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TITULO

Efecto de los factores de estrés acetato de sodio, alta irradianza y color de luz
sobre la produccion de astaxantina en Haematococcus pluvialis.
RESUMEN

H. pluvialis es una microalga productora de astaxantina, carotenoide, utilizado en la
industria pecuaria, alimentaria y nutracéutica, es por ello que propone determinar las
condiciones adecuadas para su produccion.
Se realiz6 el cultivo en medios Rudic’s medium (RM) y Bold’s basal medium (BBM),
suplementados con concentraciones de acetato de sodio de 0.248 mg/mL, 0.310 mg/mL,
0.372 mg/mL, luz blanca y azul con una irradianza de 150 pE m? s, con CO, al 5%,
agitacion con burbujeo, temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 20:4 Luz / Oscuridad y pH
6.8. Posteriormente, se realizé el recuento de biomasa y la evaluacion morfoldgica en
hemocitdbmetro. La cuantificacion de clorofila y astaxantina se realiz por
espectrofotometria.

Se obtuvo un crecimiento en el medio BBM, de 3.80x10%el/ml, sin diferencias
significativas con el medio RM (F:0.7871; P:0.376; GL:2). La biomasa a los 30 dias fue
de 2.49x10° cel/mL y 1.55x10°cel/mL en medio BBM y RM respectivamente. Se
obtuvo una mayor concentracion de astaxantina en el medio RM (5.06pg/mL)
significativamente mas eficiente para la produccién (F=52.74;P=<0.0001;GL=1), en el
cual se utilizd6 una concentracion a 0.372 mg/mL de acetato de sodio, luz azul e

irradianza 150 uE m2 st como factores de estrés.

En cuanto la clorofila, se obtuvieron 29.45ug/mL al utilizar luz azul, alta irradianza y
0.310mg/mL de acetato de sodio en medio RM. La morfologia observada fue
vegetativa, palmellay enquistante (aplandspora).
Se concluye que la luz azul, el acetato de sodio a 0.372 mg/mL vy alta irradianza inducen
una mayor sintesis de astaxantina por H. pluvialis.
Palabras clave: microalga, factores de estrés, carotenoide, luces de colores, estrés

salino irradianza.




INTRODUCCION

El presente proyecto se basa en la implementacion de condiciones de cultivo que
favorecen la sintesis biotecnoldgica de astaxantina, contribuyendo de forma positiva a
las industrias que comercializan este carotenoide. Haematococcus pluvialis brinda la
posibilidad de producir grandes cantidades de astaxantina a costos moderados y debido
a su naturaleza biologica, el potencial de brindar maltiples beneficios a la salud humana
y animal, siendo por tanto un compuesto de alto valor agregado. Las diferentes
investigaciones que se han llevado a cabo posteriormente enfatizan su rol como
antioxidante, antiinflamatorio y como suplemento vitaminico. Si bien se han buscado
nuevas alternativas de obtencion a partir de una gran variedad de organismos, la sintesis
biologica de astaxantina continGa siendo costosa, lo que dificulta su escalamiento a
nivel industrial, por tal razén en el mercado este carotenoide se encuentra
principalmente en forma sintética; sin embargo, esta astaxantina se caracteriza por un
poder bajo bioactivo y su consumo esta destinado principalmente a la industria

pecuaria.

A lo largo del tiempo se han buscado metabolitos que aporten beneficios a la salud y
que su produccion vaya de la mano del desarrollo sostenible y ademas de ello que sean
de bajo costo de produccion y comercializacion para las diferentes industrias. La
astaxantina es uno de estos metabolitos, ya que genera impactos positivos en la
fisiologia y la salud de diferentes especies bioldgicas tales como el efecto preventivo
del cancer, incremento de la respuesta inmune e inhibicion de los radicales libres?
debido a su potencial como antioxidante; siendo utilizada principalmente como
suplemento alimenticio en la industria pecuaria.

Existen diferentes maneras de obtener este antioxidante como lo son: la sintesis quimica
y la sintesis bioldgica esta Gltima a partir de diversos microorganismos, la cual genera
rendimiento per céapita considerable (teniendo en cuenta los indicadores
socioecondémicos del pais). Sin embargo, debido a que la astaxantina quimica no
presenta tantos beneficios como la producida naturalmente, es necesario la
implementacién de diversas alternativas que fomenten la sintesis bioldgica a partir de
microorganismos como cianobacterias, levaduras y microalgas, ya que estas poseen un

poder bioactivo y una estabilidad mayor.




Han sido muchos los estudios que se han llevado a cabo buscando el factor de estrés
méas adecuado para la produccion de astaxantina entre ellos se encuentran el estrés
salino, la irradianza, pH, temperatura, agitacion, la concentracion de nitrogeno, fosforo,
dioxido de carbono, minerales, entre otros. Del mismo modo, son empleados diferentes
medios de cultivo como el Bold’s basal Medium (BBM), Rudic’s medium (RM), BG-
11, BG11 modificado, Bold’s basal Medium modificado (MBBM) y Medio optimizado
para Haematococcus pluvialis (OHM) para generar el desarrollo de biomasa de H.

pluvialis.

Es importante resaltar que esta microalga es de dificil cultivo; debido a que tiene un
crecimiento lento y un ciclo de vida complejo, por ende se ve afectada la obtencion del

pigmento en cantidades de interés.

El factor de estrés acetato de Sodio (CH3COONa) ha sido utilizado ampliamente en
diferentes concentraciones como inductor de la sintesis de astaxantina en H. pluvialis;
estudios anteriores determinaron que la concentracion del acetato de sodio aumenta la
produccion astaxantina, es por eso que el presente trabajo pretende definir la
concentracion Optima de acetato de sodio, irradianza y color de luz (blanca o azul) para

este fin.

En los dltimos afios se han investigado los beneficios que tiene la astaxantina; este
carotenoide, brinda muchos beneficios para la salud, ademas genera el color naranja en
el salmon y langostinos (acuicultura), estos peces a pesar del alto nivel endégeno de
astaxantina que poseen no tienen la capacidad de sintetizarla. Por esta razon para la cria
de este tipo de animales es necesario suministrar una cierta cantidad de este
carotenoide, pero debido a que los costos de produccion son elevados su uso se ve
limitado.

Actualmente la principal fuente de astaxantina es la sintesis quimica de alto costo. Por
esta razon, se hace necesaria la implementacion de estrategias que vayan de la mano
con el desarrollo sostenible y que tengan un menor costo de produccion;
adicionalmente, debido a su naturaleza, la astaxantina sintética poseen un poder
bioactivo considerablemente menor que la astaxantina producida biolégicamente y por
dicha razén, esta ultima genera una mayor demanda por parte de los consumidores.

Debido a la importancia de H. pluvialis para su sintesis de astaxantina, es necesario




establecer las condiciones adecuadas, utilizando diferentes factores de estrés, para que
se produzca el carotenoide en concentraciones altas, de tal manera que los costos de
produccion sean bajos y la obtencion se dé en el menor tiempo posible. Por lo tanto, se
pretende por medio de esta investigacion reforzar y profundizar los conocimientos sobre
el cultivo de H. pluvialis en medios RM Y BBM, y los factores de estrés como acetato
de los sodio, alta irradianza, y color de luz, que favorezcan el aumento de la cantidad

de astaxantina sintetizada.

OBJETIVOS
Objetivo general

e Establecer el efecto del factor de estrés acetato de sodio, alta irradianza y color

de luz sobre la produccién de astaxantina en H. pluvialis.

Obijetivos especificos

e Evaluar el crecimiento celular en los medios de cultivo RM y BBM, bajo el
efecto de las condiciones de crecimiento y factores de estrés ensayados.

e Determinar la produccion de astaxantina y clorofila en el cultivo y su relacion
con la concentracion de acetato de sodio, alta irradianza y color de luz.

e Establecer el cambio morfologico de Haematococcus pluvialis presentado
durante el tiempo de cultivo, bajo los efectos de los factores de estrés ensayados.




MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

ANTECEDENTES

En la actualidad el uso de astaxantina como suplemento nutricional se ha incrementado
rdpidamente en la industria de alimentos, nutracéuticos y productos farmacéuticos, entre
otras. Las fuentes naturales de astaxantina son algas, levaduras, salmén, trucha, krill,

camarones y cangrejos de rio>.

H. pluvialis, también conocida como H. lacustris o Sphaerella lacustris es una
microalga verde dulceacuicola y unicelular, de distribucién geografica amplia
(especialmente en América del Norte y Europa) que presenta la capacidad de sintetizar

astaxantina*® .

“Estudios que datan de la década de 1950 describieron las principales
condiciones desencadenantes para la acumulacion de astaxantina en células de
H. pluvialis, como la alta intensidad de luz, estrés salino, limitacién de
nutrientes y la adicién de acetato de sodio como una fuente de carbono

organico”®.

A lo largo del tiempo se han realizado diversos estudios con el fin de determinar la
respuesta de H. pluvialis a factores de estrés que generan cambios morfologicos y
aumento de la acumulacion de astaxantina en la misma. En la tabla n°1 se muestran

algunas de estas investigaciones.




Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

e S Tan® e

Enhanced
Carotenoid
Biosynthesis by
Oxidative Stress in
Acetate-Induced
Cyst Cells of a

Cultivo en medio Basal, Cambio
(pH 6.8) e induccién de morfoldgico de
estrés con acetato de células vegetativas

sodio 2.25 M, Fe2+ a células de quistes.

(225 mM,pH 15)e
intensidad de luz de 1.5

Astaxantina: 1.28
mg g-1.

Cambio morfoldgico
del 90% de las
células.

Hemocitometro.
Método de Bradford.
Cromatografia en capa
fina.

Kobayashi M,
Karizono T and
Naga S, 1993
Japon 7.

s-1
-Cultivo sin fuente de
nitrégeno.

Green Unicellular  a 8.6 kix.

Alga, H. pluvialis

Comparison of the  Cultivo MBBM : Produccion de Astaxantina: 22.5 Espectrofotometria Orosa M, Valero
accumulation of -pH 4.0 biomasa, mg g-1 obtenida por HPCL (cromatografia JF, Herrero Cy
astaxanthin in H. -Estrés salino: cloruro astaxantina y otros  H. pluvialis. liquida de alta Abalde J. 2001.
pluvialis and other  de sodio 300mM y pigmentos por las eficiencia). Espafia ®.

green microalgae 600mM, acetato de microalgas en

under N-starvation sodio 100nM estudio.

and high light -Alta intensidad de luz

conditions. (350 pmol fotones m-2




Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Regulation of Two
Carotenoid
Biosynthesis Genes
Coding for
Phytoene Synthase
and Carotenoid
Hydroxylase
during Stress-
Induced
astaxanthin
Formation in the
Green Alga H.
pluvialis.

Medios suplementados
con acetato de sodio
45mM vy sulfato ferroso
450uM como condicion
de estrés. Adicion de
viologeno de metilo.
Incremento de la
intensidad de luz.

Expresion de los
genes para la
biosintesis de
fitoeno sintasa
(PSY)y
carotenoide
hidroxilasa (BKT).

13.5mg g-1de Northern Blot.
astaxantinay 80% de HPLC.

células enquistadas.

Aumento de la

expresion de los

genes que codifican

para PSY y BKT.

Steinbrenner Jy
Linden H. 2001.
Alemania®.

Influence of stress
on astaxanthin
production in H.
pluvialis ~ grown
under  different
culture
conditions.

-Estrés salino: cloruro
de sodio 0.25,0.51.0y
2.0 % w/V vy acetato de
sodio al 2.2 mM
-Fuentes de nitrégeno:
nitrato  de  calcio,
nitrato de  potasio,
nitrato de amonio y
nitrato de sodio al 10%
pH: 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 y
9.0.

Biomasa y el
contenido de
clorofila y
astaxantina.

NaCl y acetato de  Hemocitometro.
sodio: 1,2  wiw
astaxantina.

Nitrato de calcio: 8
mg/L de astaxantina
pH 7: se obtuvo la

mayor produccion.

HPLC.

Espectrofotometria.

Sarada R, Tripathi
U y Ravishankar

GA. 2002. India
10_




Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Analysis and NaNO3 0,15 g/l, acetato  Crecimiento celular Astaxantina: 0.80%  Espectrofotometria. Orosa M,
enhancement of de sodio a y la sintesis de p /v con acetato de HPLC Hewlett Frangueira D, Cid
astaxanthin concentraciones de 0%, pigmentos. sodio al 2%. Packard. A'y Abalde J,
accumulation in H.  0.25%, 0.5%, 1% y 2% 2005, Universidad
pluvialis. (p/v),pHa7.0, de Corufia®!.

temperatura 18 + 1°C
y 68,25 umol foton m-2
s-1, con un ciclo de

oscuridad: luz de 12:12

h.
Combined effects Intensidad de luz blanca Aumento en latasa Primer experimento:  Espectrofotometria Jeon YC, Cho CW,
of light intensity (80-170 mE m2s-1) y de crecimiento a 120mEm2s-1y Yun YS, 2006 %2,
and acetate acetato de sodiode 40 a  expresada en g/L acetato de sodio a40 Cromatografia ionica.
concentration on 70mM. por dia realizando  mM obtuvieron
the growth of dos experimentos. 0,138 g/L por dia..
unicellular Segundo
microalga H. experimento: a 170
pluvialis. ME m2 s-1y acetato

de sodio a 30 mM se
obtuvo 0,243 g/L
por dia.




Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Effect of different
culture media and
light intensities on
growth of H.
pluvialis.

Cultivo a 25°C con
aireacion continua
Medios de cultivo:
BG11, BG11
modificado, OHM
(optimal

Haematococcus media),

basal médium y RM
(rudic’s medium)

Intensidades de luz: 40,
50 y 60 pmol fotones

m-2s-1.

Biomasa de H.
pluvialis en
diferentes medios
de cultivo e
intensidades de luz.

Medio RM: biomasa Conteo en Camara de

de 9.5x105 cel ml-1  Neubauer.
Medio MBBM:,

8.85x105 cel ml-1 de

biomasa.

Imamoglu E,
Vardar F y Conk

M. 2007. Turquia
13

Regulation of
carotenoid
biosynthetic genes
expression and
carotenoid
accumulation in
the green alga H.
pluvialis under
nutrient stress
conditions.

Se incubarona25°C
bajo un ciclo de 16/8 h

luz / oscuridad,

intensidad de 30 umol

m -2 s -1 durante un
periodo de 7 dias.
Fueron sometidos a:

NaCl 17.1 mM, acetato
sodico (SA) 4.4 mMy
NaCl 171 mMy SA 4.4

mM ( NaCl / SA).

Produccién de
astaxantina

Astaxantina: 15.7,
6.8,21.8y245mgg
-1 producidos por
cultivos de control,
NaCl, SAy NaCl /
SA, respectivamente.

Espectrofotometria.

Vidhyavathi ,
Venkatachalam,
Sarada and
Ravishankar, 2008
india 4.




Influences of
different stress
media and high
light intensities on
accumulation of
astaxanthin in the
green alga H.
pluvialis.

Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

lluminacion mediante
lamparas fluorescentes
de luz diurna estandar
(18W), burbujeo de aire
continuo. Cultivo en
RM libre de nitrégeno
con 100mM de acetato
de sodio.

Concentracién de
astaxantina.

Astaxantina:
27.53mgg-1yen
medio libre de
nitrégeno 26.93g.

Matraz con medidor
cuantico (Lamba L1-
185).
Espectrofotometria.

Esra Imamoglu,
Meltem Conk
Dalay and Fazilet
Vardar Sukan, 2009
Turkey *°.

Produccién de
astaxantina en H.
pluvialis bajo
diferentes
condiciones de
estrés.

Obijetivo del presente
articulo fue realizar una
revision acerca de los
diferentes factores de
estrés que pueden ser
utilizados en H.
pluvialis.

Eficiencia de
diferentes factores
de estrés sobre H.
pluvialis al igual
que los genes
implicados en la
carotenogénesis.

El acetato de sodio,
fosfatos, nitrogeno,
intensidad de luz,
entre otros,
aumentan la
produccion de
astaxantina y la
expresion de genes.

Revision bibliografica.

Camacho JE,
Gonzélez G y Klotz
B, 20132,

Astaxanthin:
Sources,
Extraction,
Stability,
Biological
Activities and Its
Commercial
Applications.

Tratamiento de acidos,
acido clorhidrico
durante 15-30 minutos.
Acetona al 40% a 80°C
durante 2 minutos.

Porcentaje de
rendimiento de
astaxantina con
tratamiento de
diferentes acidos.

Porcentajes de
astaxantina de 80%

con 4cido clorhidrico

y 70% con acetona.

Cromatografia liquida.

Ambati RR et al.,
2014 3,

10




Metabolomic and
network analysis of
astaxanthin-
producing H.
pluvialis under
various stress
conditions.

Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Condiciones de estrés:
acetato (Ac), Fe2+y
con luz alta (HL), y
luego se aplicaron
metabolicamente GC-
MSy LC-MS.

-Acumulacion de
astaxantina -
Produccion de
biomasa en H.
pluvialis -
Mecanismos
moleculares
responsables de la
acumulacién de
astaxantina.

2 dias después de
aplicar el estrés: 3,44
pg/ml de
astaxantina.

2.03 pg/ml, 41%
menos que después
de 2 dias de
tratamiento.

HPLC usando una
columna de particulas
Synergi Hydro-RP.

Yingxue Su et al,
2014 6,

Accumulation of
astaxanthin by a
new H. pluvialis
strain BM1 from
the white sea
coastal rocks

Cultivo en medio BG11

y condiciones
estresantes (alta luz,

nitrogeno y privacion de

fosforo).

-Acumulacion de
astaxantina
-Cambio
morfolégico

Astaxantina: 3% al
5.5% del peso seco
de la celda (DW).

Hemocitometro.
Espectrofotdmetro
Agilent Cary 300.

Konstantin C,
ElenaL, Irina S,
Larisa S, Roman S,
y Alexei S

(2014) Lomonosov
Moscow State

(Russia). University 7.
Four different -Pretratamiento con Se registro la Pretratamiento con HPLC Dong S, Huang Y,
methods acido clorhidrico morfologia de las  acido clorhidrico 19.8 Microscopio Zhang R, Wang S,

comparison for
extraction of
astaxanthin from
green alga H.
pluvialis.

-Extraccion con:

acetona, disolventes de

mezcla de hexano/
isopropanol, metanol
y aceite de soja.

células de H.
pluvialis antes y
después de la
extraccion.

mg / g-cell
Extraccién con
metanol 13.8 mg / g-
cell. Extraccion con
acetona: 0.9 mg/g-
cell.

electrénico de barrido
método H-RMN.

Liu Y.
(2014)%8,

11
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24574909

Se utiliz6 un biorreactor

The effect of
temperature on cell
growth and
astaxanthin
accumulation

of H. pluvialis
during a light-dark
cyclic cultivation.

Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

de columna , medio
basal con 10 mM de
acetato de sodio,
temperatura de 25°C,

agitacion a 40 rpm, pH
entre 7.5y 8 y aireacion

a 0.04 vwvm.

Concentracién de
biomasa y
astaxantina.

La biomasa neta de
2.34 g/L/d y de
astaxantina 60
mg/L/d.

Método modificado de
Boussiba.

Wan M, Zhang J,
Hou D, Fan J, Li
Y,Huang J, and

Wang J 2014,China
19

Molecular No se determinaron Relacion entre la 3.92y7.65mgg-1 HPLC y cromatografia Guanqun C, Baobei
mechanisms of the  factores de estrés. sintesis de de astaxantina. de gases. W, Danxiang H,
coordination astaxantina y los Yinghua L, Feng C
between acidos grasos. and Qiang H.
astaxanthin and (2015) Arizona,
fatty acid USA 2.
biosynthesis in H.

pluvialis

(Chlorophyceae).

Transcriptome Produccion de Interpretacion de Psy, pds, zds y crt R-  Illumina Hiseq Xiaowen Z et al.
Analysis in H. astaxantina mediante la  las principales vias B regulados por 2000. (2015)

pluvialis: induccion de acido bioquimicas y la incremento y pds, PLOS ONE,
Astaxanthin salicilico (SA) o 4cido  transduccion de zds, crt R-B se China?.

Induction by jasmonico (JA). sefiales. regularon

Salicylic Acid (SA)
and Jasmonic Acid
(JA).

positivamente.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26484871

Condiciones de
produccion de
astaxantina por H.
pluvialis: Revision
bibliogréafica 2003-
2013.

Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

La combinacion de
medio BAR
suplementado con 1 g/L
de acetato de sodio,
iluminacion continua
(345 pmol fotén m-2s-
1) y aireacion (1.5 %
C02).

Se evalud la
produccion de
astaxantina.

Maéxima produccion
de astaxantina.
Concentraciones de
hasta 390 mg/L.

Revision bibliogréfica.

Romo CJ, Alcatran
LA y Hurtado LA,
2015 %,

Astaxanthin from
H. pluvialis
Prevents Oxidative
Stress on Human
Endothelial Cells
without Toxicity.

