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EFECTO DEL ESTRES PRODUCIDO POR LA VARIACION DEL COLOR DE
LUZ Y LA DEFICIENCIA DE NITROGENO, SOBRE LA EXPRESION DE
GENES Y PRODUCCION DE ASTAXANTINA EN Haematococcus pluvialis

RESUMEN

La astaxantina es un caroteno secundario que sirve como base en la
acuicultura, ornitologia, en la industria farmacéutica, como antioxidante y foto
protector; este pigmento es producido por diversas microalgas como el
Haematococcus pluvialis, que es un alga verde de agua dulce. El objetivo del
proyecto fue aumentar la produccion del pigmento de forma natural. Se expuso
la microalga al primer tratamiento con variacion del color de luz y un segundo
tratamiento con variacién del color de luz y nitrogeno al 4.0%, cada fase se
desarroll6 en un periodo de 30 dias, de los cuales 15 dias fueron de
crecimiento y 15 dias de estrés (luz roja, luz azul) ; se llevd a cabo en los
medios RM y BBM, los muestreos se realizaron cada tercer dia para
cuantificacion de clorofila y astaxantina, observar morfologia y posteriormente
realizar analisis moleculares para evidenciar expresion de genes involucrados

en la ruta biosintética de astaxantina.

En la determinacion de expresion de genes se obtuvo un 87,5 % el gen fitoeno

sintasa (PSY) y en un 62,5% el gen B-caroteno Hidroxilasa (CHY) presente en



el total de las muestras analizadas, se concluy6 que el tratamiento 6ptimo para
la produccion del pigmento fue nitrégeno al 4.0% con variacion del color de luz
roja en el medio BBM ya que alcanz6 una produccion de 7.24 x10-5 pg/cel. de

astaxantina.
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INTRODUCCION

El H. pluvialis es una microalga verde de agua dulce, unicelular, de la familia
de las Haematococcaceae, tiene una forma elipsoide, biflagelada y maovil en su
estado vegetativo; Esta microalga posee 3 morfologias caracteristicas, estas
son Vegetativa (verde con presencia de flagelos), Palmella (verde, esférica sin
flagelos) y Aplandspora (roja, esférica sin flagelos), esta ultima cumple la
funcion de estructura de resistencia a las condiciones de estrés que se
presenten en el medio 1. Algunos de los factores que favorecen la produccion
del pigmento son la deficiencia de nutrientes como nitrdgeno, cambios de
temperatura y exposicién a variacion de luz entre otros 2

En la actualidad, las microalgas han adquirido gran importancia, debido a los
multiples usos y aplicaciones en los diferentes campos de la investigacién 2
,esta especie de microalga es de interés biotecnoldgico, gracias a la capacidad
de producir carotenoides, estos pueden actuar como pigmentos para la
absorcion de la luz y desempefian un papel foto protector esencial al apagar las
moléculas de clorofila en estado de triplete y eliminar el oxigeno téxico 2, otro
carotenoide producido es la astaxantina, esta constituye la parte principal de
los carotenoides secundarios y se acumula principalmente en forma
esterificada en las vesiculas lipidicas extraplastidicas 2 ,como forma de
proteccion del sistema fotosintético frente a condiciones ambientales y
nutricionales desfavorables. Este caroteno secundario es usado en el ambito
industrial como colorante y aditivo en alimentos para pigmentacién animal &, a

nivel farmacéutico presenta beneficios antioxidantes, antiinflamatorios, anti



cancerigeno y foto protector, en donde se han observado resultados frente a
enfermedades renales, cardiovasculares y fortalecimiento de la respuesta

inmune del organismo <

El trabajo de investigacibn buscdé aumentar la produccion natural de
astaxantina en un cultivo de H. pluvialis en los medios RM y Bold basal médium
(BBM) los cuales se seleccionaron con base en el estudio realizado por el
grupo de Biotecnologia y bioprocesos “Evaluacion de las condiciones de
crecimiento celular y factores de estrés para la produccion de astaxantina a
partir de Haematococcus pluvialis” en el que se determind la efectividad del
crecimiento celular y la produccion de astaxantina; ademas se usaron como
factores de estrés, diferentes tipos de luz (azul y roja), se modifico la
concentracion de nitrogeno; se utilizo Nitrogeno al 4.0%, con base en el
estudio “Efecto de estrés producido por la deficiencia de nitrégeno sobre el
crecimiento y produccion de astaxantina y la expresion de genes relacionados
con la misma en cultivo de Haematococcus pluvialis” en el que se demostré
que al disminuir la concentracion de nitrdgeno hasta éste nivel se

logra aumentar la produccion de astaxantina.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés combinado producido por la variacién en el color
de luz y Nitrégeno al 4.0% sobre la expresion de genes y la produccion de

astaxantina en H. pluvialis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Establecer la relacién entre el efecto del estrés producido por la
variacion de color de luz y la concentracion final de astaxantina en H.
pluvialis.

° Establecer la relacién entre el efecto del estrés producido por la
variacion de color de luz y concentracién de Nitrogeno de 4.0%, en la
concentracion final de astaxantina en H. pluvialis.

° Establecer el efecto de estrés producido por el cambio del color de
luz y la deficiencia de Nitrdgeno sobre la expresion de los genes de

la ruta metabdlica de la astaxantina.



1. ANTECEDENTES

H. pluvialis es una microalga unicelular que tiene una pared celular compuesta
por celulosa, posee dos flagelos apicales que penetran la pared celular, esta es
capaz de producir diferentes carotenoides como la astaxantina y clorofila a y b;
H. pluvialis es la mejor fuente de astaxantina natural conocida como "el rey de
8.

los antioxidantes" La astaxantina tiene como funcion la proteccion del

° producido en la

microorganismo en diferentes condiciones de estrés
microalga se observa en el cambio morfolégico de ésta, desde un estado
vegetativo verde en el que se da el crecimiento, hasta un estado rojo de alta
acumulacion de astaxantina, que se genera por la falta de nutrientes

esenciales, cambios de la irradiacién, la salinidad del medio y las altas

temperaturas, entre otros !

Esta microalga es uno de las mejores productoras del carotenoide rojo, ya que
cuenta con la capacidad de acumular mas del 3.0% del pigmento; uno de los
efectos mas importantes de los carotenoides, es que cuentan con una alta
afinidad secuestradora de radicales toxicos de oxigeno, los cuales resultan
principalmente de la peroxidacion de lipidos y del gasto respiratorio de los
fagocitos, esta propiedad hace que la astaxantina reciba el nombre de “super
vitamina” 1° 11, La astaxantina es un pigmento que se produce de forma natural
en H. pluvialis, y se encuentra en la naturaleza en plantas y a nivel microbiano
12 cabe resaltar sus multiples aplicaciones e importancia para diversos

sectores entre ellos, ornitologia, acuicultura, industria nutracéutica, cosmética,

alimentaria, desempefiando funciones en la fisiologia y salud de diferentes



especies, ademas de ello brinda propiedades antioxidantes siendo 550 veces
mas potente que la vitamina E, y 11 veces mas que el 3- caroteno, cuenta con
propiedades anti cancerigenas, anti inflamatorias, foto protector de los rayos

1314 Se han realizado estudios los

UV retardando el eritema y la inflamacion
cuales evidencian el uso de la astaxantina como antidiabético, disminuyendo el
riesgo de enfermedades cardiovasculares, como protector renal previniendo la
nefropatia diabética, fortalece el sistema inmune, reduce el peso del higado,

15
|

los triglicéridos en plasma y el colesterol tota , degeneracion macular y

16 17 18

manejo del cancer y como posible agente preventivo de la tlcera *°

En cuanto a la extraccion y cuantificacion de la astaxantina producida por H.
pluvialis se han investigado diferentes procesos entre los que se encuentran:
Extraccidén con solvente, es una técnica en la que se utiliza el éter de petroleo y
una pequefia porcion de muestra que posteriormente se centrifuga, el
sobrenadante se lleva a recuperacién para obtener el extracto * . La extraccion
con enzimas liticas; el procedimiento se realiza con acetona por 24 horas para
extraer la clorofila, posteriormente se usa una serie de enzimas liticas
comerciales, se centrifuga y se lava con agua, de esta manera se obtiene
astaxantina que luego se cuantifica por medio de espectrofotometria * La
extraccion por Soxhlet, es una técnica que utiliza la acetona como solvente
durante 6 horas para lograr una condensacion del pigmento; en la actualidad se
busca el uso de tecnologias modernas que permitan una mayor obtencion de
astaxantina, asi como factores de estrés que permitan mayor produccion de la

misma, por parte de H. pluvialis.



En afios anteriores R. Sarada. (2002) analizaron la influencia del estrés sobre
H. pluvialis bajo diferentes concentraciones de NaCl, ademas de la observacion
de la cantidad del carotenoide acumulado donde analizaron que los cultivos
mas frescos eran capaces de almacenar mayor cantidad de astaxantina; asi
mismo, los cultivos fueron colocados en nitrato de calcio como fuente de
nitrégeno donde mostraron un contenido de astaxantina mayor comparado con
otras fuentes de nitrégeno ** Daniel R. 2002 analizé en 5 medios de cultivo de
H. pluvialis los cuales fueron sometidos a cantidades de NaCl superior al
0,0025% donde logré concluir que aumentaba la produccion de astaxantina a
medida que las concentraciones de NaCl (0.5, 0,25, 1.0, 2.0%), aumentaban en

los diferentes medios de cultivo

Katsuda et al. (2004) estudiaron el efecto de diferentes longitudes de onda,
(625, 525, 470, 410, 380 nm) a diferentes intensidades de luz sobre el
crecimiento celular y la acumulacion de astaxantina en cultivo de H. pluvialis,
utilizaron lamparas de LEDs, los resultados obtenidos demostraron que utilizar
luz roja (625 nm) en el cultivo permitié aumentar la densidad celular, mientras
que la luz azul (380-470 nm) indujo un cambio morfologico en la célula y mejord

la acumulacion de astaxantina %°

Dominguez A. (2004) realiz6 la determinacion de factores de estrés que
permitieran generar una mayor de produccién de carotenoides, tuvo en cuenta

factores de estrés como la cantidad de nitrogeno, fosforo, concentracion de



NaCl y algunos factores ambientales como cambios de temperatura, irradianza
y aireacién; se obtuvo como resultados una mayor cantidad de astaxantina con
los factores de estrés de nitrégeno, NaCl e irradianza y un total de 3.5 x10°

células / mL en medio BBM

Lavabo Pour et al. (2005) en su estudio evalué el efecto del método de
alimentacion (fed - batch) e iluminacion con luz azul (LEDs) en la produccion de
astaxantina en cultivo de H. pluvialis, con ello se pudo analizar, que la adicién
de nutrientes por el método fed-batch mantuvo la actividad fisiolégica de las
células, y el cambio de luz de roja a azul aceler6 la acumulacién de
astaxantina; por otra parte, los pH superiores a 9.5 suprimen la sintesis de
carotenoides; asi mismo, compararon el resultado con un estudio realizado
previamente donde se utilizd el método de reemplazo de medio y el
rendimiento obtenido es superior al reportado, por lo que se concluy6 que el
método de alimentacién fed-batch, luz azul y no ajuste de pH son parametros

efectivos para la produccion de astaxantina en foto biorreactores

Morales H. (2013) en su estudio usaron foto biorreactores de doble regién, con
el objetivo de simplificar el proceso de produccidon de astaxantina a partir de H.
pluvialis en dos etapas de acuerdo con el disefio experimental, las condiciones
de estrés fueron intensidad alta de luz y deficiencia de nitrégeno, se observo
que la maxima acumulacion de astaxantina fue de 357 mg/mL en la region

exterior del foto biorreactor, y la concentracion celular en la regién interior fue



de 4.0 x 10 ° cel./mL, los resultados demostraron que el disefio del foto
biorreactor de doble region estimulo la produccion total de astaxantina en un
porcentaje de 5.79% con base al peso seco de la microalga. El estudio indico
que el foto biorreactor de doble region, junto con los factores de estrés como
altas intensidades de luz y deficiencia de nitrégeno, poseen buen potencial
para la produccion comercial de astaxantina por H. pluvialis, alcanzando una

lata densidad celular y concentracion de astaxantina®

Vidhyavathi R. (2008) realizé su investigacion sobre el efecto del estrés con
alta intensidad de luz, como resultado se obtuvo un aumento en la produccion
en general de carotenoides, también buscé la relacion con la expresion de
genes carotenogicos licopeno B-ciclasa (LCY) B-caroteno Hidroxilasa (CHY),
fitoeno desaturasa (PDS), B-caroteno ketolasa (BKT) y fitoeno sintetasa (PSY)
en H. pluvialis relacionando el cambio de la irradianza con el aumento de la
produccion de astaxantina y clorofila, las transcripciones de los genes PSY,
PDS, LCY, BKT y CHY se detectaron en todas las etapas de induccion de
estrés, la alta intensidad de luz indujo la expresion de genes biosintéticos de

astaxantina, BKT y CHY en mayor cantidad #*

Imamoglu E, (2009) en su investigacion estudiaron el efecto de diferentes
factores de estrés por déficit nutricionales en medio de cultivo RM durante 14
dias; usé medio RM (libre de N), medio RM (libre de P), medio RM (libre de N
y P ) y agua destilada con la adicidon continua de CO,, el estrés con luz se dio

mediante iluminacién proporcionada por lamparas fluorescentes de 18W,



colocadas de dos a tres ldmparas, desde cada lado de los matraces para

251y 546 ymol

alcanzar intensidades de luz mas altas (445 pmol fotones m -
fotones m ?s ™), en el estudio se concluyé que el agua destilada con la adicién
de CO, generd una rgpida acumulacion de astaxantina, y la intensidad de luz

