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1.Resumen

El Haematococcus pluvialis es una microalga con gran interés
biotecnológico porque es productor del ketocaroteniode astaxantina, con
uso como pigmento y como compuesto bioactivo, con aplicación en
diferentes industrias, como la alimentaria, cosmética, nutracéutica,
farmacéutica y la aquacultura. La astaxantina en la biomedicina tiene
usos como antioxidante, anticancerígeno e inmunomodulador.

En diversos estudios se ha demostrado que bajo las condiciones de
estrés como el pH, temperatura, luz, color de luz, alta irradiancia,
fotoperiodo, deficiencia de nutrientes (nitratos o fosfatos) y salinidad, la
microalga incrementa la producción de astaxantina, pero, aún no se
conocen las condiciones óptimas solas o combinadas que puedan
aumentar su producción, proponiéndose como objetivo de este estudio
determinar cuáles de las condiciones de estrés a las cuales se ha
sometido la microalga en el trabajo realizado en el grupo de investigación
Bioprocesos y control y la revisión bibliografía realizada generan la
mayor productividad del carotenoide.

La revisión realizada permitió establecer que las condiciones de estrés más
influyentes en la producción de astaxantina al utilizar la microalga H. pluvialis
UTEX2505, son el uso de medios RM y BBM, adición de acetato de sodio al
inicio del cultivo, cloruro de sodio al día 15 del cultivo, uso de luz roja y luz
blanca, pH 6.7 a 7.0, CO2 5%, alta irradiancia de 140 μE/m2s, fotoperiodo 20h
luz:4 h oscuridad con una productividad de astaxantina entre 1.73 x10-4 μg/cel.
mL y 7.24 x10-5 μg/cel. mL., las cuales se sugieren seguir aplicando para el
escalamiento del proceso.

.
Palabras claves

Astaxantina, Haematococcus pluvialis , condiciones de estrés, productividad,
microalga.

Estudiante: Angela Lizeth Rojas Leyton

Docente: Judith Elena Camacho Kurmen, asesor
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2.INTRODUCCIÓN

El H. pluvialis es una microalga de interés biotecnológico porque se utiliza para
obtener un ketocarotenoide conocido como astaxantina, el cual tiene usos
como compuesto bioactivo y pigmento. Se han realizado diversos estudios
donde se evalúan las condiciones para su crecimiento y producción de
astaxantina utilizando condiciones de estrés, teniendo en cuenta los rangos de
luz, fotoperiodo, pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes, concentración
de CO2,concentración de fosfatos y nitrógeno y los medios de cultivo que han
sido aptos para el crecimiento de esta microalga. En la literatura no se tiene
claro las condiciones adecuadas para tener un crecimiento ideal de la
microalga y para la producción adecuada de astaxantina.

La microalga presenta lentitud en su crecimiento, entre 10 a 14 días, con
posibilidades de contaminación por uso posiblemente de nutrientes
inadecuados o vencidos, o inadecuada manipulación.

Al someter la microalga a condiciones de estrés tiene una mayor producción de
astaxantina , por ejemplo la deficiencia de nitrógeno y fosfatos favorece la
producción del ketocarotenoide aclarando que el cultivo nunca puede carecer o
tener bajas concentraciones de estos nutrientes porque se puede inhibir
totalmente el crecimiento de la microalga. Otras condiciones a tener en cuenta
para una adecuado crecimiento de la microalga es el pH y la temperatura,
sugiriéndose utilizar los medios de cultivo a temperaturas que pueden variar
entre los 25°C hasta los 37°C ,pero esto depende de la evaluación que se esté
realizando y el resultado que se desea obtener ; el pH se debe mantener
cercano a la neutralidad entre 7 -7.6 debido a que un desbalance del pH
también puede provocar la inhibición del cultivo.

Los usos que tiene la astaxantina se dan en varios campos de la industria, se
suele usar como colorante natural de alimentos como el salmón que al ingerir
las algas y el plancton obtiene su color ,también es utilizada en la industria
alimentaria por el poder de aportar color a una gran variedad de alimentos, en
la industria farmacéutica actúa como foto protector ,anticancerígeno y
antidiabético debido a sus propiedades antioxidantes y también en la
ornitología es utilizado para dar el color a la yema de los huevos y la
pigmentación de los pollos; posterior a varias investigaciones su impacto en la
salud humana ha sido favorable debido a que evita la liberación de radicales
libres y la liberación de electrones que causan daño a las células y después a
los tejidos humanos en enfermedades relacionadas con estrés oxidativo.

Su producción a nivel natural y sintético ha sido muy provechosa, siendo la
forma sintética costosa en comparación a la forma natural obtenida por esta
microalga, además es de mejor calidad que la producida por otros
microorganismos, tanto para la industria como para en medio ambiente ,debido
a que no es estrictamente necesario el uso de químicos y equipos para su
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producción si no que por el contrario haciendo variaciones en sus condiciones
de estrés también puede producir astaxantina, proponiéndose como objetivo
de este trabajo establecer las condiciones de estrés a la cual se ha sometido la
microalga H. pluvialis UTEX 2505 produce la mayor cantidad de astaxantina
teniendo en cuenta los trabajos realizados por el grupo Bioprocesos y control
en el período del 2015 al 2020 y la revisión bibliográfica realizada,
correlacionando la producción de biomasa, cambio morfológico, producción de
clorofila y astaxantina y los parámetros cinéticos con las condiciones de estrés
utilizadas durante el cultivo y la producción del carotenoide.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de estrés que produzcan la mayor cantidad de
astaxantina en los cultivos realizados de Haematococcus pluvialis por el grupo
Bioprocesos y control y la revisión bibliográfica realizada en bases de datos
que se encuentren en el periodo del 2015 al 2020.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Evaluar el crecimiento de la microalga Haematococcus pluvialis bajo las
condiciones trabajadas en los cultivos realizados por el grupo Bioprocesos y
control y la revisión bibliográfica realizada en bases de datos que se
encuentren en el periodo del 2015 al 2020.

2. Establecer diferencias en el cambio morfológico durante el cultivo de
Haematococcus pluvialis bajo las condiciones trabajadas en los cultivos
realizados por el grupo Bioprocesos y control y la revisión bibliográfica
realizada  en bases de datos que se encuentren en el periodo del 2015 al 2020.

3. Determinar diferencias entre la concentración de astaxantina y clorofila bajo
las condiciones trabajadas en los cultivos realizados de Haematococcus
pluvialis por el grupo Bioprocesos y control y la revisión bibliográfica realizada
en bases de datos que se encuentren en el periodo del 2015 al 2020.
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3.ANTECEDENTES

El H. pluvialis se ha sometido a diferentes condiciones de estrés, para obtener
astaxantina, en la tabla 1 se encuentra la relación de trabajos realizados para
la obtención de astaxantina utilizando diferentes condiciones de estrés.

CONDICIONES DE ESTRÉS PRODUCCIÓN DE
ASTAXANTINA

BIBLIOGRAFÍA

●        Luz blanca LEDS (600 umol/m² s)

● Cultivo autotrófico, medio BBM, medio libre
de fosfato, CO2 2%, luz con intensidad de 2 ± 0.2
klux

● Alta intensidad de luz, pH 6.3 +/- 0.5, CO2,
agitación

● Temperatura (25ºC), aireación de CO2

(1,5%v/v), alta intensidad de luz blanca (75
umol/m² s), pH menor de 8.0, fertilizantes (urea +
K2HPO4+KH2PO4 ó N-P-K)

●        Ciclo luz/oscuridad, temperatura (20ºC),pH
cercano a 8.0, aireación de CO2 , fotobioreactor,

ciclos luz: oscuridad.

●   23,7 % del total
de carotenoides

●   55,6 mg/L

●  12 mg/mL

● Biomasa 0,90 g/L

●  460 – 600 mg/mL

(9)
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Temperatura 25 ± 5°C, fotoperiodo 12:12,
intensidad de luz 52 μmol/m2s y burbujeo de aire
enriquecido con 3% de CO2, con un pH entre
6.4 – 6.6  en medio BBM.

168.4 µg/mL.

(42)

Temperatura de 25°C, con un fotoperiodo de
12horas luz y 12 horas oscuridad, intensidad de
luz de 4850 (1x), medio de cultivo Bristol , se
cultivó en 3 concentraciones 0.25,0.75 y 1.25g/l
de NaNO3.

Concentración mayor
de Astaxantina con
1.25g/L de NaNO3

(6)

Extracción con ácido clorhídrico: 86-94%
Astaxantina. Extracción con aceites vegetales
comunes: 88% de Astaxantina

Trató a las células de H. pluvialis con un 40%
(v/v) de acetona durante 2 minutos en 80°C,
seguido de liofilización o tratamiento de células
con enzimas líticas específicas.

Máxima
extractabilidad de

astaxantina   de 2649
± 359 𝜇g/g.

(14)

Disponibilidad de nitrógeno, temperatura 20-25
°C, fotoperiodo 12 horas de luz 12 horas de
oscuridad , medio de cultivo BG11,intensidad de
luz variable  , 1,5% de CO2, v/v.

2.2mg/L. (7)

Las células BM1 fueron cultivadas en el medio
BG11 ,luz alta , privación del nitrógeno y fosforo
deficiencia de nutrientes, CO2.

3%-6% del peso
seco celular

(15)
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pH de 6,8 ,22°C, luz continua entonces bajo luz
baja (LL, 20 fotones de µmol/ m2 s ) o de alta luz
(HL, 150 µmol/ m2 s ) , medio BBM , la adición
de Fe2+ y Acetato de sodio como fuente de
carbono.

Producción de
astaxantina de 2.03

mg/mL.

(16)

Protocolos de aplicación de un campo magnético
(0.03T) con un pH de 6,0 , temperatura de
20°±2ºC, fotoperiodo, con un régimen de luz
continua a una densidad de flujo fotónico de 59
μE/m2s, medio de cultivo Bristol, sin suministro de
CO2.

0.81pg/cel. (3)

Medios de cultivo como el BBM, OHM y BG11
bajo condiciones de pH 7, fotoperiodo 20/4,
temperatura de 25ºC, agitación continua, CO2 5 %
e iluminación con lámparas fluorescentes blancas
40 umol/m²s.

9,6 mg/ L día. (20)

Control de pH, temperatura ambiente (entre
24-28°C) ,medio de cultivo BBM modificado, sin
NaNO3,  sin agitación, aireación

Velocidad de
crecimiento de

biomasa (rx):  0,518
mg X/L.h y 0,641 mg
X/L.h de astaxantina,

(29)
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BBM (Bold Basal Medium), BG11, RM (Rudic’s
Medium) y el medio de Waris-H, pH se debe de
controlar, temperatura entre 25 y 30 ºC, la
intensidad lumínica concentraciones de CO2 del
1% en volumen en el aire

Tasas de crecimiento
en los dos medios de

cultivo con 0.30 y
0.367 día para los
medios Waris-H y

BBM con tiempos de
duplicación de 2.31y
1.92 días para cada

medio
respectivamente, tras

el primer retardo
(lag) del crecimiento

de astaxantina.

(34)

En fotobiorreactores bajo condiciones de
crecimiento estresantes para aumentar su
producción.

Hasta 5,02% del
peso en célula seca.

(7)

pH de 7, bajas intensidades de luz (< 37 µmol/m2
s), medio de cultivo OHM, F1 y BBM, 0.51% de
CO2.

Alta  productividad
aproximadamente de
1,4 g/L y 0,06 g/Ldía

de astaxantina.

(13)

14



Concentración diferente de nitrato de sodio,
conteniendo los cultivos 2N y 3N el doble y triple
de la concentración de nitrato de sodio,
respectivamente, que los cultivos con la
concentración del medio BBM original (1N)

2% de astaxantina a

los 10 días.

(25)

Etapa verde cuando el medio nutritivo completo
es suministrada bajo condiciones de crecimiento
favorables, y la etapa roja cuando los nutrientes
se agotan en condiciones de estrés ,bajas
temperaturas , luz alta , alta irradiancia ,máxima
concentración de CO2.

Acumula hasta un
5% de Astaxantina

de peso de biomasa
seca

(53)
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H. pluvialis se cultivaba en un medio líquido
modificado EG/JM (Euglena gracilis Medio:
Jaworski's Medium con oligoelementos y
vitaminas. Los cultivos se incubaron a 22-25 ± 2
°C con aireación continua y luz 30 μmol / m2 s, y
agitación manual dos veces al día.

Acumulación de
Astaxantina hasta un

90% más elevada
por volumen de

cultivo llegando a
una concentración de

200 μg/mL

(35)

Medio BBM ,temperatura de 24°C, la luz fue
continuamente suministrada por una lámpara
fluorescente fría con una intensidad de luz con
intensidad de50 µmoL/ m2 s, agitación175 rpm por
16 días.

500 mg/L. (43)

Medio RM con nitrógeno a 4,0 y 5,0 %, pH 6,7;
ciclo luz/oscuridad 20 h: 4 h; temperatura 25 ºC;
agitación continua; CO2 de 5 %; iluminación con
lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54rs
marca Philips); e irradiancia alta de 140
µEmol/m2s

Acumulan un
porcentaje mayor

alcanzando valores
de 2% a los 10 días.

(44)

Luz continua a 3200 lumen, flujo de aire estéril 1.5
L / min y temperatura de 25ºC. Posteriormente,
bajo las mismas condiciones se procedió a
escalar la producción a 14 L utilizando un
fermentador.

Productividad estable
entre 4,8 g/L y 4,4

g/L

(30)
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Se utilizaron 3 medios de cultivo a base de
fertilizantes orgánicos y con diferentes
intensidades de iluminación. Los medios de
cultivo fueron utilizados a tres concentraciones
diferentes(0.10%,0.25%,0.50%)

Medio NITROFOSKA

Medio ALGAENZIM

Medio FUERZA VERDE

Temperatura de 25°C-27°C, fotoperiodo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad , luz de
4580 lux, medio de cultivo Bristol .

