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Sammanfattning

I detta arbete visas att det finns en mojlighet till inducerad produktion av karotenoider med
hjélp av ljus med specifik viglingd. Genom att anvinda LED-belysning for att belysa med en

specifik vdglingd sparar man bade pengar och energi.

Gronalgen Haematococcus pluvialis har formégan att producera ett kommersiellt intressant
pigment (karotenoid), frimst i avseende som kosttillskott. Karotenoiden bendmns astaxanthin
och har en kraftig antioxiderande verkan dé& den har en férméaga att eliminera fria radikaler

som annars kan skada cellerna och orsaka oxidativ stress.

I detta arbete odlades Haematococcus pluvialis i filtrerad néringslosning frén en tomatodling
for att testa algens forméga att etablera sig i osteril ndringslosning. I ett parallellt forsok
stressades algen genom att belysas med ljus av olika vagldngd for att se om det paverkade
produktionen av astaxanthin. Resultaten visar att H. pluvialis verkar ha svart att etablera sig
pa grund av ldngsam tillvéxthastighet, som medfor daliga konkurrensmgjligheter.
Undersokning av biomassan med hjélp av spektrofotometer tyder pé att lila, gul, vit och rod
LED-ljusbehandling ger ett hogre karotenoidinnehdll &n om man endast skulle odla algerna i
normalt dagsljus i vixthus. Pigmenterade celler rdknades ocksa over tid och visar att andel
pigmenterade celler inte nddviandigtvis stimmer dverens med totalt karotenoidinnehall i

cellerna.



Abstract

The green microalgae Haematococcus pluvialis has the ability to produce a carotenoid of
great commercial value, called astaxanthin. The production of the carotenoid is induced when

the algea is under abiotic stress, in some cases due to high light intensity.

In this study, H. pluvialis was cultivated in a filtered but non-sterile nutrient solution from
greenhouse cultivation. This was done in order to examine the potential of the microalgae to
grow in used nutrient solution, a waste product from nurseries. In parallel experiments H.
pluvialis was exposed to different light quality by using LED-light to see if this could enhance
the production of astaxanthin. By spectrophotometrical based analysis it was concluded that
the purple, yellow, white and red LED-light had the highest absorption on carotenoids.

The competitiveness of H. pluvialis was found to be low when it was cultured in non-sterile

nutrient solution.
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Introduktion

1.1 Problembeskrivning och syfte

Vi har i dagens samhille stora problem med utslapp av fororenat vatten bl. a. fran jordbruket.
Detta vatten, som innehdller ndringsdmnen, hittar sin vég ner till grundvattnet eller direkt
vidare ut i vattendrag, vilket i sin tur leder till 6vergddning av sjdar och hav.

Det hade varit bra om man kunde ta till vara alla dessa ndringsimnen, och vad som hade varit
annu béttre &r om man dessutom skulle kunna tjana péd det rent ekonomiskt genom att fa en

vérdefull biprodukt.

Forsoket ar en utvidgning utav ett pagéende forsok vid omradde Hortikultur pd SLU i Alnarp.
Huvudf{orsoket utgdrs av att man i returvatten frdn en vaxthusodling forsoker att se om det
finns mojlighet att odla mikroalger for att reducera néringsméngden och samtidigt producera
kommersiellt intressanta metaboliter (nedbrytningsprodukter). Mikroalgerna som valts
(Haematococcus pluvialis och Chlorella vulgaris) har en formaga att producera specifika
sekundéra metaboliter, som for oss dr kommersiellt viktiga. Syftet bakom forsoket dr att man,
som véaxthusodlare, ska kunna anvénda sitt returvatten for odling av dessa mikroalger. En
parallell undersdkning gors ocksé for att se om det finns en mdjlighet att paverka
produktionen av dessa metaboliter genom att belysa algerna med ljus av specifik viglangd.

I detta arbete har fokus legat pd Haematococcus pluvialis dé det dr denna som kan producera

astaxanthin.

1.1.2 Haematococcus pluvialis

Gronalgen Haematococcus pluvialis livscykel bestér av fyra olika faser: I den forsta fasen
sker endast vegetativ tillvéxt, detta kallas den grona fasen. Det ér i denna fas som algen &r
som mest kénslig for intensiv ljusstrdlning. Det 4r i den andra fasen som algerna utvecklas till
omogna cystor, i tredje fasen borjar dessa cystor mogna och producera karotenoider. Denna
cellform kallas dven for aplanospor. I fas fyra kan den nu mogna cystan gé dver till att borja

foroka sig igen, vilket innebér att sma rorliga celler ”f6ds” och i sin tur kan pabdrja samma



livscykel (Elliot, 1934). De rorliga cellerna, som har tva flageller (en utvixt som gor cellen

mobil), finns bara i fas ett och fas tva.

De vegetativa grona cellerna som finns 1 fas ett innehéller en stor andel klorofyll och protein,
for att 1 cystfasen (fas tvd) fi en 6kad biosyntes och inlagring av karotenoider samtidigt som

nedbrytningen av klorofyll och protein 6kar (Kakizono et al., 1997).

