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PRODUCCION BIOTECNOLOGICA DE ASTAXANTINA A PARTIR Haematococcus
pluvialis EN BIORREACTOR TEC-FERM DE 5 LITROS.

RESUMEN

En la actualidad una de las microalgas mas estudiadas es H. pluvialis debido a que esta presenta
la capacidad de acumulacion de uno de los principales carotenoides utilizados en la industria
como lo es la astaxantina, esto ocurre cuando se encuentra sometida a diferentes factores de
estrés, razon por la cual en el presente estudio se manejan dos tratamientos con diferentes
concentraciones de acetato de sodio (0,299 mg/L Y 1,6 mg/L), las cuales fueron evaluadas en el
medio RM con la influencia de diferente condiciones como pH de 6.7, fotoperiodos 20h luz y 4h
oscuridad , luz blanca, temperatura 25 £ 2° C, aire filtrado y agitacion a 100 rpm en un
biorreactor TEC-FERM de 5 litros, proponéndose como objetivo del presente estudio realizar el

proceso de produccién de astaxantina en H. pluvialis bajo las condiciones mencionadas.

Los resultados obtenidos con 0,299 mg/L de acetato de sodio determinaron un crecimiento
celular maximo de 2,0 x 10* Cel/ mL y una concentracién maxima de astaxantina de 2,530
pg/mL durante 34 dias, mientras que con 1,6 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un crecimiento
celular méximo de 3,5 x 10* Cel/mL y una concentracién maxima de astaxantina de 1,9 pg/ml.
La morfologia de la microalga se conservo durante el cultivo. El andlisis estadistico realizado
establecié que no hay diferencias significativas (P>0,05) entre tratamientos, lo cual permite
concluir que con las dos concentraciones de acetato de sodio y las demas condiciones del

proceso realizado en el biorreactor se obtuvo el colorante astaxantina,
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INTRODUCCION

Las microalgas son un grupo de microrganismos unicelulares fotosintéticos, con capacidad de
crecer en diferentes ambientes de manera rapida, debido a esto, han sido utilizadas como
suplemento nutricional'. Actualmente una de las microalgas més estudiadas es H. pluvialis o

2 la cual ha tomado gran importancia en el

también conocida como “Blood rain microalgae
ultimo siglo debido a su capacidad para la acumulacion de un metabolito secundario como lo es
el carotenoide conocido como astaxantina (3, 3 -dihidroxi- B, p - caroteno- 4, 4 - diona), el cual
es un pigmento rojizo con actividad antioxidante y ampliamente utilizado en la produccion de
cosméticos, farmacos, nutracéutica, alimentos de consumo humano y animal **°. Su produccién
de forma sintética equivale a un precio promedio US $2500/ kg® es alli donde la obtencion de

forma natural cobra importancia.

H. pluvialis presenta la caracteristica de aumentar su crecimiento celular y por ende su capacidad
de acumulacion de astaxantina cuando esta se encuentra sometida a factores de estrés como luz,
pH, temperatura, agitacion y fuentes de carbono, este ultimo incluye acetato de sodio el cual ha
sido modificado en estudios anteriores con el fin de hallar la concentracion ideal para el
crecimiento celular, como el realizado en el 2015 por Nifio donde presenté un crecimiento
celular de 7.55x10° Cel/mL en el medio RM con una concentracion de 0,310 mg/L de acetato de
sodio’, razén por la cual lo anteriormente mencionado se toma de base para determinar las
diferentes concentraciones de acetato de sodio (0.299 mg/L y 1,6 mg/L) que se manejan en el
presente proyecto las cuales fueron evaluadas en el medio RM con condiciones como pH,
fotoperiodos y agitacion constante en el biorreactor TEC- FERM 5 L con el fin de evaluar y
determinar cual es la concentracion idonea para aumentar el crecimiento celular y la produccion

de astaxantina a gran escala a partir de H. pluvialis.

Debido a la gran diversidad de productos que se pueden desarrollar a partir de la biomasa o

metabolitos secundarios de las microalgas y a su reciente aumento en la demanda de produccién,

la industria ha tenido que utilizar la biotecnologia como método alternativo de obtencion, ya que

esta ha sido Gtil para promover las propiedades de las microalgas para la produccién industrial®.
21



Dentro de estas nuevas alternativas de obtencidn se encuentra una de las mas utilizadas como lo
es la tecnologia de fermentacion, esto haciendo que cobre importancia como método alternativo
en la produccion de bioactivos de interés comercial, despertando el interés en que los Ultimos
estudios se enfoquen en tratar de ayudar a mejorar el disefio, la operacion y las estrategias de
aplicaciones del biorreactor °. Estas siendo las razones por las cuales el presente proyecto se
llevd acabo en el biorreactor TEC-FERM de 5 L, el cual es elegido en este estudio debido a que
es un sistema basico para la investigacion y esta indicado para el cultivo de bacterias, hongos,
células animales o vegetales que requieren el ajuste de algun parametro de operacion para

obtener mejores resultados, lo cual ayudé a mantener constante las condiciones del cultivo™.

Este trabajo pertenece al proyecto institucional de investigacion aprobado del grupo de
Bioprocesos y Control titulado “Escalamiento de H. pluvialis para la produccién de astaxantina
en un biorreactor de 5 litros”. Con el proposito de determinar si el acetato de sodio es el factor de
estrés indicado para aumentar el crecimiento celular H. pluvialis y la acumulacién de
astaxantina, para ayudar a contribuir en la sustitucion de colorantes de tonalidades amarillas y
rojizas con efectos posibles efectos cancerigenos,™ que son utilizados actualmente en la industria
para la fabricacion de toda clase de productos; asi mismo se esta contribuyendo en la
construccion de conocimiento esencial que sirva como base y herramienta para definir las
posibles nuevas estrategias que se pueden implementar en las industrias con el fin de favorecer la
disminucion de los costos y tiempo que acarrean la produccion de biomasa y astaxantina
sintética. Por lo anterior, este proyecto se desarrolla en la linea de investigacion de ecologia y

desarrollo sostenible.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar el proceso de produccion de astaxantina en un biorreactor TEC-FERM de 5 litros con la
utilizacion de un factor de estrés como el acetato de sodio y luz blanca durante el cultivo de H.

pluvialis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar el crecimiento de la microalga en el medio RM utilizando el
biorreactor TER-FERM.

