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Resumen

Las descargas de aguas residuales a otras fuentes de agua causan un impacto
negativo por sustancias toxicas que afectan la fauna acuatica y la salud humana, por
lo que esta problematica ha hecho que se busquen alternativas que contribuyan a un
mejor tratamiento de estos desechos. El estudio de las microalgas como opcion de
tratamiento para las aguas residuales ha tomado auge en los Ultimos afos,
buscando la manera de aprovechar este recurso en simultaneo con la producciéon de
bioproductos de alto valor e interés en la industria farmacéutica y alimenticia. Esta
investigacion evalué un medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas y
aguas residuales porcinas para el crecimiento de la microalga Haematococcus

pluvialis y la sintesis y acumulacién de la astaxantina.

El estudio evidencié que el medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas
generd mayor concentracion celular con la cepa UTEX 2505 de H. pluvialis, siendo
de 3409x10* células/mL, comparado con el medio de cultivo a partir de aguas
residuales porcinas. Ademas, se demostrd que para una confianza del 95% existen
diferencias estadisticamente significativas (P= 0,05) entre las medias de crecimiento
de las cepas de H. pluvialis. Por otro lado, la concentracion final de astaxantina fue
mayor con la cepa UA de H. pluvialis en el medio de cultivo de aguas residuales
domésticas obtenidas mediante la técnica espectrofotométrica y de cromatografia
liquida de alta eficiencia, siendo 4,9 ug/mL y 27,091 ug/mL respectivamente. Estos
resultados demuestran la obtencion de astaxantina mediante el uso de aguas

residuales.

Palabras clave: Aguas residuales, microalgas, Haematococcus pluvialis,

astaxantina, clorofila.



Introduccién

Segun la Organizaciébn de las Naciones Unidas, mas del 80% de las aguas
residuales resultantes de actividades humanas son vertidas en rios, cuencas y
mares sin ningun tratamiento, provocando su contaminacion. Estos desechos
albergan altos contenidos quimicos organicos e inorganicos como el nitrégeno y el
fésforo, microorganismos como bacterias, virus y pardsitos, ademas de
contaminantes emergentes como compuestos quimicos farmacéuticos, sus
metabolitos y hormonas que incluso las plantas de tratamiento de aguas residuales
convencionales no son capaces de eliminar, impactando fuertemente el medio

ambiente y la salud humana®.

Especies de microalgas se han estudiado para tratar de manera eficiente las aguas
residuales de origen industrial, ganadero, municipal y agricola en simultaneo con la
produccién de bioproductos como suplementos alimenticios y para la salud,
cosméticos, pigmentos, vitaminas, antioxidantes, biocombustible entre otros.
Haematococcus pluvialis es una microalga verde de agua dulce y la mejor
productora natural de astaxantina acumulando hasta el 4% de su peso seco. La
astaxantina es un importante pigmento carotenoide que se caracteriza por sus
propiedades como colorante, grado alimenticio, capacidad antioxidante, siendo
ampliamente utilizada en el area de la industria acuicultora, alimentaria, farmacéutica

y en la salud humana®.

El cultivo de esta microalga para su consecuente produccion de pigmento a escala
industrial en medios convencionales basados en sistemas de cultivo abiertos y
cerrados no es suficiente; es por ello que se plantea la opcién del cultivo en un
medio a partir de aguas residuales que son un recurso que incluye liquidos y sélidos
acuaticos de uso domestico o comercial, asi como otras aguas que se han utilizado
en actividades del hombre y cuya calidad ha sido degradada, pero que alberga un
amplio valor nutricional necesario para el crecimiento y la producciéon de biomasa de

H. pluvialis, caracterizandose por ser una alternativa eco- amigable. Por consiguiente



el objetivo del presente estudio es evaluar un medio de cultivo a partir de aguas
residuales para el crecimiento de Haematococcus pluvialis y la obtencion de su

pigmento, la astaxantina.



1. Planteamiento del problema

Las descargas de aguas residuales a otras fuentes de agua son reconocidas como
uno de los principales problemas de contaminacion acuatica en el mundo. Dichas
descargas de aguas residuales sin tratamientos previos, generan problemas
ambientales como el agotamiento del oxigeno disuelto en el agua corriente para ser
utilizado por la materia organica presente en el agua residual, la generacién de
gases de olores putrefactos por la descomposicidon de compuestos organicos, la
carga elevada de microorganismos y compuestos téxicos las convierten en un factor
critico a nivel ecologico y sanitario al contaminar afluentes como rios y lagos,

conllevando a un desequilibrio ecolégico.

Sin embargo, es importante resaltar el potencial que este recurso presenta, ya que
por sus componentes cuenta con un elevado valor nutricional que permite estimular
el crecimiento y proliferacion de microalgas, convirtiéndose en un medio adecuado
para la generacion las mismas. Es asi como este proyecto pretende dar respuesta a
la pregunta, ¢por qué las aguas residuales pueden resultar ser un medio de cultivo
ideal para el crecimiento de H. pluvialis?. Con todo lo anterior, también se pretende
contribuir a reducir los efectos nocivos sobre el medio ambiente y la salud humana
siendo las aguas residuales un recurso amigable con el ambiente que disminuye los

costos por ser un elemento de desecho de facil adquisicion para realizar el cultivo.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar un medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas y porcinas para

el crecimiento de Haematococcus pluvialis y la obtencion del pigmento astaxantina.

2.2 Objetivos especificos

Identificar las caracteristicas de las aguas residuales domésticas y porcinas

mediante revision bibliografica.

Establecer las condiciones necesarias para la produccién de Haematococcus
pluvialis y astaxantina en el medio de cultivo a partir de aguas residuales de

origen doméstico y porcino.

Evaluar el crecimiento del alga y la produccion de clorofila y astaxantina en el

medio de cultivo de aguas residuales domésticas y porcinas.
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3. Justificacion

Haematococcus pluvialis es una microalga importante a nivel industrial debido que
en su estado de quiste es capaz de producir Astaxantina, un carotenoide que se
caracteriza por ser aplicado a productos industriales como alimentos y farmacos,
ademas de sus multiples beneficios en la salud. La produccion de la microalga y el
pigmento tiene algunas limitaciones debido a que su nivel de crecimiento es lento y
los costos generados para su obtencion son elevados, pues requiere de condiciones
nutricionales especificas relacionadas con las concentraciones de nitrogeno y fosforo
del medio, fuente de COz, intensidades luminicas y de temperatura adecuados para
la produccion de biomasa. Las concentraciones de dichos nutrientes y otros
adicionales, estan presentes en las aguas residuales de origen doméstico y porcino,
lo que permite catalogar a este recurso como un posible medio de cultivo que
propicia los requerimientos nutricionales ideales para el desarrollo de
Haematococcus pluvialis, siendo una alternativa amigable con el ambiente. Por ello,
se plantea utilizar este recurso como medio de cultivo para la generacién de

Haematococcus pluvialis y la consecuente produccion del pigmento astaxantina.
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4. Antecedentes

En un primer trabajo de Oswald. et al.1 1957, menciona el uso de microalgas para el
tratamiento de aguas residuales por tener las caracteristicas nutricionales
adecuadas para su desarrollo por un tiempo suficiente y bajo condiciones de luz y
temperatura propicios. Sin embargo, el crecimiento de las microalgas puede verse
afectada por los materiales toxicos contenidos en las aguas residuales. Ademas,
infiere que el uso de las microalgas es un comienzo para tratar aguas residuales y

asi mismo obtener subproductos en un futuro.

En el trabajo de Kang. et al.? 2006, describen un sistema fotoautotréfico con la
microalga H. pluvialis para el tratamiento de aguas residuales tratadas
primariamente (PTS) y aguas residuales porcinas tratadas primariamente (PTP), ya
que debido a su variacion en las concentraciones de nitrato necesario para el
desarrollo del alga, permite la eliminacién de foésforo y nitrégeno para la posterior

sintesis y produccién de astaxantina por quistes rojos de H. pluvialis.

Los resultados arrojaron que H. pluvialis tuvo un buen crecimiento en el sistema de
PTS con una tasa de crecimiento promedio de 0,239 dia. En cuanto a los niveles de
nitrato y fosfato, estos se eliminaron completamente a causa del crecimiento celular.
Para el cultivo de H. pluvialis en PTP, el medio se diluy6 2, 4 y 8 veces, demostrando
gue el crecimiento celular en el medio diluido dos veces fue inhibido por la carga
abundante de desechos inorganicos. En el medio diluido cuatro veces, las células
vegetativas de H. pluvialis presentaron un crecimiento Optimo con una tasa de
crecimiento de 0,245 dia y la adecuada eliminacion de nitrato y fosfato. En medio
PTP diluido ocho veces el crecimiento celular estuvo limitado por el agotamiento
temprano de nitrégeno. La concentracion de astaxantina fue de 39, 7 mg /L en PTS,
83,9 mg /L en medio PTP diluido cuatro veces y 42,3 mg/ L para PTP diluido ocho
veces. En conclusion, el método propuesto contribuye al procesamiento de aguas
residuales y la eliminacion de residuos inorganicos tras el cultivo de H. pluvialis y la

produccion sustancial de astaxantina.
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En la investigacion de Vidhyavathi et al.,® 2008, se establece una relaciéon entre el
perfil de pigmento y el perfil de expresion de genes carotenogénicos bajo la
influencia de disminucion de nutrientes en combinacion con cloruro de sodio, acetato
de sodio e intensidad alta de luz. En este estudio se demostro que los genes para la
biosintesis de astaxantina, (-caroteno cetolasa (BKT) y p-caroteno hidroxilasa
(CHY), se expresaban a nivel basal en las células verdes flageladas y durante el
proceso de estrés los genes estaban regulados por el aumento en la concentracion
de otros genes como licopeno ciclasa (LCY), fitoeno sintasa (PSY) y fitoeno
desaturasa (PDS). En los ensayos realizados, se evidencia que la méaxima
regulacion positiva de genes carotenogénicos ocurria al adicionar acetato de sodio y
acetato de sodio con cloruro de sodio pues inducen estrés salino y ademas de ello,
los autores de la investigacion sugieren que el acetato mejora la acumulacién de

astaxantina por medio del control redox fotosintético.

Las condiciones de estrés ambiental en los cultivos de H. pluvialis en estado de
células vegetativas verdes, permiten la acumulacion de astaxantina al cambiar
morfolégicamente a quistes rojos o aplanosporas por factores como la limitacion de
nutrientes, entre ellos los nitratos, fosfatos, sulfatos y magnesio, alta concentracion
de sal en el medio, elevada intensidad de luz y temperatura a la que se encuentra
expuesto y pH que aumentan el contenido total de carotenoides y el de la
astaxantina. Estos factores dan paso a la expresion de genes carotenoides como
fitoeno sintasa, licopeno ciclasa, caroteno ketolasa y fitoeno desaturasa. Finalmente,
concluyen que investigaciones acerca de la aplicacion de todos los factores al

tiempo y de los genes carotenogénicos son limitados. Camacho et al., 4 2013.

Wu et al., °2013 en se investigd la eliminacién de nutrientes junto con la produccion
de biomasa y la acumulacion de lipidos en la microalga. La muestra se obtuvo de
una planta de tratamiento de aguas residuales en Beijing y H. pluvialis demostré un
crecimiento significativo con una densidad méaxima de 8,5 x10* células /mL siendo
mas alta que en especies de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. La eliminacion
del fésforo y nitrégeno por H. pluvialis en este estudio fue de 93,8% y 97,3%

respectivamente al alcanzar la etapa estacionaria. Por otro lado, el contenido lipidos
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aumento un 43% con la deficiencia de nutrientes del medio a partir de aguas

residuales.

Para Guang et al.,® 2014, las descargas de aguas residuales sin previo tratamiento
incrementa el riesgo de afectacion al medio ambiente y a la salud publica, ya que las
aguas residuales domésticas presentan altas concentraciones de contaminantes
como nitrogeno y fosforo, productos quimicos de cuidado personal, productos
farmacéuticos y disruptores endocrinos. El uso de microalgas para el tratamiento de
aguas residuales no solo asimila completamente la cantidad de nitrogeno y fésforo
para su crecimiento en el medio, sino que también tiene la capacidad para eliminar
contaminantes organicos y metales pesados. Este estudio busca evaluar la
capacidad de cuatro especies de microalgas como C. reinhardtii, S. obliquus, C.
pyrenoidosa y C. vulgaris para la eliminacion simultanea de los contaminantes ya

mencionados en aguas residuales.