Disolvente DMSO
CO2 para la extraccién

Prueba de MTT, se basa
en la reduccion de la sal
tetrazolio.

Prevencion del
estrés oxidativo por
la astaxantina en
células endoteliales
humanas.

Se identificaron
picos de 400 nm
CcOmMo monoesteres
de astaxantina.

Cromatografia liquida.
(HPLC-DAD) y
HPLC.

Régnier P et al.,
2015 %,

A new paradigm
for producing
astaxanthin from
the unicellular
green alga H.
pluvialis.

-Intensidad de luz 50,
100, 200 y 400 umol m-
25s-1.

-Acetato de sodio
20mM con nitrato y sin
nitrato

-Carbonato de sodio 40
mM con nitrato y sin
nitrato.

Monitoreo de la
produccion de
biomasa y muerte
celular, cambios
morfoldgicos de las
célulasy la
cantidad de
astaxantina y
clorofila
producidas.

Se mejord de 2.5 mg
L-1 day-1 (normal) a
10.5mg L-1 day-1 la
produccion de
astaxantina.
Biomasade 1.1 g L-
1 dw con acetato de
sodio y fuente de
nitrégeno.

Espectrofotometria
Western Blot
Fluorescencia HPLC.

Zhang Z, Wang B,
Hu Q, Sommerfeld
M, Li Y y Han D.
2016. China®*.
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Numero de células

Biofilm cultivation

Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Uso de luz continua e

Astaxantina a los 8

Espectrofotometria

Alice Costa

of H. pluvialis irradiaciones maximas  para biofilms. dias: 0.8% de peso Lector de placas Kiperstok, Petra
enables a highly de 230 pmol fotones seco. Astaxantina Infinite M200, Tecan, Sebestyén, Bjorn
productive one- m-2 s-1, ciclo de méaxima (14 dias): Mannedorf, Suiza). Podola, & Michael
phase process for luz/oscuridad de 14/10 1.6gm-2. Melkonian, 2017
astaxanthin horas y medio de Germany®.
production using cultivo para suspension
high light y cultivos
intensities. inmovilizados fue

BG11-H modificado.
Effect of inducing  Se utilizo medio NSIII,  Cantidad de Astaxantina mas HPLC Hewlett- Pan-utai W,
agents on growth pH 7.0, temperatura a biomasa y elevada: 10 g L-1d- Packard Parakulsuksatid P
and astaxanthin 25°C, intensidad de la concentracion de 1 con acetato de Espectrofotometria. and Phomkaivon N,
production in H. luz 104 umol m-2s-1,  clorofilay potasio 100 mM. 2017,
pluvialis: Organic  fotoperiodo de 16: 8 h, astaxantina Tailandia .

and inorganic.

2% de CO2.
Condiciones de estreés:
acetato de sodio, acetato
de potasio , acetato de
magnesio y bicarbonato
de sodio a
concentraciones de 10,
50, y 100 mM.
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Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Evaluacion de las ~ Se compararon 3 Mejor Crecimiento y Conteo en cdmarade  Castillo CM,
condiciones de medios de cultivo (RM, productividad de produccion de Neubauer. Rivera FC,
crecimiento celular OHM y BBM) bajo biomasa y astaxantina en el Lancheros AG,
para la produccion diferentes condiciones  astaxantina. medio RM con 2017, Bogota?®.
de astaxantina a de estrés (pH, 7,5x105 cel/mly 8.3

partir de la fotoperiodo 18:6, CO2 pg/ml

microalga H. 5% y agitacion). respectivamente.

pluvialis.

Staged cultivation  Cultivo por etapas (SC). Concentracion de Maxima Método fed-batch. Han Sun, Bin Liu,
enhances biomass  La intensidad de luz biomasa concentracion de Xue Lu, Ka-Wing
accumulation in inicial de 50 pmol m - biomasa de 0.73 * Cheng, Feng Chen,
the green growth  2s -1, la relacion de luz 0.03¢g/L. (2017) China 2.
phase of H. mixta de rojo y blanco

pluvialis. se establecio en 3: 1, 2:

1,1:1y1: 2. Acetato
de sodio como fuente de
carbono orgénico.

Transcriptome Se utilizo el medio Mecanismos de Expresion de los PCR cuantitativa de Bangxiang H et al
Analysis in H. BBM a 22°C, ciclo de induccion para la genes implicados en  fluorescencia en 2018 China %8,
pluvialis: luz y oscuridad produccion de la produccion de tiempo real.

Astaxanthin 12h:12h, intensidad de  astaxantina por astaxantina

Induction by High  luz 195 pEm m-2 s-1, medio de la
Light with Acetate  2g/L de acetato y 20 um  expresion de genes.
and Fe2+ . Fe2+ .
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Taba N°1: Estudios de H. pluvialis bajo diferentes factores de estrés

Investigation on - 150 mM de acetato de  -Concentracion de  Biomasa: 2.5 g/L -Peso seco Shenga B et al.
models for light sodio biomasa Astaxantina: 3.04%. -HPLC. (2018) University
distribution of H. - 25umol/m2.s de -Produccion de of Science and
pluvialis during iluminacion. astaxantina Technology,
astaxanthin -Influencia de la Shanghai?®.
accumulation stage biomasa y la
with an application astaxantina en la
case. absorbancia y

dispersion de la

luz.
Enhanced CO2 al 0.04%, 5% y Produccién de astaxantina: 36 mg/g  Espectrofotometria. Christian D, Zhang
astaxanthin 15% astaxantina y al usar alta J, Sawdon AJ, Peng
Accumulation in Alta intensidad de luz.  biomasa. intensidad de luz y C. (2018).
H. pluvialis Using 15% de CO; . University of
High Idaho, Moscow *°.
Carbon Dioxide
Concentration and
Light lHlumination.

Fuente: Elaborada por autoras.
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Los estudios anteriormente descritos en la tabla N° 1 corresponden a una revision
bibliogréfica, en los cuales se citan algunos factores de crecimiento y de estrés que
influyen de forma directa en H. pluvialis e inducen en la misma una mayor produccion

de astaxantina.

Kobayashi y su grupo de investigacion 7 en el afio 1993 usaron como condicién de
estrés acetato de sodio en concentracion de 2.25 M que permitié la obtencion de 1.28
mg g* de astaxantina; asi mismo se implementé esta sal sodica en investigaciones
realizadas posteriormente®®1112 teniendo como resultado alta produccion de
astaxantina en todos los estudios.

Steinbrenner y colaboradores® en el 2001 concluyeron que el acetato de sodio en
combinacion con sulfato ferroso y aumento de la intensidad de la luz permitian obtener

grandes cantidades de carotenoide (13,5 mg g -1 peso seco después de 72 h).

En cuanto a otros factores de estrés se puede mencionar la acetona®, la cual indujo la
sintesis de astaxantina en un 70%. Por Gltimo, Vidhyavathi y colaboradores'* en el 2008
afirman que en respuesta a condiciones desfavorables para la microalga tales como alta
intensidad de la luz, salinidad, y agotamiento de nutrientes, se produce la efectiva
acumulacion de pigmentos. Durante este estudio se afiadid estrés salino (en el cual
principalmente se utilizé cloruro de sodio), obteniendo 15.7 de mg g -1, baja cantidad,
en comparacién con el medio al cual se le adiciono estrés salino (acetato de sodio y

NaCl en combinacion) y NaCl.

En el 2018 se realiz6 una investigacion en la Universidad de Ciencia y Tecnologia de
Shanghai?® sobre la influencia de la luz y acetato de sodio como condiciones de estrés, y

se concluy6 que el cultivo H. pluvialis fue capaz de producir 3.04% de carotenoide.

En el cultivo de microalgas el diéxido de carbono (COz) constituye un componente
importante para la produccion de energia de las mismas y consecuentemente su
metabolismo celular; por dicha razén es importante regular el aporte de este compuesto
al medio de cultivo, Christian y colaboradores® en el 2018 implementaron multiples
concentraciones de CO> con el fin de determinar la indicada para la méaxima produccion
de astaxantina y determinaron que al usar un 15% de CO; en combinacion con alta
intensidad de luz podrian llegar a producir hasta 36 mg/g de astaxantina. Sin embargo,

la mayoria de estudios usan bajas concentraciones de CO, 2% 2526
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Asi mismo, se ha determinado que el medio de cultivo influye directamente en la
concentracion de biomasa de H. pluvialis obtenida, por lo tanto, a lo largo del tiempo se
han usado medios como MES volvox, BBM, RM, BG11, BG11 modificado, OHM y
basal medium (ver tabla N°1). En el afio 2007 Imamoglu et al'®, realizaron la
comparacion del crecimiento celular de H. pluvialis multiples medios de cultivo y como
resultado obtuvieron que la mayor biomasa (9.5x10° cel mIY) era producida en el medio
RM (Rudic’s medium).

La produccion de astaxantina en H. pluvialis estd mediada por genes involucrados en la
ruta metabdlica de los carotenoides, dentro de la cual se encuentran genes de interés
como lo son los codificantes para fitoeno desaturasa (PDS), licopeno B-ciclasa (LCY),
fitoeno sintasa (PSY) licopeno ciclasa (LCY),B-caroteno ketolasa (BKT) y B-caroteno
hidroxilasa (CHY)? 3L, La relacion de los genes para la fitoeno desaturasa (PDS) y la -
caroteno hidroxilasa (CHY) y el estrés inducido en H. pluvialis a través del tiempo fue
evaluada por Steinbrenner et al®, y observaron que a partir de la induccion de estrés en
la células, la expresion de estos dos genes fue directamente proporcional a la

produccion de astaxantina a través de los dias.

La informacidn plasmada en la tabla N°1 permiten la orientacion sobre los factores de
estrés que podrian ser determinantes en el desarrollo de H. pluvialis y que contribuyen
en el planteamiento de nuestra investigacion, puesto que uno de los factores de estrés de

mayor eficiencia es el acetato de sodio.
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MARCO TEORICO
Estrés oxidativo

El oxigeno, a pesar de ser esencial para la vida de multiples organismos, ejerce efectos
dafinos a nivel celular debido a los denominados radicales libres que se producen tras
el metabolismo oxidativo celular y actdan directamente sobre la integridad y
funcionalidad de estructuras celulares al producir reacciones en cadena; dicha
reactividad de los radicales libres se debe a que poseen electrones desapareados en la
ultima érbita, lo que los hace inestables y les permite reaccionar con cualquier molécula
oxidandola de esta manera. No obstante, el cuerpo tiene mecanismos para contrarrestar
estos radicales libres llamados antioxidantes que actian como un sistema de defensa;
algunos ejemplos son el ascorbato, ubiquinol y enzimas que actGan de forma
coordinada con el fin de proteger la célula; pero cuando el equilibrio entre antioxidantes
y radicales libres se pierde se da el proceso nocivo llamado estrés oxidativo. Dicho
proceso no es causado Unicamente a nivel interno del organismo, también es producido
externamente por factores ambientales tales como la radiacion ultravioleta,

contaminacion del aire y algunos alimentos como aceites vegetales entre otros2.

Este estrés oxidativo puede generar el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer, Parkinson, diabetes, artritis reumatoide, entre otras. Por estas
alteraciones en el organismo, causadas por procesos de oxidacion, se requiere el uso de
antioxidantes con el fin de anular o mitigar estos procesos de un sustrato oxidable como
lo es el DNA, lipido, proteina o cualquier otra molécula®?33, Uno de estos antioxidantes
es la astaxantina esta protege las neuronas y puede ralentizar los efectos del deterioro

cognitivo y deterioro de la funcion psicomotora relacionados con el envejecimiento3.

Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas o sustancias con mayor afinidad hacia los radicales
libres que otras como las proteinas, DNA, lipidos, etc, evitando que estas moléculas se
oxiden. La mayoria de los antioxidantes se encuentran en frutas, vegetales, etc®® y
también son generados por algunas microalgas, dentro de sus mecanismos de accion se
encuentran la accion enzimatica, que tiene un efecto catalizador que involucra los

radicales libres, o la oxidativa al ceder un electron al radical libre, volviéndolo menos
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reactivo y oxidandose en el proceso®. Este mecanismo antioxidante fue desarrollado
evolutivamente por los organismos ya que las reacciones metabolicas oxidativas son
importantes e inevitables; estos antioxidantes pueden ser producidos endégenamente
por las células del organismo y también se pueden consumir en la dieta (ex6genos)®2.
Dentro de los antioxidantes exdgenos se resaltan las vitaminas E y C, el betacaroteno,
los flavonoides y el licopeno; por su parte los antioxidantes enddgenos se componen
principalmente por enzimas como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPX), entre otros®.

Los principales efectos beneficiosos de los antioxidantes son la disminucion de la
oxidacion lipidica, proteica y del ADN, y consecuentemente del estrés oxidativo®’. Se
ha observado que la Astaxantina tiene un poder antioxidante 500 veces mayor que la

vitamina E y 38 veces mayor que el - caroteno 24 %, ya que previene dafios oxidativos,

apoptosis celular y desarrollo de mdltiples enfermedades causadas por el estrés

oxidativo.

ASTAXANTINA

Composicion quimica de los carotenoides

Los carotenoides son compuestos tetraterpenoides, formados principalmente por ocho
unidades de isopreno unidos con enlaces dobles. Debido a esta insaturacion, son
sensibles al oxigeno, algunos metales, la luz y otros compuestos®®. Son considerados
compuestos indispensables para la vida debido a las funciones que llevan a cabo en
relacion con la  fotosintesis (captacion de luz y fotoproteccion®)
Estos pigmentos naturales liposolubles se dividen en carotenos, cuando son
hidrocarburos y las xantofilas que se caracterizan por tener una o mas funciones

oxigenadas como aldehido, &cido carboxilico o grupos hidroxilo®.
Generalidades de la astaxantina

La astaxantina (3,3'-dihidroxi-p-caroteno-4,4'-diona) es una xantofila, porque dentro de
su estructura no s6lo contiene carbono e hidrogeno sino también atomos de oxigeno,
este tipo de carotenoide secundario, rojo brillante de la misma familia que el licopeno,
luteina y B-caroteno, que actia como colorante y suplemento alimentario. Es sintetizado

por algunas microalgas, plantas, levaduras, bacterias, presentes en muchos mariscos, y
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también se puede encontrar en el salmén, la trucha, la dorada, el camaron, la langosta y

los huevos de pescado?? %0,

Este carotenoide cumple funciones como fotoprotector, antiinflamatorio,
neuroprotector, inmunomodulador, aumenta la funcién inmunoldgica, la salud

cardiovascular, antioxidante y previene el desarrollo de multiples enfermedades®*! 42,
Bioquimica de la astaxantina

La astaxantina consiste en dos anillos terminales unidos por una cadena de polieno, esta
molécula tiene dos carbonos asimétricos localizados en las posiciones 3,3" del anillo de
B-ionona con el grupo hidroxilo (-OH) en cada extremo de la molécula (figura N°1)*,
Por tanto, este carotenoide contiene dos enlaces conjugados, un grupo hidroxilo y ceto.
Posee propiedades lipofilicas e hidrofilicas*.

Figura N° 1: Estructura quimica de la astaxantina®.

El color rojo de esta se debe a los enlaces dobles conjugados (ver figura N°1) que se
encuentran en el centro del compuesto y que actian como fuente antioxidante mediante
la donacion de electrones para la reaccion con radicales libres y luego convertirlos en
productos estables; de esta manera puede terminar la reaccion en cadena de radicales

libres de una gran variedad de organismos vivos*!.

Este carotenoide presenta cuatro estereoisomeros: 3S,3°S; 3S,3°R; 3R,3’S y 3R,3’R; los
cuales a su vez se pueden encontrar en forma libre o formando diésteres y monoesteres
con sus grupos hidroxilo. Esta conjugacion le otorga a la molécula mayor
hidrofobicidad*.
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Figura N° 2: Posicion trasmembranal de la astaxantina: a diferencia de otros
antioxidantes, se situa en la interfaz lipofila-hidrofila de la membrana lipidica, lo que le

confiere su gran poder antioxidante*.

Funciones en el organismo

La astaxantina, tiene un gran valor cientifico debido a que posee propiedades
antioxidantes, las cuales permiten retardar los procesos de oxidacién en el cuerpo que
estan implicados en lesiones o enfermedades cerebrales, y ademés hacen parte de la
dieta humana. Este pigmento carotenoide puede a su vez modular la respuesta inmune,
es antiinflamatorio, previene los efectos de rayos UV y el desarrollo de diferentes
patologias®. Estas caracteristicas se deben a que, como se observa en la figura N°2,
posee la capacidad de ubicarse en la membrana celular gracias a su naturaleza lipofilica.

Rol en las industrias y aplicaciones comerciales

Los carotenoides son pigmentos precursores de fitohormonas que desempefian un rol
funcional en la fotosintesis y estabilidad de la membrana celular, dan proteccion contra
el dafio fotodinamico y proveen adaptacion ambiental; todo esto debido a su potencial
como antioxidantes*®, ademas son los encargados del color natural amarillo, rojo y
anaranjado. Son ampliamente utilizados en la industria cosmética, nutracéutica,
farmacéutica, acuicultura, avicultura y de igual manera en la industria alimentaria en el
enriquecimiento de alimentos debido a su alta actividad provitamina A, ayudan al

fortalecimiento del sistema inmunologico y disminuyen el riesgo de enfermedades
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degenerativas. Por tanto, la obtencion de estos carotenoides es de gran valor e impacto

en industrias anteriormente mencionadas®’.

La astaxantina ademas de poseer las funciones previamente descritas tiene la capacidad
antioxidante. Este carotenoide actla de forma especifica sobre los radicales libres y las
especies reactivas de oxigeno (ROS) que se producen en el cuerpo durante las
reacciones metabdlicas y producen dafios en los acidos nucleicos, proteinas y lipidos

constituyentes de la membrana celular 4*.

El uso de antioxidantes actualmente genera opciones de gran impacto a nivel cientifico
e industrial, para ser usado con el fin de prevenir e incluso combatir enfermedades
degenerativas debido a sus amplios mecanismos de accion en el organismo®. La
produccién de astaxantina a partir de fuentes naturales se ha convertido en una de las
actividades mas exitosas para la biotecnologia, debido a que esta tiene una gran
demanda en alimentos, aplicaciones nutracéuticas y farmacéuticas. A demas de ello si
se obtienen a través de microalgas representan una opcion sostenible ya que las mismas
no compiten por el uso de tierras agricolas*®. Este pigmento se encuentra en
presentaciones como capsulas, extractos, aceites, geles, tabletas, entre otros, al igual que

en productos multivitaminicos y en combinacion con acidos grasos?®.
Organismos biosintéticos de astaxantina

Como se menciono anteriormente, la astaxantina se puede encontrar en crustaceos como
el krill, la langosta, el camar6n y la gamba, en peces como el salmén y la trucha, e
incluso en aves como el flamenco; sin embargo, dichos animales al igual que el ser
humano no tienen la maquinaria enzimatica para sintetizar astaxantina de novo, por lo
cual ésta debe ser ingerida por medio de la dieta. Esta xantofila es sintetizada por
algunas plantas superiores, la levadura Phaffia rhodozyma, el hongo
Xanthophyllomyces dendrorhous y por una gran variedad de microalgas, dentro de las

cuales se resalta a H. pluvialis®” .

H. pluvialis tiene la capacidad de producir hasta el 5.02% de peso seco celular de
astaxantina, la cual se caracteriza de ser de alta calidad debido a que se compone
principalmente del isomero 3S, 3’S. Para su produccion industrial la microalga es
cultivada bajo condiciones de estrés capaces de inducir la acumulacion de astaxantina,

la cual posteriormente es extraida y purificada. Empresas como la Roche, Sigma,
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Cardax Pharmaceuticals, entre otras, producen astaxantina sintética, la cual a pesar de
presentar una solubilidad en agua mayor que la astaxantina biosintética, poseen un

poder antioxidante limitado debido a que no se encuentra esterificada®’.
Meétodos de extraccion y cuantificacion de astaxantina

Debido a que en su estructura quimica la astaxantina posee un alto contenido de enlaces
dobles, esta es susceptible a la degradacion por el efecto de la luz, temperatura y
oxigeno. Por lo tanto, para garantizar su estabilidad, es necesario que durante su
extraccion y cuantificacién se mantengan condiciones de bajas temperaturas, poca luz y

en lo posible en ausencia de oxigeno®® *°,

Extraccion: La astaxantina, al igual que otros carotenoides es soluble en solventes
orgéanicos tales como éter etilico, acetona, metanol, cloroformo, entre otros. En algunos
casos es necesaria la previa lisis celular por medio de enzimas liticas y posteriormente
se deben calentar las células con el solvente para una mejor extraccion. Dentro de las
técnicas de extraccion mas cominmente usadas se encuentran la técnica de Soxhlet (usa

acetona como solvente) y la extraccion con fluidos supercriticos®® .

