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RESUMEN

En el siguiente trabajo, se determind la composicién proximal quimica de dos
microalgas, Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta en condiciones de estrés salino.
Las microalgas fueron cultivadas en sistemas cerrados y con una solucién nutritiva
elaborada en base a agua mar (0,5 M NaCl) para D. tertiolecta. En D. salina se empled
la misma solucién nutritiva elaborada en agua de mar, y ademas se agregé NaCl hasta
una concentracion final de 2,0 M. Las cepas fueron cultivadas durante 20 a 30 dias
hasta llegar a la fase estacionaria de crecimiento. Los anélisis quimicos, expresados en
base seca, muesttan un alto contenido de lipidos en ambas especies respecto a
condiciones no salinas informadas bibliograficamente. El bajo contenido de proteinas
que presentan estas microalgas indican la tendencia que poseen estas microalgas a
disminuir la produceién de proteinas en condiciones de estrés salino, siendo la méas
afectada la D. salina, debido a que se cultiva a una mayor concentracién de sal. El
contenido de carbohidratos en ambas especies fue bajo, atribuible a la utilizacién de
estas moléculas para la produccién de glicerol. El contenide de cenizas obtenido para
la D. salina fue mayot que la D. tertiolecta, debido principalmente a que la D. salina
utilizaria sales para realizar ajuste osmotico al estar sometida a estrés salino.

Palabras claves: Dunaliella salina, Dunaliella tertiolecta, estrés salino, lipidos,
proteinas, carbohidratos totales, cenizas.
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Dunaliella sp. es una de las mas tolerantes a la contaminacion de aceites del petréleo
comparados con otras algas planctonicas (Brown y Borowitzka, 1979). Asi, estos
organismos son Unicos en sus habilidades para adaptarse a las mas severas
condiciones de los habitats globales.

Se han realizado estudios para Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta bajo
condiciones de estrés salino y se ha encontrado que pueden tolerar concentraciones
hipersalinas, cuyos valores son 5,5 My 3,0 M de NaCl, respectivamente. También
existes otros factores abidticos que condicionan su 6recimiento como luz, aire,
nutrientes, etc.

Siendo el estrés salino una de los factores limitantes en el cultivo de las microalgas,
este estudio persiguio determinar la composicién proximal quimica de las especies
Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta, y la produccién de biomasa bajo condiciones
salinas con el propésito de ser cultivadas en este tipo de medio que resulta ser
restrictivo para el crecimiento de otros organismos depredadores de las microalgas.
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responden a la diferencia de calidad y cantidad de luz. Se ha encontrado que la
induccion de carotenoides es independiente de la longitud de onda, sin embargo, su
dependencia a la luz es alta (Ben-Amotz y Avron, 1989b).

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la Dunaliella sp.

El incremento de la temperatura puede afectar la absorcién de nutrientes como los
nitratos, sin embargo, la absorcién de amonio es ligeramente insensible a las
variaciones de temperatura (Reay y cols., 1999), dado que las altas temperaturas
producen cambios cinéticos en la toma de otros nutrientes limitantes. Estos cambios en
los procesos metabélicos podrian explicar mejor el menor contenido de carotenoides.
Se sabe que a altas temperaturas producen la liberacion de compuestos organicos al
medio circundante. Asf mientras mas se incrementa la temperatura del cultivo, mas se
incrementa la probabilidad de que las células excreten sustancias organicas (Giordano
y cols., 1994). El aumento de esas sustancias y las altas temperaturas incrementan el
numero de bacterias. Se sabe que las bacterias inducen a la nucleacién y precipitacion
de las sales disueltas pudiendo provocar condiciones de deficiencia nutticional
(Ventosa y cols., 1998).

La Dunaliella posee la habilidad de crecetr en amplios ranges de temperatura sobre los
0°C rodeando los 45°C. En cultivos de laboratorio, Ia temperatura optima para el
crecimiento de la Dunaliella es sobre 32°C ¢on una 6ptima promedio entre 25°C y 35°C
(Ben-Amotz, 1995). Debido a las limitaciones técnicas que posee el cultivo en
estanques al aire libre, no es posible controlar la temperatura. Borowitzka y Borowitzka
(1987) demostraron que las bajas tempetaturas en la noche, estudiadas en el lago Hutt
(Australia) disminuyen la tasa de crecimiento, afectado negativamente el rendimiento
celular. Por otra parte, temperaturas cercanas a los 40°C y superiores promueven la
induccion de carotenoides, pero al mismo tiempo disminuyen la tasa de crecimiento
(Borowitzka y Borowitzka, 1989). Ademas, temperaturas sobre los 40°C causan una
fuga dramatica de glicetol a través del medio (Wegmann y cols., 1980), el cual puede
servir como fuente de carbon orgdnico para bacterias y hongos que se vuelven
dominantes (Ben-Amotz, 1995). Este debe ser uno de los mayores problemas de
cultivar D. salina en sistemas externos, particularmente en zonas no-aridas con
veranos calientes. La alta tasa de evaporacién que se da en zonas aridas, puede
conducir a una mayor reduccién en la temperatura de los estanques, por lo que esas
zonas son las mas sustentables para el crecimiento extetior de cultivos de D. saling y
otras microalgas. Al contrario, en biorreactores la temperatura es controlada
exactamente usando un termostato.
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fuente de nitrégeno puede producir efectos toxicos en el crecimiento de la D. salina
(Borowitzka y Borowitzka, 1987).

La incorporacion de fésforo en forma de KH,PO, o NaH;PO, es la mas empleada en los
cultivos de microalgas, por los buenos resultados que se obtienen en cuanto a
produccion de biomasa. Se ha determinado que la concentracién optima de fosfato
para un buen crecimiento esta alrededor de los 0,2 ug/L de KH,PO, (Gibor, 1956). En
estanques abiertos, altas concentraciones pueden inhibir el crecimiento por Ia
presencia de contaminantes de calcio y fosfato, especialmente sobre pH 8,0; que
produce la precipitacion del CasPO, y floculacién de algas (Sukenic y Shelef, 1984).

La Dunaliella necesita también de altas concentraciones (aprox. 2 mmol/L) de ién
sulfato para su maximo crecimiento, pero rara vez es necesario agregar en estanques
comerciales porque las fuentes naturales de agua (mar y de pozo) contienen
concentraciones mucho mas altas de sulfato, alrededor deé 30 mmol/L (Ben-Amotz and
Avron, 1989a).

Otros requerimientos nutricionales para un buen crecimiento de la D. salina incluyen K,
Ca®, Mg®, CI', Na*, hierro quelado y trazas. La relacion Mg®": Ca?" y CI: SO,%en el
medio tambien puede afectar el crecimiento y sintesis de carotenos (Ben-Amotz y
Avron, 1983). La Dunaliella puede tolerar relaciones Mg?*: Ca?* bastante amplias,
desde los 0,8 hasta 20,0 (Borowitzka, 1990). La mejot relacion CI: SO,* para un
crecimiento 6ptimo de D. salina es de 3,2; la relacién éptima para una carotenovgénesis
es sobre 8,6 (Massyuk, 1956). El Hierto quelado es agregado a los cultivos en la forma
FeCls-EDTA o citrato fétrico-EDTA. Borowitzka y Borowitzka (1987) mostraron que,
comparado con el citrato férrico, el cloruro férrico incrementa rapidamente la tasa
crecimiento inicial de la D. salina; sin embargo, el citrato férrico entrega un mayor
rendimiento celular. Los microelementos, manganeso, zing, cobalto y cobre también
son necesarios para un 6ptimo crecimiento de la Dunaliella, sin embargo, no es
necesario agregar estos elementos al medio cuando se trabaja con aguas de mar o
mineralizadas (Ben-Amotz y Avron, 1989a).

Control de depredadores

Sélo una pequefia cantidad de microrganismos tienen la habilidad de proliferar a altas
concentraciones de NaCl, este es el caso de la Dunaliella salina, bacterias
halotolerantes y halofilicas, ciliados, artemias, amebas y hongos (Post y cols., 1983;
Butinar y cols., 2006). De estos, algunas amebas y zooplancton ciliados son peligrosos
depredadores de la Dunaliella, principalmente a temperaturas sobre los 38°C (Ben-
Amotz y Avron, 1989a). Por ejemplo, un depredador ciliado taxonémicamente no



Proceso de cosecha de microalgas

Aislar las células del medio salino al final de la etapa de cultivo es uno de los procesos
mas criticos y dificiles en la obtencién de biomasa a partit de Dunaliella. La etapa de
cosecha requiere ciertas consideraciones por varios motivos: i) la Dunaliella carece de
una pared celular rigida y esta solamente protegida por una membrana plasmatica con
material mucoso; ij) la salinidad de los cultivos es muy alta: ji)) los cultivos poseen una
baja densidad chIuIar.

Estos factores, acompafiados del pequefio tamafio que poseen las células, excluyen
varios métodos de cosechas rutinarios que se utilizan frecuentemente en la
biotecnologia de mictoalgas. A modo de ejemplo, existen muchos métodos de filtracion
de biomasa, pero debido al tamario de las células los poros del material filtrante se tapa
debido a la mucosa que protege la microalga, evitando posteriores filtraciones (Ben-
Amotz y Avron, 1989a). Ademas, tratar de eliminar esto removiéndolo con repetidos
lavados (Naghavi y Malone, 1986) o por presién al vacio (Mohn, 1980) resulta muchas
veces en gran pérdida e material. La Unica filtracion desctita como exitosa por Ruane
(1977) se obtuvo pasando los cultivos de Dunaliella sobre tierra diatomea y luego
filtrando directamente para la extraccion de B-caroteno con solventes organicos.

Otros métodos son la floculacién en los tuales se utilizan agentes quimicos como o
son sales de metales multivalentes como sulfato férrico, cloruro férrico, sulfato de
aluminio, sales de metales pre-polimetizados, polielectrolitos y floculantes poliméricos
como el quitosano, ¢ual entrega resultados positivos (Grima y cols., 2003), pero en la
mayoria de los casos este método no esta libre de impurezas. Existen métodos de
precipitacion con hidréxido para aumentar el pH del medio, el cual es un método muy

eficaz para la D. tertlolecta (Horiuchi y cols,, 2003), peto no ha sido probado con D.
salina.

A pesar de los costos iniciales y los posteriores gastos en energia, trabajo y
mantencion, la centrifugacién sigue siendo uno de los mas efectivos métodos de
cosecha, por recuperar grandes cantidades de D. Saling (Ben-Amotz y Avron, 1989a).

Proceso de secado de la biomasa microalgal

El alga obtenida en forma de pasta, puede ser deshidratada para extender la vida Uutil
de la biomasa. Los métodos de deshidratacién desctitos son: secado al sol, secado en
estufa, secado por soplado o por frio. Cada método tiene sus ventajas y desventajas,
dependiendo del fin que se persiga. Por ejemplo, para la extraccién de los
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La adaptacién de la D. salina a estrés: salino puede ser dividido en dos etapas: un
rapido ajuste a la concentracion intracelular de glicerol y glicina-betaina, restableciendo
los mecanismos osmotegulatorios comunes en plantas y hongos. A largo plazo puede
incluirse la biosintesis de lipidos neutros y la acumulacién de carotenoides. (Ben-Amotz
y Avron 1973; Avron 19886; Chitlaru y Pick, 1991: Mishra y cols., 2008; Chen y Jiang,
2009).

Cuando la Dunaliella crece bajo altas salinidades, el contenido de glicerol intracelular
excede en un 50%, que es suficiente cantidad para lo que requiere la presion osmética.
En estas condiciones, el glicerol acttia ¢omo “soluto compatible” que protege a las
enzimas de la inhibicién e inactivacién (Brown y Borowitzka, 1979). También es
demostrado que la sintesis del glicerol bajo condiciones hipertdnicas y su eliminacién
bajo condiciones hiperténicas son independientes de la sintesis proteica y puede ocurrir
en condiciones de luz y oscuridad (Ben-Amotz y Avron 1989a). Por otro lado,
informacién mas actualizada sugiere que la Dunaliella tiene una excepcional habilidad
de remover iones de sodio en ambientes hipersalinos usando una nueva capacidad de
la bomba de sodio que dirige una reaccidh de oxido-reduccion (Katz y Pick, 2001).
Otros resultados indican que la Dunaliella en respueta a alta salinidad mejora la tasa
asimilacion  fotosintética de CO, (Oren, 2005). El enigma de la aparente
incompatibilidad entre una baja concentracién intracelular iénica y la necesidad de un
equilibrio osmético de las células con el medio exterho fue resuelto con el
descubrimiento de que las células acumulaban fotosintéticamente glicerol,
compatiblemente soluble para el medio osmético (Oren, 2005).

Bajo condiciones hiper-salinas, el glicerol funciona en el citéplasma como uh soluto
compatible para mantener la integridad de la membrana y proteinas. Al parecer las
respuestas celulares al estrés salino son reguladas y parecen depender de una
diversidad de mecanismos ligados a la modificacién en &l balance del acido abclsico
(Serpa y Calderén, 2005).

Una respuesta caracteristica de la D. salina al estrés pot galinidad es el ajuste en la
concentracion intracelular de glicerol por regulacién del flujp de carbono entre la
produccién de almidén en el cloroplasto y la sintesis de glicerol en el citoplasma. Asi, el
flujo de carbono e4 eanalizado del almidén hacia el glicerol con un concomitante de
incremento en la biosintesis de isoprenoidas plastidicos (8erpa y Calderdn, 2005). El
glicerol por lo tanto, actia como un elemento osmético efectivo a altas salinidades
debido a: /) la alta solubilidad del glicerol no puede ser igualada por la mayoria de otros
solutos compatibles, i) es quimicamente inerte, por lo tanto, no es téxico, i) es un
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Resultados de Al-Hasan y cols., (1987), muestran que el halo-estrés inducido produce
cambios en la tasa de crecimiento, pigmentacién, estructura de cloroplastos y
composicion lipidica de la Dunaliella salina. La salinidad dafia los cloroplastos y eleva
la relacion caroteno-clorofila, lo que puede verse reflejado en bajas tasas de
crecimiento. Sin embargo, la Dunaliella salina es capaz de mantener activos distintos
componentes del aparato fotosintético en condiciones de alta salinidad, debido
principalmente a la sintesis de glicerol que actiia como osmoregulador Al-Hasan y
cols., (1987).

En respuesta al aumento de la salinidad no sélo hay una disminucién en la tasa de
crecimiento (Ben-Amotz y Avron, 1983; 1989), o en la tasa de fijacion de carbono sino
una acumulacion de carotenoides, clorofila y otros metabolitos de interés nutricional
(Brown y Borowitzka, 1979; Cowan y cols., 1992).

Produccion de metabolitos de interés nutracéutico

Pcaroteno

Milko (1963) reporté que la Dunaliella salina es la mejor fuente comercial natural de B-
caroteno por sobre todos los organismos en el mundo (Borowitzka 1995). Estas algas
acumulan grandes cantidades de B-caroteno en forma de gotas en el cloroplasto para
prevenir la fotooxidacion de la clorofila, suando las condiciones son de alta intensidad
luminica, salinidad, temperaturas y deficiencia de nutrlentes (Ben-Amotz and Avron,
1983; Ben-Amotz y Shaish, 1992).

