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1.Resumen

El Haematococcus pluvialis € licroalga con gran interés
biotecnologico porque es productor del ketocaroteniode astaxantina, con
uso como pigmento y como compuesto bioactivo, con aplicacion en
diferentes industrias, como la alimentaria, cosmética, nutracéutica,
farmaceéutica y la aquacultura. La astaxantina en la biomedicina tiene
usos como antioxidante, anticancerigeno 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 produccion de astaxantina, pero, aun no se
conocen las condiciones Optimas solas o combinadas que puedan
aumentar su produccion, proponiéndose como objetivo de este estudio
determinar cuales de las condiciones de estrés a las cuales se ha
sometido la microalga en el trabajo realizado en el grupo de investigacion
Bioprocesos y control y la revision bibliografia realizada generan la
mayor productividad del carotenoide.

La revisidon realizada permitié establecer que las condiciones de estrés mas
influyentes en la produccion de astaxantina al utilizar la microalga H. pluvialis
UTEX2505, son el uso de medios RM y BBM, adicién de acetato de sodio al
inicio del cultivo, cloruro de sodio al dia 15 del cultivo, uso de luz roja y luz
blanca, pH 6.7 a 7.0, CO2 5%, alta irradiancia de 140 uE/m?s, fotoperiodo 20h
luz:4 h oscuridad con una productividad de astaxantina entre 1.73 x10* pg/cel.
mL y 7.24 x10° ug/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



2.INTRODUCCION

El H. pluvialis es una microalga de interés biotecnolégico 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 evaluan las condiciones para su crecimiento y produccion de
astaxantina utilizando condiciones de estrés, teniendo en cuenta los rangos de
luz, fotoperiodo, pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes, concentraciéon
de CO,,concentracién de fosfatos y nitrégeno 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 produccién adecuada de astaxantina.

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

Al someter la microalga a condiciones de estrés tiene una mayor produccion de
astaxantina , por ejemplo la deficiencia de nitrégeno y fosfatos favorece la
produccion 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,
sugiriendose utilizar los medios de cultivo a temperaturas que pueden variar
entre los 25°C hasta los 37°C ,pero esto depende de la evaluacion 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 inhibicion 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 salmoén 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 actua como foto protector ,anticancerigeno vy
antidiabético debido a sus propiedades antioxidantes y también en la
ornitologia es utilizado para dar el color a la yema de los huevos y la
pigmentacion de los pollos; posterior a varias investigaciones su impacto en la
salud humana ha sido favorable debido a que evita la liberacién de radicales
libres y la liberacion de electrones que causan dafo a las células y después a
los tejidos humanos en enfermedades relacionadas con estrés oxidativo.

Su produccién a nivel natural y sintético ha sido muy provechosa, siendo la
forma sintética costosa en comparacion a la forma natural obtenida por esta
microalga, ademas 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 quimicos y equipos para su
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produccion 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 periodo del 2015 al 2020 y la revision bibliografica realizada,
correlacionando la produccién de biomasa, cambio morfolégico, produccién de
clorofila y astaxantina y los parametros cinéticos con las condiciones de estrés
utilizadas durante el cultivo y la produccion del carotenoide.



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 revision bibliografica realizada en bases de datos
que se encuentren en el periodo del 2015 al 2020.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

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 revision bibliografica realizada en bases de datos que se
encuentren en el periodo del 2015 al 2020.

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

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

10



3.ANTECEDENTES

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

CONDICIONES DE ESTRES

PRODUCCION DE
ASTAXANTINA

BIBLIOGRAFIA

° Luz blanca LEDS (600 umol/m? s)

° Cultivo autotréfico, medio BBM, medio libre
de fosfato, CO, 2%, luz con intensidad de 2 £ 0.2
klux

° Alta intensidad de luz, pH 6.3 +/- 0.5, CO,,
agitacion
° Temperatura (25°C), aireacién de CO,

(1,5%vl/v), alta intensidad de luz blanca (75
umol/m? s), pH menor de 8.0, fertilizantes (urea +
K2HPO4+KH2PO4 6 N-P-K)

° Ciclo luz/oscuridad, temperatura (20°C),pH
cercano a 8.0, aireacion de CO, , fotobioreactor,
ciclos luz: oscuridad.

o 23,7 % del total
de carotenoides

e 556 mg/L

e 12 mg/mL

e Biomasa 0,90 g/L
e 460 — 600 mg/mL
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Temperatura 25 + 5°C, fotoperiodo 12:12,
intensidad de luz 52 ymol/m2s y burbujeo de aire
enriquecido con 3% de CO,, con un pH entre
6.4 — 6.6 en medio BBM.

168.4 pg/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
cultivé en 3 concentraciones 0.25,0.75 y 1.25¢/|
de NaNOa3.

Concentracion mayor
de Astaxantina con
1.25g/L de NaNO3

Extraccion con acido clorhidrico: 86-94%
Astaxantina. Extraccion con aceites vegetales
comunes: 88% de Astaxantina

Maxima
extractabilidad de
astaxantina de 2649

(14)

. . . + 359 ug/g.
Traté a las células de H. pluvialis con un 40%
(v/v) de acetona durante 2 minutos en 80°C,
seguido de liofilizacién o tratamiento de células
con enzimas liticas especificas.
|
Disponibilidad de nitrégeno, temperatura 20-25 2.2mg/L. (7)

°C, fotoperiodo 12 horas de luz 12 horas de
oscuridad , medio de cultivo BG11,intensidad de
luz variable , 1,5% de CO,, v/v.

Las células BM1 fueron cultivadas en el medio
BG11 ,luz alta , privacion del nitrégeno y fosforo
deficiencia de nutrientes, CO.,.

3%-6% del peso
seco celular
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pH de 6,8 ,22°C, luz continua entonces bajo luz
baja (LL, 20 fotones de ymol/ m? s ) o de alta luz
(HL, 150 ymol/ m®*s ) , medio BBM , la adicion
de Fe2+ y Acetato de sodio como fuente de
carbono.

Produccién de
astaxantina de 2.03
mg/mL.

(16)

Protocolos de aplicacion de un campo magnético
(0.03T) con un pH de 6,0 , temperatura de
20°+2°C, fotoperiodo, con un régimen de luz
continua a una densidad de flujo fotdnico de 59
WE/m?s, medio de cultivo Bristol, sin suministro de
CO..

0.81pg/cel.

Medios de cultivo como el BBM, OHM y BG11
bajo condiciones de pH 7, fotoperiodo 20/4,
temperatura de 25°C, agitacién continua, CO, 5 %
e iluminacién con lamparas fluorescentes blancas
40 umol/m?s.

9,6 mg/ L dia.

(20)

Control de pH, temperatura ambiente (entre
24-28°C) ,medio de cultivo BBM modificado, sin
NaNQ3, sin agitacion, aireacion

Velocidad de
crecimiento de
biomasa (rx): 0,518
mg X/L.hy 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 °C, la
intensidad luminica concentraciones de CO, del
1% en volumen en el aire

Tasas de crecimiento
en los dos medios de
cultivo con 0.30 y
0.367 dia para los
medios Waris-H y
BBM con tiempos de
duplicacion de 2.31y
1.92 dias para cada
medio
respectivamente, tras
el primer retardo
(lag) del crecimiento
de astaxantina.

(34)

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

Hasta 5,02% del
peso en célula seca.

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

Alta productividad
aproximadamente de
1,4 g/Ly 0,06 g/Ldia

de astaxantina.

(13)
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Concentracion diferente de nitrato de sodio,
conteniendo los cultivos 2N y 3N el doble vy triple
de la concentracion de nitrato de sodio,
respectivamente, que los cultivos con la
concentracion del medio BBM original (1N)

2% de astaxantina a

los 10 dias.

(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 ,maxima
concentracion de CO,.

Acumula hasta un
5% de Astaxantina
de peso de biomasa
seca

(83)
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H. pluvialis se cultivaba en un medio liquido
modificado EG/JM (Euglena gracilis Medio:
Jaworski's Medium con oligoelementos vy
vitaminas. Los cultivos se incubaron a 22-25 £ 2
°C con aireacion continua y luz 30 ymol / m? s,y
agitacion manual dos veces al dia.

Acumulacion de
Astaxantina hasta un
90% mas elevada
por volumen de
cultivo llegando a
una concentracion de

(35)

200 pg/mL
Medio BBM ,temperatura de 24°C, la luz fue 500 mg/L. (43)
continuamente suministrada por una lampara
fluorescente fria con una intensidad de luz con
intensidad de50 pmoL/ m? s, agitacién175 rpm por
16 dias.
Medio RM con nitrégeno a 4,0 y 5,0 %, pH 6,7; Acumulan un (44)
ciclo luz/oscuridad 20 h: 4 h; temperatura 25 °C; porcentaje mayor
agitacion continua; CO, de 5 %; iluminacion con | alcanzando valores
lamparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54rs | de 2% a los 10 dias.
marca Philips); e irradiancia alta de 140
MEmol/m?s
Luz continua a 3200 lumen, flujo de aire estéril 1.5 | Productividad estable (30)

L / min y temperatura de 25°C. Posteriormente,
bajo las mismas condiciones se procedid6 a
escalar la produccion a 14 L utilizando un
fermentador.

entre 4,8g/Ly 4,4
g/L
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Se utilizaron 3 medios de cultivo a base de
fertilizantes  organicos 'y con diferentes
intensidades de iluminacién. 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 produccion de

astaxantina de
0.21mg/g

(47)

Temperatura Optima entre 28°C-35°C,pH 8,

Acumulacion de

(18)

nitrégeno y fésforo fundamental. 0.7g/L

Precultivo primero en medio MCM Modificado Medio CM (27)

a25%*1°C. 5L con cultivos de algas de 3 L disminuyé el

fueron iluminados bajo un fotoperiodo de contenido de

14L/10D . La luz a una intensidad de 200 pmol/ astaxantina

m? s fue proporcionada desde la parte superior = significativamente

por lamparas fluorescentes rojas, durante la

CO, se ajusté segun el pH (7,5 - 8,5), agitacion incubacién 1.2%.

manual 6 a 7 veces al dia para evitar que se

pegaran.

La temperatura durante la fase verde debe La microalga (55)

25-30 -C . La intensidad de la luz por debajo de H. pluvialis que

150 pmolL fotones/ m2s permite la puede acumular

division celular. La irradiacion tipica es de hasta el 5% del

40-50 umolL fotones/ m?s y el pH debe peso.

mantenerse en 7 .Los ciclos de alternancia de

luz y oscuridad son 12:12 0 16:8 . Los medios

mas utilizados

KM1, BBM, Z8, BG- 11, OHM y sus versiones

modificadas. BBM y Z8 se utilizan

BBM y Z8 se utilizan para cultivos autétrofos,

mientras que el medio KM1 es adecuado para

cultivos heterétrofos. Una mezcla

de medio BBM y una fuente de carbono

organico, por ejemplo, acetato de sodio, se

puede utilizar en un medio mixotroéfico.

Temperatura de 50-C . Rendimiento de (40)
extraccion es
menor 60g/L.

Luz constante (24 h) de 40 ymol de fotones/ 0,5-5,0 g/ L de peso (56)

m? s, temperatura de 25°C, y flujo de aire de 1 seco de biomasa de

L/min, medio BBM astaxantina.