b. Evaluar la produccién de astaxantina y clorofila cuando se somete la microalga a
factores de estrés.

c. Determinar el cambio morfolégico de H. pluvialis durante el cultivo.
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1. ANTECEDENTES

En el afio 2003 Cifuentes se dedic6 a descubrir cuéles eran las condiciones Optimas para la
produccion de biomasa y astaxantina en cepas de H. pluvialis provenientes de Steptoe, Nevada
Estados Unidos en donde sus ensayos presentaban concentraciones de acetato de sodio de 4, 8 y
12 mM, las cuales fueron sometidas a una intensidad de luz de 35 y 85 umol m-2 s-1 y un
periodo de incubacion de 14 dias a 23°£2°C, sin aireacion, con un pH inicial de 6.0, factores de
estrés los cuales ayudaron a que el inéculo inicial aumentara de 1.6 x 10° a 1.8 x 10° Cel./mL,
resultados que nos ayudan a sustentar que la suplementacion con acetato de sodio en los cultivos
H. pluvialis, ayuda al incremento del crecimiento celular e induce a la formacion de quistes™
forma celular en la que sucede la acumulacion de astaxantina. Esta misma linea de investigacion
fue seguida en el afio 2006 cuando Woong decidio observar los efectos que tiene la intensidad de
la luz y la concentracion de acetato sobre el crecimiento de H. pluvialis, razén por la cual se
sometio a una intensidad de luz de 120 pumol m-2 s-1 y 70 mM de acetato de sodio, disefio que
ayudo a mejorar la tasa de crecimiento hasta 0.243g/L, resultados con los que se llegd a concluir
que el acetato de sodio ayuda a promover el crecimiento de las células, algo muy similar a lo
anteriormente dicho por Cifuentes pero Woong en el 2003, afirma que la concentracion de
acetato debera controlarse a niveles apropiados con el fin de evitar la inhibicion del crecimiento

celular por accion del acetato de sodio.?

Dada la importancia que presenta el acetato de sodio en los cultivo de H. pluvialis en el afio 2009
Gonzéalez, en su estudio decidié comparar el crecimiento celular con el contenido total de
carotenoides en las 4 colonias de H. pluvialis aisladas de diferentes microhabitad en dos
diferentes ubicaciones geograficas de Chile, las cuales fueron sometidas a condiciones de cultivo
mixotréficas con 2mM de acetato de sodio y condiciones autotréficas, los cuales en el dia 14
tuvieron un recuento celular de 9.9 x 10* Cel/mL y 5.4 x 10° Cel/mL respectivamente; dada las
variaciones de los cultivos se concluyd que es evidente la dificultad de establecer condiciones

para la promocién del crecimiento celular y acumulacion total de carotenoides en H. pluvialis.?*
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En afio 2012 Zhang decide investigar la induccion del &cido salicilico (SA) en la expresion
transcripcional de ocho genes de carotenoides y acumulacion de astaxantina en H. pluvialis, en
donde esta es sometida a 25 y 50 mg/L de acido salicilico y los resultados sugieren que el acido
salicilico constituye sefiales moleculares en la red de biosintesis de astaxantina, se llega a esta
conclusion puesto que se observd la expresion de genes que regulan la biosintesis como lo son
ipi-1, ipi-2, psy, crtR-B, bkt y crt0.?? Mientras que en el afio 2013 Camacho se centré en evaluar
los factores de estrés a los cuales puede ser sometida H. pluvialis, para una mayor obtencion de
astaxantina®, lo que Moira en el mismo afio quiso confirmar al inducir la carotenogenesis de H.
pluvialis con estrés luminico y nutricional, dandole como resultado un recuento maximo de 4.45
x 10* Cel/mL en el dia 15 del estudio.” Del mismo modo en ese afio Ramirez obtuvo resultados
similares en su tesis titulada produccidn de astaxantina por H. pluvialis en un fotobiorreactor tipo
airlift, ya que cuando la someti6 a una concentracion de 2,5 g/L de salinidad se observo muerte
celular, pero cuando se sometio a altas intensidades de luz e irradianza obtuvo una acumulacién
de astaxantina de 32,99 um/mL". Asi mismo, en el 2012 Millan decidié determinar los efectos
que ejercen algunos parametros en cultivo a escala de H. pluvialis, para esto al cultivo se le
adicion6 Vitamina B 0.01 g.L-1, 7 mg - B1, 7 mg - B2, 5 mg - B6, 33 g-B12, vitamina H 0.1 mg
con iluminacién blanca constante con intensidad de 94.7 mol m-2 s -1, donde para el séptimo dia
el recuento total de células fue 1.33 x 10 Cel/mL, esto demostrando que la suplementacion de

cultivos con vitaminas también es una buena opcién para ayudar al crecimiento celular.?

De esta forma fue despertando la curiosidad en los investigadores por determinar y establecer las
condiciones Optimas de produccion de astaxantina a partir de H. pluvialis, dando pie para que
Park en el 2014 determine que la composicion optima para medio era de 720 mg/L de acetato,
160 mg/L de nitrato y 14 mg/L de fosfato, asegurando que el crecimiento celular se inhibio
notablemente cuando la concentracion de cada nutriente era superior a la que él habia
determinado como éptima y concluye que la combinacién racional del cultivo de perfusion y la
irradiacion por etapas mostré efectos sinérgicos que conducen a la produccion mejorada de

clorofila 12,3 g/L y astaxantina 602 mg/L a partir de las formas celulares llamadas quistes.?
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Por otro lado Kirayag en el 2015 se centr6 en la realizacién de una revision bibliografia que
abarcd los afios del 2003 al 2013 con el fin de determinar las condiciones adecuadas para
generar un estrés suficiente y asi obtener una elevada produccion de astaxantina de donde
determind que el uso biotecnoldgico de las microalgas aunque es prometedor aun hoy en dia la
aplicacion de microalgas a escala industrial ha sido escasa, debido a los altos costos;?® Del
mismo modo otros investigadores tratan de establecer los medios de cultivo que pueden brindar
un mejor rendimiento es aqui donde Nifio en el mismo afio realiza una evaluacién de medios de
cultivos para la extraccion de astaxantina a partir H. pluvialis, donde demuestra que el medio
RM con condiciones estables favorece el crecimiento celular a 7.55x10° Cel/mL, por ende una
mayor acumulacion de astaxantina y establece que el acetato de sodio ayudd a una mayor

acumulacién de astaxantina,’ esto confirmando lo que autores en afios pasados habfan sugerido.