Entre las microalgas eutariotas, la (nica que posee la habilidad relativa para acumular
glicerol y B-caroteno en respuesta de un estrés osmético ha sido la Dunaliella (Cowan y
cols., 1992; Pick 1988). Este mecanismo no es Uniéo para la Dunaliella, muchas
microalgas expuestas a condiciones de estrés (luz, escases de nitrégeno, etc)
acumulan intra- o extra-plastidica cuerpes lipidicos conformado por carotenoides y
triaciiglicéridos (Ben-Amotz y Avron, 1983; Jiménez y Plck 1994, Thompson 1996,
Rabbani y cols., 1988; Boussiba, 2000; Cho y Thompson, 1688; Mendoza y cols., 1999;
Abd El-Baky y cols., 2004, Lamers y cols, 2010). El estrés abittico es capaz de

cambiar no solo contenido total de acidos grasos, sino ademas la composicién de
estos.
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marcada diferencia entre la tolerancia a la sal entre una y otra (5,5 My 3,0 M,
respectivamente) (Jahnke y White, 2003; Mishra y cols,, 2008). En contraste, un
aumento extremo de hipersalinidad disminuye la cantidad de enzimas antioxidantes, el
cual puede ser causado por la diversion de carbén y los recursos energéticos para la
sintesis de glicerol, osmolito de la Dunaliella (Liska y cols., 2004; Mishra y cols., 2008).

Estudios realizados por Baz y cols., (2002) han demostrado que la Dunaliella salina
acumula cantidades significantes de B-caroteno, vitamina G y vitamina E. El incremento
de estas vitaminas antioxidantes ocurre como respuesta & la deficiencia de nitrégeno y
altas concentraciones de NaCl en la solucién nutriente y expuesta a alta intensidad de
luz. El a-tocoferol y la vitamina C son acumuladas en la D, salina durante los efectos de
estrés para proteger el sistema fotosintético de los radicales oxigenados generados por
la alta intensidad de luz. Ellos pueden actuar como antioxidantes para aplacar las

especies reactivas de oxigeno y romper la cadena de reaccién de la peroxidacion
lipidica (Baz y cols., 2002).
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS
Reactivos
Tabla 1: Nombre de reactivos, marca y grado de pureza.
REACTIVOS MARCA | GRADO DE PUREZA
Acido formico Merck | 98+100% p.a.
Carbonato de amonio Merck | 30% p.a.
Acido tricloroacético Merck | 99,6% p.a.
Fenol Merck 99,0-100,5% p.a.
Acido sulfarico Merck | 95-87% p.a.
Glucosa anhidra Chemix | 99,5%
Hidréxido de sodio Merck | 99,0% p.a.
Tiosufalto de sodio pentahidratado | Merck | 99,5-101,0% p.a.
Acido borico Merck | 99,54100,5% p.a.
Rojo de metilo Merck
Verde bromogresol Merck
Acido clorhidrico Merck | Titrisol 0,10 N.
Cloroformo Merck | 99,8% p.a.
Metanol Merck | 99,9% p.a.
Soluciones

VI.
VIL.

VIII.

XI.

. Acido bérico 4% p/v.

. Acido clorhidtico 0,10 N: se vacia la ampolla de HCI 0,10 N en un matraz de

aforo de 1L y se completa el aforo con agua destilada.

. Acido tricloro acético 5% p/v.

Bicarbonato de amonio 2,0 M: se mezclan 314,3 g de carbonato de sodio y 77
mL de acido formico y diluir a 2,0 L, en la preparacion se deben mezclar con
precaucion puesto que se produce liberacion de gas al mezclarlos.

Fenol 5% p/v.

Glucosa anhidra 100 ug/mL.

Hidroxido de sodio 40% p/v.

Mezcla de metanol-cloroformo-agua: Se prepara esta solucién en proporciones
de 2:1:0,8 respectivamente, tomancdo 400 mL de metanol mas 200 mL de
cloroformo y 160 mL de agua.

Rojo de metilo 0,2% p/v en etanol.

. Tiosulfato de sodio 5% p/v

Verde bromoeresol 0,2% p/v en etanol.
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Localizacion de estudio

Los cultivos de microalgas se realizaron en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos, del
Departamento de Produccion Agricola en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Tarapaca, Campus Azapa.

Los analisis quimicos ge realizaron en el Laboratorio de Investigacidn Bioquimica del
Departamento de Quimica en la Facultad de Ciencias de la Universidad de Tarapaca,
Campus Velasquez.

Material microalgal

Para el estudio, se utilizé6 dos microalgas: Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta. Cada
una de estas fue producida a partir de la misma cepa y cultivadas en distintas fechas.

Condiciones de crecimiento

Las microalgas fueron inoculadas en una camara de flujo laminar, previamente
desinfectada (alcohol 70%) y posteriormente irradiada con luz UV durante 15 minutos.

Inicialmente se inocularon en matraces de 250 mL (10% de inoculo y 90% de $olucidn
nutritiva elaborada en base a agua de mar.). Luego se pasaron a matraces de 2000

mL, hasta llegar finalmente a bidones de 20 L, repitiendo huevamente la proporecion
inoculo-medio.

Las microalgas fueron cultivadas a una temperatura de 20 + 1 °C con un suministro de
luz constante de 3,5 pEihstein y aire suministrado a partir de bomba de aiteacién con
un flujo de 11 L/min. Tedo esto en un sistema cerrado libre de contaminacion.

Las microalgas se dejaron crecer durante 20 a 31 dias. Luego de transcutrido este
tiempo, las muestras fueron retiradas del cepario (Facultad de Ciencias Agronémicas) y
trasladadas hasta el Laboratorio de Investigacién Bioguimica del Departamento de
Quimica, Facultad de Giencias para proceder a la etapa de andlisis quimico proximal.

Soluciéon nutritiva

Se suministraron los micro- y macro-nutrientes de acuerdo a la metodologia descrita
por Guillard (1975) y Guillar y Ryther (1962) modificada. La solucidn nutritiva consistié
en enriquecer agua de mar con los distintos nutrientes. Para su preparacion, se filtré el
agua mar para eliminar la presencia de organismos marinos. Luego se suministraron
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Parametros de crecimiento

Recuento de células en cémara de Neubaeur (Biomasa)

Este método consiste en colocar una diminuta gota de cultivo en un portaobjeto
especial llamado cdmara de Neubauer o hematocitometro. La muestra queda
depositada en un espacio de 0,02 mm (1/50) entre el porta y el cubreobijeto.

La excavacion completa tiene 25 cuadrados cada uno dividido en 16 cuadradog mas
pequefios. Para calecular el niumero de células por mililitro de muestra, se debe hacer Ia

siguiente operacion:

Contar las células presentes en varios cuadrados grandes y sacar un promedio.
- Multiplicar el promedio por 25 (con esto se obtiene &l n° de células en un mm?3).
- Multiplicar por 60 (esto entrega el ntimero de células en un mm?).
- Multiplicar por 1000, para transformar todo a cm?®.

N°células / mL = X cél *25 % 50 %1000

Materia seca de la blomasa

Para la determinacién de la materia seca o biomasa, las muestras se secaron en estufa
a una temperatura de 105°C + 1°C hasta la obtencion de una masa constante.

Anélisis Proximal

Determinacion del eontenido de Carbohidratos Totales

Se tomaron 2-4 ty de biomasa seca y se homogenizaron en mortero. Los
carbohidratos totales se extrajeron con 10 mL de 4cido tricloroacético al 5%p/v a 90°C
en estufa durante 3 h,

Una vez fria la muestra, ésta fue centrifugada durante 15 minutos a 500 x g. El
contenido de carbohidratos fue determinado de acuerdo al método de Dubois y cols.,
(1956), a 490 nm.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos son entregados en la (Tabla 4), la cual presenta la cantidad
de biomasa obtenida durante la cosecha de los bidones y la cantidad de analisis
proximal por cada muestra analizada (Tabla 5). Estos resultados van a determinar el
efecto que tiene una condicién de estrés salino sobre las especies Dunaliella salina y
Dunaliella tertiolecta en la composicién quimica y producsion de biomasa.

Dado a que son especies distintas, las condiciones para adaptarse a situaciones de
estrés salino no son similares y esto se vera reflejado en los resultados que se
obtuvieron durante el desarrollo experimental.

Tabla 4: Cantidad de biomasa obtenida por las especies D. salina y D. tertiolecta.

Especie Biomasa Materia Seca
(cél/mL) (g/L)
D. salina 393.750 + 8569,6 0,2+0,1
D. tertiolecta 1.343.437,5 + 129.515,7 0,2+0,1

Los resultados son expresados como el promedio del andlisis + el error estandar de la
medicion.

Contenido de biomasa en Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta.

Los resultados expresados en fa Tabla 4 dan a conocer una marcada diferencia en la
produccién de biomasa tuando es determitiada en funcién de cél/mL. Estas mediciones
fueron realizadas ef la fase estacionarla de crecimiento. La diferencia de blomasa
registrada en funcién del numero de células por mL entre las especies, se deberia a
que crecen en condiciones de estrés salino totalmente distintas, siendo la Dunaliella
salina la mas afectada por someterse a una condicién de salinidad (2,0 M NaCl) cuatro
veces superior a la eondicién de crecimiento de la Dunalisila tertiolecta. Ademas, la
Dunaliella salina empleza a producir osmolitos (eJemplo: carotenoides, glicerol, etc.)
para contrarrestar el efecto osmético de la salinidad, por lo que aumenta el
requerimiento energeético para generar méleculas que modulen su potencial osmético
en desmedro del cresimiento y replicacion celular.
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sintesis de una proteina 150 kilodaltons (alicoproteina), la que favoreceria la
proliferacién de células en alta concentracion de sal. El rol potencial de esta proteina
seria restaurar la proliferacion de células luego de choques hiperosmético, y su
localizacion exclusiva es la superficie de la célula (Sadka y cols., 1990).

Resultados obtenidog en este estudio indican que la Dunaliella salina presenta un
32,6% de proteina en base seca (b.s.), y que la especie Dunaliella tertiolecta contiene
46,6% en b.s. Esto resultados reflejarian la respuesta diferencial las especies en
estudio, ya que la Dunaliella salina creci® en un medio con 20 M de NaCl y la
Dunaliella tertiolecta én un medio con 0,5 M de NaCl. Debido a esto, la célula empieza
a producir proteinag para contrarrestar el choque hiperosmoético, evitando ruptura
celular. Como la Dunaliella tertiolecta presenta una baja concentracion de NaCl en
comparacion con la otra especie, no genera condiciones de autodefensa y produce
cantidades normales de proteina. Otro factor a considerar, es que aunque sean del
mismo género, la produccion de nutrientes entre ellos durante la etapa de crecimiento
no es comparativa, ya que las condiciones de crecimiento de los cultivos son distintos.

Contenido de Cenizas en Dunaliella salina y Dunaliella tertiolecta.

Cuando los contenidos de cenizas se encuentran altos implica que la acumulacién de
sal al interior celular es mayor con el fin de compensar |a alta presion osmoética externa
como respuesta inmediata (Muhaemin y Kaswadji, 2010). Los analisis proximales de
cenizas indican una marcada tendencia a retener mayor cantidad de sales en la
Dunaliella salina en comparacion con la Dunaliella tertiolecta.

Se ha indicado por eitas bibliograficas, tue la Dunalislla salina es una microalga
halotolerante, por lo que puede sobrevivir y crecer a altas concentraciones que van
desde los 0,1 M hasta 5,5 M de NaCl y ademas de mantener una baja concentracion
i6nica interna (Avron, 1986). No obstante, investigaciones mas recientes (Mufioz y
cols., 2004) proponen variar esta condicion indicando que esta especie seria mas bien
halodependiente. Esta serie de antecedentes la convieften en un excelente modelo
para observar los atributos especiales fisiolégicos que posee (Allyevy cols., 2000).

De esta manera, la Dunaliella salina presenta altos contenidos de sal en el medio que
se cultiva, generande mecanismos para evitar su apoptosis durante la etapa de
crecimiento, donde 8e puede verificar cuantitativamente los valores obtenidas para
cada especies en el valor de cenizas (Tabla 5).
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Los bajos porcentajes presentado en D. salina (18,7%) y en D. tertiolecta (18,3%), se
deberia a que el almidén es degradado para formar glicerol en respuesta a un ambiente
salino. Al menos la D. salina hidroliza el almidén al encontrarse en un ambiente salino,
cuya concentracion es 2,0 M de NaCl (Ber-Amotz y Avron, 1973). Ademas, la ruptura

del almidon contribuye a la formacion de glicerol, que es concomitante con la salinidad
(Goyal 2007).

El costo energético para la sintesis del glicerol a partir de la glucosa es relativamente
bajo, por lo que en condiciones de estrés sera la principal fuente de obtencién para la
célula (Chiharu y Pick, 1991; Pick, 2002).

La sp. Dunaliella no presenta una pared celular rigida (Ben-Amotz y Avron, 1987), por
esto se debe suponer que el contenido de fibra cruda gue existente es bajo o
practicamente nulo. Por lo tanto, se asume que los carbohidratos totales corresponden
a glucosa y almidén producido por las células de las microalgas.
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RESUMEN

El presente estudio, tuvo como objetivo determinar la producciéon de compuestos
antioxidantes en cuatto cepas de microalgas, Dunaliella salina: Tang, Conc-007,
Yucatan y Utex crecidas en condiciones salinas. Las microalgas fueron cultivadas en
sistemas cerrados, ¢on una solucién nutritiva elaborada en base a agua mar (0,5 M
NaCl) a la que se le suministré6 ademas NaCl hasta llegar a una concentracion final de
2,0 M. Las cepas fueron cultivadas durante 20 a 30 dias hasta llegar a la fase
estacionaria de crecimiento.

De las cuatro cepas en estudio, la cepa Yucatan presenté la mayor productividad en
funcion de cél/mL, demostrando su capacidad para adaptarse a la actividad osmética
producida por las sales, caracteristica de esta microalga haléfita. No obstante, las
cuatro cepas en estudio (Tang, Conc 007, Yucatdn y Utex) alcanzaron la misma
biomasa expresada como g/L, lo que daria cuenta de la posible sintesis de osmolitos
y/o acumulacién de sales que realizarian estas mlcroalgas con el propésito de
contrarrestar el efecto osmoético de la salinidad.

La produccién de compuestos antioxidantes hidrofébicos tales como carotenoides y

clorofilas, fue mayor en la cepa Utex, mientras que la cepa Conc-007 fue la de mayor
produccion de compuestos antioxidantes hidrofilicos (acido ascoérbico y polifencles)

Palabras Claves: microalga, Dunalilla salina, compuestos antioxidantes
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el contenido de antit‘?oiidantesz presentes eff ‘Dunaliella salina.
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como ovoides, esféricas, piriforme, Yusiformes o elipsoides, son biflageladas,
fotosintéticas y se distinguen, morfolégicamente, por carecer de una pared rigida de
polisacaridos. La célula estd encerrada por esta delgada membrana plasmatica o
periplasto, que permite los cambios rapidos en la forma celular y volumen en respuesta
a los cambios osméticos (Gimmier; 1992). Se encuentra cubierta por una superficie de
mucus, la que se hincha o encoge rapidamente cuando se expone a condiciones
hipotonicas o hiperténicas respectivamente (Ben- Amotz y Avron, 1990; Ben-Amotz
1993). Para sobrevivir, estos organismos tienen una alta concentracion de B-caroteno
para proteger contra la luz intensa y alta concentracién de glicerol para proporcionar
proteccion contra la presién osmética; ademas acumula grandes cantidades de
carotenoides en condiciones de crecimiento adecuadas. La especie se encuentra en la
naturaleza tanto en aguas dulces como en hipersalinas (Suérez y cols., 2002).

