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1. Introduccion

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 - 0
° crecimiento lento, baja concentracién celular y alta SV
susceptibilidad a dafios hidrodinamicos, y sobre todo, su

complejo ciclo de vida. Aumento 40x. Fotografias tomadas por las
) autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2020.

° Lo anterior motiva los estudios para encontrar las
° condiciones 6ptimas para obtener mayores cantidades de
.» c biomasa, como el uso de biorreactores controlados y el
posterior uso de su biomasa para producir la astaxantina
empleando factores de estrés como estrés luminico y
salino.

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



Determinar la produccién de astaxantina usando como factores de estrés, acetato de

2. OBJETIVO GENERAL

sodio y alta intensidad de luz, utilizando la biomasa obtenida de Haematococcus pluvialis
en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 Litros

A

Establecer el crecimiento
de la microalga H. pluvialis,
bajo las condiciones
propuestas, en los
medios de cultivo RM y
BBM.

Objetivos especificos

&

Determinar los cambios
morfoldgicos de la
microalga H.pluvialis al ser
sometida a los factores de
estrés acetato de sodioy
alta intensidad de luz
durante su cultivo

Cuantificar la produccion de
astaxantina y clorofila
durante el tiempo de cultivo,
bajo los factores

de estrés acetato de sodjo ye

alta intensidad de luz.



Tocquin, P, et al.

-Sistema de 2 etapas

Ramirez, D.

-Biorreactor airlift

3. Antecedentes

-Medios BBM, RM, OHM

Nifio C, et al.

Garcia, L.

-Biorreactor Tec-Fem

Zhang, C., et al

-10 mM de acetato de

-Cultivo mixotréfico -Luz, NaCl —Condicione's: PloH 1 2 2 b
Densidad . 2x10%6 _Astaxantina: 59,2 —Rctc?. celular: 7.55x 10 -Medio RM -4,8 mg/L. de
ug/mL células/ml. en RM -Acetato de Nay Luz. astaxantina.

cel/ml

He B et al

.Expresion de genes
segun factores de estrés
-Estrés luminico y estres
salino aumenta la ruta de

biosintesis de
astaxantina

-8,3 ug/ml Astaxantina.

Rodriguez, L.

.Medio RM
-Condiciones Luz,
acetato de Na 1,6 g/L
-7,3 ug/ml de Astaxantina

Manrique y Marin

-Biorreactor BIOSTAT A
PLUS 5 L.
-Medios RM y BBM -
utilizando luces LEDs
-3,1 ug/ml de Astaxantina
en RM.

-2,530 ug/ml de
Astaxantina

Liu Yu, et al.

-Sistema de 2 etapas, cultivo y

estrés
-Agua residual y medio BBM ¢
-Luz y acetato de Na e ° *
-67,95 1 3,93 mg/L de ' K
Astaxantina. °



4. Marco teodrico

Haematococcus pluvialis

>
-

Alga verde de agua dulce.
Productora de astaxantina;
poderoso antioxidante,
colorante y compuesto
bioactivo, util en diferentes
industrias.

En su ciclo de vida se
distinguen cuatro tipos de
morfologias celulares:
macrozooide, palmella,
aplanospora y microzooide.
Caracteristicas
metabdlicas: nutricion
fotoautotrofa, mixotroéficay
heterotrofa. (41)

Taxonomia
Dominio: Eukaryota
Reino: Viridiplantae
Filo: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlamydomonadales
Familia: Haematococcaceae
Género: Haematococcus
Especie: H. pluvialis

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

@@@

Aumento 40x. Fotografias tomadas

Ubaquey Laura Torres, 2020.
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Clorofila o

@ ") N

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 fotosintesis y por ende el metabolismo de la
alga. (34)




Astaxantina
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Via biosintética de carotenoides de astaxantina en H. pluvialis (33)



Condiciones de estres

Luminico

El exceso de radiacion puede causar
dafio en los cromatéforos
aumentando la produccién de
carotenoides. (38)

Nitrégeno

Su disminucién en el cultivo es
un factor que inhibe la
biosintesis de clorofila Ay
promueve la degradacion de
la clorofila B. (39)

Acetato de sodio

En algunas ocasiones restringen el crecimiento
celular, debido al cambio osmaético del medioy
de la microalga, produciendo estrés,
manifestandose como la produccion de
astaxantina

Fosforo co,

Para un correcto desarrollo
del cultivo de H. pluvialis, es
necesario tener en cuenta la
disponibilidad de CO,
La ausencia de este, generaria
un ambiente hostil. (36)

La falta en el medio puede
generar cambios en la
composicion de la célula,
aumentando la produccion de
lipidos o carbohidratos. (37)



\\
Biorreactor BIOSTAT A PLUS de 5 litros

e Sistema de aireacién sencilloy
automatico para aire, 02, CO2y N2
e Vidrio borosilicato.
e Antiespumante.
e Forma tubular.
e Sistema de agitacién integrado.
e SensoresdeT°,pHYOD,enla
parte superior.
e Conectado a un computador.
e Sistema cerrado.
o ¢
Biorreactor biostat A plus de 5 L, medio RM (A) y BBM (B). . : o
(24) : o © .
° o LTV o
° °® k
¢ o s ° o ®