En Medio
NITROFOSKA con
una producción de

astaxantina de
0.21mg/g

(47)

Temperatura óptima entre 28°C-35°C,pH 8,
nitrógeno y fósforo fundamental.

Acumulación  de
0.7g/L

(18)

Precultivo primero en medio MCM Modificado
a 25 ± 1° C.  5 L con cultivos de algas de 3 L
fueron iluminados bajo un fotoperiodo de
14L/10D . La luz a una intensidad de 200 µmol/
m2 s fue proporcionada desde la parte superior
por lámparas fluorescentes rojas,
CO2 se ajustó según el pH (7,5 - 8,5), agitación
manual 6 a 7 veces al día para evitar que se
pegaran.

Medio CM
disminuyó el
contenido de
astaxantina

significativamente
durante la

incubación 1.2%.

(27)

La temperatura durante la fase verde debe
25-30 ◦C . La intensidad de la luz por debajo de
150 µmoL fotones/ m2s permite la
división celular. La irradiación típica es de
40-50 µmoL fotones/ m2s y el pH debe
mantenerse en 7 .Los ciclos de alternancia de
luz y oscuridad son 12:12 o 16:8 . Los medios
más utilizados
KM1, BBM, Z8, BG- 11, OHM y sus versiones
modificadas. BBM y Z8 se utilizan
BBM y Z8 se utilizan para cultivos autótrofos,
mientras que el medio KM1 es adecuado para
cultivos heterótrofos. Una mezcla
de medio BBM y una fuente de carbono
orgánico, por ejemplo, acetato de sodio, se
puede utilizar en un medio mixotrófico.

La microalga
H. pluvialis que
puede acumular
hasta el 5% del

peso.

(55)

Temperatura de 50◦C . Rendimiento de
extracción  es
menor 60g/L.

(40)

Luz constante  (24 h) de 40 μmol de fotones/
m2 s, temperatura de 25°C, y flujo de aire de 1
L/min, medio BBM

0,5-5,0 g/ L de peso
seco de biomasa de

astaxantina.

(56)

Medio BG-11, pH: 7 – 7.5, 20 y 28 ° C. La
irradiación para el cultivo de H. pluvialis oscila
entre 40 y 50 μmol de fotones m-2s -1

5% peso seco de
biomasa

(50)
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Medio bristol a ua concentración de 1.25g/L de
NaNO3,25°C iluminación continua

2.5g/L de
astaxantina

(49)

Medio BBM al 1% con agua destilada estéril ,
temperatura constante de 23 °C+/- 1,
fotoperiodo con luz blanca fría de 13:11 horas
luz-oscuridad a un pH de 6.8.

1.7g/L de
astaxantina

(58)

Parámetros:  iluminación con lámparas
fluorescentes laterales a una intensidad
luminosa de 58 μmol quanta/m2.s) medio de
cultivo Zarrouck y Bristol para Arthrospira
maxima y H. pluvialis respectivamente, con un
fotoperiodo de 14:10 h, temperatura 17 + 2 °C y
a un pH inicial de 9.0 y 7.0 para A. maxima y H.
pluvialis respectivamente

0.083 mg/mL de
peso seco

(51)

Se cultivó en un fotobiorreactor de 1 L, con
iluminación constante (24h) a 40 µM fotón/m2

s, temperatura de 25°C, y flujo de aire de 1
L/min. Una serie de cuatro fotobiorreactores se
inocularon con 1 x 104 células/mL en fase de
hematocisto.
Tratamiento 1: Adición de FeSO4 hasta una
concentración de 0.45 mM de Fe+2 .
Tratamiento 2: Adición de FeSO4 hasta una
concentración de 1.35 mM de Fe+2 .
Tratamiento 3: Adición de FeSO4 hasta una
concentración de 4.05 mM de Fe+2 .

Biomasa de 1.2 g/L
de astaxantina.

(52)

Medio BBM modificado  enriquecido  con
NaNO3 (0,75 g/l). Las células (fase verde) se
cultivaron fotoautótrofamente en  de 20 L
burbujeados con aire, a 25°C, en ciclos de
luz:oscuridad (16:8) con lámparas
fluorescentes blancas  que proporcionaban 80
µmol m-2s-1

2.0gr/L (4)

Medio BBM sustituyendo el nitrato como
fuente de nitrógeno  por amonio, luz continua
a 3200 lumen ,temperatura de 28°C y agitación
de 2000 rpm y concentraciones de 5μL/L, 40
μL/L y 100 μL/L.

Con la
concentración de
40 μL/L fue más
efectivo con una

densidad celular de
6.62x 105 Cel./mL de

astaxantina.

(39)

Tabla 1. Condiciones de estrés a las que se ha sometido la microalga
H.pluvialis relacionados con la producción de astaxantina,

En la tabla 1 se puede observar distintas condiciones a las que se ha sometido
la microalga H.pluvialis para lograr una producción mayor de astaxantina ,se
encontró que la mayor acumulación del ketocarotenoide de interés fue cuando
se uso Medio BBM, Luz constante (24 h) de 40 μmol de fotones/ m2 s,
temperatura de 25°C, y flujo de aire de 1 L/min obteniendo hasta 5 g/L (56). En
los estudios donde se obtuvo un 5% del peso de H. pluvialis como astaxantina
se utilizaron como condiciones de estrés medios de cultivo como el Bristol,
BG-11, KM1, BBM, Z8, BG- 11, OHM, con adición de acetato de sodio,
deficiencia de nutrientes, temperatura promedio de 25°C,una alta intensidad de
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luz con fotoperiodos de 12:12, y una concentración de CO2 del 5%(6,7,50,53).
Se reporta el uso de fotobiorreactores obteniendo hasta 4,4 g/L de astaxanntina
(7,9,30,52)

4.MARCO TEÓRICO

4.1.Haematococcus pluvialis

El H. pluvialis es una microalga que pertenece al grupo de las clorofitas
actualmente con gran interés biotecnológico biflagelada unicelular
perteneciente a la clase Chlorophyceae (18), se caracteriza por su particular
producción de grandes cantidades de carotenoides como la astaxantina siendo
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de gran importancia para la salud humana debido a sus propiedades ,además
de los usos que le puede dar la medicina también es utilizada en la industria
alimentaria como colorante puesto que es uno de los principales pigmentos de
carotenoides xantofilas (11) , este carotenoide puede ser obtenida de dos
formas, en primer lugar la sintética que acarrea consigo un gran costo y la
natural que puede tener diferentes orígenes, derivados de algas, crustáceos o
krill, y se extraen de muchas maneras diferentes como lo describe (16) y
también · por el plancton los cuales son ingeridos por diversas especies
acuáticas, incluyendo a los crustáceos, entre los que se encuentran los
langostinos, que almacenan el pigmento en su cubierta, dando lugar a su color
rojizo externo. A su vez, los crustáceos son ingeridos por los peces (como el
salmón o la trucha) o por las aves (flamencos, ibis rojo).

H. pluvialis posee un ciclo de vida muy sencillo en el cual va cambiando su
tamaño y pigmento, en primer lugar tenemos el estadio de vegetativo donde
tiene un pequeño tamaño, cuenta con un color verde y flagelos , en segundo
lugar está el estadio de palmella donde aumenta su tamaño y pierde los
flagelos preparándose para su última fase que es donde pasa a ser
aplanospora done cambia a una pigmentación roja que indica la producción
de astaxantina y se forma una matriz extracelular gelatinosa danto resistencia
a la microalga. (ver figura 1)

Figura 1. Ciclo celular de Haematococcus pluvialis.

(27)
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Figura 2. Cambio morfológico de la microalga. (A) Célula móvil vegetativa;(B)
Célula vegetativa palmella verde; (C) Célula palmella con acumulación de
astaxantina en transición a aplanospora; (D) Célula aplanospora con
acumulación de astaxantina (21)

4.2.Condiciones de cultivo de la microalga

Los cultivos de algas están expuestos a una variedad de cambios en las
condiciones ambientales como: ciclo luz/oscuridad, variación en luz,
temperatura, pH, factores nutricionales (nitrógeno, fósforo, hierro), salinidad,
fuentes de carbono. Es importante además tener en cuenta los efectos
sinérgicos de la combinación de factores químicos y físicos sobre la
composición celular(18).
4.3.pH

La literatura no da un pH específico en el cual se de el crecimiento de
H. pluvialis, de la misma forma es un factor que se debe tener controlado,
debido a que como producto del mantenimiento de pH tendremos la cantidad
de segregación de astaxantina por parte de la microalga. Por lo tanto, la
literatura enuncia que se debe mantener un pH entre 6.8 que se acerque al
punto neutro esto depende de las condiciones que el medio de cultivo
requiera.(10)

4.4.Temperatura

La temperatura óptima que describen los autores revisados, es la cual se
encuentre entre un rango de 20°C a 25°C señalada como temperatura
ambiente debiendo establecerse tras la realización de experimentos en
laboratorio y en foto biorreactor, la temperatura óptima de crecimiento,
dependiendo de otros factores como el medio de cultivo a utilizar o la luz a la
que estará sometido el cultivo (26).

4.5Luz

La intensidad lumínica es uno de los factores más importantes tanto en el
crecimiento de la célula como en la acumulación de astaxantina. Diferentes
estudios concluyen en que la intensidad de luz óptima está directamente
relacionada con la cepa seleccionada (26).
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Cada cepa deberá tener la capacidad de adaptación al medio y los factores de
crecimiento que se le ofrezcan, debido a que algunas pueden acelerar su ritmo
de crecimiento, otras lo pueden mantener estable como hay otras donde su
crecimiento se puede ver totalmente inhibido por la intensidad lumínica que se
le dé, pudiendo afirmar que la cantidad de astaxantina producida por la
microalga puede ser directamente proporcional a la cantidad de luz
suministrada. (26)

4.6.Fotoperiodo

Los fotoperiodos es un parámetro que tampoco se ha establecido formalmente
muchos autores y dependiendo el objetivo de su estudio varían los fotoperiodos
utilizados en la microalga, no obstante, a eso la mayoría de los estudios se
realizan utilizando 12 horas de luz/12 horas de oscuridad o 20 horas de luz y 4
de oscuridad. (10;26)

4.7.Nutrientes

Como en toda forma de vida la disponibilidad de nutrientes es necesario para el
crecimiento y desarrollo de cualquier individuo y H. pluvialis no es la excepción,
pero la literatura ha demostrado en algunas ocasiones donde la disponibilidad
de nutrientes no es total (10) también se logra una producción de astaxantina
por parte de la microalga.

4.8.Nitrógeno y Fosfatos

El nitrógeno y los fosfatos es un factor crucial en el crecimiento de H. pluvialis y
la producción de astaxantina los estudios determinan que sin una cantidad
considerable (1.0g/L) no es posible el crecimiento de H. pluvialis en el medio.
(28)

4.9.Nitrógeno
El nitrógeno se encuentra generalmente alrededor del 7 – 10% de la célula por
peso seco, es un constituyente esencial de todas las proteínas funcional y
estructuralmente en las células del alga. En general, la microalga tiene una
limitada habilidad para producir materiales almacenados de nitrógeno cuando
crece bajo condiciones suficientes de nitrógeno. Cuando la microalga esta
creciendo bajo condiciones limitadas de nitrógeno, el efecto más golpeado es la
degradación específica y activa de ficobilisomas(45).

4.10.Fósforo
El fósforo es otro macronutriente que juega un importante rol en el proceso
metabólico celular por la formación de algunos componentes estructurales y
funcionales requeridos para el crecimiento normal y desarrollo de la
microalga(45). Los ortofosfatos son incorporados como componentes orgánicos
a través de la fosforilación. El fosfato inorgánico se presenta en las células en
forma de polifosfatos, acumulándose en gránulos. Estos gránulos de polifosfato
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a menudo aparecen en crecimiento celular normal bajo suficiente fosfato, pero
desaparece en deficiencia de fosfato.

4.11.Hierro
El hierro juega un rol importante en la composición bioquímica celular por sus
propiedades redox y su implicación en procesos fundamentales como la
fotosíntesis, respiración, fijación de nitrógeno y síntesis de ADN. La deficiencia
de hierro puede inducir varios cambios bioquímicos.

4.12.Dióxido de carbono (CO2)

Utilizando el CO2 como fuente de carbono se ha encontrado en la bibliografía
que con concentraciones del 0,5% al 1% en volumen en el aire se optimiza el
crecimiento de H. pluvialis (26).

4.13.Salinidad

La concentración de sales inorgánicas disueltas, tanto en las aguas dulces
como marinas, puede potencialmente afectar al crecimiento de las microalgas
en función de su actividad osmótica. La tolerancia a la sal varía según las
especies, algunas sólo pueden tolerar concentraciones milimolares de sal
mientras que otras sobreviven en soluciones saturadas. Lo que supone un
estrés salino letal para un grupo es fácilmente tolerado por otro grupo.
Respecto a la adaptación a la salinidad, las algas pueden dividirse en
halotolerantes y halofílicas (1). Algunas microalgas son capaces de acumular
moléculas pequeñas de sustancias osmoreguladoras (osmoticantes) en
respuesta aun incremento en la salinidad o presión osmótica del ambiente.
Cantidades de osmoticantes encontrados en microalgas son polioles. Los más
comunes polioles son: glicerol, manitol, galactitol, sorbitol, sucrosa, tehalosa y
glicerol galactosidasa (18).
.

4.14-Cultivo Fotoautotrófico

La eficiencia de la incorporación de una fuente de carbono inorgánico y
orgánico para los cambios de biomasa durante el crecimiento fotosintético,
dependen de: especie del alga, intensidad de la luz, fuente de energía y
carbono (orgánico o inorgánico) y fase de crecimiento (ver tabla No 2).