-2

(546 pmol fotones m ? s ) fueron las condiciones éptimas para la mayor

produccién del pigmento por parte de H. pluvialis

En el estudio de Camacho J et al. (2013) se realizé una revision sobre los
factores de estrés nutritivos, de intensidad luminica, estrés oxidativo y de alta
salinidad, demostré que la actividad de produccién de carotenoides, esta
regulada por factores como pH, intensidad luminica, concentraciones de
nutrientes y presencia de inhibidores de procesos metabdlicos, que afectan la
ruta e sintesis de los diferentes carotenos que el microorganismo es capaz de

producir en condiciones ambientalmente favorables *2

Espinaco B (2016) realiz6 un estudio en el cual us6 una intensidad inicial de
luz (70 pmol fotén.m-2.s), tres tipos de concentracién de Nitrégeno en los
medios de cultivo: una concentracion normal del medio , una al doble y la otra
al triple, se tomé como referencia el medio de concentracion normal (25mg)
y una vez consumida la fuente de nitrégeno de dicho medio, se procedi6 a
iniciar el estrés en todos los cultivos trasladandose a una camara de
crecimiento con alta intensidad de luz (110 umol fotén.m-2.s™); en éste estudio

se llego6 a la conclusién, que la mayor acumulacion de astaxantina se daba en



cultivos sometidos a estrés por luz, cuando la microalga se consumid el
nitrégeno del medio, debido a que las microalgas al carecer de Nitrdgeno
aumentan la sensibilidad de las células al exceso de luz y comienza a sintetizar
el pigmento en forma mas rapida y se acumula en mayor porcentaje, por la
limitacion de éste nutriente favorece el cambio de las membranas fotosintéticas
alterando el funcionamiento de los sistemas que participan en la fotosintesis; ya
que la molécula de astaxantina actla protegiendo a las células frente al dafio

oxidativo generado ante condiciones adversas como altas intensidades de luz

26
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2. MARCO TEORICO
2.1 Haematococcus pluvialis

2.1.1Descripcion

Las algas verdes presentan caracteristicas especiales, que las diferencian de
otras algas, como la composicion de los polisacaridos que producen los cuales
se encuentran en forma de granulos ubicados alrededor del pirenoide, o
dispersos en el estroma del cloroplasto, muchas de éstas viven sumergidas y
pueden encontrar de forma aislada o agrupados en colonias, producen
pigmentos como clorofila, xantofila, luteina y zeaxantina, los cuales son
producidos en los cloroplastos; H. pluvialis es una microalga también conocida
como H. iacustris o Sphaerella iacutris, de color verde, unicelular y su habitat
se encuentra en aguas dulces; taxondémicamente pertenece al Phylum
Chlorophyta, que incluye a todas las algas que contienen pigmentos
fotosintéticos clorofila a y b y en su ciclo bioldégico poseen estadios flagelados
de esporas o gametos; del orden Volvocales, familia Haematococcaceae,

género Haematococcus y de especie pluvialis 2 ,?%. (Tablal).
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Tabla 1.Clasificacién taxondmica H. pluvialis

REINO Viridiplantae
PHYLLIUM Chlorophyta
CLASE Chorophyeae
ORDEN Volvocales
FAMILIA Haematococcaceae
GENERO Haematococcus
ESPECIE Pluvialis

Fuente: Martinez. A. Evaluacion del crecimiento celular y de los pigmentos obtenidos de la
microalga Haematococcus pluvialis (CHLOROPYTA: VOLVOCABLES) cultivada en diferentes
medios. (Tesis). México: Instituto politécnico nacional; 2010 2

2.1.2 Morfologia, estructuray fisiologia

La microalga tiene una forma elipsoide, biflagelada y movil en su estado
vegetativo. Posee 3 morfologias caracteristicas como respuesta a los
estimulos del medio, estas son vegetativa (verde con presencia de flagelos),
palmella (verde, esférica sin flagelos) y aplandspora (roja, esférica sin flagelos),
esta tiene como funcion ser una estructura de resistencia a las condiciones de
estrés que se presenten en el medio; en este estadio es donde se produce la
astaxantina como respuesta a factores de estrés ' La microalga es capaz de
revertir el proceso retornando a la configuracién vegetativa convirtiéndose
estas caracteristicas en ciclicas Figura 1 . H. pluvialis, forma quistes que
acumulan grandes cantidades de astaxantina en su citoplasma, los cuales
generan una coloracion rojiza de la célula, por lo tanto, las células comienzan a

acumular masivamente astaxantina, notandose inicialmente la deposicion del

12



pigmento alrededor del nucleo, y continuando radialmente hasta que todo el

protoplasto en de color rojo®

Célula vegetativa

Estado IV 6 Estado |
Crecimiento celular vegetativo |

Quiste
Maduro

Estado Il Estado Il

Maduracion @ I Enquistamiento |

Quiste Inmaduro

Figura 1 ciclo de vida H. pluvialis Fuente http:/www.astaxanthin.pe/produccion’

2.1.3 Composicion quimica

La composicion general de esta microalga (Tabla 2) consiste sustancias de alto
valor biologico, tales como acidos grasos poliinsaturados, proteinas,
antioxidantes, vitaminas y minerales. Por otro lado, recientes estudios indican
gue las microalgas podrian ser usadas para producir biodiesel e hidrégeno, Por
29

un lado, contienen pigmentos Utiles tales como clorofilas y carotenoides.

Tabla 2 Compuestos comunes de H. pluvialis.

COMPUESTOS MINIMO MAXIMO
PROTEINAS (%) 17.30 27.16
CARBOHIDRATOS (%) 36.9 40.0
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GRASAS (%) 7.14 21.22
HIERRO (%) 0,.14 1.0
HUMEDAD (%) 3.0 9.0
MAGNESIO (%) 0.85 1.4
CALCIO (%) 0.93 3.3
BIOTINA (mg/Ib) 0.108 0.665
ACIDO FOLICO (mg/100 g) 0.936 1.48
NIACINA (mg/lb) 20.2 35.2
ACIDO PANTOTENICO 2.80 10.57
VITAMINA B1 (mg/Ib) <0.050 4.81
VITAMINA B2 (mg/Ib) 5.17 9.36
VITAMINA B6 (mg/Ib) 0.659 45
VITAMINA B12 (mg/Ib) 0.381 0.912
VITAMINA BC (mg/lb) 6.42 82.7
VITAMINA BE (1U/lb) 58.4 333
CENIZAS (%) 11.07 24.47

Fuente: Dominguez, Guerrero, |. Martinez, F. Tomasini, A. Influence of environmental and
nutritional factors in the production of astaxanthin from Haematococcus pluvialis. Bioresource
Technology. 2004: 92. 209-214 #

2.1.4 Distribucioén

H. pluvialis ha sido encontrada inicialmente en Europa, Africa y Norteamérica,
donde ha podido ser aislada a partir de cortezas secas de piedras, acantilados,
en los musgos de los estanques y en cuerpos de agua temporales y no
temporales; la presencia de esta microalga en estos ambientes se debe a que

en ellos pueden presentarse condiciones extremas de luz, concentraciones de
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sal y temperatura, en los cuales esta puede sobrevivir debido a su capacidad
de enquistarse de forma rapida, ya que mediante su morfologia de quistes
secos esta microalga pudo distribuirse por medio del viento a muchos

ambientes 2

2.1.5 Aplicaciones

La microalga H pluvialis, es un microorganismo que tiene una gran cantidad de
astaxantina, es el porcentaje mas alto en comparacion a bacterias, hongos u
otras microalgas; los beneficios antioxidantes de este compuesto, han sido de
gran interés para su produccion y su comercializacion, para el consumo
humano en forma de ingrediente en suplementos dietéticos, a nivel de la
acuicultura se ha demostrado un gran interés, debido a su uso como colorante

rojizo en la carne de salmén cultivado *

2.2 Medios de Cultivo

La microalga H. pluvialis presenta un grave problema de cultivo debido a la
diminucion del indice de crecimiento en éstos, por esta razén se ha buscado un
medio 6ptimo entre produccién de biomasa y produccion de pigmentos, como

clorofila y astaxantina principalmente.

En la Ultima década se ha logrado avanzar en la utilizacion de medios para el
cultivo de microalga y la producciéon de los pigmentos; entre los que estan:

BBM, RM, M1, F1, HONG KONG, OHM, BRISTOL suplementado entre otros ’.

Los medios de cultivo utilizados para este estudio fueron el BBM y RM, que

fueron elegidos con base en el estudio del grupo de Biotecnologia y
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bioprocesos “Evaluacion de las condiciones de crecimiento celular y factores de
estrés para la produccién de astaxantina a partir de Haematococcus pluvialis”
en el que se determiné como Optimos éstos medios de cultivo ya que en éstos
la microalga presenté mayor efectividad del crecimiento celular y produccion de

astaxantina.®

2.2.1 BBM - nitrégeno al 4.0%, factor de estrés luminico (luz rojay azul)

El BBM es un medio para el cultivo de microalgas como H. pluvialis, se han
obtenido buenos resultados en la tasa de crecimiento de este microorganismo,
debido a la composiciébn de macronutrientes y micronutrientes como fosforo,
nitrégeno, magnesio, cobalto, cloro, hierro entre otras sales; ademas con
vitaminas como la tiamina y la biotina *°. Para generar estrés a la microalga, se
adecuo el medio BBM con una concentracion de nitrogeno del 4.0% y variacion
de color con la utilizacion de luz, azul y roja como factor adicional de estrés y

luz blanca como control negativo.
2.2.2 RM - nitrégeno al 4.0%, factor de estrés luminico (luz rojay azul)

El RM es un medio de cultivo éptimo para el cultivo de la microalga ya que se
ha observado una mayor tasa de crecimiento en menor tiempo (en
aproximadamente 10 dias) en comparacioén con otros medios de cultivo como
el BBM, OHM, M1, F1, HONG KONG etc *°; éste medio de cultivo no posee
ningun suplemento, y es muy utilizado en la produccion de H. pluvialis debido
a su bajo costo, como factor de estrés adicional se modificé la concentracion de
nitrogeno ajustandola a 4.0% y variacion del color de la luz con la utilizacién de

luz roja y azul como factor de estrés adicional y luz blanca como control .
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2.3 Factores de estrés en H. pluvialis.
2.3.1 Factores ambientales de estrés

El H. pluvialis durante la fase de crecimiento presenta una morfologia
vegetativa verde en la cual se incrementa el nUmero de células, durante la fase
de estrés se generan células con quistes rojos que se forman por la que
acumulacion de astaxantina, que se sintetiza en condiciones ambientales que
provocan estrés, como la temperatura alta, deficiencia de nutrientes (nitrato,
magnesio, sulfato y fosfato), alta intensidad de luz, alta salinidad y estrés

oxidativo 22,

Estudios realizados con la microalga sugieren, que el principal factor inductor
de la sintesis de astaxantina podria ser el estrés oxidativo en comparacion con
la luz, ya que se ha demostrado que la adicion de sustancias generadoras de
radicales libres y especies de oxigeno activas a los medios de cultivo potencian

la formacion de astaxantina °.