Con el pasar de los afios los investigadores siguen en busqueda de las condiciones de estrés
adecuadas para elevar la acumulacion astaxantina, es aqui donde nace la idea de que estas sean
innovadoras y de bajo costos con el fin de que estas nuevas alternativas resulten beneficiosas
para disminuir los costos de produccién de astaxantina en la industria y con esto hacer que la
astaxantina obtenida a través de la sintesis natural sea la primera opcion en la industria,
siguiendo esta idea Wen en 2015, investigo si el etanol tiene el potencial para ser utilizado como
un reactivo eficaz para inducir la acumulacion de astaxantina en H. pluvialis, y sus resultados
demostraron que la acumulacién de astaxantina se producia con la adiciéon de etanol incluso en
condiciones de poca luz, ademas de que la productividad de la astaxantina podria alcanzar los
11,26 mg/L y que el etanol ayud6 a mejorar la transcripcion de los genes isopentenil difosfato

(IPP) isomerasa (ipi-1 e ipi-2), encargados en la biosintesis de astaxantina.”®

Debido a la gran importancia que en los ultimos afios ha cobrado la astaxantina, se han creado
nuevos métodos para la obtencion como el descrito por Poonkum en el afio 2015, en donde
experimenta la induccion de astaxantina a partir H. pluvialis con fotobiorreactores tipo flat panel
airlift de 17, 50 y 90 L (FP-APBR) en condiciones interiores y exteriores, en donde el
experimento con 17L FP-APBR con agua limpia esterilizada, 3% de aireacion de CO, mejoro la

acumulacion de astaxantina hasta obtener a 26,63 mg/L, esto se le atribuye potencialmente a la
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fuerza de elevacion del reactor que ayudo a evitar la precipitacion celular al permitir que las
celulas circularan dentro del reactor. Ademas, los diversos tamafios de FP-APBR exhibieron un
rendimiento similar, lo que implica una oportunidad de aplicar. Sin embargo, una operacion
similar en condiciones exteriores exhibié un rendimiento ligeramente inferior debido al efecto de
inhibicion de la luz, el mejor rendimiento al aire libre se obtuvo con el FP-APBR cubierto con
una capa de red de sombreado, donde se obtuvieron 20,11 mg de astaxantina.”® En el mismo afio
Wanna, estudia si la secuencia de Heterotrophy-Dilution-Photoinduction (SHDP) sirve para la
produccidn altamente eficiente de astaxantina natural de H. pluvialis para satisfacer la gran
demanda de este producto en la industria, la estrategia utilizada fue el peso de la celda seca de
26g/L y la productividad de la biomasa de 64.1 mg/L se obtuvieron en la etapa de heterotrofia,
mientras tanto, las células podian acumular considerable astaxantina hasta un 4,6% del peso de
las células secas después del décimo dia de fotoinduccion , lo que indica que el método se aplicd
con éxito en el cultivo de H. pluvialis para la produccién de astaxantina en interiores y
exteriores. En particular, SHDP tiene ventajas sobre la biomasa de Haematococcus y la
produccion de astaxantina que los modos de produccion convencionales, lo que indica que esta
nueva estrategia proporciona una forma prometedora de aumentar el beneficio econémico y

reduce considerablemente el costo de produccién de astaxantina natural de H. pluvialis.®

Por otro lado Wang, en el afio 2016 decidié mejorar la biomasa de H. pluvialis y produccion de
astaxantina mediante cultivo fed-batch con pH controlado, el cual consistia en 7.88 g/L de
nitrato, 1.83 g/L de fosfato y 24.0 g/L de acetato de sodio, con el cual en el dia 15 se obtuvo
60.23 g/L de astaxantina, *lo cual se correlaciona con lo mencionado en los afios anteriores a
este, frente a produccion de astaxantina obtenida mediante el nitrato, acetato y fosfato,
demostrando nuevamente que un cultivo suplementado con ellos dard un mejor rendimiento en la
obtencion. En el mismo afio Cheng se centrd en el aumento de la tasa de crecimiento y el
rendimiento de astaxantina de H. pluvialis bajo irradiacion nuclear y alta concentracion de estrés
por dioxido de carbono, en donde con 6% de CO; y luz blanca de 108 pmol fotones m—2 s—1, se

obtuvo un incremento el recuento celular el cual aumento de 0.16mg/L a 46.0 mg/L*,
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Por su parte Haquea, en el afio 2017 investig6 la produccion intensificada de astaxantina en H.
pluvialis, en donde evalla las corrientes de aguas residuales de bioetanol como posibles medios
para cultivar microalgas y como resultado obtiene que H. pluvialis crecié en diferentes muestras
de agua residual mostrando un mayor crecimiento celular de 0.704 + 0.016 mg/ml en el décimo
dia y en la fase estacionaria los quistes presentaron una acumulacion de 0.574 + 0.002 mg/ml en
el dia 21, esto creando una nueva alternativa para que el cultivo de H. pluvialis sea llevado en
las corrientes de aguas residuales de bioetanol, puede ser una alternativa mas ecologica si se
compara con los medios convencionales, ya que no solo permite dar un uso de las aguas
residuales disponibles, sino que también elimina la dependencia de los productos quimicos
industrializados para la preparacion de medios de cultivo; gracias a esta investigacion en el afio
2017 junto con Dutta, investigd como seria la produccion integrada de biomasa de H. pluvialis y
eliminacion de nutrientes utilizando efluente de residuos de plantas de bioetanol, el cual fue
llevado a cabo en un fotobiorreactor de elevacion de aire para utilizar el agua residual y un
suministro de gas enriquecido con 5% de CO,. La densidad de biomasa y la tasa de crecimiento
especifica méaxima alcanzada fue 4.37 + 0.007 g/L y 0.317 dia, ** respectivamente, esto dandole
una nueva alternativa de utilidad al cultivo de H. pluvialis ya que los efluentes de bioetanol
sirven para combinar el tratamiento de aguas residuales, la utilizacién de CO, y la produccién

simultanea de astaxantina.