TABLA NO 2. FUENTES DE ENERGÍA Y CARBONO EN DIFERENTES
METABOLISMOS ENCONTRADOS EN MICROALGAS

Metabolismos Fuente de energía Fuente de carbono

Foto autótrofo Luz Inorgánico
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Heterótrofo Compuestos orgánicos Inorgánico

Foto heterótrofo Luz Orgánico

Mixotrofo Luz y compuestos
orgánicos

Inorgánico y Orgánico

Tabla 2. Fuentes de energía y carbono en diferentes metabolismos encontrados
en microalgas.

El H. pluvialis es una microalga que puede crecer bajo condiciones
fotoautótroficas, heterótroficas y mixotróficas:

Metabolism
o

Ecuación estequiométrica

Foto
autótrofo

Heterótrofo

Mixotrófico

Tabla 3.Ecuaciones  estequiometricas según  el metabolismo de las microalgas.

El cultivo fotoautotrófico utiliza la luz como única fuente de energía, la cual se
convierte en energía química en las reacciones fotosintéticas. Los factores
limitantes de crecimiento estudiados son luz y CO2.

En un cultivo fotoautotrófico la luz puede ser considerada como un sustrato
físico, la influencia de la intensidad de la luz sobre la rata de crecimiento es
descrita con las ecuaciones de Monod (si no se observa fotoinhibición):

Ó Haldane (cuando ocurre fotoinhibición):
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A bajos valores de Io (luz incidente) la ecuación de Monod, es una ecuación de
primer orden donde la rata específica de crecimiento esta relacionada
linelamente a la limitación de la intensidad de luz incidente, después de que
µ < µm, como se expresa en la siguiente ecuación (3):

4.15.Métodos de cultivo de H. pluvialis

Los métodos de cultivo de las micro algas se pueden dividir en dos grandes
grupos: sistemas abiertos y sistemas cerrados.

● Sistemas abiertos: tienen una constante comunicación con la atmosfera
pueden utilizar aguas de estanques, lagos y lagunas o estanques
artificiales. Este tipo de producción es la más rentable ya que no
necesita de grandes inversiones ni mucho mantenimiento, a pesar de
que presenta una menor productividad y eficiencia es más susceptible a
contaminaciones por otras algas o bacterias indeseadas, y a las
condiciones ambientales, ya que no se puede controlar ni la temperatura
del agua, ni el CO2, ni la luz que reciben los cultivos. Por ello, estos
sistemas son utilizados para aquellas especies de microalgas que
puedan crecer bajo condiciones menos específicas que otras. (54 no
cambiar).

● Sistemas cerrados o fotobiorreactores: las condiciones e crecimiento se
encuentran más contraladas por los humanos que permite una
producción garantizada de la microalga de interés a. Estos sistemas
presentan una mayor productividad y eficiencia que los sistemas
abiertos, ya que permiten mantener las condiciones necesarias para el
crecimiento de los cultivos. Además, dificultan la proliferación de otros
organismos no deseables, sin embargo, también implican un mayor
costo. (54)

A pesar de que el proceso de cultivo se considera complejo debido a las
condiciones que se deben mantener, el proceso es de un más complejidad y es
dependiente del método utilizado , las condiciones y el método de control, entre
los cuales encontramos :

● Centrifugación: No es el método utilizado para la recolección a gran
escala, pero es el más rápido y económico luego de tener el equipo.

● Sedimentación: Es el método más eficiente en relación con su
efectividad y costo de realización. Posee la ventaja de servir para
diferentes tipos de microalgas.

● Filtración: Se considera eficiente en la separación de células grandes,
como Spirulina, pero no en las especies de menor tamaño como
Chlorella.

25



● Flotación: Es un método innovador en la recolección de algas
unicelulares pequeñas y ensayos de laboratorio. La técnica consiste en
la incorporación de gases, como el ozono o el aire, que interactúan con
la carga de las paredes celulares permitiendo la flotación de las
microalgas y su 21 separación. Económicamente el precio se ve
incrementado por la utilización de ozono. (54 no cambiar )

4.16.Astaxantina

La astaxantina es un ketocarotenoide altamente utilizado en la biotecnología
por los beneficios que ha tenido en la salud humana por su efecto antioxidante
debido a que los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir las
reacciones químicas de transferencia de electrones ,este tipo de reacciones de
oxidación son los causantes del daño celular ya que se producen radicales
libres (19) ,se distingue por tener una cadena poliénica de once dobles enlaces
conjugados, responsables del intenso color rojo brillante del cromóforo (10).(ver
figura 3)

Figura 3. Estructura molecular de la Astaxantina.

(10)

4.17.Ruta de Biosíntesis de Astaxantina

Cuando la célula se encuentra en su estadio vegetativo está compuesta
principalmente por luteína (75-80%) y E-caroteno (10-20%) (10).
Posteriormente a que la microalga es estresada y se encuentra en su estadio
de aplanospora la composición será únicamente de astaxantina, el ß- caroteno
es convertido en astaxantina por la adición de grupos carbonilos en la posición
4 y 4’, y grupos hidroxil en la posición 3 y 3’. Estas reacciones son catalizadas
por ß -caroteno cetolasa (4,4’- oxigenasa; CRTW, BKT o CRTO) y ßcaroteno
hidroxilasa (3,3’- oxigenasa; BCH o CRTZ), respectivamente. La presencia de
echinenona y astaxantina en los microorganismos muestra que es prioritaria la
formación de los grupos carbonilos frente a la hidroxilación. La formación de
estos grupos es catalizada por ß-caroteno cetolasa (BKT) con el intermediario
mono ketocarotenoide (echinenona), mientras que la formación de grupos
hidroxílicos está catalizada por una hidrolasa para formar la astaxantina (10).
(ver figura 4)
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Figura 4.  Vía de la biosíntesis de (3S-3′S) -astaxantina en H. pluvialis.

(21)
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4.18.Usos

(10)

Tabla 4. Principales usos de la Astaxantina.

Como lo describe la tabla anterior la astaxantina tiene diversas aplicaciones
como: la acuicultura, la ornitología y la farmacéutica, sin embargo, actualmente
es de gran interés biotecnológico debido a se ha encontrado múltiples
beneficios para la salud humana.

4.19.Clorofila

La clorofila a es el pigmento fotosintético primario en todas las microalgas
(incluidas cianobacterias)(1).Existen tres tipos de clorofila b,c y d ,pero en el
caso de las microalgas se forma un complejo natural proteína-clorofila , la
síntesis de dicha clorofila depende netamente de la capacidad fotosintética de
cada planta o microorganismos junto con la obtención de más nutrientes que le
ayudan en su proceso fotosintético, en el caso de las microalgas interviene la
disponibilidad de nutrientes como: eficiencias en hierro, nitrógeno y magnesio
inhiben la síntesis y acumulación de clorofila. La abundancia de carbono
orgánico en el medio y la alta intensidad luminosa también inhiben la formación
de clorofilas en algunas microalgas (1). Ver figura 7
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Figura 5. Estructura química de la clorofila
(6)

Todas las clorofilas tienen su mayor banda de absorción: azul o verde-azul
(450-475 nm) y rojo (630-675 nm). La clorofila a esta presente en todos los foto
autótrofos oxigénicos como parte del núcleo y centro de reacción de los
complejos proteína-pigmento, y en los complejos antena esta acompañada por
la clorofila b o clorofila c. Los así llamados pigmentos accesorios (antena)
clorofila b, c y d extienden el rango de absorción de la luz (18).

Métodos para determinar biomasa:Los métodos utilizados para determinar la
biomasa de los microorganismos se encuentran a continuación:

Conteo celular cámara Neubauer: se utiliza para el conteo de células en un
medio líquido, que puede ser; un cultivo (9). Este recuento se realiza en el
microscopio, se trata de un portaobjetos que tiene dos zonas en las cuales se
encuentra una cuadrícula para poder contar las células, estas cámaras
funcionan por capilaridad y se cubren con una lámina de cuarzo para que sea
visible ante el microscopio.

Peso seco: se realiza posterior a la extracción del exceso de líquido de la
muestra a analizar pesando la muestra antes y después de la deshidratación, el
tiempo de deshidratación puede variar según la muestra que puede ir desde 24
horas hasta 8 días (1).

Epifluorescencia: utilizada para investigaciones y medicina, se utilizan para la
observación de partes de las células con ayuda de fluorocromos (23).

4.20.Métodos para determinar astaxantina y clorofila

Espectrofotométrico: se conoce la sustancia problema por medio la cantidad
de luz que absorbe la sustancia cuando pasa por un haz de luz arrojando una
absorbancia con la que posteriormente se realizarán cálculos para dar solución
a la muestra problema. (9)

Determinación de la producción de clorofila
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Se determinará la concentración del pigmento por la clorofila a se determina
usando el procedimiento de la APHA, 1992. Se toman 5mL de muestra, se
centrifuga y se lava a 12,000 r.p.m. durante 5 min Posteriormente al paquete
celular se le agrega 5 mL de metanol al 90% y se calienta durante 10 min a
60ºc. Se centrifuga y se lee la absorbancia a 665 nm y 750 nm en un
espectrofotómetro.

Cálculo de la concentración de clorofila

Clorofila a ( mg/L) = 13.9 ( DO 665 - DO 750 ) U/V

Donde: U = volumen del metanol

V = volumen de la muestra

HPLC: conocida como Cromatografía de Alta Eficiencia, se trata de el paso de
una muestra por un disolvente que es más conocido como fase móvil y esta
fase móvil posteriormente se pasa por una columna que contiene la fase
estacionaria, la separación de los compuestos ocurre por la interacción de la
muestra entre las dos fases de la columna (29).

y HPLC.

Los extractos se obtienen usando metanol por 20 min. Los extractos se dividen
para 10% (vol/vol) éter de petróleo, y se determina por cromatografía líquida
de alta eficiencia (HPLC), utilizando clorofila comercial como estándar, en una
columna de 25-cm C18 Vydac 218TP54 con metanol como fase móvil a 20°C y
detector UV. Los picos se integrarán a 645 nm para detectar clorofila.. Los
valores de clorofila son expresados con desviaciones estándar para cuatro
determinaciones independientes.

El pico de identificación y el valor λmax de este componente se confirma por su
tiempo de retención(20 – 30 min) y se cuantifica tomando el área de su pico en
relación al respectivo estándar de referencia.

Estándar de referencia (control): clorofila comercial

Manejo de las fracciones en la oscuridad. ( 33 )

4.21.Determinación de la producción de astaxantina

Por (1) técnica colorimétrica y (2) HPLC (Método de Briton,1985 modificado) :

Tomar un mL de muestra (medio de cultivo con células), someter a rompimiento
celular empleando un homogenizador vortex y perlas de vidrio de 0.45-0.50 mm
de diámetro durante 3 min en presencia de una mezcla de solventes (hexano:
acetona: alcohol etílico en una relación de 42%:29%:29%).

Posteriormente centrifugar a 5000 rpm durante 5 min., queda en la epifase el
hexano con la astaxantina disuelta, la cual se recupera con una pipeta Pasteur.
Esta operación se repite hasta obtener un precipitado de color blanco. El
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volumen total del extracto se mide y lee en un espectrofotómetro a 474 nm y se
cuantifica por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) utilizando
astaxantina comercial, como estándar. Para cuantificar por HPLC se utiliza un
cromatógrafo (LDC Analytical) con detector de UV de longitud variable y una
columna C18 fase inversa de 25 cm de longitud y 3.4 mm de diámetro interno.

La fase móvil es metanol:agua:hexano (95%/4%/1%) y un flujo de 0.5 ml/min.
Una vez obtenido el extracto, se evapora la muestra con nitrógeno, se afora a
10 ml con metanol y se inyectara 20μL de muestra en el cromatógrafo.

Cálculo de la concentración de astaxantina:

Astaxantina (μg/g) = (D.O) (V) (100) / 0.16 (W)

donde:

W = peso seco de la muestra

V = ml de hexano con el pigmento (extracto)

100 = factor de corrección

Estándar de referencia:  astaxantina comercial

Manejo de las fracciones en la oscuridad.

El pico de identificación y el valor λ máx. de este componente se confirma por
su tiempo de retención (21 min) y se cuantifica tomando el área de su pico en
relación al respectivo estándar de referencia (18).
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5.DISEÑO METODOLÓGICO

5.1.Tipo de estudio: descriptivo

5.2. Metodología

Se realizó una revisión de los trabajos realizados por el grupo Bioprocesos y
control entre el periodo 2015 al 2020, donde la microalga H. pluvialis
UTEX2505 se sometió a diferentes condiciones de cultivo y de estrés. Criterios
de inclusión: trabajos realizados en biorreactores con tamaño menores de 500
mL, aplicando dos o más condiciones de estrés.

Los trabajos del grupo Bioprocesos y control se compararon con los artículos
originales encontrados en inglés y español publicados en las bases de datos
de NCBI, MEDLINE/PubMed, SciELO, SeDICI y UNLP de 2015 a 2020, de
estudios sobre condiciones de cultivo y de estrés aplicados para la
producción de astaxantina en H. pluvialis.

Los criterios de inclusión fueron: Haematococcus pluvialis, producción de
astaxantina y condiciones de cultivo y condiciones de estrés. Se realizó la
búsqueda con las palabras clave: “Haematococcus pluvialis”, “astaxantina”,
“producción de astaxantina”, “condiciones de cultivo“,“ condiciones de estrés“,
“astaxanthin”, “astaxanthin production”, “estres condition“,“culture condition“.

Variables a analizar:

Crecimiento celular

Se evaluó el crecimiento celular de los diferentes estudios, bajo diferentes
condiciones de cultivo, para seleccionar la que produjo la mayor biomasa
expresada en células/mL, evaluando los efectos de los componentes nutritivos,
especialmente las fuentes de nitrógeno, fósforo y carbono, y la intensidad de la
iluminación y colores de luz durante la etapa verde.

