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1. Resumen

La astaxantina es un carotenoide al que se le considera util en diversas industrias,
ademas se le reconoce por su potente capacidad antiinflamatoria, anticancerigena y
antioxidante. La microalga Haematococcus pluvialis es considerada como la mejor
productora natural de astaxantina. En la actualidad, la mayor cantidad de astaxantina
se produce de forma sintética, y se comercializa a costos elevados, por esto se ha
incrementado el interés por producir este compuesto de forma natural.

En este estudio se propone la determinacién de la produccién de astaxantina usando
la biomasa de H. pluvialis obtenida en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros,
sometiéndose a los factores de estrés acetato de sodio (0,375 mg/L y 0, 750 mg/L) y
una irradiancia de 360 lux con luz blanca, en medios BBM y RM, pH 6,8, temperatura
20°C, agitacion diaria, aire filtrado, cajas de cultivo celular. Se determiné el cambio
morfolégico, la concentracion de clorofila y astaxantina. Estableciendo que el
tratamiento que uso medio RM con 0.375 mg/L de acetato de sodio produjo 6.088
ug/mL de astaxantina. El Anova (95%) realizado no establecié diferencias
significativas entre tratamientos para la produccién del carotenoide (P>0,05), pero si
para el crecimiento celular (P<0.05), y segun el test Tukey HSD este tratamiento tiene
significativamente mayor crecimiento celular (3.01 x 108 cel./mL).

Esta investigacion permite concluir que el uso de la biomasa obtenida de H. pluvialis
en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros, para someterla a factores de estrés
como el acetato de sodio, combinado con alta irradiancia, permite obtener
concentraciones Optimas de astaxantina, aplicables en la produccion industrial.

Palabras clave: microalga, biomasa, biorreactor, carotenoide, estrés salino, alta
irradiancia.

Abstract

Astaxanthin is a carotenoid that is considered useful in various industries, and it is also
recognized for its powerful anti-inflammatory, anti-cancer and antioxidant capacity.
The microalgae H. pluvialis is considered the best natural producer of astaxanthin.
Currently, the largest amount of astaxanthin is produced synthetically, and is marketed
at high costs, for this reason the interest in producing this compound naturally has
increased.

Proposing in this research to determine the production of astaxanthin using the
biomass of H. pluvialis obtained in the 5-liter BIOSTAT A PLUS Bioreactor, subjecting



it to the stress factors sodium acetate (0.375mg /L and 0.750 mg /L) and an irradiance
of 360 lux with white light, in BBM and RM media, pH 6.8, temperature 20 ° C, daily
shaking, filtered air, cell culture boxes. The morphological change, the concentration
of chlorophyll and astaxanthin were determined. Establishing that the treatment using
RM medium with 0.375 mg / L of sodium acetate produced 6.088 ug / mL of
astaxanthin. The Anova (95%) performed did not establish significant differences
between treatments for carotenoid production (P> 0.05), but for cell growth (P <0.05),
and according to the Tukey HSD test, this treatment has significantly higher growth
cells (3.01 x 108 cel./mL).

Concluding using the biomass obtained from H. pluvialis in the BIOSTAT A PLUS 5-
liter Bioreactor, to subject it to stress factors such as sodium acetate combined with

high irradiance and obtain astaxanthin.

Keywords: microalgae, biomass, bioreactor, carotenoid, salt stress, high irradiance.



2. Introduccién

Las microalgas en la actualidad tienen alto interés biotecnoldgico, se emplean para la
obtencién de diversos compuestos bioactivos utiles en la industria alimentaria,
farmacéutica, nutracéutica, agricola, piscicola, y reemplazando sustancias quimicas
de origen sintético como los colorantes, los cuales son considerados algunas veces
como cancerigenos. Algunos colorantes de origen natural que pueden emplearse
para reemplazar estos productos sintéticos, son los carotenoides, siendo uno de estos
la astaxantina, la cual en forma sintética tiene un alto valor de 2500 USD/kg, razén
por la cual se hace cada vez mas necesario obtenerla de manera natural.

Entre las alternativas de obtencion natural de astaxantina se destaca la microalga
Haematococcus pluvialis, pues produce la mejor calidad de este carotenoide. De esta
manera se han intentado optimizar las condiciones de cultivo y produccion, probando
diferentes medios de cultivo como el RM y BBM (Bold’s Basal Medio), ademas de
tener en cuenta como factores de estrés, el efecto de la deficiencia de nutrientes como
el nitrégeno, el fosforo, también el efecto de la temperatura, luz, sales como acetato
de sodio y cloruro de sodio sobre las células de H. pluvialis, con el fin de conseguir
cantidades altas de astaxantina y presentar un aporte a las investigaciones
relacionadas, que buscan contribuir al aprovechamiento industrial y comercial de este
producto.

A pesar de que la microalga H. pluvialis se considera como la mejor alternativa para
producir astaxantina de forma natural, es importante tener en cuenta que presenta
una baja productividad debido a factores como un crecimiento lento, baja
concentracion celular y alta susceptibilidad a dafios hidrodinamicos, y sobre todo, su
complejo ciclo de vida. Sin mencionar que siempre existe el riesgo de contaminacion
externa de los medios de cultivo, si no se tienen las medidas adecuadas. Dichos
factores, son los que minimizan la posibilidad de su produccién a gran escala y
provocan que se opte por elaborar este carotenoide de manera sintética.

Lo anterior motiva a realizar nuevos estudios para la estandarizacion de métodos de
cultivo que permitan encontrar condiciones 6ptimas para obtener mayores cantidades
de biomasa, tales como: el uso de biorreactores controlados y el posterior uso de la
biomasa obtenida de H. pluvialis para producir la astaxantina empleando factores de
estrés, bien sea solos o combinados, como el uso de salinidad aportada por el acetato
de sodio y una alta irradiancia de luz blanca. Lo cual se realizd en este trabajo de
investigacion, ya que para producir la astaxantina, la microalga debe ser sometida a
factores de estrés, debido a que la aplanospora funciona como una estructura de
resistencia a las condiciones del medio, si esta detecta que el medio ya no es hostil,
puede regresar a su estado vegetativo, que ya no nos sera de utilidad para producir
la astaxantina de interés.
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3. Antecedentes

En esta investigacidon se ha tenido en cuenta la siguiente revisidén para llevar a
cabo el trabajo experimental y su analisis:

Ramirez, D (2013), menciona como se da la evaluacion del crecimiento y
produccién de astaxantina por H. pluvialis en fotobiorreactor tipo airlift (1). Con
la finalidad de estandarizar las condiciones de cultivo de la microalga H. pluvialis,
que favorecieron la acumulaciéon de astaxantina en la célula, por medio de la
construccién de un fotobiorreactor tipo airlift. El estudio se llevd a cabo
empleando como metodologia, estrés celular con irradiacion y estrés por alta
salinidad en el medio de cultivo. Inicialmente, la microalga fue cultivada por
triplicado en cinco diferentes medios de cultivo: BBM, OHM, BG11, F1 y
BBM:BG11, demostrando que no existe una diferencia significativa entre los
medios evaluados. (1)

El estrés por intensidad luminica, se llevé a cabo con un fotoperiodo de 18 horas
de luz y 6 de oscuridad, empleando tres diferentes intensidades (18500, 37000,
55500 £ 50 Lux) por ftriplicado. En cuanto a la evaluacion de salinidad, se
sometieron células en fase estacionaria a tres diferentes concentraciones de
NaCl (0.025, 0.100, 0.250 %), por triplicado. Finalmente, como resultado de
interés, el método de estrés por alta irradiancia, demostr6 un aumento
considerable, en la productividad de astaxantina, con una concentracion de 59,2
ug/mL. Por otro lado, se demostré que una concentraciéon de NaCl superior al
0,025 % es letal para la microalga y no genera acumulacion de astaxantina. (1)

Para lograr un correcto crecimiento y desarrollo de la microalga H. pluvialis, asi
como una produccion satisfactoria de astaxantina, es necesario conocer el
efecto celular completo, que generan una gran variedad de metodologias, asi
como mantener el control de las condiciones adecuadas de cultivo, estado
nutricional, pH, entre otras. En el centro de Aquicultura de la Universidad estatal
Paulista, Brasil, LH Sipauba et al 2013 (2), desarrollaron un proyecto en el cual
se comparan, los requerimientos de crecimiento y medios, entre dos volumenes
exclusivos (13 Ly 250 L). En este proyecto, se inocularon los medios de cultivo
(WC) en fase exponencial, a los volumenes de 13 Ly 250 L.

El crecimiento fue controlado durante un periodo de trece dias. Adicionalmente,
se determind, clorofila, pH (siendo entre alrededor de 6.5 y 8.03 £+ 0.08),
conductividad y oxigeno disuelto. La astaxantina se determin6 el dia trece,
obteniendo una concentracién en ambos volumenes de 11,63 + 0,17 ug/100 g
para el volumen de 13 L, y una concentracion de 11,83 £ 0,52 ug/100 g para el
volumen de 250 L. Los resultados obtenidos de la metodologia empleada,
demuestran que, en ambos volumenes la microalga crece exponencialmente,
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para luego disminuir de forma abrupta; debido a la formacion de quistes. La
diferencia significativa es la tasa de crecimiento (k), siendo mas alta a un
volumen de 250 L con un resultado de 0,36 (pero menor densidad celular) y la
densidad celular, siendo mayor en un volumen de 13 L (1,1 + 0,17 x 10 °cel/mL
), ya que se genera un mayor crecimiento en estado vegetativo. Finalmente,
encontraron que, la densidad celular aumentdé en un 55%, con la adiciéon de
vitamina B o tiamina (se agregd al medio a una tasa de 0.01 g/L) y H o biotina
(0,1 mg). (2)

A la hora de trabajar con esta microalga, es importante comprender qué ocurre
a nivel celular, cuando esta es sometida a diferentes factores de estrés. En el
afo 2014, se publicé un articulo investigativo, desarrollado por Wang B et al (3),
cuyo objetivo era determinar los cambios fisioldgicos y bioquimicos que ocurren
a lo largo del desarrollo celular de la microalga, con la intencion de reconocer los
mecanismos por los cuales la célula hace frente a las altas intensidades
luminicas. Para esto, durante el cultivo, las células méviles y palmelas, fueron
separadas y sometidas a iluminacién continua de luz alta (HL) (fotones de 150

pMmol m ~2s-1) durante 24 h en medio BBM a 22°C.

Los carotenoides y la clorofila fueron analizados mediante HPLC, el contenido
de carotenoides fue aproximadamente de 2,30 mg y la clorofila ocupaba el
17.8% de la célula, también se analizaron y cuantificaron lipidos, carbohidratos
y proteinas de membrana totales. Se demostré que, a nivel morfoldgico, las
células de la palmela eran esféricas con paredes celulares rigidas y algo rojizas
en el centro, lo que indica la presencia de astaxantina (0.66+0.06 mg / g de peso
muerto). (3)

La capacidad de las células vivas para sobrevivir en condiciones ambientales
extremas puede depender de su capacidad para modificar su composicion de
membrana y ajustar su nivel de desaturacion de lipidos y otros sistemas. Incluso
el medio de cultivo en si mismo, puede afectar la distribucion de los lipidos, como
lo sustentan: Tokarz D, et al (4), publicado en el afio 2014.

Es importante tener en cuenta, que la cantidad de astaxantina obtenida, también
puede variar segun el tipo de cepa de H. pluvialis. Por ejemplo, en el afio 2014,
se aislé una cepa de H. pluvialis denominada “H. pluvialis BM1”, de un habitat
de la costa artica caracterizada con niveles de salinidad moderados y muy
variables. Con base a esto, y con el fin de conocer su viabilidad, se desarrollé
un estudio en la facultad de Biologia de la Universidad Estatal de Moscu, Rusia,
por Chekanov K, et al (5).

Esta cepa demostr6, que empleando concentraciones de irradiancia mas
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elevadas (480 uE - m —2- s71) que las “Optimas”, H.pluvialis BM1, no solo las

toleraba, sino que la mayoria de las células mostraron una induccién rapida en
la biosintesis de astaxantina, que alcanzé el 5.0% - 5.5% mg/L al sexto dia de
estrés (correspondiente a relacién Caroteno / Clorofila de 13,0 + 0,1); también
se demostré mayor tolerancia al estrés por salinidad, donde se emple6é NaCl,
cultivando la microalga con una salinidad similar a la del agua del bafio de rocas
(25 g/L). (5)

Luego de haber obtenido concentraciones significativas de astaxantina, el paso
a seguir es su extraccion. Dong S et al 2014 (6), En su articulo publicado en la
revista “The Scientific World Journal”. Se estudiaron cuatro métodos diferentes
de extraccion de astaxantina, obteniéndose mejores resultados con el método
de extraccion MET-ACE en relacion disolvente/materia prima de 400 mL/g con
un tiempo de extraccion de 20 min, entre los cuales: pretratamiento con acido
clorhidrico seguido de extraccion con acetona (HCI-ACE), extraccion con
solventes mezcla de hexano / isopropanol (HEX-IPA), extraccién con metanol
seguido de extraccion con acetona (MET -ACE) y extraccion de aceite de soja.
Se obtuvo que el método HCI-ACE presentaba el mayor rendimiento de
extraccion de contenido total de astaxantina. (6)

Otros métodos de extraccion populares que se realizan, pueden ser: con
enzimas liticas cuyo procedimiento inicia con células tratadas, con el fin de
extraer la clorofila con un tratamiento de acetona por 24 horas. Una vez las
células estan libres de clorofila se liofilizan y se tratan con enzimas liticas
comerciales; la extraccion de astaxantina se estimé como astaxantina libre
(pretratada) y total. Algunas de las enzimas evaluadas fueron catalasa y celulasa
que presentaron una mayor extractabilidad de astaxantina. Por otra parte, el
método de extraccion con fluidos supercriticos siendo su fundamento el utilizar
un fluido en condiciones supercriticas (presidn-temperatura) en las que sus
propiedades fisicoquimicas se encuentran entre las de un liquido y un gas, como
se expone en el articulo de investigacion desarrollado por Cordoba N et al en el
afio 2015 (7).

Estandarizar metodologias eficientes para la produccién de astaxantina natural,
es conveniente no solo a nivel industrial, sino también a nivel de la salud
humana. Una alternativa que no se habia mencionado para promover su
produccion, es el enriquecimiento en medios de cultivo (tales como el medio
NITROFOSKA foliar, ALGAENZIM y FUERZA VERDE, cada uno de estos
medios se trabajé con el fertilizante organico a concentraciones de 0.10%, 0.25%
y 0.50%), a base de fertilizantes organicos (como el Nitrofoska), con sales de
hierro, en conjunto con irradiancia y agitacion diarias; esto ultimo, permite una
distribucion homogénea de los nutrientes. Este método fue desarrollado por
Granda G, en el afio 2015 (8).
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Ademas, se ha demostrado que la astaxantina de origen natural, posee una
capacidad antioxidante mayor, en comparacion a la astaxantina sintética, tal
como se demostré en el articulo de investigacion desarrollado por Régnier P, et
al (9) en el afio 2015. Dicha comparacion se realiz6 mediante caracterizacion
fisicoquimica, por ensayo TEAC (método espectrofotométrico). El extracto de
astaxantina natural logré neutralizar los radicales libres en forma de cationes con
mas potencia que el extracto sintético. Por lo tanto, podemos decir, que la
astaxantina natural, aportaria mayores beneficios antioxidantes, que favorecen
la salud humana.

Siguiendo con la idea anterior la produccion de antioxidante de mayor calidad,
es la natural como lo es la astaxantina de H. pluvialis, donde lo menciona
Ramaraj S, et al 2017 (10) donde menciona que el estudio de las microalgas en
general es muy amplio y diverso, puesto que pueden sintetizar a partir de
diferentes rutas metabdlicas fuentes prometedoras de acidos grasos, esteroides,
carotenoides, polisacéaridos, lectinas, aminoacidos, toxinas, agar agar, entre
otros, dando oportunidad a una nueva puerta para la economia industrial,
alimenticia, farmacéutica y entre otras, por esta razén se busca Ia
estandarizacién y cultivo junto con la ruta mas efectiva para la produccion de
dichos metabolitos.

En la busqueda por seleccionar los medios de cultivo mas apropiados, que
logren concentraciones celulares mas elevadas, se desarrollé un proyecto de
investigacion, que seria la base para otros tantos, desarrollado por Nifio C, et al
(11). En el que se compararon tres medios de cultivo (OHM, RM, BBM), bajo
condiciones de pH 6,7, fotoperiodo de 18h luz — 6 oscuridad, 70 microestein de
irradiancia con lamparas de luz fluorescentes blanca, T° 25°C y agitacion manual
diaria, con el fin de determinar el qué de mas produccién de biomasa celular, y
por lo tanto de astaxantina, permitiera lograr. Se obtuvo que el medio de cultivo
RM fue el de mayor rendimiento, con un recuento celular de 7.55 x 10° células/ml,
seguido del medio de cultivo BBM con un recuento de 3.88 x 10° células/ml, y
por ultimo, el medio de cultivo OHM con un recuento de 3.43 x 10°células/ml. En
donde la mayor produccion de astaxantina se obtuvo en el medio RM con una
concentracion de 8.3 ug/ml.

Ademas de los medios de cultivo, entre los métodos de crecimiento celular mas
novedosos se encuentran el crecimiento al aire libre en fotobiorreactores tubular
como lo desarrollé Zhang L et al 2017 (12) donde inicia con una transformacion
celular de las células moviles en células no moviles, aqui se evidencia una
absorcién de luz y el transporte de electrones fotosintéticos mas eficientes en la
primera fase (transformacién celular), después en la fase de acumulacién de
astaxantina, la absorcién de luz aumento, pero la eficiencia del transporte de
electrones y el rendimiento disminuyd, lo que indica disminucién fotosintética
generando un desequilibrio entre la absorcion de luz fotosintética y la utilizacidén
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de energia, en pocas palabras con este método se evidencia como la luz y el
medio de desarrollo pueden modificar la ruta metabdlica de la microalga, como
datos adicionales ellos evidenciaron que la astaxantina comenzé a acumularse
después de tres dias de incubacion, después de cinco dias de incubacion el
contenido de astaxantina aumenté de 0,47 mg/ml a 12,89 mg/ml durante un
periodo de incubacion de nueve dias, ademas el contenido de clorofila aumento
gradualmente con el tiempo durante los siete dias iniciales de incubacion, pero
disminuy6 ligeramente después de siete dias de incubacion en H. pluvialis.