Con el pasar del tiempo los investigadores tratan de hacer menos convencionales sus
investigaciones con el fin de observar como estas le pueden dar grandes giros a la investigacion,
razén por la cual cada dia son méas novedosos, como Marcelinus que en el afio 2017 investiga los
efectos del sonido audible para mejorar la tasa de crecimiento y por ende acumulacion de
astaxantina en H. pluvialis, es asi como determina que el estrés por sonidos audibles mejora
hasta en un 58% la tasa de crecimiento y que en su estudio las células tratadas con la musica
“Blues for Elle” obtuvieron un recuento celular final de 3.467 x 10? Cel/mL, donde podemos
concluir que el sonido audible es util para estimular la tasa de crecimiento® Asi mismo le
sucede a Cheng cuando en el 2017 monitored la dinamica espacio-temporal in vivo de lipidos y
la evolucidn de astaxantina en mutantes de H. pluvialis con 15% de CO, y alta intensidad de luz,

en donde obtuvo un incremento de 3.5 veces dentro de las 12h en la acumulacion de astaxantina
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tras someterla a 15% de CO,;Resultados de los modelos sugieren que los lipidos se acumulan
mucho mas rapido que la astaxantina y que se pueden explorar mas estudios sobre la conversion
mutua entre sustancias intracelulares durante la transicion utilizando microespectroscopia

Raman.>®

Mientras Wanida en el 2017 centrd su investigacion en los efectos de los agentes inductores
sobre el crecimiento y produccién de astaxantina, donde utiliza acetato de sodio en 10g/L y es
aqui donde determina que el acetato debe aplicarse como una fuente de carbono organico para
uso como agente inductor en cultivos mixotropicos con el fin de obtener una mayor acumulacion
de astaxantina.*” Por otra parte Zhengab, en su investigacion titulada los efectos del selenito en la
microalga verde H. pluvialis: Bioacumulacion de selenio y mejora de la produccién de
astaxantina, en donde demostré6 que una dosis baja de selenito 3mg/L presenta una tasa de
crecimiento de 24 mg/L, pero que por el contrario niveles de selenito superiores a 13 mg/L puede
llegar a inhibir el crecimiento; mientras que los experimentos de bioacumulacion demostraron
que H. pluvialis puede llegar a acumular hasta 646 pg/g de astaxantina, sin embargo cuando el
tratamiento se realiza a altas concentraciones es directamente proporcional a los niveles de
peroxido de hidrégeno intracelular, la actividad de la enzima antioxidante y la produccion de
astaxantina, sugiriendo que la bioacumulacion puede llegar a ser tdxica para ella, pero que la

toxicidad siempre va a depender de la dosis de selenito utilizada.®

Debido a los grandes avances gque se han tenido en las investigaciones sobre como los factores de
estrés inducen a un mayor acumulacion de astaxantina, actualmente las investigaciones y
estudios se centran en, como esos factores de estrés ayudan en la expresion de genes encargados
de la biosintesis de astaxantina, esto gracias a los avances y a la facilidad de acceso que presenta
la biologia molecular, razon por la cual en el afio 2018 Sawdon, investigo la posibilidad del
aumento de la acumulacién de astaxantina en H. pluvialis usando una alta concentracion de CO;
e iluminacion leve con el fin de proponer un método econémico de dos etapas para la produccion
de astaxantina natural de H. pluvialis sin una etapa de reemplazo del medio. En donde las etapas
se dividieron en etapa 1, H. pluvialis crecid bajo iluminacién de poca luz hasta que alcanzaron la
biomasa optima, En la etapa 2, las células se cambiaron a las condiciones de induccion de

astaxantina utilizando la combinacion de iluminacion de alta luz y niveles elevados de dioxido de
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carbono (5 o 15%).El rendimiento de astaxantina resultante fue de 2 a 3 veces el de usar
cualquiera de los factores de estrés solo, induciendo hasta un36 mg/g, * Esta investigacion abre

la posibilidad a una mejoraria en la eficiencia y la economia de la produccion de astaxantina.

Por otra parte Ruijuan, observd los perfiles de de expresion génica de astaxantina y vias de
acidos grasos en H. pluvialis en respuesta a diferentes condiciones de iluminacion LED, en
donde con iluminacion LED blanca de 70 umolm-2s—1 y LED azul de (B-70), con un
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad a 25°C, donde se consiguié una mayor produccion
de astaxantina por debajo de 70 umol m—2 s—1 y donde se activaron los genes de transcripcion
de biosintesis de astaxantina psy, crtO, y bkt2 fueron bajo W-150, mientras que los genes psy,
ley, crtO, and crtR-B fueron activados por B-70.*° Mientras que en el mismo afio Bangxiang, se
centrd en el analisis transcripcional en H. pluvialis cuando la astaxantina es inducida por luz
intensa con acetato y Fe2+, obteniendo como resultado que bajo condiciones de alta iluminacion
la expresion de genes relacionados con muchas vias habian cambiado, como la ruta de biosintesis
de carotenoides, elongacion de acidos grasos, proteinas de antena de fotosintesis, fijacion de
carbono en organismos fotosintéticos, etc. La adicidn de acetato de sodio y la alta luz promovio
significativamente en la expresion de genes claves relacionados con las vias para la biosintesis de
carotenoides y la elongacion de acidos grasos. Ademas, el acetato podria obviamente inhibir la
expresion de genes relacionados con la ruta de las proteinas de antena de fotosintesis. Para la
adicion de Fe2 +, los genes relacionados con las proteinas de antena de fotosintesis se
promovieron significativamente y no hubo un cambio obvio en las expresiones génicas

relacionadas a la sintesis de carotenoides y acidos grasos. **
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Biotecnologia

La biotecnologia es definida como cualquier técnica que involucre procesos bioldgicos
destinados a la mejora biologica mediante la explotacion de sistemas vivos y sus componentes
con el fin de beneficiar la vida humana, algunos sistemas vivos que pueden ser utilizados son las

plantas, microorganismos, animales.

Esta es una disciplina que ha tenido un rapido incremento e impacto en la sociedad, pues ha sido
utilizada en diferentes areas de la ciencia, debido a que desde sus inicios de produccion de vino
y alcohol, se ha utilizado con el fin de crear nuevos productos, mejorar la vida atil de los
producto o con el fin de mejorar sus procesos de produccion.*?