Los resultados demuestran que la remocion de nitrégeno y fosforo total por las
especies de algas utilizadas fueron eficientes con una buena tasa de crecimiento
celular. Relacionado a la eliminacién de metales, solo Al, Au, Co, Fe, Hg, Mn, Pb y
Zn presentaron mas del 50% de eliminacién en el medio, mientras que As, Cd, Cr, Ni
y Sn mostré eliminacion menor al 50%. Los compuestos organicos y los disruptores
endocrinos de tipo estrogénico también fueron significativamente reducidos por el
tratamiento aplicado, concluyendo que las especies de microalgas utilizadas son

potenciales para su aplicacion en los tratamientos de aguas residuales.

En el trabajo de Sato et al.,” 2015, describen el tratamiento de aguas residuales con
la implicaciéon de ozonizacion, coagulacién, desarrollo y optimizacién para el cultivo
de la microalga Haematococcus pluvialis. En este estudio se tomaron muestras de
una planta de tratamiento de aguas residuales en su mayoria domeésticas de
Okayama, Japoén. Tras la coagulacion de la muestra con quitosano, la turbidez del
medio disminuy6é un 89% permitiendo que el sobrenadante de la muestra quedara

con los nutrientes necesarios siendo adecuado como medio de cultivo para H.

15



pluvialis. Segun los resultados del estudio, las concentraciones totales de nitrégeno y
fésforo disminuyen con el crecimiento celular. Estos resultados muestran que el 99 +
1,4%, 99% * 1% de nitrogeno (dias 31 - 35) y 90,3 + 7,6% ,90% * 8% de fosforo
(dias 31 - 35) se eliminaron por el cultivo de H. pluvialis. Ademas, la tasa de
crecimiento en agua residual filtrada y coagulada fue de 0,34 células/dia con 5% de
COg2, siendo superior a la tasa de crecimiento en medio convencional que fue de
0,29 células/dia con suministro de aire y la produccion de astaxantina fue de 3.26 mg
/ L. En los resultados del trabajo se evidencia al agua residual doméstica como
medio para el cultivo de H. pluvialis teniendo una tasa de crecimiento mayor que en
el medio convencional que trabajaron paralelamente con este estudio. Sin embargo,
mencionan que se requiere una mejor optimizacién para lograr aumentar la

produccion eficiente de astaxantina.

En la investigacion de Ledda et al.,® 2016, realizaron una suspensién de aguas
residuales porcinas tras un proceso de filtrado para eliminar la turbidez del medio,
funcionando como sustrato para H. pluvialis y la produccion de biomasa. Los
resultados obtenidos demostraron que el sistema de filtrado pudo reducir la
concentracion de compuestos presentes en las aguas residuales de los cerdos
siendo positivas para el cultivo de microalgas en términos, de turbidez y reduccién
de amoniaco. Los experimentos realizados con filtrados diluidos al 25% y 12,5%
mostraron el crecimiento mas rapido, alcanzando la fase estacionaria en 13 dias
con una concentracion de peso seco promedio de 0,97 g/L y 0,81 g/L

respectivamente.

La acumulacion de astaxantina se evidencio en el filtrado diluido al 50% con 1,27 +
0.02% de peso seco, ligeramente aumentado en comparacion con el filtrado diluido
al 12,5% con 1,17 £ 0.02% de peso seco Yy el filtrado diluido al 25% con 0,92 *
0.02% de peso seco. Se concluye que el método propuesto tiene potencial como un
proceso de tratamiento biolégico de aguas residuales por la eliminacion de

compuestos inorganicos y la biosintesis simultdnea de astaxantina.
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El cultivo de las microalgas en condiciones especificas de estrés tiene la capacidad
de sintetizar y acumular metabolitos secundarios como el pigmento carotenoide
astaxantina. La microalga Haematococcus pluvialis acumula dentro de sus células la
astaxantina que ocupa hasta el 4% de su peso seco. H. pluvialis cuenta con dos
etapas: la primera es una etapa vegetativa en que las células se dividen y sintetizan
clorofila en condiciones adecuadas de luz, temperatura, nutrientes como nitrégeno,
fésforo, sodio, azufre, magnesio, hierro, zinc, cobre, cobalto y pH adecuados. La
segunda etapa consiste en la acumulacion de astaxantina, donde la division celular
se detiene debido a la privacion de nutrientes en el medio y por la exposicion a

factores de estrés como alta intensidad de luz y estrés salino. Panis et al., ° 2016.

Guldhe et al., © 2017, menciona que las aguas residuales domésticas estan
compuestas de material organico, nitrogeno y fésforo, metales, materia organica y
microorganismos. También son ricas en fosfatos y amoniaco como nutrientes
importantes para el crecimiento de las microalgas. Sin embargo, altas
concentraciones de dichos componentes pueden afectar negativamente el
crecimiento pues juegan un papel importante en la dispersion y penetracion de la luz
al medio. Otro factor que puede influir en el desarrollo de las microalgas son las
grandes cantidades de bacterias por ataque directo a través del contacto de célula a
célula o por ataque indirecto que se lleva a cabo por compuestos extracelulares. Sin
embargo, las microalgas también pueden influir negativamente en el proceso de
crecimiento bacteriano al aumentar la concentracion de OD, pH vy la eliminaciéon de
metabolitos con capacidad inhibitoria. Los principales componentes de las aguas
residuales de origen agricola como las porcinas, presentan los desechos mas
contaminantes por su contenido organico relacionado a la demanda biolégica de
oxigeno, comparada con otras fuentes de aguas residuales de origen animal.
Ademas, hace referencia a que las aguas residuales con estiércol de origen animal

pueden ser un medio de cultivo ideal para las microalgas.

Para Chew et al., 11 2018, las aguas residuales son una fuente de gran potencial
para el cultivo de las microalgas. Este medio es una fuente rica en nutrientes que el

alga a medida que utiliza para su crecimiento, purifica el agua para poder ser
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descargada posteriormente. Las aguas residuales se pueden clasificar en
domésticas, agricolas, industriales, refineria y lixiviados. Los contenidos de las
aguas residuales tienen contenidos organicos como grasas, carbohidratos,
proteinas, aminoacidos y acidos volatiles similares, pero hay diferencias en cuanto a
la materia inorganica contenida que incluye concentraciones variables de calcio,
cloro, fésforo, bicarbonato, amonio, azufre, sodio, bicarbonato, amonio y metales
pesados. Ademas, altas cantidades de nitrégeno y fosfatos que pueden causar
procesos de eutrofizacion y pérdida de vida acuatica si se descargan a otras fuentes
de agua. Es importante destacar que no todas las especies de algas resisten las
condiciones del medio a causa de su alto contenido nutricional y agentes patégenos
qgue no permiten llevar a cabo el desarrollo y productividad de las microalgas.

Segun Halip et al. *? en Assessing the feasibility of microalgae cultivation in
agricultural wastewater: the nutrient characteristics. Este estudio demuestra el cultivo
de microalgas en aguas residuales que se caracterizan por tener una alta carga de
nutrientes consumibles, siendo consideradas ideales en el campo de la remediacion
de estos efluentes y la produccién de biomasa. Las concentraciones de carbono,
fosforo y nitrégeno fueron suficientes en el medio junto con otros oligoelementos
esenciales para las microalgas como el Fe, Ky Mg. Sin embargo, un nivel excesivo
de estos nutrientes resultan téxicos para las microalgas y por tanto retardan su

capacidad de crecimiento en el medio.
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5. Marco teorico

5.1 Generalidades de aguas residuales

El incremento en la demanda de agua tiene como consecuencia un aumento en el
volumen de los residuos liquidos, cuya descarga, sin una adecuada recoleccion,
evacuacion y tratamiento, es capaz de deteriorar la calidad otras fuentes de agua y
contribuye su vez a las probleméaticas acerca de la disponibilidad del recurso hidrico.
Las aguas residuales son aquellas que por el uso del ser humano representan un
peligro y deben ser tratadas y desechadas debido a la elevada concentracién de
sustancias y microorganismos presentes. Su composicion es una mezcla compleja
de materia orgénica e inorganica, junto con entidades bioldégicas como bacterias y

virus, reflejo de los estilos de vida de la sociedad.?

La composicién fisica de las aguas residuales esta dada principalmente por agua,
arena y sedimento, ademas de productos sanitarios y plastico. Dependiendo del
lugar se pueden encontrar restos vegetales, ramas o0 animales en la red de
alcantarillado que transporta las aguas residuales. Por otro lado, las sustancias
quimicas en los desechos domésticos comprenden lipidos, carbohidratos y
proteinas, fésforo, nitrégeno, potasio, calcio, cloro, azufre, bicarbonato, amonio y
metales pesados.''1* En cuanto a la naturaleza microbiolégica, las bacterias
representan mas de 102 células/ litro; siendo los géneros Bacillus y Clostridium los
que estan en mayor cantidad y son capaces de resistir las condiciones extremas de
dicho medio formando esporas. Entre los microorganismos entéricos presentes se
encuentran Escherichia coli, Salmonella y Shigella, acompafiado de especies como
Vibrio, Staphylococcus, Pseudomonas y Streptococcus. Los virus como
Coxsackievirus, virus de la Hepatitis A, Adenovirus y Rotavirus hacen parte de dicho
complejo microbiologico. En cuanto a protozoos es posible determinar amebas,
flagelados y ciliados como Giardia y Cryptosporidium. Finalmente, los géneros de
hongos mas encontrados en aguas residuales son Geotrichum, Fusarium, Mucor,

Sphaerotilus, Aerobasidium, entre otros.'4
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Una forma para el tratamiento de estos efluentes es la utilizacion de procesos
basados en microalgas. En comparacion con los procesos de tratamiento fisico y
quimico, el tratamiento a base de microalgas puede lograr la eliminacion de
nutrientes de las aguas residuales de una manera menos costosa y ecolégicamente
mas segura, con beneficios adicionales como la produccion de biomasa. Las aguas
residuales representan un medio liquido potencial para el cultivo de microalgas por
su alto contenido de nutrientes necesarios para su crecimiento, desarrollo y
produccion. Es importante destacar que los contenidos de nitratos y fosfatos
contenidos en el agua residual al ser descargadas en otras fuentes de agua puede
ser causante de procesos de eutrofizacion y disminucién de la vida acuética alli
existente. Las tendencias actuales de las aguas residuales utilizadas, establecen
gue las mas apropiadas con una relacién de N:P adecuado provienen de la industria

lActea, aguas residuales domésticas e industria porcina.*!

5.1.1 Aguaresidual doméstica y agua residual porcina.

La composicién de las aguas residuales varia segun las fuentes e influye en el
crecimiento de las microalgas. El agua residual domestica proviene de desechos de
origen humano o animal como heces y orina, residuos por limpieza del hogar y de
aseo personal con pocas concentraciones de solidos organicos e inorganicos
suspendidos y disueltos. Se caracteriza porque su contenido presenta grasas, restos
de jabln y detergentes, materia organica y microorganismos. Los desechos
generados que son contenidos en el agua residual se conforman en su mayoria por
sustancias como acidos, aceites y antibioticos, ademas de productos que contengan

naturaleza mineral, animal o vegetal.3 15

El agua residual porcina proveniente de la cria de cerdos esta conformada por
heces, orina, residuos de comida y agua utilizada para la limpieza de la zona de
criadero por lo que la eliminacion de la materia organica, del nitrogeno y fosforo
requiere de atencion, pues su eliminacién en otras fuentes de agua degrada su
calidad, generando un impacto ambiental negativo y un alto potencial de

eutrofizacion.16.17
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5.1.1.1 Caracteristicas fisicas.

