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Infroduccion

Carotenoide

Pigmento encontrado en animales
como el salmén y moluscos.

Astaxantina

Antioxidante

Aporta grandes
beneficios a la
salud de los

consumidores.

Sintetizada por
microorganismos

Haematococcus
pluvialis (ciclo
complejo de
crecimiento).

\ 4

Aumenta su produccion
bajo condiciones de
estrés (salinidad,
intensidad y color de luz,
deficiencia de nutrientes).

—_

El acetato de sodio
combinado con la
intensidad de luz es
uno de los
factores con mayor
capacidad de
induccién de estrés.




Objetivos

Objetivo general

« Establecer el efecto del factor de estrés acetato de sodio, alta irradianza y color
de luz sobre la produccion de astaxantina en H. pluvialis.

Objetivos especificos

« 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.

« 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.

« Establecer el cambio morfologico de H. pluvialis presentado durante el tiempo de
cultivo, bajo los efectos de los factores de estres ensayados.
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» Fabregas et.
al.

Optimizacion de

medios de
cultivo para el
cultivo de la
microalga H.
pluvialis.

* Biomasa:

« BBM: 1.2x10°
cel/mL

e OHM: 3.77x10°
cel/mL

Introduccion )

Antecedentes

* Hata et. al.
Produccion de

astaxantina por

H. pluvialis en
un cultivo
heterotroéfico-
fotoautotrofico
secuencial.

e Astaxantina:
114 mg/L

* Orosa et. al.

Comparaciéon
de la
acumulacion de
astaxantina en
H. pluvialis y
otras
microalgas
verdes bajo
condiciones de
inanicion de
nitrogeno y alta
luz.

« Astaxantina por

H. pluvialis:
22.2 mg/g?

 Sarada et. al.
Influencia del
estrés en la
produccioén de
astaxantina en
H. pluvialis bajo
diferentes
condiciones de
cultivo

* Astaxantina:
8.3 - 10.69 mg/L
(NaCl+AcNa)

* Imamoglu et.

al.

Efecto de
diferentes
medios de
cultivo e
intensidades de
luz en el
crecimiento de
H. pluvialis.

* Biomasa:

RM+40umol
fotones: 9x10°
cel/mL
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* Vidhyavathi
et. al.
Regulacion de
la expresion de
genes
biosintéticos de
carotenoides y
acumulacion de
carotenoides en
el alga verde H.
pluvialis bajo
condiciones de
estrés.

Imamoglu et.

al.

Influencia de
diferentes
factores de
estrés y alta
intensidad de

* Nifo et. al.

Evaluacion de
las condiciones
de crecimiento
celulary
factores de
estrés para la
produccion de
astaxantina a
partir de la
microalga H.
pluvialis.

« Zhang et. al.
Un nuevo
paradigma para
la produccion
de astaxantina
de la microalga
unicelular H.
pluvialis.

* Ruijuan et.

al.

La luz azul
aumenta el
metabolismo de
la biosintesis de
astaxantinay la
eficiencia de
extraccion en
H. pluvialis
mediante la
induccioén de la
germinacion del

luz en la

y hematoquiste.
acumulacion de

* Astaxantina:

« Aumento de astaxantina en g'\éllg mLd + Astaxantina: . Ast tina:
expresion de el alga H. AN _'1?393m /eL AcNa sin Nitrato: LS axar|1_ Ina:
genes pluvialis. cha. ©.3 Hg/m 10.5mg/L/dia uz azul:

« Astaxantina: * Biomasa: aumenta de 4
NaCl+AcNa: . Astaxantina: -BBM: 3.88x10° (L.B) a|6.7 (L.R)
24.5 mg/g-t RM libre de celimL veces la

P , -RM: 7.55x10 produccion
nitrégeno: cel/mL
aumento el
25.5%
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MARCO TEORICO