El incremento de la producciéon de astaxantina como lo mencionan algunos
autores es el estrés; Garcia en el 2018 (13), realizé el estudio para la produccién
biotecnolégica de astaxantina a partir H. pluvialis en el biorreactor Tec-ferm de
5 L, usando dos diferentes concentraciones de acetato de sodio (0,299 mg/L Y
1,6 mg/L), las cuales fueron evaluadas en el medio RM con pH de 6.7,
fotoperiodos 20h luz y 4h oscuridad , luz blanca, temperatura 25 + 2° C, aire
filtrado y agitacion a 100 rpm en un biorreactor TEC-FERM de 5 litros.
Obteniéndose que con 0,299 mg/L de acetato de sodio determinaron un
crecimiento celular maximo de 2,0 x 10*4 Cel/ mL y una concentracion maxima
de astaxantina de 2,530 pg/mL durante 34 dias, mientras que con 1,6 mg/L de
acetato de sodio se obtuvo un crecimiento celular maximo de 3,5 x 10* Cel/mL y
una concentracion maxima de astaxantina de 1,9 ug/ml, lo cual permite concluir
que con las dos concentraciones de acetato de sodio y las demas condiciones
del proceso realizado en el biorreactor permiti6 una mayor produccion del
colorante en cuestion.

En este mismo afio se busco la innovacion de algunos factores de estrés en el
medio de crecimiento de la microalga uno de ellos fue el publicado Reis DF, et
al 2018 (14) donde comenta el uso de CO2 como unica fuente de carbono en el
medio de cultivo BBM y el uso de acetato de Sodio (1.986 g/L), fundamentandose
en la limitacion del nitrdgeno en presencia de fuentes de carbono en exceso y
cémo estas influyen en la produccién de carotenoides, como resultado final el

total de carotenoide recuperado fue de 2949,91+1 ug.g-' mostrando una tasa de

produccién aceptable. Por otro lado Zhang C et al 2018 (15) menciona los
efectos del acetato de sodio exdgeno sobre la acumulacién de astaxantina y la
fotoproteccion en H. pluvialis en la etapa no movil, donde se evidencia como con
10 mM de acetato de sodio aumenta la cantidad de astaxantina, con una
concentracion maxima de 4,8 mg/L aproximadamente, en las células al ser
comparadas con las microalga sin ser tratada, mostrando una aceleracién en la
acumulacion de astaxantina en la etapa no movil, ademas menciona que la
clorofila y la actividad fotosintética se es suprimida con la adicidon del acetato.

Las condiciones ambientales demuestran codmo se adapta un ser vivo a su
entorno, en este caso Enrico D et al 2018 (16) investigd la influencia del estrés
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en condiciones ambientales tréficas en la produccion de astaxantina, otras
xantofilas y lipidos de una cepa argentina de H. pluvialis. Los cultivos de
microalgas se realizaron en condiciones autotroficas o mixotroficas (con adicion
de 1 g/L de acetato de sodio en el medio de cultivo BBM) y se sometieron a dos
intensidades de luz diferentes (90 MLS/Moderate Light Stress y 350 SLS/Severe
Light Stress). Entre los datos de mayor importancia dados por el analisis de
HPLC mostraron que las células acumularon mayor parte de la astaxantina
aproximadamente 90% en forma esterificada y el maximo nivel de astaxantina
se dio en condiciones autotréficas sometidas a estrés luminico moderado de

fotones de 90 umol m=2s-1, mientras que el mismo régimen de luz en condiciones
mixotréficas condujo a un aumento menor solo 25.8 veces.

He B et al 2018 (17) estudidé los efectos sinérgicos del estrés luminico con
acetato de sodio junto al hierro, evidenciandose cuatro grupos de transcriptomas
segun el estrés en cuestion: irradiacion luminica alta (HL), adicion de acetato de
sodio 25 mM bajo luz alta (HA), adicion de Fe?+ 20 uM bajo luz alta (HF) y células
verdes normales en crecimiento (HG). Entre el total de genes expresados
analizados, mas de 10 mil genes se expresaron a causa de alta irradiancia y
1800-1900 genes por acetato de sodio o Fe 2+. Los resultados del analisis en
general mostraron que la adicion de acetato bajo luz intensa promovio la
expresion de genes clave relacionados con las vias para la biosintesis de
carotenoides y el alargamiento de acidos grasos. Ademas, el acetato podria
inhibir la expresion de genes relacionados con la via de las proteinas de la
antena de fotosintesis. Por la adicion de Fe 2+, los genes relacionados con las
proteinas de la antena de fotosintesis se promovieron significativamente y no
hubo un cambio obvio en las expresiones genéticas relacionadas con la sintesis
de carotenoides y acidos grasos, mostrando cémo la adicion de ambos factores
de estrés interrumpe la capacidad fotosintética y genera un cambio
conformacional de la célula.

Sin embargo, para 6ptimos resultados, adicional a lo antes mencionado se
puede recurrir a una mejora del rendimiento de astaxantina a través de recursos
moleculares. En el articulo publicado por Luo Q et al, en el afio 2019 (18), se
realizé la secuenciacion del genoma completo de la microalga y se revelaron
genes potencialmente novedosos involucrados en la sintesis de astaxantina,
como por ejemplo los genes bkt. Estos aportes significan un recurso valioso para
dilucidar los mecanismos moleculares, relacionados al rendimiento y la
acumulacién de astaxantina, lo que a su vez facilitara la reproduccién de nuevas
cepas con un contenido de astaxantina significativamente mayor. Dicho recurso
puede combinarse con otras técnicas de estrés celular, como lo es la variacion
de nitrégeno, permitiendo analizar patrones de expresion a lo largo de todo el
ciclo de cultivo y de los mecanismos reguladores adaptativos. Demostrando que
la célula, en los peores escenarios, tiene la capacidad genética de modificar su
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metabolismo, en funcidn de sus necesidades. Analisis desarrollado en el articulo
publicado en el afio 2019 desarrollado por Huang L et al (19).

La capacidad que tiene la célula para modificarse a nivel metabdlico y responder
de forma inmediata a nivel genético, en relacion al factor de estrés
implementado, no es la Unica técnica que puede aprovecharse. En el articulo
expuesto por Li F, et al (20), en el afio 2019, se propone el uso de células no
moviles de H. pluvialis, con la hipétesis de que estas podrian ser mas efectivas
a la hora de producir astaxantina. Los resultados indicaron que el aumento en el
contenido de biomasa y astaxantina en las células del quiste se asociaba
estrechamente con el aumento del tamafio celular; Donde las concentraciones
de biomasa aumentaron en un 28% y 44% en cultivos celulares moviles y no

moviles (con concentraciones maximas de biomasa de 2,00 g/L-3 para células

inmodviles y de 1,00 g/L -3 para las moviles), respectivamente, mostrando una

correlacion donde el tamafo de los quistes formados por células no méviles fue
mayor que el formado por las células moéviles, confirmando la hipétesis inicial.

Las concentraciones maximas de astaxantina obtenidas fueron de 80 mg/L""

para células inmdéviles y de 20 mg/L-" para células moviles.

Otra de las modificaciones celulares que pueden ocurrir, dadas por el factor de
estrés de preferencia, es la alteracion de la membrana celular, tal como lo
expone el articulo, desarrollado en el afio 2019 por Miranda A, et al (21). En el
cual se logro establecer que la rigidez de la membrana celular de la microalga,
es afectada negativamente por la acumulacion de la astaxantina, acumulacién
que se asegura, se logra mas eficientemente por medio de la inanicion celular
de nitrogeno. El estrés proporcionado a la microalga, por la limitaciéon de este
nutriente, provoca disminucién de la rigidez celular, debido a la acumulacion de
astaxantina en la membrana; una menor rigidez permitiria una extraccion del
carotenoide mucho mas sencilla. Sin embargo, otra variable a tener en cuenta,
son los niveles de obtencién de astaxantina, estando estos ligados con los
meétodos de extraccidon, donde los mas usados provocan altos niveles de pérdida
del pigmento (solventes organicos), como lo argumentan Galarza, et al (22);
donde comparan las formas de extraccion de astaxantina con solventes
organicos (saponificados) y con colesterol esterasa (enzimas liticas) en
muestras iguales. Al discutir los resultados de la cuantificacién, se puede concluir
cémo el método influye en la concentracion de la lectura en HPLC, mostrando
mejores resultados con la enzimalisis, y por ende menos pérdida de astaxantina
en el tratamiento de extraccion de la misma. La astaxantina extraida a través del
método con colesterol esterasa alcanzé una concentracion maxima de 975,65

ug mg ', mientras que la que se extrajo a través de NaOH alcanzé

concentraciones mas bajas de 356,39 ug mg .
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Otros estudios de interés donde mencionan los factores de estrés para la
produccion del carotenoide es Rodriguez (2019) (23) donde busca obtener una
mayor producciéon de astaxantina en H. pluvialis, usando medio RM bajo
condiciones luminicas con fotoperiodos en lamparas blancas con 20h luz/4h

oscuridad, de 70 yE m~2s~1 con diferentes concentraciones de acetato de sodio

y cloruro de sodio adicionadas a diferentes tiempos. El resultado con mayor
rendimiento fue con la adicién de 1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro
de sodio, presentd la mayor produccion astaxantina en un 20% superando los
demas tratamientos con 7,3 ug/ml. Aunque estadisticamente no se encontraron
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Manrique y Marin en el 2019 (24) estudiaron el uso del biorreactor BIOSTAT A
PLUS a escala de laboratorio de 5 litros en medios como el BBM y RM usando
condiciones como pH 6,8, temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 18 h luz: 6 h
oscuridad, panel de luces led multicolor (blanco, azul y roja), como resultado el
cultivo realizado en el medio de cultivo BBM presentando al final de 36 dias una
biomasa de 2,88 x107 cel/mL, Una concentracién de clorofila de 28,3 pyg/mL y
una concentracion de astaxantina de 3,1 ug/mL. El medio RM presenté 2,43 x107
cel/mL, una concentracion de clorofila de 21,8 ug/mL y una concentracion de
astaxantina de 2,9 pyg/mL, mostrando mayor rendimiento el medio BBM, aunque
estadisticamente no se encontraron diferencias significativas entre tratamientos
(p<0,05).

Para aumentar el rendimiento en la produccion del antioxidante una de las
opciones actualmente estudiadas es el entendimiento genético como lo explica
Li F et al en su articulo publicado en el 2019 (25) mencionando en su disefio
experimental como la concentracion mas alta de astaxantina (48.42 + 3.13 mg

L-1) se origina en los cultivos celulares no méviles con la productividad mas alta

que en los cultivos de células moéviles. El examen microscépico de la morfologia
celular mostré una gran cantidad de células dafiadas por fotooxidacidon en los
cultivos de células mdviles, lo que resulté en una tasa de mortalidad celular mas
alta que los cultivos de células no moviles. En cuanto a las condiciones de
cultivo, las células moviles se cultivaron fotoautoétrofas en BBM con 0,75 g/L de

NaNOs bajo luz baja continua de 25 y mol de fotones m -2 s~1 durante 5 dias.

Como dato anexo y de alta importancia que se concluye es el diametro celular,
indicando que las células no mdéviles llegaban a la formacién de quistes grandes
ricos en astaxantina de forma mas rapida que las células moviles.

Como se menciono anteriormente la salinidad es un factor de estrés que incita
a un cambio metabdlico en la microalga y no solamente es usada para la
produccion de colorantes, otro producto de su metabolismo lo expone en el 2019
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Ding Wei et al (26), donde us6 la microalga H. pluvialis para la produccion de
acido y-aminobutirico, por medio de estrés salino usando una concentracion de
0,4 g/L de NaCl en un cultivo mixotréfico en presencia de acido fulvico (FA)
generando una biomasa de 1,84 g/L con un contenido de acido y-aminobutirico
de 25,45 mg/g. De igual forma en el mismo afio Liu Yu et al (27) disefié un
sistema de dos etapas para los procesos de cultivo e induccién de H. pluvialis.
La primera se cultivd en aguas residuales de minkery y se comparo con el medio
basal de Bold convencional, y creci6 mejor en aguas residuales de minkery
diluidas (1,5%), lo que arrojé una produccion de biomasa de 906,3 + 34,0 mg/L.

En la siguiente etapa que denomino induccién, las células vegetativas se
expusieron a una alta intensidad de luz para la produccion de astaxantina, y la
produccion resultante fue de 39,72 + 1,69 mg L -1. Empleando el agua residual
diluida, también se probd una estrategia de induccion mixotréfica usando una
serie de concentraciones de acetato de sodio. Los hallazgos indicaron que la
combinacién éptima para la produccidon de astaxantina era acetato de sodio al
38,14 mM y NaCl al 0,58% (p / v). Y la concentracién éptima de astaxantina fue
de 67,95 + 3,93 mg L -1 después de un periodo de induccion de 12 dias. Dando
como resultado la apertura al campo de tratamiento de aguas residuales de
minerales para la produccion de astaxantina.

Basandose en los estudios anteriormente descritos se puede concluir que la
microalga nativa de H. pluvialis no presenta diferencia significativa en el
crecimiento cuando es sometida a diferentes medios de cultivo. Adicionalmente,
para optimizar la produccién de biomasa celular, uno de los parametros
fundamentales a tener en cuenta es la agitacion constante de los medios de
cultivo con la consecuente homogeneizacion de los mismos, 10 que permite que
los nutrientes se dispersen y se asimilen correctamente, en conjunto con la
distribucion de luz (8). En cuanto a la produccion de astaxantina, también se ha
podido demostrar que la luz alta es el factor directo de los cambios en la
expresion génica durante el periodo de induccion en H. Pluvialis (20), de hecho,
se demostré que la intensidad de luz éptima para el crecimiento de H. pluvialis

es de aproximadamente 20 yumol m -2s-1(2). El acetato de sodio podria mejorar

aun mas la expresién de los genes implicados en la sintesis de carotenoides y
acidos grasos. Se ha podido demostrar que cuando la microalga H. pluvialis es
sometida a factor de estrés por salinidad a una concentracion de 2,5 g/L, se
genera muerte celular sin una acumulacion previa de astaxantina significativa
(1). Todos estos estudios preliminares favorecen grandemente los avances en
este campo de interés, proporcionan bases sobre las cuales los préximos
proyectos podran trabajar en busca de las condiciones 6ptimas de cultivo de la
microalga H. pluvialis y su consecuente produccidén de astaxantina en
concentraciones que se espera, sean cada vez mayores.
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4. Marco Teérico

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos con un alto valor industrial,
debido a su versatilidad de aplicaciones, estas son utiles en la produccion de
biodiesel, tratamiento de aguas residuales y la produccién de proteina para la
alimentacién animal y humana (1), ademas han sido propuestas como agentes
beneficiosos para la salud humana, ya que son efectivos en la prevencién de
enfermedades, debido a su capacidad antioxidante, inmunoreguladora,
antiinflamatoria y anticancerigena (28).

Haematococcus pluvialis es un alga verde de agua dulce, unicelular, distribuida
en muchos habitats en todo el mundo, posee una forma elipsoide hasta
redondeada en los extremos, biflagelada y movil en su estado vegetativo.
Cuando la célula es sometida a largos periodos de estrés, pierde sus flagelos y
forma una gruesa pared, seguido de una acumulacion de astaxantina que genera
el color rojo apreciable visualmente. Los quistes maduros de H. pluvialis, pueden
contener cerca de un 3% de su peso seco como astaxantina esterificada.

En el ciclo de H. pluvialis pueden distinguirse cuatro tipos de morfologias
celulares: formas macrozooide (mide 8 a 20 um, esférica, elipsoidal, con dos
flagelos, resultado de la fision del hematocisto, hacen mitosis), palmella (inmévil,
células en reposo vegetativo), aplanospora (resistente a ambientes extremos, en
su forma madura acumula carotenoides secundarios) y formas microzooides
(flageladas esbeltas) (29) (Figura 1). Los macrozooides (zoosporas), los
microzooides y las etapas de palmella se conocen como "fase vegetativa verde",
mientras que los hematocistos (aplanosporas) se denominan "fase enquistada
no movil roja" (30)

Palmela
Hematociste

Macrozoide joven

Macrozoide

Figura 1.Ciclo vital de H. pluvialis (27)
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4.1 Astaxantina

Dentro de los agentes antioxidantes se encuentran los carotenoides. Un antioxidante
es una molécula capaz de prevenir la oxidacién de otras moléculas, dicho proceso
puede producir radicales libres, que generan reacciones en cadena que
eventualmente causan dano celular (31). La astaxantina es una xantofila roja de tipo
carotenoide, su nombre se deriva del cangrejo Astacus astacus y se conoce
quimicamente como 3,3 dihidroxi caroteno-4,4 diona (Figura 2). La molécula de
astaxantina posee dos carbonos localizados en las posiciones 3 y 3’ sobre dos anillos
bencénicos al final de la molécula (31). La astaxantina tiene tres estereocisémeros que
son 3R,3'R; 3R,3’'S y 35,3’'S (Figura 3); el mayor isdbmero de astaxantina producido
por H. pluvialis es el 3S,3’S; donde 1 gramo aporta 10 mg del carotenoide (32).

OH
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0

Figura 2. Estructura del carotenoide astaxantina. (31)
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Figura 3. Isdmeros de la astaxantina (32)

La ruta de biosintesis de astaxantina en H. pluvialis, inicia con la condensacion de
geranil-geranil difosfato (GGPP) a fitoeno, dado por la enzima fitoeno sintasa (PSY),
posteriormente, fuera de la membrana celular, intervienen otras enzimas de
biosintesis, tales como: fitoeno desaturasa (PDS), (-caroteno desaturasa (ZDS),
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licopeno ciclasa (LCYB), B-caroteno cetolasa y caroteno hidroxilasa (CH) (33) (Figura
4).
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Figura 4. Via biosintética de carotenoides de astaxantina en H. pluvialis (33)

El interés por la produccién y comercializacion de este pigmento ha llevado a que se
destaque el cultivo de H. pluvialis como una fuente natural de gran interés debido a la
calidad del pigmento que se obtiene de ella.