Medio BG-11, pH: 7-7.5,20y 28 ° C. La 5% peso seco de (50)

irradiacion para el cultivo de H. pluvialis oscila
entre 40 y 50 umol de fotones m-2s -1

17
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Medio bristol a ua concentracién de 1.25g/L de 2.5¢g/L de

NaNO3,25°C iluminacion continua astaxantina
Medio BBM al 1% con agua destilada estéril , 1.7g/L de
temperatura constante de 23 °C+/- 1, astaxantina

fotoperiodo con luz blanca fria de 13:11 horas

luz-oscuridad a un pH de 6.8.

Parametros: iluminacién con lamparas 0.083 mg/mL de
fluorescentes laterales a una intensidad peso seco
luminosa de 58 pymol quanta/m2.s) medio de

cultivo Zarrouck y Bristol para Arthrospira

maximay H. pluvialis respectivamente, con un

fotoperiodo de 14:10 h, temperatura17 +2°Cy

a un pH inicial de 9.0 y 7.0 para A. maxima y H.

pluvialis respectivamente

Se cultivé en un fotobiorreactor de 1 L, con Biomasa de 1.2 g/L
iluminacién constante (24h) a 40 uM fotén/m? de astaxantina.
s, temperatura de 25°C, y flujo de aire de 1

L/min. Una serie de cuatro fotobiorreactores se

inocularon con 1 x 10* células/mL en fase de

hematocisto.

Tratamiento 1: Adicion de FeSO4 hasta una

concentracion de 0.45 mM de Fe+2 .

Tratamiento 2: Adicion de FeSO4 hasta una

concentracion de 1.35 mM de Fe+2 .

Tratamiento 3: Adicion de FeSO4 hasta una

concentracion de 4.05 mM de Fe+2.

Medio BBM modificado enriquecido con 2.0gr/L
NaNO3 (0,75 g/l). Las células (fase verde) se

cultivaron fotoautétrofamente en de 20 L

burbujeados con aire, a 25°C, en ciclos de

luz:oscuridad (16:8) con lamparas

fluorescentes blancas que proporcionaban 80

umol m-2s-1

Medio BBM sustituyendo el nitrato como Con la
fuente de nitrégeno por amonio, luz continua concentracion de
a 3200 lumen ,temperatura de 28°C y agitacién 40 pL/L fue mas
de 2000 rpm y concentraciones de 5uL/L, 40 efectivo con una
ML/L 'y 100 pL/L. densidad celular de

6.62x 10°Cel./mL de
astaxantina.

Tabla 1. Condiciones de estrés a las que se ha sometido la microalga

H.pluvialis relacionados con la produccién de astaxantina,

En la tabla 1 se puede observar distintas condiciones a las que se ha sometido
la microalga H.pluvialis para lograr una produccién mayor de astaxantina ,se
encontré que la mayor acumulacion del ketocarotenoide de interés fue cuando
se uso Medio BBM, Luz constante (24 h) de 40 umol de fotones/ m? 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 adicion 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 concentracién de CO, 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 TEORICO

4.1.Haematococcus pluvialis

El H. pluvialis es una microalga que pertenece al grupo de las clorofitas
actualmente con gran interés biotecnolégico biflagelada unicelular
perteneciente a la clase Chlorophyceae (18), se caracteriza por su particular
produccion de grandes cantidades de carotenoides como la astaxantina siendo
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de gran importancia para la salud humana debido a sus propiedades ,ademas
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 origenes, derivados de algas, crustaceos 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
acuaticas, incluyendo a los crustaceos, 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 crustaceos son ingeridos por los peces (como el
salmoén 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
tamano y pigmento, en primer lugar tenemos el estadio de vegetativo donde
tiene un pequeno tamafo, cuenta con un color verde y flagelos , en segundo
lugar esta el estadio de palmella donde aumenta su tamafio y pierde los
flagelos preparandose para su Uultima fase que es donde pasa a ser
aplanospora done cambia a una pigmentacién roja que indica la produccion
de astaxantina y se forma una matriz extracelular gelatinosa danto resistencia
a la microalga. (ver figura 1)
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Figura 1. Ciclo celular de Haematococcus pluvialis.

(27)

20



(A) (B)

Figura 2. Cambio morfoldgico de la microalga. (A) Célula moévil vegetativa;(B)
Célula vegetativa palmella verde; (C) Célula palmella con acumulacion de
astaxantina en transicion a aplanospora; (D) Célula aplanospora con
acumulacion de astaxantina (21)

4.2.Condiciones de cultivo de la microalga

Los cultivos de algas estan expuestos a una variedad de cambios en las
condiciones ambientales como: ciclo luz/oscuridad, variacion en luz,
temperatura, pH, factores nutricionales (nitrégeno, fésforo, hierro), salinidad,
fuentes de carbono. Es importante ademas tener en cuenta los efectos
sinérgicos de la combinacién de factores quimicos y fisicos sobre la
composicion celular(18).

4.3.pH

La literatura no da un pH especifico 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 segregacion 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 6ptima que describen los autores revisados, es la cual se
encuentre entre un rango de 20°C a 25°C senalada como temperatura
ambiente debiendo establecerse tras la realizacion de experimentos en
laboratorio y en foto biorreactor, la temperatura 6ptima de crecimiento,
dependiendo de otros factores como el medio de cultivo a utilizar o la luz a la
que estara sometido el cultivo (26).

4.5Luz

La intensidad luminica es uno de los factores mas importantes tanto en el
crecimiento de la célula como en la acumulacién de astaxantina. Diferentes
estudios concluyen en que la intensidad de luz éptima esta directamente
relacionada con la cepa seleccionada (26).
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Cada cepa debera tener la capacidad de adaptacion 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 luminica 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 parametro que tampoco se ha establecido formalmente
muchos autores y dependiendo el objetivo de su estudio varian los fotoperiodos
utilizados en la microalga, no obstante, a eso la mayoria 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 excepcion,
pero la literatura ha demostrado en algunas ocasiones donde la disponibilidad
de nutrientes no es total (10) también se logra una produccion de astaxantina
por parte de la microalga.

4.8.Nitrégeno y Fosfatos

El nitrégeno y los fosfatos es un factor crucial en el crecimiento de H. pluvialis y
la produccion 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.Nitrégeno

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

4.10.Fésforo

El fésforo es otro macronutriente que juega un importante rol en el proceso
metabdlico celular por la formacion de algunos componentes estructurales y
funcionales requeridos para el crecimiento normal y desarrollo de la
microalga(45). Los ortofosfatos son incorporados como componentes organicos
a través de la fosforilacion. El fosfato inorganico se presenta en las células en
forma de polifosfatos, acumulandose en granulos. Estos granulos 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 composicion bioquimica celular por sus
propiedades redox y su implicacion en procesos fundamentales como la
fotosintesis, respiracién, fijacion de nitrégeno y sintesis de ADN. La deficiencia
de hierro puede inducir varios cambios bioquimicos.

4.12.Diéxido de carbono (CO,)

Utilizando el CO, como fuente de carbono se ha encontrado en la bibliografia
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 concentracion de sales inorganicas disueltas, tanto en las aguas dulces
como marinas, puede potencialmente afectar al crecimiento de las microalgas
en funcion de su actividad osmética. La tolerancia a la sal varia segun las
especies, algunas solo pueden tolerar concentraciones milimolares de sal
mientras que otras sobreviven en soluciones saturadas. Lo que supone un
estrés salino letal para un grupo es facilmente tolerado por otro grupo.
Respecto a la adaptacion a la salinidad, las algas pueden dividirse en
halotolerantes y halofilicas (1). Algunas microalgas son capaces de acumular
moléculas pequefias de sustancias osmoreguladoras (osmoticantes) en
respuesta aun incremento en la salinidad o presion osmotica del ambiente.
Cantidades de osmoticantes encontrados en microalgas son polioles. Los mas
comunes polioles son: glicerol, manitol, galactitol, sorbitol, sucrosa, tehalosa y
glicerol galactosidasa (18).

4.14-Cultivo Fotoautotroéfico

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

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

Metabolismos Fuente de energia Fuente de carbono

Foto autétrofo Luz Inorganico
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Heterotrofo Compuestos organicos Inorganico

Foto heterétrofo Luz Organico
Mixotrofo Luz y compuestos Inorganico y Organico
organicos

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

El H. pluvialis es una microalga que puede crecer bajo condiciones
fotoautétroficas, heterotroficas y mixotroficas:

Metabolism Ecuacion estequiométrica

o

Foto H,0 + HCO, —™ 35 C(biomass) + 1/20, + 30H = pH inc
autotrofo

Heterétrofo

(1 + a) CH,0 + 0, —» C{biomass) + aC0, + (1+a) H,0 = pH decr¢

Mixotréfico bHCO, + cCH,0 —=— (b + (c-a))C(biomass) + 30H- + aC02 = pH changes
not signific:

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

El cultivo fotoautotrofico utiliza la luz como unica fuente de energia, la cual se
convierte en energia quimica en las reacciones fotosintéticas. Los factores
limitantes de crecimiento estudiados son luz y CO2.

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

I
0

MK +]
;

H=H
0

O Haldane (cuando ocurre fotoinhibicién):
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A bajos valores de lo (luz incidente) la ecuacion de Monod, es una ecuacion de
primer orden donde la rata especifica de crecimiento esta relacionada
linelamente a la limitacién de la intensidad de luz incidente, después de que

M < um, como se expresa en la siguiente ecuacion (3):

I
0

H=H_[—
K
b

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 comunicacion con la atmosfera
pueden utilizar aguas de estanques, lagos y lagunas o estanques
artificiales. Este tipo de produccion es la mas rentable ya que no
necesita de grandes inversiones ni mucho mantenimiento, a pesar de
que presenta una menor productividad y eficiencia es mas 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 especificas que otras. (54 no
cambiar).

Sistemas cerrados o fotobiorreactores: las condiciones e crecimiento se
encuentran mas contraladas por los humanos que permite una
produccion 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. Ademas, dificultan la proliferacion 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 mas complejidad y es
dependiente del método utilizado , las condiciones y el método de control, entre
los cuales encontramos :

Centrifugacion: No es el método utilizado para la recoleccion a gran
escala, pero es el mas rapido y econémico luego de tener el equipo.
Sedimentacion: Es el método mas eficiente en relacion con su
efectividad y costo de realizacién. Posee la ventaja de servir para
diferentes tipos de microalgas.