Estrés oxidativo y antioxidantes

Atomo normal de oxigeno

Pérdida de
electron crea
radical libre

-

Erosion de la
membrana
celular

T,

Interior de la célula

R
P

777

Radicales libres ocasionan una reaccion
. N en cadena
¥ %" .
. & o
J -
. o
Membrana celular
Antioxidante
>
(- El antioxidante
neutraliza al
radical libre

Fuente: Rojas P. 2016

Corrales L et. Al. 2012; Solari S et.al. 2011; Mayor R et.al. 2010

- Vitamina C
- Vitamina E
- Betacaroteno

- Catalasa

ANTIOXIDANTES

- Superoxido dismutasa

- Glutation peroxidasa

* Envejecimiento

* Alzheimer

* Parkinson

* Diabetes

* Artritis reumatoide
* Cancer

* Arteriosclerosis

pd
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Astaxantina

Efecto:

i\\_—‘

« 38 veces > Betacaroteno
« 500 veces > Vitamina E

Fotoprotector
Inmunomodulador
Antiinflamatorio

Zhang Z et.al. 2016 Steinbrenner J. et.al. 2001

Fuente: Ambati RR, Phang SM, Ravi S et.al. 2014. Suhn Hyung Kim and Hyeyoung Kim et.al. 2018 .
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Haematococcus pluvialis

—

Unicelular y

Factores de de agua dulce

estrés

Fuente por

excelencia
de
Astaxantina

Distribucion
amplia

Martinez S. 2008; Dong S. et al. 2018; Mahfuzur RS et. al. (2016)

Ciclo de vida y Morfologia celular

FLAGELADA

PALMELLA

CELULA
INTERMEDIA

QUISTE O

APLANOSPORA

Fuente: Elaborada por autoras.
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Biosintesis de astaxantina por H. pluvialis

PSY: fitoeno sintasa

PDS: fitoeno desaturasa
LCY: Licopeno B-ciclasa
BKT: B-caroteno ketolasa
CHY: B-caroteno Hydrolasa
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|
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Fuente:Vidhyavathi et.al. 2008
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Factores que afectan el crecimiento
de H. pluvialis

pH: 6 a9 (8.2 ; 0 :
6ptimo) T. 20 a 24°C CO,: 0.5% a 6%
Luz: blanca, rojay - L
' Nitrogeno y Salinidad: Acetato
azul. Intensidad :
de Uz | fosfato de sodio
|

Medios de cultivo:
BBM, RM y MES-
Volvox

Metabolismo
mixotropico

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Fernandez et.al. 2017; Benavente et. al 2014; Cordoba et. al. 2015; Khanam et. al. 2016; Bravo et. al. 2008; Granada et. al. 2015; Camacho et. al. 2015
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Medicion del crecimiento de H. pluvialis
y produccion de clorofila y astaxantina

W\ Crecimiento celular de H. pluvialis

~ | « Hemocitémetro
» Densidad Optica
* Peso seco

-

@R Extraccion de pigmentos
W= / * Solventes 6rganicos: metanol, acetona, éter, cloroformo.

Cuantificacion

» Espectrofotometria
« HPLC

Cordoba et.al. 2015; Masojidek et. al 2014.
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Diseno Metodologico

Fase I: Evaluacion del crecimiento celular en los medios de cultivo
RM y BBM.

Preparacion del

Preparacion de Inoculaciéon en BBM y Cinética de

inoculo de H. pluvialis : oy -
UTEX 2505 biorreactores RM por triplicado crecimiento
i Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Condiciones de cultivo: Irradianza de 70 yE m-?s-t, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 16:8 LO, temperatura de 20* 2°C, medios
MES-Volvox, RMy BBM, luz blanca y agitacion por burbujeo continuo.
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Fase I: Evaluacion del crecimiento celular en los medios de cultivo

RM y BBM.

Toma de muestra

Almacenamiento de
muestras

Conteo en camara
de neubauer

» B8 L e

Morfologia de H.
pluvialis.