Se puede decir que gracias a los beneficios que traen las aplicaciones de la biotecnologia, se
prevé un impacto tanto positivo como negativo, sobre la perspectiva de las ciencias, ademas de
una posible afectacién de la economia en las industrias, probablemente también una afectacion
social, debido a las creencias culturales y religiosas de cada uno de los individuos de la sociedad.
Por esto, se puede afirmar que el éxito o fracaso de la biotecnologia en la sociedad, depende de
que tan bien esté preparada la poblacion para recibir y beneficiarse de los impactos que el uso de

esta trae.
2.1.1. Aplicaciones de la biotecnologia.

En el area de las ciencias de la salud, la biotecnologia ha sido de gran ayuda, debido a que ha

intervenido en la realizacion de medicamentos para el tratamiento y control de enfermedades,
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con un objetivo claro que es la reduccién de los costos de los tratamientos para que estos sean
accesibles a todas las clases sociales. Ademas de esto la biotecnologia ha trabajado en la
utilizacion de nuestra informacion genética con la recombinacion de DNA, para tratar de crear
sustancias Utiles para los humanos, un ejemplo claro de los productos, que son de origen de
recombinacién del DNA es la insulina, producto utilizado por pacientes con diabetes mellitus;
Conjuntamente con la insulina, como tratamiento de la diabetes mellitus, la biotecnologia ha
descubierto la fertilizacion in vitro, gracias a la utilizacion de las diferentes caracteristicas de las
stem cells, aunque la biotecnologia ha traido grandes avances para el ambito para las ciencias de

la salud, al momento de su utilizacién han surgido diferentes cuestionamientos bioéticos.

Por otro lado, en la agricultura la biotecnologia ha intervenido de forma positiva, debido a que ha
optimizado los cultivos, pues interviene en el control de plagas, ayuda a la produccion de
alimentos transgénicos lo cuales vienen con mejores caracteristicas y alargamiento de la vida util
de los mismos. Esto ha ayudado a incrementar las economias de los cultivos. Aunque estudios
recientes demuestren que gracias a la intervencion de la biotecnologia en los cultivos y por ende
la aparicion de los alimentos transgénicos, se han reducido los problemas de hambre y

desnutricion a nivel mundial, aun se debaten cuestionamientos éticos ante la utilizacién de estos
8-42.

Al mismo tiempo la biotecnologia, también ha sido util, para promover las propiedades de las
microalgas, tanto para la salud como para la produccion industrial, debida a la gran diversidad de
productos que se pueden desarrollar a partir de la biomasa o los metabolitos secundarios de las
microalgas. En la industria han sido aplicadas a diferentes areas, como lo son, la alimenticia,
farmacéutica, cosmética, alimento de animales, asi mismo, la biomasa de las microalgas pueden
ser utilizadas para la generacion de energia, debido a que estas tienen la capacidad de generar

diferentes tipos de biocombustibles renovables.?

2.2. Microalga

Las microalgas se encuentran distribuidas mundialmente en agua dulce y marina persistiendo en

numerosos tipos de ambientes, pues estas hacen parte de microorganismos unicelulares
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fotosintéticos, con la capacidad de un crecimiento rapido, actualmente hacen parte de un grupo

de diversos microorganismos fijadores del 50% de carbono orgénico en la tierra.*

Gracias a la gran cantidad de estudios que se han realizado con ellas, se les atribuye la capacidad
de la produccion de pigmentos, lipidos, nutrientes; Este Gltimo siendo de gran importancia
debido a que el incremento constante de la poblacion mundial, ha obligado a buscar alternativas
de nutricion econOmica, es asi como las microalgas se estan volviendo fuentes sustentables y
rentables de nutrientes, debido a su rapido crecimiento facilitando la realizacion de productos

con los cuales ellas tienen el valor nutricional necesario para la dieta diaria de un individuo.*?

Recientemente las microalgas fotosintéticas han sido consideradas efectivas para la
descontaminacion ambiental debido a que ayudan a la reduccién de emision de CO, y gases de
invernadero, ademas de que su biomasa se considera Util en la produccion quimica, comidas

saludables y en el tratamiento de aguas residuales.?
2.2.1. Haematococcus pluvialis.

H. pluvialis también conocida como H. lacustres, Sphaerella lacustris, Blood rain alga, es una
microalga verde unicelular de agua dulce, que es bien conocida por su capacidad de alta
concentracion de astaxantina® y se caracteriza por ser un tipo de microalga autétrofa, ya que es
capaz de obtener la energia necesaria para fijar el carbono mediante la fotosintesis. Asi mismo es
especialmente sensible a las variaciones luminicas, las cuales pueden hacer que varien sus

caracteristicas morfol6gicas.”****

H. pluvialis presenta gran importancia en la industria, en cuanto a su capacidad de produccion
natural de proteinas y astaxantina, debido a que un cultivo de H. pluvialis en condiciones
apropiadas puede llegar a sintetizar y acumular gran cantidad de astaxantina. Ademas de esto la
importancia de que el H. pluvialis es la fuente con mayor produccién de astaxantina frente a las

levaduras y crustaceos.**®

2.2.1.1. Clasificacion taxondémica.
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Tabla 1. Clasificacion taxondmica de H. Pluvialis.

Filo Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Volvocales

Familia Haematococcaceae
Género Haematococcus
Especie H. pluvialis

Fuente: Martinez. A. evaluacién del crecimiento celular y los pigmentos obtenidos de la
microalga Haematococcus pluvialis (CHLOROPYTA: VOLVOCABLES) -cultivada en

diferentes medios. (Tesis). México Instituto politécnico nacional, 2010

2.2.1.2.  Ciclo de reproduccion

H. pluvialis, presenta un ciclo de vida muy distintivo y complejo debido a que va cambiando su

morfologia celular en funcién de las condiciones ambientales a las cuales se encuentra expuesta.