Filtracion: Se considera eficiente en la separacion de células grandes,
como Spirulina, pero no en las especies de menor tamafio como
Chilorella.
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e Flotacion: Es un método innovador en la recoleccion de algas
unicelulares pequefas y ensayos de laboratorio. La técnica consiste en
la incorporacion de gases, como el ozono o el aire, que interactuan con
la carga de las paredes celulares permitiendo la flotacion de las
microalgas y su 21 separacion. Econdmicamente el precio se ve
incrementado por la utilizacion de ozono. (54 no cambiar )

4.16.Astaxantina

La astaxantina es un ketocarotenoide altamente utilizado en la biotecnologia
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 quimicas de transferencia de electrones ,este tipo de reacciones de
oxidacion son los causantes del dafo 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 croméforo (10).(ver
figura 3)

Figura 3. Estructura molecular de la Astaxantina.
(10)
4.17.Ruta de Biosintesis de Astaxantina

Cuando la célula se encuentra en su estadio vegetativo estd compuesta
principalmente por luteina (75-80%) y E-caroteno (10-20%) (10).
Posteriormente a que la microalga es estresada y se encuentra en su estadio
de aplanospora la composicion sera unicamente de astaxantina, el 3- caroteno
es convertido en astaxantina por la adiciéon de grupos carbonilos en la posicidon
4y 4’y grupos hidroxil en la posicion 3 y 3’. Estas reacciones son catalizadas
por [3 -caroteno cetolasa (4,4’- oxigenasa; CRTW, BKT o CRTO) y Rcaroteno
hidroxilasa (3,3’- oxigenasa; BCH o CRTZ), respectivamente. La presencia de
echinenona y astaxantina en los microorganismos muestra que es prioritaria la
formacion de los grupos carbonilos frente a la hidroxilacion. La formacion de
estos grupos es catalizada por R-caroteno cetolasa (BKT) con el intermediario
mono ketocarotenoide (echinenona), mientras que la formacién de grupos
hidroxilicos esta catalizada por una hidrolasa para formar la astaxantina (10).
(ver figura 4)
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4.18.Usos

Sector

Aplicacion

Funcion

Fuente

Salmén y Trucha

Pigmentacion

Etapas del crecimiento

(Dominguez et
al.,, 2005; Lawlor

Peces Marinos- | Pigmentacion & O'Brien, 1995;
. Besugo Lorenz &

Acuieultura Peces Pigmentacion Cysewski, 2000)

ornamentales

Cultivos de | Pigmentacion

camarén

Gallinas Color yema de los | (Inborr, 1998)
Ornitologia huevos

Pollos Pigmentacion

Radicales libres Antioxidante (Barros et al,

Peroxidacion Antioxidante 2001; Guerin ef
Salud humana Anti-cancerigeno al., 2003; Kamath
Farmacéutica Piel, ADN y retinas | Foto-protector et al, 2008;
Mortensen et al.,
1997; Naguib,
2000; Pashkow et
al., 2008)

(10)
Tabla 4. Principales usos de la Astaxantina.

Como lo describe la tabla anterior la astaxantina tiene diversas aplicaciones
como: la acuicultura, la ornitologia y la farmacéutica, sin embargo, actualmente
es de gran interés biotecnoldgico debido a se ha encontrado multiples
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 proteina-clorofila , la
sintesis de dicha clorofila depende netamente de la capacidad fotosintética de
cada planta o microorganismos junto con la obtencién de mas nutrientes que le
ayudan en su proceso fotosintético, en el caso de las microalgas interviene la
disponibilidad de nutrientes como: eficiencias en hierro, nitrdgeno y magnesio
inhiben la sintesis y acumulacion de clorofila. La abundancia de carbono
organico en el medio y la alta intensidad luminosa también inhiben la formacion
de clorofilas en algunas microalgas (1). Ver figura 7
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Figura 5. Estructura quimica de la clorofila
(6)
Todas las clorofilas tienen su mayor banda de absorcion: azul o verde-azul
(450-475 nm) y rojo (630-675 nm). La clorofila a esta presente en todos los foto
autotrofos oxigénicos como parte del nucleo y centro de reaccion de los
complejos proteina-pigmento, y en los complejos antena esta acompafiada por
la clorofila b o clorofila c. Los asi llamados pigmentos accesorios (antena)
clorofila b, ¢ y d extienden el rango de absorcion de la luz (18).

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

Conteo celular camara Neubauer: se utiliza para el conteo de células en un
medio liquido, 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 cuadricula para poder contar las células, estas camaras
funcionan por capilaridad y se cubren con una lamina de cuarzo para que sea
visible ante el microscopio.

Peso seco: se realiza posterior a la extraccion del exceso de liquido de la
muestra a analizar pesando la muestra antes y después de la deshidratacion, el
tiempo de deshidratacion puede variar segun la muestra que puede ir desde 24
horas hasta 8 dias (1).

Epifluorescencia: utilizada para investigaciones y medicina, se utilizan para la
observacion 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 realizaran calculos para dar solucion
a la muestra problema. (9)

Determinacion de la produccion de clorofila
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Se determinara la concentracion 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
60°. Se centrifuga y se lee la absorbancia a 665 nm y 750 nm en un
espectrofotometro.

Calculo de la concentracion de clorofila
Clorofilaa ( mg/L) = 13.9 ( DO 665 - DO 750 ) U/V
Donde: U = volumen del metanol

V = volumen de la muestra

HPLC: conocida como Cromatografia de Alta Eficiencia, se trata de el paso de
una muestra por un disolvente que es mas conocido como fase movil y esta
fase movil posteriormente se pasa por una columna que contiene la fase
estacionaria, la separacién de los compuestos ocurre por la interaccion 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 petroleo, y se determina por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC), utilizando clorofila comercial como estandar, en una
columna de 25-cm C18 Vydac 218TP54 con metanol como fase movil a 20°C y
detector UV. Los picos se integraran a 645 nm para detectar clorofila.. Los
valores de clorofila son expresados con desviaciones estandar para cuatro
determinaciones independientes.

El pico de identificaciéon y el valor Amax de este componente se confirma por su
tiempo de retencion(20 — 30 min) y se cuantifica tomando el area de su pico en
relacion al respectivo estandar de referencia.

Estandar de referencia (control): clorofila comercial

Manejo de las fracciones en la oscuridad. ( 33 )

4.21.Determinacion de la produccion 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 diametro durante 3 min en presencia de una mezcla de solventes (hexano:
acetona: alcohol etilico en una relacion 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 operacion se repite hasta obtener un precipitado de color blanco. El
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volumen total del extracto se mide y lee en un espectrofotometro a 474 nmy se
cuantifica por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) utilizando
astaxantina comercial, como estandar. Para cuantificar por HPLC se utiliza un
cromatégrafo (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 diametro interno.

La fase movil 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 nitrégeno, se afora a
10 ml con metanol y se inyectara 20uL de muestra en el cromatoégrafo.

Calculo de la concentracion de astaxantina:
Astaxantina (ug/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 correccion

Estandar de referencia: astaxantina comercial
Manejo de las fracciones en la oscuridad.

El pico de identificacidn y el valor A max. de este componente se confirma por
su tiempo de retencion (21 min) y se cuantifica tomando el area de su pico en
relacion al respectivo estandar de referencia (18).
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5.DISENO METODOLOGICO
5.1.Tipo de estudio: descriptivo
5.2. Metodologia

Se realizd una revision de los trabajos realizados por el grupo Bioprocesos y
control entre el periodo 2015 al 2020, donde la microalga H. pluvialis
UTEX2505 se sometio a diferentes condiciones de cultivo y de estrés. Criterios
de inclusion: trabajos realizados en biorreactores con tamafio menores de 500
mL, aplicando dos o0 mas condiciones de estrés.

Los trabajos del grupo Bioprocesos y control se compararon con los articulos
originales encontrados en inglés y espanol 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
produccion de astaxantina en H. pluvialis.

Los criterios de inclusién fueron: Haematococcus pluvialis, produccion de
astaxantina y condiciones de cultivo y condiciones de estrés. Se realizo la

” 1]

busqueda con las palabras clave: “Haematococcus pluvialis®, “astaxantina”,
“produccion de astaxantina”, “condiciones de cultivo®,“ condiciones de estrés®,
“astaxanthin”, “astaxanthin production”, “estres condition“,“culture condition®.
Variables a analizar:

Crecimiento celular

Se evalud 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 nitrégeno, fésforo y carbono, y la intensidad de la
iluminacion y colores de luz durante la etapa verde.

Produccién de clorofila y astaxantina

Se correlacion6 la produccidn de pigmentos con las condiciones de estrés
trabajadas: la concentracion de clorofila (clorofila a) y la concentracion de
astaxantina. Se evaluaron los efectos de los componentes nutritivos,
especialmente las fuentes de nitrdgeno y carbono, fosfatos y la intensidad de la
iluminacion y colores de luz durante la etapa verde. Se evaluara también las de
la estrategia de deficiencia de nitrégeno, fosfato, y de otros factores exdégenos
que comprenden salinidad, la iluminacién, y la temperatura, que se consideran
para la produccion de la astaxantina durante la etapa roja.

Parametros cinéticos de crecimiento y de producciéon de pigmentos
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Se reviso el ajuste al modelo logistico, modelo Baranyi y Roberts con los cuales
se determinaron los parametros cinéticos de crecimiento y de producciéon de
pigmento.

Se determind la productividad (P, g.L./d) utilizando la ecuacién, donde X
(células/mL) representa la concentracion celular final, X0 (células /mL)
representa la concentracion de inicial cultivo de biomasa, t (d) representa el
tiempo final y tO representa el tiempo inicial de cultivo:

P =(X - Xo)
(t—to)

Se compara la maxima velocidad de crecimiento (rata de crecimiento) (umax.)
reportadas en los trabajos revisados, la cual se obtiene por regresion
exponencial en la fase exponencial (fase log), donde se multiplican las células y
el tiempo de generacién se obtiene de la siguiente ecuacion. (56)

tg=Ln 2
Mmax

Cambios morfolégicos celulares

Se realizd la comparacién en los trabajos revisados de la caracterizacion
morfolégica macroscopica y microscopica, que se relacioné con las
condiciones de trabajo, analizando la morfologia observada (formas
vegetativas, biflageladas, palmella, enquistada, aplanospora, con un ejemplo
de cada morfologia), tiempo de duracion del estudio, el tiempo en que en cada
uno empieza el enquistamiento y el tiempo en que se ven aplanosporas.

5.1 Diseio experimental y analisis de datos

Se realizdé un analisis multicriterio de los resultados obtenidos de los trabajos
desarrollados desde el 2015 al 2020 sobre la produccion de astaxantina
utilizando diferentes condiciones de estrés. Se tuvieron en cuenta los
parametros cinéticos de crecimiento como la biomasa (células/mL), la velocidad
maxima de crecimiento (umax), tiempo de duplicacion (td), concentracion de
clorofila (ug/L), produccion del pigmento astaxantina (ug/L) y la productividad
de astaxantina (ug/cel. mL) .

El andlisis multicriterio incluyé las condiciones utilizadas : inoculo, pH,
temperatura, CO,, aireacion, luz, ciclos luz/oscuridad, agitacion, deficiencia de
nitrdgeno, deficiencia de fosfatos y estrés salino con acetato de sodio y cloruro
de sodio y su influencia en el crecimiento celular, en el cambio morfologico y en
la produccién de astaxantina.

Los datos fueron analizados usando Excel 2016 con diferentes variables a
analizar, incluyendo afo de publicacion e idioma (Figura 7) y temas del estudio.
Se utilizo estadistica descriptiva para analizar los resultados.
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Se realizé una revision de los trabajos desarrollados Se buscaren articulos en bases de datos come

por el grupo de Bioprocesos y control entre el " NCBI, PUBMEN, 5eDiCl UNLP, donde se

periodo de 2015 al 2020, donde la microalga se evidenciara que la microalga H.pluvialis fuera

sometid a diferentes condiciones de cultivo. sometida a condiciones de estrés.
Criterios para Se tomaron 58 articulos que se Se consultaron 91 documentos
tener en cuenta % encontraran dentro del periodo entre los cuales se incluyen
al memento de 2015-2020. articulos, libros, trabajos de
seleccionar los grado; para realizar marco
articulos. tedrico e introduccidn.