Dunaliella salina y sus condiciones fisicoquimicas para su cultivo.

Efecto de la luz

Dunaliella, es un género de microalgas muy estudiado para su cultivo en masa. Una
especie de dicho género que particularmente destaca, es D. salina una alga
fotosintética que convierte el diéxido de carbono de Ia atmosfera en energia y material
celular debido a la clorofila de la célula (Borowitzka y Borowitzka, 1988). En mictoalgas
se ha demostrado que el incremento de la densidad celular estd en funciéh de la
intensidad luminosa hasta un nivel detefminado (Kaplan y cols., 1986; Richmond,
1986). Como la Dunaliella es un organismo fotoautdtrofo obligado, la luz es la Unica
fuente de energfa para su metabolismo (Borowitza y Borowitza, 1989). La mayotia de
los organismos fotosintéticos ajustan su contenido pigmentario como respuesta a los
cambios de irradiacién, con el propésito de optimizar la utilizacién de la Iuz para la
fotosintesis, fenémeno que ha sido denominado fotoaclimatacion (Sukenik y cols.,
1990). Sin embargo, 8e sugiere que los fendmenos pueden ser a nivel morfolégico

(volumen celular) o fisiolégico (fotosintesis y velocidad de crecimiento) (Algarra y
Rudiger, 1993). |

La fotoaclimatacion ademas de ser importante desde el punto de vista fisiolégico y
ecolégico, es fundamental para el crecimiento y supetvivencia de las algas (Levy y
Gantt, 1988), y debe tenerse en cuenta para el desarrollo de cultivos masivos. La
intensidad de la luz, tiene también un efecto marcado sobre la composicion bioquimica
de las microalgas. La Dunaliella salina, multiplica su potencial como respuesta a la
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(Australia), disminuyen la tasa de crecimiento de Dunaliella salina, afectando
negativamente el rendimiento celular. Por otra parte, temperaturas cercanas a los 40°C
y superiores promueven la produccién de carotenoides, pero al mismo tiempo
disminuyen la tasa de crecimiento (Borowitzka y Borowitzka, 1989). Ademas,
temperaturas sobre los 40°C causan una fuga dramética de glicerol al medio
(Wegmann y cols., 1980), el que puede servir como fuente de carbén organico para
bacterias y hongos que se vuelven dominantes (Ben-Amotz, 1995). Al contrario, en
biorreactores cerrados es posible mitigar algunos de los efectos causados por la
temperatura, controlando este parametro de crecimiento por medio de termostatos.

Efecto del pH

Dunaliella tolera los pH de entre 5.5-10, siendo 7 el éptimo (Lépez-Elias y cols., 2004),
sin embargo el pH 6ptimo para la produccion de B-caroteno por Dunaliella salina es
pH=9 y presenta una amplia tolerancia a la temperatura, slendo la 6ptima entre 20 y
40° C (Séanchez-Varo, 2000). Esta especie se considera como un alimento adecuado
para moluscos, algunos peces de agua dulce y crustaceos.

En cultivos de algas autétrofas el pH se eleva, porque la fjacién fotosintética del CO;
junto con la captacién de NOj™ contribuye a una mayor liberacién de OH" (Ben-Amotz y
Avron, 1989a). Sin embargo a pH altos se puede produéir Ia precipitacion de sales de
calcio y la floculacién de biomasa, especialmente cuando las concentraciones de Ca2*
son altas, condicién gue se encuentra usualmente en muchas fuentes naturales de
agua (Ben-Amotz y Avron, 1989a). Esto puede promover también la disminucién de la
tasa de crecimiento y, por lo tanto, es netesario evitar el aracimiento sobre pH 8 en los
cultivos (Ben-Amotz y Avron, 1989a). En estanques abiettos, el pH es mantenido
regularmente entre 7,5 + 0,2 mediante un doble control de €03 y HCI, donde el primero
es suministrado sisteraticamente hacia el cultvo y el segundo se adiciona
ocasionalmente pot un control superior (Ben-Amotz, 1685). En algunos estangues
exteriores y fotobiorreactores donde la mayor fuente inerganica de carbén es el ién
bicarbonato, el pH 86lo es controlado por la adicién de HGI.

Efecto de la salinidad

Por otro lado, la concentracion de sales inorganicas disueltas afecta el crecimiento de
las microalgas en funeién de la actividad osmotica, que a su vez varfa segln la
especie. Existen microalgas que sélo toleran concentraciones milimolares, mientras
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El estrés bidtico es aquel causado por patdgenos como bacterias, hongos v virus. A
diferencia del estrés abidtico causado por radiaciones, hiperoxia, anoxia, deficiencia
mineral, frio, calor, sequia, NaCl, choque osmético y por especies reactivas de oxigeno
(EROs). El estrés abidtico es la principal causa de dafio a cultivos junto con el
problema de la salinidad, que es el mas severo (Mahaja y Tuteja, 2005).

Aunque para la habilidad de Dunaliella salina, y otros taxa halofilicos del género,
adaptarse a altas salinidades, que van desde un poco supetriores a la del agua de mar
hasta niveles de saturacion (Gibor 1956, Brown & Borowitzka 1979, Loeblich 1982,
Roubicek y cols., 1986) ha permitido su mantencién en medios de cultivo con alto
contenido de sal, llbres de especies potencialmente competitivas y de otros
contaminantes biol6gicos.

Pro-oxidantes y Antioxidantes en microalgas.

Muchos autores han comprobado que los extractos de algas marinas presentan
actividad antioxidante explicada por varios mecanismos de accién; entre estos se
encuentran la capacidad atrapadora de radicales libres, la quelacién de metales pro-
oxidantes, los mecanigmos de donacién y aceptacién de electrones y la capacidad de
interrupcion de la peroxidacion lipidica (Dutra F y cols., 2007; Jimenez-Escrig y cols.,
2001; Chen H y cols., 2006). Adicionalmente se ha comprobado que extractos de
vegetales, con compuestos quimicos también presentes en las algas, son capaces de
inducir enzimas relacionadas con la inactivacién de EROs (Yeh CT y Yeh GC,, 2005;
Yeh CTy Yen GC., 2006)

Las especies reactivas de oxigeno (EROS) son pro-oxidantes que se compone de
moléculas como los radicales anion supetéxido (*O%), petdxido de hidrégeno (H;0.), y
radicales hidroxilo (‘OH) son subproductos que surgen 6omop resultado de reacciones
metabolicas normales y como respuesta al estrés. De esta manera, las EROs
funcionan como mediadores primarios del dafio oxidativo (Thompson y cols., 1987; Del
Rio y cols., 1998; Halliwell y Gutteridge, 1999). La producsién y remocién de las EROs
debe ser estrictamente controlada, realizando su eliminacion principalmernte por
mecanismos enziméaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes no enzimaticos incluyen
los principales amortiguadores celulares redox ascorbato y glutation (GSH), asi como
acido ascorbico, toeoferol, flavonoides, alcaloides, clorofilas y carotenoides. Los
mecanismos enziméticos en plantas incluyen enzimas secuestradoras de EROs como
las enzimas superéxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), glutation
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La sintesis de clorofilas depende de la concentracién de carbono y la intensidad de la
luz de forma lineal (Maloney y cols., 1989), ademas de la concentracion y fuente de
nitrégeno (Piorreck y cols., 1984).

La clorofila, reconocida como principio colorante vegetal (Cook y Martin, 1953), no solo
es inocua, sino que es Util desde el punto de vista industtial en el campo alimentario,
farmacéutico y cosmético.

En el campo de aplicaciones de las microalgas, se tonoce la existencia de un
preparado férrico en alcohol absoluto, elaborado a partir de clorofila obtenida de
Spirulina sp., patentado como un poderoso desodorante (Yamaguchi, 1981).

Carotenoides (carotenos y xantdfilas)

Los carotenoides son pigmentos isoprenoides poliénicos muy hidrofébicos, detivados
del licopeno. En contraste con las plantas superiores, Humerosas especies de algas,
exceptuando la mayotia de las cloroficeas, acumulan en el cloroplasto una gran
variedad de carotenoides, caracteristicos e inusuales (Goodwin y Britton, 1988).

Las xantofilas, por su parte, son también muy diversas y 8us caracteristicas dependen
de la naturaleza del caroteno que les de origen (epoxi, ceto o hidroxi), ya que no son
mas que derivados oxigenados de estos pigmentos (Benemann y Weissman, 1984),

Las Chlorophyta genetalmente contienen los mismos carotenoides mayoritarios que las
plantas superiores: u-caroteno, B-caroteno, luteina, neoxantina y los componentes del
ciclo de las xantofilag: violaxantina, zeaxantina y anteraxantina (Rowan, 1989); sin
embargo, algunas especies acumulan xantofilas inusuales como la loroxantina o
pyrenoxantina (Chlorella pyrenoidosa), fritschiellaxantina (Fritschiella tuberosa) y
sifonaxantina (Goodwin y Britton, 1988). No obstante, de todos los carotenoides
mencionados es el B-caroteno, especificamente el isémero 9-cis, el de mayor
importancia en la industtia médico- farmacéutica y cosmética.

El posible papel del B-caroteno en la prevencién de la carcinogénesis ha sido
ampliamente estudiado. Aunque su mecanismo de accién especifico es desconocido se
sabe que, de forma experimental, inhibe el cancer oral (Schwartz y cols., 1988).
Asimismo, actua de forma positiva sobre la reproduceién y el desarrollo corporal
(Nagasawa y cols., 1989), es importante para la visién (Mathews y Van Holde, 1990),
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El acido ascérbico es el antioxidante mas eficaz para evitar la peroxidacion lipidica en
cualquier tipo de membrana celular, pero éste es muy sensible a la presencia de hierro
disuelto al cual puede degradarlo (Kurata y Sakuri., 1867). Uno de los factores
fisicoquimicos se incluyen en el proceso de oxidacién de 4cido ascorbico son influidos
por la temperatura, la concentracién de sales y azucares. El pH es muy importante en
este caso. También la presencia de oxigeno, catalizadores metalicos, aminoacidos,
oxidantes y los reductores inorganicos influyen en su degradacion (Huelin, 1971). Con
los desplazamientos de equilibrio entre acido L-ascérbico y écido L-dehidroascérbico es
importante mencionar que el primer es susceptible a formar complejos con metales de
transicion (Kurata y Sakurai., 1967) y el segundo a degradacion enzimatica (Weinberg.,
1997).

Polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias, con
diferentes estructuras y propiedades quimicas. En plantas vasculares se han
identificado més de 8.000 compuestos fenélicos y polifenélicos. Su interés radica, en la
actualidad, en la capacidad para actuar como antioxidantes y también, en el hecho de
que, varios estudios epidemiolégicos han demostrado que su consumo reduce el tiesgo
de sufrir enfermedades coronarias y cancer (Hertog y ¢ols., 1993). Estructuralmente,
los polifenoles o compuestos fendlicos son un conjunto heterogéneo de moléculas que
poseen uno o varios grupos bencénicos sustituidos por uno o mas grupos hidroxilo
(Souquet y cols., 1996), siendo los flavonoides el grupo mejor definido entre los
polifencles de la dieta humana. Estos compuestos, en funsién de su estructura quimica,
pueden clasificarse en dos grandes grupos: flavonoides y no-flavonoides, segln sean o
no derivados del fluoroglucinol (esqueleto de dos anillos bencénicos unidos por una
cadena de tres atomos de carbono ciclada en un heterocislo oxigenado; Ce-C3-Cq)

Ademas la presencia de grupos donadores de electrories en las posiciones orto (0) o
para (p) del fenol, aumentan su actividad antioxidante. Sin embargo, la actividad
antioxidante depende de muchos factores, siendo el mas importante la estabilidad o
reactividad del radical antioxidante formado después de la eliminacién del hidrégeno
(Madhavi y cols., 1996). Como antioxidantes, los polifencles puede proteger las células
contra el dafio oxidativo y por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades
degenerativas asociadas al estrés oxidativo causado pot log radicales libres (EROs)
(F.S Martinez y cols., 2002; A. Scalbert y cols., 2005)



CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Tabla 1: Nombre de reactivos, marca y grado de pureza.

REACTIVOS MARCA GRADO DE PUREZA
Bicarbonato de amonio Merck 99%-101%

Fosfato Monopotéasico Merck

Sodio fosfato bibasico Merck

Acido metafosférico Mallinckrodt Bakert | 34,0%-36.0%
Ditiotreitol (DTT) Sigma-Aldrich 2099% (titration) 2 98%.
N-etilmaleimida Sigma-Aldrich 88% HPLC.

Acido trifluoroacético Sigma-Aldrich 99 %

Acido Ortofosfériso Metrck 89,0%

2,2 bipiridina Merck

Etanol Merck 09,9%

Tricloruro de Hierro Scharlau Chemie | Min. 99%

Acetona Merck 89,8%

Metanol Merck 89,8%
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) | Sigma-Aldrich 208%

Alcohol Metilico Merck 88%.

Folin Ciocalteu (FRC) Merck

Carbonato de Sodio Merck 89% -102%

Soluciones

. Acido Metafosférico 5% piv
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Se masa 2,5 g de Acido Metafosfético y se le adisions 50 mL de agua destilada.

IIl. Acido Ortofosférico 44% piv

Se toma 2,2 mL de Acido Ortofosférico concentrado y se disuelve con 5 mL de

agua destilada.

lll. Acido Trifluoroacético 10% plv



Equipos y materiales de laboratorio
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Tabla 2: Lista de materiales e instrumentos, cantidad, descripcion y marca.

Cantidad

Material e Instrumento

Descripcién/Marca

1

Balanza analitica

Denver InstrumentCompany AA-200

1

Bureta de 25 mL

Brand AS KPG

1 Centrifuga

1 Centrifuga eba 20 (8 plazas x 15 ml) Hettich Zentrifugen
6 Cubetas de vidrio y plastico de 1¢m de

paso dptico

1 Espectrofotdmetro de absorcién molecular | Genesis 6.

1 Estufa Kottermann 2718
1 Espatula metalica

10 Matraz Erlenmeyer 250 y 2000 mL

1 Mortero con pistén

1 Termorregulador

1 Pipeta de aforo de 25 mL

1 Pipeta de embolo de 100-1000 uL Brand

1 Pipeta de embolo de 20-100 uL Brand

1 Pipeta graduada de 10y 5 mL Brand

1 Pisceta

1 Probeta de 1000 mL Le max
30 Tubos de polipropileno de 50 mL y 15mL Pyrex

7 Vasos precipitados de 50 y 250mL Pyrex

5 Vasos pregipitados de 1000 mL Pyrex

5 Vidrio de reloj

1 Vortex HeidolphReax Top.
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suministraron los macronutrientes, micronutrientes y vitaminas (Tabla 3). Finalmente se
esterilizaron los bidones en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Tabla 3: Composicién de la solucién nutritiva de Guillard (1975) modificada.