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Concentracion = Numero de Células X 10000

NUumero de cuadrantes X dil.
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Fase Il: Determinacion de la produccion de ik
astaxantina y clorofila: induccidon de estrés

= U
BBM RM
Luz Luz Luz Luz .
blanca azul blanca azul Fuente: Fofofomada por

Control * Control * Control * Control

0.248 mg/m| * 0.248 mg/ml * 0.248 mg/ml * 0.248 mg/ml

0.310 mg/ml* * 0.310 mg/ml* 0.310 mg/ml* * 0.310 mg/ml*

0.372 mg/mi| * 0.372 mg/ml 0.372 mg/ml * 0.372 mg/ml

[CJConcentraciones de acetato de sodio

*Nifo et. al. (2015)

Condiciones de cultivo: Irradianza de 150 uE m-?s-t, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura de

20% 2°C y agitacion por burbujeo continuo.
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Fase II: Determinacidon de la produccion de astaxantina y clorofila:
Induccidn de estrés

y _ Cuantificacion de clorofila
Extraccion de astaxantina y (667 nm) y astaxantina (477 Andlisis estadistico;: ANOVA
clorofila con metanol 90% nm) (95%) Graph Pad prism 7.0
. (APHA, 1992) Curvas de calibracion

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

.

Hernandez E et al. 2011
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Fase lll: Establecimiento del cambio morfoldgico presentado
durante el tiempo de cultivo, bajo el efecto de los factores de
estrés ensayados.

Fuente: Fotos tomadas por autoras.
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Resultados y discusion

Fase I: Evaluacion del crecimiento celular en los medios de cultivo
RMy BBM.

Dia de ensayo BBM RM

3

12

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Recuento final del
in6culo: 4x10° cel/mL

Condiciones de cultivo: Irradianza de 70 JE m-?s-t, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 16:8 LO, temperatura de 20+ 2°C, medios,
RMy BBM, luz blanca y agitacion por burbujeo continuo.
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Cinética de crecimiento

5x1004-
-o- BBM
4x1004+ - RM
3.80x10% cel/mL
3.23x10%cel/mL
_EI 3x1004+ ANOVA 95% de confianza
O F:0.7871
O 2.1004- P:0.37
GL:1
1x1004
0 - - - 1 Medio de | Velocidad de
0 5 10 15 20 _ o
Dias cultivo crecimiento
Grafica N° 1: Cinética de crecimiento celular en medios de cultivo RM y BBM RM 0.0329 cel/dia
durante 15 dias.
BBM 0.0326 cel/dia
Fuente: Elaborado por autoras
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Fase I: Evaluacion del crecimiento celular en los medios de cultivo
RM y BBM.

Acumulacion de biomasa de todos los tratamientos, obtenidas al dia 30 de ensayo.

Luz Blanca Luz Azul
3x1005
2.45x10° cel/mL Crecimiento Crecimiento
promedio luz promedio luz
blanca azul
2x 1005 5 5
_ m BBV | 1.51x10°cel/mL | 1.98x10° cel/mL
=
— RM 0.89x10° cel/mL | 1.03x10° cel/mL
g T
2 1x109%
= T T T ANOVA (95%) DF | F | Pvalue
oM Concentracion de acetato de sodio | 3 3,03 |0,0600
0- Luz 1 6,43 |0,0220
» v v v » v v v
E §F S S Medio de Cultivo 1 |39,43|<0,0001
® Qf Qé‘ & ® %6‘ Qé‘ &
RS v S g
Q‘} Qv O QY Qv O

Concentraciones de acetato de sodio Nifio et al (2017): BBM-3.88x10° cel/mL y RM-7.55x105 cel/mL/ tiempo mas prologado

. Fabregas et al (2000): BBM 1.2x10° cel/mL
Fuente: Elaborado por autoras Hata et al (2001): Acetato no interviene en biomasa pero si acumulacién de AXT
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Fase II: Determinacidon de la produccion de astaxantina y clorofila:
cambio morfologico

Luz blanca Luz azul Luz blanca Luz azul
Control 0.248 0.310 Control 0.248 0310 0372 Dia | Control 0.248 0.310 0.372 Control 0.248 0.310 0.372
mg/ml

mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL mg/mL

= v

' . .‘.