Criterios de inclusién:
Haematococcus pluvialis,
produccion de astaxantina
y condiciones de estrés.

Crecimiento celular,

concentracidn de astaxantina y 18 articulos para

clorofila, tiempo de analizar en la revisidn
()

enquistamiento, condiciones de bibliografica.

estrés y cultivo.
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6.RESULTADOS

En la busqueda electronica se encontraron 91 documentos entre los que estan
trabajos de grado, libros y articulos cientificos y de revision sobre H. pluvialis.
Al aplicar los criterios de inclusion y el rango de fecha de publicacién de 2015 a
2020, quedaron 58 articulos, de los cuales se analizé el resumen de cada uno y
se eliminaron que no cumplieron con los criterios de inclusién, por lo que
quedaron 18 articulos para el analisis y evaluacion en esta revision.

Se analizaron las condiciones de estrés que tuvieron un efecto en la produccion
de astaxantina por H. pluvialis. Estos estudios se realizaron en Colombia, Chile
China, Corea, Bélgica, India, Estados Unidos, Espafia.
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Figura 6. Relacidn de publicaciones revisadas por afio de publicacién

El 67% de las publicaciones revisadas se encuentran entre el periodo de
tiempo comprendido entre el afio 2015 al afno 2020. Las publicaciones
revisadas incluyen 78 articulos, 12 trabajos de grado y 1 libro (Figura 6).
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La Astaxantina es un ketocaroteniode de gran interés biotecnoldgico por sus
multiples usos como colorante y compuesto bioactivo. Con base en la revision
bibliografia realizada se puede evidenciar los cambios macroscépicos y
microscopicos de los cultivos de H. pluvialis, la evaluacion 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 revisién bibliografica
realizada y en la investigacion 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 articulos y trabajos revisados para la realizacién de este trabajo se
destacan algunas condiciones que favorecen el crecimiento de la microalga y a
su vez la obtencion de Astaxantina, como se evidencia a continuacion:

GRUPO DE BIOPROCESOS Y CONTROL 2015-2020

Trabajo Condiciones de cultivo Resultados Bibliografia
1.Evaluacion de las Medios de cultivo Medio RM con 7,5 x (31)
condiciones de (BBM, OHM, RM) en 10° cel./mL en el dia
crecimiento celular Biorreactores de 36, velocidad de
para la produccion 500mL, las crecimiento 0,092
de astaxantina a condiciones de cultivo Células/dia (0,97%).
partir de la microalga = empleadas fueron: pH
H. pluvialis 6.7a7.0 CO, al 5%, 36 dias de cultivo

fotoperiodo de 16
horas luz 8 oscuridad,
irradiancia 70 yE/m2s
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2.Efecto de la
deficiencia de
nitrégeno sobre la
expresion de genes y
la produccion de
astaxantina en
H. pluvialis

3.Produccion de
astaxantina y acidos
grasos bajo
condiciones de
estrés por
deficiencia de
nitrégeno y alta
luminosidad en H.
pluvialis usando
medio BBM

medio RM con
nitrégeno al 4.0% y
5.0%, utilizando las
condiciones de pH
6,7, ciclo luz/oscuridad
20h:4h, temperatura
25°C, agitacion
continua, CO2 5%,
iluminacién con
lamparas
fluorescentes blancas
y una irradiancia alta
de 140 pE/m?s

Medio Basal Bold
(BBM) con deficiencia
de Nitrégeno, en una
concentracion de 4% y
5%, fotoperiodo 20/4
luz/oscuridad con
lamparas
fluorescentes blancas,
temperatura 21°C,
humedad relativa de
45% y agitacion
manual una vez al dia
durante 10 segundos.
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Medio RM con
concentraciéon de
nitrégeno al 4.0% fue
1,76x10° cel./mL y para
el tratamiento con
concentracion con
nitrégeno al 5.0% fue
2,50x10¢ cel./mL,
Velocidad de
crecimiento para el
tratamiento con
concentraciéon de
nitrégeno al 4.0% fue
0,0029 cel./dia y para
el tratamiento con
concentraciéon de
nitrégeno al 5.0% fue
0,0028 cel./dia.

21 dias de cultivo
Método 1: BBM que
presenta 5% de
deficiencia de
nitrégeno, el mayor
crecimiento de la
poblacidn celular es
de 1,05 x10° cel./mL en
el dia 18, con un
recuento final de a
8,6x10° cel./mL.

El tratamiento donde
se usa BBM con
deficiencia de
nitrégeno al 4%
alcanza su maximo
crecimiento el dia 21
con 1,12x10° cel./mL.
Método 2: con BBM
que presentan
deficiencia del 4% de
nitrégeno y deficiencia
del 5% de nitrégeno,
se presenta su
maximo crecimiento
en el dia 24 con
7,5x10° cel./mL.
Tiempo de cultivo 24
dias

(39)
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4.Efecto de los
factores de estrés
acetato de sodio, alta
irradiancia y color de
luz para la
produccion de
astaxantina en
H. pluvialis.

5.Produccion de
astaxantina en H.
pluvialis bajo efecto
de factores de estrés
como acetato de
sodio y cloruro de
sodio.
6.Produccion de
astaxantina en H.
pluvialis bajo el
efecto de la
deficiencia de
fosfatos y alta
intensidad de luz.

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
ME m-2 s-1, con CO; al
5%, agitacion con
burbujeo, temperatura
20°C * 2°C,
fotoperiodo 20:4 Luz /
Oscuridad y pH 6.8.

Medio RM bajo un pH
de 6,8, temperatura
20+2°C, aire filtrado,
iluminacién con
lamparas blancas con
20h luz/4h oscuridad,
irradiancia 70 uE
m-2s-1 con diferentes
concentraciones de
acetato de sodio.

Medio RM (RM1) y una
concentracion de
fosfatos de: 20 mg/L
(RM2), 30 mg/L(RM3) y
40 mg/L (RM4),
ademas de un medio
con 20 mg/L de
fosfatos con 5% de
nitrégeno (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. Agitacion
diaria 10 segundos.

La biomasa a los 30
dias fue de 2,49x10°
cel/mLy
1.55x10°cel/mL en
medio BBM y RM
respectivamente

Tiempo de estudio 30
dias

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

1,28 g/L presento el

mayor crecimiento

celular de 1,64x10°
células/mL

Tiempo del estudio 56
dias

El tratamiento con
mayor crecimiento fue
el RM3: 40 mg/L de
fosfatos con
9,69 x 10° cel./mL
Tiempo del estudio 62
dias

ARTICULOS REVISADOS
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Efecto de diferentes
protocolos de
aplicacion de un
campo magnético
(0.03T) sobre el
crecimiento
,viabilidad y
composicion
pigmentaria de
H. pluvialis flotowy
ausencia de
nitrégeno.

Optimizacion del
crecimiento y
produccion de

carotenoide
astaxantina por la
microalga H.
pluvialis en
diferentes
condiciones de
cultivo.

Efectos de la
concentracion inicial
de nitrégeno en el
medio de cultivo
sobre la produccién
de astaxantina a
partir de H. pluvialis

Produccién de
astaxantina a partir
de la microalga
H. pluvialis y
evaluacién de
posibles
aplicaciones.

Campo magnético de
0.03T sobre el
crecimiento, la
viabilidad celular y la
acumulacién de
pigmentos en

H. pluvialis

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

Medio de cultivo BBM,
en condiciones

de baja intensidad de
luz (70 pmol
foton.m-2.s-1,
concentracion doble y
triple de nitrato de
sodio.

El medio de cultivo
empleado del medio
BBM, se cultivo en
seis matraces
Erlenmeyers ,

en camara de cultivo
bajo 70 umol de
fotones/m-2.s-1 a
temperatura ambiente
(entre 24-28 ° C), sin
agitacion, aireacién y
control de

pH.
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Densidades celulares
maximas a los 16 dias
de cultivo (123.0 + 2.83
x 10* cel./mL), valores
que no difieren
significativamente de
los controles,
desarrollados sin
exposicién al campo
magnético (125.5
3.54 x 10* cel./mL)

El mayor nimero de
células se obtuvo con
21°Cy 30
pmol-m-2-s-1: 3,
20 x10° cel./ mL

100mg

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.

(4)

(32)

(38)

(46)



Optimizacion del
crecimiento y
produccion del
carotenoide
astaxantina por la
microalga
Haematococcus sp.
en
diferentes
condiciones de
cultivo

Sobreacumulacion
de astaxantina en
H. pluvialis mediante
ingenieria genética
de cloroplastos

Cultivo de H.
pluvialis y el efecto
dela captacion de
amoniaco usando un
extracto de Yucca
shidigera.

Efecto de las Bajas
Concentraciones de
Nitratos y Fosfatos
sobre la
Acumulacion de
Astaxantina en
Haematococcus
pluvialis UTEX 2505

. 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
Mmol-m-2

-s-1).

Los cultivos se
incubaron a 22-25 * 2
°C con aireacion
continua y luz (30
pmol de fotones x m-2
x 8-1)5

Como medio de
cultivo se utilizé el
medio basal Bold
sustituyendo el nitrato
como fuente de
nitrégeno p or amonio
a 3 mM  luz continua,
temperatura de 28°C
y una agitacién de
2000 rpm.

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

tratamientos a 21°C
junto con

con 50 pmol-m-2

s-1, con biomasas de
2,143x10° Cél/mL

6,88 x 10° células/mL

Con amonio usando
40 pL/L se obtuvo una
densidad celular de
6.62 x 10°cel/ml.

Concentracion
celular de 0.85-1.0 g/L.

(51)

(54)

(63)

(66)

Tabla 5. Crecimiento celular de H. pluvialis bajo diferentes condiciones de

cultivo.
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Figura 8. Crecimiento celular de H. pluvialis. Revisién 2015-2020. Trabajos
GBYC:1,2,345y6

En la tabla 5 y figura 8 se observa que el estudio que presentd la mayor
produccion de biomasa en menor tiempo en células/mL fue en el que se utilizé
medio: RM que presenta 5% de deficiencia de nitrégeno con un recuento final de a
2,5x10° cel./ml a los 21 dias de cultivo, bajo las condiciones de pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad  20h:4h, temperatura 25°C, agitacién continua, CO, 5%,
iluminacién con lamparas fluorescentes blancas (Tt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 yEm?®s (39), Seguido por el estudio donde se usé medio
BBM con deficiencia de nitrogeno al 4%, con un valor de 1,12 x 10° cel./mL en
el dia 21, ciclo luz:oscuridad 20h/4h con lamparas fluorescentes blancas TIt 20
w/54RS marca Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitacion
manual una vez al dia durante 10 segundos (40).