Cuantificacion: La cuantificacion de astaxantina se puede realizar por medio de varios
métodos; el método espectrofotométrico se basa en la capacidad que presenta este
carotenoide de absorber la luz UV (250-550nm), dicha capacidad se la otorga, como se
menciond anteriormente, su estructura rica en enlaces dobles. Por otra parte, la
cromatografia de alta resolucién, conocida por sus siglas en inglés como HPLC; esta
técnica, actualmente es la técnica de seleccion por parte de la mayoria de

investigadores®® .

Microalgas: Las microalgas son microorganismos eucariéticos unicelulares, cuyo
habitat es acuéatico (ya sea en aguas saladas o dulces), que utilizan la energia solar con
el fin de hacer fotosintesis para la obtencion de materia organica como fuente de
energia y para la produccion de biomasa (al alcanzar la maxima tasa de crecimiento)®
esto se les facilita debido a que en su medio es relativamente facil la captacion de

nutrientes y de COs..

En la actualidad, las microalgas son organismos fotosintéticos de elevado valor

biotecnoldgico, industrial, farmacéutico y nutracéutico debido a que pueden presentar
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gran variedad de aplicaciones, como la capacidad de producir biodiesel y bioetanol,
propiedades para la biorremediacion en aguas residuales o ser utiles en la produccion de
bioproteinas para la alimentacion animal y humana, asi como también, poseen la
caracteristica especial de acumular metabolitos de interés como los &cidos grasos poli-

insaturados de cadena larga y los carotenoides??°2,

Las principales microalgas que se utilizan y cultivan comercialmente son Chlorella
byenrinch y Aethrospira stizenberger las cuales son implementadas en alimentos de
origen natural; Dunaliella salina de la cual se obtiene beta caroteno y Haematococcus

pluvialis en la obtencion del pigmento de astaxantina?®,

Haematococcus pluvialis.

“Haematococcus: EI nombre de esta microalga esta compuesto por dos partes,
Haemato debido a su color rojo sangre, coccus puesto que sus quistes son de
forma esférica.

pluvialis: este nombre hace referencia a que se puede encontrar en lugares con

agua de Iluvia™®,

H. pluvialis perteneciente a la clase Chlorophyceae y al orden Volvocales como se
aprecia en la tabla N°2, es una microalga unicelular de agua dulce (aunque también
existen terrestres y marinas), biflagelada con sus células encapsuladas por una pared
ovoide, elipsoide cilindrica o practicamente esférica, considerada como la mejor fuente
natural del carotenoide Illamado astaxantina (siendo capaz de acumular hasta 30 g en
peso seco)?! y el principal organismo productor comercial®?. La sintesis de novo de la
Astaxantina tiene lugar en el citosol, acumuldndose como pequefias gotas en el

citoplasma (cuerpos lipidicos citosolicos)®2.

H. pluvialis es sometida a condiciones de estrés con el fin de promover su cambio
morfoldgico a un estadio en el que pierde la motilidad y cambia a una forma esférica

(fase roja o aplanospora).

Después de 24 horas de estrés las células se enquistan, en esta etapa aumentan de
tamarfo y desarrollan una pared celular resistente llegando a producir cerca del 4% de

peso seco. Sin embargo, a pesar de ser una opcion con gran potencial, todavia se

26



requiere mejorar los parametros de operacion para optimizar los rendimientos, asi como,
disminuir los costos de produccién, con el propdsito de hacer mas competitiva esta

fuente natural®®.

Tabla N° 1: Clasificacion taxondmica de H.pluvialis 443

Dominio Eucaryota
Reino Viridiplantae
Filo Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Volvocales
Familia Haematococcaceae
Género Haematococcus
Especie H. pluvialis

Haébitat natural

H. pluvialis se encuentra distribuido ampliamente en Europa, Canada y Africa, excepto
en la Antartida; suele encontrarse en la corteza de las rocas, en depdsitos de agua o
estanques entre otros con altos porcentajes de humedad, se halla en cursos de agua
estacionales, cuando las condiciones de ese curso de agua dejan de ser Optimas, esta
microalga se enquista. De igual manera, tiene la capacidad de adaptarse a condiciones
desfavorables de luz, temperatura, sales y nutrientes al tener la capacidad de enquistarse

rapidamente’®.
Ciclo de vida

Cuando H. pluvalis se encuentra en condiciones desfavorables para su desarrollo como
lo son el aumento de temperatura, intensidad de luz, salinidad, irradianza, pH, estrés
oxidativo, presencia de nutrientes organicos como acetato 6 combinacion cloruro de

sodio/acetato de sodio (estrés salino) y disminucién de micronutrientes, se da un
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cambio morfoldgico adoptando un quiste rojo que contiene grandes cantidades de

astaxantina?,
El ciclo de vida de esta microalga se puede dividir en cuatro etapas:

I Crecimiento de células vegetativas denominadas Macrozooides (zoosporas) que se
caracterizan por tener dos flagelos lo que permite su capacidad movil, forma ovoidea de
8-50m de diametro>*,

Il Enquistamiento (células de quistes vegetativas a inmaduras); la microalga aumenta
de tamafio, entra en fase de reposo rodeada por una gruesa pared cistica compuesta
principalmente por celulosa®®. El proceso | y Il se dan gracias a las condiciones

inductivas encontradas en el medio®*.
11 Maduracion (células quisticas inmaduras a maduras)

IV Germinacion (quiste maduro a células vegetativas), aqui ya la astaxantina se

encuentra acumulada®.

1-cell 2-cell 4-cell 8-cell 16-cell 32-cell

Cell division
Refresh

Germination
Encystment (aplanospore formation)

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

Figura N° 3: Division celular y ciclo vital de H. pluvialis, que se caracteriza por
acumular hasta 32 celulas, que durante la germinacion daran lugar a la formacion de
celulas flageladas y finalmente a aplanosporas®.

La astaxantina se acumula principalmente en la etapa Il y la etapa 111, Como se

observa en la figura N°3, en esta etapa la microalga en forma de célula vegetativa
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pierde sus flagelos y se denomina palmella; a continuacién, se forma el quiste rojo o
aplanospora el cual se caracteriza por la acumulacion de astaxantina y la formacion de
una matriz extracelular®®. Se dan por tanto, cambios en las actividades celulares y en los
componentes celulares, caracterizdndose por un aumento en el contenido de hidratos de
carbono (hasta 63% del peso seco), sintesis de compuestos de bajo requerimiento
energético, aumento de lipidos que permiten acumular el pigmento, obteniendo células
rojas con un 98% del total de carotenoide y 4% del peso seco celular®®. Los cambios

morfolégicos que presenta H. pluvialis se pueden evidenciar en la figura N°4.

Figura N° 4: Ciclo de vida de H. pluvialis a) célula vegetativa flagelada, b) palmella, c)
Célula intermedia, d y f )Aplanospora®.

Reproduccion

H. pluvialis se reproduce de forma asexual. Las células flageladas dejan de dividirse
cuando ya se han duplicado cinco veces aproximadamente dando lugar a las zoosporas
(ocurre la fusion celular) y estas a su vez se desarrollan en palmella y en condiciones de
estrés luego a aplanosporas. Las aplanosporas ya han perdido los flagelos y adoptan una
forma esférica no mévil®. En condiciones favorables, se puede dar lugar a la formacion
de entre 2 y 8 zoosporas, al enquistarse la aplanospora normalmente produce, de igual
manera, entre 2 y 8 nuevas aplanosporas; sin embargo se ha observado que

ocasionalmente puede llegar a producir hasta 32 nuevas células®’.
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Factores que afectan el cultivo

Hay diferentes parametros de cultivo determinantes en el crecimiento de H. pluvialis
permitiendo la transformacion de la microalga desde el estado vegetativo a aplanospora
(fase verde y roja respectivamente) cuando cesa su crecimiento en la fase estacionaria y
que generan a su vez la acumulacion de astaxantina como la intensidad luminica,
temperatura, nutrimentos (concentracion de nitrégeno, fdsforo, didxido de carbono

entre otros), fotoperiodo, pH, especies reactivas de oxigeno, burbujeo y sales.

Intensidad luminica: Es uno de los factores mas importantes puesto que la tasa de
crecimiento de las microalgas depende de la intensidad de luz, debido a que esta es
convertida en energia metabdlica. La luz puede ser dividida en dos partes principales; la
intensidad luminica, que se define como la concentracion de luz que afecta un volumen
determinado de medio de cultivo dentro del fotobiorreactor y la longitud de onda que
describe el color de luz utilizada para el cultivo®. Esta se puede brindar de forma
artificial, solar o en combinacion, dependiendo del lugar donde se lleve a cabo el
cultivo, por ejemplo, en las investigaciones que se llevan a cabo a nivel de laboratorios
se brinda de manera artificial con ldmparas fluorescentes , donde las longitudes de onda
deben estar entre 600 y 700 nm>°,

Las microalgas gracias a su capacidad fotosintética aprovechan la energia solar y el
dioxido de carbono, para sintetizar diferentes metabolitos*®. En condiciones de baja
intensidad luminica sintetizan pigmentos como la clorofila, y en caso de altas
intesidades se produce la acumulacion de pigmentos carotenoides secundarios como la

astaxantina, como un factor protector frente a las condiciones inductivas.

Bohne y Linden afirman en el 2002 que la luz (longitudes de onda entre 600-700 nm)
es la méas eficiente para la fotosintesis. Los diodos emisores de luz (LED) con una
longitud de onda maxima de 643 nm son la fuente de luz mas rentable, y en caso de
aumentarse produce una elevaciéon de la temperatura y por ende impedird el buen

desarrollo en el cultivo®®,

Temperatura: Es el factor ambiental mas determinante, que afecta el crecimiento y
desarrollo de los organismos vivos. Para los cultivos de microalgas la temperatura
Optima esta entre 20°C y 24°C®, tolerando incluso temperaturas de entre 16 y 27 °C,

sin embargo, las variaciones en la temperatura afectan la composicion y respiracion
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celular, asi como a los ciclos de fotosintesis, de los cuales dependen las reacciones
enziméticas y bioldgicas del proceso®®, a temperaturas menores a 16°C disminuyen su
crecimiento por la falta de absorcion de nutrientes, y a temperaturas mayores la division
celular se ve alterada, pero no la sintesis de proteinas, lo que aumenta la produccién de
carotenoides®®, a temperaturas como los 35°C resulta ser letal para un gran nimero de

especies'®.

Nutrimentos: EI CO2 es la fuente de carbono mas utilizada en los cultivos de
microalgas, puesto que pueden sobrevivir a altas concentraciones de dioxido de
carbono, los gases del efecto invernadero, entre otros, que de diversas fuentes pueden
convertirse en suficientes nutrimentos para la microalga®. La presencia de diversos
iones como el hierro, acetato, fosforo, glucosa, magnesio, especies reactivas de oxigeno
favorecen una produccion efectiva de carotenoides, asi como el nitrégeno, carbono, y
azufre segun lo afirman en el articulo “Evaluacion del efecto de la longitud de onda y la
concentracion de hierro sobre el crecimiento en aguas residuales de la cepa microalgal
Chlorella vulgaris”, son una fuente ideal para las microalgas al permitir la formacion de

nueva biomasa y favorecer reacciones metabdlicas.

Fotoperiodo: la disponibilidad de luz y sus periodos determinan la velocidad especifica
a la que se realiza la fotosintesis y, como consecuencia, determinan también la tasa
especifica de crecimiento. En algunos cultivos se ha estimado que la luz penetra solo de
1 a 2 cm mas alla de la superficie, de manera que la zona fética representa solo una

pequefia fraccion (10-30%) del volumen total del cultivo® (ver figura N°5).

Energialuminosa

Zonafotica

Trayectoria
delaluz

Oscuridad Luz Oscuridad “ Célula
Tiempo [—J

Figura N° 5: Trayectoria de la luz y de los ciclos luz oscuridad®.
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pH: Las microalgas durante su crecimiento requieren diferentes niveles de pH, en la
mayoria de los cultivos de microalgas esta entre 7 y 9, con un rango éptimo de 8.2 a
8.7. Un pH optimo en el cultivo generalmente es mantenido gracias a la aeracion con
aire enriquecido con CO2%,

Burbujeo: Es un factor indispensable en los cultivos, puesto que se debe proporcionar
un mezclado eficiente con el fin de producir una dispersion uniforme de las microalgas
en el medio, eliminando asi los gradientes de concentracion de luz, nutrimentos (entre
ellos CO,) y temperatura®, si estos factores se usan de forma inadecuada, puede causar
dafios severos para la estructura celular e impedir el crecimiento y la produccion de

metabolitos.

Sales: Estan incorporadas dentro de los componentes de los medios de cultivo y son
aprovechadas por las microalgas durante su crecimiento y desarrollo, gracias al proceso
de 6smosis®, la deficiencia 0 aumento de estas pueden causar efectos secundarios en las
celulas. Es necesario tener en cuenta que el enquistamiento de H. pluvialis y la posterior
sintesis de astaxantina es una respuesta de proteccion de la microalga al someterse a

condiciones de estrés al aumentar o disminuir los factores previamente descritos?.

Genes implicados.
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Figura N° 6: Ruta de biosintesis del carotenoide astaxantina en H. pluvialis®.
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Esta xantina se sintetiza a partir de la expresion de aproximadamente 25 genes, entre los
cuales se puede encontrar fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS), licopeno
ciclasa (LCY), B-caroteno Ketolasa (BKT) y B-caroteno hydroxilasa (CHY), que suelen
aumentar su actividad cuando el organismo esta en condiciones de estrés de nutrientes,
temperatura, o alta intensidad de luz en combinacién con cloruro de sodio 0 acetato de

sodio?.

En la ruta de biosintesis de astaxantina que se muestra en la figura N°6, se llevan a cabo
reacciones en el interior de la membrana y en el citoplasma; al interior de la membrana
se encuentra el acetato proveniente de fotosintesis y respiracion. La generacion de
astaxantina comienza con geranilgeranil pirofosfato (GGP), el cual se condensa y da
lugar al fitoeno gracias a la accion de la enzima fitoeno sintasa (PSY). Estas reacciones
son reguladas a nivel transcripcional y traduccional. A continuacion se producen
reaccion de denaturacion fuera de la membrana y se da lugar a la sintesis de enzimas
como fitoeno desaturasa (PDS) (este es regulada por los niveles del mMRNA) generando
licopeno, posteriormente la enzima licopeno B-cyclasa cataliza la reaccion que resulta
en la formacion de B-caroteno, transformado seguidamente a equinenona y cantaxantina
por accion de la B-caroteno ketolasa (BKT) y finalmente por la B-caroteno hidroxilasa

conduce a la produccion de astaxantina?.

El estudio de las rutas de la carotenogénesis ayuda a conocer de manera detallada el
metabolismo de esta microalga y la posibilidad de incrementar la sintesis de
carotenoides®. La expresion de genes carotenoides durante la carotenogénesis, los
cuales codifican para las enzimas anteriormente nombradas indican su regulacion en los
diferentes estados de acumulacion del carotenoide. En diversos estudios se ha reportado
que al implementar factores de estrés en el cultivo de H. pluvialis aumentan de manera
exponencial la expresion de estos genes y por ende la traduccion de estas enzimas®.Los
caracteres moleculares y genéticos se ven afectados menos que los morfologicos por las
condiciones ambientales, por lo que son mas estables y de esta manera se pueden hacer

una clasificacion de las microalgas®®.

CLOROFILA

Las clorofilas son una familia de pigmentos de color verde que se encuentran en las

cianobacterias en todos aquellos organismos que contienen cloroplastos en sus células
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(plantas y protistas) es critica en la fotosintesis, proceso que permiten a los organismos
absorber energia a partir de la luz solar y transformarla en compuestos organicos y

oxigeno®®.

La clorofila (Chl) es un pigmento fotosintético, el cual posee un anillo de tetrapirrol,
que a su vez contiene un dtomo central de magnesio, un anillo de porfirina y una cadena
larga de fitol (ver figura N°7). Estructuralmente se encuentran diversos tipos de
clorofila (a,b,c y d); estos difieren en los sustituyentes en los grupos laterales en el

anillo de tetrapirrol®’.

En la clorofila a y b cambia el grupo R; en la Chl a se encuentra un grupo metilo (CH3),
y por el contrario, en la Chl b se encuentra CHO, la cola hidrocarbonada de fitol facilita
la union de la clorofila a las regiones hidrofobas de la proteina®, la Chl ¢ no contiene la

cadena lateral de fitol®"8,

Todas las clorofilas tienen dos bandas de absorbancia principales: azul o azul verdoso

(450-475 nm) y rojo (630-675 nm) lo que resulta en su caracteristico color verde.

T} ",‘ o _Cidopentanona

Clorofila & - —CH,
—~H

=0

Clorofita b: 9= —C

Figura N° 7: Estructura quimica de la clorofila y la astaxantina®®.

Funcion de la clorofila en fotosintesis

Los carotenoides tienen varias funciones en la fotosintesis, la clorofilaay la clorofila b
son los principales pigmentos fotosintéticos.
1. La absorcion de luz, se da en el anillo de porfirina que contiene el ion magnesio,
la clorofila a tiene la funcién de convertir la energia de la luz en energia quimica esto se
produce cuando la energia de luz absorbida, pasa a un estado de excitacion, este
electron cede su energia a otro tipo de clorofila o pigmento accesorio, al final el

electron excitado facilita la reduccion de una molécula de energia luminosa en energia
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quimica®” 68,

2. Posee moléculas requeridas para la proteccion contra el exceso de irradiacion y
especies de oxigeno reactivas.
Las cianobacterias y algas roja, contienen un pigmento accesorio (antena) se encuentran
en los tipos de clorofila b, c y d, su funcién es ampliar el rango de absorcién de luz,
Flicobinas es un pigmento que en su estructura quimica posee tetrapirroles lineales y no
utilizan el ion magnesio, absorbe luz azul-verde, verde, amarilla o naranja ( 500-650
nm.).

En las algas algunos pigmentos no transfieren energia de excitacion, este grupo de
pigmentos es denominado carotenoides secundarios como las xantofilas de color rojo y
anaranjado (astaxantina y cantaxantina), estas se sobreproducen en algunas especies de
algas (Ej: Haematococcus spp.) cuando se cultivan en condiciones de deficiencia de
nutrientes (nitrato, magnesio, sulfato y fosfato)’,alta salinidad, temperaturas extremas y

alta intensidad de luz®’.
Metodo de determinacion de la clorofila

Para la cuantificacion de clorofila y carotenoides, se realiza la extraccion utilizando
solventes organicos como: el metanol, etanol, acetona, etc’. Posteriormente, se procede
a su lectura mediante espectrofotometria y el contenido del pigmento se calcula usando
férmulas matematicas; mientras que la separacién y cuantificacioén de los carotenoides

se puede realizar mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)®"
72
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DISENO METODOLOGICO
GENERALIDADES

Universo: Reino protista
Poblacion: Microalgas

Muestra: H. pluvialis UTEX 2505

Tipo de investigacion: Experimental

Enfoque de la investigacién: Tipo mixto (cuantitativo y cualitativo); durante la
investigacion se llevara a cabo un proceso lineal en el cual se hara la recoleccion de
datos numeéricos, que posteriormente seran analizados. De igual manera se recolectaran

datos cualitativos en cuanto a la morfologia celular en cada etapa del cultivo.

Alcance de la investigacion: Descriptivo correlacional (exploratorio, analitico-
descriptivo, longitudinal) debido al analisis de la biomasa, concentracion de astaxantina
y clorofila y cambios morfologicos bajo las condiciones de induccion de estrés

utilizadas en el ensayo.

Hipotesis: El estrés inducido por el acetato de sodio, color de luz y alta irradianza hace
que Haematococcus pluviales sea capaz de producir en condiciones apropiadas
(temperatura, pH, irradianza, nutrientes, luz en determinada longitud de onda, etc.) una

mayor cantidad de astaxantina.

Variables dependientes: Crecimiento celular, concentracion de astaxantina y clorofila
(mg/L).

Variables independientes: Factores de estrés (acetato de sodio, alta irradianza y color

de luz) y medios de cultivo.
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METODOLOGIA

En este estudio se utilizara la microalga Haematococcus pluvialis UTEX 2505, cepa de
referencia (coleccién de cultivos de algas, Universidad de texas, Austin TX, USA)

suministrada por la facultad de Ingenieria de la Universidad de la Sabana, Colombia.

Fase 1

Preparacioén del in6culo

La preparacion del preindculo se realizo a partir de la cepa de referencia de H. pluvialis
UTEX 2505, dicho préindculo se agregd en un erlenmeyer con capacidad aproximada
de 3 L, al cual se le adicionaron 2 litros de medio de cultivo MES VOLVOX
(composicion en anexo 1) con un ajuste de pH a 6.52, en condiciones de fotoperiodo de
20 horas Luz y 4 horas de oscuridad (20:4 LO), CO, 5%, irradianza de 70 pE m 2 st
temperatura 20°C + 2°C y agitacién por burbujeo continuo. Este cultivo se realizé por
un periodo de 15 dias, posteriormente se evalud el crecimiento obteniéndose una

biomasa de 4x10° células/ml correspondientes al indculo a utilizar en el estudio.