H. pluvialis ér en sa kallad mixotrof gronalg. Detta innebir att den har mojlighet att tillvéxa i
en l6sning med ytterst lite néring sa linge det finns en nirvaro av ljus, samtidigt som den kan
overleva i morker under forutséttningen att niring finns att tillgd. For att cellerna ska gé fran
fas tva till fas tre krévs tillsatts av niring t.ex. i form av acetat (Kakizono et al., 1997). Om
man sedan tillsitter jirn, i form av Fe*', s far man en tydlig 6kning av biosyntesen av
karotenoider i cellerna. Om man byter till nytt medium sa kan man fa cystorna att producera
nya mobila celler (med flageller). Pé sa sitt kan man fa en livscykel for H. pluvialis pa 14
dagar (Kakizono et al., 1997). Detta kan vara bra att ha i d&tanke om man vill fa mycket

biomassa sd snabbt som mojligt.

Da man nufortiden odlar H. pluvialis for produktion av astaxanthin sa brukar man anvidnda en
tvastegsprocess. I det forsta steget, da cellerna &r grona, ar de kénsliga for ljus och
miljoforandringar. Pa grund av detta behover tillgdngen till ndringsdmnen och pH kontrolleras
och ljusinstrilningen vara relativt lag. I det andra stadiet stressar man algerna genom att 6ka
ljusinstralningen, minska pa tillgangen av kvive och fosfor, och dven hoja temperaturen
ndgot. Man kan dven saltstressa algerna. Problemet med att minska kvévetillgdngen ar att d&
minskar tillvixten av cellerna, vilket i sin tur ger mindre biomassa (Abalde et al., 2001).
Denna stress leder till inducerandet av haematocyststadiet (fas tva till fyra) i algernas liv, det
ar stadiet 1 vilket de kan borja producera astaxanthinet. For att sedan kunna skérda biomassan

brukar man centrifugera algerna och torka dem (Buckingham et al., 2011).

1.1.3 Karotenoider

Karotenoider finns i alla fotosyntetiserande véxter, samt ndgra mikroorganismer, och har en
viktig roll for att distribuera ljus men fungerar dven som ett skydd. Karotenoider ar pigment

som absorberar solljus i vissa ljusspektra. De fungerar d&ven som ett skydd for cellerna mot



oxidativ stress genom att eliminera fria radikaler. Fria radikaler &r mycket reaktiva molekyler
som uppstar da syret omsitts i celler (www.slv.se, 2011). Karotenoider ser dven till att cellen
inte utsétts for ett Overskott av ljus (Namitha och Negi, 2010), vilket kan ske di vixter utsitts
for direkt solljus under en léngre period. Vissa karaktdristiska farger pé djur, som laxens farg,
kommer frén just karotenoider. Djur har ingen mdjlighet att sjélva syntetisera karotenoider,
vilket innebar att de méste fa i sig de via kosten. Karotenoider har traditionellt sett lange varit
aktuella 1 kosten @ven till oss ménniskor. Detta {or att det har visat sig att de har en
forebyggande och i vissa fall direkt likande effekt pa sjukdomar som cancer, hjért- och
kérlsjukdomar, artrit samt ndgra neurologiska sjukdomar (Amaro et al., 2011) som till
exempel Parkinsons- och Alzheimers sjukdom. Karotenoider spelar ocksé en stor roll i
bevarandet av livsmedel d& de har en antioxiderande verkan. Det har &ven visat sig att de

passar bra till anvindning i kosmetika- och lakemedelsindustrin (firgimnen etc.).

Karotenoider tillhor gruppen terpenoidpigment, vilka har sitt kemiska ursprung fran 40-kols
polyenkedjor. Man brukar skilja pd priméra och sekundira karotenoider. De priméra har
strukturer som krivs for organismens dverlevnad och hittas i de fotosyntetiserande organen i
cellerna. De sekundéra karotenoiderna produceras oftast av mikroalger i samband med
miljorelaterad stress (ndringsbrist, hog ljusintensitet etc.) (Eonseon, 2003). Karotenoider har
pa grund av alla dubbelbindningar en konjugerande uppbyggnad, vilket innebir att kolen i
molekylen delvis delar pa elektronerna. Elektronerna &r pé sa sitt fria att rora sig mellan
kolatomerna, vilket minskar energin som kravs for att &ndra molekylen. Det &r denna struktur
som ger de speciella ljusabsorberande och antioxidativa egenskaperna som karotenoider har

(del Campo et al., 2007).

Beroende pa hur karotenoiderna dr uppbyggda rent kemiskt kan de delas in i tvé olika
grupper, karotener och xanthofyller. Generellt géller att i karotener endast &r uppbyggda av
kol och vite, medan xanthofyllernas sammansittning bygger pd en forekomst av véte i form
av en OH-grupp (del Campo et al., 2007). Alla xanthofyller kan produceras av véxter (t.ex.
violaxanthin, lutein, zeaxanthin och neoxanthin) och kan &ven produceras av gronalger

(Chang et al., 2003).

