
Producción de astaxantina bajo las condiciones 
de estrés acetato de sodio

y alta intensidad de luz utilizando la biomasa de 
la microalga Haematococcus pluvialis obtenida 

en el biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 L
Autoras

Laura Torres Cadavid
Jeimy Lizeth Ubaque Ramirez

Asesora
Judith Elena Camacho Kurmen

Q. F. U.N. Esp. MSc. Dr. en Biociencias

Grupo bioprocesos y control



Introducción

Marco teórico Diseño metodológico Resultados 

Contenido

Objetivos Antecedentes

Conclusiones



Introducción

Haematococcus pluvialis se considera como la mejor alternativa 
para producir astaxantina de forma natural; sin embargo, 
presenta una baja productividad debido a factores como un 
crecimiento lento, baja concentración celular y alta 
susceptibilidad a daños hidrodinámicos, y sobre todo, su 
complejo ciclo de vida. 

Lo anterior  motiva los estudios para encontrar las 
condiciones óptimas para obtener mayores cantidades de 
biomasa, como el uso de biorreactores controlados y el 
posterior uso de su biomasa para producir la astaxantina 
empleando factores de estrés como estrés lumínico y 
salino. 

 Aumento 40x. Fotografías tomadas por las 
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.

 Aumento 40x. Fotografías tomadas por las 
autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.



Objetivos específicos

Establecer el crecimiento 
de la microalga H. pluvialis, 

bajo  las condiciones  
propuestas,  en los 

medios de cultivo RM y 
BBM.

Determinar los cambios 
morfológicos de la 

microalga H.pluvialis al ser 
sometida a los factores de 
estrés acetato de sodio y 

alta intensidad de luz 
durante su cultivo

Cuantificar la producción de 
astaxantina y clorofila 

durante el tiempo de cultivo, 
bajo los factores

de estrés acetato de sodio y 
alta intensidad de luz.

Determinar la producción de astaxantina usando como factores de estrés, acetato de 
sodio y alta intensidad de luz, utilizando la biomasa obtenida de Haematococcus pluvialis 

en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 Litros

OBJETIVO GENERAL



Antecedentes
2012

Tocquin, P., et al.

-Sistema de 2 etapas
-Cultivo mixotrófico
-Densidad . 2x10^6 

cel/ml
-

Ramírez, D.

-Biorreactor airlift
-Luz, NaCl

-Astaxantina: 59,2 
ug/mL

2013

Niño C, et al. 

-Medios BBM, RM, OHM
-Condiciones: pH, luz

-Rcto. celular: 7.55 x 105 

células/ml.  en RM
-8,3 ug/ml Astaxantina.

2017

García, L. 

-Biorreactor Tec-Fem  
5L.

-Medio RM
-Acetato de Na y Luz.

-2,530 ug/ml de 
Astaxantina

2018

Zhang, C., et al

-10 mM de acetato de 
Na

-4,8 mg/L de 
astaxantina.

2018

2019

Rodríguez, L. 

.Medio RM
-Condiciones Luz, 

acetato de Na 1,6 g/L
-7,3 ug/ml de Astaxantina

Manrique y Marín

-Biorreactor BIOSTAT A 
PLUS 5 L.

-Medios RM y BBM - 
utilizando luces LEDs

-3,1 ug/ml de Astaxantina 
en RM.

2019

Liu Yu, et al. 

-Sistema de 2 etapas, cultivo y 
estrés

-Agua residual y medio BBM
-Luz y acetato de Na

-67,95 ± 3,93 mg/L de 
Astaxantina.

20192018

He B et al

.Expresión de genes 
según factores de estrés 
-Estrés lumínico y estres 
salino aumenta la ruta de 

biosíntesis de 
astaxantina 



➔ Alga verde de agua dulce.
➔ Productora de astaxantina; 

poderoso antioxidante, 
colorante y compuesto 
bioactivo, útil en diferentes 
industrias.

➔ En su ciclo de vida se 
distinguen cuatro tipos de 
morfologías celulares: 
macrozooide,  palmella, 
aplanospora y microzooide.

➔ Características 
metabólicas:  nutrición 
fotoautótrofa, mixotrófica y 
heterótrofa. (41)

Haematococcus pluvialis

Marco teórico

 Aumento 40x. Fotografías tomadas por las autoras Jeimy 
Ubaque y Laura Torres, 2020.