Preparacion de biorreactores

Se prepararon 40 biorreactores con 350 mL de cada medio RM (Rudic’s medium) y
BBM (Bold’s basal medium), cada uno de los cuales tenia una concentracion inicial de
Haematococcus pluvialis de 1x10%cel/ml suministradas a partir del inculo cultivado en
medio MES Volvox.

Cinética de crecimiento

Los biorreactores con medio Rudic’s medium -RM (ver preparacion en la tabla N°3) y
Bold’s basal medium-BBM (ver preparacion en las tablas N°4, 5, 6 y 7) fueron
inoculados (dia 0) y cultivados por agotamiento de nutrientes; durante 15 dias se midio
la cinética de crecimiento con el fin de llegar a una concentracion de 3x10°cel/ml, por
lo tanto, durante este periodo se mantuvieron en condiciones libres de estrés, luz blanca,

irradianza de 70 uE m 2 st (TIt 20w/54RS marca Philips), como fuente de iluminacion
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artificial, CO2 5% y aire 95%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura de 25°C y

agitacion por burbujeo.

Tabla N° 2: Composicion del medio de cultivo Rudic’s medium (RM)?,

Componente mg/L
NaNOs 300
K2HPO4 80
KH2PO4 20
MgSO4-7H20 10
CaCl2.2H20 58.5
EDTA 7.5
NacCl 20
HsBO3 0.3
MnSOas- H20 1.5
ZnS04-7H20 0.1
(NH4)6M07024- 0.3
4H20
CuSOs- 5H20 0.08
Co(NOs)2- 6H20 0.026
FeCls- 6H20 17

Preparacion

1. Se prepararon 3 litros de medio en 2 Erlenmeyer de 3 litros, por lo cual en cada
uno se inicio con un volumen de 1.5 litros de agua destilada.

2. Se pesaron cada una de las sales y se disolvio en el agua destilada

3. Se completaron los volimenes a 3 litros y se ajust6 a pH 6.5 con HCL.

4. Por tltimo el medio fue esterilizado autoclave a 121°C.
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Tabla N° 3: Composicion del medio de cultivo Bold’s basal medium (BBM)?°,

COMPONENTES SOLUCION CANTIDAD SOLUCION
STOCK (g.I' USADA STOCK (
dH:0) (para 1 litro) | g.40mL* dH20)
NaNOs 25 10 ml 15
CaCl2.2H20 2,5 10 ml 0.15
MgS0O4.7H20 7,5 10 ml 0.45
K2HPOq4 7,5 10 ml 0.45
KH2POa4 17,5 10 ml 1.05
NaCl 2,5 10 ml 0.15
Solucion EDTA Ver tabla (5) 1ml Ver tabla (5)
Acidified iron Ver tabla (6) 1ml Ver tabla (6)
solution
H3BOs3 11,42 g 1ml 0,06
Trace metals Ver tabla (7) 1ml Ver tabla (7)
solution

Tabla N° 4: Preparacion de la solucion EDTA?,

Componentes = Cantidad
usada (para 1

litro)
EDTA 50,00 g
KOH 31,009

Tabla N° 5: Preparacion de la solucion Acidified Iron 28,

Componentes | Cantidad usada
(para 1 litro)

FeS04.7H20 0,498¢

H2S04 (96%) 0,1 ml
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Tabla N° 6: Preparacion de la solucion Trace metals 2.

Componentes Cantidad usada
(para 1 litro)
ZnS04.7H20 8,82¢g
MnCl2.4H.0 1,44 ¢
MoO3 0,719
CuS04.5H:20 1,57 ¢
Co(NO3)2.6H20 0,49 ¢

Preparacion

1. Se prepararon 3 litros de medio en 2 Erlenmeyers de 3 litros, por lo cual en cada
uno se inici6 con un volumen de 1.5 litros.

2. Las soluciones se prepararon separadamente y se agregaron los volimenes
especificados en las tablas.

3. Se completaron los volimenes a 3 litros, se ajusté a pH 6.5 con HCL y se
esterilizo el medio en autoclave a 121°C.

Condiciones de estrés con acetato de sodio y luces

En el dia 15, los cultivos fueron sometidos a estrés con acetato de sodio y luces blanca y
azul y fueron incubados en estas condiciones durante otros 15 dias, en los cuales se

observaria la produccion de astaxantina.

De los 40 biorreactores, 10 correspondian a los controles (sin acetato de sodio) en
medio RM y BBM incubados en luz blanca y azul, irradianza de 150 uE m 2 s™! como
fuente de iluminacién artificial, CO2 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura
de 25°C y agitacion. En los biorreactores restantes se utilizaron tres concentraciones de
acetato de sodio, correspondientes a 0.372 mg/ml, 0.310 mg/mlI”® y 0.248 mg/ml, que se
realizaron por duplicado en el medio RM (16 biorreactores) y por triplicado en el medio
BBM (24 biorreactores), teniendo en cuenta que cada medio, con cada una de las
concentraciones de acetato de sodio se incubaron en luz blanca y azul; se utilizaron las

mismas condiciones de cultivo que para los controles.
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Fase 2

Curva de crecimiento

Se realiza una toma de muestra a los biorreactores cada tres dias durante los primeros
15 dias, tiempo en el cual se encontraban sin condiciones de estrés (con luz blanca y sin
acetato de sodio). Las muestras fueron tomadas en tubos eppendorf de 1.5 mL y
conservadas con formol-salina 1.9% en una relacion 1:1 de muestra y formol-salina
(200 2L de cada una).

Posteriormente se realizé el conteo celular en la cdmara de Neubauer’.

1) Setomaron 10 uL de la muestra con una micropipeta

2) Se us6 una lamina de cuarzo sobre la cAmara de Neubauer

3) Seintrodujo la punta de la pipeta en el borde de lamina de cuarzo, en el extremo
de la cdmara de Neubauer esta fue llenada por capilaridad.

4) El recuento se realizo en objetivo 10X.

5) Se contaron un total de 8 cuadrantes por muestra.

6) Para hallar la concentracién de Cel/mL se debe aplicar la férmula detallada en la
figura N°8:

Concentracion = Numero de Células X 10000

NUmero de cuadrantes X dilucion

Figura N° 8: Ecuacion para hallar la concentracion de Cel/mL

7) Con los resultados obtenidos se grafic la cinética de crecimiento siendo el eje
Y la densidad celular expresada en cel/mL y en el eje X el tiempo en el que se
tomo la muestra.

Ajuste de curvas de crecimiento

A cada medio de cultivo se le realiz6 un ajuste de crecimiento celular segun el modelo

logistico empleado, utilizando el software DMFit basado en el modelo de Baranyi ™.

Fase 3

La extraccion y cuantificacion de astaxantina y clorofila se realiz6 tomando muestras de

un volumen de 10 mL en tubos falcon de cada biorreactor cada tres dias durante los
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ultimos 15 dias de la fase experimental (en condiciones de estrés). Estas muestras

fueron conservadas a 4°C hasta su procesamiento.

Extraccion de astaxantina y clorofila con metanol 90%

Los carotenoides, debido a que poseen enlaces dobles en sus moléculas se
descomponen por efecto de la luz, la temperatura y el aire. La luz favorece reacciones
fotoquimicas que cambian la estructura original del carotenoide, el calor favorece
reacciones térmicas de degradacion, por estas razones la extraccion de carotenoides se
debe realizar preferiblemente en ausencia de luz y temperatura ambiente®®.

Los disolventes polares més utilizados para la extraccion de carotenoides son el éter de
petréleo y el éter etilico, pero presentan ciertos inconvenientes como ser inflamables,
toxicos y los carotenoides se degradan facilmente al estar expuestos a los mismos. Para
la extraccion de xantofilas se utilizan disolventes menos polares como la acetona,
metanol y el etanol®.

Este proceso se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento APHA 19927%, en el cual se
tomo6 1mL de muestra, la cual fue centrifugada a 12,000 rpm durante 5 min (Eppendorf
centrifuge 5702), posteriormente se retiré el sobrenadante el cual contenia medio de
cultivo. Al paquete celular se le adicioné 1 mL de metanol al 90% debido a que la
clorofila y los carotenoides son solubles en compuestos organicos tales como los
alcoholes”’. Posteriormente se calentd durante 10 min a 60°C en bafio serologico

Memert y se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 minutos’®.

Cuantificacion de clorofila y astaxantina

La cuantificacion de Clorofila y astaxantina se realizd por el método
espectrofotométrico en el equipo Jenway 6405 uv/vis, en el cual se utilizd una longitud
de onda de 667 nm para determinar la absorbancia de la clorofila y en el caso de
astaxantina 477 nm. Esta longitud de onda se utilizd debido a que la astaxantina
presenta absorcion de luz en un rango de 250 y 550 nm“*6. Posteriormente se determin6
la concentracién de dichos pigmentos con ayuda de una curva de calibracién para cada

uno (anexo 2).
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Analisis estadistico

El anélisis estadistico se realizo por el método ANOVA, utilizando el software Graph
Pad Prism 7.0. Se utiliz6 un grado de confianza de 95% con un valor de probabilidad
(p=0,05).

RESULTADOS

Cinética de crecimiento y acumulacion final de biomasa

Se realizo un preinoculo de la microalga H. pluvialis en medio MES-Volvox (figura
N°9), en condiciones de luz blanca, temperatura 20 + 2°C, agitacion por burbujeo
continuo, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo 20:4 LO e irradianza 70 uE m 2 s durante 15
dias anteriores al inicio de la curva de crecimiento esto con el fin de obtener un numero
de celulas favorables para la posterior fase de crecimiento en los dos medios de cultivo
seleccionados RM y BBM.

Figura N° 9: Preinoculo de H.pluvialis en medio Volvox

Fuente: Foto tomada por autoras.

Posteriormente se utilizaron los medios de cultivo Rudic’s medium (RM) y Bold basal
medium (BBM), seleccionados segun revision bibliografica (Archivo Nova, 2017
Graciela Lancheros) sobre la efectividad en el crecimiento celular de H. pluvialis. Estos
biorreactores fueron incubados durante 15 dias bajo condiciones de luz blanca,
temperatura 20 £ 2°C, agitacion por burbujeo continuo, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo

20:4 LO e irradianza 70 pE m™2 s como se muestra en la figura N°10.
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Figura N° 10: Biorreactores en luz blanca durante la fase de crecimiento.

Fuente: Foto tomada por autoras.

Se realiz6 la curva de crecimiento a partir del nimero de células por mililitro
cuantificados en cdmara de Neubauer durante 15 dias, con un total de 5 datos obtenidos
por cada medio a través del tiempo, de esta manera, se construyd la cinética de

crecimiento (ver grafica N°1)

Tabla N° 7: Andlisis de varianza (ANOVA) del crecimiento celular en los medios

de cultivo RM y BBM a los 15 dias de cultivo (Ver tabla completa en el anexo 3).

Tabla ANOVA DF F (DFn, DFd) P value
Interaccion 4 F (4, 186) = 3,976 P=0,0040
Tiempo (dias) 4 F (4, 186) = 92,39 P<0,0001
Medio de cultivo 1 F(1,186)=0,7871 | P=0,3761
Residual 186

DF: grados de libertad; F: valor F; DFn: grados de libertad; DFd: residual; P: probabilidad

Fuente: Elaborado por autoras.
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Los datos obtenidos se sometieron a analisis de varianza de dos vias (ANOVA con un
95% de confianza) ilustrado en la tabla N°8, el cual revelé que no hubo diferencias
significativas entre ambos medios de cultivo en cuanto a la produccién de biomasa
(F=0.7871, P=0.37, GL:1). Dichos medios partieron de una concentracion celular inicial
de 1x10* cel/mL (dia 0) y a través del tiempo se observo un crecimiento homogéneo.
Sin embargo, a los 15 dias de cultivo las células en el medio BBM continuaban en
crecimiento exponencial llegando a acumular 3.80x10* cel/mL de biomasa, a diferencia
del cultivo en RM en el cual se obtuvo un crecimiento de 3.23x10* cel/mL a los 15 dias
como se observa en la grafica N°1; esta diferencia puede deberse a que el medio BBM
contiene macronutrientes como azufre, calcio, magnesio y potasio, posee
micronutrientes como molibdeno, hierro, cobre, zinc, manganeso, cobalto, boro y cloro
26,19 para el crecimiento celular en mayor cantidad que RM. Sin embargo, no se
observo la fase estacionaria de crecimiento en ninguno de los medios de cultivo, lo cual

se puede justificar en un tiempo de cultivo limitado.

Cinética de crecimiento

5x1004-
-- BBM
4x1004 - RM
- 3x1004
S
©
O 2,100%-
1x1004
0 ] ] 1 1
0 5 10 15 20

Dias
Grafica N° 1: Cinética de crecimiento celular en medios de cultivo Rudic’s medium
(RM) y Bold basal medium (BBM) durante 15 dias.
Fuente: Elaborado por autoras.

Las curvas de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico, para lo cual se calculo
el logaritmo base 10 de la concentracion celular obtenida cada dia y se realizaron las

gréaficas de tendencia log vs tiempo del crecimiento celular (ver graficas en anexo 5). A

45



partir de estos resultados se calculé la velocidad de crecimiento en ambos medios de

cultivo (ver tabla N°9). En el caso del medio de cultivo BBM se observo una velocidad

de crecimiento de 0.0326 cel/dia, mientras que en el caso del medio RM fue de 0.0329

cel/dia, lo cual confirma que no se observaron diferencias significativas en el

crecimiento celular en ambos medios de cultivo a los 15 dias.

Tabla N° 8: Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los medios de

cultivo BBM y RM.

Medio de N° de Dato Dato Velocidad de Coeficiente de
cultivo datos minimo maximo crecimiento determinacion

RM 4 4,509 | 0.0329 cel/dia 98.98%

BBM 4 4,580 | 0.0326 cel/dia 97.9%

Fuente: Elaborado por autoras.

En la tabla N°10 se presentan las caracteristicas macroscopicas del cultivo de H.

pluvialis, en los medios de cultivo BBM y RM:

Tabla N° 9: Observacion macroscépica del cultivo de H. pluvialis en medios BBM y

RM durante la medicién de la cinética de crecimiento.

Dia de ensayo

BBM

RM
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12

15

Fuente: Elaborada por autoras.

En la tabla N°10 se muestra el seguimiento fotografico de las caracteristicas
macroscopicas de H. pluvialis en los medios RM y BBM durante el periodo de estudio.
Este registro se llevo a cabo durante, los primeros 15 dias donde la microalga no tenia
factores inductores de estrés, al contrario, contaba con todos los requerimientos
nutricionales ideales y condiciones para su adaptacion y crecimiento en los medios de
cultivo. Se evidencia en los biorreactores el aumento en la intensidad del color verde en
el medio, lo cual se correlaciona con el aumento de la biomasa de H. pluvialis,
generando de esta manera un aumento en la turbidez; este cambio se ve mas reflejado
en los biorreactores con medio de cultivo RM lo cual sugiere mejor adaptaciéon de H.

pluvialis al medio.

Adicionalmente, se realiz6 la medicion del pH con el fin de analizar y controlar dicho
factor que favorece el crecimiento celular; se aprecié que a los 15 dias de cultivo los
biorreactores con medio BBM alcanzaron en promedio un pH de 7.15, con un
coeficiente de variacion de 15% (ver anexo 4) y en el caso de los cultivos en RM un pH
de 7.73, con un coeficiente de variacion de 13% ( ver anexo 4) demostrando que hay
repetibilidad de los datos, evidenciando de esta manera la alcalinizacién en los medios
de cultivo, principalmente en RM (pH inicial: 6.8). Este aumento en el pH de los

medios de cultivo se genera por el aumento en la actividad fotosintética; ya que las
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microalgas consumen HCO3™ disociandolo en CO; (para su consumo) y el ion OH

responsable del incremento del  pH .

Posteriormente a los 15 dias de la etapa de cinética de crecimiento donde todos los
biorreactores se encontraban con las mismas condiciones de cultivo (exceptuando el
medio de la fase inicial de crecimiento), se realizé la induccion de estrés durante los 15
dias posteriores, con concentraciones de 0.248 mg/ml, 0.310 mg/ml? y 0.372 mg/ml
de acetato de sodio, irradianza de 150 pE m 2 s™* luces blanca y azul, observandose que
la concentracion celular continué aumentando durante este periodo. Los resultados de la

acumulacion final de biomasa microalgal se muestran en la gréfica N°2.

Luz Blanca Luz Azul
3x1008
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2x 1005 RM
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£
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1x 1005 I
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Concentraciones de acetato de sodio

Grafica N° 2: Acumulacion total de biomasa (expresada en cel/mL) de todos los
tratamientos, obtenidas el dia 30 de ensayo (15 dias de induccién de estrés). Se
encuentran clasificadas por luz (blanca y azul), medio de cultivo (BBM y RM) y la
concentracion de acetato de sodio utilizada. EI control hace referencia a los tratamientos
a los cuales no se les proporcioné acetato de sodio.

Fuente: Elaborada por autoras.

Al analizar los resultados obtenidos de la acumulacién total de biomasa utilizando el
método estadistico de ANOVA con un 95% de confianza (ver tabla N°11), se deduce
que hubo diferencia significativa en cuanto a la concentracion celular obtenida en el

periodo de estudio (F=92.39,P=<0.0001,GL=4, ver anexo 3); como se presenta en la
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grafica N°2 el medio de cultivo BBM mostr0 mejores resultados en cuanto a la
produccién de biomasa, mostrando su maxima acumulacién al utilizar 0.372 mg/mL de
acetato de sodio, irradianza de 150 uE m2 s! y luz azul como factores de estrés,
alcanzando una concentracion de 2.49x10° cel/mL. En el caso del medio de cultivo RM
donde la produccion de biomasa fue mas baja, los mejores resultados se observaron en
el tratamiento con 0.310 mg/mL de acetato de sodio en luz azul obteniendo 1.55x10°

cel/mL.

Como se muestra en la tabla N°11, no se observaron diferencias significativas en el
efecto ejercido por la concentracion de acetato de sodio utilizada en los tratamientos
(F=3.03,P=0.060, GL=3,ver anexo 3), lo que sugiere que el acetato de sodio no
interviene directamente en la produccién de biomasa de H. pluvialis. Por su parte, las
luces a las que fueron sometidos los cultivos si mostraron diferencias significativas en
cuanto a la obtencion de biomasa en las mismas (F=6.43,P=0.022,GL=1, ver anexo 3),

evidenciando mejores resultados al utilizar la luz azul.

Tabla N° 10: Anélisis de varianza del crecimiento celular en los medios de cultivo RM

y BBM a los 30 dias de cultivo (Ver tabla completa en el anexo 3).

Tabla ANOVA DF F (DFn, DFd) P value

Concentracion de acetato de sodio 3 F(3,3)=3,03  P=0,0600

Luz 1 F(,3=643 | P=0,0220

Medio de Cultivo 1 F(1,3)=39,43 P<0,0001

Concentracion de acetato de sodio x Luz 3 F (3, 3) = P=0,6500
0,5585

Concentracion de acetato de sodio x Medio de 3 F(3,3)=2,479 P=0,0984
Cultivo

Luz x Medio de Cultivo 1 F(1,3)=1,601 P=0,2238
Concentracion de acetato de sodio x Luz x Medio ' 3 F(3,3)=4,251 P=0,0218
de Cultivo

Residual 16

DF: grados de libertad; F: valor F; DFn: grados de libertad; DFd: residual; P: probabilidad

Fuente: Elaborada por autoras.
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Cambios morfologicos presentados durante el estudio.

La morfologia celular fue analizada durante el estudio por medio de la observacion en
camara de Neubauer o hemocitometro®?, con el fin de detectar los cambios estructurales

en las células de H. pluvialis al exponerse a condiciones inductoras de estres.

Cambios en la morfologia celular

Tabla N° 11: Registro fotografico obtenido por microscopio optico olympus CX31 en
objetivo de 40X de H. pluvialis en medio BBM Y RM bajo factores inductores de

estrés.
DIA DE MEDIO BBM MEDIO RM
MUESTREO
DIA 18 )
|

DIA 21

e g

- {"l‘. s

3 O : : t'é‘.

DIA 24
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DIA 27
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DIA 30

Fuente: Elaborada por autoras.

En la tabla N° 12 se observan las fotografias tomadas durante la fase de exposicion a las
condiciones de estrés en cada uno de los biorreactores (luz azul, blanca, irradianza 150
uE m2 sty concentraciones de acetato de sodio 0,310 mg/ml, 0.372 mg/ml y 0.248
mg/ml en los medios de cultivo BBM y RM). En este registro se puede observar los
diferentes cambios morfoldgicos que presenta H. pluvialis durante las condiciones de

estrés a la cual fue sometida.

