
Efecto de los factores de estrés acetato de sodio, alta 
irradianza y color de luz sobre la producción de astaxantina 

en Haematococcus pluvialis

Asesora:

Judith Elena Camacho Kurmen

Química Farmacéutica

EsP. MSc. Dr. en Biociencias

Integrantes:

Kelin Johana Cuero Amú

Jayveri Astrid Domínguez Castillo

Karen Danitza Espitia Sánchez

Laura Andrea Fuentes Cañón

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

Facultad de Ciencias de la Salud

Bacteriología y Laboratorio Clínico



Introducción

Astaxantina

Carotenoide
Pigmento encontrado en animales

como el salmón y moluscos.

Antioxidante

Aporta grandes 

beneficios a la 

salud de los 

consumidores.

Sintetizada por 

microorganismos

Haematococcus 

pluvialis (ciclo 

complejo de 

crecimiento).

Aumenta su producción 

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 

inducción de estrés.



Objetivos 

Objetivo general

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

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

Objetivos específicos

❖ 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 producción de astaxantina y clorofila en el cultivo y su relación con

la concentración de acetato de sodio, alta irradianza y color de luz.

❖ Establecer el cambio morfológico de H. pluvialis presentado durante el tiempo de

cultivo, bajo los efectos de los factores de estrés ensayados.

Introducción Objetivos Metodología Resultados y discusión
Conclusiones y 

recomendaciones



• Fábregas et. 
al.  
Optimización de 
medios de 
cultivo para el 
cultivo de la 
microalga H. 
pluvialis.

• Biomasa:

• BBM: 1.2x105

cel/mL

• OHM: 3.77x105

cel/mL

2000

• Hata et. al.  
Producción de 
astaxantina por  
H. pluvialis en 
un cultivo 
heterotrófico-
fotoautotrófico
secuencial.

• Astaxantina:
114 mg/L

2001
• Orosa et. al. 

Comparación 
de la 
acumulación de 
astaxantina en 
H. pluvialis y 
otras 
microalgas 
verdes bajo 
condiciones de 
inanición de 
nitrógeno y alta 
luz.

• Astaxantina por 
H. pluvialis: 
22.2 mg/g-1

2001

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

• Astaxantina:
8.3 – 10.69 mg/L 
(NaCl+AcNa)

2002
• Imamoglu et. 

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

• Biomasa:
RM+40µmol 
fotones: 9x105

cel/mL

2007

Antecedentes
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• Vidhyavathi
et. al. 
Regulación de 
la expresión de 
genes 
biosintéticos de 
carotenoides y 
acumulación de 
carotenoides en 
el alga verde H. 
pluvialis bajo 
condiciones de 
estrés.

• Aumento de 
expresión de 
genes

• Astaxantina:
NaCl+AcNa: 
24.5 mg/g-1

2008

• Imamoglu et. 
al. 
Influencia de 
diferentes 
factores de 
estrés y alta 
intensidad de 
luz en la 
acumulación de 
astaxantina en 
el alga H. 
pluvialis.

• Astaxantina:
RM libre de 
nitrógeno: 
aumento el 
25.5%

2009
• Niño  et. al.

Evaluación de 
las condiciones 
de crecimiento 
celular y 
factores de 
estrés para la 
producción de 
astaxantina a 
partir de la 
microalga H. 
pluvialis.

• Astaxantina:
RM + 
0.310mg/mL de 
AcNa: 8.3 µg/mL

• Biomasa: 
-BBM: 3.88x105

cel/mL
-RM: 7.55x105

cel/mL

2015

• Zhang et. al.  
Un nuevo 
paradigma para 
la producción 
de astaxantina 
de la microalga 
unicelular H. 
pluvialis.

• Astaxantina:
AcNa sin Nitrato: 
10.5mg/L/día

2016 • Ruijuan et. 
al. 
La luz azul 
aumenta el 
metabolismo de 
la biosíntesis de 
astaxantina y la 
eficiencia de 
extracción en 
H. pluvialis 
mediante la 
inducción de la 
germinación del 
hematoquiste.