Macronutrientes Micronutrientes Vitaminas
Compuesto M (mol/L) Compuesto M (mol/L) | Compuesto M (mol/L)
KNQO; 8,82x10™* FeCl;'6H,0 1,17 x10 | Tiamina (Vit B;) | 2,96 x10°

NaH,PO, H,O0 | 3,62x107 Na,EDTA: H,0 | 1,17 x10° | Biotina (Vit H) | 2,05 x10°
Na,SiO3 9H,0 | 1,06 x107 CuSO,5H,0 | 3,93 x10% | Vitamina B, 3,60 x107°
Na;Mo0,2H,0 | 2,60 x107
ZnSO47H,0 | 7,65x10°
CaCl;-6H,0 4,20 x10°
MnCl,-4H,0 9,10 x107

La solucion nutritiva empleada para las distintas cepas de Dunaliella salina en estudio
contenia ademas una concentracién final de 2,0 M de NaCl. Se emplearon éstas
concentraciones salinas para generar en cada caso una condicién de estrés y asi
inducir una mayor cantidad de compuestos quimicos encargados de regular la
presencia excesiva de sales (por ejemplo: antioxidantes).

Parametros de crecimiento

Recuento de células en cémara de Neubaeur (Biomasa)

Este método consiste en colocar 10 L de cultivo en un portaobjeto especial llamado
camara de Neubauer o hematocitémetro.

La excavacion completa tiene 25 cuadrados cada uno dividido en 16 cuadrados mas
pequefios. Para caloular el nimero de células por mililitro de muestra, se debe hacer la
siguiente operacion;

Ec.1 [ N°c€lulas /mL = X cé[*10000 |

- X cél: Promedio de células presentes en vatios cuadrados grandes.
- 10000: al multiplicar el promedio por 10000, se obtiene el h°® de células en un

cm?®).
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fotooxidacion de los pigmentos fueron agitadas durante 1 minuto y luego se procedis a
centrifuga los tubos por 2 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante resultante, se emples
para la cuantificacién de los pigmentos por espectrofotometria de absorcion molecular
(Spectronic, modelo Genesys 6). Las longitudes de ondasg utilizadas en este analisis
fueron 750, 662, 645, y 470 nm, efectuando correcciones (Lacuesta y cols., 1992)
cuando las medidas de absorbancia a 750 nm fueron mayores a 0,005 unidades se
utilizé la siguiente férmula:

C =F (Abs. 750 - 0,002)
donde:
F =1, para la absorbancia a 662 nm y 645 nm
F =2, para la absorbancia a 470 nm

La concentracion de clorofilas, carotenos y xantdfilas fueron calculadas mediante las
siguientes férmulas:

Clorofila A (ug/mL) =(11,24 X Agg, — 2,04 X Agys)

Clorofila B (ug/mL) =(20,13 X Ags — 4,19 X A,,,)

1000 X Ay70-1.90 Chi 2-63,14 Chl b
214

Carotenoides (carotenos + xantéfilas ) (Hg/mL) =

Contenido de polifenoles

Se determiné el contenido de compuestos fendlicos totales siguiendo el método de
Folin-Ciocalteau Dora Marina Gutierrez y Christopher Albetto Ortiz Garcia (2008) a
partir de mediciones espectrofotométricas UV- VIS. Se extrajeron 0,5 mL del extracto
metandlico proveniefite del ensayo del radical libre DEEH medio que permite la
liberacion de los cormpuestos fendlicos de la muestra. Disha alicuota fue depositada en
un tubo recubierto eh aluminio y se adicionaron 25 mL de Hy0 destilada, se agita para
homogenizar. A continuacién se tomaron 0,5 mL de la dilugidn y se afladieron 0,75 mL
del reactivo Folin-Clocalteu, se homogeniz6 y dejé reposar por 5 minutos.
Posteriormente se adicionaron 0,75 mL de Na,CO; al 20% p/v para poder genetar la
transferencia de electrones a pH basico y se dejé reposar por 90 min. Luego se medié
la absorbancia 760 nm en un espectrofotométrico de ultravioleta-visible. Los valores
obtenidos se expresaron en mg/g p.F de la planta, se relacionaron con la curva de
calibraciéon del matetial de referencia de acido galico, de ahi que se utilice el término

“Unidades de acido galico equivalentes por gramo de extracto o material vegetal
desecada”.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Produccion de biomasa de las 4 cepas de Dunaliella salina

La produccién de biomasa obtenida en las 4 cepas de Dunaliella salina en estrés salino
se registro en la Tabla 4. Dichas mediciones de biomasa (64/mL) y materia seca (g/L)
fueron realizadas en la fase estacionaria de su crecimiento.

A pesar de que se trata de la misma especie de alga, se observa que la biomasa
(cél/mL) es diferente para cada una de las cepas, lo cual podria ser debido a la
capacidad que tiene cada una de ellas para adaptarse, en esta zona, a un estrés
abidtico (las condiciones salinas empleadas en este estudio).

Tabla 4: Cantidad de biomasa obtenida por las 4 cepas de la D. salina.

Dunaliella salina Biomasa Materia Seca
(cél/mL) x 10 ® (a/L)

Cepa Tang 398+022° 0,19+0,04°

Cepa Conc 007 3,03+0,08 ° 0,21 +0,01°

Cepa Yucatén 5,33 +0,57 2 0,15+0,02°

Cepa Utex 4,68 + 0,50 *° 0,21 +0,032

Los resultados son expresados como el promedio del anélisis correspondients a 5
repeticiones t el etrot estandar de la medicidn.

Las letras distintas sefialan diferencias significativas entre las cepas, de acuerdo a
Fisher (LSD) con un nivel de significancia P s 0,085.

Para las microalgas, un ambiente salino rompe la estabilidad de cada célula viva y por
tanto el equilibrio se vuelve un foco necesario para evitar la muette celular.

En el caso de estas cepas, la mayor biomasa expresada 66mo cél/mL (Tabla 4) resulté
ser de la cepa Yucatan. La diferencia de biomasa registrata en funcién del ntimero de
células podria debetse a que esta microalga, Dunaliella salina, sintetizarfa osmolitos
(ejemplo: carotenoides, glicerol, etc.) para contrarrestar el efecto osmético de la
salinidad, debido a lo cual aumenta el requerimiento energético para generat estas
moleculas en desmedro del crecimiento y replicacién celulat.
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evitar la oxidacion de los fotosistemas. (Maclntyre y cols., 2002). Esto Gltimo explicado
corresponde a los resultados de Ben- Amotz y Avron, 1988; Bar y cols., 1995; El- Baz
y cols., 2002 en la cual la D. salina contiene hasta un 10% pB-caroteno en peso seco
cuando se. cultivan bajo condiciones de estrés, incluyendo: alta concentraciones de
sales, alta intensidad luminica y limitacién de nitrégeno.

Hay que tener presente que en los cultivos de microalgas, el efecto de la luz y la
temperatura o la interaccion de ambos juegan un papel fundamental sobre la capacidad
fotosintetica, los parémetros de crecimiento y la densidad celular, debido a que las
reacciones que en cada una de ellas ocurten estan reguladas por enzimas (Richmond,
1986). En especial la intensidad luminosa es importéinte porque influye sobre el
esquema de sintesis macromolecular (Mortain-Bertrand y cols., 1987) y por ende en el
metabolismo celular del cual depende la tasa de fijacién de carbono.

La importancia que tiene tal acumulacién de clorofila en estas condiciones, vinculan la
descripcion de sustancia anti-oxidante caracteristica de Ias clorofilas. La clorofila es
uno de los mejores neutralizadores de los efectos negativos de los radicales libres en el
organismo. Previene de la degeneracion celular y orgénica, siendo utilizada como
terapia anti-envejecimiento (Kumar SS y cols., 2001).

Por otro lado, los resultados también soncuerdan con la pigmentacion de las cepas en
estudio. El color verde reflejado nos indica la caracteristica innata de la clorofila (a) en
absorber los demas colores del espectro electromagnético y por lo tanto, podemos
decir que, el espectro de accién de la fotosintesis se conviette en la eficiencia relativa
en la generacion de uha respuesta biolégica en funcion de la longitud de onda, de los
diferentes colores, ¢ormo por ejemplo la liberacién de oxigeno. Cabe destacar que la
clorofila (b), es menos abundante que la clorofila (a) en los resultados, lo cual reafirma
la_definicion de clorofilas al inicio de este estudio, que es un pigmento atéesorio
presente en las microalgas y por lo tanto sumple con las mismas caracteristicas que los
carotenos: en absorber fotones de luz a longitudes de onda diferente, permitiendo Ia
transferencia de energla hacia la clorofila (a), para transformarla en energia quimica.
Ademas recordar que estamos en presefcia de estrés salino y por lo tanto, que la
cantidad de clorofila (b) sea menor que la carotencides totales, responderia a la
actividad que presenta la Dunaliella salina en acumular grandes cantidades de B-
caroteno en respuesta al estrés osmoético (Cowan y cols., 1892; Pick 1998)
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Cabe mencionar que el acido ascérbico es un compuesto hidrosoluble, el cual tiene
como principal funcién actuar como un antioxidante frente al estrés oxidativo provocado
por las especies reactivas de oxigeno (EROs). Algunos estudios (Gossett y cols., 1994;
Hernandez y cols., 1995; Burdon y cols., 1996; Shalata y Neumann, 2001; Aktas y
cols., 2003) indican que las EROs estan involucradas en dafios a tejidos de plantas
inducidos por salinidad. De esta manera, las EROs funcionan como mediadores
primarios del dafio oxidativo en la senescencia de las plantas (Thompson y cols., 1987:
Del Rio y cols., 1998; Halliwell y Gutteridge, 1999). En las plantas, la produccién y
remocion de las EROs debe ser estrictamente controlada, realizando su eliminacién
principalmente por mecanismos enziméticos y no enzimaticos.

En este caso, la produccion del antioxidante hidrofilico, revelaria que el alto contenido
de acido ascorbico en la cepa Conc 007 respecto de las otras cepas podria proteger a
esta microalga de especies reactivas de oxigeno en respuesta a estrés salino.

Ademas, como antecedente, entre las procariotas, sélo las algas verdes y azules se
han notificado por tenet una pequefa cantidad de 4cido ascérbico, en condiciones no
salinas. Tal definicién podria sustentar también que las condiciones de salinidad
empleadas en este estudio pudo ser factor de aumento del écido ascorbico (en cepas
Conc-007 y Tang). Pot el contrario, la baja cantidad de este antioxidante en las cepas
Utex y Yucatdn podrian indicar la susceptibilidad &l dafio celular que pudiese
ocasionarse por los radicales libres o bien la baja defensa no enzimética de la
microalga en previo estrés salino.

Tabla 6: Contenido de compuestos antioxidantes hidrofilicos
en cuatro cepas de D.salina.

Dunaliella ASA compuestos
salina (mg Ig PF) Polifenoles
(mg /g PS)

Cepa Tang 2446£3.44 ° | 1994022 °©
Cepa Conc 007 | 48.22 + 9,54 @ 468 +£021 °
Cepa Yucatén 121+028 ©| 3.44+055°
Cepa Utex 207055 °| 4704045 ®

Los resultados son expresados como el promedio del anélisis correspondients a 5
repeticiones + el error estéandar de la medicion.

Las letras distintas sefialan diferencias significativas entre las cepas, de acuerdo a
Fisher (LSD) con un nivel de significancia P < 0,085,
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CONCLUSIONES

Biomasa:

De las cuatro cepas en estudio, la cepa Yucatan presenté la mayor productividad
en funcion de cél/mL, demostrando su capacidad para adaptarse a la actividad
osmoética producida, por el estrés ionico, caractetistica de esta microalga
haldfita. No obstante, las cuatro cepas en estudio (Tang, Conc 007, Yucatan y
Utex) alcanzaroh similar biomasa expresada como g/L., lo que daria cuenta de la
posible sintesis de osmolitos y/o acumulacion de sales que realizarian estas
microalgas con el prop6sito de contrarrestar el efecto osmético de la salinidad.

Compuestos antioxidantes hidrofébicos:

La cepa Utex fue la que presentd una mayor cantidad de compuestos
antioxidantes hidrofébicos (carotenoides y clorofilas),

Compuestos antioxidantes hidrofilicos:

La cepa Cone-007 fue la de mayor produccion de cido ascérbico, contenito que
fue significativamente superior a lo producido por lag otras cepas de D. salina,
mientras que el mayor de contenido de polifenoles lo presentaron las cepas
Conc-007 y Utex.
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En la actualidad las microalgas son empleaﬂas en la industria de la acuicultura como
fuente de nutricién para moluscos, crustéc}aos y larvas de peces. Asi mismo se han
utiizado para la produccion comermal dﬂ adatwos alimenticios, farmacéuticos y
cosmeticos, que se ¢ncuentran actualmente ﬁrl .i?"'éstlgaclén y su uso depende en gran
parte, del avance en los estudios a nivet ﬂslbldglco bioguimico y molecular del cultivo
de estos microorganismos (Borowitzka; 1955; ].dpez-EHas y cols., 2004; Raja y cols.,

2007). &

Las microalgas son microorgamsmdﬁ fo\dilﬁtétlcos oxigénicos con variadas formas y
tamafios, capaces de sobrevivir efi’ diful'el‘ifes habitats (Rodriguez y Guerrero, 1992).
Estan presentes en el medio acuﬁ{icﬁ .con una gran diversidad de especies,
constituyendo el principal alirﬁanto br‘hhano de la cadena trofica. Son organismos
productores gue sintetizan nue@ﬁ Matsﬁa organica a partir de sustratos inorganicos, lo
cual les permite obtener altés iahqgﬁwlentos de biomasa con elevado valor nutritivo

idny

(Margaleff, 1977). ing
Las microalgas son fuenf% ﬁ%"”?ﬁacronutrientes (proteinas, carbohidratos y lipidos),
micronutrientes (wtaminas y I'nmerales) y sustancias especificas como 4cidos grasos y
pigmentos como carotenbldes Es por ello que a partir de algunas especies se han
obtenido productos quim[_cos con gran valor comercial. No obstante, atin existe ut gran
nimero de especies gue no han sido estudiadas en cuanto a su capacidad para
producxr compuestos quimicos (Radmer, 1996). Las microalgas son organigmos
h’TIOI’OSCOpICOS que poseen una maquinaria fotosintética capaz de convertir la energia
solar en biomasa con una eficiencia de 2 a 5 veces mayot gue las plantas supetiores
(Thomas y cols., 1984). Estos microorganismos presentan tasas altas de produceién y
adaptabilidad a distintas condiciones ambientales y se encuentran presentes en
cualquier medio asuético donde exista una fuente de carbono, nutrientes y luz

suficiente, junto con los margenes apropiados de temperatura (Shelef y Soeder, 1980).

Existen también otros factores abidticos que condicionan su ¢recimiento como luz, aire,
nutrientes, etc. (Ben-Amotz y Avron, 1983: Ben-Amotz y Shaish, 1992).Las microalgas
por su capacidad fotosintética pueden alcanzar grandes rendimientos solamente con



La Dunaliella salina, es uno de los géneros mas estudiados en cultivos a nivel masivo,
dado su capacidad de acumular B-caroteno y glicerol (Ben-Amotz, 1980; Borowitzka y
Borowitzka, 1988).Carece de pared celular rigida lo que facilita su digestién. Es una
fuente de proteina unicelular, vitaminas y se utiliza como complemento para alimentos
de peces (Fabregas y Herrero, 1985; 1986). La composicion celular aproximada de
este género es de 50% de proteinas, 20% de carbohidratos y 8% de lipidos
(Spectorova y cols., 1'982). Bajo ciertas condiciones de ¢ultivo puede llegar a acumular
hasta el 80% de carotenos respecto a su peso seco (Befi-Amotz y cols., 1982), esto se
favorece en condiciones de alta salinidad, temperatura e ifitensidad luminosa.