En ambos medios de cultivo al comienzo del estimulo de produccién de astaxantina (dia
18), las células en su mayoria se observaron en fase vegetativa movil (zoosporas),
noobstante también se observaron células en forma de palmella, las cuales ain no se

encontraban acumulando astaxantina, por lo tanto su contenido estaba representado
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principalmente por clorofila. En el dia 21 de induccion de estrés las células se
observaron en forma de palmella, donde se pudo evidenciar la pérdida de flagelos y
aumento de tamafio de las mismas. Para los dias 24 y 27 la poblacion celular observada
fue principalmente como células intermedias, caracterizadas por el inicio de
acumulacién de astaxantina, la cual se observa como una coloracion rojiza en el centro

del protoplasto, rodeada por clorofila y una pared celular gruesa.

Finalmente el dia 30 de ensayo se observaron tanto células intermedias como
aplanosporas; estas Ultimas corresponden al estado morfol6gico en el cual las células
tienen un protoplasto rico en astaxantina y acidos grasos donde esta disuelta la misma,
ademas, se observa el engrosamiento en la pared celular. Todos estos cambios se deben
a la activacion de un mecanismo de proteccion ante las condiciones desfavorables a las

que fue sometida H. pluvialis.

Tabla N° 12: Fases de celulares de H. pluvialis durante el ensayo.

FLAGELADA PALMELLA CELULA QUISTE O
INTERMEDIA APLANOSPORA

A

'
&
\ 4

Fuente: Fotografias tomadas por autoras.

En la tabla N°13 se observa las diferentes fases que H. pluvialis presentd durante el
ensayo, los cambios morfologicos y fisiologicos que se presentan durante su ciclo de
vida. El registro detallado de las fotografias se llevd a cabo durante los 30 dias del
ensayo, se seleccionaron las fotografias que corresponden a cada fase (flagelada,

palmella, célula intermedia, quiste o aplanospora)
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Observacion macroscopica de los cultivos de H. pluvialis en BBM y RM bajo

condiciones de estrés

Tabla N° 13: Tratamientos para la induccién de estrés utilizados en el medio BBM

Tratamiento | Luz Concentracion de acetato de Irradianza

sodio (mg/mL)

1 Blanca 0.372 150 uEm™2st
2 Blanca 0.310 150 uEm™2st
3 Blanca 0.248 150pE m2s?t
4 Blanca sin acetato de sodio (control) 150uE m2st
5 Azul 0.372 150uE m2st
6 Azul 0.310 150 uEm™2st
7 Azul 0.248 150uE m2st
8 Azul sin acetato de sodio (control) 150uE m2st

Fuente: Elaborada por autoras.

A continuacion se presenta el registro fotografico macroscopico que presenta el cultivo
de H. pluvialis en medio BBM durante los 15 dias con las distintas condiciones de

estrés previamente descritas en la tabla N°14.
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Tabla N° 14: Cambios macroscopicos presentados en los cultivos en el medio BBM

con cada uno de los tratamientos de induccion de estrés de los dias 18 al 30 de ensayo.

Luz blanca Luz azul
Dia | Control 0.310 0.372 Control 0.248 0.310 0.372
mg/ml mg/ml mg/mi mg/ml mg/mi
18 l
21 I
24 k
| I
| I “

TTo: tratamiento

Fuente: Elaborada por autoras.
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En la tabla N° 15 se muestra el registro fotografico de las caracteristicas macroscopicas
del cultivo de H. pluvialis en medio BBM, durante los 15 dias posteriores a la fase de
crecimiento celular, en donde se proporcionaron las condiciones de estrés a cada uno de

los biorreactores mencionados previamente.

Macroscopicamente se aprecié un aumento en la biomasa celular evidenciado por el
aumento en la turbiedad de los medios de cultivos, los cuales adquirieron un color verde
mas oscuro (dias 18-24). De igual manera se observé que las células tenian la tendencia
a precipitarse en el medio de cultivo, apareciendo al fondo del biorreactor, lo cual se
correlaciona con el cambio a palmella (enquistamiento y pérdida de flagelos) que se
observo en esta fase del ensayo. Los dias 27-30 se puede apreciar que es mas evidente
el cambio de color entre los biorreactores, aquellos que se encontraban en luz azul son
los que presentan mayor variacion del color, tornandose pardo-rojizo al final del
ensayo. Todos estos cambios (tanto macroscopicos como microscépicos) se dan gracias

a que los factores de estrés influyen dentro de la pared celular de la microalga.

Tabla N° 15: Tratamientos para la induccion de estrés utilizados en el medio RM

Tratamiento | Luz Concentracion de acetato de Irradianza

sodio (mg/mL)

1 Blanca | 0.372 150 pEm2st
2 Blanca | 0.310 150 pEm™2st
3 Blanca | 0.248 150 puEm2s?t
4 Blanca  sin acetato de sodio (control). 150 pEm2st
5 Azul 0.372 150 pEm2st
6 Azul 0.310 150 pEm2st
7 Azul 0.248 150 pEm2st
8 Azul sin acetato de sodio (control). 150 pEm2st

Fuente: Elaborada por autoras.
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A continuacion se muestra el registro fotografico macroscopico que presenta el cultivo

de H. pluvialis en medio RM durante los 15 dias con las distintas condiciones de estrés

previamente descritas en la tabla N°16.

Tabla N° 16: Cambios macroscopicos presentados en los cultivos en el medio RM en

cada uno de los tratamientos de induccion de estrés de los dias 18 al 30 de ensayo.

Luz blanca Luz azul
Dia | Control 0.248 0.310 0.372 Control 0.248 0.310 0.372
mg/ml mg/ml mg/mil mg/ml mg/ml mg/ml
| '
| I
24 I
27 .
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30

Fuente: Elaborada por autoras.

Se muestra el registro fotografico de las caracteristicas macroscépicas del cultivo de H.
pluvialis en el medio de cultivo RM durante los 15 dias de induccién de estrés (tabla N°
17). Al igual que en el medio de cultivo BBM, en los dias 18 y 21 de ensayo, en el
medio RM se observd un aumento en la intensidad del color verde correspondiente al
aumento de la biomasa. El dia de 24, en el tratamiento 1 (luz blanca, 0.372 mg/mL de
acetato de sodio) se pudo observar claramente una precipitacion debido al cambio de
células vegetativas a palmellas y de igual manera en esta fase del cultivo se observé que
el cultivo cambio a un color rojo-parduzco. Para los tratamientos 2 y 3 (luz blanca;
0.372 mg/mL de acetato de sodio y luz blanca; 0.372 mg/mL de acetato de sodio
respectivamente) el cambio de color fue apreciable el dia 27 y se intensificd
notoriamente para el dia 30 de cultivo. Es de resaltar que no se aprecié un cambio de
color notorio en el tratamiento 4 (luz blanca, sin acetato de sodio) utilizado como
control para verificar que la concentracion de acetato de sodio si ejerce una influencia

en la acumulacion de astaxantina.

En cuanto a los tratamientos en luz azul, no se observd un cambio de color evidente,
sinembargo se pudo apreciar macroscopicamente el aumento en la biomasa de estos
biorreactores ya que la intensidad del color verde en estos biorreactores fue clara a
través del tiempo. A diferencia del medio de cultivo BBM, en este medio se pudo
percibir al final del ensayo un color rojizo mas fuerte; cabe resaltar que los cambios de
color en este medio de cultivo fueron mas evidentes en los tratamientos que se

encontraban en luz blanca.

Produccion de astaxantinay clorofila
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Para la cuantificacion de clorofila y astaxantina, las muestras recolectadas durante la
etapa de estrés celular fueron sometidas al procedimiento APHA 1992 para la
extraccion de dichos pigmentos utilizando metanol al 90% y posteriormente estos
fueron cuantificados espectrofotométricamente. Se realizaron cultivos de control tanto
en luz azul como en luz blanca los cuales carecian de acetato de sodio, y cuyo objetivo

fue validar el efecto del acetato de sodio en la produccién de astaxantina.

Los datos obtenidos fueron sometidos analisis de varianza (ANOVA con un 95% de
confianza) de tres vias ya que se queria determinar el efecto de las variables medio de
cultivo, concentracion de acetato de sodio, color de luz y irradianza sobre la produccion
de astaxantina y clorofila en H. pluvialis. Se observé que la combinacién de los factores

mencionados anteriormente induce la produccién de astaxantina.

Astaxantina y clorofila en el medio BBM
A continuacién, se describen los los resultados obtenidos empleando las diferentes
concentraciones de acetato de sodio, alta irradianza, luz blanca y azul en el medio de
cultivo BBM.

40 Clorofila-Luz Blanca
— Clorofila-Luz Azul
30+
r — Astaxantina-Luz Blanca
?En 20+ — Astaxantina-Luz Azul
=
10 /’\ =
1
0+ B o = - :
15 20 25 30 35

Tiempo (Dias)

Grafica N° 3: Produccion de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo BBM,
utilizando como factores de estrés 0.248 mg/mL de acetato de sodio (AS), irradianza

150 uE m2 s, luz blanca y azul.
Fuente: Elaborada por autoras.

Al utilizar la concentracion de acetato de sodio de 0.248 mg/mL, combinada con luz

blanca e irradianza 150 uE m 2 s !, el dia 18 del ensayo se detectd una concentracion
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de clorofila promedio de 5.08 ug/mL y para el ultimo dia de ensayo (dia 30), ésta habia
alcanzado una concentracion de 7.23 ug/mL, lo que demuestra que hubo un aumento de
20. 4 % en la concentracion de la misma y por lo tanto en la actividad fotosintética en
este tratamiento. De igual manera, se observé un aumento de 27.3% en la concentracion
de astaxantina de 0.15 ug/mL (dia 18) a 0.40 pg/mL (dia 30). Por otra parte, al utilizar
la luz azul con esta misma concentracion de acetato de sodio (0.248 mg/mL) se observo
un aumento del 62.8 % en la concentracion de clorofila la cual pasé de 3.76 pg/mL (dia
18) a 10.11 pg/mL (dia 30) y la astaxantina tuvo una concentracion inicial promedio de
0.11 pg/mL y al final del ensayo se obtuvieron 0.80 pg/mL de la misma, obteniendo un

aumento del 86 % en su concentracion (ver grafica N°3).

40- Clorofila-Luz Blanca
— Clorofila-Luz Azul
— Astaxantina-Luz Blanca
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Grafica N° 4 Produccion de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo BBM,
utilizando como factores de estrés 0.310 mg/mL de acetato de sodio (AS),irradianza

150 uE m2s?, luz blanca y azul.
Fuente: Elaborada por autoras.

En la grafica N°4 se observa que en el caso de los tratamientos en los cuales se utiliz6 la
concentracion de acetato de sodio de 0.310 mg/mL, se observa un aumento del 52% en
la concentracion de clorofila con luz blanca hasta el dia 27 alcanzando una
concentracion 11.31 pg/mL, la cual posteriormente disminuyo un 26% dando como
resultado una concentracion de clorofila final de 8.28 pg/mL. Empleando luz azul se
observa un aumento de 56% obteniendo una concentracion final de 12.87 pg/mL. En el
caso de la astaxantina de igual manera se observé un aumento del 68 % con la luz

blanca, la cual el dia 27 de ensayo alcanzé una concentracion de 1.42 ug/mL, pero para
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el dia 30 se observé una disminucién del 62% en la concentracion de la misma llegando
a 0.53 ug/mL. En el caso del tratamiento con luz azul se observa un aumento del 86%
desde la concentracion inicial de astaxantina de 0.17 pg/mL (dia 18) y esta alcanzé una
concentracion final de 1.32 pg/mL (ver graficaN°4).

407 Clorofila-Luz Blanca
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Grafica N° 5 Produccién de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo BBM,
utilizando como factores de estrés 0.372 mg/mL de acetato de sodio (AS), irradianza
150 pE m2s7?, luz blanca y azul.

Fuente: Elaborado por autoras.

Al contrario de los tratamientos con las deméas concentraciones de acetato como factor
de estrés, al utilizar la concentracion de 0.372 mg/mL de acetato de sodio y luz blanca
en este medio de cultivo, se observd un aumento de 22 % en la concentracion de
clorofila el dia 24 del ensayo, alcanzando un nivel de 10.80 pg/mL, el cual decayo en
un 38.2% para el dia 30, obteniendose una concentracién final de clorofila de 6.67
ug/mL, lo cual evidencia la disminucion de la actividad fotosintética que va de la mano
con el aumento de la en la concentracion de astaxantina. Por el contrario al usar esta
misma concentracion de acetato de sodio y la luz azul como factores de estrés se
contempld un aumento progresivo en la concentracion de clorofila; esta partio de una
concentracion inicial de 5.44 pg/mL y alcanz6 una concentracion de 16.60 pg/mL,

evidenciando el aumento del 67.9 %. (ver grafica N°5).

Respecto a la concentracién de astaxantina lograda al utilizar esta concentracion de
acetato de sodio, se observd un incremento de la concentracién a los 30 dias, siendo el

tratamiento en luz azul en el cual se obtuvo la mayor concentracion de astaxantina
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llegando a 1.93 pg/mL (dia 30) en tanto al tratamiento en luz blanca la concentracion de

astaxantina final fue de 0.78 ug/mL.

Tabla N° 17: Resumen de las concentraciones finales de clorofila y astaxantina

obtenidas en el medio de cultivo BBM con factores de estrés.

Factores de estrés Clorofila Astaxantina
Concentracion | Luz Irradianza | Concentraciéon | Concentracion | Concentracion | Concentracion
acetato de inicial (dia 18) | final (dia 30) inicial (dia 18) | final (dia 30)
sodio
0.248 mg/mL Blanca | 150 uEm™2 | 5.08 pg/ml 7.23 ug/ml 0.15 pg/ml 0.40 pug/ml
S—l

0.248 mg/mL Azul 150 uEm™2 | 3.76 pg/ml 9.44 ug/ml 0.11 pg/ml 0.80ug/ml
S—l

0.310 mg/mL Blanca | 150 uE m? | 5.40 pg/ml 9.10 ug/ml 0.45 pg/ml 0.53 pg/ml
Sfl

0.310 mg/mL Azul 150 uEm™2 | 5.65 pg/ml 11.45 pg/ml 0.17 pg/ml 1.32 pg/ml
Sfl

0.372 mg/mL Blanca | 150 uE m™2 | 8.43 pg/ml 8,67 ug/ml 0.52 pg/ml 0.78 pg/ml
Sfl

0.372 mg/mL Azul 150 pE m2 | 5.44 ug/ml 19.18 pg/ml 0.01 pg/ml 1.93 ug/ml
Sfl

Fuente: Elaborado por autoras.

En resumen, al realizar el cultivo en el medio de cultivo BBM, el tratamiento que
indujo a la mayor sintesis de astaxantina correspondié al tratamiento 5 (ver tabla N° 18)
en el cual se utilizd una concentracion a 0.372 mg/mL de acetato de sodio, luz azul e

irradianza 150 uE m™2 s~ como factores de estrés.

Astaxantina y clorofila en el medio RM

A continuacién, se describen los resultados obtenidos empleando las diferentes
concentraciones de acetato de sodio, alta irradianza, luz blanca y azul en el medio de
cultivo RM.
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Grafica N° 6 produccion de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo RM,

utilizando como factores de estrés 0.248 mg/mL de acetato de sodio (AS), alta
irradianza 150 uE m 2 s?, luz blanca y azul.

Fuente: Elaborada por autoras.

En la grafica N° 6 se observa el comportamiento de astaxantina y clorofila durante los
15 dias de induccién de estrés, con la concentracion de acetato de sodio de 0.248
mg/mL en luz blanca y azul. Se observéd un descenso en la concentracion de clorofila
del 53% para luz blanca alcanzando una concentracion de 5.34 pg/mL el dia 27 y
posteriormente hubo un aumento del 30% el dia 30, llegando de esta manera a una
concentracion final de 8.87 pug/mL. En luz azul se evidencié una disminucién del 37%
en la concentracion de clorofila, con una concentracion final de 9.1 pg/mL de la misma,
lo cual se correlaciona con el aumento en la concentracion de astaxantina en los
mismos; esta Gltima alcanzé para el dia 30 del ensayo una concentracion de 0.87 pg/mL

en luz blanca y 0.91 pg/mL en luz azul (ver grafica N° 6)
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Grafica N° 7 Produccion de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo RM,
utilizando como factores de estrés 0.310 mg/mL de acetato de sodio (AS) irradianza

150 uE m2s?, luz blanca y azul.
Fuente: Elaborada por autoras.

Al adicionar 0.310 mg/mL de acetato de sodio al medio RM (grafica N° 7), se observé
un aumento en la concentracion de clorofila y astaxantina debido a la exposicion a los
factores de estrés, color de luz y concentracion de acetato de sodio, siendo asi la luz
azul en la cual se observaron las mayores concentraciones. En luz blanca, la
concentracion de clorofila decayd progresivamente hasta el dia 27 (5.14 pg/mL) y
posteriormente aumentd un 60 % para el dia 30 llegando a un total de 13.20 pg/mL,
mientras que en la luz azul se observo una concentracion 19.72 pug/mL en el dia 18, la
cual disminuy6 progesivamente hasta el dia 24 Ilegando a una concentracion minima de
10.82 pg/mL y aumentando un 63% el dia 30, alcanzando una concentracion de 29.46

pug/mL (indicando el tratamiento con la concentracién mas alta de clorofila).

Por otra parte, la concentracion de astaxantina también mostré un comportamiento
ascendente, al combinar los factores de estrés color de luz y acetato de sodio a
concentracion de 0.310 mg/mL, sin embargo se resalta que en la luz blanca en el dia 18
alcanz6 una concentracion de 1.10 pug/mL obteniendo un aumento del 38% vy
alcanzando una concentracion final de astaxantina de 1.77 pg/mL, por el contrario en la
luz azul en el dia 18 del ensayo se obtuvo 1.85 pg/mL aumentando asi un 47% hasta

llegar a una concentracion de 3.48 pg/mL de astaxantina.
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Grafica N° 8: Produccion de astaxantina y clorofila en el medio de cultivo RM,
utilizando como factores de estrés 0.372 mg/mL de acetato de sodio (AS) irradianza

150 uE m2s?, luz blanca y azul.

Fuente: Elaborada por autoras.

Finalmente, la concentracién de acetato de sodio de 0.372 mg/mL (concentracién mas
alta de este factor de estrés utilizada en el ensayo) alcanzd una concentracién final de
clorofila de aproximadamente 15.62 pg/mL en luz blanca y 23.66 ug/mL en luz azul
(grafica No. 8). En cuanto a la produccion de astaxantina, esta mostré un aumento de
62.8% en luz blanca y un 79.2 % en luz azul, alcanzando concentraciones de 2.07
pg/mL y 5.06 pg/mL respectivamente. Cabe resaltar que con la luz azul se obtuvo una
concentracion mas elevada de astaxantina que al usar luz blanca, lo cual también se
pudo observar en los tratamientos donde se usaron las demas concentraciones de acetato

de sodio.
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Tabla N° 18: Resumen de los resultados promedio obtenidos en el medio de cultivo

RM, factores de estrés y concentraciones finales de clorofila y astaxantina.

Factores de estrés Clorofila Astaxantina

Concentracion | Luz Irradianza | Concentraciéon | Concentracion | Concentracion | Concentracion

acetato de inicial (dia 18) | final (dia 30) inicial (dia 18) | final (dia 30)

sodio

0.248 mg/mL Blanca | 150 uE m™2 | 11.42 pg/ml 8.87 ug/ml 0.77 pg/ml 0.87 pg/ml
S—l

0.248 mg/mL Azul 150 uEm™2 | 14.53 pg/ml 9.1 ug/ml 1.14 ug/ml 0.91 pg/ml
S—l

0.310 mg/mL Blanca | 150 uE m™2 | 13.38 pg/ml 13.2 ug/ml 1.10 ug/ml 1.77 pg/ml
S—l

0.310 mg/mL Azul 150 uEm™2 | 19.72 pg/ml 29.46 ng/ml 1.85 pg/ml 3.48 pg/ml
Sfl

0.372 mg/mL Blanca | 150 uE m™? | 16.74 pg/ml 15.62 pg/ml 1.62 pg/ml 2.07 pg/ml
Sfl

0.372 mg/mL Azul 150 uE m2 | 11.19 pg/ml 23.66ug/ml 0.64 pg/ml 5.06 ug/ml
Sfl

Fuente: Elaborada por autoras.