Da xanthofyller ér lipofila (fettdlskande) molekyler hittar man dem i cellmembranen, i det
man kallar tylakoidmembranen. De sekundéra karotenoiderna finns istéllet bl. a. i blésor
avgransade fran cellens inre omslutna av ett lipidlager (lipidvesiklar) eller i den vitska som

omsluter cellorganellerna (cytosolen) (Grossman et al., 1995).



Man kan dven vilja att dela in karotenoider i grupper om hur de fungerar rent biologiskt och
dé spelar antalet enkel- och dubbelbindningar stor roll, speciellt om man fokuserar pa deras

antioxiderande forméga (Namitha and Negi, 2010).
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Figur 1. Karotenoidstruktur av lykopen. Den typiska konjugerade kolstrukturen av karotenoider som ger dem deras
ljusabsorberande formaga (Namitha och Negi, 2010).

1.1.4 Astaxanthin (3,3’-dihydroxy-f, p-carotene-4.4’-dione)

Astaxanthin dr en karotenoid av xanthofylltyp som fungerar som en antioxidant. Karotenoider
ar livsviktiga for fotoautotrofa (fotosyntetiserande) alger, da de tillsammans med klorofyllet
binder till peptider for att bilda pigmentproteinkomplex, LHC (light-harvesting complexes)
(Durnford et al., 2010). Dessa krivs for att fotosyntesen ska kunna fungera och forse cellerna

med energi.

Astaxanthin har visats ha tio gdnger sa hog antioxiderande verkan som andra karotenoider
som zeaxanthin, lutein och B-karoten (Abalde et al. 2001). Molekyluppbyggnaden av
astaxanthin ser ut som en typisk karotenoid; symmetrisk kolkedja bestdende av 40 kol i
dubbelbindningar. I dndarna hittas 3-hydroxyl (OH-grupper) samt en 4-ketostruktur (C=0)
(Turujman et al., 1997).

Astaxanthinet man framstiller pd konstgjord vdg har en sammanséttning av tre olika trans-
stereoisomerer: (3S,3'S), (3R,3'R) och (3R,3’S), se figur 2. 3S,3'S &r den vanligaste
forekommande trans-formen av astaxanthin i naturen. Det dr den formen man hittar i

Haematococcus pluvialis (Turujman et al., 1997).



o) 3R,3'S-astaxanthin

Figur 2. Strukturen av de tre trans-formerna av astaxanthin som existerar.
De tva understa ir identiska (alltsa riknas de som en) (Buckinghamn et al.,
2011).

Karotenoider har under arens lopp okat i efterfragan bland annat pé grund av att man funnit
att de har en stark antioxiderande verkan, vilket &r forknippat med ett sundare leverne tack
vare dess kapacitet att skydda cellen mot oxidativ stress. Ar 2006 var uppskattat
marknadsvirde till 6ver US$1000 miljoner dollar (Del Campo et al., 2007).

I dagens ldge produceras det mesta astaxanthinet pa syntetisk védg. Detta innebér stora
kostnader. Marknadspriset pa syntetiskt framtaget astaxanthin ligger idag pad US$2000-
2500/kg (Milledge, 2011), vilket motsvarar runt 14000 svenska kronor per kilo.

Ett problem é&r att kemiskt framtaget astaxanthin kommer fran petrokemikalier, som &r en
slaggprodukt fran oljeindustrin. Detta gor att de globalt blivit forbjudna att anvéindas som
kosttillskott for ménniskor, och fir endast anvdndas i aquakulturer som kosttillskott till laxar
(Lietal., 2011).

Tidigare studier (Li et al., 2011) har visat att om man istéllet anvinder mikroalgen H.
pluvialis for att producera detta &mne, som redan uppkommer naturligt i deras biosyntes (som

sekundir metabolit), sé skulle astaxanthinet bli mycket billigare. Man skulle dessutom pa
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detta sdtt f4 det naturliga astaxanthinet och kan dé anvénda det direkt som ett koststillskott till
ménniskor.

Lietal. (2011) gjorde en studie av hur detta skulle kunna fungera i praktiken. De kom fram
till att om man startade upp en anldggning med en kapacitet pa 900 kg astaxanthin/ar sé skulle
priset pa astaxanthin bli sa laga som US$ 718/kg, vilket motsvarar ungefér 1/3 av dagens pris

pa syntetiskt framtaget astaxanthin.

Kan man dessutom pa nagot sitt stressa H. pluvialis till 6kad produktion av astaxanthin och

oOka torrvikten sé skulle priset sjunka dnnu mer.

1.2 Frégestillning

* Kan H. pluvialis tillvdxa i ndringslosning fran véxthusodling?
* Kan man genom inverkan av LED-belysning stressa mikroalgen H. pluvialis till 6kad

produktion av den kommersiellt viktiga karotenoiden astaxanthin?