El color del agua residual es representativo del tiempo que lleva descartada.
La apariencia negra u oscura es un indicador de residuos sépticos, mientras

que el color gris representa aguas que recientemente han sido desechadas. 8

El olor es indicativo de la descomposicion de materia organica con la
produccion de gases como el metano y sulfuro de hidrogeno en el que los
microrganismos anaerobios reducen el sulfato a sulfuro como Desulfovibrio,

Desulfotamaculum, Desulfobacter, Desulfococcus y Desulfuromonas.81°

La temperatura del agua residual depende de la ubicacion geografica y de la
energia liberada tras las reacciones bioguimicas en la degradacion de la
materia organica. Sin embargo, oscila entre 10 a 21°C y resulta ser un factor
importante en altas temperaturas debido a su efecto en el crecimiento de

especies plancténicas y de hongos.!8

Los solidos totales se clasifican en solidos suspendido y solidos filtrables. Los
primeros hace referencia a particulas de origen vegetal, animal o de desechos
que pueden ser identificados y retirados con facilidad mediante métodos
fisicos. Por otro lado, los sdlidos filtrables se caracterizan por que tienen un
diametro de 1 micra que puede ser eliminado mediante sedimentacion y por

moléculas organicas e inorganicas que estan disueltas en el agua.?°

5.1.1.2 Caracteristicas quimicas.

La fraccion organica de las aguas residuales tanto domesticas como porcinas
esta constituida por combinacion de carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno

gue constituyen proteinas que representan entre 40-60%, lipidos 10% vy
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carbohidratos de 25 - 50%, grasas, urea y agentes tensoactivos provenientes
de restos de alimentos, orina, excremento y detergentes. El contenido de
materia organica biodegradable reduce el oxigeno del agua y pueden ser
transformados a compuestos simples mediante los microorganismos
presentes. En cambio, la materia organica no biodegradable resulta ser un

obstaculo en el tratamiento de esta clase de agua. %1820

e Las sustancias inorganicas en aguas residuales domésticas y porcinas
contienen altas concentraciones de nitrégeno y fésforo que pueden provocar
la contaminacion de aguas superficiales y subterraneas. Ademas de la
presencia de otras sustancias presentes como cloruro, iones de hidrégeno y

metales pesados como plomo, zinc, mercurio, cobre y cadmio.'>21

Mediante procesos bioquimicos, el nitrdgeno se puede encontrar en diferentes
formas y estados de oxidacién. Tiene la capacidad de consumir el oxigeno disuelto
por procesos de conversion de amoniaco a nitritos, en la nitrificacion de nitritos a
nitratos y en la desnitrificacion los nitratos son reducidos a gas nitrogeno. La forma
predominante en el agua residual es nitrdgeno organico correspondiente a grupos
amino y amoniaco derivado de la urea.l’ Altas concentraciones de este nutriente en
aguas residuales tratadas o por su acumulacién en el suelo y mediante la
escorrentia son depositadas en cuerpos de agua dando lugar a procesos de
eutrofizacion, reduccion del oxigeno, aumento de la turbiedad y causa de la muerte

de flora y fauna alterando la funcion de los efluentes y la calidad del agua.?? 2324

El fosforo total presente en aguas residuales domésticas y porcinas se encuentran
forma de fosfatos distribuido en inorganicos como polifosfatos y después de un
proceso de hidrolisis lenta en ortofosfatos provenientes de productos quimicos y

detergentes.?!
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El fosforo representa un nutriente esencial para el crecimiento de microorganismos
que intervienen en la materia organica de las aguas residuales pero altas
concentraciones depositadas en aguas receptoras contribuye formacion de
floraciones de algas y puede representar una fuente toxica para los peces y los

humanos.?®

El agua residual domestica contiene menos concentraciones de nitrégeno y fosforo
total con 15-90 mg/L y 5-20mg /L respectivamente, comparado con aguas
residuales de fuente porcina con nitrdgeno total entre 1110-3213 mg/L y fosforo total
310-987 mg/L. Estos datos se encuentran bajo la influencia de factores como la

edad, la dieta, la productividad, el manejo y la ubicaciéon de los animales.?*

e Dentro de los gases encontrados en aguas residuales esta el oxigeno
disuelto, el cual es necesario para la actividad quimica y biologica evitando la
formacion de olores desagradables. El &cido sulfhidrico, producido por la
descomposicion de materia organica con azufre son un indicativo del tiempo
gue lleva el agua residual y otros gases como el metano causante de efecto
invernadero, 6xido nitroso, el diéxido de carbono, amonio, mercaptano y

acidos organicos volatiles son producto de la descomposicion.*®

5.1.1.3 Caracteristicas microbioldgicas.

Las aguas residuales domésticas y porcinas representan una fuente con diversidad
de patdégenos como bacterias, virus, protozoos y helmintos provenientes de heces de

origen humano y animal que son un riesgo para la salud. 2°

e La fuente de bacterias patdgenas en las aguas residuales son las excreciones
de animales o humanos en las que se encuentran parte del microbioma
normal del huésped y que pueden encontrar en este tipo de agua un ambiente
adecuado para proliferar o por el contrario, ser eliminados. Este gran conjunto

de bacterias tienen la capacidad de adquirir genes de resistencia a los
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antibioticos representando un problema para la salud. Géneros como
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Yersinia, Vibrio, Pseudomonas,
Corynebacterium, Mycobacterium, Clostridium, Helicobacter, Campylobacter,
Bacillus, Listeria y Leptospira que pueden ser causantes de enfermedades

gastrointestinales, neumonia, meningitis, tuberculosis, entre otras. 26:27

El agua residual es una fuente de patdégenos virales proveniente de la materia
fecal de personas infectadas y representa un riesgo para la salud humana
asociada a patologias transmitidos por el agua como gastroenteritis y
hepatitis. El proceso de tratamiento para la eliminacién de bacterias en las
aguas residuales, es ineficaz para las particulas virales que al final son

depositadas en otras fuentes de agua para uso agricola o recreacional.?6:28:29

Los virus entéricos como Adenovirus, Rotavirus, Virus de la hepatitis A y Virus
de la hepatitis E, Norovirus, Virus Coxsackie A y B y Virus del polio hacen
parte de estos patdgenos encontrados en las aguas residuales domésticas.3°
El virus SARS-CoV-2 causante de la pandemia del COVID-19, se elimina en
la saliva, esputo y heces que posteriormente se desechan en las aguas
residuales y en la que se ha reportado presencia de su ARN mediante
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa cuantitativa
(RT-gPCR), siendo un posible factor de riesgo y fuente de la enfermedad. Sin
embargo, aun hacen falta estudios para evaluar la persistencia del virus en
este medio frente a las diferentes condiciones y a los procesos de inactivacion

o eliminacién en los procesos de tratamiento.3% 32

Las descargas de aguas residuales resultan ser un vehiculo importante para
la trasmision de pardsitos por el agua. Los géneros de Cryptosporidium,
Giardia, Ascaris, Taenia, Entamoeba, Hymenolepis nana y Enterobius
vermicularis son algunos que se encuentran en ese medio y que son un
potencial riesgo para la salud cuando se da lugar una exposicion accidental

en estadios infectantes de los parasitos cuando se realizan actividades de
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rehiso del agua residual como el riego, la recreacion, entre otros

aplicaciones.3334

5.1.1.4 Contaminantes emergentes.

Los contaminantes emergentes son los compuestos de diferente origen y naturaleza
quimica y su presencia en el medio ambiente ocurre a través de aguas residuales y
otras actividades. Las plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales no
tienen la capacidad de eliminar muchos de estos compuestos, teniendo la capacidad

para generar un impacto ecologico en los cuerpos de agua receptores y en la salud.
35,36

Los farmacos mas frecuentemente encontrados abarcan antidepresivos,
antiretrovirales, analgésicos, antinflamatorios, agentes ansioliticos, medicamentos
antidiabéticos, diuréticos, antibiéticos, antiepilépticos, broncodilatadores y hormonas
gue pueden ser metabolizados total o parcialmente en los organismos conduciendo
a la excrecion de los farmacos originales y metabolitos eliminados por la orina y
heces. Las aguas residuales porcinas también presentan hormonas esteroideas que
influyen en la reproduccién de peces, tortugas y ranas al inducir un crecimiento

testicular anormal. 36:37

Las drogas ilicitas como EI A-9-tetrahidrocannabinol, componente psicoactivo del
cannabis y la cocaina hacen arte de los contaminantes emergentes, ocasionando
respuestas oxidativas y citotoxicas en los moluscos y demas organismos acuaticos.
Es importante mencionar que paises como Suiza y Alemania han tomado medidas
para eliminar los microcontaminantes de las aguas residuales, sin embargo aun
guedan varias sustancias peligrosas conocidas y desconocidas que se generan en
los procesos de tratamiento y que continlan representando un peligro por su

toxicidad en las aguas superficiales. 36:38
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5.2 Haematococcus pluvialis

5.2.1 Generalidades.

Haematococcus pluvialis es una microalga verde unicelular, fotosintética de agua
dulce, perteneciente a la clase Chlorophyceae, orden Volvocales y familia
Haematococcaseae. Es frecuente encontrar esta microalga en cuerpos de agua
como estanques naturales distribuidos en regiones templadas del mundo y es
considerada como la mejor fuente natural de astaxantina®. La estructura de H.
pluvialis se caracteriza por tener una pared celular de celulosa, los cloroplastos
contienen pigmentos fotosintéticos con clorofila a y b, ademas de carotenoides como

luteina, xantofilas y zeaxantina®.

5.2.2 Ciclo de vida de Haematococcus pluvialis.

En su ciclo de vida tiene la capacidad de formar cuatro tipos de morfologias:
macrozooides, microzooides, palmelas y hematocistos o aplanosporas. (Fig.1)

OSBE

1-cell 2-cell -cell 8-cell 16-cell 32-cell

Cell division
Refresh

Germination
Encystment (aplanospore formation)

O-—©@©-—0© ¥

Cyst (aplanospore) Intermediate cell Green coccoid cell Flagellated cell
(Palmelloid)

Fig. 1 Astaxanthin-Producing Green Microalga Haematococcus pluvialis: From Single Cell to High
Value Commercial Products, Life cycle of Haematococcus pluvialis. 2020. Shah et. Al. Imagen
disponible en: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848535/#B72
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La fase vegetativa verde esta conformada por macrozooides que se caracterizan
por tener una tamano de 8 a 20 ym forma elipsoidal o esférica, un cloroplasto y dos
flagelos de igual longitud. Esta se divide de 2 a 32 células hijas mediante el proceso
de mitosis. Los macrozooides predominan en estadios tempranos de crecimiento en
la fase vegetativa en un cultivo con las condiciones Optimas. En algunas situaciones
en las que H. pluvialis se expone a condiciones de privacion de nutrientes, seguido
por condiciones Optimas de cultivo, la gametogénesis puede ocurrir en aplanosporas,
generando 64 gametos denominados microzooides. Los microzooides son de menor
tamafio (<10 pym) y demuestran alta motilidad. Por otro lado, en el estadio de
palmelas, las células se encuentran en reposo, su nucleo esta en el centro de la
célula, los cloroplastos se ubican en la periferia, no tienen flagelos y por ende
pierden la movilidad. Esto ocurre cuando las condiciones ambientales no son ideales
dando lugar a las células intermedias que cambian a color naranja, la fotosintesis
disminuye y hay presencia de gotas de lipidos con astaxantina. La fase de
enquistamiento no moévil solo contiene los hematocistos o aplanosporas en donde se
acumula la astaxantina en gotas de lipidos dispersos en el citoplasma. En su
estructura contiene una vaina trilaminar rigida, gruesa y pared celular secundaria

que permiten a la microalga resistir condiciones ambientales de estrés.®®

5.2.3 Composicion quimica.

La composicion bioquimica de H. pluvialis se modifica de acuerdo a la fase
vegetativa y la fase de enquistamiento. En la primera fase, el contenido de
carbohidratos en la célula esta expresado en forma de almidén con un 15 a 17%,
mientras que en fase de enquistamiento, debido a las condiciones ambientales
extremas su contenido puede variar hasta el 74%. El contenido proteico bajo
condiciones favorables, oscila entre el 29 al 45%, al tanto que en la fase de
enquistamiento estan representadas por aminoacidos como acido glutamico, acido
aspartico, leucina y alanina con un 23%. Los acidos grasos poliinsaturados
representan el 25% de la fraccion lipidica en fase vegetativa de H. pluvialis, pero en
fase de aplanospora la sintesis de lipidos neutros como triacilgliceroles aumenta. La

clorofila a y b junto con luteina en las células vegetativas forman del 75 al 80% en
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tanto que los carotenoides secundarios como la astaxantina van a conformar del 80

al 99% de astaxantina.3®

5.2.4 Requerimientos nutricionales.

El crecimiento de las microalgas es favorecido por nutrientes esenciales como el
nitrogeno, fosforo mediante mecanismos de absorcidn. La asimilacion es el proceso
mediante el cual el nitrdgeno inorganico en forma de nitrato, nitrito y amonio es
transformado a nitrdgeno organico presente en las enzimas, péptidos, proteinas,
clorofilas, ADP, ATP, y material genético. El nitrdgeno organico realiza translocacion
a través de la membrana plasmatica y el nitrato es reducido mediante la enzima
nitrato reductasa que usa la forma reducida de nicotinamida adenina dinucleétido
(NADH), transfiriendo dos electrones para la conversion a nitrito. Por otro lado, el
nitrito es reducido a amonio mediante la enzima nitrito reductasa y la ferredoxina,
transfiriendo seis electrones a la reaccion y la incorporacion final de amonio a los

aminoacidos.?4

Un factor importante en el metabolismo de las microalgas es el fosforo, pues este se
encuentra en los lipidos, proteinas y acidos nucleicos, ademas de ser intermediarios
en el metabolismo de los carbohidratos. Se encuentra disponible para las microalgas
en forma de fosfatos como fosfato dihidrégeno (H2PO4) e hidrogenofosfato (HPO4
2). En las microalgas, el fosforo tiene tres procesos de transformacion a energia
como la fotofosforilacién, fosforilacién a nivel de sustrato y fosforilacién oxidativa.*!
Los micronutrientes y oligoelementos como Fe, Mn, Cu, Mg, Zn y S se requieren en
menores cantidades teniendo lugar en las actividades metabdlicas y de division
celular de las microalgas, siendo necesarios para un Optimo crecimiento, si las
células se encuentran en un ambiente adecuado o si realizan procesos de

almacenamiento de energia en medios no favorecedores. 4243
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5.3 Astaxantina