En los articulos publicados se puede observar que las condiciones que
favorecieron la producciéon de astaxantina fueron la incubacion a 22-25+2 °C
con aireacion continua y luz (30 umol de fotones x m-2 x s-1)(54),que arroja un
crecimiento celular de 6,88 x 10° células/mL siendo, la publicacién que arroja
nuameros mas altos de crecimiento celular, seguido de condiciones de cultivo
como medio de cultivo se utilizd el medio BBM sustituyendo el nitrato
como fuente de nitrégeno por amonio a 3 mM ,luz continua, temperatura
de 28°C y wuna agitacion de 2000 rpm(63), con una densidad celular de
6.62 x 10° cel/ml

6.2.Parametros cinéticos de crecimiento y de produccion de pigmentos

A continuacion se presenta un resumen de los parametros cinéticos
determinados para los trabajos revisados reportandose, el modelo matematico
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realizado, la velocidad de crecimiento, el tiempo de duplicacion y el coeficiente
de correlacion que nos indica como los diferentes tratamientos utilizados se
ajustan al modelo matematico aplicado segun la determinacion del coeficiente
de correlacién con un valor cercano a 1.

e

Modelo | Medio Tiempo de
de |[N°de duplicacion| Bibliografia
cultivo Velocidad de |Coeficiente de (td)
Dato |Dato Dato Crecimiento |Determinacion
s minimo [maximo (Mmax.) (R?)
Logistico 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
Logistico RM 5 4 4,509 0.0329 0,99 21,06 (68)
BBM 5 4 4,580 0.0326 0,98 21,26
Logistico | RMA1 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 11 4.0 5.97 0.315 0.90
RM2 2,2
Baranyi-Rob 2,37 (39)
erts 0,292 0,87
6,684
RM 10 4
6,571 0,240 2,89
RM N 0,93
4% 13 4
6,559 0,248 0,90 2,79
RM N
5% 13 4
ARTICULOS REVISADOS
No reporta |[BBM
cultivo
iluminad 1,5 mg X/L.h. (46)
o de 2,16
manera
continuag
No reporta BBM
cultivo
fluminad 0,805 mg X/L.h
0 (46)
mediant 1,16

42




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 nitrégeno. RMN4%: deficiencia de 4% de nitrogeno, RMN5%: deficiencia de nitrégeno
al 5%

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

En la tabla 6 podemos observar que los parametros cinéticos determinados
para los trabajos revisados se obtuvieron al aplicar los modelos matematicos
logistico y Baranyi-Roberts, observando que el modelo que mas se ajusta para
explicar el crecimiento de la microlaga bajo las condiciones de cultivo es el
modelo logistico, porque el coeficiente de correlacién (R?) obtenido en los
trabajos donde aplicé, se aproxima mas 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 duplicacion mas bajos con valores de 2, 19 dias (modelo logistico) y
2,2 dias (Modelo Baranyi-Roberts), se presentaron para el estudio donde se
utilizé 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, lamparas fluorescentes blancas TIt 20 w/54RS marca
Phillips, temperatura de 20 %1 °C. agitacion diaria 10 segundos(82). Los
tiempos de duplicacion mas 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 yE m-2 s-1, con CO, al 5%, agitacion con burbujeo, temperatura 20°C %
2°C, fotoperiodo 20:4 Luz / Oscuridad y pH 6.8.de las células, con valores de
21,06 dias para medio RMy 21.26 dias para medio BBM

La velocidad de crecimiento (umax.), segun el modelo logistico es 0,092 por dia
para el tratamiento donde se us6é medio RM con las condiciones de cultivo: pH 6.7
a 7.0, CO, al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 pE/m2s (31).
Cuando se utilizd fosfatos en diferentes concentraciones, se incrementd la velocidad
de crecimiento observandose que el tratamiento con mayor valor en este parametro es
en el que se utilizo 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.
agitacion diaria 10 segundos(82), con un valor de 0,317 células/dia (R*
0,62).segin modelo logistico y de 0,315 cél./dia (R%0,90), segin modelo
Baranyi-Roberts.

6.3. Concentracion de clorofila y astaxantina.

La deficiencia de nitrdgeno es una condicion de estrés que favorece una mayor
produccion de astaxantina. Se han usado otras condiciones que también
contribuyen a la acumulacion de este ketocarotenoide en los trabajos
realizados, lo cual se reporta a continuacion:

TRABAJOS GRUPOS BIOPROCESOS Y CONTROL 2015-2020
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Trabajo

1.
Evaluacién
de las
condicione
s de
crecimient
o celular
parala
produccioé
n de
astaxantin
a a patir de
la
microalga
H. pluvialis

2.Efecto
de la
deficiencia
de
nitrégeno
sobre la
expresion
de genes y
la
produccié
n de
astaxantin
aenH.
pluvialis

Condiciones
de estrés y de
cultivo

Medios de
cultivo (BBM,
OHM, RM) en
Biorreactores
de 500mL con
350mL de
medio y
1x104cel/ml de
inoculo en fase
exponencial,
las
condiciones de
cultivo
empleadas
fueron: pH 6.7
a7.0CO2al
5%,
fotoperiodo de
16 horas luz 8
oscuridad,
irradiancia 70
ME/m2s

medio RM con
nitrégeno al
4.0%y 5.0%,
utilizando las
condiciones
de pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad
20h:4h,
temperatura
25°C, agitacion
continua, CO2
5%,
iluminacién
con lamparas
fluorescentes
blancas (TIt
20w/54RS
marca Philips)
y una
irradiancia alta
de 140 uE/m?s

Concentracio
n de clorofila

Concentracion
de astaxantina

Medio RM con
una
concentraciéon
de 8.3 pg/mL

La produccidn
de astaxantina
fue de 3,52x10¢
Mg/cel. mL con
una
concentracion
de nitrégeno al
4.0% y una
irradiancia alta
de 140 pE/m?s,
correlacionado
con expresion
de genes psy,
pds, Icy, bkt y
chy,
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Productividad de

astaxantina (Xp/Xx)

1,10 x 10
Hug/cel.mL

3,52x10° pg/cel.
mL

Bibliografia

(31)

(39)



3.Producci
on de
astaxantin
ay acidos
grasos
bajo
condicione
s de estrés
por
deficiencia
de
nitrégeno
y alta
luminosida
denH.
pluvialis
usando
medio
BBM

4. Efecto
de los
factores
de estrés
acetato de
sodio, alta
irradianza
y color de
luz para la
produccié
n de
astaxantin
aenH.
pluvialis.

5.Efecto
del estrés
producido
por la
variacion
del color
deluzyla
deficiencia
de
nitrégeno,

Medio Basal
Bold (BBM)
con deficiencia
de Nitrégeno,
en una
concentracion
de 4% y 5%,
fotoperiodo
20/4
luz/oscuridad
con lamparas
fluorescentes
blancas TIt 20
w/54RS marca
Phillips,
temperatura
21°C, humedad
relativa de 45%
y agitaciéon
manual una
vez al dia
durante 10
segundos.
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 uJE m-2 s-1,
con CO; al 5%,
agitaciéon con
burbujeo,
temperatura
20°C % 2°C,
fotoperiodo
20:4 Luz/
Oscuridad y pH
6.8.
Biorreactores
de 500mL con
350mL de
medio y
1x10*cel/ml de
inoculo en fase
exponencial,
las
condiciones de
cultivo

Clorofila
inicial de
3,247 ug/mL,
en el dia 15
aumenta a
11,063 ug/mL
y en el dia
final
disminuye a
6,178 ug/mL
en el método
1 con BBM
con
deficiencia de
Nitrégeno al
4%

Se obtuvieron
29.45ug/mL al
utilizar luz
azul, alta
irradianciay
0.310mg/mL
de acetato de
sodio en
medio RM.

En el medio
BBM una
concentracio
n inicial de
7,54 x 10-7
Mg/cel x ml, y
finalizé con
3,90 x 10-7
ug/cel x mi.

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

Medio RM
5.06ug/mL, se
utilizé una
concentracion
a 0.372 mg/mL
de acetato de
sodio, luz azul
e irradiancia
150 JE m-2 s-1
como factores
de estrés.

Uso de luz roja
en el medio
BBM: 7.24 x10°
Mg/cel. mL de
astaxantina
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3,55x10°®

mL

3.26x10° ug/cel. mL

7.24 x10°®° pgl/cel.
mL

Hg/cel.

(40)

(68)
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sobre la
expresion
de genes y
produccié
n de
astaxantin
aenH.
pluvialis

6.Producci
on de
astaxantin
aenH.
pluvialis
bajo efecto
de
factores
de estrés
como
acetato de
sodioy
cloruro de
sodio.

7.Producci
on de
astaxantin
aenH.
pluvialis
bajo el
efecto de

empleadas
fueron: pH 6.7
a7.0CoO,al
5%,
fotoperiodo de
16 horas luz 8
oscuridad,
irradiancia 70
ME/m2s con
variacion del
color de luzy
un segundo
tratamiento
con variaciéon
del color de luz
y nitrégeno al
4.0%, cada fase
se desarrollé
en un periodo
de 30 dias, de
los cuales 15
dias fueron de
crecimiento y
15 dias de
estrés (luz roja,
luz azul) ; se
llevé a cabo en
los medios RM

y BBM

medio RM bajo = El tratamiento
un pH de 6,8, con acetato
temperatura de sodio
20+2°C, aire 0,320 g/L +
filtrado, cloruro de
iluminacién sodio 1,28 g/L
con lamparas presentd la
blancas con concentracio
20h luz/4h n de clorofila
oscuridad, de 0,245
irradiancia 70 Hg/mL.

ME m-2s-1 con

diferentes

concentracione

s de acetato de

sodio y cloruro

de sodio

adicionadas a

diferentes

tiempos,

durante 56

dias.

Medio RM y La mayor
una concentracio

n de clorofila
fue obtenida
parael
tratamiento
RM3 (40 mg/L

concentracion
de fosfatos de:
20 mg/L, 30
mg/L y 40
mg/L, ademas

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

El tratamiento
RM2 (30 mg/L
de fosfatos)
obtuvo mayor
concentraciéon
de astaxantina
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1.73 x10* uglcel.
mL

6.12 x10° pgl/cel.
mL
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la
deficiencia
de
fosfatos y
alta
intensidad
de luz.

Efecto de
diferentes
protocolos
de
aplicacion
de un
campo
magnético
(0.03T)
sobre el
crecimient
o
,viabilidad
y - =
composici
on
pigmentari
adeH.
pluvialis
flotow y
ausencia
de
nitrégeno.
Optimizaci
on del
crecimient
oy
produccié
n de
carotenoid
e
astaxantin
a por la
microalga
H. pluvialis
en
diferentes

de un medio
con 20 mg/L de
fosfatos con
5% de
nitrégeno y un
medio control.
Se utilizé 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.
agitacion diaria
10 segundos.

pH:6, sin
suministro de
CO02; con

un régimen de
luz continua a
una densidad
de flujo
fotonico de 59
ME m-2s-1y
20°+2°C.

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 pmol-m-2

de fosaftos),
con 26.2
Hg/mL

ARTICULOS REVISADOS

35 pgl/cel a
los 2 dias de
cultivo

Se registro la
absorbancia
de
astaxantina
(476 nm)
como
indicador de
acumulacion

del pigmento.

Mayor

grado de
induccién
con las
intensidades

con 5.772
Hg/mL

2.5 pg/cel en el
dia 8 de
cultivo.
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2.5 pglcel.
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condicione
s de
cultivo.

Efectos de
la
concentra
cion inicial
de
nitrégeno
en el
medio de
cultivo
sobre la
produccié
n de
astaxantin
a a partir
de H.
pluvialis

Efecto de
las Bajas
Concentra
ciones de
Nitratos y
Fosfatos
sobre la
Acumulaci
on de
Astaxantin
aenH.
pluvialis
UTEX
2505.