Undersokningen bestod av tvd moment, en litteraturstudie kring astaxanthin och ett praktiskt
forsok. Det praktiska momentet gick ut pa att odla H. pluvialis och studera om exponering for

olika LED-ljus kan stressa mikroalgen H. pluvialis till 6kad produktion av astaxanthin.

2. Material och metod

2.1 Mikroorganismer

Mikroorganismen som anvéndes i1 forsoket var Haematococcus pluvialis CCAP34/7 som
importerats fran Skottland; frain CCAP (Culture Collection of Algae and Protozoa) under
SAMS (The Scottish Association for Marine Science). Information kring stammen finns pa

http://www.ccap.ac.uk/strain_info.php?Strain_No=34/7.

Initial odling skedde i véxthus i Alnarp som ligger i Skane. Forsoket inleddes i borjan av april
och algerna odlades i Z8 (NIVA 1976) ett medium som &r speciellt framtaget for att passa
gronalgers behov. Det tillsatta ljuset (400 W HPS-lampor) maétt i fotosyntetiskt aktiv stralning
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var 20 umol m™ s™' f6r H. pluvialis dir ljuset reducerades av en skuggviv (AB Ludvig
Svensson, Kinna, Sweden). Detta eftersom H. pluvialis dr kénslig for ljus under den grona
tillvaxtfasen.

Genomsnittlig instralning mot véxthuset under forsoksperioden var 1850+570 Wh/m? per
dag. Temperaturen i véixthuset stilldes in pd 20°C, men beroende pa vidret sd kunde det
hénda att temperaturen steg med nagra grader. Dagsléngden begransades till 18 h dag och 6 h

natt.

2.2 Forsoksuppligg

Tillvaxtforsoken i ndringslosning genomfordes enligt Ardal, (2012). Fyra e-kolvar 4 500 ml
anvéndes (se bilder 4-6) och i dessa tillsattes 200 ml av néringslosning fran vixthusodling
som filtrerats genom en 10 um vév. Naringslosningen bestod av cirkulationsvatten frén en
tomatodling, ddr sammanséttningen av makronéringsimnen var kalium (K) 387 mg/l,
kvévenitrat (NOs) 383 mg/l, kalcium (Ca) 335 mg/l, magnesium (Mg) 67,0 mg/l, fosfor (P)
33,9 mg/l och natrium (Na) 22,4 mg/l. Mikrondringsdmnena i niringslosningen bestod av klor
(C1) 13,9 mg/l, kisel (Si) 6,64 mg/1, jarn (Fe) 2,15 mg/l, zink (Zn) 0,500 mg/l, mangan (Mn)
0,358 mg/1, bor (B) 0,330 mg/1, koppar (Cu) 0,169 mg/l, molybden (Mb) 0,083 mg/l och
aluminium (Al) 0,033 mg/l.

Odlingen av mikroalgen for LED-forsoket gjordes i Z8 (NIVA 1976).

Da tillviaxten av H. pluvialis natt en exponentiell fas (efter 10 dagar), flyttades algerna fran
véxthuset in i1 ett morkt rum med olika LED-belysningar.

I forsoket utsattes H. pluvialis for 7 olika ljusbehandlingar; rétt, gult, gront, blatt, lila, vitt och
en behandling anvindes som referens och ldamnades darfor kvar 1 véxthuset under en
skuggviv.

Forsoket genomfordes med tre replikat och varje replikat bestod av 5 ml algsuspension

De olika ljuskéllorna placerades i1 hyllvagnar. For minskad spridning och for att f4 maximal
reflektion i kamrarna sa kldddes dessa in i plast med vit insida och svart utsida. Vigldngderna
hos de anvinda ljuskéllorna strickte sig fran 400 nm till 700 nm. Fem av behandlingarnas

vaglangder (bld, gron, gul, rod och vit) finns illustrerade i figur 3.
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Figur 3. Vaglingdsfordelningen hos fem av de olika LED-armaturerna som anviindes i forsoket. BL00 =

bla armatur, GR00=gron armatur, RE00=rod armatur, YE00=gul armatur och WH00=vit armatur

(Mansson 2010).

2.2.1 Analys av H. pluvialis tillvixt i ndringslosning frin vixthus

Analysen av forsoket med H. pluvialis 1 osteril naringslosning gjordes i ljusmikroskop. Prover

togs fran samtliga e-kolvar 17 dagar efter start (19:e april), och proverna undersoktes visuellt

for att bedoma H. pluvialis konkurrenskraft under paverkan av andra mikroorganismer. Storre

mikroorganismer fotograferades for att senare, om mdojligt, identifieras. Da forsoket

avslutades centrifugerades losningarna for bestimning av torrvikt.