En resumen, al realizar el cultivo en el medio RM, el tratamiento que indujo a la mayor

sintesis de astaxantina correspondié al tratamiento en el cual se utilizdé una

concentracion a 0.372 mg/mL de acetato de sodio, luz azul e irradianza 150 pE m 2 st

como factores de estrés (ver tabla N°19).
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Grafica N° 9 Concentraciones finales de astaxantina (expresada en pug/mL) de todos

los tratamientos, obtenidas el dia 30 de ensayo (15 dias de induccion de estrés). Se

clasifican por luz (blanca y azul), medio de cultivo (BBM y RM) y la concentracion de

acetato de sodio utilizada donde el control hace referencia a los tratamientos que no se

les proporciond acetato de sodio al medio de cultivo. ANOVA con

confianza.

Fuente: Elaborada por autoras.

un 95% de

Tabla N° 19: Andlisis de varianza del efecto de los factores de estrés concentracion de

acetato de sodio, luz (blanca y azul) y medio de cultivo sobre la concentracién de

astaxantina producida a los 30 dias de cultivo (Ver tabla completa en el anexo 3).

Tabla ANOVA DF | F(DFn, DFd)
Concentracion de acetato de sodio 3 F (3, 3) =43,98
Luz 1 F (1, 3) = 36,46
Medio 1 F (1,3) =52,74
Concentracion de acetato de sodio x Luz 3 F(3,3)=10,54
Concentracion de acetato de sodio x Medio 3 F(3,3)=1271
Luz x Medio 1 F(1,3)=4,94
Concentracion de acetato de sodio x Luz x | 3 F (3, 3)=2,608

Medio

P value
P<0,0001
P<0,0001
P<0,0001
P=0,0005
P=0,0002
P=0,0410
P=0,0875
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Residual 16

DF: grados de libertad; F: valor F; DFn: grados de libertad; DFd: residual; P: probabilidad
Fuente: Elaborada por autoras.

Al analizar la acumulacion final de astaxantina, es decir, el total de astaxantina obtenida
durante los 15 dias de induccién de estrés (dia 30 del total del ensayo), se pudo observar
que la concentracion de astaxantina obtenida fue directamente proporcional a la
cantidad de acetato de sodio que contenia el medio de cultivo (grafica No. 9). Al
someter los datos a estudio estadistico por medio ANOVA con un 95% de confianza de
tres vias, se observo que hubo diferencias significativas en los tratamientos
(F=43.98,P=<0.0001,GL=3) como se observa en la tabla N°20, en cuanto al efecto
ejercido por las diferentes concentraciones de acetato de sodio, el color de luz y los

medios de cultivo sobre la produccion de astaxantina.

Se observo que los controles en ambas luces (medios de cultivo sin adicion de acetato
de sodio) llegaron a acumular concentraciones bajas de astaxantina, llegando a un
maximo de 0.33 pg/mL de astaxantina en el caso del medio de cultivo BBM y 0.29
pg/mL por RM en luz blanca, entre tanto, en luz azul los controles llegaron a acumular

0.23 pg/mL y 0.41 pg/mL de astaxantina en medio BBM y RM respectivamente.

Los tratamientos en los que se utilizé la concentracién de 0,248 mg/mL acetato de sodio
mostraron una acumulacién mas alta de astaxantina que los controles, no obstante la
produccion de la misma fue menor que en las demas concentraciones de acetato de
sodio combinados con las luces blancas y azul. En luz blanca se obtuvo en promedio
0.40 pg/mL y 0,87 pg/mL de astaxantina en los medios de cultivo BBM y RM
respectivamente y al igual que se observd en los controles y los tratamientos con las
demas concentraciones de acetato de sodio, en luz azul se obtuvieron mejores
concentraciones del carotenoide (ilustrado en la grafica No. 9), llegando a acumular

0.80 pg/mL de astaxantina en el medio BBM y 0.91 pg/mL en el medio de cultivo RM.

En el presente estudio el promedio de astaxantina que se obtuvo al utilizar la
concentracion de acetato de sodio de 0.310 mg/mL en luz blanca fue de 0.53 pg/mL y
1.77 pg/mL en BBM y RM respectivamente. Por otro lado, al utilizar esta misma
concentracion de acetato de sodio como factor de estrés en sumatoria a la luz azul, se

obtuvo 1.32 pg/mL de astaxantina en medio BBM y 3.48 ng/mL en medio RM.
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Finalmente, se utilizd la concentracion de 0.372 mg/mL de acetato de sodio para
determinar si al aumentar la concentracion de acetato de sodio en el medio de cultivo
era posible optimizar la produccién de astaxantina en los cultivos de H. pluvialis. Esta
hipétesis fue comprobada ya que se observo que al utilizar la concentracion de 0,372
mg/mL de acetato de sodio, la sintesis de astaxantina fue considerablemente mayor que
al utilizar concentraciones mas bajas de dicha sal. En luz blanca en promedio se
obtuvieron concentraciones de astaxantina de 0.78 pg/mL en medio BBM y 2.07 ng/mL
en medio RM, mientras que utilizando luz azul, se alcanz6 la acumulacién del pigmento

de 1.93 pg/mL y 5.06 pg/mL en los medios de cultivo BBM y RM respectivamente.

El acetato de sodio (NaC2H3O) es una sal organica que al entrar en contacto con el
agua es hidrolizada en los iones acetato (CH3COOQ") y sodio. El ion acetato reacciona
con el agua produciendo acido acético (CH3COOH) y liberando iones OH" 8. La
liberacion de iones hidroxilo generan un aumento en el pH del cultivo y al ser una
especie reactiva de oxigeno induce estrés oxidativo®® en las células de H. pluvialis la
cual produce astaxantina como mecanismo de defensa; por esta razon se observo en la
investigacion (graficaN°9) que al aumentar la concentracion de acetato de sodio
adicionado en los medios de cultivo aument6 la acumulacion de astaxantina en los
mismos, como se aprecia en los resultados anteriormente descritos y en la grafica No. 9,
la luz con la mayor eficiencia para la produccion de astaxantina fue la luz azul (ver
tabla N°21). Esto se debe principalmente a la presencia receptores llamados fototropina,
los cuales se activan con la longitud de onda azul e intervienen con el metabolismo
celular; ademas se a determinado que esta luz, influye en una mejor extraccion de la
astaxantina, ya que induce la germinacién celular y por tanto disminuye el grosor de la

pared celular de la aplanospora 8.
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Tabla N° 20: 1 Resumen de los resultados promedio obtenidos en los medios de cultivo RM y BBM, factores de estrés y concentraciones finales
de clorofila y astaxantina.

Factores de Estrés Medio BBM Concentracion final de: Medio RM Cg(r;centracmn final
Concentracion Luz Irradianza Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina
acetato de sodio
0.248 mg/mL Blanca | 150 uEm™2s™! 7.23 pg/ml 0.40 pg/ml 8.87 ug/ml 0.87 pg/ml
0.248 mg/mL Azul 150 pEm2s™! 9.44 ng/ml 0.80pg/ml 9.1 ug/ml 0.91 pg/ml
0.310 mg/mL Blanca | 150 uEm2s™! 9.10 pg/ml 0.53 pg/ml 13.2 pg/ml 1.77 pg/ml
0.310 mg/mL Azul 150 pEm2s™! 11.45 pg/ml 1.32 pg/ml 29.46 pg/ml 3.48 pg/ml
0.372 mg/mL Blanca | 150 pEm™2s™! 8,67 png/ml 0.78 pg/ml 15.62 png/ml 2.07 pg/ml
0.372 mg/mL Azul 150 pEm2s™! 19.18 pg/ml 1.93 pg/ml 23.66pg/ml 5.06 pg/ml

Fuente: Elaborada por autoras.
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DISCUSION

La astaxantina es un carotenoide de alto valor comercial con aplicaciones en la industria
alimentaria, nutracéutica y cosmética. Haematococcus pluvialis representa una
importante fuente de astaxantina, llegando a acumular, segun investigaciones, hasta un
3% del pigmento®: . H. pluvialis requiere de micronutrientes esenciales como el sodio,
potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro, cloro, azufre y los macronutrientes como
carbono, hidrogeno, oxigeno y fosforo, que son de origen inorganico®®, que propician su

crecimiento para la produccion de biomasa y la sintesis de astaxantina®’.

El producir este carotenoide de forma natural implica diversos beneficios, desde hace
afios, investigadores se han propuesto encontrar las condiciones Optimas para su
produccién utilizando medios de cultivo cuyos componentes permitan la adaptacion de
la biomasa microalga y su estimulacion por medio de factores de estrés que inducen a
su sintesis en concentraciones significativas®. En el presente trabajo de investigacion se
utilizaron los medios de cultivo Rudic’s medium (RM) y Bold’s basal medium (BBM),
puesto que en la revisiones bibliogréaficas estos medios habian presentado alto

rendimiento en la produccién de biomasa y por ende de astaxantina.

En el articulo de Mahfuzur et al®®. del 2016, se menciona que una composicion ideal del
medio para lograr una alta tasa de crecimiento y acumulacion de biomasa de H.
pluvialis es diferente de la composicion ideal para la acumulacién de astaxantina
(también conocida como conduccidn inductora). En diversos estudios se ha encontrado
que el nitrato de sodio es utilizado por la microalga como fuente de nitrégeno
inorganico y como una alternativa es posible utilizar urea como una fuente organica del
mismo. Ambos medios de cultivos utilizados en la investigacion (RM y BBM) utilizan
como fuente de nitrégeno inorganico nitrato de sodio, que como lo evidenciaron Orosa

et all. en el afio 2005 influye positivamente en el crecimiento de H. pluvialis.

En los ultimos afios la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca a trabajado de la
mano con la Universidad de la Sabana en diversos estudios con el objetivo de optimizar
la produccion de astaxantina por H. pluvialis. Nifio et al %. en el 2017 compararon la
produccion de biomasa microalga de H. pluvialis en los medios de cultivo RM, BBM y
OHM bajo las condiciones de cultivo de pH 6.7, fotoperiodo 18/6 LO, irradianza de 70
microeinsteins, luz blanca, agitacion manual una vez al dia y CO2 5%; a los 36 dias de
cultivo obtuvieron un recuento celular de 7.55x10° células/ml con el medio RM y de
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3.88x10° células/ml con BBM mostrando un mayor rendimiento por parte del medio
RM, lo que concuerda con lo reportado en la literatura. Al realizar la comparacion con
los resultados obtenidos durante el presente estudio, en el cual a los 30 dias de cultivo
se obtuvo un crecimiento celular final en BBM de 1.51x10° cel/mL y 1.98x10° cel/mL
en luz blanca y azul respectivamente y en medio de cultivo RM 0.89x10° cel/mL en luz
blanca y 1.03x10° cel/mL en luz azul bajo condiciones de irradianza de 150 uE m™? s¥,
acetato de sodio a diferentes concentraciones, CO. 5% Yy demas condiciones
previamente mencionadas; dichos resultados presentan una disminucion significativa en
cuanto a los obtenidos por Nifio et al. en el 2017, teniendo en cuenta que ellos utilizaron
un tiempo de cultivo méas prolongado que el utilizado en el presente estudio. En otra
investigacion realizada en asociacion de ambas instituciones por Diaz et al "® en el
2016, los resultados obtenidos mostraron que la microalga tuvo un buen desempefio
durante la fase de crecimiento después de 36 dias de cultivo, llegando a producir
2.10x10° cel/mL y 1.38x10° cel/mL de H. pluvialis al utilizar condiciones de nitrogeno
al 4% y 5% respectivamente, mostrando de esta manera diferencias ain mayores con el
presente estudio, en el cual se observé una acumulacion de biomasa menor a los 30 dias

de cultivo.

Fabregas et al 8 en el 2000 realizaron estudios con el prop6sito de optimizar el cultivo
de H. pluvialis y la produccién de biomasa del mismo, durante su estudio en el 2000,
utilizaron los medios de cultivo OHM, BBM vy el medio Chu modificado. Durante su
estudio el medio ideal de cultivo fue el OHM, el cual llegé a producir 3.77x10°
células/ml mientras que en BBM obtuvieron una biomasa de 1.2x10° células/ml,
resultado que fue 3 veces menos al obtenido en OHM lo cual se debe principalmente a
que este ultimo se encuentra suplementado con vitaminas B12, biotina y tiamina. Los
resultados de éste proyecto de investigacion se asemejan a lo hallado por Fabregas et al.
(2000), ya que se logré la obtencion de una biomasa en medio de cultivo BBM de
1.51x10° cel/ml y 1.98x10° cel/ml en luz blanca y azul respectivamente, en

combinacion con acetato de sodio e irradianza de 150 pE m2 s,

Las condiciones a las cuales se somete el cultivo de H. pluvialis de igual manera
influyen en la produccion de biomasa y astaxantina del mismo. Se ha reportado que esta
microalga tiene la capacidad de crecer en cultivos fotoautotréficos, mixotréficos y

heterotroficos segin la fuente de carbono que se le proporcione (organica y/o
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inorganica) y la presencia o ausencia de luz*°. El acetato de sodio es utilizado en el
cultivo mixotréfico de H. pluvialis como fuente de carbono orgénico y se ha reportado
que aumenta la tasa de crecimiento de la microalga '2; sin embargo, como lo observaron
Hata et al®* en el 2001 y se corroboré en ésta investigacion, el incremento en la
concentracion de acetato de sodio no aumenta la produccion de biomasa pero si se ve
directamente implicada en la acumulacién de astaxantina, por que al usar la
concentracion de acetato de sodio de 0.372 mg/mL (concentracion mas elevada) en
combinacién de luz azul e irradianza de 150 pE m™ s® se obtuvo la mayor
concentracion de astaxantina con una concentracion final de 5.06 pg/mL de este

carotenoide.

Durante el presente proyecto no se observaron diferencias significativas (F=3.03;
P=0.06: GL=3) sobre la produccién de biomasa microalgal al aumentar la concentracion
de acetato de sodio, sin embargo al adicionarlo después de finalizada la fase
exponencial de crecimiento de la microalga (15 dias) a los medios de cultivo, en
combinacion con los factores de estrés luz blanca, luz azul y alta irradianza, se observo
un incremento en el crecimiento celular de 3.80 x10* cel/ml a un promedio de 1.75 x10°
cel/ml en el medio BBM y de 3.23 x10* cel/ml a 9.63 x10* cel/ml en promedio en los
cultivos en RM. Se observé que el uso de luz azul y blanca a las que fueron sometidos
los cultivos mostraron diferencias significativas en cuanto a la produccion de biomasa,
demostrando que la luz azul mejora de manera significativa (F=6.43; P=0.02: GL=1) el
metabolismo y reproduccion de H. pluvialis; Hanan et al® en el afio 2013 concluyeron
que las condiciones para optimizar el crecimiento de H. pluvialis se obtienen al utilizar
luz, ya que genera un ambiente 6ptimo en los medios de cultivo; Schenk et al® en el
2018 de igual manera encontraron que la luz azul mejora la germinacion de esta
microalga ya que tiene efectos sobre el metabolismo, gracias a que la célula posee
receptores para esta longitud de onda conocidos como fototropina, los cuales activan
diversas funciones fisioldgicas a nivel celular, asi como lo afirman Fernandez et al. en
el 2013 debido a que ésta luz permite un incremento en el contenido total de los

carotenoides 8.

Las diferentes condiciones de estrés que se emplean en el cultivo de H. pluvialis,
permiten que los carotenoides secundarios se sinteticen en mayores cantidades, debido a

los mecanismos de proteccion que se generan en la microalga.
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Rammuni et al. en el 2019 mencionan que los carotenoides secundarios como la
astaxantina y la cantaxantina le brindan a la clorofila fotoproteccion al formar una capa

de defensa sobre la microalga cuando esta expuestas a intensidades de luz extremas®.

La temperatura éptima para el desarrollo de H. pluvialis se encuentra entre 20 y 28 ° C.
Temperaturas por encima de los 30°C inducen el enquistamiento de la célula vegetativa
a la fase de aplanospora (etapa roja). Dicha transicion se acomparia de la reduccion en
el la division celular y el incremento en la acumulacién de astaxantina. EI aumento de la
temperatura afecta la sintesis de astaxantina a través de la estimulacion de la formacion
de radicales de oxigeno y su mayor reactividad, lo que respalda la afirmacion de
Torrentera y Tacon propuesta en 1989 que indicaba que las altas temperaturas afectan la
division celular, pero no la sintesis de proteinas, lo que aumenta la produccion de
carotenoides °8. En este trabajo de investigacion se utilizaron temperaturas de 20°C +
2°C las cuales aseguraban su correcto desarrollo.

El pH también puede afectar significativamente el crecimiento celular y la sintesis de
clorofila y carotenoides en H. pluvialis, de acuerdo con lo expresado por Moronta,
Mora y Morales en el 2006%, este factor permite la solubilidad de di6xido de carbono y
de los minerales presentes en el cultivo; como demostraron Sarada et al. en su
investigacion en el afio 2001, un pH igual a inferior a 5 puede inhibir el crecimiento
celular de la microalga, mientras que un pH 7 se correlaciona con un mejor crecimiento
y mayor produccion de astaxantina'®. Durante el presente estudio se mantuvo un rango
de pH entre 6.5 y 8, observando buenos resultados en la acumulacion de biomasa y

astaxantina.

La iluminacién LED blanca o azul o la mezcla de ambos en una proporcion de 3:1 a
7000 Ix (~ 95 umol fotones m 2 st ) promueven el cambio morfolégico de las células
vegetativas verdes a células rojas enquistadas, y la mayor longitud de onda de mayor
absorcion por parte de las células en la azul®®. Ruijuan et al®. realizaron un cultivo de
H. pluvialis en medio BBM expuesto a 50 pmol m 2 s ~ LED blanco, LED azul (440
nm) y LED rojo (660 nm) segun el estudio, esta intensidad de luz LED es la adecuada
para la germinacion de hematocistos y la estabilidad de astaxantina; éstos se incubaron
durante 5 dias con un ciclo de L:O de 16/8 h a 25 ° C y se airearon constantemente con
aire filtrado (0,22 pm), como resultados se encontro que la luz roja puede aumentar el

consumo de nitrato para la sintesis de clorofila y la luz azul redujo el consumo de
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nitrato, lo que disminuye la sintesis de clorofila y retardar la degradacion de la
astaxantina. Al igual que en nuestros estudio, donde se hall6 mayor rendimiento en
cuanto a la produccion de biomasa y astaxantina por H. pluvialis, ellos encontraron que
la luz azul aumenta la acumulacion de astaxantina durante el enquistamiento y el mayor
contenido de astaxantina ya que obtuvieron 37.24 mg g- ! de astaxantina, mostrando
diferencias significativas en cuanto a la acumulacion de astaxantina al utilizar la luz
azul en comparacion con las luces blanca y roja®. De igual manera, Kong et al. en el
2015 encontraron resultados similares, demostrando que la luz azul tiene una mayor
eficiencia en la acumulacion de astaxantina que la luz blanca, lo cual se debe a una
mayor absorcion de esta longitud de onda por parte de las células enquistadas, sin
embargo, ellos realizaron también el estudio sobre el efecto de una combinacion de luz
azul y blanca en proporcion 3:1, la cual mostré resultados ain mejores®®. Dichos
resultados coinciden con los obtenidos durante el presente estudio, ya que se logré la
obtencion de 5.06 pg/mL de astaxantina al utilizar luz azul en combinacidn con acetato
de sodio en concentracion de 0.372 mg/mL, medio de cultivo RM e irradianza de 150
uE m?st

Ruijuan et al®. en el 2018 comprobaron la expresion del gen phot en H. pluvialis, el
cual aumenta su expresion a los 4 dias de cultivo principalmente en presencia de luz
azul (en comparacién con luz blanca y roja). Este gen codifica para la fototropina
(PHOT), la cual es un receptor de luz azul que regula un rango de respuestas
fisiologicas fotosintéticas en las plantas, como el fototropismo, la apertura estomatica
inducida por la luz y los movimientos del cloroplasto, el gen phot detecta la sefial
luminosa y regula la transcripcion de los genes psy y pds de la biosintesis de
carotenoides®®. Asi mismo Steinbrenner et al® en el 2001 consideran que ademas del
gen psy, también es fundamental el gen ch (carotenoide hidroxilasa) al mostrar una
expresion génica aumentada en respuesta a una alta irradianza, lo cual posiblemente
ocurrio en este estudio ya que se llevo a cabo bajo condiciones de alta irradianza (150
uE m? st), un fotoperiodo de 20:4 LO y luces blanca y azul. Estos hallazgos llegan a
dilucidar el efecto de la luz azul sobre la produccion de biomasa y astaxantina en H.

pluvialis encontrado por multiples autores a través del tiempo.