Producción de clorofila y astaxantina
Se correlacionó la producción de pigmentos con las condiciones de estrés
trabajadas: la concentración de clorofila (clorofila a) y la concentración de
astaxantina. Se evaluaron los efectos de los componentes nutritivos,
especialmente las fuentes de nitrógeno y carbono, fosfatos y la intensidad de la
iluminación y colores de luz durante la etapa verde. Se evaluara también las de
la estrategia de deficiencia de nitrógeno, fosfato, y de otros factores exógenos
que comprenden salinidad, la iluminación, y la temperatura, que se consideran
para la producción de la astaxantina durante la etapa roja.

Parámetros cinéticos de crecimiento y de producción de pigmentos
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Se revisó el ajuste al modelo logístico, modelo Baranyi y Roberts con los cuales
se determinaron los parámetros cinéticos de crecimiento y de producción de
pigmento.

Se determinó la productividad (P, g.L./d) utilizando la ecuación, donde X
(células/mL) representa la concentración celular final, X0 (células /mL)
representa la concentración de inicial cultivo de biomasa, t (d) representa el
tiempo final y t0 representa el tiempo inicial de cultivo:

P = (X – Xo)
(t – to)

Se compara la máxima velocidad de crecimiento (rata de crecimiento) (μmáx.)
reportadas en los trabajos revisados, la cual se obtiene por regresión
exponencial en la fase exponencial (fase log), donde se multiplican las células y
el tiempo de generación se obtiene de la siguiente ecuación. (56)
:

tg= Ln 2
μmáx

Cambios morfológicos celulares
Se realizó la comparación en los trabajos revisados de la caracterización
morfológica macroscópica y microscópica, que se relacionó con las
condiciones de trabajo, analizando la morfología observada (formas
vegetativas, biflageladas, palmella, enquistada, aplanospora, con un ejemplo
de cada morfología), tiempo de duración del estudio, el tiempo en que en cada
uno empieza el enquistamiento y el tiempo en que se ven aplanosporas.

5.1 Diseño experimental y análisis de datos
Se realizó un análisis multicriterio de los resultados obtenidos de los trabajos
desarrollados desde el 2015 al 2020 sobre la producción de astaxantina
utilizando diferentes condiciones de estrés. Se tuvieron en cuenta los
parámetros cinéticos de crecimiento como la biomasa (células/mL), la velocidad
máxima de crecimiento (μmax), tiempo de duplicación (td), concentración de
clorofila (μg/L), producción del pigmento astaxantina (μg/L) y la productividad
de astaxantina (μg/cel. mL) .

El análisis multicriterio incluyó las condiciones utilizadas : inoculo, pH,
temperatura, CO2, aireación, luz, ciclos luz/oscuridad, agitación, deficiencia de
nitrógeno, deficiencia de fosfatos y estrés salino con acetato de sodio y cloruro
de sodio y su influencia en el crecimiento celular, en el cambio morfológico y en
la producción de astaxantina.

Los datos fueron analizados usando Excel 2016 con diferentes variables a
analizar, incluyendo año de publicación e idioma (Figura 7) y temas del estudio.
Se utilizó estadística descriptiva para analizar los resultados.
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6.RESULTADOS

En la búsqueda electrónica se encontraron 91 documentos entre los que están
trabajos de grado, libros y artículos científicos y de revisión sobre H. pluvialis.
Al aplicar los criterios de inclusión y el rango de fecha de publicación de 2015 a
2020, quedaron 58 artículos, de los cuales se analizó el resumen de cada uno y
se eliminaron que no cumplieron con los criterios de inclusión, por lo que
quedaron 18 artículos para el análisis y evaluación en esta revisión.

Se analizaron las condiciones de estrés que tuvieron un efecto en la producción
de astaxantina por H. pluvialis. Estos estudios se realizaron en Colombia, Chile
China, Corea, Bélgica, India, Estados Unidos, España.

Figura 6. Relación de publicaciones revisadas por año de publicación

El 67% de las publicaciones revisadas se encuentran entre el periodo de
tiempo comprendido entre el año 2015 al año 2020. Las publicaciones
revisadas incluyen  78 artículos, 12 trabajos de grado y 1 libro (Figura 6).
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Figura 7. Idioma de las publicaciones revisadas

La Astaxantina es un ketocaroteniode de gran interés biotecnológico por sus
múltiples usos como colorante y compuesto bioactivo. Con base en la revisión
bibliografía realizada se puede evidenciar los cambios macroscópicos y
microscópicos de los cultivos de H. pluvialis, la evaluación de la eficacia de los
distintos medios de cultivo utilizados para el cultivo de la microalga y las
condiciones de estrés que se han estudiado en la revisión bibliográfica
realizada y en la investigación realizada por el grupo de bioprocesos y control
de Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca en 7 trabajos realizados, para
lograr la mayor productividad de Astaxantina.

6.1. Crecimiento celular

De los artículos y trabajos revisados para la realización de este trabajo se
destacan algunas condiciones que favorecen el crecimiento de la microalga y a
su vez la obtención de Astaxantina, como se evidencia a continuación:

GRUPO DE BIOPROCESOS Y CONTROL 2015-2020
Trabajo Condiciones de cultivo Resultados Bibliografía

1.Evaluación de las
condiciones de

crecimiento celular
para la producción

de astaxantina a
partir de la microalga

H. pluvialis

Medios de cultivo
(BBM, OHM, RM) en

Biorreactores de
500mL, las

condiciones de cultivo
empleadas fueron: pH

6.7 a 7.0 CO2 al 5%,
fotoperiodo de 16

horas luz 8 oscuridad,
irradiancia 70 μE/m2s

Medio RM con 7,5 x
105 cel./mL en el día

36, velocidad de
crecimiento 0,092

Células/día (0,97%).

36 días de cultivo

(31)
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2.Efecto de la
deficiencia de

nitrógeno sobre  la
expresión de genes y

la producción de
astaxantina en

H. pluvialis

medio RM con
nitrógeno al 4.0% y
5.0%, utilizando las
condiciones  de pH
6,7, ciclo luz/oscuridad
20h:4h,  temperatura
25ºC, agitación
continua, CO2 5%,
iluminación con
lámparas
fluorescentes blancas
y una irradiancia alta
de 140 µE/m2s

Medio RM con
concentración de

nitrógeno al 4.0% fue
1,76x106 cel./mL y para

el tratamiento con
concentración con

nitrógeno al 5.0% fue
2,50x106 cel./mL,

Velocidad de
crecimiento para el

tratamiento con
concentración de

nitrógeno al 4.0% fue
0,0029 cel./día y para

el tratamiento con
concentración de

nitrógeno al 5.0% fue
0,0028 cel./día.

21 días de cultivo

(39)

3.Producción de
astaxantina y ácidos

grasos bajo
condiciones de

estrés por
deficiencia de

nitrógeno y alta
luminosidad en H.
pluvialis usando

medio BBM

Medio Basal Bold
(BBM) con deficiencia
de Nitrógeno, en una
concentración de 4% y
5%, fotoperiodo 20/4
luz/oscuridad con
lámparas
fluorescentes blancas,
temperatura 21°C,
humedad relativa de
45% y agitación
manual una vez al día
durante 10 segundos.

Método 1: BBM que
presenta 5% de
deficiencia de

nitrógeno, el mayor
crecimiento de la

población celular es
de 1,05 x106 cel./mL en

el día 18, con un
recuento final de a

8,6x105 cel./mL.
El tratamiento donde

se usa BBM con
deficiencia de

nitrógeno al 4%
alcanza su máximo

crecimiento el día 21
con 1,12x106 cel./mL.
Método 2: con BBM

que presentan
deficiencia del 4% de

nitrógeno y deficiencia
del 5% de nitrógeno,

se presenta su
máximo crecimiento

en el día 24 con
7,5x105 cel./mL.

Tiempo de cultivo 24
días

(40)
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4.Efecto de los
factores de estrés

acetato de sodio, alta
irradiancia y color de

luz para la
producción de
astaxantina en

H. pluvialis.

Medios RM y 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 irradiancia de 150
μE m-2 s-1, con CO₂ al
5%, agitación con
burbujeo, temperatura
20ºC ± 2ºC,
fotoperiodo 20:4 Luz /
Oscuridad y pH 6.8.

La biomasa a los 30
días fue de 2,49x105

cel./mL y
1.55x105cel/mL en
medio BBM y RM
respectivamente

Tiempo de estudio 30
días

(68)

5.Producción de
astaxantina en H.

pluvialis bajo efecto
de factores de estrés

como acetato de
sodio y cloruro de

sodio.

Medio RM bajo un pH
de 6,8, temperatura
20±2ºC, aire filtrado,
iluminación con
lámparas blancas con
20h luz/4h oscuridad,
irradiancia 70 μE
m−2s−1 con diferentes
concentraciones de
acetato de sodio.

El tratamiento con
acetato de sodio 0,320
g/L + cloruro de sodio

1,28 g/L presentó el
mayor crecimiento
celular de 1,64x105

células/mL

Tiempo del estudio 56
días

(55)

6.Producción de
astaxantina en H.
pluvialis bajo el

efecto de la
deficiencia de
fosfatos y alta

intensidad de luz.

Medio RM (RM1) y una
concentración de
fosfatos de: 20 mg/L
(RM2), 30 mg/L(RM3) y
40 mg/L (RM4),
además de un medio
con 20 mg/L de
fosfatos con 5% de
nitrógeno (RM5).
Condiciones: pH de
6.8, fotoperiodo de 20h
luz y 4h oscuridad e
irradiancia de 75 luxes
en fase de estrés, luz
blanca, temperatura de
20 ±1 °C. Agitación
diaria 10 segundos.

El tratamiento con
mayor crecimiento fue

el RM3: 40 mg/L de
fosfatos con

9,69 x 105 cel./mL
Tiempo del estudio 62

días

(82)

ARTÍCULOS REVISADOS
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Efecto de diferentes
protocolos de

aplicación de un
campo magnético

(0.03T) sobre el
crecimiento
,viabilidad y
composición

pigmentaria de
H. pluvialis flotow y

ausencia de
nitrógeno.

Campo magnético de
0.03T sobre el
crecimiento, la
viabilidad celular y la
acumulación de
pigmentos en
H. pluvialis

Densidades celulares
máximas a los 16 días
de cultivo (123.0 ± 2.83
x 104 cel./mL), valores

que no difieren
significativamente de

los controles,
desarrollados sin

exposición al campo
magnético (125.5 ±
3.54 x 104 cel./mL)

(4)

Optimización del
crecimiento  y
producción de

carotenoide
astaxantina por la

microalga H.
pluvialis en
diferentes

condiciones de
cultivo.

Medio selectivo Basal
Bold 3N (MBB), tres
temperaturas (21, 23 y
25 °C) y cuatro
intensidades de luz
(30, 40, 50 y 60
µmol·m-2 ·s-1 ) en 100
mL de cultivo.

El mayor número de
células se obtuvo con

21°C y 30
µmol·m-2·s-1:            3,

20 x105 cel./ mL

(32)

Efectos de la
concentración inicial
de nitrógeno en el
medio de cultivo
sobre la producción
de astaxantina a
partir de H. pluvialis

Medio de cultivo BBM,
en condiciones
de baja intensidad de
luz (70 µmol
fotón.m-².s-1,
concentración doble y
triple de  nitrato de
sodio.

100mg (38)

Producción de
astaxantina a partir

de la microalga
H. pluvialis y
evaluación de

posibles
aplicaciones.

El medio de cultivo
empleado del medio
BBM, se cultivo  en
seis matraces
Erlenmeyers ,
en cámara de cultivo
bajo 70 μmol de
fotones/m-2.s-1 a
temperatura ambiente
(entre 24-28 ° C), sin
agitación, aireación y
control de
pH.

Velocidad de
crecimiento rx

adquiriendo valores de
1,5 mg X/L.h para el
cultivo iluminado de
manera continua y

0,805 mg X/L.h para el
cultivo iluminado

mediante
ciclos L-O.

(46)
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Optimización del
crecimiento y

producción del
carotenoide

astaxantina por la
microalga

Haematococcus sp.
en

diferentes
condiciones de

cultivo

. El medio utilizado
fue el MBB 3N,
fotoperiodo
luz:obscuridad de
12:12 horas, diferentes
temperaturas (21, 23 y
25 °C) e intensidades
de
11luz (30, 40, 50 y 60
µmol·m-2
·s-1).

tratamientos a 21°C
junto con
con 50 µmol·m-2
·s-1, con biomasas de
2,143x105 Cél/mL

(51)

Sobreacumulación
de astaxantina en

H. pluvialis mediante
ingeniería genética

de cloroplastos

Los cultivos se
incubaron a 22-25 ± 2
°C con aireación
continua y luz (30
μmol de fotones × m-2
× s-1),

6,88 × 105 células/mL (54)

Cultivo de H.
pluvialis y el efecto
dela captación de

amoniaco usando un
extracto de Yucca

shidigera.

Como  medio  de
cultivo  se utilizó el
medio  basal  Bold
sustituyendo el nitrato
como  fuente  de
nitrógeno  p or amonio
a  3  mM ,luz continua,
temperatura  de  28ºC
y   una agitación  de
2000  rpm.

Con amonio usando
40 μL/L se obtuvo una
densidad celular de
6.62 × 105 cel/ml.

(63)

Efecto de las Bajas
Concentraciones de
Nitratos y Fosfatos

sobre la
Acumulación de
Astaxantina en

Haematococcus
pluvialis UTEX 2505

Medio BBM,
temperatura 25 ± 5°C,
fotoperiodo 12:12,
intensidad de luz 52
μmol/m2s y
burbujeo de aire
enriquecido con 3% de
CO2

Concentración
celular de 0.85- 1.0 g/L.