2.2.2 Analys av tillvixt och firgforindringar LED-behandling

Vid forsokets start mittes néringslosningens celldensitet. Detta upprepades direfter var 7:e

dag, di H. pluvialis har forhdllandevis 1dngsam tillvéxt. Tillvdxten mittes genom att cellerna

rdknades i en biirkerkammare under ljusmikroskop. Fargfordndringar undersoktes bade

makroskopiskt, visuellt, och mikroskopiskt genom att antalet fargade celler riknades i

ljusmikroskop. Aven detta utfordes var 7:e dag.
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Figur 3. Haematococcus pluvialis i olika tillvixtfaser. De
orangae/roda skiftningarna indikerar paborjad
karotenoidbildning. I forsoket riknades de celler som
var klart orange. Egen bild.

2.2.3 Miitning av karotenoidinnehill med spektrofotometer

Efter att algerna ridknats kontinuerligt i 4 veckor méttes den totala koncentrationen av
klorofyll a, b och karotenoider med en spektrofotometrisk metod enligt Lichtenthaler &
Welburn (1983). Cellerna centrifugerades ner (3000 g under 15 min) och pelleten frystes for
att fordérva cellstrukturen. Darefter blandades pelleten med 1,3 ml aceton (80 %). Efter att
aceton tillsatts hanterades proverna s ldngt det var mojligt i morker. Proverna inkuberades
over natt (12 h) i moérker och noll grader (isbad). Déarefter behandlades proverna i ett
(ultrasonic) bad 1 90 s och centrifugerades sedan i 5 min pa 10 000 rpm. Dérefter pipetterades
proverna till kyvetter for métning av absorbans i spektrofotometern. Absorbansen méttes pa 3
olika viglangder, 470 nm, 647 nm och 663 nm. Berdkningar av pigment gjordes efter foljande
formler (Lichtenthaler & Welburn, 1983):

KlOi’Oﬁ/” a=12.21 *A663-2.81 *A647

Klorofyll b=20.13 *A647-5. 03 *A663
Karotenoid = (1000%A 479-3.27*C,-104*Cp)/229
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3. Resultat

3.1 Odling av H. pluvialis i osteril

néaringslosning

Odlingen av H. pluvialis 1 ndringslosning fran
vixthusodling inneh6ll mycket olika
mikroorganismer. Vid mikroskopisk

undersokning av de fyra olika e-kolvarna

hittades en stor mangfald av mikroorganismer.

I tva av kolvarna fanns amobaliknande
organismer av storre storlek (se figur 7). I en
av e-kolvarna var det extremt mycket rorelse,

och organismerna var mycket smi.

Figur 4-6. Forsoksuppligg for odlingen av H. pluvialis i ikta niringslosning. Egna bilder.

Figur 7. Amébaliknande organism funnen i de osterila
niringslésningarna. Egen bild.
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I samtliga e-kolvar hittades celler som liknade H. pluvialis. En del hade fargskiftningar i

mitten, vilket kan tyda pd produktion av karotenoider.

I det forsok (Ardal, 2012) dir H. pluvialis fran start odlades i niringslosning som inte anvints
1 odling blev torrvikten nagot hdgre an i det forsok déar H. pluvialis ympades in i osteril

filtrerad néringslosning. I forsta forsoket blev medelvérdet 0,45 mg torrvikt/ml och i det andra

0,33 mg torrvikt/ml.

Figur 8. E-kolvar med fikta niiringslosning. E-kolv lingst t.v. innehaller endast Z8 samt en kultur av H.
pluvialis (egen bild).

3.2 Haematococcus pluvialis under paverkan av LED
Den storsta tillvixten av H. pluvialis skedde i referensbehandlingen som ldmnats kvar i

vixthuset (se figur 9). Aven de lila och gréna LED-behandlingarna hade en hég celldensitet.

Den roda, blda och vita behandlingen hade alla ungefar samma densitet.
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Figur 9. Den totala celldensiteten presenterad i form av medelvirde i samtliga behandlingar under

forsoksperioden.

3.2.1 Procentuell fordelning 6ver orange och grona celler

Efter vecka ett sag fordelningen av grona och orange celler ut enligt figur 10. En tydlig
utstickare dr den roda behandlingen som procentuellt har fler orange celler &n grona (ca 60 %
orange). Aven den lila, bl4 och vita behandlingen har en del orange celler,

referensbehandlingen likasd. Gul och gron behandling hade i princip 100 % grona celler.

Densitet (%) grona och orange
celler 1:a veckan
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0% - Orange
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&
o\
&
&
%@

Figur 10. Procentuell fordelning av grona och orange celler efter forsta behandlingsveckan.
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Efter andra veckan hade samtliga behandlingar borjat fa orange celler. Referensbehandlingen

samt lila och r6d behandling hade ungefér lika stor andel orange celler (runt 20 %). Bla, gul

och vit behandling hade minst orange celler, se figur 11.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Andel gréna/orage celler

Densitet (%) grona och orange

celler 2:a veckan

1

&

Q>
O &

N Q){’Zr (}0\ &

S
N
Ty
>

Ay

B Grona

Orange

Figur 11. Densiteten av grona samt orange celler procentuellt sett efter tva veckors behandling.