5.3.1 Generalidades.

Los carotenoides son los pigmentos mas abundantes, diversos y de mayor fusion
que se encuentran en la naturaleza, abarcando mas de 600 pigmentos sintetizados
en plantas, algas, hongos, bacterias 0 musgos. Se caracterizan por ser compuestos
lipofilicos de color rojo, naranja o amarillo y cuentan con una estructura principal C40
divididos en dos grupos: carotenos y xantofilas. Los carotenoides se ubican en las
membranas tilacoidales y tienen la funcion de absorber la luz y disminuir el exceso
de energia en el metabolismo fotosintético. Los carotenoides primarios estan ligados
con los componentes estructurales y funcionales en el aparato fotosintético celular,
mientras que los carotenoides secundarios forman una capa protectora cuando las
células se encuentran bajo condiciones de estrés, generando pigmentos de color

rojo.44 45

La astaxantina (C 40 H s2 O 4, 3,3-dihidroxi-B, B'-caroteno-4,4'-diona) es el
carotenoide implicado en el color rojo o rosa perteneciente a peces como el salmén y
la trucha, camarones y crustaceos como langostas y cangrejos #’. La astaxantina
contiene amplias aplicaciones a nivel de industrias farmacéuticas, cosméticas,
alimenticias, médicas y nutracéuticas gracias a sus capacidades para eliminar
radicales libres, funciones antioxidantes, cardioprotectoras, antidiabéticas vy
neuroprotectoras. Su influencia en la desintoxicacion y funcion hepética, la
disminucién de la inflamacion como en la enfermedad de Crohn y enfermedad
ulcerosa por Helicobacter pylori, los efectos fotoprotectores relacionados a la salud
ocular y salud de la piel, ademas de su actividad anticancerigena permite mejorar las
tasas de supervivencia y convierte a la astaxantina como un suplemento nutricional

benéfico para la salud. 48 49.50.51

5.3.2 Estructura quimica.
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La estructura quimica de la astaxantina (Fig.2), esta compuesta por carbono,
hidrogeno y 4tomos de oxigeno, lo que la hace miembro de las xantofilas. El oxigeno
puede estar presente como grupos hidroxilo, grupos carbonilo o una combinacién de
ambas. Ademas, cuenta con dos anillos terminales se unen por una cadena de
polieno. La molécula de astaxantina contiene dos carbonos ubicados en la
posiciones 3 y 3° del anillo de B- ionona con un grupo hidroxilo en cada extremo,
explicando su capacidad antioxidante y esterificante con acidos grasos como acido

palmitico, linoleico y oleico. 525354

Fig. 2 Astaxanthin: Sources, Extraction, Stability, Biological Activities and Its Commercial
Applications—A Review. Planner structure of astaxanthin. 2020. Ambati et al. Imagen disponible en:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3917265/

La astaxantina se deriva del 3- caroteno por 3-hidroxilaciéon y 4-cetolacién en ambos
grupos terminales de ionona. Estas reacciones son catalizadas por [(-caroteno
hidroxilasa y [B- caroteno cetolasa, respectivamente. La hidroxilacion se halla
principalmente en las plantas superiores, pero la cetolacion solo es restringida a

algunas bacterias, hongos y algas verdes unicelulares.5? 53

5.3.3 Sintesis de la astaxantina

La sintesis de astaxantina en la microalga H. pluvialis resulta ser un proceso
complejo que depende de las condiciones ambientales como la intensidad de luz,
nutrientes, entre otros. Como se muestra en la Fig. 3, el isopentil pirofosfato (IPP) es

el precursor de la sintesis de carotenoides. Existen dos vias para la biosintesis de

30


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3917265/

IPP: la via del mevalonato (MVA) ubicada en el citosol de células eucariotas y
hongos y la via del no mevalonato (MEP) o también llamada 1- desoxi- D- xilulosa-
5- fosfato (DOXP) debido a su formacion en la primera etapa de la via como
resultado de la condensacion de gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. Este tiene lugar
en el cloroplasto de algas verdes, protozoos y plantas superiores. 55

Mediante andlisis transcriptomicos de la biosintesis de astaxantina, se ha
demostrado que en la microalga H. pluvialis es mas probable que se sintetice este
pigmento por la via DOXP, pues carece de tres enzimas que son necesarias para la

via MVA que cataliza la formacion de IPP. %7

En el proceso de la biosintesis de astaxantina en los cloroplastos de H. pluvialis, el
piruvato y gliceralhdehido-3-fosfato son la fuente de IPP a través de la via DOXP.
Posteriormente, el IPP se isomeriza a dimetilalil difosfato (DMAPP), mediante la
enzima 4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato reductasa (HDR) que cataliza la
interconversion entre IPP y DMAPP %57, La cadena isoprenoide se elonga con una
molécula de DMAPP y la adicion de tres moléculas de IPP que son catalizadas por la
enzima geranilgeranil pirofosfato sintasa (GGPS). El Ultimo paso de ese proceso es
la formacion de un compuesto Czo, pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), un

precursor compartido con otros isoprenoide. 5% 58

En la sintesis de carotenoides, el primer paso es catalizado por la fitoeno sintasa
(PSY) resultando en la formacién de fitoeno (C40) mediante la condensacién de dos
moléculas de GGPP. El fitoeno atraviesa por cuatro pasos de desaturacién que son
catalizados por dos fitoeno desaturasas (PDS) y una (-caroteno desaturasa (ZDS)
para convertirse en licopeno. Es importante mencionar que las reacciones de
desaturacion aumentan el numero de dobles enlaces entre carbono - carbono dando

origen al croméforo de los carotenoides.>®

El licopeno pasa por un proceso de ciclacion que es catalizada por dos licopeno
ciclasas: LCY-e y LCY-b. En la biosintesis de carotenoides, este punto de

ramificacion produce a- caroteno y 3- caroteno como precursor de luteina 'y
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astaxantina respectivamente. Las condiciones de estrés en el medio hacen que la
mayoria del flujo de carbono sea dirigida hacia la sintesis de (- caroteno y
finalmente astaxantina. Los ultimos dos pasos de oxigenacion catalizados por (-
caroteno cetolasa (BKT) y B- caroteno hidroxilasa (CrtR-b) resultan limitantes de la

sintesis de astaxantina.®® (Fig.3)
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Fig. 3 Astaxanthin-Producing Green Microalga Haematococcus pluvialis: From Single Cell to High
Value Commercial Products. Pathway of (3S-3'S)-astaxanthin biosynthesis in H. pluvialis. 2020. Shah
et. al. Imagen disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4848535/

5.3.4 Fuentes de astaxantina
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La produccion de astaxantina ocurre partir de fuentes naturales como subproductos
de microalgas, bacterias, levaduras y crustaceos. Las microalgas representan la
mayor fuente de astaxantina natural, por lo que las investigaciones van encaminadas
al mejoramiento y optimizacion de los cultivos, asi como la implementacion de
mejores estrategias para su crecimiento, entre otros aspectos. Dentro de las
especies de microalgas productoras de astaxantina se encuentran Haematococcus
pluvialis, Chlorella zofingiensis.®! Se ha reportado que Haematococcus pluvialis tiene
la capacidad de acumular la astaxantina hasta un 4% del peso seco, siendo el nivel

mas alto entre todos los organismos productores que se han conocido.®?

Por otro lado, Corynebacterium glutamicum es una bacteria Gram positiva de suelo
con importancia biotecnoldgica. Este microorganismo tiene la capacidad de sintetizar
aminoacidos para la industria alimenticia y en los ultimos afios se ha utilizado en el
campo de la ingenieria metabdlica para ser productora de carotenoides como la

astaxantina.®3

La astaxantina también puede ser sintetizada por Paracoccus carotinifaciens, una
bacteria Gram negativa en forma de baston, que contiene un alto contenido de
carotenoides naturales en la ruta biosintética que dirige a la astaxantina, esta ultima

representando del 55% al 60% de los carotenoides totales de las células.®46°

En el grupo de levaduras productoras de astaxantina se encuentra
Xanthophyllomyces  dendrorhous,  Rhodotorula  glutinis, Candida utilis,
Rhodosporidium sp, Sporobolomyces sp. Estos microorganismos se consideran
adecuados para la produccién de carotenoides debido a su facilidad de cultivo,
rapido crecimiento y sintesis de metabolitos bajo diferentes sustratos a pesar de que

la cantidad de astaxantina producida es menor que en microalgas.56:67.68.69

Los subproductos de los crustdceos como camarones, langostas y cangrejos estan

compuestos por lipidos, proteinas, sales minerales y pigmentos carotenoides que
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pueden estar libres o esterificados con acidos grasos presentando un contenido
entre 119y 148 ug/g. #

5.3.5 Usos y aplicaciones de la astaxantina

Los carotenoides presentan una amplia aplicacién en la industria de la salud, la
belleza y suplementos alimenticios que contienen diversas propiedades medicinales

y buscan la prevencién de diferentes patologias en humanos y animales.’®

El efecto neuroprotector de la astaxantina ha sido de interés para su aplicacion en
prevencion y tratamientos de enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer y
de esclerosis lateral amniotréfica que tienen como caracteristica comun el aumento
en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células neuronales por
agresiones mitocondriales, resultando en muerte celular que conlleva a una
neuroinflamacion en forma crénica que libera citocinas y quimicioninas

incrementando el estrés oxidativo generando dafio en las neuronas.”*

La astaxantina ha sido evaluada en modelos experimentales de trastornos
neuroldgicos y ha demostrado presentar actividad neuroprotectora en enfermedades
neurolégicas al estar implicada en efectos antioxidantes ya que tiene la capacidad
de eliminar radicales, inhibir la peroxidacion lipidica ademéas de poseer el control
sobre la expresion génica que se encuentra relacionada con el estrés oxidativo. Sus
efectos antiinflamatorios se basan en suprimir los mediadores inflamatorios como IL-
1 B, TNF- a e ICAM-1 para mitigar la disfuncion neuroldgica, el edema cerebral y la
degeneracion neuronal. Por otro lado, su actividad antiapoptotica disminuye el infarto

cerebral, la isquemia cerebral y mejora la funcién neurolégica.”?
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En la infeccion por Helicobacter pylori puede existir una inflamacién crénica del
estdbmago dando lugar a gastritis, ulceras pépticas y carcinoma géstrico. Debido a
esto, la astaxantina ha sido una opcién para inhibir la expresion de IL-8 inducida por
H. pylori, aminorando el estrés oxidativo a causa de las ROS inducido por la
disfuncion mitocondrial y la prevencién de dicha disfuncién contribuye al bloqueo de
mediadores inflamatorios como NF-kB. La astaxantina también permite restaurar la
catalasa, glutation peroxidasa, glutation y superdxido dismutasa que son enzimas
antioxidantes.”

La radiacion ultravioleta induce en la piel fotoenvejecimiento y dafio en el ADN
resultando en errores de la reparacion conduciendo a mutaciones oncogénicas.
Estudios demuestran que la astaxantina en el campo de la dermatologia es capaz de
reducir el dafio del ADN e influir en su reparacion y estabilidad. Cabe sefalar que el
uso de cremas topicas con astaxantina provenientes de H. pluvialis y otros
componentes activos presentan reduccion de eritema producido por exposicion a
rayos UV y la inflamacién, acompafiado de aumento en la elasticidad y humedad de

la piel. ™4

El uso de astaxantina en la diabetes mellitus ha demostrado efectos en su
prevencion y tratamiento. Mediante estudios en modelos murinos, se ha demostrado
gue la astaxantina reduce significativamente los altos niveles de glucosa en sangre,
disminuye la resistencia a la insulina y mejora el metabolismo de la glucosa elevando
las reservas de glucdégeno en el higado. Por otro lado, la astaxantina contribuye a la
prevencion de complicaciones diabéticas como la enfermedad cardiovascular,
nefropatia, retinopatia y neuropatia teniendo un papel importante en la progresion de
la enfermedad. Por todo lo anterior, la astaxantina por sus efectos antioxidantes es
beneficiosa como agente terapéutico para diversas enfermedades sin efectos

secundarios ni toxicidad. 7>76

5.4 Clorofila

5.4.1 Generalidades
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La clorofila es un pigmento verde natural comercialmente importante, responsable de
la absorcion de energia luminosa y su conversion en energia quimica a través de la
fotosintesis en organismos como cianobacterias, plantas y algas. Este compuesto
bioactivo es ampliamente utilizado en las industrias alimenticias, cosméticas y
farmacéuticas. La clorofila se ha consumido para obtener beneficios en la salud
como agente nutracéutico con propiedades antioxidantes, antimutagénicas y

antimicrobianas.”’