Flotow, J. Von. Beobachtungen über 
Haematococcus pluvialis. (1844)



La clorofila cumple como papel fundamental absorber la luz violeta, azul y roja, siendo aceptora final 
de fotones gracias al complejo antena, necesario para la fotosíntesis y por ende el metabolismo de la 

alga. (34)

Clorofila

 Fotografías tomadas por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.



Astaxantina 

Vía biosintética de carotenoides de astaxantina en H. pluvialis (33)



Lumínico

El exceso de radiación puede causar 
daño en los cromatóforos 

aumentando la producción de 
carotenoides. (38)

Acetato de sodio

En algunas ocasiones restringen el crecimiento 
celular, debido al cambio osmótico del medio y 

de la microalga, produciendo estrés, 
manifestándose como la producción de 

astaxantina

Nitrógeno

Su disminución en el cultivo es  
un  factor  que  inhibe  la 

biosíntesis  de  clorofila A y 
promueve  la  degradación  de  

la  clorofila B. (39)

Fósforo

La falta en el medio puede 
generar cambios en la 

composición de la célula, 
aumentando la producción de 

lípidos o carbohidratos. (37)

Condiciones de estrés

CO2

Para un correcto desarrollo 
del cultivo de H. pluvialis, es 
necesario tener en cuenta la  

disponibilidad de CO2
La ausencia de este, generaría 

un ambiente hostil. (36) 



Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros

● Sistema de aireación sencillo y 
automático para aire, O2, CO2 y N2

● Vidrio borosilicato.
● Antiespumante.
● Forma tubular.
● Sistema de agitación integrado.
● Sensores de T°,pH y OD, en la 

parte superior.
● Conectado a un computador. 
● Sistema cerrado.

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



5. Diseño 
metodológico



FASE 1
Crecimiento de la microalga 

H. pluvialis 

● BIOSTAT A PLUS de 5 L en los medios de 
cultivo BBM y RM,

Condiciones manejadas:
● pH 6.8
● Fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de 

oscuridad
● Temperatura de a 20 ±1° C, 
● Iluminación con lámparas fluorescentes blancas 

y LEDS color blanca, azul y roja
● Intensidad lumínica de 270 luxes
● Aire filtrado y agitación 100 rpm.

 

Inocularon (1 x 10^4 células/mL) en cajas de cultivo 
celular denominadas 

● RM ( control)
● RM biostat acetato (0,750 mg/L de acetato de Na)
● RM biostat (0,375 mg/L de acetato de Na)
● BBM ( control)
● BBM biostat acetato  (0,750 mg/L de acetato de Na)
● BBM biostat (0,375 mg/L de acetato de Na)

Obtención de la biomasa

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



● pH a 6.8
● Fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de 

oscuridad
● Temperatura de a 20 ±1° C
● Iluminación con lámparas fluorescentes 

blancas
● Intensidad lumínica de 65 luxes 
● Agitación manual de 10 segundos al día 

Condiciones del cultivo

● Fotoperiodo de 20 horas luz y 4 de oscuridad
● Iluminación con LEDs color blanco 
● Intensidad lumínica de 360 luxes
● Adición de  acetato de sodio

○  0,375 mg/L  para los medios BBM 
biostat  y RM biostat

○ 0,750 mg/L para los medios BBM 
biostat acetato y RM biostat acetato

● Agitación manual de 10 segundos al día 

Condiciones  de estrés

Fotografía tomada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2019.

-Toma de muestras por 
triplicado
-Curva de crecimiento 
(cel/ml vs Tiempo)
-Modelo logístico
-ANOVA (95%) 
-Tukey (95%)



FASE 2
Cambio Morfológico

-Evaluación de cambio morfológico: Se determinó color, 
tamaño, viabilidad y morfología celular.

Se tomaron muestras por triplicado.

FASE 3
Determinación de Astaxantina y Clorofila 

-Procedimiento APHA 1992 (50). 
-Para la cuantificación se realizó curva de 
calibración con patrones de referencia. 
-Lectura espectrofotométrica 667 nm para 
clorofila y 477 nm para astaxantina.
-Determinación de astaxantina por HPLC

Fotografía tomada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2019.



Condiciones HPLC

Condiciones cromatográficas (51).