• Astaxantina:
Luz azul: 
aumenta de 4 
(L.B) a 6.7 (L.R) 
veces la 
producción

2018
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• Vitamina C

• Vitamina E

• Betacaroteno

• Superóxido dismutasa

• Catalasa

• Glutatión peroxidasa

Fuente: Rojas P. 2016

MARCO TEÓRICO

Estrés oxidativo y antioxidantes
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Corrales L et. Al. 2012; Solari S et.al. 2011; Mayor R et.al. 2010

• Envejecimiento

• Alzheimer

• Parkinson

• Diabetes

• Artritis reumatoide

• Cáncer

• Arteriosclerosis
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Astaxantina

Poder antioxidante:

• 38 veces >  Betacaroteno

• 500 veces >   Vitamina E

Efecto:

• 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

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

FLAGELADA PALMELLA CÉLULA 
INTERMEDIA

QUISTE O 
APLANOSPORA

Fuente: Elaborada por autoras.

Ciclo de vida y Morfología celular
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Biosíntesis de astaxantina por H. pluvialis

Fuente:Vidhyavathi et.al. 2008

PSY: fitoeno sintasa

PDS: fitoeno desaturasa

LCY: Licopeno B-ciclasa

BKT: B-caroteno ketolasa

CHY: B-caroteno Hydrolasa
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Factores que afectan el crecimiento 

de H. pluvialis

pH: 6 a 9 (8.2 
óptimo)

T: 20 a 24°C CO2: 0.5% a 6%

Luz: blanca, roja y 
azul. Intensidad 

de luz

Nitrógeno y 
fosfato

Salinidad: Acetato 
de sodio

Medios de cultivo: 
BBM, RM y MES-

Volvox

Metabolismo 
mixotrópico

Fernandez et.al. 2017; Benavente et. al 2014; Córdoba et. al. 2015; Khanam et. al. 2016; Bravo et. al. 2008; Granada et. al. 2015; Camacho et. al. 2015
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Fuente: Fotos tomadas por autoras.



Medición del crecimiento de H. pluvialis 

y producción de clorofila y astaxantina
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Crecimiento celular de H. pluvialis

• Hemocitómetro

• Densidad óptica

• Peso seco

Extracción de pigmentos

• Solventes órganicos: metanol, acetona, éter, cloroformo.

Cuantificación

• Espectrofotometría

• HPLC

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



Preparación del 
inóculo de H. pluvialis
UTEX 2505 

Preparación de 
biorreactores

Inoculación en BBM y 
RM por triplicado

Cinética de 
crecimiento

Condiciones de cultivo: Irradianza de 70 μE m-2s-1, CO2 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 16:8 LO, temperatura de 20± 2ºC, medios

MES-Volvox, RM y BBM, luz blanca y agitación por burbujeo continuo.

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Introducción Metodología Resultados y discusión
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos

Fase I: Evaluación del crecimiento celular en los medios de cultivo 

RM y BBM.

Diseño Metodológico



Toma de muestra
Almacenamiento de 
muestras

Conteo en cámara
de neubauer

Morfología de H. 
pluvialis.

Fuente: Fotos tomadas por autoras.
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Concentración = Número de Células X 10000

Número de cuadrantes X dil.

Fase I: Evaluación del crecimiento celular en los medios de cultivo 

RM y BBM.



• Control

• 0.248 mg/ml

• 0.310 mg/ml*

• 0.372 mg/ml

BBM

Luz 

blanca

Luz 

azul

• Control

• 0.248 mg/ml

• 0.310 mg/ml*

• 0.372 mg/ml

RM

Luz 

blanca

Luz 

azul

• Control

• 0.248 mg/ml

• 0.310 mg/ml*

• 0.372 mg/ml

• Control

• 0.248 mg/ml

• 0.310 mg/ml*

• 0.372 mg/ml

Condiciones de cultivo: Irradianza de 150 μE m-2s-1, CO2 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura de

20± 2ºC y agitación por burbujeo continuo.

Introducción Metodología Resultados y discusión
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos

Fase II: Determinación de la producción de 

astaxantina y clorofila: inducción de estrés

Concentraciones de acetato de sodio

Fuente: Foto tomada por 
autoras

*Niño et. al. (2015)



Extracción de astaxantina y 
clorofila con metanol 90% 
(APHA, 1992)

Cuantificación de clorofila
(667 nm) y astaxantina (477 
nm)
Curvas de calibración

Hernández E et al. 2011

Fuente: Fotos tomadas por autoras.