La clorofila se presenta en cuatro tipos: clorofila a que predomina en la mayoria de
organismos con fotosintesis oxigénica como plantas, cianobacterias y algas. Clorofila
b, clorofila d y clorofila f. La exposicion de las moléculas de clorofila a oxigeno,
acidos débiles o luz acelera su oxidacién generando numerosos productos de

degradacion.’® 79

5.4.2 Estructura quimica

La composicién quimica de la clorofila se basa en una estructura basica de porfirina
en forma de anillo con una disposicién simétrica que consta de tetrapirroles ciclicos
necesarios para la fotosintesis. Cada anillo pirrol contiene cuatro atomos de carbono
y un atomo de nitrégeno. Los atomos de nitrégeno forman un halo central en el que

un ién metalico Mg?* puede unirse facilmente.® (Fig.4)
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chiorophyll CH, CH=CH, CH;  CH,CH,
chiorophyll b CH; CH=CH, CHO CH,-CH,
chiorophyll d CHs CHO CH, CH,-CH,
chlorophyll £ CHO CH=CH, CH; CH,-CH,
8-vinyl chlorophyll & CH CH=CH, CH, CH=CH,

Fig. 4 In vitro Conversion of Vinyl to Formyl Groups in Naturally Occurring Chlorophylls. Structures of
naturally occurring chlorophylls. Carbon skeleton atoms are humbered according to the [IUPAC system
and rings A — E on the macrocycle are indicated.2020. Loughlin et. al. Imagen disponible en:

https://www.nature.com/articles/srep06069

Las diferencias estructurales en la clorofila ay b, d y f resulta en que el grupo metilo
de la clorofila a es reemplazado por un grupo formilo para la formacion la clorofila b,
d y f en las posiciones C7, C3 y C2 respectivamente. Por lo tanto, la clorofila a se
caracteriza por tener un pigmento azul - verde con una absorbancia de 660 a 665
nm, la clorofila b de verde- amarillo con absorbancia de 642 a 652 nm vy las clorofilas

d y f pueden hacer uso de la luz con longitudes de onda superiores a 700nm .80.81

5.4.3 Sintesis de clorofilas

La sintesis de clorofilas ocurre en los cloroplastos y toma la ruta de reaccién de la
enzima clorofila a oxigenasa (CAO). Para la reaccion de la enzima es probable que
se transfiera un electron desde el centro de Rieske a un hierro mononuclear para
posteriormente activar el oxigeno molecular para la oxigenacién del grupo metilo de
la clorofila a.8? La sintesis de clorofila b ocurre a partir de la clorofila a, mediante la
enzima CAO que cataliza dos hidroxilaciones en la posicion C7 de la clorofila a,

dando lugar a un aldehido que forma un grupo formilo para producir clorofila b.”®
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En cuanto a la sintesis de clorofila d es posible que se sintetice a partir de la clorofila
a, mediante la enzima de tipo P450 que realiza un proceso de oxidacion para la
conversion del grupo 3- vinilo de clorofila a en un grupo 3- formilo en la clorofila d.83
En la sintesis de la clorofila f, se ha reportado que depende de la sintesis de 2-
formilclorinas en el que un grupo metilo en la posicion 2 del metil mesopiroforbido es

transformado en un grupo 2- formilo para dar lugar a un analogo de la clorofila .84

5.4.4 Fuentes de clorofila

Los colorantes alimentarios naturales usados tradicionalmente han sido las futas y
las verduras pero debido a la naturaleza fotoautotrofa de las microalgas, estas
representan una gran fuente de moléculas biolégicas activas, entre ellas los
pigmentos como la clorofila a. Las diatomeas contienen clorofila a y ¢ junto con
carotenoides que les confiere mayor fotoproteccién ante condiciones de estrés como
alta irradiacion, salinidad y limitacién de nitrdgeno. Dentro del grupo de microalgas,
Chlorella vulgaris, Chlorella protothecoides, Haematococcus pluvialis, Dunaliella
salina, Botryococcus braunii, Nannochloropsis sp, Chlorococcum sp y Scenedesmus
sp, contienen clorofila a y b y se consideran fuentes importantes para la industria

farmacéutica y en la conformacién de suplementos nutricionales.85 8687

Las cianobacterias son microorganismos fotoautotrofos con capacidad de realizar
fotosintesis oxigénica similar a las plantas que producen una amplia gama de
metabolitos secundarios bioactivos como la clorofila. Estdn ampliamente distribuidas
en fuentes de agua dulce y agua de mar, ademas de ambientes terrestres siendo
funcionales para el tratamiento de patologias. La cianobacteria Acaryochloris marina
se caracteriza porque reemplaza la clorofila a en clorofila d en sus fotosistemas y
Halomicronema hongdechloris puede acumular clorofila f y algunas veces clorofila d
cuando esta es cultivada bajo luz roja, mientras que en luz blanca su fotopigmento

principal es la clorofila a. 88.89.90
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5.4.5 Usos y aplicaciones de la clorofila

La clorofila es el pigmento més abundante en el mundo y se ha documentado que
tiene multiples aplicaciones anticancerigenas, antioxidantes y antienvejecimiento.®®
Derivados de la clorofila como la feofitina, pirofeofitina y el feoforbido tienen actividad
citotoxica contra células tumorales de mieloma y hepatoma.®® También tiene la
capacidad de inhibir la hiperproliferacion inducida por el hemo consumido en la dieta
en las células epiteliales del colon, debido a la presencia de un metabolito del hemo
(factor hemo) soluble en lipidos con caracteristicas citotoxicas. El factor hemo altera
el recambio celular normal en el epitelio, aumenta las mutaciones y por ende el

riesgo de cancer de colon.%?

La exposiciobn a radiacion ultravioleta, productos quimicos o agentes fisicos
producen efectos adversos dentro de las células como el dafio en el ADN,
inflamacion y envejecimiento de la piel. Los compuestos bioactivos de las microalgas
tales como la clorofila, se han implementado en las formulaciones de la industria
cosmeética y dermatoldgica por su actividad antienvejecimiento, antipigmentacion y
anticancerigena a la vez que causa menos afectacion que los compuestos sintéticos
de los productos. Sin embargo, es un area en la que los mecanismos de accion para
el cumplimiento de dichas funciones no se han estudiado completamente, lo que

resulta importante para mejorar la calidad de cada cosmético.% 94

Finalmente, se ha descrito la actividad antimicrobiana de catabolitos de la clorofila a
como el feoforbido a basandose en la inhibicion de las bombas de eflujo como NorA,
Mef (A), de bacterias como S. aureus, S. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa y

algunas anaerobias.®

5.5 Técnicas de extraccion de astaxantina y clorofila
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La extraccion y cuantificacion de la astaxantina producida por Haematococcus
pluvialis tiene varios procesos. Sin embargo, la naturaleza de los carotenoides por su
conjugacion de dobles enlaces en sus moléculas, son susceptibles a la
descomposicion por accion del aire ya que el oxigeno favorece la oxigenacion de los
dobles enlaces a funciones como hidroxilos o peroxidos. La temperatura da lugar a
reaccion de degradacion y la luz puede cambiar la estructura de los carotenoides

dando paso a reacciones fotoguimicas.

Los carotenoides obtenidos se deben separar y analizar por métodos como
cromatografia en capa fina, columna, espectrofotometria y cromatografia liquida de
alta eficiencia. Los dos ultimos métodos son los aplicados en este ensayo y en los

cuales se hace énfasis.%

5.5.1 Espectrofotometria UV- VIS

La espectrofotometria UV-VIS es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucién. Su fundamento se debe a la capacidad
de las moléculas para absorber radiaciones dentro del espectro UV visible y la
longitud de onda de las radiaciones que una molécula absorba y su eficiencia
dependen de la estructura atébmica y las condiciones ambientales. La region UV es
el rango de longitudes de onda entre 195 y 400 nm donde compuestos con doble y
triple enlace, grupos carbonilo y sistemas aromaticos tienen su maxima absorbancia,
mientras que la regién visible corresponde a la longitud de onda que se transmite de
400- 800 nm. ¥’

La ley de Lambert-Beer expresa la relacion entre absorbancia de luz monocromatica
de longitud de onda fija y concentracion de un cromoéforo en solucion. La
absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion y

depende de la distancia que recorre la luz por la muestra y de ¢ denominado
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constante de extincion, especifica de cada cromoforo siendo una constante de

proporcionalidad.®’

5.5.1.1 Espectrofotometro

El espectrofotometro UV- visible realiza la medicion de absorbancia de luz por las

moléculas y estan conformados por los siguientes componentes:

e Fuente de energia radiante: lamparas de tungsteno o tungsteno halégeno que
provee una radiacién continua adecuada del espectro visible al infrarrojo

cercano.

e Selector de longitud: parte de la radiacion emitida por la fuente es colectada y

dirigida al selector de longitud de onda o a la muestra.

e Compartimiento de la muestra: es un espacio ajustado a la luz con una tapa
de seguridad y que contiene una o mas celdas de vidrio, cuarzo o plastico
transparente con la muestra. La radiacion transmitida por el selector de

longitud es dirigida a la celda que contiene la muestra.

e Detectores: son fototubos de vacio, detectores foténicos, fotomultiplicadores,
fotodiodos y sistemas de transferencia de carga son utilizados como
detectores en espectrofotdmetros de amplio espectro.

e Procesamiento de la sefal y lectura: el detector genera una sefial que
contiene informacion sobre el poder de radiacion transmitido por una solucién

de muestras. Esta sefal es procesada por un software para extraer la
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informacion requerida y presentarla en un dispositivo de lectura que puede ser

un medidor digital, impresora, camara o combinacion de estos.

Las condiciones en solucién son un factor importante ya que la naturaleza de los
analitos influye en la determinacion de la concentracidon, la sensibilidad de la
calibracion, precision, exactitud, limite de deteccion y linealidad. El solvente, el valor
de pH y la temperatura deben ser optimizados para prevenir la descomposicion por

oxidacion o fotodescomposicion.®’

5.5.2 Cromatografia liqguida de alta eficiencia

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), es un método fisico de
separaciéon y cuantificacion que se basa en la distribucién de los componentes de
una mezcla entre una fase estacionaria y una fase movil que fluye permanentemente
durante el analisis. La cromatografia liquida se realiza en una columna de vidrio en
donde se deposita la muestra en la parte superior y fluye a la fase movil a través de
la columna por gravedad. Las interacciones hidrofébicas, dipolares, electrostéaticas o
puentes de hidrogeno aparecen cuando la muestra y la fase movil son forzadas a
travesar la fase estacionaria. El tamafio de las particulas de la fase fija disminuye y

usa altas presiones para lograr que la fase mévil pueda fluir.%8 %°

Esta técnica posee grandes ventajas por su sensibilidad, facil adaptacion a las
determinaciones cuantitativas, puede trabajarse a bajas temperaturas en ausencia
de luz y aire permitiendo la cuantificacion de los productos y caracterizacion de los

carotenos presentes, % 98

5.5.2.1 Cromatografo liquido
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Un cromatografo liquido es un equipo necesario para la realizacion de HLPC y esta

constituido por los siguientes componentes: (Fig. 5)

e Reservorio de solvente que alimenta el sistema con la fase movil: el
cromatografo de HPLC esta equipado con uno o mas recipientes de vidrio que
contienen disolvente que puede ser agua, disoluciones tampoén o disolventes
organicos como metanol. Estos tienen la capacidad de eliminar mediante
filtros, gases disueltos como el oxigeno y otras particulas de polvo que

pueden interferir formando burbujas en los sistemas de deteccidn.

e Sistema de bombeo: tiene la funcion de impulsar la fase mévil del reservorio
de solvente hasta el inyector y posteriormente a la columna. Las bombas
estan constituidas por materiales como el acero inoxidable, resistente a los

guimicos y el desgaste mecanico.

e Inyector: dispositivo que introduce la muestra en solucién sin interrumpir el
caudal del solvente a través del sistema. Los bucles de muestra son
dispositivos que integrados al equipo puede permitir la eleccion de medida de

la muestra.

e Columnas para cromatografia: estan constituidas por acero inoxidable de
longitud entre 5 a 30 cm y diametro de 1 a 5 mm. En las columnas se genera
la de velocidad diferencial de los solutos que permite su separacion.

e Detector: su funcion es indicar los momentos de aparicion de los
componentes, ademas de proporcionar una indicaciébn cuantitativa y
cualitativa de los mismos. Pueden ser de dos tipos: detectores basados en

una propiedad de la disolucién que responde a una propiedad de la fase mdvil
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como el indice de refraccion o densidad que puede ser modificada por la
presencia del analito. El segundo tipo son los detectores basados en una
propiedad del soluto, los cuales responden a la absorbancia UV o

fluorescencia del soluto que no son de la fase movil.

e Procesamiento de datos: el registro de la obtencion de fracciones separadas
de los componentes de las muestras y el cromatograma provienen del
detector mediante un sistema de toma y procesamiento de datos como el
registrador grafico que convierte la sefial en un grafico y en el integrador que
ademas del cromatograma, también presenta el tratamiento matemético para
obtener las concentraciones. La interfase convierte la sefial analdgica del
detector a sefial digital en un ordenador, donde estos datos pueden ser

manipulados y almacenados mediante un software apropiado.®8 100

Inyactor

Columna
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UV-Vis m
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Detsctor Colector de fracclones
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' Computadora Integrador
Personal

Fig. 5 Introduccién a la HPLC. Aplicacidon y practica. Esquema de general de un Cromatdgrafo liquido.