(66)

Tabla 5. Crecimiento celular de H. pluvialis bajo diferentes condiciones de
cultivo.
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Figura 8. Crecimiento celular de H. pluvialis. Revisión 2015-2020. Trabajos
GBYC: 1,2,3,4,5 y 6

En la tabla 5 y figura 8 se observa que el estudio que presentó la mayor
producción de biomasa en menor tiempo en células/mL fue en el que se utilizó
medio: RM que presenta 5% de deficiencia de nitrógeno con un recuento final de a
2,5x106 cel./ml a los 21 días de cultivo, bajo las condiciones de pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25ºC, agitación continua, CO2 5%,
iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 µEm2s (39), Seguido por el estudio donde se usó medio
BBM con deficiencia de nitrógeno al 4%, con un valor de 1,12 x 106 cel./mL en
el día 21, ciclo luz:oscuridad 20h/4h con lámparas fluorescentes blancas Tlt 20
w/54RS marca Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitación
manual una vez al día durante 10 segundos (40).

En los artículos publicados se puede observar que las condiciones que
favorecieron la producción de astaxantina fueron la incubación a 22-25 ± 2 °C
con aireación continua y luz (30 μmol de fotones × m-2 × s-1)(54),que arroja un
crecimiento celular de 6,88 × 105 células/mL siendo, la publicación que arroja
números más altos de crecimiento celular, seguido de condiciones de cultivo
como medio de cultivo se utilizó el medio BBM sustituyendo el nitrato
como fuente de nitrógeno por amonio a 3 mM ,luz continua, temperatura
de 28ºC y una agitación de 2000 rpm(63), con una densidad celular de
6.62 × 105 cel/ml

6.2.Parámetros cinéticos de crecimiento y de producción de pigmentos

A continuación se presenta un resumen de los parámetros cinéticos
determinados para los trabajos revisados reportándose, el modelo matemático
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realizado, la velocidad de crecimiento, el tiempo de duplicación y el coeficiente
de correlación que nos indica como los diferentes tratamientos utilizados se
ajustan al modelo matemático aplicado según la determinación del coeficiente
de correlación con un valor cercano a 1.

Modelo Medio
de

cultivo
N° de

Dato
s

Dato
mínimo

Dato
máximo

Velocidad de Coeficiente de

Tiempo de
duplicación

(td)
Bibliografía

Crecimiento
(µmáx.)

Determinación
(R2)

Logístico RM 13 4 5,878 0,092 0,97 7,53 (31)
OHM 13 4 5,535 0,062 0.99 11,18
BBM 13 4 5,588 0,056 0,97 12,38

Logístico RM 5 4 4,509 0.0329 0,99 21,06 (68)

BBM 5 4 4,580 0.0326 0,98 21,26
Logístico RM1 10 4 6,222 0,041 0,73 16,90 (68)

RM2 10 4 5,975 0,317 0,62 2,19
RM3 10 4 5,986 0,292 0,48 2,37

RM4 10 4 5,853 0,009 0,35 7,7
RM5 10 4 6,368 0,285 0,73 2,43

Baranyi-Rob
erts

RM2
11 4.0 5.97 0.315 0.90

2,2
Baranyi-Rob
erts

RM 10 4

6,684
0,292 0,87

2,37 (39)

RM N
4% 13 4

6,571 0,240
0,93

2,89

RM N
5% 13 4

6,559 0,248 0,90 2,79

ARTÍCULOS REVISADOS
No reporta BBM

cultivo
iluminad
o de
manera
continua

1,5 mg X/L.h.
2,16

(46)

No reporta BBM
cultivo

iluminad
o

mediant
e

0,805 mg X/L.h

1,16
(46)
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ciclos
L-O

RM2: 20 mg/L de fosfatos, RM3: 30 mg/L de fosfatos, RM4: 40 mg/L de fosfatos, RM5: 20 mg/L de
fosfatos con 5% de nitrógeno. RMN4%: deficiencia de 4% de nitrógeno, RMN5%: deficiencia de nitrógeno
al 5%

Tabla 6. Parámetros cinéticos del cultivo de H. pluvialis bajo diferentes condiciones.

En la tabla 6 podemos observar que los parámetros cinéticos determinados
para los trabajos revisados se obtuvieron al aplicar los modelos matemáticos
logístico y Baranyi-Roberts, observando que el modelo que más se ajusta para
explicar el crecimiento de la microlaga bajo las condiciones de cultivo es el
modelo logístico, porque el coeficiente de correlación (R2) obtenido en los
trabajos donde aplicó, se aproxima más a 1, usando los medios de cultivo RM y
BBM con valores de 0,99 usando medio OHM (31) y RM (68). Los valores de
tiempo de duplicación más bajos con valores de 2, 19 días (modelo logístico) y
2,2 días (Modelo Baranyi-Roberts), se presentaron para el estudio donde se
utilizó medio RM suplementado con 20 mg/L de fosfatos bajo las condiciones
de pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h oscuridad e irradiancia de 75 luxes
en fase de estrés, lámparas fluorescentes blancas Tlt 20 w/54RS marca
Phillips, temperatura de 20 ±1 °C. agitación diaria 10 segundos(82). Los
tiempos de duplicación más altos se reportaron para el trabajo realizado bajo
las condiciones donde se usan los 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 irradiancia
de 150 μE m-2 s-1, con CO₂ al 5%, agitación con burbujeo, temperatura 20ºC ±
2ºC, fotoperiodo 20:4 Luz / Oscuridad y pH 6.8.de las células, con valores de
21,06 días  para medio RM y  21.26 días para medio BBM

La velocidad de crecimiento (µmáx.), según el modelo logístico es 0,092 por día
para el tratamiento donde se usó medio RM con las condiciones de cultivo: pH 6.7
a 7.0, CO2 al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s (31).
Cuando se utilizó fosfatos en diferentes concentraciones, se incrementó la velocidad
de crecimiento observándose que el tratamiento con mayor valor en este parámetro es
en el que se utilizó medio RM suplementado con 20 mg/L de fosfatos (RM2)
bajo las condiciones de pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h oscuridad e
irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, luz blanca, temperatura de 20 ±1 °C.
agitación diaria 10 segundos(82), con un valor de 0,317 células/día (R2:
0,62).según modelo logístico y de 0,315 cél./día (R2:0,90), según modelo
Baranyi-Roberts.

6.3. Concentración de clorofila y astaxantina.

La deficiencia de nitrógeno es una condición de estrés que favorece una mayor
producción de astaxantina. Se han usado otras condiciones que también
contribuyen a la acumulación de este ketocarotenoide en los trabajos
realizados, lo cual se reporta a continuación:

TRABAJOS GRUPOS BIOPROCESOS Y CONTROL 2015-2020

43



Trabajo Condiciones
de estrés y de

cultivo

Concentració
n de clorofila

Concentración
de astaxantina

Productividad de
astaxantina (Xp/Xx)

Bibliografía

1.
Evaluación
de las
condicione
s de
crecimient
o celular
para la
producció
n de
astaxantin
a a patir de
la
microalga
H. pluvialis

Medios de
cultivo (BBM,
OHM, RM) en
Biorreactores
de 500mL con
350mL de
medio y
1x104cel/ml de
inóculo en fase
exponencial,
las
condiciones de
cultivo
empleadas
fueron: pH 6.7
a 7.0 CO2 al
5%,
fotoperiodo de
16 horas luz 8
oscuridad,
irradiancia 70
μE/m2s

Medio RM con
una

concentración
de 8.3 μg/mL

1,10 x 10-5

μg/cel.mL

(31)

2.Efecto
de la
deficiencia
de
nitrógeno
sobre  la
expresión
de genes y
la
producció
n de
astaxantin
a en H.
pluvialis

medio RM con
nitrógeno al
4.0% y 5.0%,
utilizando las
condiciones
de pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad
20h:4h,
temperatura
25ºC, agitación
continua, CO2
5%,
iluminación
con lámparas
fluorescentes
blancas (Tlt
20w/54RS
marca Philips)
y una
irradiancia alta
de 140 µE/m2s

La producción
de astaxantina
fue de 3,52x10-6

µg/cel. mL con
una

concentración
de nitrógeno al

4.0% y una
irradiancia alta
de 140 µE/m2s,
correlacionado
con expresión
de genes psy,
pds, lcy, bkt y

chy,

3,52x10-6 µg/cel.
mL

(39)
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3.Producci
ón de
astaxantin
a y ácidos
grasos
bajo
condicione
s de estrés
por
deficiencia
de
nitrógeno
y alta
luminosida
d en H.
pluvialis
usando
medio
BBM

Medio Basal
Bold (BBM)
con deficiencia
de Nitrógeno,
en una
concentración
de 4% y 5%,
fotoperiodo
20/4
luz/oscuridad
con lámparas
fluorescentes
blancas Tlt 20
w/54RS marca
Phillips,
temperatura
21°C, humedad
relativa de 45%
y agitación
manual una
vez al día
durante 10
segundos.

Clorofila
inicial de

3,247 ug/mL,
en el día 15
aumenta a

11,063 ug/mL
y en el día

final
disminuye a
6,178 ug/mL
en el método
1 con BBM

con
deficiencia de
Nitrógeno al

4%

Medio BBM
con deficiencia
de Nitrógeno al
4%: 0,102
ug/ml a 3,058
ug/mL.

3,55x10-6 µg/cel.

mL

(40)

4.Efecto
de los
factores
de estrés
acetato de
sodio, alta
irradianza
y color de
luz para la
producció
n de
astaxantin
a en H.
pluvialis.

Medios Rudic’s
medium (RM) y
Bold’s basal
medium (BBM),
suplementados
con
concentracione
s de acetato de
sodio de 0.248
mg/mL, 0.310
mg/mL, 0.372
mg/mL, luz
blanca y azul
con una
irradiancia de
150 μE m-2 s-1,
con CO₂ al 5%,
agitación con
burbujeo,
temperatura
20ºC ± 2ºC,
fotoperiodo
20:4 Luz /
Oscuridad y pH
6.8.

Se obtuvieron
29.45μg/mL al

utilizar luz
azul, alta

irradiancia y
0.310mg/mL

de acetato de
sodio en

medio RM.

Medio RM
5.06μg/mL, se
utilizó una
concentración
a 0.372 mg/mL
de acetato de
sodio, luz azul
e irradiancia
150 μE m−2 s−1
como factores
de estrés.

3.26x10-5 µg/cel. mL (68)

5.Efecto
del estrés
producido
por la
variación
del color
de luz y la
deficiencia
de
nitrógeno,

Biorreactores
de 500mL con
350mL de
medio y
1x104cel/ml de
inóculo en fase
exponencial,
las
condiciones de
cultivo

En el medio
BBM una
concentració
n inicial de
7,54 x 10-7
μg/cel x ml, y
finalizó con
3,90 x 10-7
μg/cel x ml.

Uso de luz roja
en el medio
BBM: 7.24 x10-5

μg/cel. mL de
astaxantina

7.24 x10-5 μg/cel.
mL

(67)
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sobre la
expresión
de genes y
producció
n de
astaxantin
a en H.
pluvialis

empleadas
fueron: pH 6.7
a 7.0 CO2 al
5%,
fotoperiodo de
16 horas luz 8
oscuridad,
irradiancia 70
μE/m2s con
variación del
color de luz y
un segundo
tratamiento
con variación
del color de luz
y nitrógeno al
4.0%, cada fase
se desarrolló
en un periodo
de 30 días, de
los cuales 15
días fueron de
crecimiento y
15 días de
estrés (luz roja,
luz azul) ; se
llevó a cabo en
los medios RM
y BBM

6.Producci
ón de
astaxantin
a en H.
pluvialis
bajo efecto
de
factores
de estrés
como
acetato de
sodio y
cloruro de
sodio.

medio RM bajo
un pH de 6,8,
temperatura
20±2ºC, aire
filtrado,
iluminación
con lámparas
blancas con
20h luz/4h
oscuridad,
irradiancia 70
μE m−2s−1 con
diferentes
concentracione
s de acetato de
sodio y cloruro
de sodio
adicionadas a
diferentes
tiempos,
durante 56
días.

El tratamiento
con acetato
de sodio
0,320 g/L +
cloruro de
sodio 1,28 g/L
presentó la
concentració
n de clorofila
de 0,245
µg/mL.

El tratamiento
al cual se le
adicionó 1,6
g/L de acetato
de sodio y 6,4
g/L de cloruro
de sodio: 7,3
µg/mL

1.73 x10-4 μg/cel.
mL

(55)

7.Producci
ón de
astaxantin
a en H.
pluvialis
bajo el
efecto de

Medio RM y
una
concentración
de fosfatos de:
20 mg/L, 30
mg/L y 40
mg/L, además

La mayor
concentració
n de clorofila
fue obtenida
para el
tratamiento
RM3 (40 mg/L

El tratamiento
RM2 (30 mg/L
de fosfatos)
obtuvo mayor
concentración
de astaxantina

6.12 x10-6 μg/cel.
mL

(82)

46



la
deficiencia
de
fosfatos y
alta
intensidad
de luz.

de un medio
con 20 mg/L de
fosfatos con
5% de
nitrógeno y un
medio control.
Se utilizó un
pH de 6.8,
fotoperiodo de
20h luz y 4h
oscuridad e
irradiancia de
75 luxes en
fase de estrés,
luz blanca,
temperatura de
20 ±1 °C.
agitación diaria
10 segundos.

de fosaftos),
con 26.2
µg/mL

con 5.772
µg/mL

ARTÍCULOS REVISADOS
Efecto de
diferentes
protocolos
de
aplicación
de un
campo
magnético
(0.03T)
sobre el
crecimient
o
,viabilidad
y
composici
ón
pigmentari
a de H.
pluvialis
flotow y
ausencia
de
nitrógeno.

pH:6, sin
suministro de
CO2; con
un régimen de
luz continua a
una densidad
de flujo
fotónico de 59
μE m-2s-1 y
20°±2ºC.