En la actualidad, se han utilizado potenciadores de la acumulacion de
astaxantina mediante factores de estrés como la limitacion de nitrégeno y altas
intensidades luminosas, como principales factores de estrés con los cuales se
han visto resultados favorables lo que conlleva a deducir, que el fitoplancton
parece ser mas sensible al exceso de luz visible bajo condiciones de limitacién
de nutrientes, ya que bajas reservas celulares de nitrégeno reducen la tasa de
renovacion de la proteina Qb (quinona aceptora de electrones del PS Il) lo que

incrementa la susceptibilidad de la foto inhibicién celular © .
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2.3.2 Laluz como forma de produccion de Astaxantina.

La luz es uno de los factores de estrés mas eficaces, ya que por estudios

2.S—|) el

realizados se ha demostrado que a una intensidad de luz de (85 mmol.m-
contenido de astaxantina en células y el crecimiento logaritmico permanece
casi constante, mientras que en cultivos expuestos a intensidades de luz (170
mmol.m-z.s-I) la astaxantina se acumula masivamente en la micro alga, con lo
que se concluye que la intensidad de luz y la iluminacién continua, es mas

efectiva en la biosintesis de carotenoides.? Cifuentes (2003) argumenté que la

luz es el mejor factor inductivo caroteno génico >

Los sistemas de cultivos de microalgas pueden ser iluminados por luz artificial,
luz solar o ambas. Entre los sistemas de cultivo de algas con iluminacion
natural con grandes éareas de iluminacion se encuentran los estanques
abiertos, los llamados platos planos o flat plates, los airlift tubulares o de tipo

serpentin y los de tipo inclinado, entre otros **

2.3.3. Estrés de H. pluvialis con distintos tipos de luz.

En estudios realizados con H. pluvialis en el aumento de la produccion de
astaxantina con factores de estrés, se ha sometido a la microalga a distintas
intensidades de la luz en diferentes longitudes de onda, (625, 525, 470, 410,
380 nm) durante la fase de crecimiento celular y acumulacién de astaxantina, el
ensayo se realizé mediante irradiacion con luz proveniente de lamparas de
LEDs (diodos emisores de luz) de color azul y rojo, los cuales tienen como

caracteristica una emisién espectral estrecha ?* En los resultados obtenidos en
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el estudio de Katsuda et al 2004, demostraron que utilizar luz roja (625 nm) en
el cultivo, permiti6 aumentar la densidad celular, mientras que usar luz azul
(380-470 nm) indujo un cambio morfolégico en la célula y mejord la
acumulacion de astaxantina, mostrando asi una foto taxis preferencial hacia la

6

luz azul El método de cuantificacion del pigmento fue realizado por

cromatografia liquida de alta eficiencia.

2.4 Astaxantina

La astaxantina es considerada el antioxidante del siglo XXI, es un carotenoide
secundario de color rojo producido por diferentes tipos de microalgas como el
H. pluvialis que es la base de la alimentacion de animales marinos como el
salmén, los crustaceos, las langostas y los camarones, que almacenan el
pigmento en la piel y tejido graso lo que les da la tonalidad rojo-rosado de
la carne, este pigmento es utilizado en la industria farmacéutica y alimentaria
por sus propiedades antioxidantes, la capacidad anti inflamatoria, y como
prevencion de enfermedades cardiovasculares y estimulacion del sistema

inmune *,

2.4.1. Quimica de la Astaxantina

La molécula de astaxantina (3,3 -dihidroxi-4,4 -diceto-B, R-caroteno), esta
compuesta por dos carbonos asimétricos estos se encuentran localizados en
las posiciones 3 y 3’ sobre los dos anillos bencénicos al final de la molécula, se
identifica por estar formada de una cadena de once enlaces conjugados,
responsables del intenso color rojo brillante del cromoéforo y presenta un anillo

ciclico en cada extremo de la molécula (Figura2), la presencia de radicales
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oxigenados la caracteriza entre los carotenoides oxicaroteniode o xantofila

12, 35

OH

S TR T TR TS T TR TRy T

HO

Figura 2 Estructura molecular de la Astaxantina.

Fuente: Ramirez D. Evaluacion del crecimiento y produccion de astaxantina por
Haematococcus pluvialis en un fotobiorreactor tipo airlift. (Ing. Quimico), Bogota: Universidad
Nacional de Colombia; 2013: 73-82."

2.4.2 Ruta metabélica de sintesis de la Astaxantina

Para la sintesis de este B-caroteno es importante que ocurra una condensacion
de la molécula geranil-geranil difosfato o comiunmente conocida como GGPP
para formar fitoeno por medio de la fitoeno sintasa (PSY), la cual debe sufrir
una modificacibn por parte de la enzima, formando 4 reacciones de
desaturacion para formar fitoflueno, estas reacciones sirven para alargar las
series conjugadas de doble carbono y formar el cromoforo que da color en los
B-carotenoides; esta reaccidbn se lleva a cabo por las enzimas fitoeno
desaturasa (PDS) y C{-caroteno desaturasa (ZDS) para finalmente ser

convertida en licopeno.

El licopeno sufre una reaccién de ciclacion en primer lugar por el licopeno -
cyclasa realiza la catalizacion biciclica, formando un B-caroteno con dos anillos

gue actla como materia esencial para la produccion de varios carotenoides. La
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conversion de B-caroteno en astaxantina en H. pluvialis se lleva a cabo

mediante dos enzimas, B-caroteno cetolasa y carotenoide hidroxilasa

(Figura 3).

Geranylgeranly
diphosphate

Phytloene PDS

&-carotene

! ZDS

Ly °‘1pe“e LCYB

/ B -carotene \ BKT

i
R ::,OH R :¢
HO
o

/ Zeaxanthin Canthaxanthin

Other e 0/

Xanthophylls BKT R OH
HO”

o
Astaxanthin

Figura 3 Ruta de sintesis de astaxantina en la microalga H. pluvialis

Fuente: Ramirez. M. Evaluacién del crecimiento y produccion de astaxantina por
Haematococcus pluvialis en un fotobiorreactor tipo airlift. (Tesis de grado Magister). Bogota.
Universidad Nacional de Colombia .2013.’

2.4.3 Usos en laindustria de la Astaxantina.

El pigmento carotenoide astaxantina tiene importantes aplicaciones en las

37

industrias nutracéutica °‘, como ingrediente de formulaciones cosméticas,

38 39

médicas y dietéticas , algunos de los usos de la misma se encuentran en

la siguiente tabla 4.

Tabla 4 Principales aplicaciones de la Astaxantina.

Salmon y Trucha Pigmentacion (Dominguez
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Etapas de crecimiento = et.al.,2005; Lawlor &
O’Brien, 1995;

Acuicultura Peces Marinos -Besugo Pigmentacion Lorenz & Cysewski,
Peces Ornamentales Pigmentacion 2000)
Cultivos de Camardn Pigmentacion
Gallinas Color de yema de los
. 3 huevos
Ornitologia (Inboorr, 1998)
Pollos Pigmentacion
Radicales libres Antioxidante (Barros et.al.,2001;
— — Guerin et al., 2008;
Peroxidacion Antioxidante
Mortensen et al.,
Farmacéutica  Salud Humana Anti-cancerigeno 1997; Naguib, 2000;
Pashkow et al; 2008)
Piel, ADN y Retinas Foto-protector

Fuente: Ramirez D. Evaluacion del crecimiento y produccion de astaxantina por
Haematococcus pluvialis en un fotobiorreactor tipo airlift. (Ing. Quimico), Bogota: Universidad
Nacional de Colombia; 2013: 73-82 '

2.5 Medicidon de Astaxantina

2.5.1. Genes que intervienen en la ruta metabdlica para la produccion de

astaxantina en H. pluvialis

Gen PSY: Se encarga de la codificacion de la enzima fitoeno sintasa que
realiza la condensacion de cabeza a cabeza del geranil-geranil difosfato para

formar fitoeno *°.

Gen PDS y ZDS: Codifica para la produccion de las enzimas fitoeno
desaturasa y (-caroteno desaturasa. Su funcidbn es alargar las cadenas
conjugadas para formar carbonos dobles y producir fitoflueno, posteriormente
formar el cromdgeno que le da el color caracteristico de los B-carotenoides

formando licopeno.”
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Gen LCYB: Realiza la expresion del B-licopeno ciclasa que tiene la funcion de
formar una reaccion de ciclacion con el licopeno, realizando una canalizacion
biciclica y formando un B-caroteno con dos anillos que puede dar origen a

distintos compuestos *°

Gen BKT y CHY: Codifican especificamente para la (B-caroteno cetolasa y
carotenoide hidroxilasa, estas se encargan de realizar la fase final para la
produccion de la molécula de astaxantina oxidando el 3-caroteno a echinenone,
posteriormente la enzima (-caroteno cetolasa nuevamente transforma el
echinenone en cantaxantina y por Ultimo la enzima carotenoide hidroxilasa
afade grupos hidroxilo a la molécula de cantaxantina en cada lado formando la

astaxantina 24 %°

2.6. Clorofila

La clorofila es el pigmento verde que permite a las plantas transformar la luz
solar en energia quimica y compuestos orgénicos durante la fotosintesis **, se
pueden encontrar 4 tipos de clorofila, a, b, c y d; en la microalga se encuentra
presente la clorofila a compuesto de mayor presencia en los organismos
fotosintéticos ** , en plantas la clorofila b, en diatomeas y algas pardas clorofila
c, y finalmente en las algas rojas la clorofila d, en H. pluvialis la clorofila se
encuentra presente cuando esta cuenta con condiciones favorables para su
formacion, entre ellas se encuentra la concentracion de nutrientes, salinidad,
iluminacién y temperatura adecuadas entre otras; al presentarse un cambio en
las condiciones, la microalga se enquista como mecanismo de defensa y

producira un carotenoide secundario denominado astaxantina 2" *
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2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR permite generar una gran
cantidad de copias de fragmentos de DNA, para que la reaccion se lleve a cabo
es necesario disponer de una enzima capaz de generar una copia de DNA a
partir del DNA molde; una DNA polimerasa, las enzimas DNA polimerasas
unicamente son capaces de afadir nucleétidos al extremo 3’ cadena de DNA.
Son necesarios por tanto moléculas cortas (entre 10 y 30 pares de bases) de
DNA de cadena sencilla (cebadores o primers de la reaccion). Nucleétidos
libres; las enzimas DNA polimerasas van a crear una cadena complementaria a
la cadena molde mediante la incorporacion de nucleétidos al extremo 3’ libre
del cebador que se ha unido a la cadena molde. Los nucle6tidos se afiaden en

forma de desoxirribonucleésidos trifosfato (ANTPs). +
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3. DISENO METODOLOGICO
3.1. TIPO DE ESTUDIO

En el trabajo de grado se realizd una investigacion descriptiva correlacional,
gue tuvo como variables el cambio de color de luz, (roja y azul como factores
de estrés), blanca como (control negativo), y concentracion de Nitrégeno al 4.0
%, que fueron aplicados a cada uno de los biorreactores de 0,.35 L de
capacidad con el fin de evidenciar cuales factores de estrés contribuyen al

aumento de la produccion de astaxantina.

3.2 MUESTRA

Para la investigacion se tomdé un inéculo tomado de la cepa de referencia de H.
pluvialis, proporcionada por la Facultad de ingenieria de la Universidad de la
Sabana, el cual se cultivd en medios BBM y RM, en los que se colocaron los
nutrientes necesarios para el crecimiento, y posteriormente se sometieron a
factores de estrés: variacion de color de luz (blanca, roja y azul) y la
concentracién del nitrégeno al 4.0%; con el fin de obtener mayor produccion de
astaxantina e identificar por medio de técnicas moleculares de PCR, los genes

que intervienen en la produccion.