En cuanto al efecto del acetato de sodio utilizado como factor de estrés salino en la

produccién de astaxantina, se ha demostrado que este induce la sintesis de astaxantina
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incluso en condiciones de oscuridad; en nuestro estudio se observd que juega un papel
importante en la acumulacion de dicho carotenoide al ser combinado con luz azul, alta
irradianza y el medio de cultivo RM, tal como lo muestra el estudio de Vidhyavathi et
al*%. en el 2008, en el cual al adicionar acetato de sodio y acetato de sodio/NaCl al
cultivo de H. pluvialis después de la fase exponencial de crecimiento, y se logré obtener
21.8 mg g y 24.5 mg g peso seco de astaxantina, mostrando un sinergismo entre
ambas sales; esto se debe a que el estrés salino aumenta la produccion total de
carotenoides y astaxantina a través de la activacion post-traduccional. Asi mismo
Vidhyavathi et al. en el 2008 observaron que a medida que la concentracion de
astaxantina aumentaba, la concentracion de clorofila y los carotenoides primarios
(luteina, B-caroteno) descendial®; en la presente investigacion se observd que la
produccion de astaxantina aumentaba con el tiempo y hubo una disminucién progresiva

del contenido de clorofila en las células.

En el afio 2015, la Universidad de la Sabana y la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca realizaron un estudio en el cual Nifio y Rodriguez evaluaron el efecto de
medios de cultivo (BBM, OHM y RM), acetato de sodio Yy alta intensidad de luz sobre
la acumulacién de biomasa y produccion de astaxantina en H. pluvialis. Al igual que en
nuestra investigacion, ellos utilizaron la concentracion de 0.310 mg/mL de acetato de
sodio como inductor de estrés obteniendo una concentracion final de astaxantina de 8.3
png/mL en medio de cultivo RM adicionado con acetato de sodio’®. En esta
investigacion se obtuvo una concentracion de astaxantina maxima de 5.06 pg/mL, se
pudo observar que aunque la concentracion de acetato de sodio 0.310 mg/mL es
efectiva en la produccién de astaxantina, al aumentar la concentracion de este factor de
estrés utilizando una concentracién de 0,372 mg/mL de este compuesto en el medio de
cultivo RM, con luz azul y alta irradianza, se obtuvieron los mejores resultados, ya que
se incremento el de este carotenoide en un 32% demostrando que la concentracion de
astaxantina obtenida fue directamente proporcional a la concentracion de acetato de

sodio utilizada como factor de estrés combinado con el color azul.

Zhang Z. et al, en el 2016 utilizaron acetato de sodio/nitrato, acetato de sodio/sin nitrato
y otros componentes como factores de estrés con el fin de identificar su efecto en la
produccion de biomasa, cambio morfologico y acumulacion de astaxantina en H.

pluvialis. Observaron que al utilizar acetato de sodio/sin nitrato se obtenian los mejores
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resultados en cuanto a la produccion de biomasa (0.86% de peso seco)?*, corroborando
de esta manera, con lo observado en el presente estudio, que el acetato de sodio influye
positivamente en la acumulacion de este carotenoide asi como se muestra en el estudio
de Sarada et al, y Zhang et al en el 2016, estudiaron el uso del acetato de sodio
combinado con otros factores de estrés como luz, NaCl y deficiencia de nitrégeno
generan un efecto de sinergismo que resulta en un mejor rendimiento para la produccién
de astaxantina®*; a diferencia de lo encontrado en el articulo de Wanida et al en el
2017, donde el acetato de sodio usado como Unico factor de estrés, indujo menor
sintesis de astaxantina (20-22 mg g*) en comparacion con el acetato de potasio (25-43
mg g™), magnesio (19-33 mg g) y bicarbonato de sodio (25-35 mg g*) utilizado®.
Paralelamente, otros autores establecieron la relacion del acetato de sodio con otras
sales como es el caso del nitrato, en la que Zhang et al concluyeron que cuando hay
presencia de ambas sales se da un aumento considerable en el numero de células, sin
embargo para obtener un aumento en las concentraciones de astaxantina no se requiere
nitrato®*, ya que su deficiencia es un factor inductor de estrés, por lo cual la
combinacién de factores como la luz, alta irradianza, y la concentracion de acetato de
sodio inducen la produccion de astaxantina como se observd en este trabajo al utilizar

luz azul, irradianza de 150 pE m? s y 0.372 mg/mL de acetato de sodio.

Zhang et al en el 2016 demostraron que al utilizar acetato de sodio en combinacidn con
sulfato ferroso y alta intensidad de luz se obtienen mejores resultados en la produccién
de astaxantina (3.2 ug/mL) que al utilizar Unicamente acetato de sodio y baja intensidad
de luz (0.5 pg/mL); esto se debe a que ademas de activar los genes carotenogénicos, se
induce la formacion de &cidos grasos indispensables para la acumulacién de astaxantina
en el protoplasto de H. pluvialis®. Estudios como el realizado por Qiang et al. ratifican
que la acumulacion de astaxantina es directamente proporcional a la acumulacion de
lipidos, ya que la astaxantina es un pigmento liposoluble y para su estabilidad en el

protoplasto, se sitta en los glébulos grasos®.

La acumulacién de astaxantina en H. pluvialis estda acompafiada de cambios
morfoldgicos y fisioldgicos en sus células, que se activan como mecanismo de defensa
ante condiciones medioambientales adversas. La etapa vegetativa de H. pluvialis se
caracteriza por presentar dos flagelos, palmella en la cual la célula pierde sus flagelos y

por Gltimo la aplanospora, también conocida como fase roja, que se induce por
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condiciones desfavorables, como deficiencia de nutrientes, alta irradianza, temperatura
y pH no adecuados entre otras. Estas fases fueron observadas durante la realizacion de
esta investigacion, por efecto de los factores de estrés correlacionandose con la cantidad
de astaxantina generada, como ya se ha descrito anteriormente las células vegetativas
tienen la capacidad de ser moviles gracias a la presencia de dos flagelos que sobresalen
en su papila interior; a su vez estd formada por una pared, vacuolas, cloroplasto,
pirenoides y ndcleo. Cuando la microalga se somete a condiciones inductivas como
deficiencia de nutrientes, temperatura, entre otros factores de estrés, se da un cambio en
los componentes y actividades celulares, produciendo una transformacion de célula
verde a aplanospora, la cual funciona como una estructura de resistencia®. Esto se da
como resultado a las condiciones adversas que se presentan en el medio, asi mismo
como factor protector de la microalga, induciendo la generacion del compuesto®®. En
nuestro caso se lograron evidenciar estos cambios hasta la fase final de quiste o

aplanospora donde podemos observar la presencia de astaxantina.

Sarada et al en el 2008 encontraron que al utilizar acetato de sodio y acetato de sodio en
combinacién con cloruro de sodio, se acelera el proceso de enquistamiento de las
células de H. pluvialis, observando que al segundo dia de induccién de estrés el 82% y
89% de ceélulas se habian transformado en quistes al usar acetato de sodio y acetato de
sodio/NaCl respectivamente!®. De la misma manera en la presente investigacion se
observd que a los 3 dias de induccién de estrés con el acetato de sodio, luz azul y alta
irradianza  (dia 18 de ensayo) las células habian empezado su proceso de
enquistamiento, y para el dia 21 (6 dias de induccion) la mayoria de las mismas habian
cambiado su morfologia (ver tabla de cambios morfoldgicos). En algunos estudios se
ha reportado que Haematococcus pluvialis puede producir astaxantina en heterotrofia y
mixotrofia utilizando acetato de sodio como fuente de carbono debido a que el acetato
promueve la obtencién de mayores concentraciones celulares, la alta irradianza y los
fotoperiodos también contribuyen a que la microalga sea capaz de sintetizar este

carotenoide®.

El sometimiento a factores de estrés en el cultivo, indujo la transformacién de las
células vegetativas a aplanosporas. En el presente estudio se utilizé una alta irradianza

de 150 uE m? s! para inducir una mayor acumulacion de astaxantina, y como
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observaron Zhang et al., al utilizar baja intensidad de luz en la fase de induccion de
estrés, después de culminado el periodo de crecimiento exponencial, el enquistamiento
de las células inicia a los 4 dias, entre tanto al utilizar alta intensidad de luz este cambio
morfoldgico se aprecio a los 2 dias®®.

En definitiva, el uso de acetato de sodio en concentraciéon de 0.372 mg/mL en
combinacion con luz azul, alta irradianza y medio de cultivo RM generando la
produccién de astaxantina en mayores concentraciones, al inducir que las células de H.
pluvialis cambiaran su morfologia de vegetativas a enquistadas. Por lo tanto se sugiere
usar luz azul, irradianza de 150 pE m? sy acetato de sodio (0.372 mg/mL) en el
cultivo de esta microalga, para inducir la generacién del compuesto en concentraciones

significativas una vez finalizada la fase exponencial de crecimiento de la misma.
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CONCLUSIONES

e Al evaluar el crecimiento celular en los medios de cultivo RM y BBM, bajo las
condiciones de cultivo de pH 6.8, fotoperiodo 20:4 LO, CO2 5%, temperatura de
20 + 2°C, luz blanca e irradianza de 70 uE m™ s?, se determind que no hay
diferencias significativas (F=0.7871;P=0.3761;GL=1) en cuanto a la produccion
de biomasa durante la etapa de crecimiento exponencial de H. pluvialis,
hallandose 3.80x10% cel/mL con una velocidad de crecimiento de 0.326 cel/dia
en BBM y 3.23x10% cel/mL con una velocidad de crecimiento de 0.329 cel/dia
en RM a los 15 dias de cultivo donde las células no se encontraban sometidas a
estrés. Sin embargo, se observa que tras la induccidn de estrés el crecimiento en
el medio de cultivo BBM es  significativamente  mayor
(F=39.43;P<0.0001;GL=1) en comparacién con el medio RM.

e Los factores de estrés empleados en la investigacion ejercen efectos
significativos en la sintesis de astaxantina. Se observé que el medio de cultivo
BBM fue ideal en la produccion de biomasa microalgal, y el medio RM fue
significativamente mas eficiente para la produccién de astaxantina en 5.06
pg/mL  (F=52.74;P=<0.0001;GL=1) en el cual se utiliz6 una concentracion a
0.372 mg/mL de acetato de sodio, luz azul e irradianza 150 pE m™2 s™! como
factores de estrés. Se observd un aumento progresivo en la concentracion de
clorofila, lo cual se correlaciona con el aumento de la biomasa en los
biorreactores, sin embargo en los tratamientos con el mayor aumento de

astaxantina se observo una disminucion en la cantidad de clorofila.

e Durante la investigacion se observaron las tres principales fases morfolégicas de
H. pluvialis; durante la fase de crecimiento se observo que la mayoria de celulas
estaban en fase vegetativa debido a las condiciones Optimas del medio de
cultivo. Tras la induccion de estrés con acetato de sodio, alta irradianza y luces
blanca y azul, las células iniciaron un proceso de enquistamiento (palmella)
aproximadamente a los 6 dias de induccion y la posterior acumulacion de
astaxantina dando lugar a aplanosporas de tamafio aumentado y pared celular

gruesa. No se observaron diferencias con los tratamientos analizados.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar los factores de estrés seleccionados por la mayor produccion

de astaxantina para realizar la etapa de escalamiento.

Se sugiere el uso de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para analizar el

contenido de astaxantina.

Adicionalmente, se sugiere realizar el estudio de la expresion de genes implicados en la
sintesis de astaxantina bajo los factores de estrés estudiados.

PARTICIPACION EN EVENTOS

En el desarrollo de esta investigacion se realizé la participacion en cuatro eventos
nacionales. Dentro de los eventos en los cuales se participd fue en el “ VII
ENCUENTRO INSTITUCIONAL DE SEMILLEROS DE INVESTIGACION” que se
desarroll6 en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca el 26 septiembre del afio

2017, donde se presentaron los objetivos y parte del marco tedrico de la investigacion.

De igual manera se llevo a cabo la participacion en “ Il CONGRESO COLOMBIANO
DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR C2B2” llevado a cabo en la ciudad
de Bogoté del 1 al 3 de Noviembre de 2018, donde se presentd la primera parte del

proyecto en la modalidad de poster.

Se llevd a cabo la participacion en “ 18° CONGRESO INTERNACIONAL DEL
COLEGIO NACIONAL DE BACTERIOLOGIA CNB-COLOMBIA “ llevado a cabo
en la ciudad de Barranquilla del 9 al 12 de noviembre en la modalidad de poster, esta se
realizo el dia 10 de Noviembre a la 1:00pm, donde se mostraron resultados de la

primera parte de la investigacion.

También se realizo la participacion “ VIII ENCUENTRO INSTITUCIONAL DE
SEMILLEROS DE INVESTIGACION” que se llevé a cabo en la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca el 30 de Enero del 2019, donde se presento el proyecto en

su totalidad.

Finalmente se particip6 en el “XVII ENCUENTRO REGIONAL DE SEMILLEROS
DE INVESTIGACION” RedColsi realizado en la Universidad Auténoma de Colombia
del 08 al 10 de mayo del 2019 en la ciudad de Bogota.
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ANEXO 1

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1. MES-VOLVOX 37

COMPONENTE PARA1LITRO
MES buffer 195¢
Ca(NOgz)2-4H20 117.8 mg
Nazglicerofosfato-5H,0O 60 mg
MgSO4-7H20 40 mg
KCI 50 mg
NH4CI 26.7 mg
Biotina (vitamina H) 0.0025 mg
Cianocobalamina (vitamina B12) 0.0015 mg
P-1V metal solution 6 mL
P-1V Metal solution
COMPONENTE PARA1LITRO

Na2EDTA+2H,0 750 mg

FeClz*6H20 97 mg

MnClz¢4H20 41 mg

ZnCl, 5mg
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CoCl2+6H20 2 mg

NaxMo0QO4e2H0 4 mg

Preparacion

e Se afiadid 1 litro de agua destilada en un Erlenmeyer de 3 litros
e Los componentes del medio fueron pesados y afiadidos

e Se completo el volumen a 2 litros

e El medio fue ajustado a pH 6.5 con HCI 0.1N

e Se esterilizd el medio en autoclave a 121 °C

e Posteriormente al autoclavado, se agregaron las proteinas asépticamente.
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ANEXO 2

CURVAS DE CALIBRACION DE CLOROFILA Y ASTAXANTINA

CLOROFILA
X= Y= Datos
Concentracion absorbancia
(Mg/mL)
2 0,028 Pendiente 0,01741233
4 0,061 Interseccion -0,0054274
8 0,14 Coeficiente de correlacion 0,99958371
12 0,203
16 0,275
20 0,34
Clorofila
0,4
0,35
0,3
E 0,25
2 02
=]
.E 0,15 Seriesl
0,1
0,05
L T T T ]
5 10 15 20 25
Concentracion (pg/mL)
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Fuente: Elaborado por autoras.

ASTAXANTINA
X= Y= Datos estadisticos
Concentracion absorbancia
(Mg/mL)
0,1 0,153 Pendiente 0,15045198
1 0,293 Interseccion 0,1313905
2,5 0,5 Coeficiente de correlacion 0,99994077
5 0,898
7,5 1,245
10 1,612
15 2,395
25 3,9
Astaxantina
4,5
.1
35 /
3 /
-:B; 2 / e S riE 51
1,5 /
0,; /
o */ . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30
Concentracion (uz/mL)

Fuente: Elaborada por autoras.
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ANEXO 3
ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

TABLE ’
ANALYZED CINETICA DE CRECIMIENTO (15 dias)

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Source of Variation|%o of total variation P value| P value sumnmary Significant?
Interaction 2.626/ 0.0040 *E Yes

Tiempo (dias) 61.02|<0.0001 ko Yes

Medio de cultivo 0,13| 0.3761 ns No

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
Interaction 482604486 4 120651122| F (4, 186) = 3,976/P=0,0040
Tiempo (dias) 11213715082 4 2803428770 F (4, 186) = 92.39P<0,0001
Medio de cultivo 23883132 1 23883132F (1, 186) = 0,7871|P=0,3761

5643575149 186 30341802

Residual

Fuente: Elaboradas por autoras.
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TABLE ANALYZED

BIOMASA ACUMULADA (30 dias)

Threeway ANOVA Ordimary]
Alpha 0,05

2o of totall P value
Source of Variation variation| P value SUIMIMAary| Significant?
Concentracion de acetato de
sodio Qa7 0_0a00 ns MNo
Luz 6. &1 0.0220 * Yes
Medio de Cultivo 41,76l =0_0001 e Y es
Concentracion de acetato de
sodio x Luz 1.775 0_ e300 ns MNo
Concentracion de acetato de
sodio x Medio de Cultivo T.876 00984 ns MNo
Luz x Medio de Cultivo 1.696 02238 ns MNo
Concentracion de acetato de
sodio x Luz x Medio de Cultivo 13.51 DOZ21E8 = Y es
ANOVA table |8 DF MS F({(DFn, DFd) P value
Concentracion de acetato de
sodio B002230000 3| 2667410000 F (3. 3) =303 P=0_0600
Luz 5660480000 1| 2660420000 F({l, 3)=0643P=00220
Medio de Cultivo 34716125000 1{ 34716125000 F (1, 3) = 39 43(P==0_0001
Concentracion de acetato de
sodio = Luz 1475110000 3 A491703333|F (3, 3) = 0 5585/ P=0_6500
Concentracion de acetato de
sodio x Medio de Cultivo 6547305000 3 21824350000 F (3,.3)=2479P=0_0984
Luz x Medio de Cultivo 1409805000 1| 1409805000 F (1.3)=1601P=0_2238
Concentracion de acetato de
sodio x Luz x Medio de Cultivo | 11227885000 3| 3742628333 F(3,.3)=4251|P=00218
F.esidual 14086260000 16 EE0391250

Fuente: Elaborada por autoras.
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TABLE ANAILYZXED

ACUMULACION FINAL DE ASTANXANTINA

Three—wawv AMNOWVA Ordim ary
Alpha 0,05

Lo o P value

tota SN YD AN
Source of Variation variation| P value] W Significamnt?
Concentracion de acetato de sodio A1 27 =0_0001 e o e e N es
Lu= 1141 =0.0001 R e e T es
MMedio 16,5 =0_.0001 8 e W es
Concentracion de acetato de sodio
= Lu=z o 895 O_0005 = N es
Concentracion de acetato de sodio
= Medio 11.93 00002 o R T es
Luz x Medio 1.545 00410 = N es
Concentracion de acetato de sodio
= Lur x Medio 2 447 O0O87TS ns ™o
AMNOV A table 55 D] MS F (IDFo, DF4) P valud
Concentracion de acetato de sodio 22 B3 3 T.61 F {3, 3y =43 98 P==0_0001
Lu= 5 .31 1 5. .31 F{l, 3 =36 46 P==0_0001
Medio Q. 127 1 9127 F ({1 3y =32 74| P=0_0001
Concentracion de acetato de sodio
= Lu=z 5.474 3 1. 825 F (3,33 = 1054 P=0_0003
Concentracion de acetato de sodio
= Medio B 599 2.2 F (3. 3»y=1271| P=0_0002X
Luzr x Medio 08548 1 0. 8548 F{1. 3y =494 P=0_0410
Concentracion de acetato de sodio
= Luzr x Medio 1.354 3 04513 F (3. 3y =2 608 P=0_0873
F esidwual 2_Ta9 16 0.173
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Fuente: Elaborada por autoras.

