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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos eucariotas fotosintéticos que se desarrollan
en un medio acuatico y utilizan la energia solar, nutrientes y diéxido de carbono
para producir proteinas, carbohidratos, lipidos y demas compuestos organicos.
Dichos compuesto sintetizados por las microalgas tienen diversas aplicaciones y

comUinmente poseen alto valor e interés comercial para diversas industrias(1).

Astaxantina es un pigmento carotenoide de alto valor comercial por sus
aplicaciones en la industria nutracéutica, farmacéutica y alimenticia (2,3). Esto se
debe a que astaxantina presenta una alta actividad antioxidante que permite la
eliminacion de radicales libres, dicha actividad es superior a la actividad de otros
conocidos antioxidantes como el B-caroteno y la Vitamina C (2). Adicionalmente
se ha reportado que astaxantina mejora el sistema inmunoldgico(4), presenta
efecto antitumoral(5)(6) y protege la piel de la fotooxidacion causada por rayos
UV(7).

Astaxantina se puede producir y extraer a partir de fuentes naturales como
levaduras, subproductos de crustaceos y cultivo de microalgas. Esta ultima fuente
es la mas utilizada ya que las microalga del género Haematococcus sp. es conocida
por ser una fuente rica para la obtencion de astaxantina y en mayor concentracion
en comparacion a otras fuentes naturales(8). EIl incremento de la demanda por la
produccion de astaxantina y sus altos precios en el mercado actual ($2500-
7000/kg), genera gran interés en el desarrollo e investigacién de técnicas de

cultivo eficientes con el fin de optimizar la produccion de astaxantina(9).

Por otra parte, las cepas de microalgas que se usan para fines comerciales o de
investigacion normalmente se obtienen de colecciones de cultivos establecidos.
Sin embargo, cuando se busca la produccion de un metabolito de interés a partir
de un género especifico de microalga en una determinada localidad geogréfica,
resulta dificultosa la obtencidn de la misma cepa utilizada en las investigaciones.
Por tanto, es importante continuar aislando especies de microalgas nativas de
poblaciones naturales locales ya que estas se encuentran mas adaptadas a las
condiciones ambientales dominantes en cada tipo de ambiente(10).
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Se han reportado numerosas metodologias para el cultivo, produccién, extraccion
y analisis de astaxantina, pero a pesar de que algunas investigaciones coinciden
en algunos pardmetros, resulta problematica la eleccion de una metodologia
cuando se desea producir un metabolito a partir de una cepa ya que existe gran
variabilidad entre los métodos, y mas aun cuando cada cepa presenta
comportamientos ligeramente distintos frente a cada tratamiento(2).

Ademas, actualmente en la region de Arequipa, se presume que los productos
comerciales que ofrecen astaxantina como principal componente bioactivo,
presentan baja concentracion de este componente ya que la biomasa seca de
Haematococcus utilizada es de una coloracion rojiza de muy baja intensidad
cuando se compara con ilustraciones del polvo seco de Haematococcus que se
encuentran en sitios web de empresas que producen astaxantina(11).

Es por ello que en el presente trabajo de investigacion se busca determinar las
condiciones mas eficientes para el cultivo, produccion, extraccion y analisis de
astaxantina a partir de una cepa del género Haematococcus sp, dichas condiciones
posiblemente permitan mejorar la produccion y concentracion de Astaxantina en
la biomasa microalgal en cultivos a nivel de laboratorio y en cultivos de escala
media que podrian ser reproducibles en cultivos de mayor escala.

Los resultados de esta investigacion podrian generar transferencia tecnolégica
para la comunidad cientifica y empresas productoras; ademas al mejorar la
produccién de astaxantina se podria promover el consumo de antioxidantes
naturales y disminuir la incidencia de enfermedades causadas por estrés oxidativo

y por ende se mejorara las condiciones de vida de la poblacién en general.
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RESUMEN

Las microalgas poseen la capacidad de sintetizar metabolitos de alto valor e interés
comercial para diversas industrias. Las microalgas del género Haematococcus sp
son estudiadas por su capacidad de acumular altos niveles de astaxantina
comparado con otras fuentes naturales. Astaxantina es un pigmento carotenoide de
interés ya que presenta una alta actividad antioxidante que permite la eliminacion
de radicales libres, dicha actividad es superior a la actividad de otros antioxidantes.