3.3 VARIABLES

3.3.1 Variables dependientes

e Concentracion de astaxantina y clorofila (ug/células).
e Expresion de genes funcionales para la produccion de astaxantina.

e Conteo celular.
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3.3.2 Variables independientes

Factores de estrés: Concentracion de Nitrégeno 4.0%, luz roja y azul.
Medios de cultivo

e Bold's Basal Medium

e Medio RM.

3.4 POBLACION

Se utilizé una cepa de referencia de la microalga H. pluvialis, suministrada por

la Facultad de ingenieria de la Universidad de la Sabana.

3.5 PREPARACION DEL INOCULO

El inéculo se realizo a partir de la cepa de referencia, la cual fue transferida a
dos Erlenmeyer cada uno con 3,5 L de medio de cultivo: RM y BBM, que tenian
un pH de 6.7, los cuales fueron expuestos a fotoperiodos de 18 horas de luz
(blanca) y 6 horas de oscuridad, 25 °C de temperatura y suministro de 5% de

CO, y 95% de aire, con agitacion diaria por 21 dias.
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Tabla 5 A) Composicion del medio RM con concentracién de Nitrégeno normal.

B) Composicion del medio BBM con concentracién de Nitrdgeno normal

A)
CANTIDADE S
MEDIO RM CON NITROGENO
NORMAL mg/L
para 2Lts
MNaMOz 600 mg
KaHP 4 160 mg
KHzP 4 40 mg
MgS0s. TH=z0 20 mg
CaClz.2Hz0 117 mg
E.D.T.A 15 mg
NaCl 20 mg
HzBOs 0.6 mg
MnS0s HzO 3.0 mg
ZnS04.7Hz0 0.2 mg
(MH4)6MoO4. 2Hz0 2 mL
CuS04 53Hz0 0.16 mg
CoiMoz)z. 6Hz0 0.52 mg
FeClz 6HzO 34 mg

B)

CANTIDADES CON
MEDIO BBM NITROGENO
NORMAL mag/L
para 2Lts
MNaMOz 25 mg
CaClz. 2HzO 2.500 mg
Mg3S04. TH20 750 mg
KzHP O+ 730 mg
KHzPO4 175 mg
E.D.T.A. 90 mg
KOH 310 mg
MaCl 2.50 mg
HBO= 11,4 mg
FeS04*7Hz0 0,49 mg
HzZ04 0.1 mL
TRACE METAL
ZnS04. THzO 8.820 mg
MnClz*4Hz0 1.440 mg
MoO= 710 mg
CuS04 5H=z0 1.570 mg
CoiMoz)z. 6Hz0 490 mg

Tabla 2 A) Composicion del medio RM con 4.0% de Nitrogeno B) Composicion
del medio BBM con 4.0% de Nitrégeno

A) B)
CANTIDADES
CANTIDADES CON MEDIO BBM CON 4%
MEDIO RM 4 % DE NITROGENO mg/L
NITROGENO para 3,5Lts
mg/L para 3,5 Lts NaNO= 35 mg
NaNOs 42 mg CaClz_2Hz0 81,5 mg
KzHPO= 280 mg MgSO4 . 7TH20 26,2 mg
KHzPO= 70 mg KzHPO= 26,2 mg
MgS 0= 7H=0 35 mg KHzPO- 61,2 mg
CaClz 2H20 205 mg E.D.T.A. 175 mg
EDTA 26,2 KOH 108,3 mg
NaCl 70 mg NaCl 87,5 mg
H=BOs 1,05 mg HzBO= 40 mg
MnSOs H=0 5,25 mg FeS04*7H20 11,5 mg
ZnS0s.7Hz0 3,1 mg H250s 3,5 mL
(NH2)BMoOs.2H=20 1,05 mg TRACE METAL
CuS0s:5H20 5.5 mg ZNS0s.7H20 31 mg
Co(Nos)z. 6H20 1.7 mg MnClz*4Hz20 5 mg
FeClz:.6H=0 60 mg c MoOs 2.5 mg
uS0=25H20 5,5 mg1,7 mg
Co(MNos)z. BH20

Fuente: Nifio Castillo CM, Castillo CMN, Rivera FCR, Diaz LE, Diaz AGL. Evaluacion de las
condiciones de crecimiento celular para la produccion de astaxantina a partir de la microalga

Haematococcus pluvialis.
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3.6 TRATAMIENTO No 1 VARIACION DE COLOR DE LUZ

3.6.1 FASE UNO: Viabilidad y crecimiento celular

Se realiz6 durante 15 dias, teniendo en cuenta las condiciones descritas en la
Figura 4, durante ésta fase se tomaron muestras cada tercer dia, en las que se
evaluo el crecimiento de la microalga por microscopia en cdmara de Neubauer,
y se observaron los siguientes parametros: color (pigmento), morfologia,

viabilidad celular y conteo celular.

3.6.2 FASE DOS: Evaluacién de estrés mediado por la variacion de color

de luz azul y roja.

Esta fase se realiz6 durante 15 dias, con las condiciones descritas en la
Imagen, posteriormente se evalué la produccion de astaxantina y clorofila
mediada por el estrés producido por la variaciéon del color de la luz ( roja y azul)
y se tomaron muestras cada tercer dia, en las que en las que se evalué el
crecimiento de la microalga por microscopia en camara de Neubauer, y se
observaron los siguientes parametros: color (pigmento), morfologia, viabilidad

celular , conteo celular y andlisis moleculares.
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Primer tratamiento

Haematococcus
pluvialis

- 18 Biorreactores
\ 1. Viabilidad | con inéculos de 1x | 2. Variacién de color |
celular (15 dias) J 104 cel/mL | deluz (15 dias) ‘

| | el
[ Fotoperiodo |
de 18 hrs de
luz (blanca)
y 6 hrs de
| oscuridad

| 350mL de
medios BBM y
RM por
triplicado
_4

i 3 Biorreactores | 3 Bi 3 Bi
| :
con luz blanca con luz roja con luz azul

5.0 % de CO, | (control negativo)

Y 95% de aire

| _ ) ‘ i | Setuvieron en |
( cuenta las mismas
condiciones

Agitacion
manual de
15a30s

cada3erdia |
% :

Temperatura
de 25¢C y pH
de6.7

Toma de muestra cada 3er

dia para analisis molecular y

cuantificacisn de clorofila y
astaxantina

cada 3er dia para
conteo celular y

[ Toma de muestra
visualizar morfologia

Figura 4 Disefio experimental tratamiento N°1 de estreés.

Fuente: autores del proyecto

3.7 TRATAMIENTO No 2 VARIACION DE COLOR DE LUZ Y NITROGENO

AL 4.0%

3.7.1 FASE UNO: Viabilidad y crecimiento celular en medios de cultivo

con concentracién de Nitrégeno al 4.0%

Esta fase se realizé durante 15 dias, teniendo en cuenta el disefio experimental
de la Figura 5, durante ésta fase se tomaron muestras cada tercer dia, en las
que se evaluo el crecimiento de la microalga por microscopia en camara de
Neubauer, y se observaron los siguientes parametros: color (pigmento),

morfologia, viabilidad celular y conteo celular.
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3.7.2 FASE DOS: Evaluacion de estrés mediado por la variacién de color

de luz (azul y roja) y concentracién de Nitrégeno al 4.0%

Esta fase se tomaron muestras cada tercer dia, en las que se evalud el
crecimiento de la microalga por microscopia en camara de Neubauer, y se
observaron los siguientes parametros: color (pigmento), morfologia, viabilidad

celular, conteo celular y analisis molecular como se indica en la Imagen 2

Segundo tratamiento

Haematococcus
pluvialis

18 Biorreactores
1. Viabilidad con inéculos de 1x 2. Variacién de color
celular (15 dias) 104 cel/mL de luz (15 dias)

g 3 Biorreactores | 3 Bi 3 Bi
miﬁ.‘ﬂ,s’“ éadyﬁ v Z;"?é’eh”,‘;";’e 5.0 % de CO, e '”IZ blanca con luz roja con luz azul
RM con luz (blanca) Y 95% de aire \iccazatasaennlieg
Nitrégeno al y 6 hrs de
4,0% por oscuridad
triplicado

Se tuvieron en
4 cuenta las mismas
Agitacion (;T:g\spoecramr; condiciones
manual de 1§ e 2 T
a30scada3 :
dias
| Toma de muestra cada 3er
Toma de muestra dia para analisis molecular y
cada 3er dia para cuantificacién de clorofila y
conteo celular y astaxantina
visualizar morfologia \

Figura 5 Disefio experimental tratamiento N° 2 de estrés
Fuente: autores del proyecto

3.8 Medicion de las concentraciones de Astaxantinay Clorofila por medio

de espectrofotometria.

Para el desarrollo de esta fase se realizaron los siguientes procedimientos:
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3.8.1 EXTRACCION DE ASTAXANTINA Y CLOROFILA CON METANOL 90%

Para la medicion de las concentraciones de Astaxantina y clorofila se realizo la
extraccion con solvente de los pigmentos por medio de metanol al 90% , con el
gue se garantiza la obtencion de una mayor de concentracion de astaxantina;
se tomaron 10 mL de cada una de las muestras, y fueron centrifugadas a
12,000 rpm durante 5 min, posteriormente se retir0 el sobrenadante; al paquete
celular se le adicion6 1.0 mL de metanol al 90% y se llevaron a 60°C en bafio
serolégico durante 10 min, posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 5 min * A continuacién, se leyeron las muestras en
el espectrofotometro Jenway a una longitud de onda de 667nm para

determinacion de clorofila y 477nm para determinaciéon de astaxantina.

3.8.2 CUANTIFICACION DE CLOROFILA Y ASTAXANTINA

Para la cuantificacion de astaxantina y clorofila se realiz6 la curva de
calibracion (absorbancia y en funcion de la concentracion expresada en yg/mL)
con patrones de referencia para clorofila de 0,184 a 0.566 pg/mL, y para
astaxantina de 0,311 a 1,266 pg/mL con base en los patrones de 10,20,30,40

ug/mL se hallaron concentraciones.

Concentracion pg/mL x volumen muestreado (mL)

NuUmero de células en conteo en camara (cel/mL) x volumen muestreado (mL)

Formula 1: Formula para hallar pg/cel. de astaxantina
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Los resultados se expresaron en pg/cel y con base en éstos calculos se
realizaron graficas para cada tratamiento de luz (roja y azul como factores de
estrés y blanca como control negativo) y nitrégeno normal y nitrégeno al 4.0%

aplicado a los biorreactores.

3.9 DETERMINACION DE GENES EXPRESADOS EN EL PROCESO DE

BIOSINTESIS DE LA ASTAXANTINA

3.9.1 Determinacién de las muestras para el analisis

Se analizaron 18 muestras las cuales fueron seleccionadas teniendo en cuenta
las mejores concentraciones expresadas en las graficas de pg/cel, estas
muestras solo pertenecen a las tomadas cada 3 dias en las fases de estrés que
se usaron para este estudio.

Las muestras seleccionadas para analisis de expresion de genes fueron:
Tratamiento 1: variacion de color de luz

TABLA 6 Muestras seleccionadas para andlisis molecular de Luz blanca

Medio | dia de muestreo | fecha de muestreo
RM 18 06-10-17

21 09-10-17
BBM 15 03-10-17

18 06-10-17

21 09-10-17

TABLA 7 Muestras seleccionadas para analisis molecular de Luz Azul
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RM 18 06-10-17

BBM 21 09-10-17

TABLA 8 Muestras seleccionadas para analisis molecular de Luz Roja

RM 18 06-10-17

BBM |21 09-10-17

Tratamiento 2: Nitrégeno al 4.0% y variacion de color de luz

TABLA 9 Muestras seleccionadas para analisis molecular de Luz blanca y
nitrogeno 4.0%

e Luz Blanca (control)

Medio | dia de muestreo | fecha de muestreo
RM 18 14-11-17

21 16-11-17
BBM |15 10-11-17

24 19-11-17

TABLA 10 Muestras seleccionadas para analisis molecular Luz azul y
nitrogeno 4.0%

RM 21 16-11-17
BBM | 24 19-11-17
27 22-11-17

TABLA 11 Muestras seleccionadas para analisis molecular Luz Roja y

nitrégeno 4.0%
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RM 21 16-11-17

BBM 24 19-11-17

3.9.2 OBTENCION DE BIOMASA PARA PCR

Los 10 ml que fueron tomados para el analisis molecular fueron centrifugados
por 10 minutos a 12000 rpm, el sobrenadante fue descartado, y el botén celular
fue transferido a tubos de 1,5 mL y llevado a -20°C.