-s-1

), enla
segunda
prueba se
limité la fuente
de

nitrégeno
(NaNO3) en el
medio de
cultivo (0, 50,
75y 100%),
con base en el
MBB. En el
tercer
bioensayo

se anadié NaCl
al medio (0,
0.034, 0.13,
0.25y 0.43 M).
Se utilizo el
medio de
cultivo BBM,
en condiciones
de baja
intensidad de
luz (70 pmol
foton.m-

2s-1,
concentracion
diferente de
nitrato de
sodio,
conteniendo
los cultivos 2N
y 3N el doble y
triple de la
concentracion
de nitrato de
sodio

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

de 400 y 600

combinacién
de 0y 100%
de NaNO3,

salinidades
de 0.034, 0.25

1000 mg/L

168.4 ug/mL de
astaxantina
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10mg/L

1,684 x 10° uglg

(38)
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Optimizaci
on del
crecimient
oy
produccié
n del
carotenoid
e
astaxantin
aporla
microalga
Haematoc
occus sp.
en
diferentes
condicione
s de
cultivo

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

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
pmol-m-2s-1)

Medio BBM
,temperatura
de 24°C, laluz
fue
continuamente
suministrada
por una
lampara
fluorescente
fria con una
intensidad de
luz con
intensidad
de50 pmoL/ m2
s, agitacion175
rpm por 16
dias.

Con el 100% de  7.77 x10* ng/cel.

nitratos en el mL
BBM: 197.75 y
166.64 ng/ mg
de astaxantina

500mg/L de
astaxantina

Tabla 7. Concentracién de astaxantina y clorofila en H. pluvialis.
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ug/cel.mL
2

Productividad astaxantina

1 2 3 4 5 6 -
Trahajos GBYC 2015 - 2020

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* ugl/cel y 3.52 x10° pg/cel mL. Las condiciones de estrés revisadas con las
cuales se obtuvo la mayor productividad de astaxantina (1.73 x10*
(0,000173)ug/cel. mL), son el uso de medio RM, pH de 6,8, temperatura
20£2°C, aire filtrado, iluminacién con lamparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 yE/m?s , 1,6 g/L de acetato de
sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 dias de cultivo. Seguido por las
condiciones donde se uso luz roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO, al 5%,
fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 140 yE/m?3s, 30 dias de
cultivo con una produccion de 7.24 x10° (0.0000724) ug/cel. mL de astaxantina
(67). El trabajo donde se obtuvo la menor productividad de astaxantina utilizo
las condiciones de estrés medio RM con nitrégeno al 4.0%, utilizando pH 6,7,
ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25°C, agitacién continua, CO, 5%,
iluminacién con lamparas fluorescentes blancas (Tt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 yE/m?s, obteniendo 3,52x10° ( 0,00000352) ug/cel. mL
de astaxantina ( 32 ).

Los resultados de produccién 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 mas
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 CO, o la inanicion de este compuesto favorece la
produccion 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 pymol 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 sustituyd

los nitratos por amonio y con la concentracion de 40 uL/L de amonio

efectivo(39)

6.4.Caracterizacién morfolégica

fue

La tabla 8 presenta un resumen de las condiciones de estrés utilizadas y la
morfologia presentada relacionada con la concentracion de astaxantina,
incluyendo registro fotografico de los trabajos realizados por el grupo
bioprocesos y control y los articulos publicados.

Trabajo

Efecto
del
estrés
producid
o porla
variacion
del color
de luzy
la
deficienc
ia de
nitrégen
o, sobre
la
expresio
n de
genes y
producci
on de
astaxanti
naen H.
pluvialis

TRABAJOS GRUPO BIOPROCESOS Y CONTROL

Condiciones

Biorreactore
s de 500mL
con 350mL
de medio y
1x10*cel/ml
de in6culo
en fase
exponencial,
las
condiciones
de cultivo
empleadas
fueron: pH
6.7a7.0CO,
al 5%,
fotoperiodo
de 16 horas
luz 8
oscuridad,
irradiancia
70 uE/m2s
con
variacion
del color de
luzy un
segundo
tratamiento
con
variacion
del color de

Resultados

El tratamiento 6ptimo para mejorar la produccion del
pigmento fue con una deficiencia de nitrégeno al
4.0%, agregando una variacion del color de luz roja en
el medio BBM, alcanzando una produccion de 7.24

x10-5 pg/cel. de astaxantina.

2 1 . s

Esta concentracién de astaxantina es comparable con

la cantidad de células aplanosporas observadas en el

medio, asi como el cambio macroscépico observado

en los biorreactores, esto debido a las condiciones de
estrés a las que fue sometido el cultivo
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Evaluaci
on de las
condicio
nes de
crecimie
nto
celular
parala
producci
on de
astaxanti
na a patir
de la
microalg
aH.
pluvialis

luzy
nitrégeno al
4.0%, cada
fase se
desarrollé
enun
periodo de
30 dias, de
los cuales
15 dias
fueron de
crecimiento
y 15 dias de
estrés (luz
roja, luz
azul) ; se
llevé a cabo
en los
medios RM
y BBM
Medios de
cultivo
(BBM, OHM,
RM) en
Biorreactore
s de 500mL
con 350mL
de medio y
1x104cel/ml
de in6culo
en fase
exponencial,
las
condiciones
de cultivo
empleadas
fueron: pH
6.7a7.0
CO2 al 5%,
fotoperiodo
de 16 horas
luz 8
oscuridad,
irradiancia
70 uE/m2s

En el medio RM, se pudo evidenciar que las células
pasaron de ser células flageladas méviles, a células
palmellas verdes quienes iban empezando a acumular
el carotenoide en el interior de su citoplasma, hasta
convertirse para el dia 24 en células aplanosporas,
estas ultimas multiplicando su cantidad para el dia 36

52

de cultivo.
RM
Dia
18

36

(31)



Efecto de
la
deficienc
ia de
nitrégen
o sobre
la
expresio
n de
genes y
la
producci
on de
astaxanti
naenH.
pluvialis

Producci
on de
astaxanti
nay
acidos
grasos
bajo
condicio
nes de
estrés
por
deficienc
ia de
nitrégen
oy alta
luminosi
dad en H.
pluvialis
usando
medio
BBM

medio RM
con
nitrégeno al
4.0% y 5.0%,
utilizando
las
condiciones
de pH 6,7,
ciclo
luz/oscurida
d 20h:4h,
temperatura
25°C,
agitacion
continua,
CO02 5%,
iluminacién
con
lamparas
fluorescente
s blancas
(Tit
20w/54RS
marca
Philips) y
una
irradiancia
alta de 140
ME/m?s

Medio Basal
Bold (BBM)
con
deficiencia
de
Nitrégeno,
en una
concentraci

6nde4%y Dia18

5%,
fotoperiodo
20/4
luz/oscurida
d con
lamparas
fluorescente

s blancas Tit

20 w/54RS
marca
Phillips,
temperatura
21°C,
humedad
relativa de
45%y
agitacion
manual una

Los cambios microscopicos que presenté el cultivo
con nitrégeno al 4.0%, es decir, el que obtiene mayor
produccion 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 dia 15, los biorreactores
adquieren un color rojo, debido a la produccién de
células aplanosporas quienes acumulan la
astaxantina. Para el dia 27 de cultivo, todos los
biorreactores tenian esta coloracién, debido a las
condiciones de estrés a las que estaba sometido el
cultivo.

Morfologia celular H. pluvialis. Tratamiento con

deficiencia de Nitrégeno al 4%.

Dia 12

Dia 0

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

acumulacién del pigmento rojo en los biorreactores

para el dia 21 de cultivo, en el medio BBM con
nitrégeno al 4.0 %, quien, en las condiciones de
estrés mencionadas, fue el que acumulé mayor

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

ug/mL)

Dia
24

40x

40x
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Efecto de
los
factores
de estrés
acetato
de sodio,
alta
irradianz
ay color
de luz
parala
producci
on de
astaxanti
naenH.
pluvialis.

Producci
on de
astaxanti
naenH.
pluvialis
bajo
efecto de
factores
de estrés
como
acetato
de sodio
y cloruro
de sodio.

vez al dia
durante 10
minutos.
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
blancay
azul con una
irradiancia
de 150 pE
m-2 s-1, con
CO; al 5%,
agitacion
con
burbujeo,
temperatura
20°C % 2°C,
fotoperiodo
20:4 Luz/
Oscuridad y
pH 6.8.
Medio RM
bajo un pH
de 6,8,
temperatura
20+2°C, aire
filtrado,
iluminacién
con
lamparas
blancas con
20h luz/4h
oscuridad,
irradiancia
70 uE
m-2s—-1 con
diferentes
concentraci
ones de
acetato de
sodio y
cloruro de

La mayor concentracion de astaxantina se presenté
en el medio de cultivo RM (5.06ug/mL)
significativamente mas eficiente para la produccion
(F=52.74;P=<0.0001;GL=1), en el cual se utilizé una
concentracién a 0.372 mg/mL de acetato de sodio, luz
azul e irradiancia 150 uJE m-2 s—1 como factores de
estrés.

En cuanto la clorofila, se obtuvieron 29.45ug/mL al
utilizar luz azul, alta irradiancia y 0.310mg/mL de
acetato de sodio en medio RM. La morfologia
observada fue vegetativa, palmella y aplanéspora. Se
concluy6 que la luz azul, el acetato de sodio a 0.372
mg/mL y una alta irradiancia ayudan a inducir una
mayor sintesis de astaxantina en H. pluvialis

’

:
"

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 produccion astaxantina en un
20% superando los demas tratamientos con 7,3 ug/ml.

e ]
¥
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Producci
on de
astaxanti
naen

H.
pluvialis
bajo el
efecto de
la
deficienc
ia de
fosfatos
y alta
intensida
d de luz.

Efecto de
diferente
3
protocol
os de
aplicacié
n de un
campo
magnétic
o (0.03T)
sobre el
crecimie
nto
,viabilida
d y

sodio
adicionadas
a diferentes
tiempos,
durante 56
dias.

Medio RM y
una
concentraci
on de
fosfatos de:
20 mg/L, 30
mg/L y 40
mg/L,
ademas de
un medio
con 20 mg/L
de fosfatos
con 5% de
nitrégeno y
un medio
control. Se
utilizé un pH
de 6.8,
fotoperiodo
de 20h luzy
4h
oscuridad e
irradiancia
de 75 luxes
en fase de
estrés, luz
blanca,
temperatura
de 20 £1 °C.
agitacion
diaria 10
segundos.

Campo
magnético
de 0.03T

Los cambios morfolégicos observados demostraron
mayor acumulacién de células aplanosporas para 20
mg/L y 30 mg/L de fosfatos El tratamiento con 30
mg/L obtuvo la mayor concentraciéon de astaxantina
con 5.772 pg/mL.

Dia 5

Articulos revisados

Aumento de la matriz extracelular de
aproximadamente 6 uym, respecto a las células
control, con repercusion en su morfologia.
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composi
cién
pigmenta
ria de
Haemato
coccus
pluvialis
flotow y
ausencia
de
nitrégen
o.

