl.- Chaetoceros Baja lluminacién (65 yE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion
No.Células Crecimiento Generacion Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 42,083 15.36 2.07 11.58 2.27
2 222,083 17.76 2.40 10.00 12.73
3 979,167 19.90 2.14 11.21 53.53
4 1,562,500 20.58 0.67 35.60 41.25
5 2,583,333 21.30 0.73 33.09 72.18
6 2,712,500 21.37 0.07 340.96 9.13
7 3,525,000 21.75 0.38 63.49 57.45
8 4,316,667 22.04 0.29 82.11 55.98
9 5,383,333 22.36 0.32 75.33 75.42
10 7,833,333 22.90 0.54 44.35 173.24
11 8,141,667 22.96 0.06 430.90 21.80
12 8,150,000 22.96 0.00 16261.23 0.59
9.67

Tabla Xll.- Dunaliella Baja lluminacién (65 HE-m2-s-1)

Dia Promedio Log2 Tasa de Tiempo de Desviacion

No.Células Crecimiento Generacién Estandar
0 10,000 13.29 0.00
1 39,167 15.26 1.97 12.19 2.06
2 122,083 16.90 1.64 14.63 5.86
3 391,667 18.58 1.68 14.27 19.06
4 1,145,833 20.13 1.55 15.50 53.33
5 2,412,500 21.20 1.07 22.34 89.57
6 3,170,833 21.60 0.39 60.86 53.62
7 3,662,500 21.80 0.21 115.40 34.77
8 5,066,667 22.27 0.47 51.26 99.29
9 5,566,667 22.41 0.14 176.76 35.36
10 5,725,000 22.45 0.04 593.15 11.20
11 5,916,667 22.50 0.05 505.17 13.55
12 5,945,833 22.50 0.01 3382.95 2.06

9.22
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