3.9.3 EXTRACCION DE RNA

El B-carotenoide astaxantina principal producto de H. pluvialis tiene una via de
sintesis secundaria que se encuentra regulada por genes como Fitoeno sintasa
(PSY), B-caroteno Hidroxilasa (CHY), B-caroteno ketolasa (BKT), fitoeno
desaturasa (PDS) y licopeno ciclasa (LCY); estos se encuentran asociados a la
degradacion, acumulaciéon y produccion de B-carotenoides llevando a cabo asi
la produccion de astaxantina. Para ello se realizé el método de extraccién con
trizol (Invitrogen(e)), en el cual las muestras se recolectaron en tubos de 1,5 mL

y llevadas a una temperatura de -20 °C.

Fueron seleccionadas 18 muestras en total, para la extracciéon de RNA las
cuales recibieron un tratamiento adicional con nitrégeno liquido a -
150°C durante un dia para una mayor lisis celular y liberacién del material
intracelular de la microalga, posteriormente se descongelaron a temperatura
ambiente y se centrifugaron a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C , luego se

descarto el sobrenadante dejando Unicamente el paquete celular al cual se le
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adicion6 1.0 mL de trizol con agitacion en Vortex hasta el desprendimiento del

botén y se llevd a incubacién a 20°C durante 5 minutos.

Luego del tiempo de incubacion se le adicionaron 200 pL de cloroformo y se
homogeneiz6 en Vortex y se incub6 3 minutos a temperatura ambiente,
nuevamente se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C, después
de la centrifugacion se observaron dos fases: la fase acuosa de la cual se tomo
1.0 mL a un nuevo eppendorf, en la que se adicionaron 500 uL de isopropanol

frio y se mezcl6 suavemente por inversion.

Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C
descartando el sobrenadante; se adicionaron 1.0 mL de etanol al 75% para
lavar el RNA, se mezclaron en el Vortex durante 1-2 segundos; nuevamente se
centrifugd a 8.000 rpm durante 5 minutos a 4°C, luego se descartd el
sobrenadante y se dejo secar al aire, para finalizar el proceso con la adicion de

50 pL de agua libre de DNAsas y RNAsas.

3.9.4 CUANTIFICACION DE RNA

Para determinar la presencia y comprobar la correcta extraccion de RNA se
realizd cuantificacion del mismo usando el kit de Invitrogen Qubit, se tomo6 en
un tubo de 1.5 mL 199 pl de buffer y 1 pl de fluoréforo, luego en un nuevo tubo
se tomd 190 uL de esta mezcla y 10uL de la muestra a cuantificar, se llevé al
equipo Qubit y se dio lectura, se realizé el mismo procedimiento para las 18

muestras seleccionadas.

3.9.5 CONVERSION DE RNA A CDNA
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Se realizé la conversion de las 18 muestras siguiendo el protocolo de la casa

comercial Biolab (Tablal2, 13 y 14) que comprende los siguientes pasos:

1. Descongelar muestras y reactivos

2. Mezclar

Tabla 12 Multiplex para un volumen de 8 pl

Reactivo | Volumen

H20 free | 5.0 pL

dT23 [2.0puL

RNA 1.0 pL

Fuente: autores del proyecto

3. Llevar al Termociclador a 65° C por 5 min

4. Retirar y dejar en hielo por 1 min.

5. Agregar

Tabla 13 multiplex de MuLV

Reactivo Volumen

M MuLV Reaction Mix | 10 pL

M MuLV Enzyme Mix | 2.0 pL

Fuente: Inserto casa comercial Biolabs

6. Programacion en el Termociclador

Tabla 14 Programacion de Termociclador para cDNA.
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Temperatura | Tiempo

42°C 1 hora

80°C 5 min

7. Sacar y dejar a -20 ° C.

3.9.6 PCR para Housekeeping

Para comprobar la correcta sintesis de cDNA en las muestras analizadas se
realiza PCR usando como Primers ITS, con el fin de comprobar y verificar la
correcta conversion de RNA a cDNA, Los ITS 1 (inner transcribed spacer) se
encuentran entre los genes de rRNA 18S y 5.8S y el ITS 4 son secuencias
altamente especificas de tipo universal de ADN encontradas en genes que

codifican para el ARN ribosomal.*
1. Descongelacion de muestras y reactivos

2. preparacion de la PCR multuplex con los siguientes

volumenes (Tabla 15).

Tabla 15 Volumenes para PCR multiplex con volumen de 12,5 pl

Reactivo | Volumen

one taq 6,3 uL

ITS 1 1.0 pL

ITS 4 1.0 uL

H20 1,2 uL

cDNA 3.0 pL

Fuente: autores del Proyecto
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Tabla 16 Programacion Termociclador para PCR con ITS

1 Paso | 94°C | 5.0min

2 paso | 94°C | 30 seg x 30 ciclos

3 paso | 59°C | 30 seg x 30 ciclos

4 paso | 72°C [ 1 min x 30 ciclos

5paso | 72°C | 7 min

6 paso | 94°C

3.9.7 ELECTROFORESIS

La electroforesis en gel es una técnica utilizada para separar fragmentos de
ADN (u otras macromoléculas, como ARN y proteinas) por su tamafo y carga.
La electroforesis consiste en aplicar una corriente a través de un gel que
contiene las moléculas de interés. Con base en su tamafio y carga, las
moléculas se desplazaran por el gel en diferentes direcciones o a distintas

velocidades, con lo que se separan unas de otras **-

Esta técnica permite separar bastante bien biomoléculas, cuando la
cromatografia liquida se muestra menos efectiva, y compuestos de pequefia
masa molecular dificiles de estudiar por los procedimientos clasicos de electro

migracién en soporte “°.
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Se preparo el gel de agarosa al 1,5 % (0.4 g), disueltos en 30 mL de TAE (tris,
acetato y EDTA) al 1.0 X, se calent6 en el microondas de 20 a 40 s hasta
homogenizar y se agregd 1.0 pL de SYBER Green (Invitrogen®), la mezcla fue
servida en un soporte y se usaron los peines (8 pozos o 15 pozos) segun
cantidad de muestras a correr, se dejo de 10 a 15 min aproximadamente hasta
su solidificacion protegido de la luz para evitar la degradacion del fluoréforo
(SYBER Green esta molécula se introduce en la estructura secundaria de la
doble hélice del ADN y se acopla energéticamente a los acidos nucleicos, de
manera que se incrementa notablemente su tasa de emision fluorescente),
transcurrido el tiempo se retiraron los peines y se introduce el gel en el tanque
de buffer el cual fue sumergido en su totalidad por TAE al 1.0 X, se sirvieron las
muestras junto el buffer de carga (Gel loading Dye purple 6X ) del laboratorio
BioLabs , en una proporcion de 6:2 pL y se sirvio el marcador de peso
molecular HyperLadder Il (BIOLINE), luego se inicio la corrida, conectando el
tanque de buffer a la fuente de poder (marca BIORAD) a 100 voltios durante 1
hora, cumplido este tiempo se extrajo el gel para su lectura, la cual se realizo
usando el equipo BIORAD con un sistema de documentacion de geles Gel Doc
XR por luz UV, mediante el programa Quantity One, por medio de este se

tomo registro fotografico para la visualizacion de las bandas.

3.9.8 PCR CON PRIMERS PARA EXPRESION DE GENES

Se realiz6 PCR usando los primers para determinar la presencia de los genes
importantes en la ruta biosintética de la astaxantina, (fitoeno sintetasa (PSY), B-
caroteno Hidroxilasa (CHY), fitoeno desaturasa (PDS), licopeno B-ciclasa

(LCY), B-caroteno ketolasa (BKT). Se dividieron los Primers en un mdultiplex de
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dos parejas (PSY y CHY) y un multiplex de 3 parejas (PDS, BKT y LCY)

teniendo en cuenta los pesos moleculares.

Tabla 17 Pesos moleculares de genes buscados en el estudio

Gen Peso
molecular
PSY 402 pb
BKT 423 pb
PDS 462 pb
CHY 521 pb
LCY 565 pb

Para la realizacion de la PCR se llevaron a cabo los siguientes pasos (Tabla
18, 19y 20):

1. Descongelacion de muestras y reactivos

2. Preparacion de multiplex con 2 parejas de Primers

Tabla 18 Preparacion de multiplex PCR con 2 parejas de primers

Reactivo Volumen

One Taq 6,3 pL

PSY forward | 1.0 pL

PSY reverse | 1.0 pL

CHY forward | 1.0 pL

CHY reverse | 1.0 yuL

cDNA 3.0 uL

Fuente: Autores del proyecto
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3. Homogeneizacion de las muestras por 10-15 segundos en la mini centrifuga

TDL 4 marca XINGKE

4. Preparacion de multiplex con 3 parejas de Primers

Tabla 19 Preparacion de multiplex PCR con 3 parejas de Primers

Reactivo Volumen

One Taq 7,5 pL

PDS forward | 1.0 pL

PDS reverse | 1.0 puL

BKT forward | 1.0 pL

BKT reverse | 1.0 puL

LCY forward | 1.0 pyL

LCY reverse | 1.0puL

cDNA 3.0 uL

Fuente: Autores del proyecto

5. Homogeneizaciéon de las muestras por 10-15 segundos en la mini centrifuga

TDL 4 marca XINGKE

6. Programacion del Termociclador BIO-LAB

Tabla 20 Programacién del Termociclador BIO-LAB.

1 Paso | 94°C | 4.0min

2 Paso | 94° C | 1.0min x 30 ciclos
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3 Paso | 58°C | 1.0min x 30 ciclos
4 Paso | 72°C | 1.0min x 30 ciclos
5 Paso | 72°C | 10 min

6 Paso | 94°C | =
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4. RESULTADOS

4.1 CURVA DE CALIBRACION

Se realizaron curvas de calibracion de clorofila (Grafica 1) y astaxantina
(Grafica 2) como base para determinar las concentraciones de las muestras
para clorofila se utilizé6 un patrén inicial de 125 ug/uL con el que se prepararon
patrones con las siguientes concentraciones: 0.625, 0.312, 0.156, 0.078 ug/uL

y se leyeron a 667nm de longitud de onda.

06
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.
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=
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Concentracion en ug/ul

Grafica 1 Curva de calibraciéon de clorofila

Fuente: autores del proyecto

Para la curva de astaxantina se utilizé un patrén de concentracion inicial de 4
mg con el que se prepararon patrones de concentracion: 10, 20, 30 y 40

ug/uL.
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Grafica 2 Curva de calibracion de astaxantina Fuente: autores del proyecto

Es importante anotar que en la produccion de carotenos por parte del H.
pluvialis se espera que las concentraciones obtenidas en las muestras
analizadas estén relacionadas de manera inversamente proporcional asi:
mientras la concentracion de astaxantina aumenta la concentracion de la
clorofila disminuye; debido a una respuesta fisiolégica y de adaptacién de la

microalga por un efecto de foto proteccién del aparato fotosintético.*

4.2 VARIACION DE COLOR DE LUZ, COMO FACTOR DE ESTRES,

APLICADO PARA LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA

En esta fase del ensayo se evalud la produccion de astaxantina por parte de H.
pluvialis, en medio BBM y RM, con la variacion de color: azul y rojo (factor de
estrés) y luz blanca como control, este factor de estrés fue suministrado a los
18 birreactores durante 15 dias, después de un periodo de crecimiento de 15

dias para un total de 30 dias desde el inicio hasta la finalizacion del ensayo.
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4.3 CONCENTRACION DE ASTAXANTINA POR VARIACION DE COLOR DE

LUZ BLANCA, AZUL Y ROJA.

4.3.1 Biorreactores sometidos a luz blanca (control)

En la Grafica 3 se muestra la produccion de clorofila y astaxantina en los

medios RM y BBM, representados en pg/cel. vs. dia de muestreo.

Luz blanca BBM Luz blanca RM

0008 0,00013
R 0,00011

000008 0,00008

T 0,00007 0,00007 .