Introducción Metodología Resultados y discusión
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Objetivos

Análisis estadístico: ANOVA 
(95%) Graph Pad prism 7.0

Fase II: Determinación de la producción de astaxantina y clorofila: 

Inducción de estrés



Fase III: Establecimiento del cambio morfológico presentado 

durante el tiempo de cultivo, bajo el efecto de los factores de  

estrés  ensayados.
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recomendaciones
Objetivos Metodología

Fuente: Fotos tomadas por autoras.



Resultados y discusión

Fuente: Fotos tomadas por autoras.
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Condiciones de cultivo: Irradianza de 70 μE m-2s-1, CO2 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 16:8 LO, temperatura de 20± 2ºC, medios,

RM y BBM, luz blanca y agitación por burbujeo continuo.

Recuento final del 

inóculo: 4x105 cel/mL

Fase I: Evaluación del crecimiento celular en los medios de cultivo 

RM y BBM.



Grafica N° 1: Cinética de crecimiento celular en medios de cultivo RM y BBM 

durante 15 días.

Fuente: Elaborado por autoras
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3.23x104 cel/mL

3.80x104 cel/mL

ANOVA 95% de confianza

F:0.7871

P:0.37

GL:1

Medio de 

cultivo

Velocidad de 

crecimiento

RM 0.0329 cel/día

BBM 0.0326 cel/día



Acumulación de biomasa de todos los tratamientos, obtenidas al día 30 de ensayo.

Fuente: Elaborado por autoras
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ANOVA (95%) DF F P value

Concentración de acetato de sodio 3 3,03 0,0600

Luz 1 6,43 0,0220

Medio de Cultivo 1 39,43 <0,0001

Crecimiento

promedio luz 

blanca

Crecimiento

promedio luz 

azul

1.51x105 cel/mL 1.98x105 cel/mL 

0.89x105 cel/mL 1.03x105 cel/mL

Niño et al (2017): BBM-3.88x105 cel/mL y RM-7.55x105 cel/mL/ tiempo mas prologado

Fabregas et al (2000): BBM 1.2x105 cel/mL

Hata et al (2001): Acetato no interviene en biomasa pero si acumulación de AXT

B
io

m
a
s
a

2.45x105 cel/mL

Fase I: Evaluación del crecimiento celular en los medios de cultivo 

RM y BBM.



Fuente: Elaborada por autoras.

Condiciones de cultivo: Irradianza de 150 μE m-2s-1, CO2 5%, pH 6.8, fotoperiodo de 20:4 LO, temperatura de 20± 2ºC y agitación

por burbujeo continuo.

BBM RM

Fase II: Determinación de la producción de astaxantina y clorofila: 

cambio morfológico



Fuente: Elaborado por autoras.
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Concentraciones finales de astaxantina de los tratamientos obtenidas al día 30 de 

ensayo.

ANOVA (95%) DF F P value

Concentración de acetato de sodio 3 43,98 <0,0001

Luz 1 36,46 <0,0001

Medio 1 52,74 <0,0001

Luz blanca Luz azul

Control 0.33 μg/mL 0.23 μg/mL

0.372 mg/mL AS 0.78 μg/mL 1.93 μg/mL

Control 0.29 μg/mL 0.41 μg/mL

0.372 mg/mL AS 2.07 μg/mL 5.06 μg/mL

AS: acetato de sodio

Riujuan 2018: luz azul mejora germinación

Niño y Rodriguez 2015: 0.310 mg/mL+RM: 8.3μg/mL

Sarada y Zhang 2016: acetato de Na 

Fase II: Determinación de la producción de astaxantina y clorofila



Fuente: Elaborado por autoras.