D. salina es un alga fotosintética que convierte el dioxido de carbono de la atmésfera
en energia y material celular debido a la clorofila de la célula, pigmento que esta
enmascarado por la coloracion anaranjada del b-caroteno presente (Borowitzka y
Borowitzka, 1988). En los cultivos de mictoalgas, el efecto de la luz y la temperatura o
la interaccion de ambos juegan un papel fundamental sobre la capacidad fotosintética,
los parametros de crecimiento y la densidad celular, debido a que las reacciones que
en cada una de ellas ocurren estan reguladas por enzimas (Richmond, 1 086).
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Calidad nutricional de la biomasa microalgal

Duna//e//a es uno de los géneros mas estudiados en cultivos, a nivel masivo, dado su
ca‘pamdad de acumular B-caroteno y glicerol (Ben-Amotz, 1980; Borowitzka y

Borowﬂzka i1988) Esta microalga, carece de pared celular rigida lo que facilita su

digestion. Es ui‘fa fuente de protaina unicelular, vitaminas y se utiliza como

complemento péfﬁ lientos de peces (Fabregas y Herrero, 1985: 1986).
La cantidad de pro'iﬁ]nai Hh lOdas las mlcroa!cﬁas Bs alta, mientras que la canti'l"':'"
azlcar es variable (Saluian 2010) La corhposicisn celular aproximada de este'r ;f"lero

es de 50% de protelﬁgs. ﬁﬁ% de Bafbohidratos y 8%. de lipidos (Spectorova ? bbls.,
1982).
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Bajo ciertas condiciones de“ﬁulllvb pUedé acwnular hasta ¢l 80% de carotenos tespecto

a Su peso seco (Ben-Amotz‘? cﬁlé., 1932), bsto se favorece en condiciones de alta
salinidad, temperatura e mtensndﬁd liftihosa,

".!'c-, 1

%
Las distintas clases de microalgas poié@i’l tﬂfarthclas apreciables en su.contenido dé
protemas carbohidratos y lipidos. En tﬂllivﬁs ho aireados, se ha reportado a la
proteina como mayor componente orgénlcﬁ (9 34% peso total seco), seguido por
lipidos (7-23%) y carbohidratos (5- 23%) .__,_"u ﬁav ﬁna clagificacion especifica para
diferenciar microalgas productoras de profelhas tfa productoras de lpidos, pero
Chlorophytes (ejemplo: Dunaliella tertiolecta) ymsfﬁoﬁhytes, presentan um mayor
contenido de carbohidratos que otras especies (Salazar; 5612) P

¥,

1-,,

La microalga D. salina es la mejor fuente comercial de B—carotehéS ﬁatUi‘f:;iI; dlrededor
del 10% del peso seto ademas de glicerol (20-40 %).Adicionalmente, difefehte‘s
especies de Dunalilla pueden acumular cantidades significantes de quimncos TBMo
carotenoides, glicerol, lipidos, vitaminas, minerales y proteinas. También posee ut alto
potencial para los procesos biotecnol6gicos como la expresion de proteinas foraneas y
en el tratamiento de residuos.

Biosintesis de lipidos en microalgas

Los efectos en los cultivos microalgales dependientes de la luz son de gran relevancia, ya

que estan relacionados directamente con el proceso de fotosintesis (Harwood y
Guschina., 20086).



Mejoramiento de la produccion de lipidos en microalgas

La produccién de lipidos depende de la especie de microalga y de parametros
ambientales tales como la intensidad y el tipo de luz, la composicién del medio de
cultivo, temperatura, pH y-la asociacién con otros microorganismos (Beer y cols.,
2009). Los cuitivos de microalgas presentan la ventaja de que el contenido lipidico
puede ser controlado en funcién ‘de las condiciones de cultivo, principaimente
mediante la limitacién de nutrientes (Chisti, 2007). Numetosos estudios reportan que
las algas verdes triplican su contenido lipidico durante los primeros 4 a 9 dias de
ausencia de nitrégeno en el medio, ésta condicién también modifica el perfil lipidico,
ya que se han documentado situaciones en las ¢uales esta insuficiencia incrementa la
proporcion de triglicéridos y reduce los lipidos polares (Hu y cols., 2008).

El alto contenido de lipidos estad asociado a la sintesis de triacilgliceroles (TAG),
lipidos con alto porcentaje de 4cidos grasos y ausencia de fosfato, que son ideales
para la produccion de biodiesel por su baja sensibilidad a la oxidacién (Pruvost y cols.,
2009). Hasta el momento la estrategia de limitacion de macronutrientes ha sido el
método mas empleado para direccionar el flujo metabdlico de lipidos (Courchesne y
cols., 2009). ”

Se han reportado estudios donde la deficiencia de nuttientes como Rierro y fésforo
induce la produccién de lipidos y cesa el crecimiento celular; sin embargd la limitacion
de nitrégeno es el factor nutricional mas documentado debido a que no solo promueve

la_produccion de lipidos en microalgas, sino también su acumulacion en cuerpos de
aceites (Li y cols., 2008). :

Se han estudiado diferentes especies de microalgas ¢on elevado contenido lipidico,
principalmente con la capacidad de acumular TGA en su estructura celular. Entre las
especies de mayor Interés se encuentra Neochlorisoleo abundans, cuyo porcentaje
lipidico alcanza hasta el 65% de peso seco y tiene la capasidad de acumular TGA en
condiciones de limitacion de nitrégeno, los grupos de ihvestigacion de Pruvosty cols.,
(2009) y Liy cols., (2008) observaron que la fuente de nitrégeno mas favorable para el
crecimiento celular y produccion de lipidos en N. oleoabundans es nitrato de sodio,
mostrando mejores reéndimientos que urea y bicarbonato de amonio; también observaron
un aumento en la conoentracion lipidica conforme disminufa la concentracién de nitrato
de sodio en el intervalo de concentracion 3-20 mM. Sin ernbargo, una gran desventaja de
la estrategia de flujo metabélico inducido es que la limitacién de nutrientes o el estrés
fisiologico requerido para la acumulacién de lipidos- en la célula esta asociado con

la reduccién del proceso de division celular y la baja velocidad de crecimiento
(Ratledge, 2002).



Las microalgas contienen &cidos grasos en los componentes de sus membranas y en
sus fuentes de reserva. La mayor parte de los‘acidos grasos acumulados por diferentes
cepas de microalgas son especies poliinsaturadas (Cardona Alzate- 2009). La
produccion de acidos grasos poliinsaturados a partir de microalgas presenta grandes
ventajas alimenticias frente a otras fuentes: hace posible alcanzar niveles de
produccion elevados en condiciones altamente controladas y con un bajo riesgo de
contaminacion; es una actividad de una baja demanda de energia que no requiere
suelo fértil ni agua de calidad, no compite, por tanto, con otras actividades agrarias. Los
acidos grasos poliingaturados son esenciales en la nutticién, pues estos no son
sintetizados por las células animales. Los &cidos grasos mas importantes en nutricion
son los &cidos o-linolénico, acido graso omega-3 (w-3) y linoleico (w-6), y sus
derivados, los acidos araquidénico (AA), eicosapentanoico (EPA) y docohexadecanoico
(DHA). (Cardona Alzate- 2009).

Acidos grasos

Los acidos grasos son écidos organicos monoenoicos, que 8e encuentran presentes en
las grasas, raramente libres, y casi siempre esterificando al glicerol y ‘eventualmente a
otros alcoholes. Son generalmente de cadena lineal y tienen un nL'Jmero"'par de atomos
de carbono. La razén de esto es que en el metabolismo de los eucariotas, las cadenas
de acido graso se gintetizan y se degradan mediante la adicién o eliminacién de
unidades de acetatv. Los acidos grasos como tales #cidos grasos libres son
generaimente producto de la accién lipolitica. Sin embargo, son constituyentes
fundamentales de la gran mayoria de los lipidos.

Los acidos grasos son componentes importantes de varios tipos de lipidos: las grasas
que explicamos antes y las ceras, por ejemplo. Los 4cidos grasos son fundamentales
para la vida y muchos de ellos son esenclales, es decir, nuestra bloquimica no puede
generarlos y es necesatio obtenerlos de la dieta. Por gjemplo, el 4cido linoleico y el
acido linolénico.

Los acidos grasos se dividen en acidos grasos saturados y &cidos grasos insaturados.

Los acidos grasos saturados o monoinsaturados, suelsn dar lugar a grasas sélidas
y ellos mismos suelen. ser sélidos de bajo punto de fusién y aspecto céreo. Ejemplo el
acido estearico, acide palmitico o el acido miristico. Estas grasas saturadas deben
consumirse en la menor cantidad posible, porque nuestro higado las convierte en



utilizarse para producir otros acidos grasos (como el acido araquidonico que se obtiene
del &cido linoleico). Sin embargo, como la conversién en ciertos acidos grasos es
limitada, se recomienda incluir fuentes de &cido eicosapentanoico (EPA) y acido
docosahexanoico (DHA).

Clasificacién general de los lipidos
Lipidos Saponificables

Los lipidos saponificables pertenecen a los grupos de los acilgliceroles,
fosfoacilgliceroles, esfingolipidos. Los acilgliceroles o triglicéridos, son los compuestos
saponificables por excelencia, son con los que se hace el jabén y el biodiesel. Ademas,
son los compuestos comunes de almacenamiento energético en células eucariontes.

Estos lipidos se hidrolizan en medio alcalino produciendo dcidos grasos, que estan
presentes en su estructura. Este grupo se dividen en:

Simples: acilglicéridos o grasas, cuando los acilglicéridos son sélidos se les llama grasa
y cuando son liquidos a temperatura ambiente se llaman aceltes y céridos o ceras.

Complejos: Contienen en su molécula carbono, hidrogeno y oxigéno, también
contienen otros elementos como nitrégeno, fosforo, azufre u otra biomolécula como
gllicido. A los lipidos complejos también se les llama lipidos de membrana pues son

las principales molésculas que forman las membranas celulares: Fosfolipides y
Glicolipidos.

Lipidos Insaponificables

Los lipidos insaponificables son los que ho se hidrolizan eh medio alcalino, los gue
constituyen este grupo son los terpenos, esteroides y prostaglandinas. Dentro de este
grupo se encuentfan los terpenos, componentes esenciales de las membranas
celulares, hormonas, moléculas de aroma, alcaloides, resinas de plantas, metabolitos
secundarios, etc. También se encuentran los esteroides que poseen una estructura que
es muy diferente de la mayoria de los lipidos. Estén formados por cuatro anillos
entrelazados formando una molécula policiclica, el ciclopentanoperhidrofenantrano y
por cadenas laterales que parten de estas estructuras ciclicas. Estos compuestos se
sintetizan a partir del colesterol y son hormonas lipéfilas que atraviesan libremente la
membrana plasmatica, se unen a un receptor citoplasmatico, y este complejo receptor-
hormona tiene su lugar de accién en el ADN del nueleo celular, activando genes o

11



La acidez puede expresarse en varias formas. Cuando se expresa como porcentaje, los
calculos se hacen generalmente bajo el supuesto de que el PM del acido libre es igual
al del oleico. Sin embargo no toda la acidez resultante de Ia hidrélisis es oleina, ni
tampoco el PM medio de los 4cidos grasos libres es equivalente al acido oleico. Puede
expresarse el % de acidez en el acido graso que predomine en la grasa.

La presencia natural de la acidez libre en las grasas, &8 decir la suma de los acidos
grasos no combinados, resultado de la hidrélisis o descomposicién lipolitica de algunos
triglicéridos. Al contratio que en la determinacion del indice de saponificacién, no se
determinan los &cidos ligados por ejemplo: los glicéridos.

La acidez de las sustancias grasas es muy variable. Generalmente las grasas frescas o
recién preparadas no contienen acidos grasos libres o & los contienen los tienen en
muy pequefas cantidades, al envejecer, especialmente giho han estado protegidos de
la accién del aire y la luz su acidez crece lentamente al principio y con cierta rapidez
después.

Indice de Yodo

El indice de yodo (1.Y) es una medida del grado de instauracion de los componentes dé
una grasa. Sera mayor cuanto mayor sea el nimero deé dobles enlaces por unidad de
grasa, utilizandose por ello para comprobar la pureza y la identidad de las grasas
(Viente, A., Cenzano, M. 2001). Los dobles enlaces presentes en los acidos grasgos no

saturados reaccionan con el yodo, o algunos compuestos de yodo, fotmando
compuestos por adicion.

El almidén no se adiciona desde el principio, porque i hay mucho yodo se produce

coagulacion de la suspension del almidén y descompogicion de esta y al titulat con
Na2S20; se espera a que torne a amarillo para colocar el almidén. (FAO, 1999).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METSDOS

Reactivos

Tabla 1: Reactivos, marca y grado de pureza

REACTIVOS MARCA ok GRADO DE PUREZA
Bicarbonato de amoniv | Merck 5 ..'I ;‘ 99-101.0 %
Etanol - Merck N 96 %vol.
Cloroformo Merck p.a.

Eter Dietilico Merck p.a.

Hidroxido de potasio | Merck - 3 98% Pellets p.a.
Acido Clorhidrico Merck . 37 %
Fenolftaleina WS

Almidén e

Yoduro de Potasio Mercl{l . , 99.7%

Tiosulfato  de _ sodio | Merck 99.5-101.0% p.a.
pentahidratado

n-Hexano Marck *, >99.0%p.a.
Soluciones e

Aét‘clo'CI‘of}Hde’co 0,6 M. estandarizado coh carbonato de sod!o.

Disolumonde Almidén 1%.Se pesan 5 g de almidén soluble +/- 0,1 g transferit a vaso
bp.; dgregar agua hasta lograr una pasta libre de grumos, en un matraz de 500mL
célehtar 400 mL de agua agregar la pasta y llevar a 500 il enftiar y guardar.
Disolucion Etanélica de Hidréxido de Potasico 2 M, en etanol al 90%.

Disolucion de Hidréxido potasico en etanol: unos 0,5 M et etanol.

Disolucién de Hidréxido de Potasio 0,01 M. estandarizado eon tritisol de HC1 0,1 N,
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Centrifuga - MSE

Desecadora

Embudo de decantacion 500 mL

Embudo de decantacion Schott Duran 500 mL

Estufa Kottermann 2718

Manguera Para bomba de vacio y refrigerante
Manto calefactor Tempra modelo 98-I-B

Matraz de fondo plano Schott Duran esmerilado 500 mL
Papel Filtro N° 2 ADVANTEC

Perlas de vidrio

Pinza de embudo

Pinza de refrigetante

Pipeta de Aforo Blau Brand 50 mL
Pipeta de Aforo HBG Germany 25 mL
Pipeta de aforo HBG Germany10 mL
Pisceta

Probeta Lemax 50mL
Probeta Lemax 100 mL
Propipeta

Refrigerante a reflujo Esmerilado NS 29
Soporte universal

Tubos centrifuga Falcon 50 mL

Tubos de combustién Schott Duran 50 mL
Varilla de agitagion

Vaso pp. Lemax 250 mL
Vidrio de Reloj

Vortex HeidolphReax Top

Localizacion de Estudio

Los cultivos de microalgas se realizaron en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos, del
Departamento de Produccion Agricola en la Facultad de Ciencias Agronémicas de la
Universidad de Tarapaca, Campus Azapa.