2020. Quattrocchi et al. Imagen disponible en: https://doku.pub/documents/introduccion-a-la-hplc-

aplicacion-y-practica-o-a-guattrocchi-s-a-de-andrizzi-r-f-laba-5lwod9wy4eqj
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6. Metodologia

6.1 Tipo de investigacion

La investigacion realizada en este proyecto es de caracter mixta, ya que abarca un

proceso investigativo cualitativo y cuantitativo.

6.2 Alcance de lainvestigacion

El alcance de la investigacion realizada se caracteriza por ser de tipo exploratorio,
explicativo y descriptivo.

6.3 Poblacion objeto de estudio

La poblacién objeto de estudio son las aguas residuales como medio de cultivo para
Haematococcus pluvialis.

6.4 Muestra

La muestra del trabajo de investigacion son aguas residuales domésticas y aguas

residuales porcinas.

6.5 Variables
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6.5.1 Variable independiente.

La variable independiente abarca las cepas UA y UTEX 2505 de H. pluvialis y los
medios de cultivo a partir de aguas residuales domésticas y aguas residuales

porcinas para el crecimiento de H. pluvialis.

6.5.2 Variable dependiente.

La variable dependiente abarca el crecimiento celular de H. pluvialis y la produccion

de astaxantina.

6.6 Indicadores

- Composicion de las aguas residuales domésticas y aguas residuales
porcinas.

- Concentracion de nutrientes en el medio para H. pluvialis.

- Condiciones ambientales del medio de cultivo para H. pluvialis en fase de
crecimiento.

- Condiciones ambientales del medio de cultivo para H. pluvialis para la
produccion de astaxantina.

- Privacion de nutrientes en el medio.

6.7 Método utilizado

6.7.1 Técnicas y procedimientos.

La definicion de la metodologia se realizO mediante una revision bibliografica

teniendo en cuenta los medios de cultivo a utilizar, las condiciones determinantes de
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crecimiento y estrés celular como fotoperiodo, temperatura, agitacion, entre otros.

(Datos no mostrados).

6.7.2 Microorganismo.

La microalga Haematococcus pluvialis UTEX 2505, cepa de referencia (coleccion de
cultivos de algas) suministrada por la facultad de ingenieria de la Universidad de la
Sabana y la cepa UA (Universidad de Antioquia) suministrada por la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

6.7.3 Preparacion de preinoculo.

La preparacion del preindculo se realizd6 a partir de las cepas de referencia,
adicionando 120 mL de medio de cultivo Volvox estéril y 13,5 mL de cada cepa en
frascos de vidrio de 500 mL a pH de 6.8, agitacion manual una vez al dia,
fotoperiodo de 18 horas luz con lamparas de luz blanca y 6 horas oscuridad,

temperatura ambiente por 21 dias (Fig. 6)

Fig. 6 Medio volvox con preindculo de UTEX 2505 y UA de Haematococcus pluvialis. Fuente:

construccion propia, Quintero E. 2019.
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El preinoculo fue monitoreado mediante observacion de morfologia, color y conteo
celular en camara de Neubauer, logrando una concentraciéon celular de 74x104
células/mL para UTEX 2505 y 12x10* células/mL para UA de H. pluvialis. Segun la
concentracion celular de cada cepa, se establecio mediante la formula: VixC1=V2xC>
el volumen del inoculo para alcanzar una concentracién de 1x104 en los medios de

cultivo a partir de agua residual doméstica y agua residual porcina.

6.7.4 Muestras de agua residual.

La muestra de agua residual doméstica fue tomada en la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales Domésticas del municipio de Bojaca, Cundinamarca. La muestra
de agua residual porcina se obtuvo de un criadero de porcinos ubicado en el

municipio de Facatativa, Cundinamarca.

6.7.5 Medios de cultivo.

La suspension de agua residual doméstica y agua residual porcina se filtro y diluyé
con agua destilada para obtener 2 medios liquidos de crecimiento final de 75 mL que
contenian 12,5% de suspension filtrada en frascos de vidrio.

Los cultivos se inocularon a una concentracion de biomasa inicial de 1x10*
células/ml de la cepa UTEX 2505 y UA de H. pluvialis en medio con agua residual
doméstica y medio con agua residual porcina cada una. Cada tratamiento se hizo

por triplicado.

6.7.6 Condiciones ambientales en fase de crecimiento celular.

Las condiciones establecidas para la fase de crecimiento de H. pluvialis se
establecieron con fotoperiodo para los cultivos con ciclo de luz/oscuridad de 18:6 h
con lamparas de luz blanca a 689 luxes. El cultivo se mantuvo a temperatura
ambiente por un lapso de tiempo de 29 dias. La mezcla fue proporcionada por

agitacion manual diariamente.
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6.7.7 Conteo celular.

El conteo celular de H. pluvialis se realizo por triplicado para cada medio de cultivo
en camara de Neubauer. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 con agua destilada de

acuerdo a la concentracion celular de cada medio.

6.7.8 Condiciones ambientales para la produccién de astaxantina.

Para la produccion de astaxantina se determin6 un fotoperiodo para los cultivos con
ciclo de luz/oscuridad de 20:4 h con lamparas de luz blanca en promedio a 22.512
luxes. El cultivo se mantuvo a temperatura ambiente por un lapso de tiempo de 20

dias. La mezcla fue proporcionada por agitacion manual diariamente.

6.7.9 Extraccién de clorofila y astaxantina.

Para la extraccién de clorofila y astaxantina se us6 el método APHA (1992) de
extraccion de metanol al 90% tomando 1 mL de muestra, la cual se centrifugé a

12.000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente se retir6 el sobrenadante (medio de
cultivo); y al paquete celular se le adicion6 1 mL de metanol al 90% y se calent6 en
bafio seroldgico durante 10 minutos a 60°C para posteriormente centrifugar a 12.000

rpm por 5 minutos.

La concentracién de astaxantina por HPLC se determind seguin Yuan y Chen (1999)
modificado, en donde se cambi6 el metanol por acetona al 100%, el procedimiento
se desarroll6 de la siguiente manera: se tomé6 una alicuota de 5 ml de la suspensién
de células de microalga y se centrifugé a 9000 rpm durante 10 min para concentrar
la biomasa. Los sedimentos celulares se resuspendieron en 1 ml de acetona y se
mezclé con 0,40 g de particulas esféricas (tamafio de particula = 0,2-1 mm), se
mezcld vigorosamente en vortex durante 15 minutos y nuevamente se centrifugo a
9000 rpm durante 10 min. Finalmente, el sobrenadante se mezclé con 0,1 ml de una

solucion de NaOH en metanol (5 mM) y se mantuvo durante la noche en oscuridad a
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70 °C en estufa de secado con aire recirculante para saponificar los enlaces de

astaxantina.

Las condiciones cromatograficas establecidas fueron: columna cromatogréafica C18,
de 46 x 100 mm y 5 ym de tamano de particula, se evalué una temperatura
isocratica entre 25 y 30°C, utilizando como fase movil metanol:agua:hexano
(95%/4%I1%), flujo entre 0,5 y 1 mL/min, volumen de inyeccién entre 10 y 20 yL y
longitud de onda entre 480 y 488 nm.

6.7.10 Cuantificacion de clorofila y astaxantina.

La cuantificacion de clorofila y astaxantina de todos los medios de cultivo se

obtuvieron por medio de la técnica de espectrofotometria y las muestras del ultimo

dia del ensayo bajo estrés celular también fueron evaluadas para determinar la

concentracion de astaxantina mediante HPLC.

6.7.11 Cambios morfoldgicos.

Los cambios morfolégicos de H. pluvialis se tomaron mediante registro fotografico

durante la fase de crecimiento y de estrés celular.

6.7.12 Control de calidad.

Los experimentos se realizaron por triplicado con medio RM como control positivo y

control negativo.

6.8 Analisis estadistico de los datos
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Se realizd un analisis de varianza ANOVA de dos factores (medios de cultivo y
cepas) con varias muestras por grupo para los dos tratamientos por triplicado con un

nivel de confianza del 95%, empleando para el analisis Excel 2010.
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7. Resultados

7.1 Fase de crecimiento celular

Se evaluo el crecimiento de las cepas UTEX 2505 y UA de Haematococcus pluvialis
en medios de cultivos a partir de aguas residuales domésticas y aguas residuales
porcinas al 12.5% cada uno durante 29 dias bajo las condiciones de fotoperiodo luz/
oscuridad 18:6 h con lamparas de luz blanca, temperatura ambiente y agitacion

manual.

7.1.1 Medios de cultivo a partir de agua residual doméstica y agua residual
porcina al 12.5% para Haematococcus pluvialis durante la fase de crecimiento.

En el registro fotografico a los medios de cultivo durante la fase de crecimiento
celular se logra observar los cambios representativos de pigmentacion de color

amarillo turbio a color verde durante los dias 8, 15y 29. (Fig. 7, 8,9)

Fig. 7 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P dia 8. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2019.
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Fig. 9 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P dia 29. Fuente: construccién propia, Quintero E. 2019.

7.1.2 Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios de

cultivo durante la fase de crecimiento.

En la tabla 1 se evidencian los cambios morfoldgicos de las cepas UTEX 2505 y UA
de H. pluvialis en medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas al 12.5%.
La cepa UTEX 2505 en desde el dia 0 hasta el dia 29 del ensayo demuestra
macrozooides en forma esférica y elipsoidal las cuales predominan en condiciones
de cultivo favorables. Por otro lado, la cepa UA en el dia O cuenta con macrozooides,
el dia 8 demuestra células flageladas y desde el dia 15 al 29 palmelas y células

intermedias.
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Tabla 1. Cambios morfologicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de
aguas residuales domésticas

Dia UTEX 2505

15

22

UA




29

Nota: construccion propia, Quintero E. 2019.

Los cambios morfologicos de H. pluvialis en medio de cultivo a partir de aguas
residuales porcinas al 12.5% se muestran en la tabla 2. La cepa UTEX 2505 y UA

desde el dia 0 hasta el dia 29 del ensayo presentaron macrozooides.

Tabla 2. Cambios morfolégicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de

aguas residuales porcinas.

Dia UTEX 2505 UA
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15

22

29

Nota: construccion propia, Quintero E. 2019.

7.1.3 Cinética de crecimiento.

Los datos de crecimiento se obtuvieron mediante recuento en camara de Neubauer
con los cuales se realizé la cinética de crecimiento celular. Se determiné que el
medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas a concentracion de 12,5%
presentdé mayor tasa de crecimiento celular con la cepa UTEX 2505, obteniendo una
concentracion celular de 3409 x 10* células/mL al dia 22. En medio con agua
residual porcina, la cepa UTEX 2505 alcanzo una concentracion celular maxima de
620,66 x10* células/mL en el dia 29, mientras que el control tuvo una concentracion

celular maxima de 187x10% células/mL en el dia 15. (Fig.10)
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Fig. 10 Curva de crecimiento de la cepa UTEX 2505 de H. pluvialis en medio de agua residual

doméstica y agua residual porcina al 12,5%. Construccion propia, Quintero E. 2019

El medio de cultivo a partir de aguas residuales porcinas no generd crecimiento
significativo con la cepa UA de Haematococcus pluvialis. Se evidencio que la cepa
obtuvo una concentracién celular maxima de 32,08x10% células/mL en medio con
agua residual doméstica en el dia 22 y el control demostré un crecimiento maximo
de 24,62 x10% células/mL en el dia 22. (Fig.11)

Curva de crecimiento cepa UA
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Fig. 11 Curva de crecimiento de la cepa UA de H. pluvialis en medio de agua residual doméstica y
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agua residual porcina al 12,5%. Construccidn propia, Quintero E. 2019

Para cada medio de cultivo y cepa de H. pluvialis se realizd un ajuste de crecimiento
celular segun el modelo logistico utilizando el software DMfit basado en el modelo de
Baranyi y Roberts (1994), transformando los valores de Y a los cuales se realiz6 el
calculo del logaritmo en base 10 para obtener Log vs Tiempo del crecimiento celular.
Este ajuste tuvo como objetivo determinar si habian diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento de H. pluvialis en los medios de cultivo a partir de aguas
residuales. El medio de cultivo a partir de agua residual porcina con la cepa UTEX
2505 tuvo la mayor velocidad de crecimiento con 0,030 células/ dia. (Tabla 3) (Anexo

1 ajuste de curvas).