Den tredje veckan hade den réda och lila behandlingen mycket likartade sammansattningar,

som bestod av ca 50 % orange celler. Den roda behandlingen hade ndgot storre andel orange

celler. De andra behandlingarna skiljde sig inte markvért mycket och bestod av minst 80 %

grona celler. Se figur 12.
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Figur 12. Den procentuella fordelningen av orange och grona celler efter tre veckors behandling.

Efter slutmitningen, efter fyra veckor, hade rdd, lila och referensbehandlingen samtliga hogre

andel orange celler &n grona. Bla behandling hade procentuellt sett minst andel orange celler

(ca 20 %) av alla behandlingar, se figur 13.
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Figur 13. Slutmétning av samtliga behandlingar. Procentuell fordelningen av orange och grona celler.
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3.2.2 Total densitet

Forsta veckan var tillvixten relativt 1dg och den enda behandlingen som tydligt visade orange

celler var den roda. Total densitet var 6verlag densamma i samtliga behandlingar, se figur 14.

Densitet grona och orange celler
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Figur 14. Total densitet i celler/ml av orange och grona celler riknat i biirkerkammare
under ljusmikroskop.

Efter tva veckors behandling sag resultatet av cellrdkningen ut enligt figur 15.
Referensbehandlingen hade hogst totaldensitet, medan gul behandling hade mycket 14g.

Lila och rod behandling hade ungefir lika stor densitet orange celler.
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Figur 15. Total densitet av grona och orange celler efter tva veckors behandling mitt i celler/ml.
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Efter tre veckors behandling hade referensbehandlingen klart hogst totaldensitet. Den lila och
roda behandlingen hade liknande sammanséttning med ungefér halva densiteten bestdende av

orange celler. Bla och gul behandling hade minst antal orange celler, se figur 16.

Densitet grona och orange celler
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Figur 16. Densiteten miitt i celler/ml av orange och grona celler pa samtliga behandlingar vecka tre.

Efter fyra veckor hade den lila behandlingen ungefdr samma sammanséttning som
referensbehandlingen med mer &dn dubbelt s& mycket orange celler som grona. Rdd, vit och

bla behandling hade l4gst total celldensitet, se figur 17.

Densitet grona och orange celler

4 veckor
_ 6,00E+04
% 5,00E+04
S 4,00E+04 -
8 3,00E+04 -
© 2,00E+04 - .

% 1,00E+04 - I I I I - Grona
A 0,00E+00 Orange
O A . N\ S
P \>\ Q’\ (50 &0{\ AN 4;@}

RS
A\
&"9
C@
%’QJ

Figur 17. Densiteten av grona och orange celler efter fyra veckors behandling miitt i celler/ml.
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3.3 Absorbans och pigmentinnehall

Efter fyra veckors led-ljusbehandling mittes absorbansen av innehéllet i cellerna pa samtliga
behandlingar. Efter utrdkning enligt tidigare nimnd formel (Lichtenthaler & Welburn, 1983)
blev resultaten enligt tabell 1. Den lila behandlingen sticker ut mest med tydligt hogst varden
pa karotenoider, klorofyll a och klorofyll b.

Tabell 1. Uppmiitt absorbans miitt pa tre olika véglingder, 470 nm, 647 nm och 663 nm samt
totalméngder baserat pa de ekvationer som tidigare beskrivits.

470 nm 647 nm 663 nm Karotenoid Klorofylla Klorofyll b
pg/ml pg/ml pg/ml
Vixthus* 0,023+0,010 0,019+0,022 0,008+0,003 -0,056 0,043 0,343
Bla 0,015+0,003 0,005+0,001 0,006+0,003 0,036 0,063 0,063
Gron 0,013+0,003 0,004+0,001 0,005+0,002 0,033 0,050 0,049
Gul 0,072+0,049 0,021+0,015 0,037+0,029 0,204 0,398 0,233
Lila 0,144+0,031 0,039+0,005 0,076+0,007 0,434 0,822 0,403
Rod 0,041+0,003 0,005+0,001 0,007+0,001 0,152 0,074 0,059
Vit 0,062+0,021 0,020+0,009 0,033+0,009 0,161 0,346 0,230

* replikaten som ldmnades i vaxthuset kan endast ses som referens da miljon (ljus, temp etc.) var helt annorlunda
1 jimforelse med de som varit i LED-rummet.

4. Diskussion

Forutséttningar for att kunna odla Haematococcus pluvialis i cirkulationsvatten i exempelvis
ett vaxthus dr att det ar enkelt och relativt billigt. Det bor vara s att odlaren 1 fraga latt ska
kunna ympa in en stam av H. pluvialis 1 ndringsldsningen, och efter det ska den i princip skdta
sig sjélv. Ett stort problem hér &r att H. pluvialis inte verkar vara speciellt konkurrenskraftig.
Detta innebdr att den hade haft svart att konkurrera ut andra eventuella mikroorganismer som
oftast forekommer i niringslosningar. Alternativet ér att forsoka filtrera bort s& mycket som
mgjligt innan inympning.