Usos de la astaxantina:

Entre los usos de la astaxantina encontramos que esta es responsable de la
coloracion de la piel de algunos animales marinos como mariscos, langostas y
camarones, los cuales no tienen la capacidad de sintetizar, por lo tanto, este
compuesto es suministrado en el alimento de los mismos; en la industria de este tipo
de alimentos, el uso de pigmentos carotenoides cumple como funcién principal actuar
como antioxidante y promotor de la produccion de vitamina A. Este pigmento tiene
aplicacion en otro tipo de industrias también, como la farmacéutica y cosmética,
donde cumple funciones como protector solar, al prevenir el dafio de la piel causado
por los rayos UV, contribuye como un factor antienvejecimiento y protector de la piel,
aumenta la actividad inmunoldgica y la salud cardiovascular, disminuye los
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triglicéridos, aumenta el rendimiento y la recuperacién fisica. En la industria
farmacéutica es un ingrediente de suplementos dietarios. (1)

4.2 Clorofila

Otro pigmento que se encuentra en el estudio de H. pluvialis es la clorofila, esta
sustancia se encuentra en todos los organismo autotrofos y existen de dos tipos
clorofila a y clorofila b, su estructura presenta un anillo de porfirina que contiene
magnesio (encargado de absorber la luz) y una cadena hidréfoba de fitol (mantiene la
clorofila integrada en la membrana fotosintética) (Figura 5), la clorofila cumple como
papel fundamental absorber la luz violeta, azul y roja (reflejando verde), siendo
aceptora final de fotones gracias al complejo antena (unién de carotenoides y clorofila)
(Figura 6) y el centro de reaccion, necesario para la fotosintesis y por ende el
metabolismo de la alga (34).
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Figura 5. Estructura de la clorofila (34)
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Figura 6. Complejo antena (34)

La concentracion de clorofila se determina tomando una alicuota de la muestra del
cultivo de la microalga (1 ml), posteriormente se debe extraer el contenido celular
mediante centrifugacién a 12000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante que se
obtiene se elimina, al contenido restante se adiciona metanol al 90% (1 ml) y luego se
incuba en bafo seroldgico a 60°C por 10 minutos. Para la cuantificacion se emplean
patrones de referencia y la concentracion se conoce a una determinada longitud de
onda en un espectrofotometro. (34)

4.3 Condiciones de cultivo

Cultivos:

Hay diferentes tipos de modos de crecimiento disponibles para microalgas que
incluyen crecimiento fotoautotrofico, heterotrofo, mixotréfico y fotoheterotréfico. La
tasa de crecimiento y el contenido celular de las microalgas dependen en gran medida
del método de cultivo, ya que cada una de ellas proporciona una cantidad diferente

de nutrientes y energia.

Cultivo Fotoautotrofico:

La eficiencia de la incorporacién de una fuente de carbono inorganico y organico para
los cambios de biomasa durante el crecimiento fotosintético, dependen de: especie
del alga, intensidad de la luz, fuente de energia y carbono (organico o inorganico) y
fase de crecimiento (ver tabla 1-2).
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Metabolismos Fuente de energia Fuente de carbono
Fotoautotrofo Luz Inorganico
Heterotrofo Compuestos organicos Inorganico

Fotoheterétrofo Luz Organico
Mixétrofo Luz y compuestos organicos Inorganico y Organico

Tabla 1. Fuentes de energia y carbono en diferentes metabolismos encontrados en
microalgas

H. pluvialis es una microalga que puede crecer bajo condiciones fotoautétroficas,
heterotroficas y mixotrdéficas:

Metabolismo Ecuacién estequiométrica

Fotoautétrofo hv _
H20 + HCO;» ————»C(biomasa) + 1/20z + 30H = Incremento pH

Heterotrofo
(1+a) CHz0 + O2 — C(biomasa) + aCOz + (1+a) H20 => disminucién pH

Mixotrofico "
vV
bHCO: + cCH20 —— (b + (c-a))C(biomasa) + 30H + aCO:z = Cambio de pH no
significativo

Tabla 2. Estequiometria de los metabolismos encontrados en microalgas (34)

El cultivo fotoautétrofico utiliza la luz como unica fuente de energia, la cual se
convierte en energia quimica en las reacciones fotosintéticas. Los factores limitantes
de crecimiento estudiados son luz y CO2. En un cultivo fotoautotréfico la luz puede
ser considerada como un sustrato fisico, la influencia de la intensidad de la luz sobre
la tasa de crecimiento es descrita con las ecuaciones de Monod (si no se observa
fotoinhibicion):

|
0

=l |———
Klﬂ+lCI

O Haldane (cuando ocurre fotoinhibicién):
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A bajos valores de lo (luz incidente) la ecuacion de Monod, es una ecuacion de primer
orden donde la tasa especifica de crecimiento esta relacionada linealmente a la
limitacion de la intensidad de luz incidente, después de que p < um, como se expresa
en la siguiente ecuacién (Chojnacka y Marquez, 2004):

Cultivo mixotroéfico:

La mixotrofia es un proceso metabdlico en el cual la fotosintesis es la fuente mas
importante de energia. En el cultivo mixotréfico se produce una captacion simultanea
de compuestos organicos y CO2 como fuentes de carbono para la sintesis celulary,
luego, se espera que el CO2 liberado a través de la respiracién se atrape y reutilice
rapidamente con suficiente intensidad de luz. Las células mixotroficas adquieren la
energia al metabolizar compuestos organicos a través de la respiracion y convirtiendo
la energia de la luz en energia quimica. La adicion de sustrato organico resulté en el
aumento de la tasa de crecimiento, asi como en la concentracién final de biomasa.
Es decir, la mixotrofia es capaz de utilizar diferentes modos de nutricion dependiendo
de las condiciones de crecimiento, acarrea dos vias de metabolismo: autétrofo y
heteroétrofo. Los compuestos organicos y el didxido de carbono pueden ser utilizados
simultaneamente como una fuente de carbono y compuestos organicos y la luz
usados simultdneamente como una fuente de energia. (35)

4.4 Medios de cultivo

Para determinar las condiciones nutricionales Optimas para el crecimiento de la
microalga H. pluvialis, se emplean diferentes medios de cultivo, entre los mas usados
se encuentran los medios BBM y RM. Se han evaluado medios de cultivo en condicion
autotréfica, heterotrofica y mixotrofica con el fin de determinar el medio y la condicion
de crecimiento éptimas y que generen la maxima produccion de astaxantina. El medio
de cultivo Bold Basal (BBM) fue uno de los que se emplearon en condiciones

28



autotrdficas, esta conformado por sales (sulfatos, nitratos, fosfatos), elementos trazas
y acido bdrico, es un medio de algas de agua dulce que se ha utilizado para cultivar
una variedad de cultivos de algas verdes (por ejemplo, Trichosarcina , H.pluvialis,
Chlorococcum y Chlorella ) sin la necesidad de extracto de suelo o vitaminas. La
naturaleza predominantemente inorganica de este medio se facilita como medio de
mantenimiento del cultivo axénico. Los componentes de este medio, asi como del
medio de cultivo RM pueden verse en la tabla 3. Por otro lado, el medio RM contiene
especialmente nitrato de sodio, este componente permite confirmar que la presencia
de este nutriente es importante para el crecimiento de esta microalga, puesto que en
estudios posteriores ni su deficiencia evité observar el crecimiento de esta microalga.

Composicion de medios RM y BBM

RM

Compuesto Cantidad adicionada
NaNO; 0,15 gr
K2HPO4 0,04 gr
KH2PO4 0,01 gr

MgSQ4 » 7H20 0,005 gr

CaCl2+2H20 0,027 gr
EDTA 0,0035 gr

NaCl 0,01 gr
HsBOs 0,00015 gr
MnSOg4¢ H20 0,00075 gr
ZnSOq4* 7TH20 0.00005 gr
(NHa)s M07024+ 4H20 0,00015 gr
CuSOg4+ 5H20 0,00004 gr
Co (NO; )2* 6H20 0,00013 gr
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FeCl; » 6H20 0,0085 gr
H20 destilada --
NaNO3 5ml
CaCl2+2H20 5 ml
MgSQOg4 « 7H20 5ml
BEM K2HPO4 5ml
KH2PO4 5 ml
NaCl 5ml
EDTA 0,5 ml
KOH 0,5 ml
FeSOs* 7H20 0,5 ml
H3BOs 0,5ml
SIn de metales 0,5 ml

Tabla 3. Composicion medios RM y BBM.

El medio se complet6 hasta 500 ml de agua destilada. La solucién de metales
utilizada en el medio BBM se compone de: ZnSO4¢ 7H20 , MnCl2+ 4H20, MoO3

CuSO4+ 5H20, Co (NO3 )or 6H20 (11)

4.5 Nitratos

Como se ha mencionado, el crecimiento y la carotenogénesis de H. pluvialis esta
regulada por factores ambientales. La privacion de algunos nutrientes como el sulfato,
fosfato o el nitrato, alta irradiancia y alta temperatura promueven la acumulacién
masiva de este pigmento acompafada de cambios morfolégicos desde un estado
vegetativo verde hasta un estado rojo de alta acumulacién de astaxantina. La
disponibilidad real de nitrégeno para la célula esta determinada principalmente por la
concentracion de nitratos en el medio y la acumulacion de astaxantina en H. pluvialis
esta fuertemente influenciada por la disponibilidad de nitratos. En un cultivo continuo,
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dicha disponibilidad depende del nitrato presente en el medio, de la velocidad a la que
se suministra y de la biomasa del cultivo (36). Los nitratos en medio de cultivo pueden
determinarse mediante método colorimétrico, incubando una muestra del medio con
acido salicilico al 2,5% H2S04 al 98%. Luego se determina la absorbancia con un
espectrofotometro, empleando curvas de calibracion para determinar la concentracién
(36).

4.6 Fosforo

Dentro de los requerimientos nutricionales para la produccién de biomasa de H.
pluvialis y astaxantina se encuentran los micronutrientes esenciales (Na, K, NH3z, Ca,
Mg, Fe, Cl, S) y los macronutrientes (C, H, O2 ,P). La falta de fésforo (en conjunto
con otros macronutrientes) en el medio de cultivo puede generar cambios en la
composicion de la célula, disminuyendo la sintesis de ARN y ADN, mientras aumenta
la produccién de lipidos o carbohidratos. Por lo tanto, al haber obtenido la biomasa
necesaria, la posterior limitacion de este componente en el medio, generaria un estrés
a la célula que favorece la produccion de pigmentos carotenoides, principalmente
astaxantina. (37)

4.7 Luz

Debido a la alta conjugacién de enlaces dobles presentes en las moléculas de los
carotenoides, estos se descomponen facilmente por efecto de la luz, ademas de que
provoca reacciones fotoquimicas que cambian la estructura original del carotenoide.
Es importante tener en cuenta este factor a la hora de la extraccién del carotenoide.
(38)

4.8 Salinidad

Cuando la microalga H. pluvialis es sometida a cultivo en medios salinos, el
crecimiento celular se ve restringido y la sintesis de astaxantina se estimula. (1) Para
evaluar el efecto de la salinidad sobre la acumulacidon de astaxantina, se deben
someter a las células a diferentes concentraciones de la misma, suministradas al
medio de cultivo. Para concentraciones superiores de sal, no se presenta crecimiento
de la microalga y se observa muerte por rompimiento de la membrana celular. (1)

4.9 Cloruro de sodio
Se ha demostrado que concentraciones por encima del 1% p/v de NaCl son letales
para el crecimiento de la microalga, mientras que una concentracion de 0,5% favorece

la acumulacidén de astaxantina; este método es frecuentemente utilizado como un
factor inductor de estrés celular. (1)
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4.10 Acetato de sodio

El acetato de sodio se emplea como fuente de carbono para el medio y la microalga.
Se ha demostrado que la concentracion 6ptima para el crecimiento de la microalga es
de 0,299 mg/L de acetato de sodio, e inhibe el crecimiento a altas concentraciones
(1,6 mg/L). (13)

4.11 Condiciones de estrés

Para un correcto desarrollo del cultivo de H. pluvialis, es necesario tener en cuenta la
disponibilidad de COz, el nitrato como fuente de nitrogeno (0.5 — 1 g/L de NO3 -),
fosfato como fuente de fosforo (aprox. 0.1 g/L K2HPO4), potasio, magnesio y otros
metales traza que actuan como cofactores enzimaticos en su metabolismo (36). El
nitrogeno por su parte, representa del 1 al 10% de la materia seca total de la
microalga, siendo el nutriente de mayor importancia para su crecimiento; sus niveles
deben ser controlados a lo largo del crecimiento en cultivo para mantener el contenido
de nutrientes, evitar el dafio de la membrana celular y la pérdida de biomasa, ademas
de que la disminucién de nitrégeno en cultivo es un factor que inhibe la biosintesis
de clorofila Ay promueve la degradacion de la clorofila B, retrasando el proceso
de fotosintesis de la microalga. (39)

Existen ciertas condiciones inducidas que pueden generar situaciones de estrés
celular, y que consecuentemente provocan el inicio de la caroteno génesis en H.
pluvialis, ademas de las altas intensidades de luz, estan las altas temperaturas que
fomentan la deshidratacion celular y las alteraciones morfolégicas, lo que se traduce
en una acumulacion de caroteno en vesiculas alrededor del nucleo, seguido de un
desequilibrio metabdlico a nivel celular; dichas alteraciones son las que obligan a la
célula a pasar a su fase quistica o de resistencia. Gracias a la acumulaciéon de
astaxantina en las vesiculas, se ha incursionado en la busqueda de la obtencion de
altas concentraciones del pigmento, por medio de factores de estrés (32), ademas de
la optimizacion de métodos de extraccion que no generen un gasto econdmico
mayusculo.

La produccién de la biomasa de H.pluvialis en estado vegetativo, es un paso
fundamental para la obtencidon posterior de astaxantina, para ello se emplean
biorreactores o fotobiorreactores, que permiten el crecimiento exponencial con alta
actividad fotosintética. (1)

4.12 Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros

El biorreactor es un sistema que busca mantener un ambiente biolégicamente activo,
esto es posible con el control, modificacion y monitoreo de parametros ambientales,
por ejemplo: presion parcial de oxigeno, presion parcial de diéxido de carbono, pH,
agitacion, densidad, temperatura y en oftros casos, intensidad luminosa
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(fotobiorreactor) (1). Biostat A plus es un biorreactor usado en investigacion y
academia con un disefio de vivienda unico con medicién y control integrados, donde
es posible controlar bombas, temperatura, gasificacion y sistema motor; es muy util y
ampliamente usado para el cultivo microbiano y celular, para la visualizacién de
tendencia de crecimiento, enriquecimiento de oxigeno si es necesario, entre otros.
Los volumenes que se manejan usualmente sonde 1L, 2 L o 5L (40). Cabe resaltar
que los parametros y acondicionamientos del biorreactor, dependen del
microorganismo de interés, por esta razén es importante comprender su metabolismo
y modos de nutricidon. H. pluvialis tiene como caracteristicas metabdlicas, una
nutricion fotoautétrofa, mixotréfica y heterétrofa (41)

Figura 7. Biorreactor biostat A plus de 5 L, medio RM (A) y BBM (B). (24)

Adicionalmente, para lograr una cantidad considerable de biomasa celular, es
necesario el uso de medios de cultivo artificiales que cuenten con los macros y micro
nutrientes necesarios, para un correcto rendimiento y crecimiento celular (Tabla 4)
(39). Entre los medios que mas frecuentemente se utilizan para el cultivo de H.
pluvialis, encontramos: Medio Bold Basal (BBM) y Medio RM (Tabla 3).

REQUERIMIENTOS COMPUESTOS VALORES
QUIMICOS
Fisicos Luz 2,000-4,000 lux
Temperatura 15-22°C
Salinidad 0.37%
pH 7-9
Redox
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NUTRITIVOS C CO2CO0s3- g/100 ml
O,H O2H20 g/100 ml

N N2NH4+NO 3 g/100 ml

P PO.- g/100 ml

S SO4- g/100 ml

Na, K, Ca, Mg Sales g/100 ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100 ml

Cu, Co, ClI, |, Sr, Rb, Sales pg/100 ml

Al, et
Vitaminas B12, Tiamina, Biotina pg/100 ml

Tabla 4. Requerimientos para el crecimiento de microalgas (42)

4.13 Métodos de medicion de biomasa

Camara de Neubauer:

Para evaluar el crecimiento y morfologia celular, se realiza conteo celular en camara
de Neubauer. A partir de estos datos, se realiza una curva de crecimiento de cel/ml
cuantificados (cinética de crecimiento). De esta forma, se puede determinar el medio
de cultivo que mayor tasa de crecimiento presente de la microalga H. pluvialis.

La cantidad de células por mililitro puede calcularse con la férmula C = N * 104 *Dil,
donde C corresponde a la densidad celular, N promedio de células en 8 cuadrantes,
Dil factor de dilucion y 10% factor de conversion de 0.1 yL a 1 mL. (11)

Peso seco:

El crecimiento puede monitorearse tanto por conteo celular, como por peso seco. El
peso seco se puede determinar tomando una alicuota de muestra que luego es
centrifugada (3000 rpm x 20 min), es importante resuspender el precipitado con
Vortex para luego centrifugar nuevamente las muestras. El precipitado se seca hasta
obtener un peso constante. (1)

Densidad optica:
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El cambio entre la intensidad de luz que incide en el cultivo (lo) y la transmitida (I) se
registra en el espectrofotobmetro como absorbancia (A) o densidad oéptica (D.O.). La
evaluacion del crecimiento en cultivo, puede determinarse mediante la lectura de la
densidad éptica, en un espectrofotometro. Sin embargo, la densidad 6ptica no es una
medida directa del numero de células, es necesario realizar una curva de calibracion
para obtener la correspondencia entre las medidas de la biomasa en el cultivo y las
de Absorbancia. (11)

Epifluorescencia

Se basa en la captacion de luz reflejada por una muestra al ser excitada por un ente
externo (ejemplo comun un laser azul), donde la muestra absorbe la energia la
transforma (ejemplo color verde) y se observa por un equipo lo mas comun en uso
convencional es por microscopia (43).

4.14 Métodos de medicién de pigmentos

Espectrofotométrico:

Para la cuantificacion debe realizarse una curva de calibracién (absorbancia y en
funcién de la concentracién expresada en ug/ml) con patrones de referencia, y se
hace la lectura en espectrofotdmetro. Se hallan las concentraciones extrapolando los
datos de las absorbancias a la curva realizada; para elaborar las graficas se emplea
la formula: (44)

concentracion ug/ml x volumen muestreado (ml)
# de células en conteo en camara (cel/ml) x vol muestreado (ml)

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC):

Es un método fisico de separacion que se fundamenta en la distribucion de los
componentes de una mezcla entre dos fases, una estacionaria y otra movil. En esta
se busca aumentar la eficiencia de las separaciones, por medio de una disminucién
de las particulas de fase fija hasta los micrones, usando altas presiones para lograr
que la fase movil pueda fluir, es una técnica altamente usada en analisis quimicos
(45).