Tabla 3. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los medios de

cultivos y cepas de H. pluvialis evaluadas.

Medios de No. Dato Dato Velocidad de Coeficiente de

cultivo y cepas datos minimo maximo crecimiento determinacion

Agua residual

doméstica — 5 4 7,532 0,029 85%
UTEX 2505
Agua residual
o 5 4 5,506 0,023 68%
doméstica — UA
Agua residual
porcina — UTEX 5 4 6,792 0,030 87%
2505
Agua residual
5 3,079 4 0,016 49%

porcina - UA

Nota: construccidn propia, Quintero E. 2020
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En este estudio se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores (medios
de cultivo y cepas de H. pluvialis) con varias muestras por grupo para el crecimiento
de H. pluvialis. Se demostré que para una confianza del 95% existen diferencias
estadisticamente significativas (P= 0,05) entre las medias de crecimiento de las
cepas de H. pluvialis., pero no hay diferencias estadisticamente significativas entre

los medios de cultivo evaluados. (Anexo 2)

7.2 Fase de estrés celular

La fase de estrés celular de H. pluvialis en los medios de cultivo evaluados, se
realiz6 durante cuatros semanas posteriores a la fase de crecimiento con fotoperiodo
luz/ oscuridad 20:4 h con lamparas de luz blanca, temperatura ambiente y agitacion

manual.

7.2.1 Medios de cultivo a partir de agua residual doméstica y agua residual
porcina al 12.5% para Haematococcus pluvialis durante la fase de estrés

celular.
Los cambios macroscépicos de los medios de cultivo fueron registrados mediante

fotografias, observando variaciones en el color verde de los medios a partir de la

semana 1 de estrés a color rojo durante las semanas 2, 3y 4. (Fig. 12, 13, 14,15)
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Fig. 12 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P semana 1 de estrés celular. Fuente: construccién propia,
Quintero E. 20109.

Fig. 13 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P semana 2 de estrés celular. Fuente: construccién propia,
Quintero E. 2019.

Fig. 14 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P semana 3 de estrés celular. Fuente: construccion propia,
Quintero E. 2019.
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Fig. 15 Medios de cultivo A.R.D y A.R.P semana 4 de estrés celular. Fuente: construccién propia,
Quintero E. 2019.

7.2.2 Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios de

cultivo durante la fase de estrés celular.

La tabla 4 presenta la morfologia celular de H. pluvialis en medio a partir de aguas
residuales domésticas. La cepa UTEX 2505 presenta aplanosporas y palmelas,

mientras que con la cepa UA se evidencian células intermedias y aplanosporas.

Tabla 4. Cambios morfolégicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de

aguas residuales domésticas.

Semana

UTEX 2505

UA
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Nota: construccién propia, Quintero E. 2019.

La tabla 5 demuestra la morfologia de H. pluvialis en medio de cultivo a partir de
aguas residual porcina. La cepa UTEX 2505 durante la semana 1 y 2 de estrés
evidencié macrozooides, escasas aplanosporas en la semana 3 y palmelas en la
semana 4. Por otra parte, la cepa UA en la semana 1 muestra macrozooides y

durante la semana 2, 3y 4 palmelas, células intermedias y aplanosporas.

Tabla 5. Cambios morfolégicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de

aguas residuales porcinas
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Semana UTEX 2505
| .
2 -
3 -
4 -

Nota: construccion propia, Quintero E. 2019.




7.2.3 Determinacion de pH inicial y pH final de los medios de cultivo.

La tabla 6 muestra el resultado de los valores de pH en los medios de cultivo a partir
de agua residual doméstica y agua residual porcina al 12,5%, determinado en los
medios iniciales y al final del ensayo con un potenciometro. El valor de pH de los
medios finales con agua residual doméstica demostro variacion con respecto al valor
inicial del medio, mientras que los medios con agua residual porcina no tuvieron

cambios significativos de pH con respecto al inicial. (Tabla 6)

Tabla 6. Resultados de pH en medios de cultivo inicial y medios de cultivo al final del

ensayo.
pH inicial

Medio A.R.D 12,5% 7,8

Medio A.R.P 12,5% 8,7
pH final

A.R.D UTEX 2505 9,0

A.R.D UA 6,8

A.R.P UTEX 2505 8,9

Nota: construccion propia, Quintero E. 2019.

7.3 Determinacion de clorofila y astaxantina

El método de extracciéon con metanol al 90% fue el elegido para este ensayo. La
lectura de la absorbancia se realiz6 a 667 nm para clorofila y a 477 nm para
astaxantina en el espectrofotometro Genesys 10s uv-vis y se determind las

concentraciones con los datos de la curva de calibracion realizada.

Para realizar la cuantificacion de clorofila y astaxantina de los medios de cultivo a

partir de aguas residuales domésticas y aguas residuales porcinas, se utilizé una
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curva de calibracion realizada con patrones de referencia con absorbancia en el eje

Y, en funcion de la concentracion en el eje X, expresada en pg/mL. (Fig. 16 y 17)

Curva de calibracion de Clorofila
0,400
0,350 y = 0,0174x - 0,0054

R2 = 0,9992

0,300
©
‘© 0,250
C
©
2 0,200
o
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<
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0 5 10 15 20
Concentracion ug/mL

Fig. 16 Curva de calibracién de clorofila. Construccién propia. Quintero, E. 2020

Curva de calibracion de Astaxantina

4 y = 0,1505x + 0,1314
35 R2=0,9999

Absorbancia
N

0 5 10 15 20 25 30
Concentracion ug/mL

Fig. 17 Curva de calibracién de astaxantina. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2020
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Los resultados de la cuantificacion de clorofila en medio de cultivo a partir de agua
residual doméstica y medio de cultivo a partir de agua residual porcina, durante
cuatro semanas de estrés celular se presentan en las figura 18. La grafica
demuestra un descenso gradual en la concentracion de clorofila durante la semana 1
a la 4 de estrés celular aplicado en los medios de cultivo con concentraciones finales

menores a 6 pg/mL de clorofila.

Concentracion de clorofila
Fase de estrés
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Fig. 18 Concentracion de clorofila durante la fase de estrés en los medios de cultivo A.R.D, A.R.P.

Fuente: construccién propia, Quintero E. 2020

Los resultados de la cuantificacion de astaxantina en medio de cultivo a partir de
agua residual doméstica y medio de cultivo a partir de agua residual porcina durante

cuatro semanas de estrés celular se presentan en la figura 19 y tabla 7.
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Fig. 19 Concentracion de astaxantina durante la fase de estrés en los medios de cultivo A.R.D, A.R.P.

Fuente: construccién propia, Quintero E. 2020

Tabla 7. Resultados de la cuantificacion de astaxantina durante la fase de estrés por

espectrofotometria.

Medios y cepas Concentracion de astaxantina ug/mL

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

A.R.D UTEX 0,2 0 0,8 4,6
2505
A.R.D UA 0,2 1,6 1,4 4,9
A.R.P UTEX 13 0,9 4,5 4,1
2505
A.R.P UA 0,6 0,3 0,4 0,4

Nota: Agua residual domestica (A.R.D), Agua residual porcina (A.R.P). Construccién propia, Quintero
E. 2020

A partir de estos datos es posible evidenciar un incremento gradual de astaxantina
en los medios de cultivo de agua residual doméstica con las dos cepas de H.

pluvialis y agua residual porcina con la cepa UTEX 2505. Sin embargo, la cepa UA
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no demostro concentraciones significativas de astaxantina en el medio de cultivo de

agua residual porcina.

Los resultados de la concentracién de astaxantina mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), realizada para cada medio de cultivo en la semana 4 de
estrés celular con duplicado de analisis se muestran en el anexo 3. Se empled un
Cromatografo Agilent® Technologies 1260 Infinity, equipado con una bomba binaria
LC-6AD, detector de arreglo de diodos (DAD). La columna cromatografica empleada

fue una ZORBAX Eclipse plus C18 4,6 x 100mm, 3,5 um de tamafio de particula.

En la tabla 8 se evidencian los resultados de la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), realizada para cada medio de cultivo al final del ensayo.

Tabla 8. Resultados de la cuantificacion final de Astaxantina por HPLC.

Medio de cultivo y cepa Concentracion (ug/mL)
A.R.D UTEX 2505 5,401
A.R.D. UA 27,091
A.R.P UTEX 2505 5,386
A.R.P UA 17,056

Nota: construccion propia, Quintero E 2020.

A patrtir de los datos de la tabla 8, se infiere que el medio de cultivo a partir de aguas
residuales domesticas con la cepa UA presentdé mayor concentracion de astaxantina
comparado con la cepa UTEX 2505. En cuanto al medio de cultivo a partir de aguas
residuales porcinas, la cepa UTEX 2505 demostr6 menor concentracion de

astaxantina que la cepa UA.
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8. Discusion

Este estudio se propuso con el fin de evaluar un medio de cultivo a partir de agua
residual domeéstica y agua residual porcina al 12,5% de su concentracion para el
crecimiento de la microalga Haematococcus pluvialis y la produccion del pigmento
astaxantina. Investigaciones previas han sefialado la importancia ambiental de las
aguas residuales, ya que sin una eliminacién adecuada de compuestos organicos e
inorganicos durante su tratamiento, representan una fuente potencialmente
contaminante para cuerpos de agua receptores, generando efectos negativos sobre
la fauna acuatica y dando lugar a procesos de eutrofizaciéon.! Cabe sefialar que la
produccion de las microalgas presenta altos costos debido a los nutrientes que
requiere el cultivo, por lo que se dificulta su produccion a nivel industrial para obtener
a partir de su biomasa, productos valiosos para la industria farmacéutica y
alimenticia. Sin embargo, las microalgas resultan ser una alternativa para el
tratamiento de las aguas residuales y estas a su vez representan un medio de cultivo
gracias a su contenido nutricional para estos organismos, siendo de facil acceso a

un bajo costo.

La fase de crecimiento de Haematococcus pluvialis en este estudio tardo 29 dias
bajo condiciones ideales, enfocadas en macronutrientes disponibles en las aguas
residuales domésticas y porcinas para las microalgas como el nitrégeno y fosforo y
micronutrientes como Fe, Zn, Mn, Mg, S con fotoperiodos de luz/ oscuridad 18:6 h'y
agitacion del medio. La evaluaciéon del crecimiento en estos medios se determing,
pudiéndose comparar con la investigacion de Kang y colaboradores, 2 cuyos
resultados muestran un crecimiento celular de H. pluvialis promedio de 0,239
células/ dia con agua residual diluida proveniente de una planta de tratamiento y
0,245 células/dia en medio de agua residual porcina diluida en tanto que Sato y
colaboradores, 7 obtuvieron la tasa de crecimiento en agua residual filtrada vy
coagulada con 0,34 células/dia al 5% de CO2, comparado con los resultados de este
estudio en el que la velocidad de crecimiento de H. pluvialis con medio a partir de
agua residual doméstica para la cepa UTEX 2505 y UA fue de 0,029 y 0,023

células/dia respectivamente; estos resultados demuestran que el medio
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probablemente pudo inhibir el rapido crecimiento de las microalgas por sus
abundantes desechos organicos y turbiedad haciendo indispensable eliminar estas

interferencias en el cultivo.