Condiciones de cultivo: Irradianza de 150 yE m-?s-1, CO, 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura de 20% 2°C y agitacion

miu por burbujeo continuo.

Fuente: Elaborada por autoras.




Fase Il: Determinacion de la produccidon de astaxantina y clorofila

Concentraciones finales de astaxantina de los tratamientos obtenidas al dia 30 de

ensayo.

Acumulacion de astaxantina
—~ Il BBM Control 0.33 pg/mL 0.23 pg/mL
£ - 0.372 mg/mL AS 0.78 pg/mL 1.93 pg/mL
?:’.) RM Control 0.29 ug/mL 0.41 pg/mL
; 0.372 mg/mL AS 2.07 pg/mL 5.06 pg/mL
S 41 . AS: acetato de sodio
g 2. . _ ANOVA (95%) DF F P value
< . _ I Concentracion de acetato de sodio 3 43,98 <0,0001

L B
oL ; B . & Luz 1 | 3646 | <0,0001
> Vv v > v v i
® LIRS <& L & & &
W N N v
NN Y o o7
Concentraciones de acetato de sodio Riujuan 2018: luz azul mejora germinacion
Nifio y Rodriguez 2015: 0.310 mg/mL+RM: 8.3ug/mL
Sarada y Zhang 2016: acetato de Na
., . ) . ‘s Conclusiones
Introduccion )) Objetivos )) Metodologia )) Resultados y discusion )) . v )
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Fase ll: Determinacién de la produccidon de astaxantina y clorofila

0.372 mg/mL de AS - BBM

0.372 mg/mL de AS - RM

30 1 30 -
33.99%  — Clorofila-Luz Blanca
A - ]
- 59.82%  _j 20 — Clorofila-Luz Azul
| E E |
o B — Astaxantina-Luz Blanca
= =
10 1 | .
10 — Astaxantina-Luz Azul
L 59.1%
0 e — %\1__;%59'59% 0 — . Fuente: Elaborado por autoras.
T T N 1
15 20 30 15 20 25 30 Riujuan et al. 2018
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)

o e ]
‘ Concentracion inicial Concentracion final Concentracion inicial  |[Concentracion final
i (ng/mL) (Mg/mL) pg/mL) pg/mL)

Clorofilaluz blanca 8,43 - 10.80 6.67 16.74 - 7.35 15.62

Clorofilaluz azul 5.44 16.60 11.19 - 6.23 23.66

Astaxantina luz blanca 0.52-0.92 0.78 1.62 2.07

Astaxantina luz azul 0.01 1.93 0.64 5.06

> . ] \ — \ Conclusiones
Introduccion )) Objetivos )} Metodologia )) Resultados y discusion )} recomendaci;nis
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Fase lll: Establecimiento del cambio morfoldgico presentado durante el
tiempo de cultivo, bajo el efecto de los factores de esirés ensayados.

Dia de BBM RM Dia de BBM RM
muestreo | CONTROL | 0.248 0.310 0.272 CONTROL | 0.248 0.210 0.372 muestreo | CONTROL | 0.248 0.310 0.372 CONTROL | 0.248 0.310 0.372
mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL mg/mL | mg/mL | mgimL mg/mL | mg/mL | mg/mL
18 27
. R @,
( ¥ ’ »)
‘ ’ ® o9 9
4
21 30
i %
<o : (”Q‘ r . \ "' . P,
2 (’.,p > “ t-f, /‘\
v W 35 LB (
@ o &
© b \\‘/
24
& @ M : Fuente: Elaborada por autoras.
(AL
. .‘.
©0L03 - 21
02,0 Irradianza de 150 JE m=sy luz azul.
(3 g,\”nﬂ
, " , . ‘s Conclusiones
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CONCLUSIONES

Se determiné6 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 el medio
BBM y 3.23x10% cel/mL con una velocidad de
crecimiento de 0.329 cel/dia en el medio RM a los 15
dias de cultivo donde las células no se encontraban
sometidas a estrés. Sin embargo, se observa que tras la
induccion de estrés el crecimiento en el medio de
cultivo BBM es significativamente mayor
(F=39.43;P<0.0001;GL=1) en comparacion con el medio
RM.