35 pg/cel a
los 2 dias de
cultivo

2.5 pg/cel en el
dia 8 de
cultivo.

2.5 pg/cel. (4)

Optimizaci
ón del
crecimient
o y
producció
n de
carotenoid
e
astaxantin
a por la
microalga
H. pluvialis
en
diferentes

Se realizaron
tres
bioensayos
con diferentes
condiciones de
estrés, primero
exponiendo los
cultivos a ocho
intensidades
de
luz (100, 200,
400, 600, 800,
1000, 1300 y
1600 µmol·m-2

Se registró la
absorbancia
de
astaxantina
(476 nm)
como
indicador de
acumulación
del pigmento.
Mayor
grado de
inducción
con las
intensidades

(32)
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condicione
s de
cultivo.

·s-1
), en la
segunda
prueba se
limitó la fuente
de
nitrógeno
(NaNO3) en el
medio de
cultivo (0, 50,
75 y 100%),
con base en el
MBB. En el
tercer
bioensayo
se añadió NaCl
al medio (0,
0.034, 0.13,
0.25 y 0.43 M).

de 400 y 600
µmol·m-2
·s-1
, en
combinación
de 0 y 100%
de NaNO3,
y con las
salinidades
de 0.034, 0.25
M.

Efectos de
la
concentra
ción inicial
de
nitrógeno
en el
medio de
cultivo
sobre la
producció
n de
astaxantin
a a partir
de H.
pluvialis

Se utilizó el
medio de
cultivo BBM,
en condiciones
de baja
intensidad de
luz (70 µmol
fotón.m-
².s-1,
concentración
diferente de
nitrato de
sodio,
conteniendo
los cultivos 2N
y 3N el doble y
triple de la
concentración
de nitrato de
sodio

1000 mg/L 10mg/L (38)

Efecto de
las Bajas
Concentra
ciones de
Nitratos y
Fosfatos
sobre la
Acumulaci
ón de
Astaxantin
a en H.
pluvialis
UTEX
2505.

medio Basal
Boldtemperatu
ra 25 ± 5°C,
fotoperiodo
12:12,
intensidad de
luz 52
μmol/m2s y
burbujeo de
aire
enriquecido
con 3% de
CO2, bajas
concentracione
s en la fuente
de nitrógeno y
altas
concentracione
s de fósforo,

168.4 µg/mL de
astaxantina

1,684 x 105 µg/g (66)
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Optimizaci
ón del
crecimient
o y
producció
n del
carotenoid
e
astaxantin
a por la
microalga
Haematoc
occus sp.
en
diferentes
condicione
s de
cultivo

El medio
utilizado
fue el BBM 3N,
con un
fotoperiodo
luz:oscuridad
de 12:12 horas,
diferentes
temperaturas
(21, 23 y 25 °C)
e intensidades
de 11 luz
(30, 40, 50 y 60
µmol·m-2s-1)

Con el 100% de
nitratos en el
BBM: 197.75 y
166.64 ng/ mg
de astaxantina

7.77 x10-4 ng/cel.
mL

(51)

Microalga
verde
productora
de
astaxantin
a
Haematoc
occus
pluvialis :
de una
sola célula
a
productos
comerciale
s de alto
valor

Medio BBM
,temperatura
de 24°C,  la luz
fue
continuamente
suministrada
por una
lámpara
fluorescente
fría con una
intensidad de
luz con
intensidad
de50 µmoL/ m2
s, agitación175
rpm por 16
días.

500mg/L  de
astaxantina

(43)

Tabla 7. Concentración de astaxantina y clorofila en H. pluvialis.
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Figura 9. Productividad de astaxantina en H. pluvialis. Trabajos GBYC

2015-2020.

Se puede observar en la tabla 7 y figura 9, que las condiciones de estrés
utilizadas permitieron obtener astaxantina con una productividad entre 1.73
x10-4 μg/cel y 3.52 x10-6 μg/cel mL. Las condiciones de estrés revisadas con las
cuales se obtuvo la mayor productividad de astaxantina (1.73 x10-4

(0,000173)μg/cel. mL), son el uso de medio RM, pH de 6,8, temperatura
20±2ºC, aire filtrado, iluminación con lámparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s , 1,6 g/L de acetato de
sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 días de cultivo. Seguido por las
condiciones donde se usó luz roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO2 al 5%,
fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 140 μE/m2s, 30 días de
cultivo con una producción de 7.24 x10-5 (0.0000724) μg/cel. mL de astaxantina
(67). El trabajo donde se obtuvo la menor productividad de astaxantina utilizo
las condiciones de estrés medio RM con nitrógeno al 4.0%, utilizando pH 6,7,
ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25ºC, agitación continua, CO2 5%,
iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 µE/m2s, obteniendo 3,52x10-6 ( 0,00000352) µg/cel. mL
de astaxantina ( 32 ).

Los resultados de producción de astaxantina y clorofila en los estudios
revisados son muy variables ,sin embargo se evidencia una coincidencia en las
condiciones de cultivo a las que se somete la microalga,el medio de cultivo más
utilizado es el BBM(38,42,43,51,55,58,66), fotoperiodo de 12 horas de luz 12
horas de oscuridad (12:12)(42,51,66),por otra parte se puede evidenciar que
las bajas concentraciones de CO2 o la inanición de este compuesto favorece la
producción de astaxantina (4,66) con productividad de astaxantina de 10 mg/L
(38) ,sin embargo en se observaron documentos donde utilizaron altas
concentraciones de CO2, bajas temperaturas , luz alta y irradiancia que oscila
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entre 40 y 50 μmol de fotones m-2s -1 y los autores lograron obtener hasta un
5% de peso seco de astaxantina (,50,53), siendo de gran relevancia debido en
muchos reportes la cantidad no es la que se estima con valores de 0.083mg/ml
de peso seco de astaxantina(51)

Los nitratos cumplen un papel importante en el cultivo de H.pluvialis, sin
embargo se han desarrollado estudios donde se sustituyen algunos
componentes del medio de cultivo por otros , por ejemplo en 2016 se sustituyó
los nitratos por amonio y con la concentración de 40 μL/L de amonio fue
efectivo(39)

6.4.Caracterización morfológica

La tabla 8  presenta un resumen de las condiciones de estrés utilizadas y la
morfología presentada relacionada con la concentración de astaxantina,
incluyendo registro fotográfico de los trabajos realizados por el grupo
bioprocesos y control y los artículos publicados.

TRABAJOS GRUPO BIOPROCESOS Y CONTROL
Trabajo Condiciones Resultados Bibliografía

Efecto
del
estrés
producid
o por la
variación
del color
de luz y
la
deficienc
ia de
nitrógen
o, sobre
la
expresió
n de
genes y
producci
ón de
astaxanti
na en H.
pluvialis

Biorreactore
s de 500mL
con 350mL
de medio y
1x104cel/ml
de inóculo
en fase
exponencial,
las
condiciones
de cultivo
empleadas
fueron: pH
6.7 a 7.0 CO2
al 5%,
fotoperiodo
de 16 horas
luz 8
oscuridad,
irradiancia
70 μE/m2s
con
variación
del color de
luz y un
segundo
tratamiento
con
variación
del color de

El tratamiento óptimo para mejorar la producción del
pigmento fue con una deficiencia de nitrógeno al

4.0%, agregando una variación del color de luz roja en
el medio BBM, alcanzando una producción de 7.24

x10-5 μg/cel. de astaxantina.

Esta concentración de astaxantina es comparable con
la cantidad de células aplanosporas observadas en el
medio, así como el cambio macroscópico observado

en los biorreactores, esto debido a las condiciones de
estrés a las que fue sometido el cultivo

(67)
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luz y
nitrógeno al
4.0%, cada
fase se
desarrolló
en un
periodo de
30 días, de
los cuales
15 días
fueron de
crecimiento
y 15 días de
estrés (luz
roja, luz
azul) ; se
llevó a cabo
en los
medios RM
y BBM

Evaluaci
ón de las
condicio
nes de
crecimie
nto
celular
para la
producci
ón de
astaxanti
na a patir
de la
microalg
a H.
pluvialis

Medios de
cultivo
(BBM, OHM,
RM) en
Biorreactore
s de 500mL
con 350mL
de medio y
1x104cel/ml
de inóculo
en fase
exponencial,
las
condiciones
de cultivo
empleadas
fueron: pH
6.7 a 7.0
CO2 al 5%,
fotoperiodo
de 16 horas
luz 8
oscuridad,
irradiancia
70 μE/m2s

En el medio RM, se pudo evidenciar que las células
pasaron de ser células flageladas móviles, a células

palmellas verdes quienes iban empezando a acumular
el carotenoide en el interior de su citoplasma, hasta
convertirse para el día 24 en células aplanosporas,

estas últimas multiplicando su cantidad para el día 36
de cultivo.

RM
Día
18

36

(31)
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Efecto de
la
deficienc
ia de
nitrógen
o sobre
la
expresió
n de
genes y
la
producci
ón de
astaxanti
na en H.
pluvialis

medio RM
con
nitrógeno al
4.0% y 5.0%,
utilizando
las
condiciones
de pH 6,7,
ciclo
luz/oscurida
d  20h:4h,
temperatura
25ºC,
agitación
continua,
CO2 5%,
iluminación
con
lámparas
fluorescente
s blancas
(Tlt
20w/54RS
marca
Philips) y
una
irradiancia
alta de 140
µE/m2s

Los cambios microscópicos que presentó el cultivo
con nitrógeno al 4.0%, es decir, el que obtiene mayor
producción de astaxantina, se pudo observar como a

través del tiempo el cultivo que inicialmente es
incoloro, adquiere una tonalidad verdosa por el
aumento del metabolismo de células palmellas
verdes, aunque para el día 15, los biorreactores

adquieren un color rojo, debido a la producción de
células aplanosporas quienes acumulan la

astaxantina. Para el día 27 de cultivo, todos los
biorreactores tenían esta coloración, debido a las

condiciones de estrés a las que estaba sometido el
cultivo.

Morfología celular H. pluvialis. Tratamiento con

deficiencia de Nitrógeno al 4%.

Día 0 Día 12 Día 24

(67)

Producci
ón de
astaxanti
na y
ácidos
grasos
bajo
condicio
nes de
estrés
por
deficienc
ia de
nitrógen
o y alta
luminosi
dad en H.
pluvialis
usando
medio
BBM

Medio Basal
Bold (BBM)
con
deficiencia
de
Nitrógeno,
en una
concentraci
ón de 4% y
5%,
fotoperiodo
20/4
luz/oscurida
d con
lámparas
fluorescente
s blancas Tlt
20 w/54RS
marca
Phillips,
temperatura
21°C,
humedad
relativa de
45% y
agitación
manual una

En el día 24 se observaron la mayor cantidad de
células aplanosporas, lo que se relaciona con la

acumulación del pigmento rojo en los biorreactores
para el día 21 de cultivo, en el medio BBM con

nitrógeno al 4.0 %, quien, en las condiciones de
estrés mencionadas, fue el que acumuló mayor

concentración del carotenoide (0,102 ug/mL a 3,058
ug/mL)

Día 18

40x

Día

24

40x

(40)
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vez al día
durante 10
minutos.

Efecto de
los
factores
de estrés
acetato
de sodio,
alta
irradianz
a y color
de luz
para la
producci
ón de
astaxanti
na en H.
pluvialis.

Medios
Rudic’s
medium
(RM) y
Bold’s basal
medium
(BBM),
suplementa
dos con
concentraci
ones de
acetato de
sodio de
0.248
mg/mL,
0.310
mg/mL,
0.372
mg/mL, luz
blanca y
azul con una
irradiancia
de 150 μE
m-2 s-1, con
CO₂ al 5%,
agitación
con
burbujeo,
temperatura
20ºC ± 2ºC,
fotoperiodo
20:4 Luz /
Oscuridad y
pH 6.8.

La mayor concentración de astaxantina se presentó
en  el medio de cultivo RM (5.06μg/mL)

significativamente más eficiente para la producción
(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 irradiancia 150 μE m−2 s−1 como factores de

estrés.
En cuanto la clorofila, se obtuvieron 29.45μg/mL al
utilizar luz azul, alta irradiancia y 0.310mg/mL de

acetato de sodio en medio RM. La morfología
observada fue vegetativa, palmella y aplanóspora. Se
concluyó que la luz azul, el acetato de sodio a 0.372
mg/mL y una alta irradiancia ayudan a inducir una

mayor síntesis de astaxantina en H. pluvialis

(68)

Producci
ón de
astaxanti
na en H.
pluvialis
bajo
efecto de
factores
de estrés
como
acetato
de sodio
y cloruro
de sodio.

Medio RM
bajo un pH
de 6,8,
temperatura
20±2ºC, aire
filtrado,
iluminación
con
lámparas
blancas con
20h luz/4h
oscuridad,
irradiancia
70 μE
m−2s−1 con
diferentes
concentraci
ones de
acetato de
sodio y
cloruro de

Como resultados se obtuvo que, el tratamiento con
1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de

sodio obtuvo la mayor producción astaxantina en un
20% superando los demás tratamientos con 7,3 µg/ml.

Día

1 Día 26

Día
56

(55)
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sodio
adicionadas
a diferentes
tiempos,
durante 56
días.

Producci
ón de
astaxanti
na en
H.
pluvialis
bajo el
efecto de
la
deficienc
ia de
fosfatos
y alta
intensida
d de luz.

Medio RM y
una
concentraci
ón de
fosfatos de:
20 mg/L, 30
mg/L y 40
mg/L,
además de
un medio
con 20 mg/L
de fosfatos
con 5% de
nitrógeno y
un medio
control. Se
utilizó un pH
de 6.8,
fotoperiodo
de 20h luz y
4h
oscuridad e
irradiancia
de 75 luxes
en fase de
estrés, luz
blanca,
temperatura
de 20 ±1 °C.
agitación
diaria 10
segundos.