4.15 Modelos de crecimiento

Para la correlacion en cuanto al desarrollo celular se usan modelos de crecimiento,
estos pueden ser: logistico, donde el crecimiento estara intimamente relacionado con
la capacidad nutricional del medio y es el refinamiento del modelo exponencial; como
se observa en la figura 8 (1), donde N indica el numero de microorganismos a tiempo
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ty N° es el valor de N en el momento de inoculacion. A, es la concentracidn maxima
y landa son los parametros del modelo (48). EI modelo Gompertz, donde se menciona
y analiza un crecimiento lento al inicio y al final de un momento dado, pero
manteniendo la relacién logistica del anterior método (figura 8 (2)) aqui se define N(t)
como el tamaio de la poblacién al tiempo ¢, A es el valor del maximo de crecimiento
y ademas determina un punto de inflexién en A/e y K establece la tasa intrinseca de
crecimiento. Por otro lado el método Monod, también conocido como curva de
crecimiento microbiano, representa el comportamiento del crecimiento de
microorganismos a través del tiempo, siendo posible la determinacién de la
produccion de biomasa o de metabolitos de interés, en este se menciona que, X(t) es
la cantidad de células o biomasa al tiempo ¢, su unidad de medida es gr/l, los p(S) es
la velocidad especifica de crecimiento en S, su unidad de medida es gr/l, t es tiempo,
Y es la constante de rendimiento del sustrato limitante, se define como, Cantidad de
biomasa producida/Cantidad de sustrato consumido, X(0) y S(0) son condiciones
iniciales de biomasa y sustrato respectivamente (figura 8(3)) (46).

El método Haldane, es usado para relacionar las velocidades de crecimiento con las
concentraciones de sustrato, demostrando asi el efecto negativo que tiene sobre las
células a altas concentraciones, este fendmeno es conocido como inhibicidon por
sustrato su ecuacion se puede evidenciar en la figura 8(4) (43). Finalmente, el modelo
Baranyi, describe el crecimiento como una cinética que varia en funcion de las
condiciones ambientales y segun la fase en que se encuentre la poblacién (44) Figura
8 (5).

36



1w —— " -
g—  p——
¥ J//’ : /f,—-’
i IIJ"{ o /
i _!/ 4 .-'/.
- f/.l it /
o L
- . ] - + ry - w e
Ini =4 .g'“ﬁ(ﬂ"fl(“”“] IV . kNI (——L)
A it Nt
7 Commion
s A a
f,f 1-Eate de latencia
e y \
f..
" y, 4 2-Faze exponencial
o0 2
200 3-Fase estacionana
|
m e
j P 4 Fase endigena
H L L] L] T—
L = w(S)X(1)
oo pog
X(0) = Xp. S(0) = 5y,

t - e de
S | it S et
-
|
- .
: 2
ea ;, I:Ht‘l.;trll'hm‘.‘"'.. ; ll. ‘ ;N "I-C-m ar h
5
= b TSRS e = %) tymax ¥ (8) - N ()

Figura 8. Modelos estadisticos. 1. Logistico. 2. Gompertz. 3. Monod (46). 4. Haldane
(47). 5. Baranyi (48)

37



5. Disefio metodolégico

Tipo de Investigacion mixta (cualitativa y cuantitativa) (49) de alcance experimental
que buscd fundamentalmente establecer las condiciones para la produccion de
astaxantina empleando la biomasa de la microalga H. pluvialis obtenida en el
biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L en los medios de cultivo BBM y RM.

- Universo: Microalgas

- Poblacion: Microalgas productoras de carotenoides.

- Muestra: Biomasa de H. pluvialis UTEX 2505, cepa de referencia (coleccién de
cultivos de algas, Universidad de Texas, Austin TX, USA), donada por la Facultad de
Ingenieria de la Universidad de la Sabana.

5.1 Hipotesis

El uso de la biomasa de la microalga H. pluvialis obtenida en el biorreactor BIOSTAT
A PLUS de 5 L sometida a condiciones combinadas de acetato de sodio y alta
intensidad de luz blanca incrementa la producciéon de astaxantina.

5.2 Variables dependientes

Produccién de astaxantina y clorofila, cambio morfolégico
Indicadores:

ug/mL astaxantina, ug/ mL Clorofila

Morfologia: vegetativa, palmella, aplanospora

5.3 Variables independientes

Condiciones de estrés acetato de sodio y alta intensidad de luz utilizando la biomasa
de la microalga H. pluvialis obtenida en el biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L.

Indicadores:

Concentraciones de acetato de sodio: 0,750 mg/L y 0,375 mg/L

Luz: iluminacion con lamparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54RS marca Philips),
intensidad luminica de 65 luxes por 15 dias. Periodo de estrés Leds de color blanca
con intensidad luminica de 360 luxes.

Biomasa en cultivo usando cajas de cultivo celular de 250 mL en medio RM y BBM:
Células/mL

Condiciones del cultivo: pH a 6.8, con un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de
oscuridad 15 dias (Condicion de estrés: fotoperiodo 20 horas luz: 4 horas oscuridad),
temperatura de a 20 £1° C,aire filtrado y agitacion diaria 10 segundos. Las cajas de
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cultivo celular se colocaron horizontalmente para aumentar la superficie de
intercambio de gases y optimizar la exposicion a la luz. No se suministré una fuente
adicional de CO2. (57)

Biomasa de H. pluvialis bajo las siguientes condiciones: biorreactor BIOSTAT A PLUS
de 5 L, pH a 6.8, con un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad,
temperatura de a 20 £1° C, iluminacion con lamparas fluorescentes blancas (Tlt
20w/54RS marca Philips) y LEDS color blanca, azul y roja, intensidad luminica de 270
luxes, aire filtrado a una velocidad de 1,7 L/minutos y agitacién 100 rpm. El cultivo
realizado en el medio de cultivo BBM presenta a los 36 dias de cultivo una biomasa
de 2,88 x107 cel./mL. El medio RM presentd una biomasa de 2,43 x107 cel./mL. (24)

5.4 Fase 1. Crecimiento de la microalga H. pluvialis
Microorganismo

H. pluvialis UTEX2505, cepa de referencia (coleccion de cultivos de algas,
Universidad de Texas, Austin TX, USA), de la Universidad de la Sabana.
Mantenimiento de la cepa: medio sélido o liquido Volvox-MES (sugerido por la UTEX),
50 lux, temperatura 20°C + 2°C, se repica cada seis meses.

Activacion de la cepa: en medio liquido Volvox-MES, irradiancia 50 lux, pH 6,8
temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 16h:8h LO, luz blanca con l|amparas
fluorescentes (TIt 20w/54RS marca Philips) y aire filtrado hasta alcanzar una
poblacién celular de 1 x 1074 Células/ml

Condiciones de cultivo

La biomasa obtenida bajo las Condiciones biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L, pH
a 6.8, con un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, temperatura de
a 20 £1° C, iluminacion con lamparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca
Philips) y LEDS color blanca, azul y roja, intensidad luminica de 270 luxes, aire filtrado
y agitacion 100 rpm (24), se distribuira por triplicado en celdas de cultivo celular de
250 mL, adicionando 100 mL de cada biomasa obtenida en los medios RM y BBM.
Se utilizara el control de los medios RM y BBM. (Tabla 4)

Tratamientos Condiciones

RM (Control) Se trabajo por triplicado. Medio original
sin cambios. Se adicionara 1 x 10*
células/mL del in6culo.

RM Biostat Acetato Se trabajé por triplicado. A los 15 dias
de cultivo se adicioné 0,750 mg/L de
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acetato de sodio.

RM Biostat Se trabajo por triplicado. A los 15 dias
de cultivo se adicion6 0,375 mg/L de
acetato de sodio.

BBM (Control) Se trabajo por triplicado. Medio original
sin cambios. Se adiciono 1 x 10*
células/mL del indculo.

BBM Biostat Acetato Se trabajo por triplicado. A los 15 dias
de cultivo se adicion6 0,750 mg/L de
acetato de sodio.

BBM Biostat Se trabajo por triplicado. A los 15 dias
de cultivo se adicioné 0,375 mg/L de
acetato de sodio.

Tabla 5. Tratamientos empleados por medio de cultivo.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Los tratamientos se llevaron a cabo en un periodo de 35 dias bajo las condiciones de
pH de 6.8, con un fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, temperatura
de a 20 £1° C, iluminacion con lamparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54RS marca
Philips), intensidad luminica de 65 luxes, aire filtrado y agitacion manual de 10
segundos al dia por 15 dias. Las cajas de cultivo celular se colocaron horizontalmente
para aumentar la superficie de intercambio de gases y optimizar la exposicion a la luz

Se evaluo el crecimiento celular por medio de microscopia en camara de Neubauer,
donde se buscaron los siguientes parametros: color, morfologia y viabilidad celular.
Después de 15 dias los cultivos se indujeron a estrés con un fotoperiodo de 20 horas
luz 4 oscuridad usando LEDs de color blanca con intensidad luminica de 360 luxes y
se adicionaron concentraciones de 0,750 mg/L y 0,375 mg/L de acetato de sodio,
exceptuando el control de cada medio. Se tomé una alicuota de 1 ml de cada cultivo
cada siete dias, para conteo celular y evaluacién de cambios morfolégicos usando
camara de Neubauer. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico mediante la

transformacioén de los valores de Y a los cuales se les calculd su logaritmo en base
10 para obtener log vs t del crecimiento celular.
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5.5 Fase 2. Cambio morfolégico

Se evaluaron los cambios morfolégicos usando camara de Neubauer. Para el
monitoreo de la microalga se utilizé un microscopio de luz marca OLYMPUS CX31
para determinar el color, tamafio, viabilidad y morfologia de las células, realizando
registro fotografico a 40x (1).

5.6 Fase 3. Determinacion de clorofila y astaxantina.

Se realiz6 el procedimiento APHA, 1992 (50). Inicialmente se tom6 1 mL de muestra
de cada cultivo, los cuales se centrifugaron a 12,000 rpm durante 5 min,
posteriormente se retird el sobrenadante (medio de cultivo); al paquete celular se le
adiciono 1 mL de metanol al 90% y se calenté durante 10 min. a 60°C en bafio
serolégico y posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min. Para la
cuantificacion de clorofila y astaxantina se realizO una curva de calibracion
(absorbancia en funcion de la concentracion expresada en ug/mL) con patrones de
referencia, la lectura espectrofotométrica se hizo en el equipo Thermo Scientific
Evolution 201, a una longitud de onda de 667 nm para clorofila y 477 nm para
astaxantina,con el fin de encontrar las concentraciones en ug/ml. Cada tratamiento se
realizé por triplicado.

Adicional se realiz6 la determinacion de astaxantina por el método HPLC

Equipo: Se empleé 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 pym
de tamanio de particula.

Reactivos: Astaxantina vestandar (99%) Sigma Aldrich, metanol 98% reactivo
analitico, metanol grado HPLC (Scharlau), hexano grado HPCL y acetonitrilo grado

HPLC (ABCLaboratorios).

Desarrollo del método analitico

Preparacién de las muestras:

Para evaluar las caracteristicas de desempenio en la validacién del sistema se preparé
una solucién madre de astaxantina (por duplicado) de la siguiente manera: 1 mg de
Astaxantina / 50 mL de acetona (100%) = 20 pyg/mL. A partir de estas soluciones se
hicieron diluciones para trabajar de 0,1 pg/mL, 0,2 pyg/mL, 0,4 ug/mL, 0,6 pg/mL, 0,8
pMg/mLy 1 ug/mL. (51)
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La concentracién de astaxantina se determiné segun Yuan y Chen (52) modificado,
en donde se cambid el metanol por acetona al 100%, el procedimiento se desarrolld
de la siguiente manera: se tomo una alicuota de 5 ml de la suspension de células de
microalga y se centrifugé a 9000 r.p.m durante 10 min para concentrar la biomasa.
Los sedimentos celulares se resuspendieron en 1ml de acetona y se mezclé con 0,40
g de particulas esféricas (tamano de particula = 0,2-1 mm), se mezcl6 vigorosamente
en vortex durante 15 minutos y nuevamente se centrifugd a 9000 r.p.m durante 10
min. Finalmente, el sobrenadante se mezcld con 0,1 ml de una solucién de NaOH en
metanol (5 mM) y se mantuvo durante la noche en oscuridad a 70 °C en estufa de
secado con aire recirculante para saponificar los enlaces de astaxantina.

Condiciones cromatograficas:

Las condiciones cromatograficas como longitud de onda de maxima absorcion para
la lectura, temperatura de columna y la composicion de la fase mavil, se ajustaron con
pruebas de modificacion a partir de estudios similares (53)(52)(54)(55)(7).

Se establecieron las siguientes condiciones: columna cromatografica C18, de 4.6 x
100 mm y 5 ym de tamafio de particula, se evalué una temperatura isocratica entre
25y 30°C, utilizando como fase mévil metanol:agua:hexano (95%/4%/1%), flujo entre
0,5y 1 mL/min, volumen de inyeccién entre 10 y 20 pL y longitud de onda entre 480
y 488 nm.

Columna ZORBAX 5 ym C18 (4.6 x 100mm)
Fase movil metanol:agua:hexano
(95:4:1 viv)
Flujo 1mL/min
Temperatura 30°C
Volumen de 10 uL
Inyeccion
Espectro de 488 nm
absorcién
Tiempo de corrida 39 min

Tabla 6. Condiciones cromatograficas (51)

Linealidad:

La linealidad del sistema y del método se verificé mediante la realizacién de la curva
de calibracion con seis concentraciones diferentes de analito, las cuales fueron
preparadas por duplicado, en un rango de 0,1 a 1,0 yg/mL. La evaluacién de la
linealidad se hizo a través del analisis de varianza (ANOVA) para la regresién. El
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estadistico t de Student se usé para evaluar la pendiente y el intercepto, asumiendo
una confianza del 95% (56).

Precision:

La precision fue determinada a través de la evaluacion de la repetibilidad (intradia) y
de la precision intermedia (inter dias). La repetibilidad se estimé mediante analisis por
triplicado de tres niveles de concentracion (0,2, 0,4 y 1,0 yg/mL) en el mismo dia, con
el mismo analista y con el mismo equipo. La precision intermedia se determiné en tres
0 cinco dias, utilizando las mismas concentraciones del analito.

La repetibilidad se evalu6 a través del coeficiente de variacion, el valor de aceptacion
para el método en cada nivel debe tener C.V < 15% (ICH 2005). La precision

intermedia se evalué mediante un ANOVA empleando una confianza del 95%.

Exactitud:

Se calculé mediante comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion del
sistema y del método, evaluando de esta manera todo el rango lineal. Como criterio
de aceptacién para este parametro se fijo un porcentaje de recuperacién (%R) entre
95% a 105%, considerando la complejidad de la matriz de la muestra (56).

Limite de deteccion y cuantificacion:

Para determinar el limite de deteccion y el limite de cuantificacion se prepararon
curvas de calibracion a bajas concentraciones respecto a las utilizadas en el estudio
de linealidad, empleando cuatro niveles de concentracion (0.02, 0.04, 0.06 y 0.08
pg/mL), con cinco réplicas a cada nivel.

El limite de deteccion (Ecuacion 1) y limite de cuantificacién (Ecuacién 2) se

calcularon mediante los resultados obtenidos para la linealidad y los resultados de
una curva de calibracion a bajas concentraciones.

Ecuacion 1. LOD= (|a]+3Sa)/(b* Vn)

Ecuacion 2. LOQ= (|a|+10Sa)/(b* Vn)

Donde Sa = desviacién estandar del intercepto a bajas concentraciones, a =
intercepto a bajas concentraciones y b = pendiente de la curva de calibracion a altas
concentraciones. (51)
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5.7 Fase 4. Analisis estadistico

Se realizara un analisis de varianza (ANOVA) para todos los tratamientos con un nivel
de confianza del 95%, para establecer si existian diferencias significativas entre
tratamientos (P&lt;0.05) utilizando el programa Excel 2016 y test de tukey (95%)

44



6. Resultados

6.1 Fase 1. Crecimiento de la microalga H.pluvialis

Los tratamientos control de RM y BBM, presentaron un crecimiento promedio a los 7
dias de cultivo de 2,603 x 10 cel/mL y de 4,790 x 10* cel/mL , respectivamente. El
dia 14 el medio BBM tuvo mayor crecimiento con un total de 8,330 x 104 cel/mL, con
respecto al medio RM con un total de 5,757 x 10* cel/mL; el dia 35 de cultivo se
presentd un crecimiento promedio de 2,580 x 10% cel/mL para los tratamientos RM
CONTROL y de 8,31 x 10 3 cel/mL para BBM CONTROL (Anexo 1y 2); Se observa
en las figura 9a y 9b el crecimiento celular para ambos medios, siendo el dia 35 el
que se presenta la mayor cantidad de biomasa, en especial para el medio BBM con
un incremento en un 69 % frente al RM.
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Figura 9. Curva de crecimiento medios (a) RM control y (b) BBM control.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Los tratamientos RM BIOSTAT y BBM BIOSTAT con adicién de 0,375 mg/L de acetato
de sodio y aumento de irradiancia a 360 luxes con led blanca luego de los 15 dias
iniciales del cultivo, presentaron un crecimiento celular promedio a los 7 dias de cultivo
de 1,333 x 107 cel/mL para el tratamiento RM BIOSTAT y de 6,143 x 10¢ cel/mL para
el tratamiento BBM BIOSTAT. Al dia 35 de cultivo se obtuvo un crecimiento para RM
BIOSTAT y BBM BIOSTAT en promedio de 3,01 x 108 cel/mL y de 1,89 x 108 cel/mL,
respectivamente (Anexo 1 y 2); incrementandose el crecimiento en 37.2% del
tratamiento RM BIOSTAT en comparacion del tratamiento BBM BIOSTAT, siendo
para ambos tratamientos el dia en que se presenta el mayor crecimiento como se
observa en la figura 10 a 'y 10b.
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Figura 10. Curva de crecimiento medios (a) RM BIOSTAT y (b) BBM BIOSTAT con
adicion de acetato de sodio a 0,375 mg/L combinados con irradiancia de 360 luxes
desde 15 dia del cultivo.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Los tratamientos RM BIOSTAT ACETATO y BBM BIOSTAT ACETATO, en los cuales
se le adiciona 0,750 mg/L de acetato de sodio y se aumenté la irradiancia a 360 luxes
con led blanca, presentaron al dia 7 de cultivo un promedio de crecimiento de 4,229
x 107 cel/mL para los medios RM BIOSTAT ACETATO y de 2,583 x 107 cel/mL para
los medios BBM BIOSTAT ACETATO, para el dia 35 de cultivo se presentaron
crecimiento en promedio de 1,54 x 10% cel/mL y de 1,86 x 108 cel/mL,
respectivamente, siendo el incremento de un 17% en el crecimiento celular del
tratamiento BBM BIOSTAT ACETATO, con respecto al tratamiento RM BIOSTAT
ACETATO, figura 11 ay figura 11b (Anexo 1y 2).
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Figura 11. Curva de crecimiento medios (a) RM Biostat y (b) BBM biostat con
adicién de acetato de sodio a 0,750 mg/L.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
En las figuras 12a y 12b se presenta el crecimiento celular para los diferentes
tratamientos, observandose que el tratamiento que present6 el mayor crecimiento fue

el RM BIOSTAT, el cual contiene de acetato de sodio 0.375 mg/L combinado con una
irradiancia de 360 luxes de led blanca (Figura 10).
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Figura 12. Vista general de curvas de crecimiento medios (a) RM y (b) BBM.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

El ANOVA (95%) realizado establecié que con respecto al crecimiento celular se
presentan diferencias significativas entre tratamientos (F= 3,54 ;P=0,015; gl=5) (ver
anexo 3). Al realizar el test de Tukey (95%) (anexo 4) se pudo establecer que el mejor
tratamiento para el crecimiento celular de la microalga es el denominado PB que
corresponde al RM BIOSTAT, donde se usa una concentracién de 0.375 mg/L de
acetato de sodio combinado con una irradiancia de 360 luxes de led blanca (Figura
10a), con un recuento celular de 3.01 x108 cel./mL en el dia 35, seguido del medio de
cultivo BBM BIOSTAT con una concentracion de 0.375 mg/L de acetato de sodio, con
un recuento celular de 1.89 x 108 cel./mL. en el mismo tiempo (Figura 10b).
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Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico mediante la
transformacion de los valores de Y a los cuales se les calculé su logaritmo en base
10 para obtener log vs t del crecimiento celular. La idea de realizar el ajuste fue para
determinar si existian diferencias significativas en la velocidad de crecimiento de los
medios probados. ElI medio de cultivo con la mayor velocidad especifica de
crecimiento fue RM BIOSTAT ACETATO con una velocidad especifica de crecimiento
de 0,028 Cel./hora (Ver tabla 7) (Ver Anexo 5 curvas ajustadas).