Producci
on de
astaxanti
na a
partir de
la
microalg
a

H.
pluvialis
y
evaluacio
n de
posibles
Aplicacio
nes
Optimiza
cion del
crecimie
nto y
producci
on del
carotenoi
de
astaxanti
na por la
microalg
a
Haemato
coccus
sp. en
diferente
s
condicio
nes de
cultivo

Microalg
a verde
producto
ra de
astaxanti
na
Haemato

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

8
intensidade
s de

luz (100,
200, 400,
600, 800,
1000, 1300 y
1600
pmol-m-2
-s-1

)

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

Recuentos Celulares a lo largo del Tiempo Luz Continua

10084
90
ED
709
60
50
40
30
20
109

%

1] 46 11E 166 214 262 310 358 430 478

E -

m Cel Aplanospora/mlL

® F

m Cel Palmela/ml

®

Cel Movil/mL

F F

Tiempo (hs)

% 2
b - m‘n
Los tratamientos con 400 y 600 pmol-m-2-s-1 permitieron la
acumulacion de pigmentos carotenoides sin ocasionar
daifo en la pared celular, en las intensidades de luz 100 y

200 pmol-m-2 -s-1 no se observoé la formacion de células
con acumulacion completa de pigmentos .

Se encontro6 que el nitrato de sodio es la fuente de
nitrogeno inorganico mas optima ,cuando el
cultivo se somete a una deficiencia de nutrientes,
conduce a la acumulacion de astaxantina dentro
de las células.
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coccus a por una 1-cellstage | 2-cell stage J[ 4-cell ][ 8-cell |[16=cells H 32-cells |
NT - DIC
pluvialis ' lampara

ge © B %ﬁ & &
: de una fluorescente @"2 ) % a ﬁ '? ‘

sola fria con una H
célula_a | intensidad ﬂIIIIIIIII
producto  de luz con
s intensidad
comercia de50 pmol/
les de m2s,
alto valor agitacién175
rpm por 16
dias.

Tabla 8. Caracterizacion morfolégica 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 acumulaciéon de astaxantina la mayoria 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 mas 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 mas favorable fue de con 400y
600 pmol-m-2-s-1 permitieron la acumulacion de pigmentos carotenoides sin
ocasionar dafio en la pared celular (51).

En 2015 se realizé 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 °C, la intensidad luminica
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 dia para los
medios Waris-H y BBM (34)

La concentracion de algunos compuestos en el medio de cultivo es de gran
importancia para un correcto desarrollo de la microalga , en 2016 se utilizo una
concentracion de 40 pyL/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 parametro 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 produccién de astaxantina
,un estudio trabajo con una temperatura de 50°C en el crecimiento celular y
obtuvo un rendimiento de extraccion menor a 60g/L(40).

A continuacion se relaciona una tabla resumen de los trabajos realizados por el
GBYC entre el 2015 y 2020, relacionando condiciones de estrés, morfologia
observada, tiempo de estudio, tiempo de enquistamiento, biomasa y produccion
de astaxantina,

57



Tabla resumen

Referenc
ia

1.Nifio et
al. 2015
31)

2.Gomez
et al.
2016 (39)

3.Rios et
al. 2016
(40)

Condiciones
de estrés de
cultivo

CO, al 5%,
un pH de 6.7
a 7, un
periodo de
luz de 16:8 e
irradiancia de
70 PE/m2Zs;
fase de
estrés con
fotoperiodo
de 20:4 y 140
ME/m2s  de
irradiancia.
Medio RM
con nitrégeno
al 4.0%, de
pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad
20h:4h,
agitacion
continua,
Cc02 5%,
iluminacién
con lamparas
fluorescentes
blancas y
una
irradiancia de
140 uE.
Medio
con
deficiencia de
nitrogeno  al
4%,

BBM

fotoperiodo
20:4 con
lamparas
fluorescentes
blancas,
humedad
relativa de
45% y
agitacion
manual una

vez al dia
durante 10
minutos.

Morfolog Tiemp
ia o de
observa estudi
da o

-Célula
flagelada
movil 36
-Célula dias
palmella.
-Célula
intermedi

a.

-Célula
aplanosp

ora.

-Célula

flagelada

movil 36
-Célula dias
palmella.

-Célula

intermedi

a.

-Célula

aplanosp

ora.

-Célula

flagelada

movil. 24
-Célula dias
palmella.

-Célula

intermedi

a.

-Célula

aplanosp

ora.
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Tiempo de
enquistamien

to

18 dias

12 dias

15 dias

Tiempo de
observacié
n células
aplanospor
as

24 dias

24 dias

18 dias

Biomas Producci
a on de
astaxanti
na
7.5x10°
cel./ml 1.11x10°
pg/cel mL
8.3 pg/mL
2.10x10%  3.52x10°®
cel./ml  pg/cel. mL
7.4 ug/mL
2.73x10%
1.12x10° = pg/cel.mL
cel./ml
3.058
ug/mL



4. Avila et
al. 2019
(67)

5.Cuero
et al.
2019.
(68)

6.Rodrigu
ez. 2018
(55)

7.Rodrigu
ez. 2020
(82)

Deficiencia

de nitrégeno
al 4.0%,
agregando

una variacion
del color de
luz roja en el

medio BBM.
Medio RM
usando 0.372
mg/mL de
acetato de
sodio, luz
azul e
irradiancia

150 pE m-2
s-1, CO, al

5%, agitacion
con burbujeo,
fotoperiodo
204 y pH
6.8.

Medio RM,
pH de 6,8,
aire filtrado,
iluminacion
con lamparas
blancas con
20h luz/4h
oscuridad,
irradiancia 70
ME m-2s-1.
Acetato de
sodio 1,6 g/L
desde el
inicio y
adicion de
cloruro de
sodio 6,4 g/L,
alos 15 dias.
Medio RM,
fosfatos de
30 mg/L, pH
de 6.8,
fotoperiodo
de 20 hluz:4
h oscuridad
irradiancia de
75 luxes en

fase de
estrés, luz
blanca.

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

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

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

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

Tabla 9.Tabla resumen.

30
dias 18 dias

30 27 dias
dias

56 28 dias
dias

62 28 dias
dias

59

21 dias

30 dias

35 dias

46 dias

*

1.55x10°
cel./ml

4.2x10*
cel./ml

9.43x10°
cel./ml

7.24 x10°
pg/cel.mL

3.26x10°

pg/cel.mL

5.06ug/m
L

1.738
x10*
pg/cel. mL
7.3 pg/mli

6,12 x10°
pg/cel. mL

pg/mi
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Figura 10. Tiempos del cultivo y de produccién 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 morfologia de la microalga desde sus formas
vegetativas, biflageladas movil, célula palmella, célula intermedia y célula
aplanospora, bien definidas y relacionadas con la produccion de astaxantina. El
estudio en el cual se presentd el menor tiempo de enquistamiento fue en el que
se trabajo medio RM con nitrogeno al 4.0%, de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad
20h:4h, agitacion continua, CO2 5%, iluminacion con lamparas fluorescentes
blancas y una irradiancia de 140 yE/m?( 39 ).

Los estudios que presentan el mayor tiempo de enquistamiento de 28 dias son
en los cuales se utilizd como condiciones de estrés medio RM, concentracidn
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° pg/cel. mL (82) y el estudio donde se us6 medio RM, pH
de 6,8, aire filtrado, iluminacion con lamparas blancas con 20h luz/4h
oscuridad, irradiancia 70 uE m-2s-1, acetato de sodio 1,6 g/L desde el inicio y
adicion de cloruro de sodio 6,4 g/L, a los 15 dias con la mayor productividad de
astaxantina de 1.738 x10* ug/cel. mL de los estudios revisados ( 55 )., Es de
gran importancia resaltar que la produccion del ketocarotenoide se logra
cuando la morfologia del H. pluvialis esta en aplanosporas y que
en los estudios reportados estas células se producen en el dia 24 luego del
comienzo de cultivo sin embargo la acumulacion puede comenzar desde el dia
9 (46), dependiendo de las condiciones de estrés utilizadas con tiempos de
enquistamientos de 11 dias.
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7.DISCUSION

El H. pluvialis es una micro alga de gran interés biotecnolégico debido a que
es la principal productora de astaxantina y este keotocarotenoide tiene
amplios usos en las diversas industrias por sus caracteristicas antioxidantes,
anticancerigenos e inmunomoduladores, necesita para su crecimiento agua,
luz, CO,, y sales minerales entre las que se encuentran principalmente alguna
fuente de nitrégeno como nitrato o amonio y una fuente de fésforo que suele
ser algun fosfato inorganico ,sin embargo , la gran problematica rodea a este
compuesto es su crecimiento lento(78).

En la revision realizada acerca del tema se ha logrado evidenciar las
condiciones en las que se ha trabajado la microalga para lograr una mayor
produccion del ketocarotenoide es importante tener en cuenta que para una
buena produccién 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 adaptacién
, fase exponencial (15 dias), fase estacionaria de estrés natural y fase de
muerte(6). Se observa también un cambio morfolégico desde célula biflajelada,
célula palmeloide , célula intermedia hasta llegar a aplanospora donde se logra
la acumulacién de astaxantina (39) .Por ello es importante la eleccién del medio
entre los cuales se encontré que los que incrementaron la biomasa fueron el
medio RM(82) y BBM (40)que estan compuestos principalmente por
micronutrientes como sales inorganicas de nitratos y fosfatos inorganicas,
aunque cabe resaltar que cuando se necesitan una especificidad mas alta del
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medio se le pueden adicionar nutrientes como como los factores de crecimiento
, vitaminas como tiamina, biotina, vitamina B,,, agentes solidificantes, adicién
de acetato de sodio, etc(28).

Como se menciond previamente de los estudios revisados, el que presento la
mayor produccién de biomasa indicador del crecimiento celular en menor
tiempo en células/mL fue en el que se utiliz6 medio: RM que presenta 5% de
deficiencia de nitrogeno con un recuento final de a 2,5x10° cel./ml a los 21 dias
de cultivo, bajo las condiciones de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h:4h,
temperatura 25°C, agitacion continua, CO, 5%, iluminaciéon con lamparas
fluorescentes blancas (TIt 20w/54RS marca Philips) y una irradiancia de 140
WEm?s (39), Seguido por el estudio donde se usé medio BBM con deficiencia
de nitrégeno al 4%, con un valor de 1,12 x 10° cel./mL en el dia 21, ciclo
luz:oscuridad 20h/4h con lamparas fluorescentes blancas TIt 20 w/54RS marca
Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitacion manual una
vez al dia durante 10 segundos (40), por ello Parra et al, enuncia que el
nitrdgeno es el nutriente mas importante en los cultivos, pero también uno de
los mas dificiles de manejar y se usa para la produccién aminoacidos, que
producen las proteinas 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 parametros cinéticos determinados
para los trabajos revisados se obtuvieron al aplicar los modelos matematicos
logistico y Baranyi-Roberts, observando que el modelo que mas se ajusta para
explicar el crecimiento de la microlaga bajo las condiciones de cultivo es el
modelo logistico, porque el coeficiente de correlacion (R?) obtenido en los
trabajos donde aplico, se aproxima mas 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 duplicacion mas bajos con valores de 2, 19 dias
(modelo logistico) y 2,2 dias (Modelo Baranyi-Roberts), se presentaron para el
estudio donde se utiliz6 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, lamparas fluorescentes blancas Tt 20
w/54RS marca Phillips, temperatura de 20 +1 °C. agitacion diaria 10 segundos(
82).