I forsoket med odlingen av H. pluvialis 1 osteril ndringslosning fran en tomatodling, sd

filtrerades forst 16sningen genom ett filter med storleken 10um. Detta for att ta bort storre
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mikroorganismer och eventuella betande djurplankton. Trots det hittades en hel del
frimmande mikroorganismer i l6sningarna, exempelvis amobaliknande organismer (se figur
7, sidan 15). Dessa skulle ldtt kunna konkurrera ut H. pluvialis endast genom att ha en
snabbare tillvixthastighet och pé sa vis ta all niring och plats.

I jimforelse mellan torrvikterna fick forsoket med endast H. pluvialis (Ardal, 2012) en ndgot
storre torrvikt (mg/ml). Detta dr lite missledande dé det i forsoket med osteril 16sning férekom
manga andra storre mikroorganismer. Resultatet kan bero pd att man lyckats filtrera bort det
mesta, och att H. pluvialis hér inte haft den nédring som krévts for optimal tillvixt. I Ardals
forsok (2012) anvéindes ocksa ett medium som ar speciellt framtagen for att passa algers

behov pa ndring (Z8).

Genom att titta pa diagrammet (se figur 9, sidan 17) 6ver den totala celldensiteten sa kan man
se att den var storst i den lila och gula behandlingen. Aven i referensbehandlingen ér det hog
densitet. Om man sedan jdmfor detta med tabell 1 dver den uppmatta absorbansen i samtliga
replikat kan man @ven hér se att de stimmer 6verens med diagrammet 6ver den totala
celldensiteten (se figur 9). Bade den gula och den lila visar hogst halt av karotenoider, vilket
indikerar att det har har skett storst produktion av astaxanthin. Referensbehandlingen har inte
speciellt hogt virde pa varken klorofyll a/b eller karotenoider. Virdet pa karotenoider har fatt
ett negativt virde mojligen pd grund av for liten méngd testat material. Formlerna for
berdkning av klorofyll a/b samt karotenoider dr framtagna for vixtmaterial, vilket gor det

svért att fa bra viarden da man testar pa sa pass lite biomassa.

Alla behandlingar férutom bla och gron har fatt ett hdgre varde pa karotenoider én vad
referensbehandlingen har. De som egentligen gar att jamfora dr de som har ungefdr samma
densitet, dvs. referens/gul/rdd och lila. Av dessa sa har lila hogst virde pa karotenoidinnehall,
dérefter gul, rod, referens och sist gron. Da referensen har hogst densitet men néstan 14gst
vérde pd karotenoider tyder detta pd att det har har skett minst produktion av astaxanthin.

Vit, gron och blé behandling har alla fatt en relativt lag tillvéixt (se figur 9). Detta indikerar att
H. pluvialis inte tillviaxer fullt ut under paverkan av ljus med végliangder frén ca 400-550 nm.
Den vita behandlingen ger ett bredare spektra, da vitt ljus dr en "blandning” av alla farger.
Just den vita behandlingen har dven forhallandevis hog effekt i jimforelse med de andra
behandlingarna. Detta ger mer varme, vilket i sin tur troligtvis paverkar tillvéixten av H.

pluvialis. For mycket stress i form av for hog ljusintensitet kan dven leda till fotoinhibition i
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cellerna (Lee, 1999; Park and Lee 2000), vilket kan leda till stérningar nér fotosyntesen ska
fortga.

Makroskopisk undersdkning av replikaten indikerade att det skett storst tillvéxt och
produktion av astaxanthin i referensbehandlingen (som ldmnats kvar i vixthuset) samt den
roda behandlingen. Dock sag de orange cellerna i bada behandlingarna mer jimnorange ut
hér, dn 1 jamforelse med t ex. de lila och gula behandlingarna. I dessa fanns mer en tydlig
“kédrna” av tydligt pigment (karotenoider). Dessa forekom &dven i referensbehandlingen, dock
inte 1 samma utstrickning. Undersdkningen av absorbansen indikerar att sé var fallet; de smé
cellerna i1 referensbehandlingen var mgjligen orange utan att innehélla just karotenoider. Men
vad det skulle kunna vara som visar orange férg utan att vara karotenoider &r oklart.

For att kunna méta absorbans pa 10sningar sa forutsitter detta att man har pigment l9sta i
sjdlva dmnet man vill testa, som i detta fall var aceton. Ett problem som uppkom dé detta
skulle goras var att H. pluvialis cellviggar, da de kommit in i aplanosporstadiet och borjat
biosyntesen av astaxanthin, var svara att sonderdela. S& det 4r mgjligt att alla pigment inte
kunde extraheras ur cellen, vilket skulle kunna ge ett felaktigt resultat. Ett mer effektivt satt
att sonderdela cellviggarna kravs darfor. Man skulle kunna anvinda sig av ndgon slags

homogenisator.