Se establecio que el medio de cultivo BBM fue ideal en la
produccion de biomasa microalgal, y el medio RM fue
significativamente mas eficiente para la producciéon de
astaxantina en 5.06 pyg/mL (F=52.74;P=<0.0001;GL=1).
en el cual se utilizé una concentracion a 0.372 mg/mL de
acetato de sodio, luz azul e irradianza 150 ME m™ s71
como factores de estrés. En este mismo tratamiento se
hallé una concentracion final de clorofila de 23.66 pg/mL.

Durante la investigacion se observaron las principales
fases morfologicas de H. pluvialis; durante la fase de
crecimiento se observo que la mayoria de células estaban
en fase vegetativa debido a las condiciones 6ptimas 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 tamano aumentado y pared celular gruesa.

Los factores de estrés empleados en la
investigacion en forma combinada de
acetato de sodio, alta irradianza y luz azul
produjeron astaxantina en H. pluvialis en
especial cuando se uso el medio de
cultivo RM.
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Recomendaciones

Se recomienda un tiempo de crecimiento mas largo y el uso de los factores de
estrés seleccionados por la mayor produccion de astaxantina.

Se sugiere el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién para analizar el
contenido del carotenoide.

Es importante realizar el estudio de la expresion de genes implicados en la
sintesis de astaxantina bajo estos factores inductores de estrés.

Se recomienda realizar el escalamiento a biorreactores del cultivo de H. pluvialis
bajo los efectos de estrés ensayados en esta investigacion.
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Fase lI: Determinacién de la produccion de astaxantina y clorofila:
cambio morfologico
Relacion de astaxantina y clorofila medio BBM

30 1

0.372 mg/mL de AS - BBM
Clorofila-Luz Blanca

20 - — Clorofila-Luz Azul
—
i — Astaxantina-Luz Blanca
s
107 /T/ — Astaxantina-Luz Azul
L
0 — : :
15 20 25 30
Tiempo (Dias) Fuente: Elaborado por autoras.
Concentracion inicial Concentracion final Variacion
(Mg/mL) (ug/mL)
Clorofilaluz blanca 8,43 -10.80 6.67 38.2% ¢
Clorofila luz azul 5.44 16.60 67.9% /)
Astaxantina luz blanca | 0.52 -0.92 0.78 15.03% ¢
Astaxantina luz azul 0.01 1.93 99.45% /|

Introduccion )) Objetivos )) Metodologia )) Resultados y discusion )) Conclusmngs Y )
recomendaciones




Fqse " Determinacion de la produccion de astaxantina y clorofila

Relacion de astaxantina y clorofila medio RM
0.372 mg/mL de AS - RM

30

20 4

pg/mL

10+ TN

—

Clorofila-Luz Blanca
— Clorofila-Luz Azul
— Astaxantina-Luz Blanca

— Astaxantina-Luz Azul

0- — }
Fuente: Elaborado por autoras. 15 20 25 30
Vidhyavathi et. al. 2008. Tiempo (Dias)
Concentracion inicial Concentracion final Variacion
(Mg/mL) (Mg/mL)
Clorofilaluz blanca 16.74 — 7.35 15.62 56.1%¢ 49.4% 0
Clorofila luz azul 11.19 - 6.23 23.66 20% J 73.68%¢
Astaxantina luz blanca | 1.62 2.07 21.62%¢
Astaxantina luz azul 0.64 5.06 87.31%¢
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