MEDIO DE NEDATOS DATO DATO VEL. DE COEFICIENTE DE
CULTIVO MINIMO MAXIMO | CRECIMIENTO |DETERMIMNACION
R B 4 3 0,028 96,40%
R
BIOSTAT B 7 8 0,028 96,79%
ACETATO
RM
ACETATO B 4 8 0,016 54,89%
BBM B 4 6 0,027 93,51%
BEM
BIOSTAT B 7 8 0,024 85,43%
ACETATO
BEM
ACETATO B 4 8 0,017 59,99%

Tabla 7. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los diferentes
medios de cultivo.

Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
Se pudo establecer que el tratamiento RM BIOSTAT ACETATO fue el que mejor se
ajusté al modelo logistico con un 96,79% y el que menos se ajusté fue el RM

ACETATO con un 54,89%, los tratamientos en general tuvieron velocidades de
crecimiento entre 0,016 y 0,028 células/ hora.

6.2 Fase 2. Cambio morfolégico

Se presentan a continuacién la morfologia microscopica y macroscopica observada
para los diferentes tratamientos realizados.

Dias RM RM RM + BBM BBM BBM +
BIOSTAT | ACETATO BIOSTAT | ACETATO
ACETATO ACETATO
7 == _ 2 o i L (30 g
B © Do . o
> .
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Figura 13. Cambio morfologico de H. pluvialis para los tratamientos RM (control),
RM BIOSTAT ACETATO: 0,375 mg/L acetato de sodio, RM ACETATO: 0,750 mg/L
acetato de sodio, BBM (control), BBM BIOSTAT ACETATO: 0,375 mg/L acetato de
sodio, BBM ACETATO:0,750 mg/L acetato de sodio. Combinados con irradiancia de

360 luxes desde 15 dias de cultivo. Tamafo 40x. Tomadas por las autoras Jeimy

Ubaque y Laura Torres, 2020.
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Figura 14. Cambio macroscopico de H. pluvialis para los tratamientos RM (control),

RM BIOSTAT ACETATO: 0,375 mg/L acetato de sodio, RM ACETATO: 0,750 mg/L

acetato de sodio, BBM (control), BBM BIOSTAT ACETATO: 0,375 mg/L acetato de

sodio, BBM ACETATO: 0,750 mg/L acetato de sodio. Combinados con irradiancia

de 360 luxes desde el 15 dia de cultivo. Tomadas por las autoras Jeimy Ubaque y
Laura Torres, 2020.

La microalga H. pluvialis, presentd formas vegetativas de color verde para los dias 7
y 14 de cultivo, hasta su fase enquistada no movil roja en el dia 21 para los
tratamientos RM BIOSTAT ACETATO y BBM BIOSTAT ACETATO, en especial.
Tratamientos que contenian de 0,375 mg/L de acetato de sodio y aumento de
irradiancia a 360 luxes con luz led blanca desde el 15 dia del cultivo, indicando
produccion de astaxantina por el cambio de color de verde a color rojo enquistada
(Figura 13), lo cual se correlaciona con la caracterizacion macroscopica realizada
(Figura 14), por efecto de los factores de estrés utilizados en forma combinada.
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Figura 15. Células vegetativas microalga H.pluvialis. Fotografia representativa de
todos los medios de cultivo durante el dia 7 de crecimiento en objetivo 40X.
Fotografia tomada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.

Figura 16. Célula de H. pluvialis en su fase quistica. Fotografia representativa de los
medios de cultivo RM BIOSTAT ACETATO Y BBM BIOSTAT ACETATO tratados
con concentraciones de 0,375 mg/L de acetato de sodio, durante el dia 21 de su
cultivo en objetivo 40X. Fotografia tomada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura

Torres, 2020.
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Figura 17. Células de H. pluvialis. Fotografia representativa de los medios de cultivo
RM ACETATO y BBM ACETATO tratados con concentraciones de 0,750 mg/L de
acetato de sodio, durante el dia 35 de su cultivo en objetivo 40X. Fotografia tomada
por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.

Se observa en la figura 12 y 17, que para el dia 35 de cultivo las células de la
microalga empiezan a volverse de color verde, encontrandose también células sin
color, efecto que han reportado otros autores cuando se utiliza estrés salino con
acetato de sodio

6.3 Fase 3. Determinacion de clorofila y astaxantina

Las concentraciones de astaxantina y clorofilas determinadas se pueden observar en
los anexos 10y 11, se puede comprobar que en los tratamientos control de los medios
RM y BBM una concentracion de astaxantina de 0,116 ug/mL y 0,584 ug/mL,
respectivamente.

En cuanto a la concentracion de clorofila se obtuvo para los medios RM control y BBM
Control resultados de 1,174 ug/mL y de 0,810 ug/mL, respectivamente; en ambos
casos las concentraciones corresponden al dia 7 de cultivo. Al dia 35 se obtuvieron
como concentraciones de astaxantina de 0,046 ug/mL, para el medio RM control y de
0,025 ug/mL para el medio BBM control, con respecto a las concentraciones de
clorofila en el mismo periodo de tiempo, el medio RM control y BBM control tuvieron
valores de 0,887 ug/mL y 0,561 ug/mL respectivamente, correlacionado con el
crecimiento celular presentado (Figura 9ay 9b); En el dia 21 de cultivo se presentd
la mayor concentracion de astaxantina, con valores de 0,116 ug/mL, para el medio
RM vy el dia 21 para el medio BBM con un valor de 0,584 ug/mL. Con respecto a la
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clorofila el dia de mayor concentracion para el medio RM control fue el 7 dia con 1,174
ug/mL y para el medio BBM control el dia 21 con un valor de 0, 810 ug/mL. (ver figura
18)
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Figura 18. Concentracion de astaxantina y clorofila para medios (a) RM control y (b)
BBM control. Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

En general se observa en las Figuras 17a y 17b, que por tratarse de tratamientos
control, se empieza a presentar acumulacion del carotenoide por la deficiencia en
nutrientes combinada con la alta irradiancia, hasta los dias 21 y 35, con bajos valores
entre 0,116 pg/ml y 0,584 pg/ml correlacionandose con la caracterizacion
microscoépica que se presenta en la figura 13.

El tratamiento BBM BIOSTAT, que contenian 0,375 mg/L de acetato de sodio y se
sometia a una irradiancia de 360 luxes con luces led blanca, en el dia 7 de cultivo
presentd una concentracion de astaxantina de 0,181 ug/mL. El dia 21 fue el que
presentd mayor concentracién de astaxantina con un valor de 2,176 ug/mL. La
concentracion de clorofila en el mismo tratamiento fue de 0,427 ug/mL eneldia7 y
de 13,971 ug/mL en el dia 21 (ver figura 19); en este caso se puede destacar el
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aumento de la concentracion de clorofila en el tiempo, esto puede deberse a que la
concentracion de acetato de sodio empleada en un principio, jugd un rol fundamental
en el crecimiento y asi mismo en el aumento de clorofila, lo cual se correlaciona con
el crecimiento de la microalga, ya que el acetato de sodio es considerado como se
menciono previamente una fuente de carbono adicional, para la microalga.

CONCENTRACION VS TIEMPO (MEDIO BBM BIOSTAT + acetato
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Figura 19. Concentracion de astaxantina y clorofila para medio BBM BIOSTAT:
0,375 mg/L de acetato de sodio, combinada con una irradiancia de 360 luxes desde
15 dia de cultivo. Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Para los tratamientos RM BIOSTAT se obtuvieron concentraciones de astaxantina en
el dia 7 de 0,347 ug/mL. El dia con mayor produccion de astaxantina en este
tratamiento fue el dia 28, con una concentracion de 6,088 ug/mL. La concentracion
de clorofila obtenida para el dia 7 de cultivo fue de 2,094 ug/mL y de 36,251 ug/mL
para el dia 28 del cultivo (ver figura 20). Se observa que en este tratamiento se
encontré un incremento del 64% de la concentracion de astaxantina, respecto al
tratamiento de BBM BIOSTAT, estos resultados destacan no solo la viabilidad del
medio de cultivo RM, sino también el efecto de las condiciones de estrés utilizadas,
como la concentracion de acetato de sodio de 0,375 mg/L combinada con alta
irradiancia de 360 luxes de LED blanca.
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CONCENTRACION VS TIEMPO (MEDIORM BIOSTAT + acetato
de sodio 0,375 mg/L)
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Figura 20. Concentracién de astaxantina y clorofila para medio RM BIOSTAT: 0,375
mg/L de acetato de sodio combinada con una irradiancia de 360 luxes desde 15 dia
del cultivo. Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Los tratamientos donde utilizaron concentraciones de 0,750 mg/L de acetato de sodio
y alta irradiancia de 360 luxes con luces LED blanca, BBM ACETATO y RM
ACETATO, se obtuvieron concentraciones de astaxantina de 0,141 ug/mL, para el dia
7, para el tratamiento RM ACETATO. La mayor concentracion de astaxantina
obtenida fue de 1,815 ug/mL correspondiente a los 28 dias del cultivo. En cuanto a la
clorofila, los resultados para los dias 7 y 28 fueron de 1,615 ug/mL y de 12,094 ug/mL,
respectivamente, lo cual se correlaciona con el crecimiento celular observado.

Los resultados de astaxantina para los medios BBM ACETATO fueron de 3,450 ug/mL
(dia 7) y 0,219 ug/mL (dia 35), observandose que la adicién de acetato de sodio en
una concentracion de 750 mg/L afecta el crecimiento de la microalga y por lo tanto la
acumulacién de astaxantina, siendo el dia 7 el que presenta mayor produccién de
astaxantina. Las concentraciones de clorofila para este tratamiento fueron de 21,136
ug/mL (dia 7) y de 6,155 ug/mL (dia 35), con una disminucién de 14,981 ug/mL de la
produccidon de clorofila en el tiempo del cultivo realizado (ver figura 21b), debido a
que la concentracién de acetato de sodio de 0,750 mg/L, posiblemente produce dafio
sobre la célula microalga, produciendo destruccion de células por el estrés salino
producido, permitiendo concluir que la mejor concentracion de acetato de sodio como
factor de estrés para producir astaxantina es 0,375 mg/L, porque no produce dafio en
el crecimiento de la microalga, sino que es utilizada por la microalga en esta
concentracion como fuente adicional de carbono favoreciendo el crecimiento de la
microalga y posteriormente como factor de estrés produce acumulacion de
astaxantina.
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Figura 21. Concentracién de astaxantina y clorofila para medios (a) RM ACETATO y
(b) BBM ACETATO : 0,750 mg/L de acetato de sodio combinada con una irradiancia
de 360 luxes desde 15 dia del cultivo. Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y
Laura Torres, 2020

Segun el ANOVA (95%) realizado no existen diferencias significativas entre los
tratamientos ensayados para la obtencién de astaxantina (F=1,38;P=0,259;gl=5), ni
para la produccion de clorofila (F=1,39;P=0,253;gl=5) (ver anexo 10 y 11). Sin
embargo, al igual que en el crecimiento celular el tratamiento con mayor produccion
de astaxantina y clorofila fue el RM BIOSTAT (Figura 20), donde se utiliza como
factores de estrés acetato de sodio al 0,375 mg/L combinada con alta irradiancia de
LED blanca (360 luxes), llegando a una concentracion maxima de astaxantina de
6,088 ug/mL y de clorofila una concentracién maxima de 36,251 ug/mL a los 28 dias
de cutivo, el segundo tratamiento con mayor produccion de astaxantina y clorofila fue
el medio BBM BIOSTAT (figura 19), donde se utiliza como factores de estrés acetato
de sodio al 0,375 mg/L combinada con alta irradiancia de LED blanca (360 luxes), con
una concentracion maxima de astaxantina de 2,176 mg/mL y una concentracion
maxima de clorofila de 13,971 mg/mL, a los 21 dias de cultivo (ver figura 22a y 22b).
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Figura 22. (a)Concentracién de astaxantina y (b) clorofila. Tratamientos: RM: control;
BBM: control; RM BIOSTAT: 0,375 mg/L de acetato de sodio, BBM BIOSTAT: 0,375
mg/L de acetato de sodio, RM BIOSTAT ACETATO: 0,750 mg/L de acetato de
sodio y BBM BIOSTAT ACETATO: 0,750 mg/L de acetato de sodio. Combinados
con irradiancia de 360 luxes desde el 15 dia de cultivo. Elaborado por las autoras
Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

La produccidén de astaxantina usando la biomasa de H. pluvialis obtenida en el
Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros, sometiéndose a los factores de estrés
acetato de sodio (0,375 mg/L y 0, 750 mg/L) y una irradiancia de 360 lux con luz
blanca, en medios BBM y RM, pH 6,8, temperatura 20°C, agitacién diaria, aire filtrado,
cajas de cultivo celular colocadas horizontalmente para aumentar la superficie de
intercambio de gas y optimizar la exposicion a la luz, permitié6 establecer que el
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tratamiento que uso medio RM con 0.375 mg/L de acetato de sodio produjo 6.088
ug/mL de astaxantina. EI Anova (95%) realizado no establecié diferencias
significativas entre tratamientos para la produccién del carotenoide (P>0,05), pero si
para el crecimiento celular (P<0.05), y segun el test Tukey HSD este tratamiento tiene
significativamente mayor crecimiento celular (3.01 x 108 cel./mL), concluyendo la
factibilidad de usar la biomasa obtenida de H. pluvialis en el Biorreactor BIOSTAT A
PLUS de 5 litros, para someterla a factores de estrés como el acetato de sodio
combinada con alta irradiancia y obtener astaxantina, aprovechando que el proceso
de produccion de astaxantina por esta microalga se logra en un sistema de dos
etapas: durante la primera etapa, se producen células vegetativas "verdes" y luego se
convierten, en la segunda etapa, en quistes que acumulan astaxantina. (57)

6.3.1 Determinacion de astaxantina por HPLC

En la figura 23 se observa el pico de estandar de astaxantina a 0,1 pg/mL ,
demostrando que con la metodologia cromatografica empleada se logré la elucion
rapida del analito.

hinut

Figura 23. Cromatograma de estandar de astaxantina (51)

Selectividad/Especificidad

Para evaluar la selectividad del método, se compararon los resultados
cromatograficos de las réplicas de los diferentes solventes de la fase movil,
determinando que no presentan interferencias en el tiempo de retencion del analito.
Luego se compararon los cromatogramas obtenidos de las muestras de microalgas y
de muestras enriquecidas con estandar de astaxantina, mostrandose en el segundo
caso un aumento en el area del pico.

63



Linealidad

La linealidad se estudio para seis niveles de concentracion (entre 0.1 y 1,0 pg/mL),
realizando cinco réplicas de cada una. En la Figura 24, se presenta la curva de
calibracion (relacion de areas vs concentracion), en la cual se puede observar un
coeficiente de correlacion de 0.987 indicando un alto grado de relacion entre la
variable X (concentracioén), y la variable Y (respuesta).
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Figura 24. Curva de calibracién Astaxantina (51)

La tabla No. 8 muestra los datos a partir de los cuales se determind la curva de
calibracién, se muestra las respectivas areas (mAU) por replica de inyeccién, segun
concentracion de estandar de astaxantina. Ademas, se muestra la desviacion
estandar de las réplicas, el promedio y el coeficiente de variacion, destacando que,
en ninguno de los casos, este ultimo sobrepasa el 10%.