Cromatógrafo Agilent® Technologies 
1260 Infinity. Tomada de:

https://grupobiomaster.com/1260-2/



6. Resultados 
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-CONTROL 
-BIOSTAT: 

0,375 mg/L de 
acetato de Na.

-ACETATO: 
0,750 mg/L de 
acetato de Na.

3,007 
x10^8

1,893 
x10^8

ANOVA (95%) (F=3,55; P= 0,015;gl=5)

Gráficos y tabla elaborados por las autoras Jeimy 
Ubaque y Laura Torres, 2020

Niño C., et al (2017)

Tocquin, P., et al. (2012)

Modelo Logístico

Irradiancia 360 luxes día 
15.



Test de tukey (95%)

Resultados prueba Tukey, para crecimiento celular/ml vs tiempo. Elaborado por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 
2020.
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Cambio morfológico visto en aumento 40x. Fotografías tomadas por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2019.
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(2018)

Zhang, C. et 
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Liu Yu, et al. 
(2019)

Zhang, L
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-CONTROL
-BIOSTAT: 0,375 mg/L 

de acetato de Na.
-ACETATO: 0,750 

mg/L de acetato de 
Na.

6,088

ANOVA (95%) (F= 1,38 ; P=0,29; gl=5

Gráfica elaborada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Niño C., et al (2017)

García L (2018)

Rodríguez, L (2013) Zhang, C. et al (2018)

Liu Yu, et al. (2019)

Zhang, L (2017)



Corrido de la muestra correspondiente al 
medio BBM biostat con adición de 

acetato de sodio al 0,750 mg/L 
combinada con una irradiancia de 360 
luxes, tomada en el día 35 del cultivo.

Cromatograma de muestra con acetato de sodio 0,750 mg/L combinada con 
irradiancia de 360 luxes día 35 de cultivo. (51)

 Cromatograma de estándar de astaxantina (51)
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-CONTROL
-BIOSTAT: 

0,375 mg/L de 
acetato de Na.

-ACETATO: 
0,750 mg/L de 
acetato de Na.

36,251

ANOVA (95%)  (F =1,39 ; P=0,25 ;gl=5)

Gráfica elaborada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Manrique y Marín (2019)
García L (2018)



Tabla resum
en

Tabla  elaborada por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020

Irradiancia 
360 luxes



El tratamiento RM BIOSTAT con adición de 0,375 mg/L de acetato de sodio combinado con  una 
irradiancia de 360 luxes, fue el que presentó:

●  Mayor crecimiento celular de H. pluvialis con un recuento celular de 3.01 x 10^8 cel./mL 
correspondiente al día de cultivo 35, ajustándose a un modelo logístico (96,79%), logrando una 
velocidad de crecimiento de 0,028 células/hora.

● En cuanto a morfología celular, fue el tratamiento con mayores formas enquistadas o 
aplanospora correspondiente al día número 21 de cultivo. 

● Presentó mayor concentración de astaxantina y clorofila, logrando una concentración máxima 
de 6,088 ug/mL y de 36,251 ug/mL respectivamente, correspondientes a los 28 días de cultivo 

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 
con cajas de cultivo celular, como acetato de sodio y alta intensidad de luz. obteniendo 
concentraciones de hasta 6.088 ug/mL.

Conclusiones



Para futuras investigación donde se incluyan:

1. Aplicar diferentes intensidades de luz, con la intención de comparar y establecer la 
irradiancia más óptima para producir astaxantina.

2. Realizar determinación de la expresión de genes durante el cultivo, para ver cómo influyen 
los factores de estrés utilizados en su expresión y en la producción de astaxantina.

3. Seguir utilizando en una primera etapa la biomasa de la microalga H. pluvialis producida en 
el biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros para en una segunda etapa, someterla a factores 
de estrés para producir astaxantina, en cajas de cultivo celular.

Recomendaciones



Presentación en eventos 
Ponencia meritoria, Mejor proyecto 

terminado Biológicas y del Mar
XVIII

Encuentro Regional de Semilleros de 
Investigación realizado en la 

Universidad Nacional
Abierta y a Distancia del 24 al 28 de 

agosto de 2020
Nota: 100

XXIII Encuentro nacional de 
semilleros de investigación- 

fundación REDCOLSI
(24 al 27 de noviembre del 2020, 

modalidad virtual).
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