5. Diseno
metodologico
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FASE 1

Crecimiento de la microalga
H. pluvialis

Obtencion de la biomasa

e BIOSTATAPLUSde5L enlos medios de
cultivo BBM y RM,

Condiciones manejadas:

e pH6.8
e Fotoperiodo de 18 horas de luzy 6 horas de
oscuridad

e Temperaturadea20+1°C,

® |luminacién con lamparas fluorescentes blancas
y LEDS color blanca, azul y roja

e Intensidad luminica de 270 luxes

e Airefiltradoy agitacién 100 rpm.

e

Inocularon (1 x 1074 células/mL) en cajas de cultw y
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) ‘S
BBM ( control)

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

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



Condiciones del cultivo

pHa6.8

Fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de
oscuridad

Temperatura de a 20 +1° C

lluminacién con lamparas fluorescentes
blancas

Intensidad luminica de 65 luxes
Agitacion manual de 10 segundos al dia

Condiciones de estrés o o
Fotoperiodo de 20 horas luzy 4 de oscuridad ~ * ¢
lluminacién con LEDs color blanco oo
Intensidad luminica de 360 luxes >

Adicion de acetato de sodio
o 0,375 mg/L para los medios BBM
biostat y RM biostat
o 0,750 mg/L para los medios BBM
biostat acetato y RM biostat acetato
Agitacion manual de 10 segundos al dia

- -Toma de muestras por
- triplicado

- -Curva de crecimiento

- (cel/ml vs Tiempo)

- -Modelo logistico

- ~ANOVA (95%)

- -Tukey (95%)



-Procedimiento APHA 1992 (50). = é i N
-Para la cuantificacién se realizb curvade = o |, ® .«

-Evaluacion de cambio morfolégico: Se determiné color,  5jibracién con patrones de referencia. . v,
tamafio, viabilidad y morfologia celular. -Lectura espectrofotométrica 667 nm para e ”

eslomarcmec S poRtyiplicade, clorofilay 477 nm para astaxantina.

-Determinacién de astaxantina por HPLC

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



Condiciones HPLC

Columna ZORBAX 5 um C18 (4.6 x 100mm)

Fase movil metanol:agua:hexano
(95:4:1 viv)
Flujo 1mL/min
Temperatura 30°C
Volumen de 10 pL
Inyeccion
Espectro de 488 nm
absorcion
Tiempo de corrida 39 min

Condiciones cromatograficas (51).

i

| A

Cromatégrafo Agilent® Technologies

1260 Infinity. Tomada de: °
L]
https://grupobiomaster.com/1260-2/ ’ »
° ([ ]
° °®
= [ ]
* .
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iento de la microalga H. pluvial

crecim

~FASE 1

4,00,E+08

3,50,E+08

3,00,E+08

2,50,E+08

2,00,E+08

DENSIDAD CELULAR
(Cel/ml)

1,50,E+08

1,00,E+08

5,00,E+07

0,00,E+00

I

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

acetato de Na.

-ACETATO:
0,750 mg/L de

acetato de Na.

E

.
14 21

Tiempo (Dias)

6. Resultados

CURVA DE CRECIMIENTO (MEDIOS RM Y TRATAMIENTOS)

3,007
x1078

o RMcontrol

} ® RM biosta

¢ RMAceao

CURVA DE CRECIMIENTO (MEDIOS BBM Y TRATAMIENTOS)

2,50,E+08

2,00,E+08

1,50,E+08

1,00,E+08

DENSIDAD CELULAR
(Cel/ml)

5,00,E+07

0,00,E+00 i
0

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

MEDIO DE N° DATOS DATO DATO VEL. DE COEFICIENTE DE
CuULTIVO MINIMO MAXIMO | CRECIMIENTO |DETERMINACION
RM 6 - S5 0,028 96,40%
RM
BIOSTAT 6 T4 8 0,028 96,79%
ACETATO
RM
ACETATO 6 8 0,016 54,89%
BBM 6 6 0,027 93,51%
BBM
BIOSTAT 6 7 8 0,024 85,43%
ACETATO
BBM
ACETATO 6 4 8 0,017 59,99%

o
®
[ J
[ 1)

a - Y
1,893
x10°A8

o
BBM control
» BBM Biostat
® BBM Acetato
21 28 35

Tiempo (Dias)

Modelo Logistico

Irradiancia 360 luxes dia
15.

Nifo C., et al (2017)
Tocquin, P, et al. (2012)

Graficos y tabla elaborados por las autoras Jeimy
Ubaque y Laura Torres, 2020
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Test de tukey (95%
diferencia P | B PA C CB CA
P -130489387 |-84739386,67 |-144113,333 |-111400720  |-77860720
PB 45750000  |130345273 [19088666,67 |52628666,67
PA 84595273,3 |-26661333,33 |6878666,667
C -111256606,7 |-77716606,67
cB 33540000
CA

COMBINACIONES
RM P
BIOSTAT B
ACETATO A
BBM C

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

E

2020.