Riujuan et al.  2018

0.372 mg/mL de AS - BBM
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1 5 2 0 2 5 3 0 3 5

0

1 0

2 0

3 0

B B M  / 0 .3 7 2  m g /m L  d e  A S

T ie m p o  (D ía s )


g

/m
L

C lo ro f ila -L u z  B la n c a

C lo ro fila -L u z  A z u l

A s ta x a n tin a -L u z  B la n c a

A s ta x a n tin a -L u z  A z u l

Fase II: Determinación de la producción de astaxantina y clorofila

BBM                                                                                    RM

Concentración inicial 

(μg/mL)

Concentración final 

(μg/mL)

Concentración inicial 

(μg/mL)

Concentración final 

(μg/mL)

Clorofila luz blanca 8,43 – 10.80 6.67 16.74 – 7.35 15.62

Clorofila luz 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

0.372 mg/mL de AS - RM

59.82% 

59.59%

33.99% 

59.1% 
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recomendaciones
Objetivos Metodología

Fuente: Elaborada por autoras.

Fase III: Establecimiento del cambio morfológico presentado durante el 

tiempo de cultivo, bajo el efecto de los factores de  estrés  ensayados.

Irradianza de 150 μE m-2s-1 y luz azul.



CONCLUSIONES

Introducción
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos Metodología Resultados y discusión

Se determinó que no hay diferencias significativas

(F=0.7871;P=0.3761;GL=1) en cuanto a la producción de

biomasa durante la etapa de crecimiento exponencial de

H. pluvialis, hallándose 3.80x104 cel/mL con una

velocidad de crecimiento de 0.326 cel/día en el medio

BBM y 3.23x104 cel/mL con una velocidad de

crecimiento de 0.329 cel/día en el medio RM a los 15

días de cultivo donde las células no se encontraban

sometidas a estrés. Sin embargo, se observa que tras la

inducción de estrés el crecimiento en el medio de

cultivo BBM es significativamente mayor

(F=39.43;P<0.0001;GL=1) en comparación con el medio

RM.

Se estableció que el medio de cultivo BBM fue ideal en la

producción de biomasa microalgal, y el medio RM fue

significativamente más eficiente para la producción de

astaxantina en 5.06 μg/mL (F=52.74;P=<0.0001;GL=1).

en el cual se utilizó una concentración a 0.372 mg/mL de

acetato de sodio, luz azul e irradianza 150 μE m−2 s−1

como factores de estrés. En este mismo tratamiento se

halló una concentración final de clorofila de 23.66 μg/mL.

Durante la investigación se observaron las principales

fases morfológicas de H. pluvialis; durante la fase de

crecimiento se observó que la mayoría de células estaban

en fase vegetativa debido a las condiciones óptimas del

medio de cultivo. Tras la inducción 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 días de inducción y la posterior

acumulación de astaxantina dando lugar a aplanosporas

de tamaño aumentado y pared celular gruesa.

Los factores de estrés empleados en la

investigación 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.



Recomendaciones

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

Se sugiere el uso de la cromatografía líquida de alta resolución para analizar el
contenido del carotenoide.

Es importante realizar el estudio de la expresión de genes implicados en la
síntesis 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 investigación.

Introducción
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos Metodología Resultados y discusión
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Anexos
BBM

0.248 mg/mL de AS 0.372 mg/mL de AS0.310 mg/mL de AS



RM

0.248 mg/mL de AS 0.372 mg/mL de AS0.310 mg/mL de AS



Relación de astaxantina y clorofila medio BBM

Fuente: Elaborado por autoras.

0.372 mg/mL de AS - BBM

Introducción Resultados y discusión
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos Metodología

Concentración inicial 

(μg/mL)

Concentración final 

(μg/mL)

Variación

Clorofila luz 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%
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Fase II: Determinación de la producción de astaxantina y clorofila: 

cambio morfológico



0.372 mg/mL de AS - RM

Relación de astaxantina y clorofila medio RM

Introducción Resultados y discusión
Conclusiones y 

recomendaciones
Objetivos Metodología

Concentración inicial 

(μg/mL)

Concentración final 

(μg/mL)

Variación

Clorofila luz blanca 16.74 – 7.35 15.62 56.1% 49.4%

Clorofila luz azul 11.19 - 6.23 23.66 20%        73.68%

Astaxantina luz blanca 1.62 2.07 21.62% 

Astaxantina luz azul 0.64 5.06 87.31%

Fuente: Elaborado por autoras.

Vidhyavathi et. al. 2008. 

Fase II Determinación de la producción de astaxantina y clorofila