Concentracion 0,1ug/mL 0,2ug/mL 0,4pg/mL 0,6pg/mL 0,8ug/mL 1,0pg/mL
Replica 1 248665 542218 1038900 1716963 2077800 2319981
Replica 2 271109 572321 1019778 1468292 2065463 2297048
Replica 3 237481 539871 1076739 1690014 2039556 2378420
Replica 4 259725 519450 1058428 1671972 2099874 2334444
Replica 5 228505 527791 1039993 1596271 2019812 2283975
DesvEst" 252453,333 540330,2 1046767,6 1628702,4 2060501 2323471,75
Promedio 17289,189 20127,0976 | 21624,5381 100255,419 | 31497,6099 42418,189
CV(%)™2 6,84 3,72 2,06 6,15 1,52 1,82

Tabla 8. Datos curva de calibracién de estandar de Astaxantina. Donde*! Desviacion

estandar y 2 Coeficiente de variacion (51)
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Precision

Repetibilidad

Para evaluar la precisidon intradia se tomaron muestras preparadas por triplicado a
tres niveles de concentracion: bajo de 0,1 pg/mL, medio de 0,4 pg/mL y alto de
1,0pg/mL. Los RSDP fueron considerablemente inferiores al valor maximo permitido,
que es del 15%, lo que brinda un nivel de precision confiable sobre las mismas
condiciones de operacion en un intervalo corto de tiempo. Los resultados se muestran
en la tabla No. 9.

Concentracién (ug/mL) 0,1 04 1,0
Promedio 244290 1042514,67 | 2333657,33
Desviacion Estandar 11836,2229 24018,6691 | 47956,5246
C.V (%) 4,84515245 2,30391666 | 2,05499428
RSDp 3,06

Tabla 9. Evaluacion de precision del sistema. (51)

*RSDp: coeficiente de variacion promedio ponderado
La precision intermedia no se logro evaluar, ya que no se contaba con otro analista
para realizar el proceso de determinacion de las muestras.

Exactitud

Por medio de la comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion del
sistema y del método, se evalud todo el rango lineal, obteniendo un 97.7% de
porcentaje de recuperacion; por lo cual se establecié que la exactitud del método es
correcta.

Limite de Deteccién y Cuantificacion

Estos parametros se calcularon utilizando las curvas de calibracién para sistema y
meétodo y unas segundas curvas de concentraciones bajas 0.02, 0.04, 0.06 y 0.08
pg/mL. Para determinar estos parametros se procedié a comprobar la linealidad,
precision y exactitud a bajas concentraciones, obteniendo la ecuacion=3 x 106 + 1748
con un R2= 0,984 y n=20. Estos resultados fueron utilizados para calcular tanto el
limite de deteccién como el limite de cuantificacidn, sus valores fueron 0,884 y 1,919
ng/mL respectivamente.

Muestras de microalgas

La corrida cromatografica para la determinacion de astaxantina en alicuotas de
muestras microalgas tiene un total de 39 minutos, debido a la complejidad de la
muestra, pues presenta entre 8 y 17 componentes. La figura No. 25 muestra un
acercamiento del cromatograma, incluyendo los 10 primeros minutos de corrida.
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Figura 25. Cromatograma de HPLC del extracto de microalga H. pluvialis productora
de astaxantina identificada como 1. (51)

A partir de la metodologia desarrollada el tiempo de retencidn que presenta la
Astaxantina es en promedio de 2,22min, este corto tiempo de salido, luego del frente
de solvente se da debido posiblemente al largo de la columna empleada, ya que es
mas corta 100mm, que las utilizadas en estudios similares de 150mm.

Comparando los resultados con los obtenidos en los estudios de Yuan J, Chen F en
1999 (54), se podria indicar que luego del proceso de saponificacidon, en el
cromatograma el pico numero 1 corresponde a trans-astaxantina y luego en orden de
retencién estarian luteina, 3,9- cis-astaxantina, 13-cis-astaxantina, cantaxantina,
clorofila y finalmente esteres de astaxantina, los cuales podrian ser confirmados con
los patrones respectivos.

En la figura 26 se presenta el corrido de la muestra correspondiente al medio BBM
biostat con adicién de acetato de sodio al 0,750 mg/L combinada con una irradiancia
de 360 luxes, tomada en el dia 35 del cultivo. Se presenta la presencia de astaxantina
con una concentracion de 0,21 ug/mL, la cual se correlaciona con los resultados
obtenidos con el método espectrofotométrico APHA 1992 (50), de 0,214 ug/mL,
indicando similitud y confianza con los resultados obtenidos. En el cromatograma se
observan picos de interferencia del acetato de sodio.
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Astaxantina
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Figura 26. Cromatograma de muestra con acetato de sodio 0,750 mg/L combinada
con irradiancia de 360 luxes dia 35 de cultivo. (51)

A continuacion, se presenta un resumen general de los resultados obtenidos para los
tratamientos realizados, para los parametros crecimiento celular, velocidad de
crecimiento, concentracion de astaxantina y de clorofila (Tabla 10).

Tratamiento Resultados
crecimiento velocidad analisis [1de Analisis [1de Analisis
celular / de estadistico | astaxantina | estadistico clorofila estadistico
(Cel./ml/ dia) | crecimiento (ng/ dia) (ng / dia)
RM 2,58 x 10° 0,028 ANOVA 0,116 ANOVA 1,174 ANOVA
35 dias (95%) pg/mL (95%) Mg/mL (95%)
(F=3,55; 21 dias (F=1,38; 7 dias (F =1,39;
P=0,015; P=0,26; P=0,25;
RM + 3,01 x 108 0,028 gl=5) 6,088 gl=5) 36,251 gl=5)
0,375 35 dias pg/mL Mg/mL
mg/L 28 dias 28 dias
RM + 1,54 x 108 0,016 1,815 12,094
0,750 35 dias pg/mL pg/mL
mg/L 28 dias 28 dias
BBM 8,31 x10° 0,027 0,584 0,944
35 dias pg/mL pg/mL
21 dias 35 dias
BBM + 1,89 x 108 0,024 2,176 13,971
0,375 35 dias pg/mL 21 pg/mL
mg/L dias 21 dias
BBM + 1,86 x 108 0,017 3,450 21,136
0,750 35 dias pg/mL pyg/mL
7 dias 7 dias
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mg/L

Tabla 10. Resumen de tratamientos realizados con sus respectivos resultados.
Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Segun los resultados obtenidos, el mejor tratamiento para pensar en un escalamiento
del cultivo para producir astaxantina es en el que se utiliza medio RM con acetato de
sodio en una concentracion de 0,375 mg/L combinada con una irradiancia alta de 360
luxes con LED de color blanco utilizando cajas de cultivo celular colocadas
horizontalmente aumentando la superficie de intercambio de gases y optimizando la
exposicion a la luz obteniendo un crecimiento de la microalga de 3,01 x 108 células/dia
en 35 dias de cultivo, una produccion de clorofila de 36,251 pg/mL en 28 dias de
cultivo y acumulacién de astaxantina de 6,088 ug/mL, en el mismo tiempo, con un
incremento en su produccién de un 70%, con respecto a los demas tratamientos
utilizados, siendo estos los medios RM con 0,750 mg/ml y los medios BBM con adicion
de acetato de sodio a concentraciones de 0,375 mg/ml y 0,750 mg/ml.
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7. Discusion

La microalga Haematococcus pluvialis se destaca por su capacidad para acumular
pigmentos carotenoides de importancia comercial, entre ellos la astaxantina. Derivado
de su gran demanda en el mercado se han llevado a cabo diferentes estudios, cuyos
objetivos van encaminados a optimizar la produccidon de astaxantina a través de la
microalga mencionada, de forma masiva. De esta manera, se han evaluado
condiciones de cultivo, que van desde averiguar qué medio ofrece los mejores
nutrientes, que se ajusten a los requerimientos de crecimiento de la microalga, asi
como aspectos relacionados a factores de estrés que favorezcan el desarrollo celular
a su fase enquistada no movil roja y posteriormente se dé una acumulacion intracelular
de astaxantina.

Cabe resaltar que las microalgas (no solo es el caso de H. pluvialis), se consideran
muy apetecibles a nivel industrial, ya que se ha demostrado una gran cantidad de
aplicaciones de mucho valor, por ejemplo, Vacca V, et al. (2017) (67), evaluaron en
su estudio, la capacidad de la microalga Chlorella sp. para remover el color de
efluentes del agua de una empresa textil. Un dato interesante, es que la microalga se
cultivé en un biorreactor de 2,5 L, con fotoperiodos de luz/oscuridad de 12 horas, para
posteriormente someter el agua a un tratamiento usando diferentes concentraciones
de la microalga. Se dieron cuenta de que a pesar de que la presencia de colorantes
en el agua inhibia el crecimiento normal de la microalga, esta pudo remover el mayor
porcentaje de colorante del agua residual hasta un 97,2%. De manera similar, Vieira,
H et al (2018) (68), demostraron que la microalga Scenedesmus obliquus, posee una
buena capacidad para la biorremediacion de aguas residuales de ganado, esto
significa que los ganaderos tienen la oportunidad de llevar una produccion sostenible
del ganado, siendo cada vez mas ecoldgica.

Cuando se trabaja con esta microalga, es importante conocer qué ocurre a nivel
intracelular, cuando esta es sometida a diferentes factores de estrés, y asi tomar
decisiones acertadas a la hora de su cultivo y el posterior sometimiento a estrés, sin
causar dafo celular. En el aiio 2014, se publicé un articulo investigativo, desarrollado
por Wang B et al (3), en donde se determind que, cuando las células de H. pluvialis
se cultivan en condiciones favorables, las células méviles pasaban a convertirse en
palmelas, siendo estas capaces de hacer frente al estrés ambiental en diferentes
grados. Las células son capaces de sobrevivir al fotodafio dependiendo de su
capacidad para modificar su membrana y ajustar su nivel de desaturacién de lipidos.
Por lo tanto, la productividad de la biomasa y los bioproductos se ve comprometida
debido a la susceptibilidad de las células moviles al estrés (3). En el estudio realizado
fue imprescindible tener en cuenta hasta qué punto se priorizaria el crecimiento
celular, y a partir de qué momento se intensificarian los factores de estrés, con la
finalidad de contar con una gran cantidad de biomasa, que pudiese ser sintetizadora
viable de astaxantina.
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Los proyectos que se llevan a cabo con relacion al tema, buscan principalmente
contribuir a minimizar los costos de produccion de astaxantina. Para esto se han
ensayado una gran variedad de metodologias, que se basan inicialmente en lograr
una cantidad 6ptima de biomasa celular, como es el caso de Gémez L, et al (2009)
(70), en cuya investigacion se empled el uso de un campo magnético de 0.03T, para
evaluar su efecto sobre el crecimiento, viabilidad y composiciéon pigmentaria de las
células de H. pluvialis en medio de cultivo Bristol, bajo un régimen de luz continua con
lamparas fluorescentes. Obtuvieron que el efecto permanente del campo magnético
favorecio el crecimiento celular, y permitié alcanzar niveles maximos de densidades
celulares a los 17 dias de cultivo; esto podria significar un adelanto de al menos un
dia o dos en la cosecha de la microalga a nivel industrial, lo que contribuiria a
minimizar costos.

El presente proyecto es uno de los pocos que han desarrollado el cultivo de la
microalga H. pluvialis a partir de la produccion de la mencionada biomasa en un
biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 Litros; sin embargo, existen otras investigaciones
que ya han incursionado en el uso de otros tipos de biorreactores para el mismo fin,
como el desarrollado por Ramirez, D (2013) (1), quien a partir de un fotobiorreactor
tipo airlift de 1,8 Litros, al que fue modificando tiempos de mezclado, coeficientes de
oxigeno, de dioxido de carbono, entre otras condiciones, encontr6é una velocidad de
crecimiento celular 6ptima. El estudio se llevd a cabo empleando como metodologia,
estrés celular con irradiacion y estrés por alta salinidad en el medio de cultivo. De esta
manera, encontramos bases que demostraban, que la produccién de biomasa de H.
pluvialis puede llevarse a cabo de forma ideal en un biorreactor, ya que es mas sencillo
controlar ciertas condiciones y evitar contaminacién cruzada de la materia prima, para
posteriormente realizar la inoculacién en cajas de cultivos, las cuales ofrecen un
microambiente que favorece la acumulacion de gas y que es util a la hora de generar
un factor de estrés adicional para la célula, sin mencionar que permite una mejor
distribucién de luz; (57) condicidon que se ve mejor favorecida por la forma tubular y el
material transparente con el que se fabricé el BIOSTAT A PLUS de 5 Litros, utilizado
en esta investigacion

Choi Y, et al 2011 (69), comprobaron en su estudio que la luz es el factor mas
importante que afecta la biosintesis de astaxantina en H. pluvialis, cultivando esta
microalga en un biorreactor. Se dieron cuenta que pequefas células verdes
predominan bajo menor intensidad de luz, mientras que las células grandes rojizas se
extendieron bajo la alta intensidad de luz. En este sentido, los datos sugirieron que
deberia ser necesario considerar el ciclo de H. pluvialis cuidadosamente para futuras
aplicaciones, ademas del hecho de que efectivamente, el uso de biorreactores para el
cultivo de la microalga, no es el mas adecuado en cuanto al suministro de luz, pues
incluso el empleo de iluminaciones internas no es suficiente para la entrega de energia
de la luz, porque la penetracion de esta disminuye significativamente con el
crecimiento celular.
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Manrique y Marin en el 2019 (24), emplearon en su proyecto de investigacion el
biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L, empleando condiciones como pH 6,8,
temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 18 h luz: 6 h oscuridad, y uso de un panel de
luces LED multicolor (blanca, azul y roja) a 270 luxes, en medios RM y BBM. Como
resultado, obtuvieron para el medio de cultivo BBM concentraciones de clorofila de de
28,3 pg/mL y una concentracion de astaxantina de 3,1 ug/mL. En el medio RM, se
obtuvieron concentraciones de clorofila de 21,8 ug/mL y una concentracién de
astaxantina de 2,9 pg/mL. No se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos (P<0,05).

La biomasa producida en los dos medios RM y BBM, se utilizé para producir
astaxantina en esta investigacion, utilizando cajas de cultivo celular y factores estrés
combinado como acetato de sodio y alta irradiancia de 360 luxes con luces LED
blanca. Incrementando la irradiancia de 270 luxes (24), a 360 luxes, usando luces led
blancas, con fotoperiodo de 20h luz 4h oscuridad, obteniendo resultados para el
tratamiento RM con 0,375 mg/L de acetato de sodio de una concentracion maxima de
clorofila de 36,251 ug/ml y de astaxantina de 6,088 ug/ml, incrementandose en un
70% la acumulacién de astaxantina frente a los demas tratamientos realizados, como
el tratamiento en el que se us6 el medio BBM con 0,375 mg/L de acetato de sodio,
una concentraciéon maxima de clorofila de 13,971 ug/ml y de astaxantina de 2,176
ug/ml. No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (P<0,05), con
respecto a la produccién de astaxantina y clorofila.

A la hora de realizar el cultivo celular de H. pluvialis en biorreactores, es importante
tener en cuenta que las células se adhieren con mucha facilidad a las paredes del
biorreactor, y se ha comprobado que estas se enrojecen mucho mas rapido en
comparacion a las que se encuentran en suspension, tal como se sefiala en el trabajo
de investigacion de Wan M et al 2014 (64), en donde ademas se evaluo el efecto de
la temperatura sobre el crecimiento celular y la astaxantina, empleando temperaturas
de 15°C, 25°C y 35°C, obteniendo la concentracion de astaxantina mas alta a 15°C,
este dato puede compararse con el empleado para este proyecto, que fue de 20 +1°
C, obteniendo resultados satisfactorios y comprobando de esta manera que la
temperatura 6ptima para la acumulacién de astaxantina por H. pluvialis se encuentra
en el rango de 20°C a 28°C. (64)

Otros estudios realizados en biorreactores son los relacionados con la produccion de
astaxantina a partir de H. pluvialis, en fotobiorreactores tubulares, como lo desarrollo
Zhang L et al 2017 (12). En dicho estudio, se prioriza la importancia del
comportamiento fotosintético de H. pluvialis, durante la transformacion celular y la
posterior acumulacion de astaxantina, esto a través del uso de fotobiorreactores
tubulares en donde se cultivaria la microalga al aire libre. En este caso, el desequilibrio
entre la absorcién y la utilizacion de la luz por la microalga, serian el punto clave en la
produccién de astaxantina. Se obtuvo que, la astaxantina comenz6 a acumularse a
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partir de los 3 dias de incubacion, y se consideré significativa a los 5 dias con una
cantidad de 0,47 mg/ml, seguido de 12,89 mg/ml a los 9 dias. (12) Si comparamos
dichos resultados con los de este estudio, la astaxantina comenzé a acumularse a
partir del dia 7 de cultivo, en cantidad de 0,347 ug/ml, y alcanzé un nivel significativo
hasta el dia 21 de cultivo con una acumulacién de 6,088 ug/ml. Todo esto sugiere que
hay muchos factores a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo un cultivo de H.
pluvialis con la finalidad de producir astaxantina, no solo se trata de escoger el medio
de cultivo y los factores de estrés ideales, sino también conocer y tener en cuenta el
comportamiento de la microalga a nivel intracelular y su respuesta al ambiente
externo.

Entre los resultados obtenidos en el estudio realizado, puede destacarse que el medio
de cultivo con mejor tasa de crecimiento celular de H. pluvialis fue el medio RM. De
manera similar al estudio realizado por Nifo, et al (2017) (11), quienes cultivaron la
microalga en 3 diferentes medios de cultivo (RM, BBM, OHM), bajo condiciones de pH
6,7, fotoperiodo de 18h luz — 6 oscuridad, 70 uE de irradiancia con lamparas de luz
fluorescentes blanca, T° 25°C y agitacion manual diaria, con el fin de determinar el
qué de mas produccion de biomasa celular, y por lo tanto de astaxantina, permitiera
lograr. Obtuvieron un recuento celular de 7.55 x 10° células/mL, en comparacion al
logrado en este proyecto (para el mismo medio sin ninguna adicién de acetato de
sodio) de 9,16 x 10* cel/mL, como resultado maximo alcanzado. Sin embargo, lograr
un crecimiento celular favorable de la microalga, es solo el paso inicial, seguido, deben
estudiarse los factores de estrés mas viables para la produccion de astaxantina (58).

La produccion de astaxantina usando la biomasa de H. pluvialis obtenida en el
Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros, sometiéndola a los factores de estrés acetato
de sodio (0,375 mg/L y 0, 750 mg/L) y una irradiancia de 360 lux con luz blanca, en
medios BBM y RM, pH 6,8, temperatura 20°C, agitacion diaria, aire filtrado, cajas de
cultivo celular. Estableciendo que el tratamiento que uso medio RM con 0.375 mg/L
de acetato de sodio, segun el Anova (95%) realizado establecié diferencias
significativas entre tratamientos para el crecimiento celular (P<0.05), y segun el test
Tukey HSD este tratamiento tuvo significativamente mayor crecimiento celular (3.01
x108 cel./mL).