La primera etapa denominada crecimiento vegetativo ocurre cuando se presentan condiciones
ambientales favorables, la morfologia de las células, se conoce como aplanospora las cuales
presentan un color verde y movimiento gracias a los dos flagelos que posee, los cuales le brindan
la capacidad de nadar por el medio y se dividen activamente. La segunda etapa denominada de
descanso ocurre cuando las condiciones ambientales no son favorables, ni optimas es decir la
microalga se encuentra bajo condiciones de estrés y ocurre una dramatica transformacion
morfoldgica de las células que se conoce como quiste los cuales presentan color rojizo, con una
pared celular gruesa y resistente e inmovil debido a que es donde detiene por completo su

division y se dedica a acumular astaxantina. ***
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Figura 1.Ciclo celular de H. pluvialis. Fuente: Cordoba. N. Obtencion y caracterizacion de
astaxantina de la microalga Haematococcus pluvialis. (Articulo).Colombia Universidad la
Gran Colombia,2015. **

2.3. Factores de estrés

H. pluvialis cuando se desarrolla en ambientes hostiles, presenta una mayor biosintesis y
acumulacion de astaxantina, razén por la cual es importante determinar los distintos factores

que interfieren en los procesos naturales de la microalga.

2.3.1. Luz.

La intensidad de la luz es uno de los factores de estrés para las microalgas, debido a que
segun su intensidad de luz influye notablemente en el aumento o disminucion su tasa de
crecimiento, actividad fotosintética, acumulacion de pigmentos por ello su aplicacion en
todas las investigaciones, con el fin de establecer su intensidad, calidad espectral y establecer

un fotoperiodo.

Esta puede estar de forma artificial (lamparas fluorescentes o diodos emisores de luz),
natural, aparte de esto la intensidad y periodo que tenga la microalga varian segln el género
de la misma. También es importante mencionar que se puede llegar a una etapa de
fotoinhibicion.**
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2.3.1.1. Fotoperiodos

Los tiempos de exposicion a luz y oscuridad tienen efecto sobre los ciclos de vida y actividades
metabolicas de las microalgas que se encuentran bajo condiciones de laboratorio o en la
naturaleza. En condiciones naturales las microalgas establecen periodos alternos de luz/oscuridad

debido a que estos ayudan a favorecer la divisién celular.*
2.3.2. Fuente de carbono.

El CO; es la fuente de carbono mas utilizada en cultivos de microalgas. Al consumirse el
carbono, el oxigeno es producido por fotdlisis del agua y este es diluido en el medio de cultivo,
aunque este puede variar segun el metabolismo utilizado por las microalgas para su crecimiento,
debido a que puede ser organico (glucosa, acetato, entre otros) e inorganico (CO,) es la fuente de
carbono més utilizada.*’ Existen diferentes tipos de metabolismo utilizados por las microalgas,
estos son:
e Fotoautotrofo: Aqui se utiliza la luz como fuente de energia y el CO, como fuente de
carbono, con el fin de obtener energia quimica a través de la fotosintesis.
e Heterotrofo: Aqui la ausencia de luz las obliga a utilizar compuestos organicos como
fuente de energia y carbono.
e Mixotrofico: Aqui utilizan carbono organico e inorganico como fuente de energia y

captan la energia de la luz.*
2.3.2.1.  Acetato de sodio

Es una sal sodica del &cido acético. Es una de las fuentes de carbono inorganica mas
comunmente utilizada en cultivos mixotroficos, ya que se ha descrito que gracias a este H.
pluvialis puede sintetizar astaxantina, debido a que este estimula el crecimiento celular y

acumulacién de lipidos.®%®
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2.3.3. Temperatura.

La temperatura adecuada varia para cada especie pero esta generalmente se encuentra en un
rango entre 28° y 35°C ayudando a aumentar la tasa de crecimiento de la microalga, aunque
cuando esta se encuentra por encima es causal de que se aumente la respiracion, esto se puede
controlar de diferentes formas segun el sistema que se utilice para su cultivo, es decir, si es

cerrado o abierto.*’

2.3.4. pH.

Cada especie requiere un rango determinado de pH que le permita un crecimiento éptimo, ya que
si se presenta un aumento o disminucién habra una disminucién en la productividad, este puede

ser controlado por inyecciones de CO; el cual también ayuda a aumentar la productividad.*>*’

2.3.5. Agitacion.

Es importante con el fin de evitar la sedimentacion celular y para asegurar su exposicion
uniforme a la luz, si no se lleva a cabo un mezclado o se realiza un mezclado inadecuado va a

reducir la produccién de la biomasa.**°

2.4. Astaxantina

El carotenoide rojo o metabolito secundario de H. pluvialis (3, 3 -dihidroxi- B, p - caroteno- 4,
4 - diona), perteneciente a la familia de las xantofilas, es un pigmento biolégicamente activo con
diferentes a aplicaciones en la industria. Posee una actividad antioxidante 10 veces mejor que la

de otros carotenoides como lo son zeaxantina, luteina, cantaxantina, b-caroteno y a la vitamina
E 3-13
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Actualmente la astaxantina es ampliamente vendida en su forma sintética, es decir la que se
obtiene por medio del proceso de sintesis quimica, pero esta puede llegar a ser sintetizada por
microorganismos de agua dulce como lo son bacterias, levaduras, y algunas microalgas verdes;
"Presenta una ventaja cuando esta es sintetizada por H. pluvialis ya que acumula cantidades
>30g de astaxantina por kilogramo de biomasa, esto siendo cantidades superiores a la producida

por las otras fuentes.>**2

2.4.1. Estructura de la astaxantina.

Es una cadena larga de 40 carbonos con doble ligaduras, dos grupos hidroxilo libres en sus

anillos terminales.*® Formula quimica CaoHs,04

w’
Figura 2. Estructura quimica de la astaxantina. Fuente: Abalde. J. La microalga Haematococcus

como fuente de astaxantina. (Articulo). Espafa Universidad e da Corufia

2.4.2. Biosintesis de la astaxantina en H. pluvialis.

La acumulacion de astaxantina ocurre cuando se da la transformacion morfoldgica que se da
durante la fase de crecimiento en donde la fase aplanosporas como respuesta a los diferentes
inductores de estrés, se transforma en su fase quistica la cual tiene la capacidad de la

acumulacion de astaxantina.>™*®

De esta manera podemos hacer hincapié en que la biosintesis de la astaxantina se limita

estrictamente en la fase quistica, por lo que hace frente a cualquier estrés oxidativo generado en

una variedad de ambientes hostiles y desfavorables.*
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Figura 3. Ruta de biosintesis astaxantina =
2.4.3. Aplicaciones de la astaxantina.