Man skulle kunna ta fram ett fungerande system for produktion av astaxanthin med
mikroalgen H. pluvialis, mdjligen enligt den princip som Li et al., provade ar 2011. Eftersom
efterfrdgan pa astaxanthin idag &r sa pass stor, och utbudet relativt litet, sa kan priserna
fortfarande héllas hoga. Resultatet av satsningar pa naturlig produktion av astaxanthin skulle
dérfor kunna leda till att priset pd marknaden sjunker drastiskt, och i sin tur kanske detta
skulle kunna leda till att produktionen pa syntetisk produktion byts ut dverhuvudtaget. Detta
ar en trolig utvég, ocksé pé grund av att det krivs petrokemikalier for den syntetiska
produktionen (Li et al., 2011), vilket i sin tur kommer frin fossila brinslen. Kommer det ett
sdtt att bade fa astaxanthin och samtidigt slippa de fossila branslena sa kommer man som det
ser ut idag vara ganska snabba att skippa de sistndmnda.

Da H. pluvialis ér en mikroalg som kréver ljusstress for produktion av astaxanthin s& behdvs
mycket energi i form av ljuskédllor. En massproduktion skulle da bli forhallandevis dyr da
priset pa energi bara stiger som det ser ut i dagens lége.

En annan mojlig 16sning, som dock dr mindre trolig, ar att man dkar utbudet av astaxanthin

och fortfarande kan hélla samma hoga pris.
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Haematococcus pluvialis ger en relativt 1ag torrvikt vilket kan vara ett problem om man vill
bdrja ndgon slags massproduktion. Man fér se till att maximera avkastningen genom en
kontrollerad produktion i avseende av niring/stress. Ett mojligt steg for att effektivisera
produktionen hade varit om det fanns en mojlighet till genmodifiering av algen for 6kad

avkastning av astaxanthin.

Ett stort problem i detta forsok var det 1dga antalet replikat som anvindes. Det blir svéart att fa
en jamn och sédker bild pa hur det egentligen 4r om man endast anvinder sig av dels fa replikat
och dels smé replikat (5 ml). Dérfor s& hade nista steg i forsoket varit att utoka det och gora
det i storre omfattning s& man pa s vis fr mer biomassa.

Forsokets gjordes i ett LED-rum dér det samtidigt gjordes ett annat forsok, vilket innebar att
brunnarna med 5 ml algssuspension fick tréngas med viaxter i varje kammare. I borjan av
forsoket var detta inget problem, men i takt med att vixterna blev storre sé blev dven
problemet storre. Det gav skuggning och en del problem da prover skulle tas for analys. Ett
separat rum med LED-belysning hade varit det ultimata. P4 s& vis behdver man inte fundera
over huruvida alla behandlingar fick lika mycket ljus.

Luftomrorning av kulturerna skulle kunna forbéttra tillvéxten/produktion av astaxanthin dé
detta ger att fler celler mer jimt exponeras for ljuset, och sjdlvskuggning férhindras. Dock far
man dverviga om det dr aktuellt att satsa pa en mer avancerad anldggning (med pumpar etc.),
dé risken é&r att det inte blir ekonomiskt forsvarbart.

Det var svart att ridkna celler under ljusmikroskop, och det ledde till virden som mgjligen inte
var exakta. Man skulle kunna fa en siffra pa celltithet genom att gora ett optiskt densitetstest i
en spektrofotometer istillet (vilket gjordes i Ardals arbete, 2012). Aven till detta hade det
behovts mer biomassa och da ocksa storre prover.

Beridkningen av celldensiteten blev ett storre problem da H. pluvialis d&ven har en tendens att
véxa 1 klumpar. Detta gav stor plats for en stor variation mellan rékningarna (vilket leder till
stora standardavvikelser, vilket i sin tur leder till mindre trovérdighet av forsoket). Detta kan
vara anledningen till att den totala densiteten minskat frn en vecka till en annan. Fler

replikat dr ett sétt att 6ka trovdrdigheten av resultaten.
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5. Slutsats

Att odla H. pluvialis 1 osteril ndringslosning fran en véixthusodling kan bli svart da dess
tillvixthastighet dr relativt ldg. Detta gor att den far svart att etablera sig snabbt och

konkurreras da létt ut av andra mikroorganismer.

Det tycks vara mdjligt att f4 en 6kad produktion av karotenoiden astaxanthin om man stressar
mikroalgen Haematococcus pluvialis med hjidlp av LED-belysning. Resultaten pekar pé att
lila skulle vara den bésta fargen for detta. Gul, lila, vit och rod behandling hade alla hogre
absorbans och halt av karotenoider 4n vad referensbehandlingen i vaxthuset visade. Detta
betyder att det kanske inte &dr ultimat att odla dessa alger i returvatten frn vixthusodlingar

med endast naturlig instrélning for just produktion av astaxanthin.
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