Los tiempos de duplicacion mas 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 pE m-2 s-1, con CO, al 5%, agitacion con burbujeo,
temperatura 20°C + 2°C, fotoperiodo 20:4 Luz / Oscuridad y pH 6.8.de las
células, con valores de 21,06 dias para medio RM y 21.26 dias para medio
BBM. En este trabajo se reporté un crecimiento celular a los 30 dias con una
concentracion de acetato de sodio de 0.372 mg/mL fue de 2.49x10° cel/mL y
1.55x10°cel/mL en medio BBM y RM respectivamente y lo cual evidencia la
disminucién de la actividad fotosintética que va de la mano con el aumento de
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la en la concentracion de astaxantina, la concentracion del carotenoide llego
hasta 1.93 pg/mL (dia 30).(68)

La velocidad de crecimiento (umax.), segun el modelo logistico es 0,092 por dia
para el tratamiento donde se uso medio RM con las condiciones de cultivo: pH
6.7 a 7.0, CO, al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70
ME/m2s (31). Cuando se utilizé fosfatos en diferentes concentraciones, se
incrementd la velocidad de crecimiento observandose que el tratamiento con
mayor valor en este parametro es en el que se utilizé6 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. agitacion diaria 10 segundos(82), con un
valor de 0,317 células/dia (R% 0,62).segun modelo logistico y de 0,315 cél./dia
(R%0,90), segin modelo Baranyi-Roberts.

Miranda et al, con su estudio realizado con bajas concentraciones de fosfatos
en el cultivo de H.pluvialis crecio en los diferentes tratamientos del medio de
cultivo BBM- modificado a diferentes concentraciones de la fuente de nitrégeno
(NaNQOg3) y fésforo (KH2PO4 y K2HPO4) (55), obteniendo como resultado que
la mayor concentracion celular obtenida fue para los tratamientos que
contenian niveles de las fuentes de nitrégeno y fésforo mas alto (1.0 g/L),
mostrando valores entre 1.5 — 1.9 g/L; a diferencia con los tratamientos donde
la concentracién de los factores era menor (0.2 g/L), los cuales arrojaron
valores de concentracion celular de 0.85- 1.0 g/L (55) ;concluyendo que no se
obtuvo un efecto positivo por parte de la disminucion de la fuente de nitrdgeno
y fésforo en cuanto al crecimiento celular debido a que la microalga tiene una
limitada habilidad para producir materiales almacenados de nitrégeno cuando
crece bajo condiciones suficientes de nitrégeno y el fosforo es otro
macronutriente que juega un importante rol en el proceso metabdlico celular
por la formacion de algunos componentes estructurales y funcionales
requeridos para el crecimiento normal y desarrollo de la microalga(45) y a su
vez la produccion de astaxantina como se menciona en el estudio anterior que
la diminucién de nitrégeno no favorece positivamente la produccion del
carotenoide de interés.

En los estudio revisados se observd la incidencia del color de la luz en el
crecimiento de H. pluvialis , utilizandose luces de color blanco , azul y rojo con
altas irradiancias, observandose 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 dia 36 después de iniciado el cultivo. El color
de la luz depende de su longitud de onda (o frecuencia), medida en
nanometros, la luz visible o espectro visible (lo que el ojo humano puede
percibir) estda 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 fotosintesis , el color rojo en la luz crea un tipo de
competencia entre las células provocando una disminucién en la fotosintesis
afirmando que la cantidad de astaxantina producida por la microalga puede ser
directamente proporcional a la cantidad de luz suministrada. (68).

63



El estudio que tuvo la mayor productividad e astaxantina (1.73 x10*
(0,000173)ug/cel. mL), fue en el que se usé medio RM, pH de 6,8, temperatura
20+2°C, aire filtrado, iluminacion con lamparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 yE/m?s , 1,6 g/L de acetato de
sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 dias de cultivo , Montafio en 2015 se
utilizaron fuentes de luz (fluorescente, led blanca, led azul y led roja),
intensidad de luz (40 y 80 yE*m-2s -1 ) para el cultivo de Haematococcus
pluvialis, encontrando que los mas favorables fueron la luz fluorescente e
intensidad luminica de 80 yE*m-2s -1 . Como resultado de las condiciones de
estrés, se logré identificar que los cultivos a los cuales se les adiciond cloruro
de sodio, aumenté la tasa de crecimiento en 7.47 x 10° cel./mL y la tasa de
astaxantina fue de 2.49 pg/mL, mientras que el cambio de la fuente de luz sin
adicion de soluciones alcanzo una tasa celular de 3.43 x 10° cel./mL y una
concentracion de astaxantina de 2,62 pyg/mL.(85),también Nava et al, en 2017
realizo un ensayo dos medios de cultivo mixotréfico con diferentes fuentes de
carbono, nitrogeno y fosforo.Los medios de cultivo se disefaron a diferentes
concentraciones de nitrato de sodio, fosfato de potasio y acetato de sodio /
carbonato de amonio como fuente de carbono alli se pudo observar que la
concentracion de los nutrientes en los cultivos mixotroficos afecta la produccién
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 produccion
de astaxantina debido a que la concentracion de sales inorganicas disueltas,
tanto en las aguas dulces como marinas, puede potencialmente afectar al
crecimiento de las microalgas en funcion de su actividad osmdtica. La
tolerancia a la sal varia segun las especies, algunas solo 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 CO, al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad,
irradiancia 140 pE/m?s, 30 dias de cultivo con una produccion de 7.24 x10°
(0.0000724) pg/cel. mL de astaxantina (40).

El trabajo donde se obtuvo la menor productividad de astaxantina utilizo las
condiciones de estrés medio RM con nitrégeno al 4.0%, utilizando pH 6,7, ciclo
luz/oscuridad  20h:4h, temperatura 25°C, agitacién continua, CO, 5%,
iluminacién con lamparas fluorescentes blancas (TIt 20w/54RS marca Philips) y
una irradiancia de 140 yE/m?s, obteniendo 3,52x10° ( 0,00000352) ug/cel. mL
de astaxantina (45), Rios et al, en 2017enuncia que la deficiencia de nitrégeno
es una condicion que favorece la produccion de astaxantina, combinada con
alta irradiancia (40).

Entre las condiciones tenidas en cuenta durante el cultivo de H. pluvialis y el
estrés para la obtencion de astaxantina esta el pH, utilizandose 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 variaciéon muy drastica, por ejemplo si existe una elevaciéon disminuye
la biodisponibilidad e induce la eliminacién de fosfatos via coprecipitacion
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quimica con Ca2+ y formacién de fosfato de calcio cuando se llega a un
intervalo de pH entre 9y 11 (67).

Es importante la seleccién de las condiciones de estrés que pueden favorecer
el crecimiento de la microalga y la produccidén de astaxantina, debido a que se
pudo observar que la produccion es muy variable y esta 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, CO, al 5%, fotoperiodo
de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 70 uE/m2s, lamparas fluorescentes
blancas TIt 20 w/54RS marca Phillips, tiempo de cultivo 36 dias(68).

Las condiciones de estrés necesarios para lograr una alta productividad de
astaxantina son uso de medio RM, pH de 6,8, temperatura 20£2°C, aire filtrado,
iluminacion con lamparas blancas fluorescentes, fotoperiodo 20h Iuz/4h
oscuridad, irradiancia 70 yE/m?s , 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 dia 15 del
cultivo, 56 dias de cultivo. Seguido por el estudio donde se usaron las
condiciones de estrés luz roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO, al 5%,
fotoperiodo de 16 horas luz 8 oscuridad, irradiancia 140 yE/m?3s, 30 dias de
cultivo con una produccion de 7.24 x10° (0.0000724) ug/cel. mL de astaxantina
(68).

En la revisién 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 produccion de astaxantina ,se pudo observar que en el dia 21 del
cultivo de la microalga es cuando se logra la acumulacion del pigmento con un
rendimiento celular de 6,88 x 10° 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 concentracion de fosfatos de: 20 mg/L (RM2), 30 mg/L(RM3) y
40 mg/L (RM4), ademas de un medio con 20 mg/L de fosfatos con 5% de
nitrégeno (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. Agitacién diaria 10 segundos, donde se obtuvo que el tratamiento con
mayor crecimiento fue el RM3: 40 mg/L de fosfatos con 9,69 x 10° cel./mlI(82),
existiendo una alta productividad celular en muchos casos se puede lograr una
alta produccion de astaxantina en este caso el grupo de bioprocesos y control
con el tratamiento RM2 (30 mg/L de fosfatos) obtuvo mayor concentracion de
astaxantina con 5.772 pg/mL.

El grupo de bioprocesos y control obtuvo una mayor concentracion de 8.3
pMg/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 pE/m2s (31) y
comparado con los documentos revisados se evidencio que la mayor
produccion de astaxantina se obtuvo con condiciones como ;medio de cultivo
BBM, con baja intensidad de luz (70 pmol fotdbn.m- 2.s-1, concentracion
diferente de nitrato de sodio, conteniendo los cultivos 2N y 3N el doble vy triple
de la concentracion 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 eleccion 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 unrangode 6.5a 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 nitrogeno con un
recuento final de a 2,5x10° cel./ml a los 21 dias de cultivo, bajo las
condiciones de pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20h:4h, temperatura 25°C,
agitacion continua, CO, 5%, iluminacion con lamparas fluorescentes
blancas (TIt 20w/54RS marca Philips) y una irradiancia de 140 yEm?3s,
Seguido por el estudio donde se usé medio BBM con deficiencia de
nitrégeno al 4%, con un valor de 1,12 x 10° cel./mL en el dia 21, ciclo
luz:oscuridad 20h/4h con lamparas fluorescentes blancas TIt 20 w/54RS
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marca Phillips, temperatura 21°C, humedad relativa de 45% y agitacion
manual una vez al dia durante 10 segundos

La mayor productividad de astaxantina con un valor de (1.73 x10*
pg/cel. mL), se presentd usando medio RM, pH de 6,8, temperatura
20£2°C, aire filtrado, iluminacion con lamparas blancas fluorescentes,
fotoperiodo 20h luz/4h oscuridad, irradiancia 70 yE/m?s , 1,6 g/L de
acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio, 56 dias de cultivo.
Seguido por el estudio donde se usaron las condiciones de estrés luz
roja, medio BBM, pH 6.7 a 7.0 CO, al 5%, fotoperiodo de 16 horas luz 8
oscuridad, irradiancia 140 uE/m?s, 30 dias de cultivo con una produccién
de 7.24 x10° pg/cel. mL de astaxantina

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

Se utilizaron los modelos logisticos y Baranyi Roberts para ajustar las
curvas de crecimiento del H. pluvialis y obtener los parametros cinéticos
como velocidad de crecimiento (umax.), biomasa final y tiempo de
duplicacién (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
duplicacién y la velocidad de crecimiento.

Con la revision 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, adicion de acetato de sodio al inicio del cultivo, cloruro de sodio al
dia 15 del cultivo, uso de luz roja y luz blanca, pH 6.7 a 7.0, CO2 5%,
irradiancia alta 140 yE/m?s, 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 revision para realizar ensayos y mirar sus resultados.
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