Este proceso en dos etapas se realizé aprovechando que el proceso de produccion
de astaxantina por esta microalga se logra mediante un sistema de dos etapas:
durante la primera etapa, se producen células vegetativas "verdes" utilizando el
biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros y luego se convierten, en la segunda etapa,
en quistes que acumulan astaxantina, usando los factores de estrés acetato de sodio
combinado con alta irradiancia de luz LED blanca. Similar proceso hizo Liu Yu et al
(27) quienes disefiaron un sistema de dos etapas, en la primera etapa se cultivd en
aguas residuales y se compard con el medio basal de Bold (BBM) convencional, y
crecido mejor en aguas residuales diluidas (1,5%), lo que arrojé una produccion de
biomasa de 906,3 £ 34,0 mg L -1. En la siguiente etapa que denominaron induccion,
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las células vegetativas se expusieron a una alta intensidad de luz para la produccién
de astaxantina, y la produccion resultante fue de 39,72 £ 1,69 mg L -1. Empleando el
agua residual diluida, también se probd una estrategia de induccién mixotréfica
usando una serie de concentraciones de acetato de sodio. Los hallazgos indicaron
que la combinacién 6ptima para la produccién de astaxantina era acetato de sodio al
38,14 mM y NaCl al 0,58% (p / v), obteniendo una concentracion de astaxantina de
67,95 £ 3,93 mg L -1 después de un periodo de induccion de 12 dias.

En esta investigacion se trabajaron los cultivos con un fotoperiodo de 18 horas de luz
y 6 horas de oscuridad, iluminacioén con lamparas fluorescentes blancas e intensidad
luminica de 65 luxes, durante 15 dias para luego modificar esas condiciones a un
fotoperiodo de 20 horas luz 4 oscuridad, con intensidad luminica de 360 luxes, todo
esto durante 35 dias que durd el cultivo. Como resultado de lo anterior, se logré una
mejoria notable en la produccion de astaxantina intracelular, al momento de modificar
las condiciones de irradiancia utilizando un fotoperiodo de 20 horas luz 4 oscuridad
con la intensidad de 360 luxes y la ubicacion horizontal de las cajas de cultivo celular
para aumentar la superficie de intercambio de gases y optimizar la exposicion a la luz
(57) obteniendo una concentracion de astaxantina de de 6,088 ug/mL

Estos resultados pueden compararse con los obtenidos en el trabajo desarrollado por
Granda, G (2015) (8), en donde se emplearon igualmente lamparas de luz blanca
fluorescentes, pero con un fotoperiodo de 12 horas luz 12 oscuridad, utilizando dos
iluminancias (5000 lux y 8000 lux) durante 6 dias unicamente, obteniendo de esta
manera, un valor maximo en la concentracion de astaxantina de 0,237mg.g"-1 con la
intensidad de 8000 lux.

Adicionalmente, es importante resaltar que, la iluminacién continua en los medios de
cultivo, es un pardmetro imprescindible a la hora de favorecer la acumulacion de
astaxantina, como lo sefialan Gémez L et al 2020 (62) en su trabajo de investigacion,
donde trabajaron un ciclo de luz/oscuridad de 20h/4h (mismas condiciones con las
que se llevd a cabo este proyecto a partir del dia 15 de cultivo de la microalga
H.pluvialis) a una irradiancia de 3,360 luxes (dato de discrepancia si se compara con
los 360 luxes utilizados en el proyecto propio), obteniendo una sintesis favorable de
astaxantina de 3,52x10-6 ug/cel. x mL. Dicho resultado, puede compararse con el
obtenido en el presente proyecto, si se tiene en cuenta que en ambos se empleé como
factor de estrés la irradiancia y se trabajé con medio de cultivo RM.

En el proyecto de Gémez L et al 2020 (62), se emplearon como factores de estrés la
alta irradiancia y la deficiencia de nitrégeno, mientras que en el presente proyecto se
utilizé en forma combinada los factores de estrés de alta irradiancia y acetato de sodio,
condiciones con las que se obtuvo una concentracion de astaxantina de 6,088 ug/mL.

El otro factor de estrés estudiado en esta investigacion son las concentraciones de
acetato de sodio, que son consideradas como fuente de carbono en las
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concentraciones indicadas; lo que favorece el crecimiento celular de la microalga, ya
que este nutriente a altas concentraciones puede llegar a inhibir el crecimiento celular
(1). En este estudio se obtuvieron resultados favorables empleando concentraciones
de 0,375 mg/L de acetato de sodio, combinada con la alta irradiancia, lograndose un
sinergismo que produjo una concentracion de astaxantina de 6,088 ug/mL. El acetato
de sodio, tiene la capacidad de inducir la produccién de ARNm, como resultado del
estrés al que se somete a la microalga, y por ende puede generar un flujo metabdlico
precursor de la biosintesis de los carotenoides (59). En este estudio se pudo
establecer que es mas eficiente agregar el acetato de sodio de una forma mixotrofica
alternativa (AM), que quiere decir adicion de acetato de sodio al final de la fase
logaritmica o exponencial en modo fotétrofo, obteniendo el maximo recuento posible
de la microalga, minimizando el riesgo de contaminacion y la posible muerte celular
debido a la menor exposicion a las fuentes de carbono organico (23).

El uso de acetato de sodio como factor de estrés para la produccion de astaxantina,
se ha estudiado por Rodriguez L (23), donde se empled el medio de cultivo RM, se
establecieron concentraciones de acetato de sodio de 0,18 g/L, 1,6 g/L y 0,320 g/L,
en conjunto con el uso de cloruro de sodio, ademas de alta intensidad luminica.
Obteniendo una produccidon maxima de astaxantina 7,325 ug/mL en el medio con
adicion de 1,6 g/L de acetato de sodio desde el inicio del cultivo y 6,4 g/L de cloruro
de sodio adicionado el 15 dia del cultivo con una intensidad luminica de 75 luxes y un
fotoperiodo de 20h luz/4h oscuridad. Estos métodos seleccionados, son similares a
los empleados en el presente proyecto, sin embargo, en este caso, se selecciond una
concentracion de acetato de sodio mucho mas baja de 0,375 mg/L, obteniendo, como
ya se ha mencionado, un resultado de astaxantina maximo de 6,088 ug/mL.

Vidhyavati et. al. (2008) (65) realizaron un ensayo en el que utilizaron tres tratamientos
diferentes: 0,99 g/l de NaCl, 0,36 g/l de acetato de sodio y una combinacion de 0,99
g/l de NaCl con 0,36 g/l de acetato de sodio, todos estos tratamientos sometidos a
irradiancia alta con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad donde se obtuvo
la mayor produccion de astaxantina en el tratamiento en el que se combinaron las dos
sales con 25 mg/dia en comparacion con los demas tratamientos, se observo también
que la adicion de acetato de sodio y cloruro de sodio producen una transcripcién
temprana y expresion de los genes como BKT (B-caroteno cetolasa) que regula la
transformacién de zeaxantina a adonixantina y de adonixantina a astaxantina, desde
tres dias de estrés hasta tres meses después (67).

Otros estudios donde se combiné el uso de acetato de sodio y alta irradiancia fue el
realizado por He B et al 2018 (17) quienes estudiaron los efectos sinérgicos del estrés
luminico con acetato de sodio junto al hierro, evidenciandose cuatro grupos de
transcriptomas segun el estrés en cuestion: irradiacion luminica alta (HL), adicién de
acetato de sodio 25 mM baijo luz alta (HA), adicion de Fe?+ 20 uM bajo luz alta (HF) y
células verdes normales en crecimiento (HG). Entre el total de genes expresados
analizados, mas de 10 mil genes se expresaron a causa de alta irradiancia y 1800-
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1900 genes por acetato de sodio o Fe 2+. Los resultados del andlisis en general
mostraron que la adicién de acetato de sodio bajo luz intensa promovié la expresion
de genes clave relacionados con las vias para la biosintesis de carotenoides y el
alargamiento de acidos grasos. Ademas, el acetato de sodio podria inhibir la expresion
de genes relacionados con la via de las proteinas de la antena de fotosintesis,
mostrando como la adicion de ambos factores de estrés interrumpe la capacidad
fotosintética y genera un cambio conformacional de la célula.

Ademas del acetato de sodio como factor de estrés, se ha estudiado también el uso
de acetato de potasio, acetato de magnesio y bicarbonato de sodio, Pan-utai, W
(2017) (66), empleo todos estos factores de estrés para definir cual de estos
tratamientos ofrecia mejores resultados en cuanto a la cantidad de astaxantina
obtenida. Se utilizaron concentraciones de 100 mM de acetato de potasio y 10 mM de
acetato de magnesio y bicarbonato de sodio. Como resultado, se obtuvo que, con el
uso de acetato de sodio, se logré una concentracion de astaxantina en el rango de 20
a 22 mg/g — 1, con acetato de potasio de 25 a 43 mg/g — 1, para el acetato de
magnesio de 19 a 33 mg/g — 1, y finalmente para el bicarbonato de sodio un resultado
en el rango de 25 a 35 mg/g — 1. Concluyeron asi, que el tratamiento que ofreci6 una
mayor cantidad de astaxantina, fue con el factor de estrés de acetato de potasio a 100
mM, seguido del bicarbonato de sodio, acetato de magnesio y finalmente, acetato de

sodio.

Garcia en el 2018 (13), realizd el estudio para la produccion biotecnolégica de
astaxantina a partir H. pluvialis en el biorreactor Tec-ferm de 5 L, usando dos
diferentes concentraciones de acetato de sodio (0,299 mg/L y 1,6 mg/L), las cuales
fueron evaluadas en el medio RM con pH de 6.7, fotoperiodos 20h luz y 4h oscuridad,
luz blanca, temperatura 25 + 2° C, aire filtrado y agitacién a 100 rpm en un biorreactor
TEC-FERM de 5 litros. Obteniéndose con 0,299 mg/L de acetato de sodio un
crecimiento celular maximo de 2,0 x 104 Cel./ mL y una concentracion maxima de
astaxantina de 2,530 pg/mL durante 34 dias, mientras que con 1,6 mg/L de acetato
de sodio se obtuvo un crecimiento celular maximo de 3,5 x 104 Cel./mL y una
concentracion de astaxantina de 1,9 ug/ml, estableciéndose que el uso elevado de
concentraciones de acetato de sodio produce dafo celular por el estrés osmético
generado, lo cual afecta el crecimiento celular de la microalga y por lo tanto la
acumulacién de astaxantina, resultados que también se establecieron en el estudio
realizado en esta investigacién donde utilizando 350 mg/L de acetato de sodio
producen un crecimiento celular significativo y acumulacién de astaxantina con un
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incremento en el 70% frente a los tratamientos similares donde se utiliza medio BBM.

Otros estudios donde también se us6 acetato de sodio como factor de estrés para
producir astaxantina fueron los realizados por Reis DF, et al 2018 (14) donde se utiliza
CO2 como unica fuente de carbono en el medio de cultivo BBM y el uso de acetato de
sodio en concentracion de 1.986 g/L, fundamentandose en la limitacion del nitrégeno
en presencia de fuentes de carbono en exceso y como estas influyen en la produccion
de carotenoides, como resultado final el total de carotenoide recuperado fue de
2949,91+1 pg.g—1 . Por otro lado Zhang C et al 2018 (15) menciona los efectos del
acetato de sodio exdgeno sobre la acumulacién de astaxantina y la foto proteccion en
H. pluvialis en la etapa no maovil, donde se evidencia como con 10 mM de acetato de
sodio aumenta la cantidad de astaxantina, con una concentracién maxima de 4,8 mg/L
aproximadamente, en las células al ser comparadas con las microalga sin ser tratada,
mostrando una aceleracidén en la acumulacién de astaxantina en la etapa no movil,
ademas menciona que la clorofila y la actividad fotosintética se es suprimida con la
adicion del acetato de sodio, efectos que posiblemente se presentaron en este estudio
realizado y que explican la acumulacion de astaxantina en cantidades entre 1,815

pg/mL y 6,088 pg/mL.

Enrico D et al 2018 (16) investigaron la influencia del estrés en condiciones
ambientales troficas en la produccion de astaxantina, otras xantofilas y lipidos de una
cepa argentina de H. pluvialis. Los cultivos se realizaron en condiciones autotroficas
o mixotroficas (con adicion de 1 g/L de acetato de sodio en el medio de cultivo BBM)
y se sometieron a dos intensidades de luz diferentes (90 MLS/Moderado estrés con
luz y 350 SLS/ Alto estrés con luz).

Rodriguez (2019) (23) buscaba obtener una mayor produccion de astaxantina en H.
pluvialis, usando medio RM bajo condiciones luminicas con fotoperiodos en lamparas

blancas con 20h luz/4h oscuridad, de 70 uE m=2s~1con diferentes concentraciones de

acetato de sodio y cloruro de sodio adicionadas a diferentes tiempos. El resultado con
mayor rendimiento fue con la adicion de 1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro
de sodio, presentd la mayor produccion astaxantina en un 20% superando los demas
tratamientos con 7,3 ug/ml. Aunque estadisticamente no se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05).
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La capacidad de las células vivas para sobrevivir en condiciones ambientales
extremas puede depender de su capacidad para modificar su composicion de
membrana y ajustar su nivel de desaturacion de lipidos y otros sistemas. Incluso el
medio de cultivo en si mismo, puede afectar la distribucion de los lipidos, como lo
sustentan: Tokarz D, et al (4), publicado en el afo 2014.

Liu Yu et al (27) diseiid un sistema de dos etapas para los procesos de cultivo e
induccion de H. pluvialis. La primera se cultivdé en aguas residuales de minkery y se
comparo con el medio basal de Bold convencional, y crecido mejor en aguas residuales
de minkery diluidas (1,5%), lo que arrojoé una produccion de biomasa de 906,3 + 34,0
mg L -1.

En la siguiente etapa que denomind induccion, las células vegetativas se expusieron
a una alta intensidad de luz para la produccion de astaxantina, y la produccion
resultante fue de 39,72 £ 1,69 mg L -1. Empleando el agua residual diluida, también
se probd una estrategia de induccion mixotréfica usando una serie de concentraciones
de acetato de sodio. Los hallazgos indicaron que la combinacion 6ptima para la
produccién de astaxantina era acetato de sodio al 38,14 mM y NaCl al 0,58% (p / v),
obteniendo una concentracién 6ptima de astaxantina fue de 67,95 + 3,93 mg L -1
después de un periodo de induccién de 12 dias.

Para optimizar la produccion de biomasa celular, uno de los parametros
fundamentales a tener en cuenta es la agitacion constante de los medios de cultivo
con la consecuente homogeneizacion de los mismos, lo que permite que los nutrientes
se dispersen y se asimilen correctamente, en conjunto con la distribucion de luz (8).
En cuanto a la producciéon de astaxantina, también se ha podido demostrar que la luz
alta es el factor directo de los cambios en la expresion génica durante el periodo de
induccioén en H. Pluvialis (20), de hecho, se demostro que la intensidad de luz 6ptima

para el crecimiento de H. pluvialis es de aproximadamente 20 pmol m —2s-1(2). El

acetato de sodio podria mejorar aun mas la expresion de los genes implicados en la
sintesis de carotenoides y acidos grasos. Se ha podido demostrar que cuando la
microalga H. pluvialis es sometida a factor de estrés por salinidad a una concentracion
de 2,5 g/L, se genera muerte celular sin una acumulacién previa de astaxantina
significativa (1).

En esta investigacion se logré establecer que al usar la biomasa obtenida de H.
pluvialis en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros, y someterla a factores de
estrés como el acetato de sodio combinada con alta irradiancia, se obtuvo
astaxantina entre 21 y 28 dias del cultivo.

Los carotenoides y la clorofila fueron analizados mediante HPLC, el contenido de
carotenoides fue aproximadamente de 2,30 mg y la clorofila ocupaba el 17.8% de la
célula, también se analizaron y cuantificaron lipidos, carbohidratos y proteinas de
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membrana totales. Se demostré que, a nivel morfoldgico, las células de la palmela
eran esféricas con paredes celulares rigidas y algo rojizas en el centro, lo que indica
la presencia de astaxantina (0.66+£0.06 mg / g de peso muerto). (3)

En esta investigacion se observaron desde las células vegetativas verdes en los dias
iniciales del cultivo 7 y 14 dias en todos los tratamientos realizados, observandose en
los dias 21, 28 la presencia de células enquistadas palmela de color rojo (Figura 12),
correlacionadas con la cantidad de astaxantina presente en los tratamientos que
contienen 0,375 mg/L de acetato de sodio combinado con alta irradiancia de luz de
360 luxes con led blancas. Al aumentar el contenido de acetato de sodio de 0,750
mg/L de acetato de sodio y mas tiempo de exposicion se observa que las células
empiezan a volverse claras o albinas y puede haber un cambio conformacional de la
célula.

Con respecto a la extraccion de la astaxantina y clorofila, cuyo proceso se basé en el
protocolo APHA 1952 (50), se puede concluir que, al compararlo con el método HPLC,
se obtuvieron valores similares, observandose en el cromatograma las interferencias
del acetato de sodio y luego del proceso de saponificacion, en el cromatograma el pico
numero 1 corresponde a trans-astaxantina y luego en orden de retencién estarian
luteina, 3,9- cis-astaxantina, 13-cis-astaxantina, cantaxantina, clorofila y finalmente
esteres de astaxantina, los cuales podrian ser confirmados con los patrones
respectivos.

El proceso realizado en este trabajo respecto a la saponificacién y la técnica aplicada
permitidé cuantificar la astaxantina en diferentes muestras, asi como se validé la
técnica para utilizar el equipo de HPLC que se encuentra en la Universidad.
Actualmente, se evidencian nuevos procesos de extraccion del carotenoide
astaxantina, que pueden llegar a lograr este fin de una forma mas sencilla y viable
para su aprovechamiento a gran escala, como lo son enzimas liticas, superfluidos (7),
ultrasonido (60), y el método mas reciente desarrollado por investigadores de una
empresa holandesa, que es la dispersion en fase sélida matricial (61), cuya propuesta
es la implementacién de técnicas sustentables y disolventes no téxicos para obtener
un extracto mas completo y rico en compuestos bioactivos.