Los medios de cultivo a partir de agua residual porcina en la investigacion de Ledda
y colaboradores, & mostrd resultados de crecimiento rapido y productividad de
biomasa con la suspension preparada al 12,5% estando directamente relacionado
con la baja turbidez del medio, ya que acudieron a técnicas de filtrado mas
sofisticadas que las aplicadas en el presente ensayo, donde contrario a lo esperado,
la velocidad de crecimiento celular para la cepa UTEX 2505 y UA fue de 0,030 y
0,016 células/dia respectivamente y las diferencias entre la poca densidad celular
alcanzada durante la fase de crecimiento estan relacionadas con la turbiedad del
medio inicial, interfiriendo con la disponibilidad de la luz o por un nivel excesivo de
nutrientes o pH que resulta toxico para las microalgas, afectando directamente el

crecimiento celular.10.11

En cuanto a la densidad celular con medio a partir de aguas residuales domésticas,
la cepa UTEX 2505 fue representativa con 3409 x104 células/ ml en contraste con el
estudio de Wu y colaboradores, # quienes obtuvieron una densidad maxima de 8,5
x10% células/mL de H. pluvialis siendo la mas alta comparada con especies de
Chlorella y Scenedesmus, lo que permite inferir que esta investigacion presenté
mayor densidad celular en simultaneo con la asimilacién de nitrégeno y fosforo
disponible en las aguas residuales para el crecimiento de la microalga.
Desafortunadamente, la eliminacioén del nitrdgeno y fosforo en los medios estudiados
no se determind. Sin embargo, en las investigaciones previas que se encuentran
relacionadas, mencionan la relacion entre la concentracion de biomasa con la
eliminacion de nutrientes del medio como el nitrégeno y fésforo entre el 90% y 99%

del total. 2.5 7.8

Los resultados de este estudio indican que el medio de cultivo a partir de agua

residual domestica al 12,5% presentd un mejor desempefio en cuanto al crecimiento
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celular de la cepa UTEX 2505 y UA de H. pluvialis. En contraste con el medio de
cultivo a partir de agua residual porcina al 12,5%, en el que se evidencié menor
concentracion celular con la cepa UA que con UTEX 2505 de H. pluvialis.

La segunda fase de la investigacion en la que se expuso a la microalga H. pluvialis a
condiciones de estrés de alta intensidad de luz, fotoperiodo prolongado de 20:4 h'y
limitacion de nutrientes en el medio por consumo en la fase de crecimiento y
evidenciado en los registros fotograficos con células palmela e intermedias
finalizando la primera fase, permitio la sintesis y acumulacion de astaxantina con la

formacién de aplanosporas en los medios de cultivo.* 10

El seguimiento de la produccidon de clorofila y astaxantina se realiz6 durante las
cuatro semanas de estudio mediante técnica espectrofotométrica y para la ultima
semana del estudio se evalud la concentracion de astaxantina final en los medios de
cultivo mediante HPLC. La cuantificacion de clorofila mediante método
espectrofotométrico mostré una sustancial disminucion desde la semana 1 de estrés
hasta la semana 4 en los dos medios de cultivo a partir de aguas residuales. Este
hallazgo corrobora la investigacion previa de Kang y colaboradores, 2 donde la
clorofila y por tanto el crecimiento celular disminuyeron por el agotamiento del nitrato
disponible en el medio sin la interferencia del fosfato. Sato et al, “ menciona que en
los dias 17 a 31 de su cultivo el contenido de clorofila fue mas bajo que el de
astaxantina. En contraste con este resultado, el contenido de clorofila obtenido fue
mas alto que los valores de la astaxantina en el inicio de estrés celular en aguas
residuales domeésticas, determinada por espectrofotometria con 16,8 pg/mL de
clorofila y 0,2 pg/mL de astaxantina, porque durante ese periodo de tiempo la

microalga estaba cambiando de fase de crecimiento a fase de estrés.

En concordancia con lo anterior, la luz continua a la que se sometieron los medios
de cultivo en la fase de estrés celular, dio lugar al paso de células vegetativas a
aplanosporas acumulando astaxantina por la generacion de especies reactivas de
oxigeno y estrés oxidativo. Esto resultados se relacionan con lo que menciona Zhu y
colaboradores, 1%t con respecto a la degradacion de las membranas tilacoidales

durante el enquistamiento, logrando una rapida descomposicion de la clorofila ay b
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presente. Ademas, Mascia y colaboradores, 1°2 también indican que la maquinaria
fotosintética se reorganiza cuando ocurre la sintesis de astaxantina por la induccion
de aumento de luz irradiada, reduciendo el volumen de los cloroplastos, los

tilacoides y desestabilizando los fotosistemas | y Il

La acumulacion de astaxantina en las aplanosporas de H. pluvialis durante las cuatro
semanas de estrés celular aumentd progresivamente en los medios de cultivo a
partir de aguas residuales domésticas con la cepa UTEX 2505 con una
concentracion inicial de 0,2 pug/mL y una concentracion final de 4,6 ug/mL, la cepa
UA en el mismo medio de cultivo con concentracion inicial de 0,2 pg/mL y
concentracion final de 4,9 pg/mL. El medio de cultivo a partir de agua residual
porcina con la cepa UTEX 2505 obtuvo 1,3 pg/mL en la primera semanay 4,1 pug/mL
en la cuarta semana de estudio. En cuanto a las concentraciones de astaxantina de
la cepa UA, estas se mantuvieron en valores de 0,6 pg/mL y 0,4 pg/mL
determinadas mediante espectrofotometria. Los resultados de la cromatografia
liquida de alta eficiencia arrojaron mayores concentraciones finales de astaxantina
en los medios de cultivo evaluados, siendo representativos los resultados del medio
de cultivo a partir de aguas residuales porcinas con la cepa UA con un promedio de
17,05 pg/mL comparada con los resultados obtenidos por espectrofotometria con
resultados iguales a 0 pg/mL y el medio de cultivo a partir de agua residual
domestica con la cepa UA con un promedio de 27,09 ug/mL de astaxantina. Las
discrepancias en los resultados de la medicion de astaxantina del dltimo dia del
ensayo mediante método espectrofotométrico y HPLC, demuestra la sensibilidad de
cada técnica, ya que por la naturaleza de los carotenos, las concentraciones por
espectrofotometria pudieron alterarse por accion de la temperatura o el pH, mientras
que los resultados de HPLC presentaron mayores concentraciones de astaxantina,
gracias a que esta técnica ofrece una metodologia bajo ausencia de luz, control de

temperatura y aireacion. 9. 97,98

Estos resultados difieren de los presentados por Kang y colaboradores, 2 en medios
a partir de agua residual domeéstica tratada con resultados de astaxantina de 39,7

mg/ L y 42,3 mg/L de astaxantina en agua residual porcina diluida ocho veces con H.
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pluvialis, aunque las condiciones de cultivo fueron diferentes porque adicionaron
CO:2 a los medios. Otro hallazgo de Ledda y colaboradores® con medio de cultivo a
partir de aguas residuales porcinas al 12,5% proporciond una concentracion final de
astaxantina menor que las obtenidas por Kang y colaboradores? con la diferencia de
gue en dicho estudio mantuvieron una irradiancia baja constantemente. En cuanto a
los resultados de astaxantina en aguas residuales porcinas con la cepa UA de este
estudio, existe una relaciéon entre la poca concentracion de biomasa por paso
interrumpido de la luz hacia el medio. La productividad de astaxantina en estos
medios fue relativamente baja pero resulta ser un proceso importante para el
tratamiento de las aguas residuales por accidon de sus componentes organicos e
inorganicos que propician el crecimiento y sintesis de H. pluvialis mediante procesos

econdémicos. % 6 11.12

Se sugiere que futuras investigaciones se enfoquen en la evaluacion de otras
condiciones ambientales para los medios de cultivo a partir de aguas residuales
mediante técnicas mas optimizadas que permitan obtener mayor concentracion de
pigmentos de alto valor como la astaxantina, ademas del uso de este recurso
proveniente de otras fuentes en mayores cantidades sin afectar directamente la

viabilidad de las microalgas.
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9. Conclusiones

El agua residual doméstica y agua residual porcina son aquellas que por el uso del
ser humano son eliminadas y representan un potencial factor de contaminacion al
ser vertidas en otras fuentes de agua. Estan conformadas por arena, productos
sanitarios, plastico y sustancias quimicas organicas como lipidos, proteinas,
carbohidratos, ademas las sustancias inorganicas con altas concentraciones de
nitrogeno, fésforo que provienen de orina, heces, desechos de alimentos y alta carga
de microorganismos como bacterias, virus y protozoos que pueden provocar la
contaminacion de aguas superficiales y subterraneas. El tratamiento de estos
residuos a base de microalgas puede lograr la eliminacion de nutrientes de las aguas
residuales de una manera menos costosa y ecoldégicamente mas segura, con
beneficios adicionales como la produccion de biomasa y pigmentos de alto valor

comercial como la astaxantina.

El cultivo de Haematococcus pluvialis en aguas residuales domeésticas y porcinas,
permiti6 producir astaxantina. En la fase inicial del cultivo se proporcionan las
condiciones ideales para el crecimiento de la microalga, esta fase se caracteriza por
la disponibilidad de nutrientes en el medio para su asimilaciéon y produccion de
biomasa, ademas de fotoperiodos luz / oscuridad 18:6h para la sintesis de clorofila.
La segunda fase del estudio buscé generar condiciones estresantes en el medio,
caracterizadas por la privacion de los nutrientes, los cuales fueron consumidos
durante el crecimiento y la exposicion a fotoperiodos mas largos luz /oscuridad 20:4
h con lamparas de luz blanca a 22.512 luxes y agitacion manual diaria para sintetizar

la astaxantina.

Los resultados de la investigacidon demostraron que las dos cepas H. pluvialis (UTEX
2505 y UA), asimilaron los componentes de las aguas residuales domésticas y
porcinas proporcionadas en los medios de cultivo. EI medio de cultivo a partir de
aguas residuales domesticas generd mayor concentracion celular con UTEX 2505
siendo de 3409x104 células/mL, comparado con el medio de cultivo a partir de aguas
residuales porcinas, el cual se caracterizé inicialmente por su turbidez impidiendo el

paso de luz a las microalgas, lo que explicaria las diferencias entre la biomasa
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producida entre los dos medios evaluados. Ademas, se demostr0 que para una
confianza del 95% existen diferencias estadisticamente significativas (P= 0,05) entre
las medias de crecimiento de las cepas de H. pluvialis.

La concentracion de clorofila y astaxantina se determiné aplicando técnicas
espectrofotométricas y de cromatografia liquida de alta eficiencia. Los valores de
clorofila disminuyeron progresivamente desde la fase de estrés celular y
simultaneamente la astaxantina se incrementd. Frente a esto, la concentracion final
de astaxantina fue mayor con la cepa UA de H. pluvialis en el medio de cultivo a
partir de aguas residuales domeésticas, obteniéndose mediante la técnica
espectrofotométrica 4,9 ug/mL y por cromatografia liquida de alta eficiencia 27,091
ug/mL. Las discrepancias en los datos obtenidos por espectrofotometria y HPLC se
deben a la sensibilidad y condiciones de cada técnica, teniendo en cuenta la
naturaleza de los carotenos que facilmente pueden verse alterados. Los resultados
de este estudio apoyan la idea de obtener pigmentos de gran valor comercial,
mediante la utilizacion de las aguas residuales domésticas y porcinas, siendo medios
de cultivo ideales para las microalgas que requieren poca inversidn y generan un

gran impacto a nivel ambiental y de salud.
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Anexos

Anexo 1

Ajuste de datos para curvas de crecimiento celular de los medios de cultivo a partir
de aguas residuales domesticas (ARD) y aguas residuales porcinas (ARP) con las
cepas UTEX 2505 y UA.
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Anexo 2

Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo.

Suma de Grados Promedio de Valor
Origen de las cuadrado de los Probabil critico
variaciones s libertad cuadrados F idad para F
Cepas de H. 5,67837 0,02991
pluvialis 4014205,4 1 4014205,441 2 7 4,493998
Medios de 3,04774 0,10001
cultivo 2154541,1 1 215454111 7 8 4,493998
2,89251 0,10834
Interaccién 2044801,2 1 2044801,25 3 2 4,493998
Dentro del 11310862,
grupo 6 16 706928,9151
19524410,
Total 19
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Anexo 3

Resultados cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Nombr | Cédig | Tiempo Area Concentraci | FD | Resultad
e 0 de (mAU) on o]
retencio (ug/mL)
n
ARP10 1G 2,147 200401 0,059 10 0,591
2,15 199703 0,059 10 0,588
ARDG M2G 2,24 3796496 1,857 10 18,572
2,237 3910152 1,914 10 19,140
ARDS5 M4G 2,28 7297839 3,608 10 36,078
2,278 6997421 3,458 10 34,576
ARP11 | M5G 2,273 8680990 4,299 10 42,994
2,3 8498764 4,208 10 42,083
ARP9 | M6G 2,273 386692 0,152 10 1,523
2,3 394713 0,156 10 1,563
ARP12 | M7G 2,28 1703447 0,811 10 8,106
2,3 1913743 0,916 10 9,158
ARP7 M8G 2,23 2327073 1,122 10 11,224
2,24 2460962 1,189 10 11,894
C14 MOG 2,23 2094345 1,006 10 10,061
2,24 2208455 1,063 10 10,631
ARP8 | M10G 2,23 676847 0,297 10 2,973
2,23 709890 0,314 10 3,139
ARD3 | M11G 2,24 790091 0,354 10 3,540
2,24 814086 0,366 10 3,660
ARD2 | M12G 2,24 1572129 0,745 10 7,450
2,237 1473214 0,696 10 6,955

Nota: Las muestras ARD4 y ARD1 presentan muy poco volumen para

inyeccion.
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