Los cambios morfológicos observados demostraron
mayor acumulación de células aplanosporas para 20

mg/L y 30 mg/L de fosfatos El tratamiento con 30
mg/L obtuvo la mayor concentración de astaxantina

con 5.772 µg/mL.

Día 5

(82)

Artículos revisados

Efecto de
diferente
s
protocol
os de
aplicació
n de un
campo
magnétic
o (0.03T)
sobre el
crecimie
nto
,viabilida
d y

Campo
magnético
de 0.03T

Aumento de la matriz extracelular de
aproximadamente 6 µm, respecto a las células
control, con repercusión en su morfología.

(4)
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composi
ción
pigmenta
ria de
Haemato
coccus
pluvialis
flotow y
ausencia
de
nitrógen
o.

Producci
ón de
astaxanti
na a
partir de
la
microalg
a
H.
pluvialis
y
evaluació
n de
posibles
Aplicacio
nes

medio BBM ,
bajo 70
μmol
defotones/m
-2.s-1 a
temperatura
ambiente
(entre 24-28
° C), sin
agitación,
aireación y
control de
pH.

(46)

Optimiza
ción del
crecimie
nto y
producci
ón del
carotenoi
de
astaxanti
na por la
microalg
a
Haemato
coccus
sp. en
diferente
s
condicio
nes de
cultivo

8
intensidade
s de
luz (100,
200, 400,
600, 800,
1000, 1300 y
1600
µmol·m-2
·s-1
)

Los tratamientos con 400 y 600 µmol·m-2·s-1 permitieron la
acumulación de pigmentos carotenoides sin ocasionar
daño en la pared celular, en las intensidades de luz 100 y
200 µmol·m-2 ·s-1 no se observó la formación de células
con acumulación completa de pigmentos .

(51)

Microalg
a verde
producto
ra de
astaxanti
na
Haemato

Medio BBM
,temperatura
de 24°C,  la
luz fue
continuame
nte
suministrad

Se encontró que el nitrato de sodio es la fuente de
nitrógeno inorgánico más óptima ,cuando el
cultivo se somete a una deficiencia de nutrientes,
conduce a la acumulación de astaxantina dentro
de las células.

(43)
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coccus
pluvialis
: de una
sola
célula a
producto
s
comercia
les de
alto valor

a por una
lámpara
fluorescente
fría con una
intensidad
de luz con
intensidad
de50 µmoL/
m2 s,
agitación175
rpm por 16
días.

Tabla 8. Caracterización morfológica de H.pluvialis.

En la tabla 8 se puede evidenciar los resultados obtenidos por el grupo de
Bioprocesos y control junto con los resultados analizados para esta
revision,se observa que la acumulación de astaxantina la mayoría de los
estudios se comienza a ver desde el dia 21 de cultivo , sin embargo es de
importancia enfatizar que este tiempo puede variar dependiendo las variables
que maneje cada estudio ,los medios de cultivo más utilizados son el RM y el
BBM(34), las intensidades de luz también es un factor que influye en el
cultivo(34) la intensidad que tuvo un resultado más favorable fue de con 400 y
600 µmol·m-2·s-1 permitieron la acumulación de pigmentos carotenoides sin
ocasionar daño en la pared celular (51).

En 2015 se realizó un estudio donde se utilizaron las siguientes condiciones
BBM (Bold Basal Medium), BG11, RM (Rudic’s Medium) y el medio de Waris-H,
pH se debe de controlar, temperatura entre 25 y 30 ºC, la intensidad lumínica
concentraciones de CO2 del 1% en volumen en el aire y se obtuvieron tasas de
crecimiento en los dos medios de cultivo con 0.30 y 0.367 por día para los
medios Waris-H y BBM (34)

La concentración de algunos compuestos en el medio de cultivo es de gran
importancia para un correcto desarrollo de la microalga , en 2016 se utilizo una
concentración de 40 μL/L de amonio obteniéndose una densidad celular de
6.62x 105 Cel./mL de astaxantina(39).

La temperatura promedio que se ha utilizado para el correcto desarrollo del
cultivo de H.pluvialis es de 25°C y este parámetro se ha definido como uno de
los mas influyentes debido a que si te trabajan con temperaturas muy elevadas
hay un poco crecimiento celular y por lo tanto poca producción de astaxantina
,un estudio trabajo con una temperatura de 50°C en el crecimiento celular y
obtuvo un rendimiento de extracción  menor a  60g/L(40).

A continuación se relaciona una tabla resumen de los trabajos realizados por el
GBYC entre el 2015 y 2020, relacionando condiciones de estrés, morfología
observada, tiempo de estudio, tiempo de enquistamiento, biomasa y producción
de astaxantina,
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Tabla resumen

Referenc
ia

Condiciones
de estrés de

cultivo

Morfolog
ía

observa
da

Tiemp
o de

estudi
o

Tiempo de
enquistamien

to

Tiempo de
observació
n células

aplanospor
as

Biomas
a

Producci
ón de

astaxanti
na

1.Niño et
al. 2015

(31)

CO2 al 5%,
un pH de 6.7
a 7, un
periodo de
luz de 16:8 e
irradiancia de
70 μE/m2s;
fase de
estrés con
fotoperiodo
de 20:4 y 140
μE/m2s de
irradiancia.

-Célula
flagelada
móvil
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

36
días

18 días 24 días
7.5 x105

cel./ml 1.11x10-5

µg/cel mL
8.3 μg/mL

2.Gómez
et al.

2016 (39)

Medio RM
con nitrógeno
al 4.0%, de
pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad
20h:4h,
agitación
continua,
CO2 5%,
iluminación
con lámparas
fluorescentes
blancas y
una
irradiancia de
140 µE.

-Célula
flagelada
móvil
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

36
días

12 días 24 días
2.10x106

cel./ml
3.52x10-6

µg/cel. mL
7.4 ug/mL

3.Rios et
al. 2016

(40)

Medio BBM
con
deficiencia de
nitrógeno al
4%,
fotoperiodo
20:4 con
lámparas
fluorescentes
blancas,
humedad
relativa de
45% y
agitación
manual una
vez al día
durante 10
minutos.

-Célula
flagelada
móvil.
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

24
días

15 días 18 días 1.12x106

cel./ml

2.73x10-6

µg/cel.mL

3.058
ug/mL
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4.Ávila et
al. 2019

(67)

Deficiencia
de nitrógeno
al 4.0%,
agregando
una variación
del color de
luz roja en el
medio BBM.

-Célula
flagelada
móvil.
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

30
días 18 días 21 días - *

7.24 x10-5

μg/cel.mL

5.Cuero
et al.
2019.
(68)

Medio RM
usando 0.372
mg/mL de
acetato de
sodio, luz
azul e
irradiancia
150 μE m−2
s−1, CO₂ al
5%, agitación
con burbujeo,
fotoperiodo
20:4 y pH
6.8.

-Célula
flagelada
móvil.
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

30
días

27 días 30 días 1.55x105

cel./ml
3.26x10-5

µg/cel.mL
5.06μg/m

L

6.Rodrígu
ez. 2018

(55)

Medio RM,
pH de 6,8,
aire filtrado,
iluminación
con lámparas
blancas con
20h luz/4h
oscuridad,
irradiancia 70
μE m−2s−1.
Acetato de
sodio 1,6 g/L
desde el
inicio y
adición de
cloruro de
sodio 6,4 g/L,
a los 15 días.

-Célula
flagelada
móvil.
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

56
días

28 días 35 días 4.2x104

cel./ml
1.738
x10-4

μg/cel. mL
7.3 µg/ml

7.Rodrígu
ez. 2020

(82)

Medio RM,
fosfatos de
30 mg/L, pH
de 6.8,
fotoperiodo
de 20 h luz:4
h oscuridad
irradiancia de
75 luxes en
fase de
estrés, luz
blanca.

-Célula
flagelada
móvil.
-Célula
palmella.
-Célula
intermedi
a.
-Célula
aplanosp
ora.

62
días

28 días 46 días 9.43x105

cel./ml

6,12 x10-6

µg/cel. mL

µg/ml

Tabla 9.Tabla resumen.
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Figura 10. Tiempos del cultivo y de producción de astaxantina en H. pluvialis.
Trabajos GBYC 2015-2020.

En la tabla 8, Figura 10 y tabla 9 se pudo evidenciar que en todos los
tratamientos se observa la morfología de la microalga desde sus formas
vegetativas, biflageladas móvil, célula palmella, célula intermedia y célula
aplanospora, bien definidas y relacionadas con la producción de astaxantina. El
estudio en el cual se presentó el menor tiempo de enquistamiento fue en el que
se trabajo medio RM con nitrógeno al 4.0%, de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad
20h:4h, agitación continua, CO2 5%, iluminación con lámparas fluorescentes
blancas y una irradiancia de 140 µE/m2 ( 39 ).

Los estudios que presentan el mayor tiempo de enquistamiento de 28 días son
en los cuales se utilizó como condiciones de estrés medio RM, concentración
de fosfatos de 30 mg/L, pH de 6.8, fotoperiodo de 20hluz:4h oscuridad,
irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, luz blanca con una productividad de
astaxantina 6,12 x10-6 µg/cel. mL (82) y el estudio donde se usó medio RM, pH
de 6,8, aire filtrado, iluminación con lámparas blancas con 20h luz/4h
oscuridad, irradiancia 70 μE m−2s−1, acetato de sodio 1,6 g/L desde el inicio y
adición de cloruro de sodio 6,4 g/L, a los 15 días con la mayor productividad de
astaxantina de 1.738 x10-4 μg/cel. mL de los estudios revisados ( 55 ). , Es de
gran importancia resaltar que la producción del ketocarotenoide se logra
cuando la morfología del H. pluvialis está en aplanosporas y que
en los estudios reportados estas células se producen en el día 24 luego del
comienzo de cultivo sin embargo la acumulación puede comenzar desde el día
9 (46), dependiendo de las condiciones de estrés utilizadas con tiempos de
enquistamientos de 11 días.
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7.DISCUSIÓN

El H. pluvialis es una micro alga de gran interés biotecnológico debido a que
es la principal productora de astaxantina y este keotocarotenoide tiene
amplios usos en las diversas industrias por sus características antioxidantes,
anticancerígenos e inmunomoduladores, necesita para su crecimiento agua,
luz, CO2, y sales minerales entre las que se encuentran principalmente alguna
fuente de nitrógeno como nitrato o amonio y una fuente de fósforo que suele
ser algún fosfato inorgánico ,sin embargo , la gran problemática rodea a este
compuesto es su crecimiento lento(78).

En la revisión realizada acerca del tema se ha logrado evidenciar las
condiciones en las que se ha trabajado la microalga para lograr una mayor
producción del ketocarotenoide es importante tener en cuenta que para una
buena producción de astaxantina se tiene que tener un buen cultivo de la
microalga productora , para lo cual se debe realizar el cultivo en un medio que
tenga los nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo de la microalga
pasando por cada una de sus fases de crecimiento como la fase de adaptación
, fase exponencial (15 días), fase estacionaria de estrés natural y fase de
muerte(6). Se observa también un cambio morfológico desde célula biflajelada,
célula palmeloide , célula intermedia hasta llegar a aplanospora donde se logra
la acumulación de astaxantina (39) .Por ello es importante la elección del medio
entre los cuales se encontró que los que incrementaron la biomasa fueron el
medio RM(82) y BBM (40)que están compuestos principalmente por
micronutrientes como sales inorgánicas de nitratos y fosfatos inorgánicas,
aunque cabe resaltar que cuando se necesitan una especificidad más alta del
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medio se le pueden adicionar nutrientes como como los factores de crecimiento
, vitaminas como tiamina, biotina, vitamina B12, agentes solidificantes, adición
de acetato de sodio, etc(28).

Como se mencionó previamente de los estudios revisados, el que presentó la
mayor producción de biomasa indicador del crecimiento celular en menor
tiempo en células/mL fue en el que se utilizó medio: RM que presenta 5% de
deficiencia de nitrógeno con un recuento final de a 2,5x106 cel./ml a los 21 días
de cultivo, bajo las condiciones de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h:4h,
temperatura 25ºC, agitación continua, CO2 5%, iluminación con lámparas
fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips) y una irradiancia de 140
µEm2s (39), Seguido por el estudio donde se usó medio BBM con deficiencia
de nitrógeno al 4%, con un valor de 1,12 x 106 cel./mL en el día 21, ciclo
luz:oscuridad 20h/4h con lámparas fluorescentes blancas Tlt 20 w/54RS marca
Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitación manual una
vez al día durante 10 segundos (40), por ello Parra et al, enuncia que el
nitrógeno es el nutriente más importante en los cultivos, pero también uno de
los más difíciles de manejar y se usa para la producción aminoácidos, que
producen las proteínas que construyen las células y es esencial para el
crecimiento celular debido a que es un compuesto principal de la clorofila(88).

En la Tabla 6 podemos observar que los parámetros cinéticos determinados
para los trabajos revisados se obtuvieron al aplicar los modelos matemáticos
logístico y Baranyi-Roberts, observando que el modelo que más se ajusta para
explicar el crecimiento de la microlaga bajo las condiciones de cultivo es el
modelo logístico, porque el coeficiente de correlación (R2) obtenido en los
trabajos donde aplicó, se aproxima más a 1, usando los medios de cultivo RM,
BBM y OHM, con valores de 0,99  (31) y RM (68).

Los valores de tiempo de duplicación más bajos con valores de 2, 19 días
(modelo logístico) y 2,2 días (Modelo Baranyi-Roberts), se presentaron para el
estudio donde se utilizó medio RM suplementado con 20 mg/L de fosfatos bajo
las condiciones de pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h oscuridad e
irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, lámparas fluorescentes blancas Tlt 20
w/54RS marca Phillips, temperatura de 20 ±1 °C. agitación diaria 10 segundos(
82).