En este trabajo de investigacion se logré aislar una cepa del género Haematococcus,
se identifico por su morfologia celular y se identificé molecularmente como una
microalga del género Haematococcus y de la especie lacustris. Seguidamente, se
determinaron las condiciones de cultivo mas adecuadas para la produccion de
biomasa vegetativa de la cepa aislada, la cual alcanzé una densidad celular maxima
de 1.48 x 10° células/mL en cultivo autotréfico BBM con pH de 7- 7.8, temperatura
entre 20 — 21 °C, fotoperiodo 12h luz: 12 h oscuridad y aireacién continua en

cultivos de 7L.

Ademas, se determind que la induccién del estrés en los cultivos con acetato de
sodio 0.5% e iluminacion continua en cultivos de bajos volumenes y exposicién a
luz solar en cultivos de mayor volumen son las condiciones de cultivo mas
adecuadas para la produccion de astaxantina en Haematococcus sp; bajo las cuales
se logré una productividad volumétrica promedio 2.538 g/L de biomasa hiimeda
y 0.3098 g/L* de biomasa seca. Asi mismo, se determind que la metodologia de
extraccion con HCI 4N, acetona y asistida por ultrasonido es la mas eficiente para

la extraccion de astaxantina.
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Finalmente, se desarrolld y validé un método para determinacion de ésteres de
astaxantina por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), la cual presenta
una linealidad con R? = .9969, coeficientes de variacion en la precision aceptados
por la AOAC, exactitud con una recuperacion de 86.70 %, un LDD de 1.71 mg/L*
y un LDQ de 2.48 mg/L™. El cromatograma de ésteres de astaxantina muestra tres
picos cuantificables con tiempo de retencion a 8.2, 11.1 y 15.9 minutos. La
cuantificacion de astaxantina en biomasa seca de Haematococcus sp tiene una

concentracion de 18.87 g /kg.
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Haematococcus sp, Astaxantina, extraccion de carotenoides, HPLC.
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ABSTRACT

Microalgae have the ability to synthesize metabolites of high value and commercial
interest for various industries. The microalgae of the genus Haematococcus are
studied for their capacity to accumulate high levels of astaxanthin compared to
other natural sources. Astaxanthin is a carotenoid of interest that has a high
antioxidant activity that allows the elimination of free radicals, this activity is

superior to the activity of other antioxidants.

In this research work, a strain of the genus Haematococcus was isolated, identified
by its cellular morphology and identified molecularly as microalgae of the genus
Haematococcus and the species lacustris. Next, the most suitable culture conditions
were determined for the production of vegetative biomass of the isolated strain,
which has a maximum cell density of 1.48 x 10 5 cells / mL in BBM autotrophic
medium culture with a pH of 7- 7.8, temperature between 20 - 21 ° C, photoperiod

12h light: 12 h dark and continuous aeration in 7L cultures.

In addition, stress induction with 0.5% sodium acetate and continuous illumination
in cultures and sunlight for cultures with larger volume were determined as the most
suitable conditions for the production of astaxanthin in 6 sp, achieving 2,538 g/L™
of wet biomass and 0.3098 g/L* of dry biomass. Furthermore, it was determined
that ultrasound-assisted extraction with HCI 4N and acetone was efficient for the

extraction of astaxanthin.

Finally, a method for quantification of astaxanthin esters was validated with
linearity of 0.9969 in the correlation coefficient (R?), precision with coefficients of
variation accepted in the AOAC, accuracy with a recovery of 86.70%, an LDD of
1.71 mg/L? and an LDQ of 2.48 mg/L. The chromatogram of astaxanthin esters
shows three quantifiable peaks with retention time at 8.2, 11.1 and 15.9 minutes.
The quantification of astaxanthin in dry biomass of Haematococcus sp has a

concentration of 18.87 g / kg.
Key Words:

Haematococcus sp, Astaxanthin, carotenoid extraction, HPLC.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