Actualmente la astaxantina, ocupa un papel importante en la industria debido a que tiene
aplicaciones para cosmeéticos, alimentos de consumo humano, alimento industrial, fArmacos y
nutracéutica. Ademas la astaxantina, es reconocida como un fuerte colorante de tonos rojizos, al
dia de hoy, también se conoce por su alta actividad antioxidante; ***" debido a que esta puede
absorber la energia excitada sobre el oxigeno dentro de la cadena de la astaxantina degradandola

pero previniendo el dafio a otros tejidos.*®

Como esta es sintetizada por microorganismos de agua dulce, se ha encontrado, que la
astaxantina es de vital importancia para la funcion bioldgica, ya que gracias a su alto potencial
antioxidante, brinda una proteccién contra los efectos secundarios de los UV y acidos grasos
poliinsaturados. Ademéas de esto juegan un papel importante tanto en la pigmentacion,

comunicacion, el comportamiento reproductivo y la respuesta inmune.**®
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En la industria alimentaria, la astaxantina es utilizada como pigmento, para colorantes de
comidas, suplemento alimentario para animales de produccién industrial nacidos en cautiverio,

especialmente utilizado en la acuicultura.™

2.5. Biorreactores

Cada dia toma mayor fuerza e importancia el interés de las industrias por mejorar los valores de
rendimiento y productividad por lo cual se ha tratado de implementar diferentes estrategias para
la estimulacion del crecimiento de los microorganismos y el correcto conocimiento de los

metabolitos secundarios, es alli donde surge la utilizacién de la fermentacion.

La fermentacion tiene como objetivo el crecimiento celular y la fermentacion del mismo en
condiciones de estrés, ya que durante estas condiciones los microorganismos desarrollan
respuestas especificas debido al estrés genético, fisioldgico y metabolico los cuales dan origen a

productos de la fermentacién y procesos con caracteristicas novedosas.*

2.5.1. Tipos de biorreactores

25.1.1. Sistema abierto.

Aunque los primeros cultivos de microalgas se realizaron en sistemas cerrados, hoy en dia los
méas utilizados son los sistemas abiertos debido a las ventajas que presentan al ser mas
econdmicos y mas sencillos de escalar. Sin embargo solo un pequefio grupo de especies de algas

pueden cultivarse con este tipo de sistemas.

Actualmente existen cuatro tipos principales de sistemas abiertos en uso como lo son: estanque
grande poca profundidad, tanques, estanques rectangulares y estanques tipo raceway, todos
presentando sus ventajas y desventajas.’? Una de las desventajas més conocidas es la baja
productividad que presentan frente a la esperada teéricamente debido la dificultad para controlar

las condiciones del cultivo.®®
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25.1.2. Sistema cerrado.

Los sistemas cerrados se caracterizan por presentar grandes ventajas que aumentan sus
beneficios frente a los sistemas abiertos, como lo son reducir los riesgos de contaminacién por
metales pesados u otros microorganismos, ya que estos presentan una mayor esterilidad;
condiciones de cultivo reproducibles, menos perdida de CO,, una alta eficiencia en la utilizacion
de la luz, control de temperatura, la posibilidad de utilizar la luz del dia, menos perdidas de vapor

y disefio mas flexible.

Todas las ventajas que presenta hacen que se pueden cultivar diferentes especies de microalgas
sin ningun tipo de problema, ademas de esto el reactor puede ser operado a diferentes
condiciones climaticas y la facilidad para controlar las condiciones de cultivo dan como
resultado un producto final de mayor calidad y composicion > Sin embargo frente a todas las
ventajas su elevado costo aun ha permitido su utilizacion, razon por la cual se sugieren mas

estudios con el fin de disminuir sus costos al momento de su utilizacion.

25121  TEC-FERM5L

El fermentador TecFerm es un sistema basico para investigacion, indicado para el cultivo de
bacterias y hongos. Para el cultivo de células animales o vegetales se requiere ajustar algunos

pardmetros de configuracion y operacion.

El equipo consta de un reactor tipo tanque agitado (ST), con una capacidad total de 7.5 L y un
volumen util de trabajo de 5 L. EI volumen minimo es de 2 L para lo cual se requiere ajustar la

altura de las aspas y del electrodo de pH.

Se puede manejar rangos de agitacion entre 0 y 800 rpm, rango de temperatura usual entre 30 y
40° C, el pH puede controlarse en un rango entre 0 y 14, la aireacion pude ser ajustada desde
menos de un litro por minuto hasta 30 litros. Ademas el equipo se puede manejar de forma
aerobia con suministro de aire o en forma anaerobia con suministro de gases como CO; o

nitrégeno.™®
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion es un estudio experimental, correlacional, sujeto a variaciones investigativas,
como son, diferentes concentraciones de acetato de sodio (0.299 y 1,6 mg/L), como condiciones
de estrés en el medio RM en fermentador TEC-FERM de 5 litros, con el fin de evaluar que
concentracion, es la idonea para aumentar el crecimiento celular y la produccién de astaxantina

a partir de H. pluvialis.
3.2. Hipotesis

Hay un aumento en la biomasa y en la produccién de astaxantina de H. pluvialis en el medio
RM, el cual fue escogido por brindar las condiciones adecuadas’ para el crecimiento éptimo de la
microalga H. pluvialis, bajo dos concentraciones de acetato de sodio (0.299 mg/L y 1,6 mg/L),
acompafiado de condiciones de trabajo en el biorreactor TecFerm 5L, como lo son pH 6.7,
temperatura 25+ 2°C, fotoperiodo 20h luz blanca y 4h oscuridad, aire filtrado, agitacion
fluctuante entre 90 y 180 rpm, los cuales son sefialados como factores que ayudan al aumento de

la produccién de astaxantina, segin la bibliografia consultada.**™’

3.3. Poblacion
La poblacién analizada es la microalga H. pluvialis cepa UTEX suministrada por la Universidad
de la Sabana, con la cual se trabaj6 durante 34 dias, tiempo en el cual se espera terminar la fase

experimental y obtener los resultados necesarios para determinar la importancia de la produccién

de astaxantina en la industria.
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3.4. Muestra

Para la investigacion se utiliza un inéculo de H. pluvialis en el medio volvox’, con condiciones
de cultivo, pH 6.8, temperatura 20+ 1°C, fotoperiodo 18h luz blanca y 6h oscuridad, aire filtrado,
agitacion manual diaria por 10 segundos, hasta obtener un recuento celular de 1.0 x 10* Cel/mL;
El cual se cultivo en el biorreactor TEC-FERM de 5 L con dos diferentes concentraciones de
acetato de sodio (0.299 y 1,6 mg/L), que son adicionadas en el dia 0 y se detuvo el crecimiento
en el dia 34, con el fin de hacer la obtencién de biomasa y realizar los procedimientos de

espectrofotometria para la cuantificacion de astaxantina y clorofila.