Los tiempos de duplicación más altos se reportaron para el trabajo realizado
bajo las condiciones donde se usan los 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
irradiancia de 150 μE m-2 s-1, con CO₂ al 5%, agitación con burbujeo,
temperatura 20ºC ± 2ºC, fotoperiodo 20:4 Luz / Oscuridad y pH 6.8.de las
células, con valores de 21,06 días para medio RM y 21.26 días para medio
BBM. En este trabajo se reportó un crecimiento celular a los 30 días con una
concentración de acetato de sodio de 0.372 mg/mL fue de 2.49x105 cel/mL y
1.55x105cel/mL en medio BBM y RM respectivamente y lo cual evidencia la
disminución de la actividad fotosintética que va de la mano con el aumento de
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la en la concentración de astaxantina, la concentración del carotenoide llego
hasta 1.93 μg/mL (día 30).(68)

La velocidad de crecimiento (µmáx.), según el modelo logístico es 0,092 por día
para el tratamiento donde se uso medio RM con las condiciones de cultivo: pH
6.7 a 7.0, CO2 al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70
μE/m2s (31). Cuando se utilizó fosfatos en diferentes concentraciones, se
incrementó la velocidad de crecimiento observándose que el tratamiento con
mayor valor en este parámetro es en el que se utilizó medio RM suplementado
con 20 mg/L de fosfatos (RM2) bajo las condiciones de pH de 6.8, fotoperiodo
de 20h luz y 4h oscuridad e irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, luz
blanca, temperatura de 20 ±1 °C. agitación diaria 10 segundos(82), con un
valor de 0,317 células/día (R2: 0,62).según modelo logístico y de 0,315 cél./día
(R2:0,90), según modelo Baranyi-Roberts.

Miranda et al, con su estudio realizado con bajas concentraciones de fosfatos
en el cultivo de H.pluvialis creció en los diferentes tratamientos del medio de
cultivo BBM- modificado a diferentes concentraciones de la fuente de nitrógeno
(NaNO3) y fósforo (KH2PO4 y K2HPO4) (55), obteniendo como resultado que
la mayor concentración celular obtenida fue para los tratamientos que
contenían niveles de las fuentes de nitrógeno y fósforo más alto (1.0 g/L),
mostrando valores entre 1.5 – 1.9 g/L; a diferencia con los tratamientos donde
la concentración de los factores era menor (0.2 g/L), los cuales arrojaron
valores de concentración celular de 0.85- 1.0 g/L (55) ;concluyendo que no se
obtuvo un efecto positivo por parte de la disminución de la fuente de nitrógeno
y fósforo en cuanto al crecimiento celular debido a que la microalga tiene una
limitada habilidad para producir materiales almacenados de nitrógeno cuando
crece bajo condiciones suficientes de nitrógeno y el fósforo es otro
macronutriente que juega un importante rol en el proceso metabólico celular
por la formación de algunos componentes estructurales y funcionales
requeridos para el crecimiento normal y desarrollo de la microalga(45) y a su
vez la producción de astaxantina como se menciona en el estudio anterior que
la diminución de nitrógeno no favorece positivamente la producción del
carotenoide de interés.

En los estudio revisados se observó la incidencia del color de la luz en el
crecimiento de H. pluvialis , utilizándose luces de color blanco , azul y rojo con
altas irradiancias, observándose que el uso de la luz azul tiene una mayor
eficacia en el crecimiento y desarrollo de la microalga mostrando un
crecimiento exponencial hasta el día 36 después de iniciado el cultivo. El color
de la luz depende de su longitud de onda (o frecuencia), medida en
nanómetros, la luz visible o espectro visible (lo que el ojo humano puede
percibir) está compuesta por radiaciones de entre 380 nm (azul) a unos 740 nm
(rojo)(86) , por ejemplo el color azul es responsable del crecimiento vegetativo
y favorece el proceso de fotosíntesis , el color rojo en la luz crea un tipo de
competencia entre las células provocando una disminución en la fotosíntesis
afirmando que la cantidad de astaxantina producida por la microalga puede ser
directamente proporcional a la cantidad de luz suministrada. (68).
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El estudio que tuvo la mayor productividad e astaxantina (1.73 x10-4

(0,000173)μg/cel. mL), fue en el que se usó medio RM, pH de 6,8, temperatura
20±2ºC, aire filtrado, iluminación con lámparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s , 1,6 g/L de acetato de
sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 días de cultivo , Montaño en 2015 se
utilizaron fuentes de luz (fluorescente, led blanca, led azul y led roja),
intensidad de luz (40 y 80 μE*m-2s -1 ) para el cultivo de Haematococcus
pluvialis, encontrando que los más favorables fueron la luz fluorescente e
intensidad lumínica de 80 μE*m-2s -1 . Como resultado de las condiciones de
estrés, se logró identificar que los cultivos a los cuales se les adicionó cloruro
de sodio, aumentó la tasa de crecimiento en 7.47 x 105 cel./mL y la tasa de
astaxantina fue de 2.49 μg/mL, mientras que el cambio de la fuente de luz sin
adición de soluciones alcanzó una tasa celular de 3.43 x 105 cel./mL y una
concentración de astaxantina de 2,62 μg/mL.(85),también Nava et al, en 2017
realizo un ensayo dos medios de cultivo mixotrófico con diferentes fuentes de
carbono, nitrógeno y fósforo.Los medios de cultivo se diseñaron a diferentes
concentraciones de nitrato de sodio, fosfato de potasio y acetato de sodio /
carbonato de amonio como fuente de carbono allí se pudo observar que la
concentración de los nutrientes en los cultivos mixotroficos afecta la producción
de metabolitos(51), sin embargo se pudo evidenciar en los estudios revisados
que el acetato de sodio y el fosfato ejercen un efecto positivo en la producción
de astaxantina debido a que la concentración de sales inorgánicas disueltas,
tanto en las aguas dulces como marinas, puede potencialmente afectar al
crecimiento de las microalgas en función de su actividad osmótica. La
tolerancia a la sal varía según las especies, algunas sólo pueden tolerar
concentraciones milimolares de sal mientras que otras sobreviven en
soluciones saturadas(19).

Seguido por el estudio donde se usaron las condiciones de estrés luz roja,
medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO2 al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad,
irradiancia 140 μE/m2s, 30 días de cultivo con una producción de 7.24 x10-5

(0.0000724) μg/cel. mL de astaxantina (40).

El trabajo donde se obtuvo la menor productividad de astaxantina utilizo las
condiciones de estrés medio RM con nitrógeno al 4.0%, utilizando pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25ºC, agitación continua, CO2 5%,
iluminación con lámparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 µE/m2s, obteniendo 3,52x10-6 ( 0,00000352) µg/cel. mL
de astaxantina (45), Rios et al, en 2017enuncia que la deficiencia de nitrógeno
es una condición que favorece la producción de astaxantina, combinada con
alta irradiancia (40).

Entre las condiciones tenidas en cuenta durante el cultivo de H. pluvialis y el
estrés para la obtención de astaxantina está el pH, utilizándose en todos los
estudios revisados cercano a la neutraliadad (6.7 a 7,0), ya que el pH del medio
de cultivo en el cual se desarrollan las microalgas es un factor el cual no puede
tener una variación muy drástica, por ejemplo si existe una elevación disminuye
la biodisponibilidad e induce la eliminación de fosfatos vía coprecipitación
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química con Ca2+ y formación de fosfato de calcio cuando se llega a un
intervalo de pH entre 9 y 11 (67).

Es importante la selección de las condiciones de estrés que pueden favorecer
el crecimiento de la microalga y la producción de astaxantina, debido a que se
pudo observar que la producción es muy variable y está influenciada por las
condiciones estrés utilizadas sugiriendo para producir biomasa de la microlaga
utilizar los medios de cultivo BBM y RM, con, pH 6.7, CO2 al 5%, fotoperiodo
de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s, lámparas fluorescentes
blancas Tlt 20 w/54RS marca Phillips, tiempo de cultivo 36 días(68).

Las condiciones de estrés necesarios para lograr una alta productividad de
astaxantina son uso de medio RM, pH de 6,8, temperatura 20±2ºC, aire filtrado,
iluminación con lámparas blancas fluorescentes, fotoperiodo 20h luz/4h
oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s , 1,6 g/L de acetato de sodio adicionado desde
el inicio del cultivo y 6,4 g/L de cloruro de sodio adicionado en el día 15 del
cultivo, 56 días de cultivo. Seguido por el estudio donde se usaron las
condiciones de estrés luz roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO2 al 5%,
fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 140 μE/m2s, 30 días de
cultivo con una producción de 7.24 x10-5 (0.0000724) μg/cel. mL de astaxantina
(68).

En la revisión realizada a otras publicaciones entre el periodo de 2015-2020 se
puede evidenciar H.pluvialis ha sido una microalga de alto interés que se ha
sometido a diversas condiciones para evaluar las situaciones en la que logra
una alta producción de astaxantina ,se pudo observar que en el día 21 del
cultivo de la microalga es cuando se logra la acumulación del pigmento con un
rendimiento celular de 6,88 × 105 células/mL (54) que es un valor parecido al
que dio el grupo de bioprocesos y control con las siguientes condiciones: Medio
RM (RM1) y una concentración de fosfatos de: 20 mg/L (RM2), 30 mg/L(RM3) y
40 mg/L (RM4), además de un medio con 20 mg/L de fosfatos con 5% de
nitrógeno (RM5). Condiciones: pH de 6.8, fotoperiodo de 20h luz y 4h oscuridad
e irradiancia de 75 luxes en fase de estrés, luz blanca, temperatura de 20 ±1
°C. Agitación diaria 10 segundos, donde se obtuvo que el tratamiento con
mayor crecimiento fue el RM3: 40 mg/L de fosfatos con 9,69 x 105 cel./ml(82),
existiendo una alta productividad celular en muchos casos se puede lograr una
alta producción de astaxantina en este caso el grupo de bioprocesos y control
con el tratamiento RM2 (30 mg/L de fosfatos) obtuvo mayor concentración de
astaxantina con 5.772 µg/mL.

El grupo de bioprocesos y control obtuvo una mayor concentración de 8.3
μg/mL con las siguientes condiciones medio RM ,pH 6.7 a 7.0 CO2 al 5%,
fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s (31) y
comparado con los documentos revisados se evidencio que la mayor
producción de astaxantina se obtuvo con condiciones como ;medio de cultivo
BBM, con baja intensidad de luz (70 µmol fotón.m- ².s-1, concentración
diferente de nitrato de sodio, conteniendo los cultivos 2N y 3N el doble y triple
de la concentración de nitrato de sodio, dando como resultado 100 mg/l de
astaxantina (38)m, con estas condiciones se puede afirmar que las condiciones
de cultivo pueden variar desde el inicio como la elección del medio de cultivo
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en el cual se va a desarrollar la microalga , pasando por el fotoperiodo y
llegando hasta la disponibilidad que van a tener las células para su desarrollo;
si bien se conoce que hay condiciones que pueden ser variables también
existen situaciones que tienen que ser contantes como el ph que en las
condiciones expuestas anteriormente se mantiene en un rango de 6.5 a 7.0 .

8.CONCLUSIONES 

1. Las condiciones que favorecen el crecimiento de H. pluvialis son el uso
de medio: RM que presenta 5% de deficiencia de nitrógeno con un
recuento final de a 2,5x106 cel./ml a los 21 días de cultivo, bajo las
condiciones de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25ºC,
agitación continua, CO2 5%, iluminación con lámparas fluorescentes
blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips) y una irradiancia de 140 µEm2s,
Seguido por el estudio donde se usó medio BBM con deficiencia de
nitrógeno al 4%, con un valor de 1,12 x 106 cel./mL en el día 21, ciclo
luz:oscuridad 20h/4h con lámparas fluorescentes blancas Tlt 20 w/54RS
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marca Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitación
manual una vez al día durante 10 segundos

2. La mayor productividad de astaxantina con un valor de (1.73 x10-4

μg/cel. mL), se presentó usando medio RM, pH de 6,8, temperatura
20±2ºC, aire filtrado, iluminación con lámparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 μE/m2s , 1,6 g/L de
acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 días de cultivo.
Seguido por el estudio donde se usaron las condiciones de estrés luz
roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO2 al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8
oscuridad, irradiancia 140 μE/m2s, 30 días de cultivo con una producción
de 7.24 x10-5 μg/cel. mL de astaxantina

3. Se observaron las cuatro formas del ciclo de vida de H. pluvialis, es
decir, célula flagelada móvil, célula palmella, célula intermedia y célula
aplanospora, bien definidas y relacionadas con la producción de
astaxantina.

4. Se utilizaron los modelos logísticos y Baranyi Roberts para ajustar las
curvas de crecimiento del H. pluvialis y obtener los parámetros cinéticos
como velocidad de crecimiento (µmax.), biomasa final y tiempo de
duplicación (td), los cuales sirven para monitorear los cultivos realizados
viendo la influencia de los medios de cultivo BBM y RM, nutrientes como
acetato de sodio y fosfatos sobre el crecimiento celular, el tiempo de
duplicación y la velocidad de crecimiento.

5. Con la revisión realizada se pudo establecer que condiciones de estrés
que se pueden seguir utilizando en forma individual o combinada para
mejorar la productividad de astaxantina, como el uso de medios RM y
BBM, adición de acetato de sodio al inicio del cultivo, cloruro de sodio al
día 15 del cultivo, uso de luz roja y luz blanca, pH 6.7 a 7.0, CO2 5%,
irradiancia alta 140 μE/m2s, fotoperiodo 20h luz:4 h oscuridad.

9.RECOMENDACIONES

● Continuar con las investigaciones por parte del grupo de bioprocesos y
control para determinar las mejores condiciones de cultivo.

● Tomar en cuenta las condiciones evaluadas con mejores resultados de
esta revisión para realizar ensayos y mirar sus resultados.
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