®
Dias RM RM RM + BBM BBM BBM +
BIOSTAT | ACETATO BIOSTAT | ACETATO
ACETATO ACETATO
7
14 "-
) =
28
) F

Cambio morfolégico visto en aumento 40x. Fotografias tomadas por las autoras Jeimy Ubaque y Laura Torres, 2019.

Zhang, C. et
al (2018)

Liu Yu, et al.

(2019)

Zhang, L
(2017)

Garcia L
(2018)
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“FASE 3

de clorofila y astaxantina

on

determinaci

CONCENTRACION ASTAXANTINA VS TIEMPO

7,000 o
[ J
6,088 oo
oo ® e o
6,000 °
‘ ®
[ . . - .
— 5,000
E [ J ) i
S~ °
ob °
p=
€ 4000
fg -CONTROL
® S eme? -BIOSTAT: 0,375 mg/L
€ 3,000 . de acetato de Na.
8 L -ACETATO: 0,750
- o’ mg/L de acetato de
O 2000 Na.
1,000
0,000 I anTT TRATIE TR Lt s s e SO Wl T i e e e o
0 7 14 21 28 35

Tiempo (Dias)

® “RM «=@==RM BIOSTAT ® RMACETATO -~ @ ~BBM «+.@+-BBM BIOSTAT

=« =« BBM ACETATO

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

Rodriguez, L (2013) Zhang, C. et al (2018)
Garcia L (2018) Liu Yu, et al. (2019)

\R\ Nifio C., et al (2017) Zhang, L (2017) ANOVA (95%) (F= 1,38 ; P=0,29; gl=5



Time: 0.0226004 Miutes - Ampltude: -0.0083074 mAU

08 05
04 0
03 03
2 2
B B
02 02

Cromatograma de estandar de astaxantina (51)

Astaxantina

f

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.

Cromatograma de muestra con acetato de sodio 0,750 mg/L combinada con
irradiancia de 360 luxes dia 35 de cultivo. (51)
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m O 0,000 Wrmerm crm cvvs vovr e . o e g e o e er el e e ol 0,375 mg/L de
w o 0 7 14 21 28 35 acetato de Na.
(7] O Tiempo (Dias) -ACETATO:
E 0,750 mg/L de
® RM «=@==RMBIOSTAT -~ @ RMACETATO —@—BEM «:.@ -+ BBM BIOSTAT BBM ACETATO acetato de Na.

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

nrique y Marin (2019)

Q\Q‘\ Garcia L (2018) ANOVA (95%) (F =1,39 ; P=0,25 ;gl=5)
a



Irradiancia
360 luxes

=

Tratamiento Resultados
crecimient. | velocidad analisis [1de Andlisis [1de Analisis
celular/ de estadistico | astaxantina | estadistico clorofila estadistico
(CelJml/ dia) | crecimiento (ug/ dia) (ng / dia)
RM 2,58 x 10° 0,028 ANOVA 0,116 ANOVA 1,174 ANOVA
35 dias (95%) pg/mL (95%) pg/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 10° 0,028 gi=5) 6,088 gl=5) 36,251 gl=5)
0,375 35 dias pg/mL pg/mL
mg/L 28 dias 28 dias
RM + 1,54 x 10° 0,016 1,815 12.094
0,750 35 dias pg/mL pag/mL
mg/L 28 dias 28 dias
BBM 8,31x10° 0,027 0,584 0,944
35 dias pg/mL pg/mL
21 dias 35 dias
BBM + 1,89 x 10° 0,024 2176 13.971
0,375 35 dias pg/mL 21 pg/mL
mg/L dias 21 dias
BBM + 1,86 x 10° 0,017 3,450 21,136
0,750 35 dias Hg/mL Hg/mL
mg/L 7 dias 7 dias

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

uawnsal ejgeL



/. Conclusiones o °°

El tratamiento RM BIOSTAT con adicion de 0,375 mg/L de acetato de sodio combinado con ‘unal’
irradiancia de 360 luxes, fue el que presento: ‘S

° Mayor crecimiento celular de H. pluvialis con un recuento celular de 3.01 x 1078 cel./mL
correspondiente al dia de cultivo 35, ajustandose a un modelo logistico (96,79%), logrando una
velocidad de crecimiento de 0,028 células/hora.

° En cuanto a morfologia celular, fue el tratamiento con mayores formas enquistadas o
aplanospora correspondiente al dia numero 21 de cultivo.

° Present6 mayor concentracion de astaxantina y clorofila, logrando una concentracion maxima
de 6,088 ug/mL y de 36,251 ug/mL respectivamente, correspondientes a los 28 dias 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
(C&chntraciones de hasta 6.088 ug/mL.

O\

NIRRT 2




8. Recomendaciones . °°

Para futuras investigaciéon donde se incluyan:

1. Aplicar diferentes intensidades de luz, con la intencién de comparar y establecer la
irradiancia mas optima para producir astaxantina.

2. Realizar determinacion de la expresion de genes durante el cultivo, para ver como influyen
los factores de estrés utilizados en su expresion y en la produccion 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.

e
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