Los Analisis Quimicos fueron realizados en el Laboratotio de Investigacion Bioquimica
del Departamento de Quimica en la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Tarapacd, Campus Veldsquez.
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Tabla 3: Composicién de la solucién nutritiva de Guillard (1975) modificada

Macronutrientes Micronutrientes Vitaminas

Compuesto M (mol/L) Compuesto M (mol/L)

KNO3 8,82x10™ FeClz*6H,0 1,17 x107° | Compuesto M (mol/L)

NaH2PO4xH,0 | 3,62x10 NaEDTA+ H20 | 1,17 x10™ | Tiamina (Vit B1)2,96x107

Na,SiO3x9H,0 | 1,08x10™ CuSO45H;0 | 3,93 x10™ | Biotina (Vit H)2,05 x10°

NazMoO42H,0 | 2,60 x10™ | Vitamina B123,69 x10™™

ZnS0,47H,0 7,65 x10°®
CaCly*6H30 4,20 x10°
MnCl*4H,0 | 9,10 x10~

La solucion nutritiva empleada para la Dunaliella salina se llevé a una concentracion
final de NaCl de 2,0 M de NaCl.

Preparacién de las muestras de microalga Dunaliella salina para el anélisis
quimico.

Las distintas cepas de Dunaliella salina fueron ¢oncentradas por medio de
centrifugacion a 6000 x g por 5 minutos. Posteriormente, ton el propésito de eliminar
las sale que pudiesen inferir con la medicién del contenitdo de cenizas, la biomasa
microalgal fue lavada 6on solucién de bicarbonato de amonio 2,0 M para asf evitar que
por efecto osmético la membrana plasmatica se rompa.

Parametros de crecimiento

Recuentro de células en cdmara de Neubaeur (Biomasa)

Este método consiste en colocar 1 mL del cultivo en un portaobjeto especial llamado
camara de Neubauer o hematocitometro. La muestra queda depositada en un espacio
entre el porta y el cubreobjeto.

Se cuentan las células presentes en variog cuadrados grandes indicados como 1,2, 3y
4 (Figura 1) y se saca el promedio.
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Ecuacion 3: indice de saponificacion

(b—a)*Cx56,1
M

IS =

Siendo:
b acido clorhidrico (0,5 M) gastado en el blan¢o expresado en mL.
a acido clorhidrico (0,5 M) gastados en la muestra expresado en mL.
«C: concentracion del acido clorhidrico en M.
M peso de la grasa en g.
6,1: masa molar del KOH (g/mol)

(&)

Determinacién de la Fraccion Insaponificable

Saponificacion:

Se pesan 0,5 g de biomasa en un matraz redondo, se mezclan con 50 mL de una
solucién de hidréxido de potasio etanélico. Se saponifican durante 1 hora calentando a
reflujo y agitando ocasionalmente. La disolucién caliente da jabones obtenida se pasa a

un embudo de decantacion A y el matraz se lava con un total de 50 mL de agua
destilada divididos en fracciones.

Extraccién:

Después de enfriar, se pasan 100 mL de n-Hexano al embudo de decantacion A, se
agita energéticamente y se deja reposar hasta que la separacién de fases sea clara.
En caso de que se forme una emulsién, esta se rompe afiadiendo pequefias cantidades
(< 1-2 mL) de etanol 50% v/v.), que se deja deslizar culdadosamente por la pared
interior del embudo de decantacion haciéndola girar.

A continuacion, la disolucion de jabén (fase interior) se teja caer a un embudo de
decantacion B. Se afiaden 40 mL de agua destilada a la fase de n-Hexano del embudo
de decantacién A, se agita y la fase acuosa se deja caer al embudo de decantacién B.
Después se afiaden otros 40 mL de agua destilada a la fage de n-Hexano del efmbudo
de decantacion A, se agita y se deja reposar,

La disolucion de jabon del embudo de decantacién B se somete a unha segunda
extraccion con 100 mL de éter de petréleo, se agita hasta la separacion de fases sea
clara y se pasa la fase acuosa al embudo de decantacion C, dejandose la fase
hexanica en el embudo de decantacién A. .

La fase hexanica del embudo de decantacion A se lava otra vez con 40 mL de agua
destilada, pasandose la fase acuosa tras la separacién de fases del embudo de
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M:  pesode lagrasaeng
56,1: masa molar del KOH

Determinacién del indice de Yodo

Se pesan 0,1-1,0 g de biomasa, con una precisién £ 5 mg, se disuelven en matraz
erlemeyer con 10 mL de cloroformo y se diluyen con 25,0 mL de la disolucién de bromo
etandlico. Independientemente de que haya piecipitado algo de bromuro sédico, se
cierra el matraz y degpués de agitarlo brevemente se deja reposar durante 30 minutos
en oscuridad. Tras afiadir 15 mL de disolucién de yoduro potasico, el yodo liberado se
valora con la disolugién patron de tiosulfato sédico, primero hasta que la disolucién
adquiera una coloraclén amarilla (cerca del punto de equivalencia) y después de afiadir
la disolucién de almidén como indicador (el yodo libte y el almidén producen una
intensa coloracién violeta) hasta que se vuelva incolora (punto de equivalencia).
Blanco: Para el ensayo del blanco se procedié de la misma manera, excepto que no se
utilizé biomasa (Pardum, 1976).

Ecuacion 6: Indice de Yodo

B (b—a)xCx12991

LY Mx10

Siendo

b: mL de disolucién patrén de tiosulfato sédico (0,1 M) gastados en el
ensayo en blanco.

a: mL de disolucion patrén de tiosulfato sbdico (0,1 M) gastados en
el ensayo principal.

C:  concentracién de la disolucidn patrén de tiosulfato sédico en M.

M: peso de grasa en g.

126,91:  masa atdmica del yodo.

Anélisis estadistico

La unidad experimental consistié en 1 bid6n de 20 L y un niimero de 5 repeticiones por
cada cepa de microalga de Dunaliella salina, cepas: Utex, Yucatén, 007, y Tang.

Los datos obtenidos para cada variable fueron analizadogs a través de analisis de
varianza (ANOVA) para una probabilidad de o = 0,05. Cuando fue significativa la
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4y CAPITULO IV
E

iy,

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién de biomasa y lipidos ertd-cepas de Dunaliella salina

La produccion de bxomasa expresada como cél/mL y como materla seca (g/L) de cada
cepa de D. salina en e‘tudno se muestraenlaTabla4. - ~

b

"Eqklas distintas cepas de icroalga D. salina se puede obsérvar que la de mayor
producékfin de biomasg (cél/mL) fue Yucatan, seguida por la cepa Tang y entre Utex y
007 aunque 3§lad|stlcamente no se*observan diferencias sigmﬂcatlvas

g( B

Tabla 4. Cantldad ﬂe Biomasa y lipidos Bbtenidos por las cuatro cepas de salin '.
&

Cepas de "~ [Biomasa " | Materia Seca Llpldos T
Dunaliella salina H‘e-&f _ (oéllmL) x10° &IL) gl 009

Utex ' » 46 £06% J&zs:o,m ®

Vucatan | BBEVET | OiE:00° | oo éﬁ
Conc 007 g 4Bk 0,15 9,02 17,1 £ 2,6_‘."_:;_'-'5??;__
Tang 0216 Q‘S:ab 8,9+ 0,8%

Los resultados son expresados co?ﬁb éi brbIﬂéHfo del anélisis gorrespondiente a 5 repetfcibnes
t el error estandar de la medicién. Lél! Iéﬂfai! tﬂ!tmtas sefialan diferencias s:gmficativas bhma
las cepas, de acuerdo a Fisher (LSD) con un hivel da significancia P s 0,05,

"]

-&

con la produccion la materia seca expresada en g/L. Esto pugde set atrlbﬁlﬂ ia”(:iUe lag -
cepas que presentan mayor materia seca Utex y especialmente Tang, dburhtfiarian
osmolitos como glicerol para contrarrestar el efecto osmotico de la saliﬁl’&ad _en
desmedro de la duplieacion celular. Este serfa un rapido ajuste a la concentracion
intracelular de glicerol y glicina-betaina (Brown y Borowitzka, 1979). No obstante, &
largo plazo puede ineluirse ademas la biosintesis de lipidos neutros y la acumulacién
de carotenoides. (Beh-Amotz y Avron 1983; Avron 1986; Chitlaru y Pick, 1991: Mishra y

cols., 2008; Chen y Jiang, 2009).
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Fraccion Insaponificable (F.l) de lipidos extraidos de cuatro cepas de D. salina

La Fraccion insaponificable registrada en todas las cepas (Tabla 5), no supera el 2%,
tal como ha sido informado en distintos estudios sobre microalgas. La Fraccién
insaponificable dio mucho menor que el indice de saponificacion. Los lipidos no
saponificables no sufren_hidrélisis alcalina. Ademas, se puede observar que las cepas
que obtuvieron méyor F.I fueron la cepa Utex y Yucatén, diferencia estadisticamente
significativa con respegto a la cepa Conc 007. Esto podtia deberse a que las cepas
Utex y Yucatan tienen mayor proporcién de terpenos, como el B-caroteno y vitamina A,
clorofilas, tocoferoles como la vitamina E (que tiene una gran capacidad antioxidante),
esteroles (como B-sitosterol el que ayuda a la absorcién de colesterol), y compuestos

fendlicos.

s

indice de Acidez (LA) de lipidos extraidos de cuatro cepas de D. salina

El LA, se define como el numero de miligramos de KOH que se requieren para
neutralizar los acidos grasos libres contenidos en un gramo de grasa.

La acidez de las sustancias grasas es muy variable. Generalmente las grasas frescas o
recién preparadas no contienen acidos grasos libres o si los co_ntienen los tienen en
muy pequefias cantidades. Al -envejecer, especialmente si los I"‘i‘pidos no han estado
protegidos de la accién del aire y la luz, su acidez crece lentamente al principio y con
cierta rapidez después, por esto el indice de acidez se procedié hacerse con la mayor
rapidez posible. No obstante, un indice de acidez alto, también puede ser consecuencia
del contenido en &cidos grasos libres, provenientes de la hidrolisis de los glicéridos.

Las lipasas microbianas liberan acidos grasos en mayor 6 menor grado, muchas veces
en funcién del ajuste osmolito que deben realizar las microalgas crecidas en medios
salinos. Para compensar la diferencia de potencial osmético, aumenta la actividad
enzimatica de las lipasas, las que cortan los enlaces éster liberando el glicetol, que
actia como osmolito, y aumentando los dcidos grasos libres.

Para compensar la diferencia de potencial osmético, aumenta la actividad enzimética
de las lipasas, las que cortan los enlaces éster liberando el glicerol, que actia como
osmolito, y aumentando los écidos grasos libres.
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Estos resultados, evidenciarian la potenciabilidad del uso de las cuatro cepas mas bien
con fines nutracéuticos, por el alto contenido de lipides insaturados. Para ser
considerados para la elaboracion de biocombustible, se recomienda que los aceites
presenten un LY inferior a 120 gl2/g lipidos, de esa manera pueden ser competitivos los
aceites de microalgas frente a aceites vegetales tradicionalmente empleados para
producir biodiesel (Gouveia y Oliveira, 2009).

Anélisis multivariado de componentes principales (AMCP), para evaluar las
caracteristicas de los lipidos extraidos con cada cepa de Dunaliella salina

En este analisis que resume todos los parametros analizados anteriormente, permite
determinar que de las cuatro cepas de D. salina analizadas, la mas productora de
lipidos es la Conc 007.

Ademas estos lipidos gerian triglicéridos, fosfoacilgliceroles, esfingolipidos, con 4cidos
grasos insaturados (el vector de lipidos, |.8 y 1Y se ordenan en el cuadrante positivo de
la Figura 2.), junto a la cepa Conc 007).

La cepa Yucatan se caracterizaria por la alta biomasa (cél/mL), mientras que las ¢epas
Tang y Utex por ser [ag de mayor acumulacién de materia seca.

i [Cepa Cone 007 ]
12 [ célimL % Lipidos ]

 |Cepa Yucatan 8.

Componente 2
Varianza: 29,1%
o
N
|

A8 i
‘2’6 "1,6 "0,6 0,4

Componente 1
Varianza: 53,8%

Figura 2. Andlisis multivariado de componentes printipales para los distintos
parametros de crecimiento y de caracterizacién lipidica de cuatro cepas de D. salina
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Analisis multivariado de componentes principales (AMCP), para evaluar la

produccion de acidos grasos saturados e insaturados con cada cepa de
Dunaliella salina

En la Figura 3 se presenta el analisis multivariado de componentes principales (AMCP)
para relacionar el contenido de distintos 4cidos grasos saturados e insaturados con
cada cepa en estudio. Se seleccionaron dos componentes que explican un 96,0% de la
variabilidad de la caracterizacion lipidica, respecto de las cuatro cepas de D. salina.

»
(@]

- y-linoleico

[ N
[e)

linoleico
Cepa Tang
I estedrico a-linoleico ©

Componente 2
Varianza: 31,5%
o
o
]

:_palm ftico

g oleico ]
i _Ceanex ]
A4 [CépaYucatan] =T

-2,3 -1.3 -0,3 0,7 1.7 2,7 3,7

Componente 1
Variahza: 64,5%

Figura 3. Analisis multivariado de componentes principales para el contenido de acidos
grasos saturados e insaturados provenientes de cuatro cepas de D. salina.

En este analisis se obsetva que entre las 4 cepas de Dunaliella salina, 1a cepa Tang es
la mas productora del acido graso insaturado o-linsleieo, &cido graso esencial
componente importante de las membranas de las células y precursor de muchas otras
sustancias del organistno, como las que regulan la presidn arterial y la respuesta
inflamatoria. Mientrag que la cepa 007, se caractetizd por obtener una mayor
proporcion de &cidos grasos esenciales e insaturades palmitoleico, y-linoleico y
linoleico (cuadrante localizado en el sectot negativo del gomponente 1 y positivo del
componente 2). En tanto, la cepa Yucatan se caracterizaria por presentar alto
contenido de acido graso palmitico, estedrico, que son 4cidos grasos saturados Yy que
el higado los convierte en colesterol muy faciimente. Por esto, un alto consumo de
estas grasas se relaciona con un mayor riesgo de enfetmedades cardiovasculares
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CAPITULO V

CONCLUSION

De las cuatro cepas de Dunaliella salina en estudio, la de mayor interés debido a su
alta produccion de lipidos es la Conc 007. Si bien, la cepa Conc 007 no es la de mayor
produccion de biomasa y materia seca, las caracteristicas quimicas de la fraccién
lipidica indican que presenta un alto contenido de lipidos saponificables y acidos grasos
insaturados. Ademas, esta cepa presenta bajo contenido de acidos grasos saturados
que en general no son beneficiosos para la salud, y por el contrario se destaca por el
alto contenido de &acidos grasos insaturados y esenciales como el palmitoleico,
linoleico, y-linoleico que le otorgan un interesante y alto valor nutracéutico.
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ANEXO

Procesos para la obtencién y posterior cultivo de las cepas:

Figura 3 y 4-. A la izquierda sala de proceso y a la derecha sala de cultivo respetando
lag normas para no contaminar las muestras.
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Figura 11-. Bidones con las cepas finalmente.

Concentracién de biomasa

Figura 12-. Las microalgas se trasvasijan a tubos faleon para concentrarlos
posteriormente.
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18.- Extraccion del lipido mediante una bomba de vagio.