»
Ug/cel

":—: -
= 000005 - 0,00005

0,00003 & 0,00003
0,00001 0,00001

15 18 2.1 24 27 -0,00001 15 18 21 . 4 7
Dias Dias

-1E05

e fitaxaNtinGg Clorofila e AStENENNNZ Clorafila

Grafica 3 Produccion de clorofila y astaxantina ug/cel con luz blanca (control
negativo)-Fuente: Autores del proyecto

En esta grafica se puede observar la produccion de los carotenos por parte de
la microalga en el medio BBM, durante el crecimiento celular la produccion de
clorofila se mantuvo constante en las fases de crecimiento y estrés, mientras
que la concentracion de astaxantina empieza a aumentar en el dia 15, teniendo
en cuenta que la luz blanca fue el control, se pudo observar que los
biorreactores expuestos tuvieron buena produccion de astaxantina, debido que
a partir del dia 18 (muestreo 2- dia 18) existe un aumento a una concentracién
de 3 x 10™ pg/cel frente al primer dia de muestreo (muestreo 1- dia 15), y se
duplica la concentracién en el dia 21 (muestreo 3- dia 21) de 6,7 x 10™ pg/cel,
durante los siguientes muestreos dia 24 y 27, la produccion de astaxantina se

disminuye 5 x 10® pg/cel , y se mantiene hasta el muestreo final donde la
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cantidad de caroteno solo se aumenta 1 x 10° pg/cel. En la Tabla 21 de

evidencia por medio de registro fotogréfico.

En el medio RM , se observé un pico maximo en la produccion de astaxantina
en el dia 18 (muestreo 3- dia 21) de 8,1 x 10° ug/cel , la cual al pasar los dias
fue descendiendo hasta una concentracién de 2,2 x 10 pg/cel (muestreo 5 -
dia 30) , al final de la fase de estrés la concentracion se observa una
disminucién de la produccién del carotenoide con respecto a su concentracion
inicial ; en cuanto a la produccién de clorofila en el medio RM se observo que
la concentracibn se mantuvo baja durante toda la fase de estrés, viéndose
afectada por el aumento de la produccion de astaxantina. En la Tabla 22 se

observa por medio de registro fotogréfico.

Tabla 21 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular, con luz
blanca medio objetivo 100x

Dia 15 Dia 18 Dia 21

Dia 24 Dia 27

Dia 30 /i il

Fuente: Autores del proyecto
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Tabla 22 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular, con luz
blanca medio RM objetivo 100x

Dia 15 Dia 18 Dia 21

Dia 24 Dia 27 Dia 30

: Actinzar Windowd

Fuente: Autores del proyecto

4.3.2 Biorreactores sometidos a luz azul (factor de estrés)

En la Grafica 4 se muestra la producciéon de clorofila y astaxantina en los

medios RM y BBM, usando como factor de estrés luz azul representados en

Mg/cel. vs. dia de muestreo.
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Grafica 4 Produccion de clorofila y astaxantina ug/cel medio RM y BBM con luz
azul (factor de estrés) - Fuente: Autores del proyecto

En la grafica se puede evidenciar que éste tratamiento tuvo menor eficiencia en
la produccién de carotenoides con respecto al tratamiento de luz roja ya que
en el medio RM se observa a partir del dia 18 (muestreo 2- dia 18) un aumento
con una concentracion de 5,13 x 10 pg/cel en el medio BBM se encontré una
concentracion de 4,39 x 10 pg/cel mientras que la concentracion de clorofila
fue disminuyendo progresivamente lo que evidencia la relacién inversamente
proporcional entre las concentraciones de clorofila y astaxantina, ya que en el
medio RM (muestreo 1- dia 15) se encontré una concentracion de clorofila de
4,27 x 107 pglcel y finalizé6 (muestreo 6 - dia 30) con una concentracién de
7,79 x 10® pg/cel mientras que en el medio BBM inicié (muestreo 1- dia 15)
con una concentracion de clorofila de 7,64 x 107" pg/cel y finalizé ( muestro 6 -
dia 30) con 3,33 x 10® pg/cel. En las Tablas 23 y 24 se encuentran los

registros fotograficos microscopicos.
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Tabla 23 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
con luz azul medio BBM objetivo 100x

Dia 15

Dia 24

Dia 27

Dia 30

Activvar Windows

Fuente: Autores del proyecto

Tabla 24 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento

Dia 15

Dia 24

con luz azul medio RM objetivo 100x.

Dia 27

Dia 30 !
Activar Windows

Fuente: Autores del proyecto
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4.3.3 Biorreactores sometidos a luz roja (factor de estrés)

En la Grafica 5 se muestra la produccion de clorofila y astaxantina en los
medios RM y BBM, con luz roja como factor de estrés, representados en ug/cel

vs. dia de muestreo.

Luz roja BBM Luz roja RM
0,00013 0,00013
0,00011 0,00011
0,00009
_ 0,0000%
& 000007 . . *
2 7
%3 0,00005 > . % 0,000 »
0,00003 2 0,00005 * ~
1 ' . '
0,00001 0,00003

-1E-05
15 18 il P2 i) 30 000001

Dias

) N -0,00001 15 18 21 24 27
#=Astaxantina Clorofila Dias

Grafica 5 Produccién de clorofila y astaxantina ug/cel medio RM y BBM con luz
Roja (factor de estrés) Fuente: Autores del proyecto

En la grafica de tratamiento con luz roja se evidencia el punto maximo de
concentracion de astaxantina en el muestreo 2 (dia 18) en el medio RM con
6,49 x 10 pg/cel y en el medio BBM con una concentracién de 7,24 x 10°
Mg/cel, lo que muestra un comportamiento constante en los dos medios hasta
finalizar el ensayo; en cuanto a la clorofila se observa la disminucién
progresiva de la produccion de este pigmento ya que en el medio RM inicio
(muestreo 1- dia 15) con una concentracién de 1,17 x 10° ug/cel y finalizé (
muestreo 6- dia 30) con 1,10 x 10 pg/cel; en el medio BBM una concentracion
inicial de 7,54 x 107 pg/cel, y finalizé con 3,90 x 107" ug/cel. En la Tabla 25 y 26

se encuentra el registro fotografico. Al comparar la produccion de astaxantina
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en los dos tratamientos (luz roja y luz azul), se observé que la produccién fue

mayor en el ensayo con luz roja.

Tabla 25 Registro fotografico microscopico de la morfologia celular tratamiento
con luz roja medio BBM objetivo 100x.

Dia 15 Dia 18

Dia 27 Dia 30
Activar Windows|

Fuente: Autores del proyecto

Tabla 26 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
con luz roja medio RM objetivo 100x.

Dia 15

Dia 24 Dia 27 Dia 30

Fuente: Autores del proyecto
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Tabla 27 Registro fotografico biorreactores tratamiento 1. Nitrégeno al 100%
con variacion del color de luz, medios RM y BBM. Vista macroscopica.

Biorreactores

\ 1
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Fuente: Autores del proyecto

4.4 VARIACION DE COLOR DE LUZ Y CONCENTRACION DE NITROGENO

4.0%, COMO FACTORES DE ESTRES.

Durante el segundo tratamiento del ensayo se evalué la produccion de
astaxantina por parte de H. pluvialis, en 18 biorreactores con los medios BBM y
RM, con dos factores de estrés como variables: concentracion de Nitrogeno al
4.0 % (primer factor de estrés 15 dias), con la variacion de color de luz blanca
(control), posteriormente se expusieron los biorreactores por 15 dias a
variacion en el color de luz: azul y rojo (segundo factor de estrés), para un total
de 30 dias desde el inicio hasta la finalizacion del ensayo. 4.5 CONCENTRACION DE
ASTAXANTINA POR VARIACION DE COLOR DE LUZ BLANCA, AZUL Y ROJA Y CONCENTRACION

DE NITROGENO AL 4.0%.

4.5.1 Biorreactores sometidos a luz blanca (control)

En la Gréfica 6, se muestra la produccién de clorofila y astaxantina en los
medios RM y BBM con concentracion de Nitrogeno al 4.0 %, representado en

pg/cel vs. Dia de muestreo.
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Grafica 6 Produccion de clorofila y astaxantina pg/cel con deficiencia de
Nitrégeno al 4.0% y luz blanca (control). Fuente: Autores del proyecto

En el medio BBM, se obtuvieron menores resultados en la produccion de
astaxantina la cual inicié en el dia 15 (muestreo 1) con una concentracién de
2,31 x 10 pgl/cel, que aumentd en el tiempo y se evidencié en el dia 24
(muestreo 4) donde tiene un pico maximo con una concentracién de 4,06 x 107
ug/cel , finalizando en el dia 27 (muestreo 5) a 1,77 x 10-> pg/cel . En relacion
con la produccion de clorofila en el medio RM, se observo que la concentracion
se mantuvo constante durante toda la fase de estrés, y no se vié afectada por
el descenso en el crecimiento del in6culo. Registro fotografico microscopico en

la Tabla 28.

Se observé el medio RM en la fase de estrés (nitrdgeno 4.0%) con la luz de
color blanca (control), se analiza que durante el crecimiento celular, la
produccion de clorofila se mantuvo constante durante todas las fases del
experimento; sin embargo, la astaxantina en el dia 15 comenzé la produccion,
durante el inicio del estrés con variacion del color de luz, se observo que la
produccion de astaxantina fue minima a partir del dia 15, (muestreo 1)

evidenciada con una concentracién de 2,3 x 10° pg/cel , a partir del dia 18 (
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muestreo 2) se presentd un aumento considerable a 4,42 x 10 pg/cel ,
probablemente debido a la unibn de los dos factores de estrés. La
concentracion del caroteno en el dia 24, (muestreo 4) tiene una disminucion
poco significativa con una concentracion de 5,42 x 10™ pg/cel para finalizar con
una concentracién de 3,94 x 10 ug/cel (muestreo 5), manteniéndose en
concentraciones similares hasta el final del experimento. Registro fotografico

microscépico en la Tabla 29.

Tabla 28 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
control con luz blanca medio BBM con nitrogeno al 4.0% objetivo 100x

Dia 24 Dia 27 Dia 3activar Windo\v

a Confiquracion de

Fuente: autores del proyecto
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Tabla 29 Registro fotografico microscopico de la morfologia celular tratamiento
control con luz blanca medio RM con nitrégeno al 4.0% objetivo 100x

Dia 24 Dia 27 Dia 30

Fuente: autores del proyecto

4.5.2 LUZ AZUL Y NITROGENO AL 4.0 % COMO FACTORES DE ESTRES.

A continuacion (Grafica 7), se observa el comportamiento de la produccion de
astaxantina y de clorofila en los medios RM y BBM, representados en ug/cel.
vs. Dia de muestreo con la utilizacion de luz azul y nitrogeno al 4.0% como

factores de estrés.
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Luz azul RM con Nitrogeno al 4% Luz azul BBM con Nitrogeno al 4%
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Grafica 7. Produccion de clorofila y astaxantina ug/cel con Nitrogeno al 4.0% y
luz azul como factores de estrés. Fuente: Autores del proyecto

La gréfica permite observar y comparar el comportamiento de la microalga en
los medios RM y BBM con el uso de factores de estrés: luz azul y nitrégeno al
4.0%, se mostré que en el medio BBM aumento la produccion de astaxantina,
ya que el dia 15 (muestreo 1) inicid con una concentracion de astaxantina de
1,41 x 10 ug/cel y finalizé en el dia 30 (muestreo 6) con 3,91 x 107 ug/cel ; en
el medio RM el dia 15 (muestreo 1) presentd una concentracién de 1,03 x 107
ug/cel y finalizé el dia 30 (muestreo 6) con 1,49 x 10 pg/cel, lo que evidencia
un comportamiento constante en la produccién de astaxantina en los dos
medios usados en el ensayo en los cuales se evidencia la produccion y
acumulacion de astaxantina. Observar Tabla 30 dia 15, dia 30 y Tabla 30 dia
15, dia 30, en cuanto a la clorofila en el medio RM en el dia 15 (muestreo 1) se
evidencia una concentraciéon de 6,72 x 10® ug/cel y finalizé6 con 3,31 x 10®
pg/cel demostrando la relacion inversa entre astaxantina y clorofila. En la Tabla

31 dia 18 se observa como disminuye la produccion de clorofila.
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Tabla 30 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
luz azul medio BBM con nitrégeno al 4.0% objetivo 100x

Dia 15

Dia 30

fuente: autores del proyecto

Tabla 31 Registro fotografico microscopico de la morfologia celular tratamiento
luz azul medio RM con nitrégeno al 4.0% objetivo 100x

Dia 24

Dia 27

Dia 30

Fuente: autores del proyecto
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4.5.3 LUZ ROJA Y NITROGENO AL 4.0% COMO FACTORES DE ESTRES.