Seguido de la extraccion de la astaxantina, se procede a su cuantificacion, que en
este caso, se llevd a cabo por el método HPLC en el sistema Agilent® Technologies
1260 Infinity, tal como lo desarrollan Galarza J et al 2019 (22), en donde se puede
destacar la longitud de onda seleccionada de 440 nm, mientras que para el presente
proyecto se empleo una longitud de onda entre 480 y 488 nm. De cualquier forma, se
resalta el alto rendimiento de este sistema HPLC analitico.
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8. Conclusiones

e EI tratamiento que presentd mayor crecimiento celular de Haematococcus
pluvialis fue el denominado RM BIOSTAT, donde se utilizé 0,375 mg/L de
acetato de sodio, presentando un crecimiento celular de 3.01 x 108 cel./mL
correspondiente al dia de cultivo 35. EIl ANOVA (95%) realizado establecié que
con respecto al crecimiento celular si se presentan diferencias significativas
entre tratamientos (F= 3,54 ;P=0,015; gl=5), y al realizar el test de Tukey HSD
(95%) (anexo 6) se pudo establecer que, efectivamente, el tratamiento RM
BIOSTAT fue el mejor para crecimiento celular. La velocidad de crecimiento fue
de 0,028 células/hora, con un coeficiente de determinacion del 96,79%.

e La caracterizacion macroscopica del cultivo de los diferentes tratamientos,
permitio observar el cambio de color inicial de verde a un color naranja rojizo
en los dias finales del cultivo, observandose microscopicamente formas
vegetativas de color verde en los dias iniciales del cultivo y finalmente formas
enquistadas y aplanospora de color rojo. Se puede concluir que el tratamiento
en el que se obtuvieron mas formas enquistadas y aplanospora fue en el medio
RM BIOSTAT con adicion de 0,375 mg/L de acetato de sodio y una irradiancia
de 360 luxes de luces LED blancas.

e EI tratamiento con mayor produccién de astaxantina y clorofila fue el RM
BIOSTAT, el cual contenia acetato de sodio al 0,375 mg/L combinada con
irradiancia de 360 luxes de luces LED blancas, pH 6,8, T 20°C, agitacién diaria
10 segundos, aire filtrado, cajas de cultivo celular, llegando a una concentracion
maxima de astaxantina de 6,088 ug/mL a los 28 dias del cultivo. La
concentracion de clorofila en el mismo tiempo fue de 36,251 ug/mL, el segundo
tratamiento con mayor produccion de astaxantina (2,176 mg/mL) y clorofila
(13,971 mg/mL) fue el medio BBM BIOSTAT, el cual contenia acetato de sodio
al 0,375 mg/L, utilizando también las demas condiciones previamente
mencionadas, a los 21 dias del cultivo. EI ANOVA (95%) realizado establecio
que no existen diferencias significativas entre los tratamientos ensayados para
la obtencion de astaxantina (F=1,38;P=0,259;gl=5), ni para la produccion de
clorofila (F=1,40;P=0,254; gl=5).

e La biomasa obtenida de H. pluvialis en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5
litros, utilizando los medios RM y BBM, puede ser utilizada para producir
astaxantina al ser sometida a factores de estrés como acetato de sodio y alta
intensidad de luz. obteniendo concentraciones de hasta 6.088 ug/mL.

e La técnica de HPLC se estandarizé y validé utilizando el equipo de la

Universidad para determinar la presencia de astaxantina en H. pluvialis bajo los
factores de estrés ensayados en esta investigacion.
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9. Recomendaciones

Futuras investigacion donde se incluyan:

Otros factores de estrés como la deficiencia de nitrdgeno en conjunto con los
utilizados en este proyecto, para incrementar la produccion de astaxantina.
Aplicar diferentes intensidades de luz, con la intenciéon de comparar y
establecer la irradiancia mas 6ptima para producir astaxantina.

Realizar determinacion de la expresién de genes durante el cultivo, para ver
cémo influyen los factores de estrés utilizados en su expresién y en la
produccion de astaxantina.

Seguir utilizando en un primer paso la biomasa de la microalga H. pluvialis
producida en el biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros para en un segundo
paso someterla a factores de estrés para producir astaxantina.

Buscar otras alternativas de disolventes para la extraccién de astaxantina, que
no sean tan toxicos como el metanol, empleado en este estudio.
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10. Presentacion en eventos

10.1. Ponencia meritoria, Mejor proyecto terminado Biolégicas y del Mar : Produccion
de astaxantina utilizando la biomasa de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida en el
biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L usando las condiciones de estrés acetato de sodio y
alta intensidad de luz . Estudiantes: Laura Torres y Jeimy Lizeth Ubaque Ramirez. XVIII
Encuentro Regional de Semilleros de Investigacion realizado en la Universidad Nacional
Abierta y a Distancia del 24 al 28 de agosto de 2020
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12. Anexos

CRECIMIENTO CELULAR/ML VS TIEMPO
TIEMPO RM RM RM RM RM
{Dias) R RM2 RM3 BIOSTAT 1 RM BIOSTAT 2 BIOSTAT 3 | ACETATO1 | ACETATO2 | ACETATO3
4] 1,E+04 1,E+04 1,E+04 - - 1,E+04 1,E+04 1,E+04
Ei 3,75,E+04 219 E+04 | 1,87 E+04 | 134 E4O7 1,28,E407 1,38, E+07 | 500E+07 | 253, E+07 | 516E+07
14 4,69 E+04 8.21,E+04 | 437 E+04 | 8,13 Ex07 415 E+07 4 69 E+07 | 581 E407 | 6,22 E+07 | 5,69 E+07
21 6.87 E+04 5,44 E+04 | 1,22 E+05 | 8,69,E+07 487 E+07 8,38,E+07 | 7,25 E+07 | 6,25.E+07 | 6.44 E+07
28 1,03,E+05 9.37.E+04 | 144 E+05 | 1.91.E+08 2.89.E+08 148,E+08 | 1,16,E+08 | 7,25.E+07 | 1.18,E+08
35 1,96,E+05 290 E+05 | 287 E+05 | 232 E+08 4.68,E+08 203E+08 | 118 E+08 | 1,68 E+08 | 1,78,E+08
CRECIMIENTO CELULAR/ML VS TIEMPO
TIEMPO BBM BBM BBM BBM
(Dias) BBM 1 BBM 2 BBM 3 BBM BIOSTAT 1 BBM BIOSTAT 2 BIOSTAT 3 | ACETATO1 | ACETATO? | ACETATO3
0 1,E+404 1,E404 1,E404 - - - 1,E+04 1.E+04 1.E+04
7 5,62, E+04 5,94 E+04 2,81,E+04 7.50,E+06 7.18,E+06 3.75,E+06 | 2,63 E+07 | 4,03, E+07 | 1,09,E+07
14 8,12 E+04 1,06,E+05 6,25 E+04 8,66,E+07 4,28 E+07 6,38,E+07 | 2,81 E+07 | 6,63 E+07 | 4,66 E+07
21 1.40,E+05 1,28,.E+05 7.10,E+04 8,72, E+07 2,45 E+08 6,40, E+07 | 3.31,E+07 | 7.59,E+07 | 5,78 E+07
28 1,78,E+05 1,81,E+05 2,16,E+05 1,06.E+08 3,03, E+08 8,78,E+07 | 453 E+07 | 7,66, E+07 | 1,06 E+08
35 1,13, E+06 6,47, E+05 7,16,E+05 270,E+08 1,26,E+08 1,72, E+08 | 1,82,E+08 | 1,73, E+08 | 2,03, E+08
Anexo 1. Conteo celular de medios de cultivo por triplicado. Elaborado por
las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
CRECIMIENTO CELULAR/ML VS TIEMPO (PROMEDIO)
TIEMPO RM BBM
) RM RM BIOSTAT BBM BBM BIOSTAT
(Dias) ACETATO ACETATO
0 1,E+04 - 1,E+04 1,E+04 - 1,E+04
7 2,603,E+04 | 1,333,E+07 | 4,229,E+07 | 4,790,E+04 6,143,E+06 2,583,E+07
14 5,76,E+04 5,65,E+07 | 5,9L,E+07 [ 8,33,E+04 6,44, E+07 4,70,E+07
21 9,163,E+404 | 7,311,E+07 | 6,646,E+07 | 1,130,E+05 1,322,E+08 5,562,E+07
28 1,135,E+05 | 2,093,E+08 | 1,02,E+08 [ 1,916,E+05 1,66,E+08 7,59,E+07
35 2,58,E+05 3,01,E+08 | 1,54,E+08 | 8,31E+05 1,89,E+08 1,86,E+08

Anexo 2. Promedio de conteo celular de medios de cultivo. Elaborado por las
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
varigciones cuadrados fibertad cuagdrados F Probabilidad para F
Entre grupos 7,09626E+16 5 1,53925E+16 3,549 0,015 2,620654148

Dentro de los grupos

Total

1,04078E417

1,81041E+17

24 4,.33659E+15

29

Anexo 3. Analisis de varianza del conteo celular. Elaborado por las autoras Jeimy
Ubaque y Laura Torres, 2020
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HSD = 128697595,9
Multiplicador = 4,37
MSe = 4,33659E+15
n= 5

CRECIMIENTO CELULAR/ML VS TIEMPQ (PROMEDIO)
TIEMPO (Dias) R RM BIOSTAT | RM ACETATO BEM EEM BIOSTAT | BEM ACETATO
7 3, E+04 1.E+07 4, E+07 5,E+H04 6,E+06 3,E+07
14 6,E+04 6,E+07 6,E+07 8,E+04 6,E+07 5,E407
21 9,E+04 T.EHOT TEHOT 1,E+05 1,EH)8 6,E+H07
28 1,E+05 2, E+08 1.E+08 2,E+05 2,E+08 8,E+07
35 3,E+05 3,E+08 2,E+08 8,E+05 2,E+08 2,E+08
Promedio 1,E+05 1,EH08 8, E+07 3,E+05 1,EH+08 8,EH07
diferencia PB PA C CB CA
-130489387 |-84739386,67 |-144113,333 (-111400720 -77860720 COMBINACIONES
45750000 130345273 |19088666,67 |52628666,67 RM P
PA 84595273,3 |-26661333,33 |6878666,067 BIOSTAT B
c -111256606,7 |-77716606,67 ACETATO A
CB BEM C
CA

Anexo 4. Resultados prueba Tukey, para crecimiento celular/ml vs tiempo.
Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.

v=02620x + 3,8497
R=0,964

Ln o -~ o
in n i in

Logaritmo de crecimiento celular

=
Ln

35

y=10,3282x + 6,5945
R*=0,9679

RM

. BB biostat =

Lineal (RM acetato)

Analisis logistico

v =0,6326x + 5,022
R?=0,5480

¥=10,3296x + 3,8223
R*=0,9351

¥=10,3573x + 6,4014
R*=0,8543

y=0,650x + 4,881
R®=0,5999

35

14 B 21 2B
= RM biosta RM acetato BBM
= BBM acetato === Lineal {RM) Lineal {RM biostat)
Lineal (BEM) Lineal {BBM biostat) Lineal (BBM acetata)

Anexo 5. Curvas de crecimiento ajustadas al modelo logistico. Elaborado por las
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.
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ABSORBANCIAS DE MUESTRAS VS TIEMPO
TIEMPO RM RM RM RM
(DIAS) MEDICS Sk i Sk EMHIOSTA BIOSTAT 2 | BIOSTAT 3 |ACETATO 1|ACETATO 2 HM Gt 2Tt
0 ASTAXANTINA 0,001 0,022 0,022 0,080 0,042 0,038 0,087 0,025 0,001
CLORDFILA 0.004 0.015 0.018 0.045 0.018 0.023 0.023 0.013 0.024
7 ASTAKANTIMNA 0.010 0.038 0,041 0.102 0,050 0,064 0,078 0,038 0.007
CLOROFILA 0.007 0.026 0,028 0.058 0,018 0,033 0,034 0,016 0.034
14 ASTAXANTINA 0.031 0.003 0.005 0.400 0.031 0.156 0121 0.276 0.149
CLOROFILA 0,010 0.000 0,001 0,346 0.010 0,063 0,043 0,166 0,067
2 ASTAXANTINA 0,003 0,000 0.004 0,132 0,000 0114 0,088 0,155 0,125
CLORDFILA 0.008 0.000 0.004 0.072 0.000 0.063 0.046 0.072 0.045
28 ASTAXANTINA 0,027 0,003 0,000 0,990 0,130 1.688 0474 0,220 0.185
CLOROFILA 0,013 0,000 0,000 0.910 0,074 0,908 0,356 0,143 0,132
15 ASTAKANTIMNA 0.012 0.005 0.063 0.151 0,085 0,131 0147 0,136 0.213
CLOROFILA 0.007 0.005 0,034 0.091 0.044 0,085 0,088 0,078 0.155
ABSORBANCIAS DE MUESTRAS VS TIEMPO
BBM BBM BBM BBM BBM BBM TIEMPO
HE Lofsi L BIOSTAT 1 | BIOSTAT 2 | BIOSTAT 3 | ACETATO1 | ACETATOZ2 | ACETATO3 (DIAS) BRANG) 3
0.041 0.009 0.037 0,052 0.036 0.028 0,105 0.365 0,548 0 ASTAXANTINA
0,011 0,005 0,002 0,003 0,01 0,009 0,053 0,120 0.543 CLOROFILA
0.057 0,013 0.049 0,049 0.042 0,050 0,184 0,570 0,863 7 ASTAXANTINA
0.017 0.010 0.003 0.008 0.003 0.011 0.087 0,393 0,623 CLOROFILA
0,040 0,001 0.008 0.038 0,049 0,020 0.002 0.044 0.042 14 ASTAXANTINA
0.004 0.003 0.002 0.005 0.012 0.001 0.016 0.012 0.010 CLOROFILA
0,139 0,097 0,087 0,977 0,026 0,039 0,029 0,050 0,048 21 ASTAXANTINA
0,002 0,021 0,019 0.720 0,000 0,009 0,009 0,020 0,019 CLOROFILA
0.023 0.008 0.009 0,064 0,033 0.219 0.038 0,029 0,039 28 ASTAXANTINA
0,018 0,005 0.003 0.024 0.001 0,149 0.01m 0.008 0.020 CLOROFILA
0,015 0,033 0,000 0.051 0,031 0,324 0,043 0.041 0.074 15 ASTAXANTINA
0,009 0,020 0,000 0,019 0,009 0,221 0,027 0,257 0,037 CLOROFILA

Anexo 6. Absorbancias de astaxantina y clorofila segun medio y tratamiento.
Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

PROMEDIOS ABSORBANCIAS

TIEMPO RM BEM BBM
pias) | MEDIOS B | o [BMAEISD i BIOSTAT | ACETATO

L |_ASTAXANTINA | 0,015 0,053 0,028 0,029 0.039 0339
CLOROFILA 0072 0,029 0,020 0,006 0,004 0.239
| _ASTAXANTINA | 0,030 0,072 0,041 0,040 0,047 0,539
CLOROFILA 0.020 0,036 0,028 0.010 0,007 0.368
i | ASTAXANTINA | 0013 0,196 0,162 0.0%6 0.036 0.029
CLOROFILA 0.004 0.140 0.082 0,003 0.006 0.013
o1 | ASTAXANTINA | 0,002 0,082 0,123 0.108 0,347 0,042
CLOROFILA 0,004 0,045 0,054 0,014 0.243 0,076
2s | _ASTAYANTINA | 0.010 0,936 0,293 0,013 0.105 0.035
CLOROFILA 0,004 0,631 0,210 0,008 0,058 0.013
5 |_ASTAXANTINA | 0.027 0,122 0,765 0.0%6 0,135 0.053
CLOROFILA 0.015 0.073 0.107 0.010 0.083 0.107

Anexo 7. Promedio de absorbancias de astaxantina y clorofila. Elaborado por las
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
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DATOS CURVA ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE

CALIBRACION CLOROFILA
Concentracié | A=667 04
n (pg/mL) nm ! ! ¥=0,0174x-0,0054 .8
2 0,028 -
oot e
8 0,14 &
12 0,203 S o
16 0,275 o g
20 0,34 % : .
o
Concentracion (ug/mL)
ABSORBANCIA VS CONCENTRACION DE
ASTAXANTINA
DATOS CURVA
Concentraci6 | A=477 ) y=0,1505% + 01314
n (pgimL) nm " . Y ..

0.1 0,153 | .
1 om i R

25 05 2, i
5 0,898 Logie

75 1,245 =
25 39

Anexo 8. Curvas de calibracion de Astaxantina y clorofila. (Elaborado por Gémez et
al, 2019) (62).

CONCENTRACION ASTAXANTINA VS TIEMPO

TIEMEO RM BBM BBM
(DIAS) WD oy giosraT |(FMACERTO KN BIOSTAT | ACETATO

0 | ASTAXANTINA | 0032 0273 0,052 0.061 0126 2123

7 | ASTAXANTINA | 0.066 0.347 0141 0132 0.181 3.450

14| ASTAXANTINA | 0.045 1.169 1.078 0.023 0.106 0.064

21 | ASTAXANTINA | 0.116 1.169 0 684 0584 2176 0150

28 | ASTAXANTINA | 0.065 5.088 1815 0.043 0.568 0103

35 | ASTAXANTINA | 0046 0 681 0967 0.025 0.768 0219

CONCENTRACION CLOROFILA VS TIEMPO

TIEMPO RM RM BBM BEM
(DIAS) EEN R BIoSTAT | AcETaTo | BBM | BiosTAT | ACETATO

0 CLOROFILA 0714 1653 1155 0.350 0.254 13,722

7 CLOROFILA 1174 2 094 1615 0,580 0427 21136

14 CLOROFILA 0.216 2 592 £ 993 0.178 0.350 0733

21 CLOROFILA 0.235 5.032 3128 0.810 13.971 0.925

28 CLOROFILA 0.254 36.251 12,094 0.465 3.339 0.753

35 CLOROFILA 0.887 2,020 5.155 0.561 4.776 6.155

Anexo 9. Concentracion de astaxantina y clorofila vs tiempo. Elaborado por las
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 9,030013436 5 1,806002087 1,38035772 0,259588941 2,533554548
Dentro de los grupos 39,25075361 30 1,308358454

Total 48,28076705 35

Anexo 10. Analisis de varianza concentracion de astaxantina. Elaborado por las
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
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AMALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertod cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 332,6023628 5 b6,52047256 1,39666845  0,253735231 2,533554548
Dentro de los grupos 1428,83888 30 47,62796266

Total 1761,441243 35

Anexo 11. Analisis de varianza concentracion de clorofila. Elaborado por las autoras
Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020
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