Imagenes de analisis

Figura 17.- Saponificando.
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Figura 22,23 24 y 25-, Determinacion de la frasaién insaponificable.
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Abstract Microalgae are able to modify their biochemical ¢omposition according to the
growing conditions and they can produce potentially beneficial compounds for human
health. The aim of this study was to evaluate in Crypthecodinium cohnii, the effect of the
growth phase and the application of different temperatures on the macromolecules:
proteins, carbohydrates, lipids and omega fatty acids (DHA and oleic acids) content with
particular emphasis on DHA production. C. cohnii was cultivated for 60h at 25°C
(exponential growth phase) 96h at 25°C (early stationary phase). C. cohnii was subject to
three different temperatures: 10°C, 15°C and 20°C at each stage of growth to induce the
production of DHA. The results indicate that under the experimental conditions used in this
study, the exponential growing phase and a 20°C temperature affect the accumulation of
DHA. Furthermore, C. cohnii is capable of producing up to 48.96% protein content; which
is significantly higher than that one reported in previous studies and 54.13% of total
carbohydrates. This makes of C. cohnii a soutce of metabolites of nutraceutical and

commercial interest.

Keywords: DHA, lipids, salinity, microalgae, Crypthecodinium cohnii.



Changes in the biochemical composition of C. cohnii

The different types of marine organisms are capable of genetating different types of
secondary metabolites and a high level of chemical diversity as a defense strategy to
survive in highly competitive environments (Cardozo et al. 2007). However, the type and
amount of metabolites produced by marine organisms are influenced by environmental
factors such as temperature, light, carbon source, among others. Furthermore, the capability
and the type of stress response generated by the environmental conditions varies from one

specie to the other (Renaud et al. 2002).

Other alternative sources of DHA have been explored like microorganisms belonging to the
Shewanella, Moritella Colwelia genders from the proteobactetia division. However, the
productivities obtained ate very low to be consideted for an industtial process (Hinzpeter et
al. 2006). Microorganisms of the Schizochytrium and Thraustochytrium genders belonging
to the family Thraustochytriaceae generally considered matrine protists have also been
investigated, however, they also have a high percentage of EPA (Bowles et al. 1999).
A promising source of docosahexaenoic acid (DHA, 22:6) i8 Crypthecodinium cohnii a
marine dinoflagellate, strict heterotrophic (Jiang et al., 1999). Furthermore, due to its
unique lipid composition it can accumulate about 20% in lipids. Within this lipid fraction
30-50% correspond to DHA, whereas other polyunsaturated fatty acids (PUFAs) do not
represent more than 1% (De Swaaf et al. 1999). This simplifies and reduces the purification
costs of DHA converting it into a productive species of great productive interest (Mendoza
et al. 2008).

C. cohnii is able to modify its biochemical composition according to the culture conditions
(Mendes et al. 2009) and responds to low temperatures by increasing the proportion of
DHA and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) in order to maintain functionality and
fluidity of the membrane. This is due to that fact while increasing the degree of
unsaturation of fatty acids that form part of phosphatidylethanolamine, main phospholipid,
that contitutes the membrane, manage to increase its ability to form hexagonal phases and
thus to stabilize the membrane at such temperatures. Moteover, low temperatures lead to a
high molecular intracellular level of oxygen, which incteases the activity of the desaturase
and elongase enzymes involved in PUFA biosynthesis (Jiang et al. 2000; Renaud et al.

2002). However, low temperatures affect negatively the biomass production (Oliveiro et
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C. cohnii, the culture was submitted to: 60h incubation time at 25°C, incubation time where
the strain is in its early growing stationary phase and 96h at 25°C.
To evaluate the effect of the temperature over the biochemical composition of the C. cohnii,

the culture was submitted to three different temperatures: 10°C, 15°C and 20°C.

Table 1. Treatments applied to C.cohnii cultures in seawater medium in 2L flasks.

Treatment Incubation Time  Temperature

The inoculation was done in a laminar flow chamber, previously disinfected (70% ethanol )
and then irradiated with UV light for 15 minutes. The cultute media and other materials

were sterilized by autoclave at 121°C for 20 minutes,

Determination of cell concentration. The cell concentration was determined by cell
counting with a Neuberger chamber, using a CX - 31 model Olympus microscope. The

number of cells per mL was obtained according to the following formula:

f cell
c_el _ number of cells « 10,000
mL 4

Determining the growth rate. The cell growth rate (1) was calculated from the slope of
the stright line that results from the graphic Ln ( X7X0 ) vs. time, where x is the number of
cells and xg corresponds to the initial cell number . The doubling time (g ) was determined

by the equation g = ( Ln 2/p ) day™. The number of divisions was calculated with K = 1/td.

Lipid content determination: lipids were determined by the Soxhlet (Official Method
Food Analysis- 2000. Association of Official Analytical Chemists (AOAC))
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growth phase exponential phase (60 h), early stationary phase (96h) 3 at three temperatures
employed (10, 15, 20°C). The data for each variable were analyzed by a variance analysis
(ANOVA) for a probability of a = 0.05. When the interaction was significant an analysis of
simple effects was performed the analysis of simple. For comparison of the averages the
Tukey test was used at a level of significance of 95%. A multivariate analysis of the main
components for all variables recorded was performed. The statistical program used was the

Statgraphic version 5.1 plus.

Results and Discussion

Evaluation of growth in seawater of C.cohnii

The growth of C. cohnii in seawater was evaluated. Figure 1 shows the growth curve
where the standard medium cultures reach the exponential phase after 4 days of incubation,
obtaining a maximum biomass of 6.5 x10° celmL™. In the case of cultures in seawater reach

exponential phase the second day of incubation and maximum biomass of 12x10°celmL™.

16
14
12
10 1

Cell density (x10° cell mL!)

o N A o

Time (d)

Figure 1.(0) C.cohnii cultivated in seawater medium, 9 gL™ glucosa, 2 gL~ ' yeast
extract ( m) C. cohnii cultivated in standard medium for C.cohnii with 30 gL' of sea salt, 9
gL ! glucose and 2 gL‘1 yeast extract. Values are the average of three replicates =+ standard
error.
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whereas De Swaaf et al, (2003) obtained a growing rate of 2.064 days™ using acetic acid as

a corbon source.

16
14 4
12 A
10 -

Cell density (x10° cell mL-1)

(=R - L
i i E:

Time (d)
Figure 2. C. cohnii growing curve cultivated for 124 hours at 25°C in seawater medium.

Values are the average of three replicates + standatd etror.

Although these results conform to the fact that within microalgae species a rapid growth is
considered when p is close to 2,16 days” and the duplication time oscilates between
0.29and 0.625 days (Bumbak et al. 2011). The media used in most studies are expensive
and of difficult preparation which makes its industrial application, difficult and this
represents one of the main problems of C. cohnii industrial sealing (De Swaaf et al. 1999).
In the case of the aceti¢ acid, for example, a great part of the culture cost would go to the
maintenance of fermentation equipment due to the corrosion caused by the acid and it
would require great care in its use to avoid possible injuries when there is skin contact
(Mendes et al. 2007).

Table 3. Growing rate, duplication time, number of divisions and number of cells obtained
for C.cohnii cultivated 1h 2L flasks at 25°C for 124 hours.

Parameter Value

‘g (days) 1.71£0.11
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Table 4. Effect of the growing phase and temperature change over the protein contents,

ash, DHA, oleic acid, soluble and insoluble carbohydrates, lipids and dry weight.

Exponential Phase

{P€) " Protein
 g/100 g MS

Values correspond to the average of three replicates. Capital letters indicate comparisons
between growing phases for the same temperature; lower cases letters indicate
comparasions between temperatures of the same growing phase. Different letters denote

significant differences among treatments (P < 0.05).

The highest insoluble carbohydrates percenteges were the ones recorded in TS5 and T6
treatment (early stationary phase) and they equal 41.43% and 41.74% respectively.
Loeblich et al. (1984) established that C.cohnii uses the starch as the primary storage
molecule and that the eellulose is the main constituent of the teak plates. This would
explain the high percentages of insoluble carbohydrates found in C.cohnii in this study.
The growing phase constituted a significant effect on the dty weight obtained which was
higher in the treatments made in the early stationary phase. The greatest amount of dry
weight, 1.90 gL', was obtained in T5 (early stationary phase, 15°C). C. cohni is recognized
as a fast growing dinoflagellate. In this regard, De Swaaf et al. (2002) reported 26 gL of
dry weight, in semi-continuous cultures using 20 gL' of glucose as a carbon source . While
Mendes et al. ( 2007) reported 46 gL dry weight , also in semi-continuous cultures using
carob syrup as carbon source equivalent to a concentration of 8.8 gL™! of glucose. It has to

be noted that the concentration of glucose used in the trials with earob syrup is less than the
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(growing phase and temperature). Two components were selected that explain an 88.2% of

the variability of the biochemical composition, in relation to the treatments.

2.4 :_I J X J Ash = T |~E
o o 14 - o 12 3 TS5 ]
€ = Protein T: _Soluble ¢
g QL 04p \mm . Oléic a?i
g, g .06 E DA M"“.‘::;:":HH- Dry weights
§ = o T3 “~Insoluble ¢
e o ]
-16 ]
> i 16
286 L, ¢ Lipi-:lls. . # =
27 17 07 03 1.3 2.3 3.3
Component 1

Variance 60.1%

Figure 3. Multivariate analysis of the main components of the temperature effect and

growing phase on the protein content , ash, DHA , oleic acid, soluble carbohydrates,

insoluble carbohydrates, lipids and dry weight.

Cells generally coordinate synthesis of different macromolecules ineluding proteins, lipids
and carbohydrates during cell growth to ensure that they are available and in sufficient
quantity at the time of division. However, the influence that erivironmental conditions has
on the distribution of major macromolecules varies from species to species (Renaud et al.
2002) . AMCP shows the lipid content, protein and DHA treattiients recorded in T1, T2 and
T3 (exponential phase), are interrelated and are sorted in the negative field component 1 of
the graph (Figure 4). Moreover, the AMCP shows that the content of soluble and insoluble
carbohydrates, oleic acid and dry weight recorded in treatments T4, T5 and T6, made in the
early stationary phase, relate to each other and are placed in the positive sector component

1 of the graph (Figure 3).

Through this analysis it can be seen that tempetature changes made during the exponential
phase show higher protein content than those obtained i1 the treatment in the early

stationary phase. This supports that the cells at this growing stage are constantly dividing.
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Registro Fotografico



ANEXO
FOTOGRAFIAS E IMAGENES DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS.

VISITA A TERRENO: Planta Industrial de Produccién de microalgas en pampa del
Tamarugal (Atacama Bionatural Products S.A.)

ivad con medio basado en agua dlce y
sal adicionada.



Visita a cultivos de Dunaliela Salina (etapa de crecimiento veg

etivo)
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Visita a cultivos de Dunaliela Salina (etapa de induccién de pigmentaci6n al aire
libre, inicio de acumulacién masiva de B caroteno)




S T . ez
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Cultivos de aglia dulce (Haematoéoccus pluvialis) de Atacama Bionatural Products !
S.A. en fase de acumulacién de pigmento.



Visita a Terreno: Planta industrial de Solarium Biotechnology S.A.

Piscina de cultivo de Spirulina, cultivada en medio con aua dulce, planta ubicada en
la Huayca (no se permiti6 tomar mds fotografias en la ocasion).



Registro de Cepas aportadas por ASITEC. Ltda.

Lulercion de cepas recibidas, una vez reactivadas y sembradas en sus medios de
cultive.



Proceso de conteo de microalgas con Cimara de Neubauer.
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Modificacién del Laboratorio de cultivo de la Facultad de Ciencias Agrondémicas de la
Universidad de Tarapaca (campus Azapa) para el establecimiento del cepario (LCP).

Sala de proceso de asepsia

La sala de asepsia fue implementada adaptando las instalaciones preexistentes del
laboratorio de cultivo de tejidos del Departamento de Produccién Agricola de la Facultad de
Ciencias Agronémicas (FADECIA) a cargo del director alterno del proyecto, Dr. Hugo
Escobar Araya. Esta sala se acondicioné creando una separacién con control de acceso y
condiciones herméticas, para trabajar en un ambiente que minimiza el riesgo de
contaminacion bioldgica con organismos extrafios a los que se desea cultivar. En esta sala se
ingresa con ropa de asepsia, material y equipos estériles. Desde esta sala se puede
continuar a la sala de cultivo de microalgas, sélo bajo estrictas normas de seguridad y
contando con la autorizacién del personal a cargo. La razén de estas limitaciones es para
que las cepas de microalgas no se contaminen en la sala de cultivo.

A continuacién algunas imagenes del proceso de implementacién de las sala de cultivo.

Instalacion de tabique separador, y mampara de acceso controlado a sala de preparacién de
medios de cultivo,



de
hasta 20 litros por contenedor.

Visita de Asesor Juan Morales:

Se contd con 2 visitas del Asesor Juan Morales (Ingeniero de Ejecucion en Acuicultura
Mg. Sc.) cuyo contacto para cooperacién en el proyecto fue provisto por ASITEC Ltda. En
estas ocasiones el prestd su asesorfa para montar los sistema de control ambiental del LCP,
en estas imdgenes se le ve ayudando con el disefio y la instalacién del sitema de
aireacién/agitacion por aire de la sala Cepario del LCP.

i

Instalacién y conexién de Soplador trifésico, y red de aireacién con sistema de pre filtrado.



| - Arr

Asesor Juan Morales revisando las conexiones y la regulacién del sistema de aireacién.

Cultivos de cepas en medio altamente salino a escala de laboratorio en LCP:

El Laboratorio de Cultivos Primarios (LCP) fue disefiado para permitir realizar toda la etapa
primaria del cultivo de las microalgas. Como ya ha sido mencionado, aquf sélo se puede
ingresar guardando los protocolos establecidos para conservar la esterilidad de los cultivos
en estudio. En esta sala se cuenta con control de temperatura por medio de Aire
Acondicionado, y sistema de aireacién/agitacién permanente de los cultivos en batellones,
provista por un soplador primario que alimenta la red neumética de la instalacién. El LCP,
una vez habilitado, fue rdpidamente aprovechado para iniciar la serie de actividades de
investigacion programadas en esta instalacién.

Izquierda: Ing, en acuicultura Paz Galeno S. tomando muestras de biomasa desde los cultivos de algas
adaptadas a medio hypersalino basado en agua de mar. Derecha: Botellones de 20 litros con distintas cepasy
tratamientos durante las evaluaciones efectuadas.
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RV e t -
Izq. Muebles porta cultivos con los botellones en proceso de crecimiento exponencial.
Derecha: Vestuario ase’ptico para ingresar a sala de observacién y conteo con microscopio.

Observaci6n rutinaria del desarrollo de las cepas en el LCP.
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tudu el personal, incluyendo visitas, que ingresa al LCP debe seguir el protocolo de ingreso
para evitar contaminacién de los cultivos puros.
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ACTIVIDADES PROPIAS DEL LABORATORIO DE CULTIVO PRIMARIO

Obtencién de agua de mar filtrada para el cultivo de las microalgas

Desde el inicio de las actividades de laboratorio, el agua de mar utilizada en el cultivo de las
microalgas fue recolectada desde el sector Playa Corazones por ser el lugar de acceso
relativamente fécil con el agua menos contaminada por sedimentos y material organico. Esa
agua se recolectaba manualmente y luego era sometida a un proceso de filtrado en el
Laboratorio de Suelos del Departamento de Quimica y trasladada finalmente al campus
Azapa para su uso en el LCP.

A continuaci6n algunas imagenes que ilustran esta actividad.