Luz roja BBM con Nitrogeno al 4% Luz rojaRM con Nitrogeno al 4%
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Grafica 8 Produccion de clorofila y astaxantina pg/cel. con Nitrogeno al 4.0% y
luz roja como factores de estrés. Fuente: Autores del proyecto

En la Grafica 8 de producciéon de clorofila y astaxantina bajo las condiciones
de estrés de nitrogeno al 4.0% y luz roja, se observé que en el medio BBM, la
microalga presento produccion de clorofila en el dia 15 (muestreo 1) con una
concentracion de 9,47 x10” ug/cel y finalizé en el dia 30 (muestreo 6) con una
concentraciéon de 8,63 x10® ug/cel como se evidencia en la Tabla 32 en el dia
15 y el dia 18; en el medio RM la concentracién de clorofila se encontré en el
dia 15 (muestreo 1) una concentracién de 6,72 x 102 y finaliz6 en el dia 30
(muestreo 6) con una concentracién de 3,31 x10”7 pg/cel, se evidencia en la
Tabla 32 en el dia 24 y dia 27; por otra parte, la produccién de astaxantina en
medio BBM se encontrd en el dia 15 (muestreo 1) una concentracion de 2,33
x10° pglcel y en el dia 30 (muestreo 6) una concentracién de 3,13 x10™° pg/cel
gue se pudo considerar como pico maximo de produccién, En la Tabla 32 se

observo la produccién y acumulacidon de astaxantina en el dia 18 y dia 27, en el
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medio RM se evidencié un aumento en la produccién de astaxantina a partir del
dia 15 (muestreo 1) concentracién de 2,56 x10™ pg/cel y entre el dia 18 y 21
(muestreo 2 y 3) se encontré una concentraciéon de 3,87 x10™ pg/cel. En los
dias 27 y dia 30 de la Tabla 33 se observa la acumulacion de astaxantina en la

mayoria de las células.

Tabla 32 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
luz roja medio BBM con nitrogeno al 4.0% objetivo 100x

Dia 15 Dia 18 Dia 21

Dia 24 Dia 27 Dia 30

Fuente: autores del proyecto
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Tabla 33 Registro fotografico microscépico de la morfologia celular tratamiento
luz roja medio RM con nitrégeno al 4.0% objetivo 100x

Fuente: autores del proyecto

Tabla 34 Registro fotografico biorreactores tratamiento 2. Nitrégeno al 4% con
variacion del color de luz, medios RM y BBM. Vista macroscopica.

Biorreactores
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Fuente autores del proyecto

4.6 ANALISIS MOLECULAR

Se realizd con el fin de comprobar si los tratamientos de estrés (variacion de

color de luz y nitrogeno al 4.0%) usados durante el estudio, favorecen la

62




expresion de genes involucrados en la ruta biosintética de la astaxantina se
analizaron la expresién de los siguientes genes: fitoeno sintetasa (PSY), B-
caroteno Hidroxilasa (CHY), fitoeno desaturasa (PDS), licopeno B-ciclasa
(LCY), B-caroteno ketolasa (BKT) dichos genes son de gran importancia en el
proceso biosintético del pigmento. Ver tamafio de amplicones en Tabla 16. De
cada una de las muestras a analizar se adicionaron 8 pL para el corrido

electroforético.

4.6.1 DETERMINACION DE Housekeeping

Se realizo la determinacion del Housekeeping para comprobar la sintesis de la
conversion de RNA a cDNA se llevé a cabo correctamente, se hizo por medio
de PCR para ITS (Espaciador transcrito interno). las cuales son secuencias

altamente especificas de ADN encontradas en genes que codifican el ARN

ribosomal **

M M1 M2 M5 M6

BANDS%bp)
— 1000
T 900
— 700
= a6
= 500
— 400
e 300
— 200
- |w
S Hppmet adider 1V Aarve.
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Imagen 1 Expresién de Housekeeping muestras 1,2,5, y 6.
Fuente: Autores del proyecto

M: peso molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE); M1 control medio RM muestreo
2 (dia 18), M2 control medio RM muestreo 3 (dia 21), M5 control medio BBM
muestreo 2 (dia 18), M6 luz azul medio RM muestreo 2 (dia 18). (Todas las

muestras pertenecen al primer tratamiento).

En la imagen 1 se observa la presencia de los cDNA evidenciado por las
bandas caracteristicas que muestran un peso molecular de 800 pb, por esta
razén estas muestras fueron seleccionadas para realizar PCR con Primers de
genes involucrados en la biosintesis de astaxantina, en el carril dos (M2) se
visualiza, una banda tenue pero teniendo en cuenta la concentracion de
astaxantina 8,12x10™ pg/cel correspondiente al muestreo 3 ( dia 21), se decide

conservar dicha muestra para realizar mas analisis moleculares.

M3M4 M7M8 M9 M10 M

-

b 1000
g 900
b 800
Lo 700
o= 600
= 500
g 400
— 300
o 200
- 100
St Mypart asder IV /iarw. 2%
m..-. Te IAF
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Imagen 2 Expresion de Housekeeping muestras 3,4,7,8,9 y 10.
Fuente: Autores del proyecto

M3 control medio BBM muestreo 1 (dia 15), M4 control medio BBM muestreo 2 (dia 18), M7 luz
azul medio BBM muestreo 3 (dia 21), M8 luz roja medio RM muestreo 2 (dia 18), M9 luz roja
medio BBM muestreo 3 (dia 21), M10 control medio RM muestreo 2 (dia 18), M: peso molecular
Hypper Ladder Il (BIOLINE). (Todas las muestras a excepcién de la M10 pertenecen a |

tratamiento 1, M10 pertenece a tratamiento 2).

En la imagen 2 se logra visualizar en las muestras 3, 7, 8, 9y 10 la formacion
de dos bandas, por lo tanto estas muestras fueron seleccionadas para
posteriores andlisis moleculares de expresién de genes, en el primer pozo M3
la primera banda corresponde a 600 pb, la segunda ubicada en 900pb ,M4 se
encuentra en el segundo pozo se observa una ligera banda, por lo tanto
teniendo en cuenta la baja concentracion de astaxantina 3,00x10-5 ug/cel en
esta muestra (dial8), se toma la decisién de excluirla de posteriores andlisis,
en el pozo 3 muestra 7 (M7) se observa la primera banda de 600 pb, la
segunda con 900pb, M8 mostro una primera banda de 600 pb y una segunda
banda de 900pb, M9 corresponde al quinto pozo con una banda inicial de 580
pb peso y una segunda banda de 900pb, finalmente M10 con mostro una

primera banda de 550 pb y Una segunda banda de 900 pb.
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|[M11 M12 M13 M14 M15 M16 M17 M M18

Imagen 3 Expresion de Housekeeping muestras 11 a la 18.
Fuente: Autores del proyecto

M11 control medio RM muestreo 3 (dia 21), M12 control medio BBM muestreo 1 (dial5), M13
control medio BBM muestreo 4 (dia 24), M14 luz azul medio RM muestreo 3 (dia 21), M15 luz
azul medio BBM muestreo 4 (dia 24), M16 luz azul medio BBM muestre 5 (dia27), M17 luz roja
medio RM muestreo 3 (dia 21), M: peso molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE), M18 luz roja

medio BBM muestreo 4 (dia 24). (Todas las muestras corresponden al tratamiento 2)

Enlaimagen 3 .se verifica la presencia de material genético (cDNA) luego del
proceso de conversion de RNA a cDNA por medio de la presencia de bandas;
en las muestras 12,13,14,16,17,18 , se evidencio6 la formacion de dos bandas,
la primera con 500 pb, la segunda con 900 pb ,confirmando la presencia de ITS
1Y 4 (regiones especificas presentes en células eucariotas) en un 75% (6 de 8
muestras analizadas en la imagen); en las muestras 11 y 15 no se observa
amplificacion de estas regiones, sin embargo la muestra 11 mostré una
concentraciéon de astaxantina de 7,90x10-5 ug/cel, por lo tanto se decide

conservar y realizar posteriores andlisis, por otro lado la muestra 15 con una
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baja concentracion de astaxantina de 3,36x10-5 ug/cel se excluye de
posteriores analisis de expresion de genes; debido a que a mayor
concentracidon de astaxantina la posibilidad de la expresion de la ruta

biosintética es mayor.

4.6.2 EXPRESION DE GENES DE LA RUTA BIOSINTETICA DE

ASTAXANTINA

Para la determinacion de los genes importantes en la biosintesis de la
astaxantina se encuentran involucrados el fitoeno sintetasa (PSY), B-caroteno
Hidroxilasa (CHY), fitoeno desaturasa (PDS), licopeno [B-ciclasa (LCY), B-
caroteno ketolasa (BKT), fue necesario realizar dos PCR por muestra ya que
en una se analizaron los genes PSY y CHY, y en la otra los genes PDS ,LCY y
BKT, debido a que el peso molecular de los genes era muy cercano de esta
forma se separaron los genes uno con peso alto y otro con peso bajo, esto con
el fin de visualizar mejor las bandas como resultados de la electroforesis. Ver

pesos moleculares Tabla 16

M1 M2 M3 M5 M6 M M7 M8 M9 M10 M M11 M12 M13 M14 M16 M17 M18M
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Imagen 4 Expresion de los genes fitoeno sintetasa 402pb (PSY), B-caroteno
Hidroxilasa 521pb (CHY) en las muestras 1 a la 18. Fuente: Autores del

proyecto

M1 control medio RM muestreo 2 (dia 18), M2 control medio RM muestreo 3
(dia 21), M3 control medio BBM muestreo 1 (dia 15), M5 control medio BBM
muestreo 2 (dia 18), M6 luz azul medio RM muestreo 2 (dia 18), M: peso
molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE). M7 luz azul medio BBM muestreo 3 (dia
21), M8 luz roja medio RM muestreo 2 (dia 18), M9 luz roja medio BBM
muestreo 3 (dia 21), M10 control medio RM muestreo 2 (dia 18), M: peso
molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE). M11 control medio RM muestreo 3 (dia
21), M12 control medio BBM muestreo 1 (dial5), M13 control medio BBM
muestreo 4 (dia 24), M14 luz azul medio RM muestreo 3 (dia 21), M16 luz azul
medio BBM muestre 5 (dia27), M17 luz roja medio RM muestreo 3 (dia 21),
M18 luz roja medio BBM muestreo 4 (dia 24), M: peso molecular Hypper

Ladder Il (BIOLINE).

En la imagen 4 se observa la presencia del gen PSY( fitoeno sintasa) el cual
se encontr6 presente en un 87,5 % (14 de las 16 muestras analizadas) con un
peso molecular de 400 pb ,en la muestra 1 (M1) no se observa la presencia del
gen ya que esta mostrO una concentracion de astaxantina de 1,13X10-5
pg/cel, por esta razon se cree que el gen no alcanzé a expresarse, este es el
primero en mostrar actividad en la ruta biosintética de la astaxantina de alli
también su alto porcentaje, para el gen CHY se evidencié una presencia de

aproximadamente un 62,5% ( 10 de las 16 muestras analizadas) con un peso
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molecular de 500 pb , es importante aclarar que el Sybr Green causo

interferencias en el momento de la visualizacion de las bandas..