ANEXO 4

DATOS DE PH TOMADOS

pH- BBM
TOMA 1 TOMA 2 TOMA 3 TOMA 4 TOMA 5
Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH
3 6,56 2 7,18 5 7,90 1 8,22 8,55
6,45 7,41 7,00 3 8,45 5 8,61
11 6,48 5 7,45 7,40 7 9,26 11 10,41
14 6,53 11 7,55 12 7,80 10 9,3 16 10,05
17 6,50 19 7,62 19 7,70 12 8,34 18 9
21 6,40 12 7,32 22 7,60 20| 8.67 23 9,3
pH-BBM
Varianza 1,22
Des. Estandar 1,10
Coeficiente de variacién 15%

Fuente: Elaborada por autoras.
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pH-RM

TOMA 1 TOMA 2 TOMA 3 TOMA 4 TOMA 5
Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH Biorreactor pH

2 6,53 b 9,35 1 7,70 4 7,32 11 7,85

) 6,60 3 8,60 g 7,30 7 8,78 6 9,21

14 7,02 15 9,02 13 7,00 9 8,99 11 9,81

12 6,95 18 9,16 10 7,60 11 8.3 15 8,72

pH-RM

Varianza 1,04
Des. Estandar 1,02
Coeficiente de variacion 13%

Fuente: Elaborada por autoras.
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ANEXO 5

CURVAS DE CRECIMIENTO AJUSTADAS

Log,, celfml

Curva de crecimiento ajustada medio de
cultivo RM (Log10)

# LogRM

Lineal (Log RM)

v =0,0336x +4.0257
F*=0,9898

5 10 15 20
TIEMPO

Log,, cel fmL

47
46
45
44
43

42 -
41 -

Curva de crecimiento ajustada medio de cultivo
BBM (Log10)

# Log

v=0.0375x +3.9724
R*=0.979

5 10 15 20
TIEMPO

Fuente: Elaborada por autoras.
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ANEXO 6

CONCENTRACIONES DE CLOROFILA'YY ASTAXANTINA

MEDIO BBM
BBM
Muestreo 1 (Julio 2 de 2018) Muestreo 2 (Julio 5 de 2018) Muestreo 3 (Julio 8 de 2018)
Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina
Biorreactor Tratamiento Concentracion Concentracin Concentracion Concentracion Concentracion | Concentracidn |Concentracion| Concentracion | Concentracidn | Concentracidn | Concentracidn | Concentracidn
(pg/mL) (ng/cel} (pg/mL) (ng/cel} (pg/mL} (ng/cel) (pg/mL} (ng/cel) (pg/mL) (ng/cel) (ng/mL) (ng/cel)

10,372 mg/mL luz blanca 11,28 1,35E-04 0,75 8,94E-06 9,50 9,05E-05 0A7 4,47E-06| 10,65 8,52E-05 0,85 6,84E-06|
2|control luz blanca 5,31 5,31E-05 0,02 1,73E-07 6,74 8,99E-05 0,03 4,09E-07| 6,57 1,12E-04 0,04 6,35E-07
3|Control luz blanca 2,26 3,48E-05 -0,57 -8,83E-06| 3,99 5,41E-05 -0,33 -4,54E-06 3,18 4,17E-05 -0,37 -4,83E-06]
4|Control luz blanca 4,16 6,40E-05 -0,33 -5,05E-06| 6,00 1,17E-04 0,07 1,38E-06 4,73 6,53E-05 0,06 8,81E-07|
5|0,372 mg/mL luz blanca 6,23 7,02E-05 0,14 1,54E-06 7,66 6,01E-05 0,37 2,90E-06 16,16 1,03E-04 1,67 1,06E-05
6|0,372 mg/mL luz blanca 7,78 9,88E-05 0,68 8,66E-06 8,52 8,52E-05 0,66 6,62E-06 5,60 3,22E-05 0,23 1,32E-06|
7|0,310 mg/mL luz blanca 7,72 6,37E-05 0,45 3,71E-06 6,57 7,30E-05 0,12 1,30E-06 10,42 8,17E-05 0,76 5,92E-06|
8|0,310 mg/mL luz blanca 4,56 5,52E-05 -0,13 -1,43E-06| 8,47 7,13E-05 0,37 3,11E-06 9,62 7,85E-05 0,80 6,49E-06|
9|0,310 mg/mL luz blanca 3,53 4,28E-05 -0,34 -4,14E-06| 6,40 1,83E-04 0,18 5,05E-06| 6,74 4,86E-05 0,32 2,33E-06|
10|0,248 mg/mL luz blanca 5,94 6,02E-05 -0,03 -2,96E-07| 3,76 3,90E-05 -0,21 -2,17E-06] 3,47 4,21E-05 -0,21 -2,53E-06]
11|0,248 mg/mL luz blanca 2,55 3,35E-05 -0,48 -6,31E-06| 3,87 5,43E-05 -0,08 -1,06E-06| 4,56 6,29E-05 -0,06 -7,69E-07|
12|0,248 mg/mL luz blanca 6,74 5,68E-05 0,32 2,72E-06 10,25 1,67E-04 0,64 1,04E-05 12,66 1,81E-04 0,88 1,26E-05
13|Control luz azul 3,93 4,69E-05 -0,08 -9,04E-07| 6,23 1,99E-04 -0,08 -2,64E-06] 4,91 9,13E-05 0,18 3,29E-06|
14| Control luz azul 4,16 4,27E-05 -0,31 -3,23E-06| 6,51 2,27E-04 042 1,47E-05 7,32 9,15E-05 0,53 6,61E-06|
15|Control luz azul 3,70 2,23E-05 -0,30 -1,81E-06| 4,45 1,27E-04 0,04 1,07E-06 4,39 4,75E-05 -0,20 -2,11E-06]
16|0,372 mg/mL luz azul 5,25 4,62E-05 0,01 9,40E-08 9,39 1,42E-04 0,76 1,14E-05 12,37 1,48E-04 1,17 1,40E-05
17|0,372 mg/mL luz azul 6,28 4,98E-05 0,00 -2,06E-08| 9,85 8,95E-05 0,56 5,05E-06| 8,87 6,69E-05 0,60 4,50E-06|
18|0,372 mg/mL luz azul 4,79 3,91E-05 -0,08 -6,72E-07| 6,63 6,31E-05 0,18 1,75E-06 13,52 1,01E-04 1,00 7,48E-06|
19|0,310 mg/mL luz azul 5,65 4,27E-05 0,16 1,23E-06 5,71 1,20E-04 -0,01 -1,95E-07| 7,20 5,59E-05 0,23 1,79E-06|
200,310 mg/mL luz azul 6,92 4,65E-05 0,27 1,81E-06 743 7,34E-05 0,38 3,72E-06 5,88 5,23E-05 0,12 1,10E-06|
21(0,310 mg/mL luz azul 4,39 2,62E-05 0,09 5,40E-07| 7,38 8,43E-05 0,68 7,72E-06 6,97 6,49E-05 0,58 5,35E-06|
220,248 mg/mL luz azul 1,98 1,46E-05 -0,60 -4,A5E-06| 6,40 4,83E-05 0,16 1,23E-06 10,82 7,59E-05 0,76 5,35E-06|
230,248 mg/mL luz azul 2,78 5,06E-05 -0,49 -8,99E-06| 5,25 3,00E-04 -0,09 -5,09E-06] 4,62 3,59E-05 -0,06 -4,85E-07|
24(0,248 mg/mL luz azul 6,51 8,99E-05 0,11 1,52E-06 6,34 3,38E-04 0,14 7,31E-06 7,15 6,21E-05 -0,87 -7,59E-06]

Fuente: autoras del proyecto, 2019
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MEDIO BBM

Muestreo 4

{Julio 11 de 2018)

Muestreo S (Julio 14 de 2018)

Clorofila

Astaxantina

Clorofila

Astaxantina

Biorreactor Tratamiento Concentracién | Concentracidon | Concentracion | Concentracidn | Concentracién | Concentracidén | Concentracidén |Concentracidn
(pg/mL) (pe/cel) (pg/mL) (ng/fcel) (pe/miL) (pngfcel) (pe/miL) (pgfcel)

1|0,372 mg/mL luz blanca 5,89 5,52E-05 0,36 3,48E-06 8,24 7,32E-05 0,74 5,53E-06
2| Control luz blanca 9,79 1,67E-04 0,34 5,84E-06 7,72 5,64E-05 -0,02 -1,94E-07
3| Control luz blanca 8,41 8,85E-05 0,18 1,86E-06 7,66 G, 26E-05 0,63 5,24E-06
4| Control luz blanca 1,35 1,68E-05 -0,44 -5,52E-06 3,47 2,31E-05 0,02 1,16E-07F
5|0,372 mg/mL luz blanca 4,50 3,40E-05 -0,12 -9, 23E-07 9,10 3, 73E-05 0,83 3,40E-06
6(0,372 mg/mL luz blanca 11,45 7, 76E-05 0,69 4,67E-06 2,67 1,82E-05 -0,28 -1,93E-06
70,310 mg/mL luz blanca 2,01 8,90E-05 0,62 5,91E-06 10,59 5,18E-05 0,56 3,28E-06
8(0,310 mg/mL luz blanca 14,61 1,24E-04 1,41 1,20E-05 7,61 5,03E-05 0,50 3,28E-06
9(0,310 mg/mL luz blanca 22,82 1,98E-04 2,22 1,93E-05 5,63 4,28E-05 0,38 2,43E-06
10|0,248 mg/mL luz blanca 2,03 3, 70E-05 4,31 7, 84E-05 5,05 4,32E-05 0,02 1, 71E-07F
110,248 mg/mL luz blanca 10,25 1,19E-04 0,92 1,07E-05 2,38 1,60E-05 -0,31 -2, 12E-06
120,248 mg/mL luz blanca 10,28 1,58E-04 0,89 1,20E-05 2,41 5,34E-05 0,77 4, 88E-06
12| Control luz azul 7,829 1,80E-04 0,16 3, 74E-06 2,26 1,19E-05 -0,23 -1, 20E-06
14| Control luz azul 5,77 3,05E-05 0,20 3, 09E-06 6,17 3,80E-05 0,37 2,27E-06
15| Control luz azul 5,25 8,24E-05 0,26 4,03E-06 5,42 3,98E-05 0,10 7,61E-07F
16|0,372 mg/mL luz azul 11,97 1,33E-04 1,09 1,22E-05 11,45 4, 51E-05 0,75 3,00E-06
17(0,372 mg/mL luz azul 11,280 82,58E-05 1,02 7, A3E-06 20,13 8,21E-05 1,91 7,80E-06
18(0,372 mg/mL luz azul 14,67 8,96E-05 1,35 8,26E-06 18,23 5,88E-05 1,95 5,30E-06
19(0,310 mg/mL luz azul 11,74 8,95E-05 0,64 4, 84E-06 12,08 5,36E-05 1,26 5,63E-06
20(0,310 mg/mL luz azul 10,71 39,85E-05 0,82 7,.55E-06 15,70 5,54E-05 1,39 5, 78E-06
21(0,310 mg/mL luz azul 7,03 5,31E-05 0,09 6,83E-07 10,82 7, 15E-05 0,67 4, 42E-06
22(0,248 mg/mL luz azul 13,12 8,53E-05 1,13 7,.3BE-06 11,45 5,41E-05 0,78 4,37E-06
23(0,248 mg/mL luz azul 5,42 7. 89E-05 0,27 3,93E-06 9,21 5,85E-05 0,44 2, 77E-06
24(0,248 mg/mL luz azul 5,94 8,64E-05 0,24 3,54E-06 9,67 5,05E-05 0,81 5,05E-06

Fuente: Elaborada por autoras.
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MEDIO RM

RM
Muestreo 1 (Julio 2 de 2018) Muestreo 2 (Julio 5 de 2018) Muestreo 3 (Julio 8 de 2018)
Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina
Biorreactor Tratamiento Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion | Concentracion |Concentracion| Concentracidn | Concentracidn | Concentracion | Concentracion |Concentracion
(pg/mL) (pe/cel) (pe/mL}) (pe/cel) (pg/mL}) (pe/fcel) (pg/mL) (pg/fcel) (pe/mL}) (pe/cel) (pe/mL}) (pg/fcel)

1|Control luz azul 4,45 5,08E-05 -0,24 -2,76E-06| 7,32 1,43E-04 0,00 -5,06E-08| 7,20 1,11E-04 0,39 5,99E-06
2|Control luz azul 7,32 1,15E-04 0,21 3,30E-06| 4,91 1,15E-04 -0,28 -6,47E-06| 7,38 1,40E-04 0,17 3,24E-06|
3|0,372 mg/mL luz azul 11,05 1,43E-04 0,66 8,54E-06| 11,97 8A7E-05 0,78 5,53E-06 7,38 7,20E-05 0,25 2,44E-06|
4|0,372 mg/mL luz azul 11,34 1,28E-04 0,62 7.01E-06| 11,45 1,15E-04 0,59 5,89E-06| 841 B, 74E-05 0,40 4,19E-06
5/0,310 mg/mL luz azul 20,87 7,26E-05 2,13 7.A41E-06| 14,38 9,92E-05 0,97 &,67E-06| 12,43 7,31E-05 0,89 5,22E-06
6|0,310 mg/mL luz azul 18,57 8,95E-05 1,57 7.55E-06| 24,43 1,35E-04 2,85 1,57E-05 9,21 5,26E-05 0,62 3,56E-06|
7|0,248 mg/mL luz azul 13,98 1,05E-04 1,17 8, 78E-06| 6,34 4,03E-05 0,10 6,59E-07| 3,54 5,91E-05 0,10 1,04E-06|
8|0,248 mg/mL luz azul 15,07 9,96E-05 1,11 7.32E-06| 11,51 1,11E-04 0,75 7,21E-06) 15,01 1,31E-04 1,26 1,10E-05
9|Control luz blanca 5,88 4,32E-05 -0,11 -8,00E-07| 7.61 9,22E-05 0,33 4,00E-06| 3,41 6,50E-05 -0,31 -,00E-06)
10| Control luz blanca 5,14 4,37E-05 -0,12 -1,04E- 06| 6,00 1,B5E-04 -0,71 -2,20E-05 4,10 1,93E-04 -0,30 -1,42E-05
11|0,372 mg/mL luz blanca 13,92 9,94E-05 1,31 9,33E-06| 7,49 6,89E-05 0,32 2,91E-06)| 7,89 7,89E-05 0,80 7,95E-06|
12|0,372 mg/mL luz blanca 19,55 9,96E-05 1,54 9,88E-06| 8,58 1,60E-04 0,74 1,37E-05 8,18 2,1BE-04 1,01 2,69E-05
13|0,310 mg/mL luz blanca 8,41 5,51E-05 0,34 2,25E-06| 13,12 7,00E-05 1,21 6,44E-06)| 3,60 9,14E-05 0,00 6,61E-08|
14|0,310 mg/mL luz blanca 18,34 1,04E-04 1,87 1,06E-05 11,45 9,54E-05 1,26 1,05E-05 11,11 1,78E-04 1,19 1,91E-05
15|0,248 mg/mL luz blanca 7,89 5,69E-05 0,24 1,75E-06| 10,02 9,00E-05 -0,87 -7,B5E-06| 5,88 5,12E-05 0,13 1,13E-06|
16|0,248 mg/mL luz blanca 14,96 7,25E-05 1,29 6,24E-06| 8,87 2,03E-04 0,70 1,59E-05 3,83 9,32E-05 0,18 2,83E-06|

Fuente: Elaborada por autoras.
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MEDIO RM

Muestreo 4 [Julio 11 de 2018)

Muestreo 5 (Julio 14 de 2018)

Clorofila Astaxantina Clorofila Astaxantina
Biorreactor Tratamiento Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion | Concentracion |Concentracion
(pg/mL) (pg/cel) (pg/mL) [pgfcel) [pg/mL] [pgfcel) (pg/mL) [pg/cel)

1| Control luz azul 9,33 7, 11E-05 0,31 2,36E-00 7,26 1,29E-04 0,66 1,18E-05
2|(Control luz azul 8,52 8,97E-05 0,36 3, 75E-06 749 9,99E-05 0,16 2,09E-06
2(0,372 mg/mL luz azul 8,75 8,44E-05 0,94 9,07E-06 15,19 2,53E-04 4,08 6,81E-05
4(0,372 mg/mlL luz azul 3,70 3,84E-05 -0,12 -1,27E-06, 32,13 4,43E-04 6,04 8,33E-05
5(0,310 mg/mL luz azul 15,42 1,64E-04 1,43 1,52E-05 26,67 1,36E-04 3,29 1,68E-05
6(0,310 mg/mL luz azul 14,84 1,05E-04 1,33 9,44E-06 32,24 2,80E-04 3,68 3,20E-05
70,248 mg/mL luz azul 8,12 5,04E-05 0,36 2. 21E-06 7.15 5,39E-05 0,11 8,33E-07
£(0,248 mg/mL luz azul 8,52 7,75E-05 0,91 8,25E-06 11,05 9,51E-05 0,97 8,38E-06
9| Control luz blanca 3,18 3,22E-05 -0,30 -2, 99E-06 8,18 1,11E-04 0,29 3,93E-06
10| Control luz blanca 2,78 3,09E-05 -0,49 -5 A2E-06 8,29 1,47E-04 0,29 5,15E-06
110,372 mg_.me luz blanca 5,48 3,99E-05 0,23 1,67E-06 16,51 2,87E-04 2,08 3,61E-05
120,372 mg_.me luz blanca 9,21 9,83E-05 1,15 1,23E-05 14,73 1,06E-04 2,00 1,48E-05
130,310 mg_.me luz blanca 1,69 1,29E-05 -0,52 -3,97E-006 16,05 1,15E-04 2,00 1,432E-05
14|0,310 mg/mL luz blanca 8,58 7.63E-05 0,49 A, 35E-06 10,36 1,51E-04 1,55 2,25E-05
15|0,248 mg/mL luz blanca 3,59 3,41E-05 -0,15 -1, A42E-06 9,27 7, 57E-05 0,79 6,44E-00
160,248 mg/mL luz blanca 7,09 7,99E-05 0,66 7.39E-06) 8,47 1,44E-04 0,95 1,62E-05

Fuente: Elaborada por autoras.
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ANEXO 7

PRESUPUESTO
PRESUPUESTO FUENTES VALOR TOTAL
GLOBAL
UCMC | Unisabana UCMC Unisabana

Personal Si Si $60000000 | $60000000 | $120000000
Equipos usados Si Si - - -
Servicio técnico - Si - $1000000 | $1000000
Materiales Si $1360000 - $1360000
Software - - - - -
Publicaciones - - - - -
Reactivos Si - $2812447 - $2812447
Transporte - - - - $700000
TOTAL - - $64172447 | $61000000 | $125872447




Reactivos

REACTIVO VALOR
MES Volvox $255.800
Medio BBM $194.247
Medio RM $200.000
Acetato de sodio $7.000
Metanol 90% $20.400
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ANEXO 8
REGISTRO FOTOGRAFICO

PREINOCULO E INOCULO

Inicialmente se realizd un pre indculo en condiciones normales durante 15 dias con el
fin de obtener una buena cantidad de células, posteriormente se realiz6 el indculo en
medio MES VOLVOX, el cual se cultivd durante 15 dias en condiciones de fotoperiodo
de 20 horas Luz y 4 horas de oscuridad (20:4 LO), CO2 5%, irradianza de 70 uE m
s, temperatura 20°C + 2°C vy agitacion por burbujeo continuo, logrando asi una

concentracion celular de 4x10° células/ml.

Foto del indculo de H. pluvialis: A. Preindculo y B. Indculo

Fuente: Foto tomada por autoras.

PREPARACION DE BIORREACTORES

Para la preparacion de los biorreactores se utilizaron frascos de vidrio sellados con
vinipel industrial, al los cuales se les introdujo un conducto para intercambio gaseoso,
una manguera para la entrada de CO2 y una manguera para la toma de muestra.
Posteriormente fueron esterilizados en autoclave.
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Preparacion (A) y esterilizacion (B) de biorreactores para el cultivo de H. pluvialis.

Fuente: Foto tomada por autoras.
PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo MES VOLVOX, RM y BBM fueron preparados con sales

minerales y agua destilada segun la formulaciéon de cada uno y posteriormente se

realizé el debido ajuste de pH segun lo indicado para cada uno.

Preparacién de medios de cultivo

Fuente: Foto tomada por autoras.
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Ajuste de pH
Fuente: Foto tomada por autoras.
CINETICA DE CRECIMIENTO

Los biorreactores que contenian medios de cultivo BBM y RM fueron inoculados con

1x10* cel/mL a partir del inéculo preparado previamente.

Inoculacion de biorractores

Fuente: Foto tomada por autoras.
Posteriormente se incubaron durante 15 dias con un fotoperiodo de 20 horas Luz y 4
horas de oscuridad (20:4 LO), CO2 5%, irradianza de 70 uE m 2 s, temperatura 20°C +

2°C y agitacién por burbujeo continuo.
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Incubacion de biorreactores durante la fase de crecimiento
Fuente: Foto tomada por autoras.
TOMA DE MUESTRA

Durante la fase de cinética de crecimiento se tomd 1 ml de cada biorreactor cada 3 dias,
este fue conservado en formol-salina en relacion 1:1 hasta su recuento celular. Durante
los 15 dias de etapa de induccion de estrés con acetato de sodio, alta irradianza y luz

blanca y azul.

Durante la fase de induccion de estrés se tomaron muestras de 10 mL para para la
cuantificacion de astaxantina y clorofila, y 1 mL para recuento celular y evaluacién de

la morfologia celular.

Toma de muestra

Fuente: Foto tomada por autoras.
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Almacenamiento de muestras

Fuente: Foto tomada por autoras.

INDUCCION DE ESTRES

Durante la etapa de induccidn de estrés, se incidio luz blanca y azul en los biorreactores,

se realiz6 un aumento de la irradianza y se afiadieron concentraciones de acetato de

sodio.

Biorreactores durante induccién de estrés

Fuente: Foto tomada por autoras.
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Aspecto macroscopico de los biorreactores

Fuente: Foto tomada por autoras.

RECUENTO CELULAR Y OBSERVACION DEL CAMBIO MORFOLOGICO

El recuento celular se hizo en cdmara de neubauer y se observaron los diferentes

estadios morfol6gicos de H. pluvialis.

Recuento de H. pluvialis en camara de neubauer

Fuente: Foto tomada por autoras.
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Fases morfolodgicas de H. pluvialis.
Fuente: Foto tomada por autoras.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CLOROFILA Y ASTAXANTINA

La extraccion se realizo por el método de metanol al 90% vy la cuantificacion se realizd

espectrofotométricamente en el equipo Jenway 6405 UV/Vis.

Extraccion de clorofila y astaxantina

Fuente: Foto tomada por autoras.
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Jenway 6405 UV/Vis

Fuente: Foto tomada por autoras.
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