Posteriormente, y como se tenfa planificado para poder dotar de agua de mar al LCPy ala
Unidad demostrativa, se implement$ un sistema de filtracién disefiado por el grupo de
investigadores que trabajan en este proyecto, que suministra agua de mar filtrada de
manera mucho més eficiente y en mayor cantidad.
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El proceso se inicia con la extraccién de agua en la Playa Corazones, la que es traslada en
bidones de 20L hasta las dependencias de la Facultad de Ciencias Agrondmicas en el
Campus Azapa.

El agua de mar es depositada en el estanque de cabecera. La mantencién del estanque de
cabecera requiere también un protocolo estricto de limpieza que se lleva a cabo antes y
después del llenado. Una vez llenado este estanque de cabecera (pintado de negro para
evitar que la presencia de luz estimule el crecimiento de algas contaminantes en el agua), el
agua de mar es trasladada por medio de bombas a un costado del LCP donde son llenados
los bidones que se emplearan en el cultivo de las microalgas. Posteriormente, a estos
bidones se les incorpora la alfcuota de nutrientes que constituyen el medio de cultivo y se
lleva a la esterilizacién en el autoclave.

A continuacién imagenes del montaje del sistema de filtracién
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\

Pintado de tuerfa pra protgerla del quemado pr el sol.

i

Adicién de nutrientes y autoclavado (esterilizacién) de los botellones en el LCP.
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Secuencia rutinaria de muestreo de crecimiento, replicado de cepas puras en camara de
flujo laminar, conteo al microscopio en cdmara de Neubauer (trabajo diario y por cada
botellén)

La labor del LCP pasé a ser fundamental en la medida que no se pudo contar con la Unidad
demostrativa, y a esta escala se logré producir la biomasa que permitié caracterizar el
crecimiento y la adaptacién de las distintas cepas evaluadas. Desde la Sala de proceso de
asepsia, el personal se traslada a la Sala de cultivo contando con la ropa de asepsia,
material y equipos estériles, bajo estrictas normas de seguridad. Las visitas sélo con la
autorizacion del personal a cargo pueden ingresar a la Sala de cultivo contando con las
normas de seguridad establecidas, de tal manera de minimizar las probabilidades de
contaminacién de las microalgas en cultivo.
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Remodelacién del Laboratorio de Estudio Bioquimico y Caracterizacién (LEBC)

El Laboratorio de Investigacién Bioquimica del Departamento de Quimica de la Facultad de

Ciencias fue remodelado y mejorado para realizar la caracterizacién quimica y bioquimica
del material microalgal

A continuacién se presentan imagenes de la implementacién y de las actividades propias de
este laboratorio:

Izq: Remodelacion del piso del LEBC. Der. arriba: Instalacién de mobiliario. Der. Abajo
instalacién de equipamiento.
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Proceso de cosecha de las microalgas a escala de LEBC.
Izq.: Botellones de microalga alcanzan densidad de células 6ptima para cosecha. Centro: Las
microalgas contenidas en los bidones de 20 L son trasvasijadas en tubos de 50 mL, Derecha:

Los tubos de 50 mL son centrifugados para separar las células del medio de cultivo. y
centrifugados.
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Biomasa de D, salina cosechada en estado vegetativo, con un alto contenido de
antioxidantes totales y dcidos grasos poliinsaturados.
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Una vez lavadas las microalgas con agua destilada para sacar el exceso de medio de cultivo
salino, se procede a la caracterizacién quimicay bioquimica de la Biomasa fresca.

Secuencia de imégenes de procesos de laboratorio en el LEBC para la caracterizacién de la
Biomasa de microalgas obtenida a partir de los protocolos de cultivo del LCP.
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Habilitacién de Bioreactores produccién anticipada a escala piloto, como estrategia
alternativa debido a las dificultades para licitar la Unidad demostrativa.

Como consta en el texto del presente informe, se tomé la decisién de ejecutar el cultivo en

reactores de 1 m3 de capacidad para poder generar datos cercanos al escalamiento
comercial.

Biorreactores con la base completa.
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| sistema de aireacion / agitacién presurizado.
R A = R, F L

A

Pruena del sistema de agitacién con el medio de cultivo en el lugar destinado
provisionalmente a estos cultivos.
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Debido a la limitada capacidad de centrifugacién disponible en el LEBC, que estaba solo
disefiada a escala de laboratorio, se buscé una alternativa con la red de colaboracién
formada dentro del marco del proyecto. Se logré contar con el apoyo del investigador de la

UNAP Juan Pablo Dfaz, que facilité su laboratorio para centrifugar 300 litros de cultivo
proveniente de los reactores verticales.
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Habilitacién de la Planta Demostrativa.

Siendo que se hicieron todos los esfuerzos humanos posibles como se relaté en el texto del
informe, esta fase del proyecto quedé inconclusa. Sin embargo, se logré un avance
significativo en su ejecucién, la cual se describe en iméagenes a continuacién.

Habilitacién y despeje del terreno de FADECIA - UTA para la instalacién de la Unidad
Demostrativa a Escala Piloto.
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Limpieza final del terreno por parte de funcionarios de la Universidad y personal de
empresa que se adjudicé la licitacién para la habilitacién de la planta demostrativa

Unidad demostrativa: Vistas del invernadero bajo plastico y las estructuras metalicas de
reactores verticales internos. 4t
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Vista externa del invernadero terminado, y la caseta para equipamientos.
Toda esta instalacién deberd ser habilitada en una iniciativa posterior con las redes
hidraulica, eléctrica y neumética.
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DIFUSION

1¢r Coloquio de Biotecnologia, Proyectos del Fondo para la Innovacién y la
Competitividad (FIC 2011-2012, Regi6n de Arica y Parinacota (30y 31 de Agosto del
2012,

Se participé con una exposicién en el primer coloquio de Biotecnologfa organizado por el
Gobierno Regional de Arica y Parinacota. No se capturé la participacién en fotografia, se
adjuntan las diapositivas de la exposicién.

| COLOQUIO DE BIDTECNOL(;)G!A
AVANCES INICIATIVAS FIC REGIONAL

REGION ARICA Y PARINACOTA

{0

AIR!CA v PARINA_COTA

Arica, 30 de' Agoste 2012
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UNIVERSIDAD DE TARAPACA
<k

=

“Compromiso con i regisn para su insercién global”

Desarrollo de tecnologia de Produccién masiva de
microalgas para obtencion de biocombustibles y materias
primas de alto valor agregado para creacién de un nuavo
polo de Desarrollo sustentable en la regién de Aricay
Parinacota.

1.Sector territorial de Impacto : Regiones XV a Il

2.Rubre o ambito tematico: Nutracéutico / Biocombustibles
3.Entidad ejecutora: Universidad de Tarapaca
4.Empresas asociados a la iniciativa: ASITEC Ltda.

5.Jefe de proyacto: Libertad Carrasco Rios

6.Fuente de financiamiento: Gobiemno Regional

7.Periodo de ejecucion: Agosto 2011 - Agosto 2013

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar a escala piloto la produccién de biomasa microalgal de
organismos cultivados bajo condiciones ambientales extremas en la
regién de Arica y Parinacota, a altas tasas de crecimiento y a un costo
que permita su explotacion econémica y procesamiento para la
obtencién de diversos compuestos naturales de interés comercial
{proteinas, lipidos, carbohidratos y compuestos secundarios),
orientados a las industrias farmacéutica, de allmentos o productos
cosméticos entre otros; dando principal importancia a la obtencién de
fracciones lipidicas que podrian ser orientadas a la produccién de
biocombustible.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Seleccion, estudlo y caracterizacién de diferentes cepas de microalgas
marinas aisladas de ambientes de salinidad extrema.

2. Generacion de un sistema productivo de microalgas como base para la
Validacion Técnlca y Econémica de la produccién de Biomasa proyectada a
escala industrial.

3. Estudio de la posibilidad de optimizar, Evaluar Técnica y Econdmicamente
a escala piloto de la produccién de Biocombustibles, alimento anima! y
posibles compuestos secundarios de Interés a partir de la blomasa
microaigal.

4, Generacién de un sistema de transferencia de la tecnologia y promocion
del nuevo emprendimiento por medio de un consorcio entre Universidades y
empresas para la explotacion del negoclo productivo y la transferencia a
otros inversionistas por medio de licenciamiento del paquete tecnolégico y
cepas.

RESULTADOS ESPERADOS RESULTADOS OBTENIDOS

Base nativa de cepas de microalgas extremdfilas
con los medios de selecclén y caracterizacion.

logro da crecimiento y replicabilidad del
crecimiento de las cepas aportadas en el periodo
pravio,

Modelo de cultive y cosecha que maximice fa
produccidn de biomasa al aire libre bajo
condiciones selectivas de cultivo por varlables
ambientales de nulo costo de control (condiciones
extremas de salinidad).

Establecimiento de curvas de crecimiento de todas
las cepas.

Base experimental del proceso de extraccién de
aceita y separacion de fracciones de interés
comercial.

Establecimlento de una rutina de actividades en el
cepario instalado.

Evaluacion base para la aplicacién de la biomasa
remanente en nutricion animal y/o humana.

Caracterizacion productiva y quimica de las cepas
en condicionss extremas de salinidad.

Evaluacion de costos y extrapolacion de unidad
demostrativa (Viabilidad técnico econémica del

lamiento, infor ion clave requarida para los
inversionistas potenciales).

Disefio de uniiad demostrativa, terreno para su
instalacion y licitacion en proceso de adjudicacion,

Planta demostrativa para continuar con la
evaluacion productiva de otras cepas extreméfilas
que permitan generar alternativas de producclén,
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1) MERITO INNOVADOR :

- Uso de agua de mar como base para el medio de cuitivo. Recurso
practicamente ilimitado y sin costo.

- Cuitivos de comienzo a fin en reactores expuestos al aire libre.
Sistema de menor costo de infraestructura.

- Selectividad de la cepa por tolerancia a salinidad extrema. Permite
cultivo de cepas sin contaminacién por otros microorganismos.

- Contenido de aceite hasta 20% de la biomasa como blanco del
desarrollo.

- Subproducto proteico (commodity de alta demanda) que se llevara el
peso de la rentabilidad de la explotacién comercial de las
microalgas. Otras biomoléculas de alto valor contribuyen a
rentabilizar el cultivo en el corto plazo, el blocombustible se
obtiene como un subproducto y se puede vender a precio
competitivo con los combustibles fosiles.

- Permite proyectar el planteamiento de Arica con un Cluster de
desarrollo tecnolégico de microalgas, debido a las ventajas
competitivas de clima y extensiones de terreno desértico sin uso
productivo alternativo.

2) TRANSFERENCIA A LAS EMPRESAS:

* Unidad demostrativa genera {a Informacién relevante de productividad y
costos gque permite proyectar la rentabilidad potencial del negocio productivo.

*Ademas se generan parametros para protecclén intelectual del desarrollo
tecnolégico.

*Con esta informacion y mediante el involucramiento de ia empresa asociada
se genera un proceso de blisqueda de inversionistas que deseen invertir en el
desarrollo comercial de la tecnologia.

*Existe actualmente un gran interés Internacional por desarrollar negoclos
nutracéuticos en torno al cultivo de microalgas, Interés que puede ser
canalizado para atraer las inversiones a nuestra regién.

*Problemas por resolver a nivel regional para posibilitar el desarroilo a
mediano y largo plazo de grandes proyectos: Posibilidad de acceder al uso de
terrenos cercanos a la costa para establecer los cultivos a gran escala.
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Composicion Proximal algas obtenidas en
Cepario

D. salina

. D. tertiolecta .
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Gracias

DIAPOSITIVAS ADICIONALES PARA LA DISCUSION
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Nuestra Experiencia en cultive Industrial de Microalgas

Nuestra Opinién como grupo técnico y dedicado a la produccidnli
industrial de microalgas

* Los aspectos técnicos desarrollados por nuestra parte en base a
nuestra experiencia, para dar forma a una estrategia para el
desarrollo de biocombustibles microalgales, resultaron coincidentes
en varios aspectos con la politica de The Carbon Trust, expresada a
través de su Algae Biofuels Challenge (ABC, programa de £3000
millones para investigacion que permita hacer realidad esto hacia el
afo 2020).

¢ De hecho, The Carbon Trust, considerd que en nuestra propuesta
para integrarnos al ABC, los resultados solo beneficiaban a Chile y no
al Gobierno de UK. Sin embargo, nos han indicado formalmente que
nos tienen considerados como potenciales socios estratégicos en la
Fase 2 del ABC, para el escalamiento industrial de sus desarrollos.
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Numerosas Ofertas se nos han hecho para desarrollar el negocio de produccion de
blocombustibles a partir de microalgas

Texas Pacific Group (TPG VC).
Inversionistas Petroleros (Colombia).
Inversionistas nacionales (Grupo Epysa,
Agricola Santa Carmen, Fitrans, Grupo
Polpaico).

Grupo de Inversionistas del MIT.
CANTORCO2

Adelphi Alliances LLC

*
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2: VHI Feria Marftima 7 de Mayo

Se realizd la presentacién de un Stand del proyecto en el evento de caracter divulgativo al
publico en general. Se informé a los asistentes de los objetivos y alcances del proyecto, y su
potencial de desarrollo como actividad comercial a futuro. Se tuvo una buena recepcién por
parte del publico asistente,
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ACTIVIDADES DE TITULACION DE ALUMNOS DE LAS CARRERAS DE QUIiMICO Y
QUIMICO LABORATORISTA

1. “Caracterizacién quimica de microalgas Dunaliella salina y Dunaliella terctiolecta”
Informe final actividad de titulacién para optar al tftulo de: Quimico

Alumnos: Sr. Alberto Garay Fornés y Sr. Eric Parra Olivares

2. “Produccién de compuestos antioxidantes en Dunaliella salina”
Informe final actividad de titulacién para optar al titulo de: Quimico

Alumna de la carrera de Quimico: Srta. Annabel Mufioz Gonzalez.

3. “Caracterizacion de lipidos provenientes de distintas cepas de microalga Dunaliella

salina”,

Informe final actividad de titulacién para optar al titulo de: Quimico Laboratorista

Alumnos: Srta. Eilyn Jara Alegre y Sr. Freddy Pefiaranda Gonzalez
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4. Presentacion de la Tesis para optar a titulo de Microbidloga Industrial de la alumna
Johana Fernandez de la Universidad de Antioquia, Medellin- Colombia, por Video

Conferencia.

¢ e SrSRrEaLIvaLs ¢ (ASE IF CRELIRNEG L B LA
BOCUBRNCA TR EHYRTWET QINIUAT € OtiAid
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Reuniones de Coordinacién con GORE

Visita de contraparte técnica del GORE a LEBC.
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i

Reunion de coordinacién para seguimiento del proyecto entre Dra. Cecilia Matte
(GORE) y Directora del proyecto.
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RED DE COLABORACION CON SECTOR PRIVADO BENEFICIARIO DE LA INICIATIVA

Durante el proyecto se formé una red de colaboracién con el sector privado beneficiario del
proyecto. Se adjuntan a continuacién las cartas de compromiso de aportes para el proyecto
de continuidad que elaboré el equipo técnico en conjunto con los asociados que
participarian desde el sector privado, iniciativa que no fue enviada a concurso finalmente
por la Universidad de Tarapaca. Estas cartas son el testimonio del interés del sector privado
objetivo por involucrarse en la iniciativa al percibir su potencial de negocios.
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