M1 M2 M3 M5 M6 M7 M M11 M12 M13 M14 M16 M17 M18 M
@

Imagen 5 Expresion de genes fitoeno desaturasa 462 pb (PDS), licopeno 3-
ciclasa 565 pb (LCY), B-caroteno ketolasa 423 pb (BKT), en muestras de la 1 a

la 18 a excepcién de la muestra 8 a la 10 Fuente: Autores del proyecto

M1 control medio RM muestreo 2 (dia 18), M2 control medio RM muestreo 3 (dia 21), M3
control medio BBM muestreo 1 (dia 15), M5 control medio BBM muestreo 2 (dia 18), M6 luz
azul medio RM muestreo 2 (dia 18), M7 luz azul medio BBM muestreo 3 (dia 21) M: peso
molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE) , M11 control medio RM muestreo 3 (dia 21), M12
control medio BBM muestreo 1 (dial5), M13 control medio BBM muestreo 4 (dia 24), M14 luz
azul medio RM muestreo 3 (dia 21), , M16 luz azul medio BBM muestre 5 (dia27), M17 luz roja
medio RM muestreo 3 (dia 21), , M18 luz roja medio BBM muestreo 4 (dia 24),M: peso

molecular Hypper Ladder Il (BIOLINE).

En la imagen 5 en se observa ver en las muestras 1,3,5,6,7, la presencia de
bandas del gen BKT (423pb). No se observa expresion de los genes buscados

PDS (462) y LCY (565ph).
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5.DISCUSION

La exposicion a diferentes colores de luz influye en el crecimiento optimo de la
microalga, forma parte importante en la division y mantenimiento celular, es por
esto que Lababpour et al. (2005) busc6 aumentar la produccion de astaxantina
usando luz LED’s con cambios de color rojo a azules a través de feed- back de
nutrientes obteniendo mayores concentraciones del pigmento bajo estas
condiciones en fase de estrés con LED’s de color azul , teniendo en cuenta
dicha afirmacion, en este trabajo se logré observar que las variaciones de color
de luz a las cuales fue sometida H. pluvialis luz roja (longitud de onda de 700
nm) y luz azul (longitud de onda de 500 nm) permitieron mejorar la acumulacion
de astaxantina debido a que la luz roja aumenta la produccién final de biomasa
y la luz azul actia como un factor de activacion anticipado de la ruta metabdlica
del pigmento en comparacion con otras luces, aumento especialmente en el
medio BBM con luz roja donde alcanzo un pico maximo de astaxantina de

7,24x 10-5 pg/Cel.?

Del mismo modo Tomohisa et. al (2004) en el cultivo de H. pluvialis busco
medir los efectos de los diferentes tipos de luz y las diferentes longitudes de
onda llegando a la conclusién de cultivar la microalga usando luz roja a una
longitud de onda de 625 nm para la fase de crecimiento que permitié mejorar la
biomasa final y la fase de estrés con luz azul donde obtuvo una mayor
concentracién de astaxantina debido a que la longitud de 470 nm es capaz de
activar la ruta metabdlica de la astaxantina mas rapido, donde obtuvo una

produccién del pigmento en menor tiempo en cuestién a otro tipo de luces.*’
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El nitrégeno es un nutriente esencial para el crecimiento de la microalga
demostrado en los estudios realizados por Harker et al. (1996) *® quien
observo que el crecimiento de las algas se limitd severamente y la sintesis de
astaxantina se estimulé en gran medida, con lo cual concluyé que se obtiene el
maximo crecimiento de la microalga cuando ésta es sometida a una
concentracién normal de nitrdgeno en el medio de cultivo . Por esta razon se
pudo comprobar que al limitar este nutriente afecta el crecimiento de la misma,
como se observo en el registro fotografico. Orosa M (2005) menciona la
importancia de la concentracion de nitratos en el medio de cultivo, debido a su
importante papel en la tasa de division celular y en la acumulacion de

carotenoides secundarios *°

Aflato,C (2007) en su estudio concluy6 que es favorable el uso de dos etapas
en el cultivo de microalga, la primera etapa comprende el tiempo de la
produccion de biomasa (crecimiento 6ptimo, etapa verde) y la segunda etapa
consiste en la produccién del pigmento (estrés permanente, etapa roja), esto
permitié ver resultados significativos comparados con cultivo continuo bajo
estrés limitante en estado estacionario *° .Espinaco (2016) realiz6 un ensayo
para medir el efecto de diferentes concentraciones de nitrato de sodio en el
medio de cultivo BBM; sobre el crecimiento celular y analizé el efecto de estrés
por luz donde fue posible determinar que los cultivos que son sometidos a
condiciones de estrés por luz sin nitrato de sodio presente en el medio

comienzan a sintetizar y acumular el pigmento en forma mas rapida 2°

Lima (2009) en su ensayo us6 concentraciones de nitrogeno de 1.0, y 1.25 g/L

y cambio de luz blanca a luz roja para promover el aumento del pigmento por
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parte de H. pluvialis, obteniendo como resultado disminucion del crecimiento de
la microalga y aceleracion de la fase exponencial de la misma, determinando
que las concentraciones de nitrégeno Y la luz usada en el transcurso del cultivo
afectd el crecimiento y el desarrollo poblacional de la microalga® Esto se ve
relacionado con los resultados obtenidos ya que se uso la concentracién de
4.0% de nitrogeno desde el inicio del cultivo, por esta razon se vio afectada la

division celular, y favorecio la acumulacion de astaxantina en la microalga.

En cuanto a la concentracion de astaxantina el segundo tratamiento se
evidencié un comportamiento similar en el medio RM con luz blanca (control) y
el medio BBM con luz azul (longitud de onda 450 nm), debido al uso del
nitrogeno al 4.0% ya que la limitacion de este nutriente promueve la
acumulacion de carotenoides por parte de H. pluviales como lo menciona J. R.
Benavente-Valdés (2012) 3 debido a que favorece la forma aplanospora de la
microalga como mecanismo de defensa a la deficiencia de este
nutriente. Fabregas, J (1998) indica que la deficiencia de nitrdgeno actlia como
uno de los principales factores blogueadores de division y estimula la sintesis
de astaxantina, asi mismo menciona el uso de alta luz para promover la

produccién del pigmento **

En cuanto a los analisis moleculares realizados para evidenciar la expresion de
los genes de la ruta biosintética de la astaxantina, el gen fitoeno sintasa
(PSY) se encontré presente en un 72,2% de las muestras analizadas (13 de 16
muestras), y el gen CHY aproximadamente en un 62,5% (10 de las 16
muestras analizadas), se cree que esto se debe a la variacion de color de luz

usado en los dos tratamientos, y es comparable a lo encontrado
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por Steinbrenner et al. (2001) donde obtuvo como resultado un aumento en los
niveles de ARNm de ambos genes, la expresion de la fitoeno sintasa (PSY) y la
carotenoide hidroxilasa (CHY) mediante aplicacion de estrés por medio de altas
intensidades de luz y un alto contenido de salinidad en el medio, afirmando que

estos son claves de la produccién de astaxantina *°

Del mismo modo Vidhyavathi et al (2008) demostré de igual manera que el
estrés nutricional de NaCl, acetato de sodio y las altas intensidades de luz en la
microalga, aumentaron el contenido total de astaxantina a 32.0 mg con acetato
de sodio y 24.5 mg con NaCl, indujeron la expresion de los genes biosintéticos
de la astaxantina de los genes BKT y CHY que se expresaron transitoriamente

dependientes del estrés nutricional y de luz.?*
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6. CONCLUSIONES

» Al usar la variacion de color de luz como factor de estrés se observo que
las mayores concentraciones de astaxantina se obtuvieron con la luz
roja en el medio BBM llegando a alcanzar un pico maximo en el dia 18
de 7.24 x10-5 pg/cel y un alto crecimiento de la microalga en dicho
medio. Por lo tanto, se recomienda el uso del medio de cultivo BBM en
H. pluvialis por ser un medio autotréfico estandar, el cual permite
concentrar las células en fase estacionaria y someterlas a estrés por
elevada variacion de color de luz, debido a que este sistema permite una

mayor acumulacion y productividad de astaxantina.

» El conteo celular se vio disminuido en la fase de crecimiento debido al
déficit de nitrdgeno, aun asi la produccion de astaxantina mejord al unir
dos factores de estrés como el Nitrégeno al 4.0% y la variacion de color
de luz, formando una acumulacion méas veloz del caroteno, debido a
esto se recomienda la utilizacion de dos o mas tipos de estrés
(nutricional, salinidad , luminico, ambiental, de temperatura, pH) para
ayudar a estimular a la microalga a activar la ruta biosintética de este

caroteno de una manera mucho mas eficaz.

» Segun los resultados obtenidos la variacion del color de luz y la
deficiencia de nitrogeno indujeron la expresion de los genes como el
PSY que se expreso en un 87,5% y el CHY en un 62,5% del total de las

muestras analizadas, se establecio que los efectos nutricionales como el
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nitrégeno a una concentracion del 4.0% y la variacion del color de luz
con diferentes longitudes de onda son métodos de estrés éptimos para

promover mayor acumulacion del caroteno.
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ANEXOS.

ANEXO 1. CONCENTRACIONES DE CLOROFILA Y ASTAXANTINA

Medios Con nitrégeno normal y variaciéon de luces.

Dia de
muestre biorreacto formula final ug/cel formula final ug/cel

o medio r astaxantina clorofila
BBM 1 2,05315E-05 9,19734E-07
BBM 4 3,02146E-05 7,64166E-07

15 BBM 7 2,24831E-05 7,54715E-07
RM 3 1,98392E-05 2,80928E-07
RM 6 1,26125E-05 4,27403E-07
RM 9 3,84228E-05 1,17633E-06
BBM 2 3,00317E-05 8,63214E-07
BBM 5 4,39327E-05 1,24204E-06

18 BBM 8 7,24765E-05 1,5879E-06
RM 2 0,000113463 2,97172E-06
RM 5 5,1363E-05 1,3138E-06
RM 8 6,49043E-05 1,83679E-06
BBM 3 6,46465E-05 1,66703E-06
BBM 6 6,43458E-05 1,83573E-06

21 BBM 9 6,20511E-05 1,71325E-06
RM 1 8,12197E-05 1,53625E-06
RM 4 5,80661E-05 1,20025E-06
RM 7 4,02708E-05 1,23624E-06
BBM 1 4,69482E-05 -1,57873E-07
BBM 4 4,06031E-05 -1,1046E-07

24 BBM 7 6,56977E-05 8,76449E-07
RM 3 7,08464E-05 -2,87996E-07
RM 6 3,03399E-05 7,03345E-07
RM 9 4,70219E-05 -2,21535E-07
BBM 2 5,78278E-05 4,42969E-07
BBM 5 5,3377E-05 1,29532E-06

57 BBM 8 5,45657E-05 -3,39796E-08
RM 2 3,93243E-05 3,90967E-07
RM 5 3,20706E-05 3,4017E-07
RM 8 4,63253E-05 1,04092E-06
BBM 3 no hay mx -7,24517E-08
BBM 6 3,18176E-05 -3,33663E-08
BBM 9 4,46902E-05 3,90575E-07
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30 RM 1 2,24337E-05 1,66257E-07
RM 4 1,53605E-05 7,7933E-08
RM 7 4,65389E-05 1,10076E-06
Medios con nitrégeno al 4.0 % y variaciéon de luces
Dia de
muestre biorreacto formula final ug/cel formula final ug/cel
o medio r astaxantina clorofila

15

18

21

24

27

BBM 2 1,77638E-05 -1,59998E-07

BBM 4 3,82445E-05 -1,01051E-07

BBM 9 3,15831E-05 -1,79997E-07
RM 1 3,94247E-05 -1,69409E-07
RM 4 2,09426E-05 -7,4804E-08
RM 8 3,32834E-05 -8,47046E-08
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ANEXO 2. PROCESAMIENTO DE MUETRAS

Fotografias procesamiento de controles, curva de calibracion de
Astaxantina y Clorofila

ANEXO 3. Fotografias procesamiento de muestras para la extraccién de

Astaxantina y Clorofila.

Cada tercer dia se tomaron 3 muestras en tubos falcon de 10 ml, los cuales
fueron usados para cuantificacion de Astaxantina- Clorofila y para la realizacion
de PCR para la determinacién de genes que intervienen en la ruta biosintetica
de astaxantina. Ademas, se tomé en ependorff 1 ml, para posterior conteo

celular.
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ANEXO 4. Fotografias de equipos y procesamiento de muestras, usados

en la determinacion de genes que intervienen en la ruta de sintesis de la

Astaxantina.
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