Tabla 2. Composicién quimica del medio volvox *®

Composicion quimica mL g
Ca(NO3), *4H,0 1 11.8
MgSO, * 7H,0 1 4

Na, glicerofosfato * 1 5
5H,0

KCL 1 5

Glicilglicina 10 5

Solucion metal P-1V* 6 -

Vitamina B12 1 -

Solucién vitamina 1 -

biotina **

NOTA: Medidas brindas para 1 litro de medio
*Solucion metal P- 1V, esta se encuentra conformada por:

Tabla 3. Composicién quimica de la solucién metal P-1V 8

Composicion quimica g/L
FeCl; * 6H,0 0.097
MnClI, * 4H,0 0.041

ZnCl, 0.005
CoCl; * 6H,0 0.002
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Na;MoO, * 2H,0 0.004

** Solucién vitamina biotina, esta se encuentra conformada por:

Tabla 4. Composicién quimica de la solucién vitamina biotina >

Composicion quimica 9/200mL
HEPES buffer pH 7,8 2.4
Biotina 0.005

3.5. Variables

3.5.1. Variable dependiente.

e Crecimiento celular
e Morfologia celular
e Produccion de astaxantina y clorofila

e Concentracion de astaxantina y clorofila

3.5.1.1. Indicadores variable dependiente.

e Crecimiento celular, cuantificado por recuento en cédmara de Neubauer
(Cel/MI)

e Cambios morfoldgicos observados en camara de Neubauer

e Produccion de astaxantina y clorofila, cuantificado por espectrofotometria.

e Concentracion de astaxantina y clorofila en pg/ml

3.5.2. Variable independiente.

e Biorreactor TecFerm 5L
e [noculo inicial

e Condiciones de trabajo
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3.5.2.1. Indicadores variable independiente

e pHG6.7

e Temperatura 25+ 2°C

e Fotoperiodo 20h luz blanca y 4h oscuridad

e Aire filtrado

e Agitacion fluctuante entre 90 y 180 rpm

e Concentracion de 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de acetato de sodio

3.6. Técnicas y procedimientos

3.6.1. Preparacion inoculo.

Se realiza el pre inocul6 a partir de la cepa de referencia transferida un Erlenmeyer (de 3.0 L de
capacidad) con dos litros de medio de cultivo volvox estériles ajustado a pH 6.7, con fotoperiodo
de 18 horas de luz blanca y 6 horas de oscuridad, temperatura de 20+ 1°C y con agitacién diaria

por 10 segundos.

Se evalu6 el crecimiento del pre inoculdé por medio de microscopia en camara de Neubauer,
donde se observaron los siguientes parametros: color, morfologia y viabilidad celular, se realizo

el conteo celular cada tercer dia por triplicado hasta obtener un recuento de 1.0 x10* Cel/mL.

Se inoculo un volumen inicial de 200 mL (10% del cultivo total) con una concentracién de
1.0x10* Cel/mL en el biorreactor con un volumen de 2 L de medio RM con condiciones de
trabajo, pH 6.7, temperatura 25+ 2°C, fotoperiodo 20h luz blanca y 4h oscuridad, aire filtrado,

agitacion fluctuante entre 90 y 180 rpm.
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3.6.2. Bibérreactor TEC-FERM.

El biorreactor TEC- FERM es un sistema basico para la investigacion, indicado para el cultivo de
bacterias, hongos, células animales o vegetales'® Razén por la cual fue el escogido para obtener
mejor productividad tanto en biomasa como astaxantina, ya que gracias a que es un sistema
cerrado podemos tener mas control sobre condiciones de estrés el biorreactor de 5 litros con 2
litros del medio del cultivo RM estandarizado con 10% del in6culo al 1.0x10* Cel/ml de H.
pluvialis. (Anexo A)

Figura 4. Biorreactor TEC-FERM
Fuente: Autora, 2017

3.6.3. Medio de cultivo

El cultivo de H. pluvialis se realiz6 en un biorreactor de 5 litros con un volumen de medio de
cultivo de 2 litros, después de cada toma de muestra por triplicado, se evalud produccion de

astaxantina y clorofila, asi como el crecimiento celular bajo las condiciones de estrés aplicadas al

46



medio de cultivo seleccionado RM con concentraciones de acetato de sodio de 0.299 mg/L y 1,6

mg/L.

Tabla 5. Composicién quimica del medio RM. Medio utilizado en los dos montajes con acetato

de sodio.”

Composicion quimica mg/L
NaNos 0.300
KoHPO, 0.080
KH,PO4 0.023
MgSO,7H,0 0.012
CaCl,2H,0 0.060
EDTA 0.008

NaCl 0.024
H3BOs 0.001
MnSO4H,0 0.002
ZnS0O,7H,0 0.001
(NH4)6M00,2H20 0.0013
CuS0O45H,0 0.001
Co(No3),6H,0 0.001
FeCl36H,0 0.018

3.6.4. Condiciones de estrés.

En los dos montajes realizados con acetato de sodio 0.299 mg/L y 1,6 mg/L en el biorreactor de
5 L, con 2 L del medio del cultivo RM estandarizado con un inéculo (al 10%) con 1.0x10*
Cel/mL de H. pluvialis y pH 6.7, se aplicaron como condiciones agitacion constante fluctuante
entre 90 y 180 rpm, fotoperiodos de 20 horas luz blanca y 4 horas oscuridad, temperatura de
25+2°C, concentraciones de acetato de sodio de 0,299 mg/L y 1,6 mg/L cada tratamiento se dej6

por un periodo de 34 dias con muestras por triplicado cada 7 dias.
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3.6.5. Curva de crecimiento

Se realiz6 la curva de crecimiento a partir del nimero de células por militro cuantificados en
camara de Neubauer’” durante 34 dias, obteniendo un total de 6 datos obtenidos por cada

tratamiento con acetato de sodio.

3.6.6. Determinacion de clorofila y astaxantina

Los carotenoides presentan solubilidad en lipidos o en solventes no polares, es por ello que los
solvente mas utilizados para la extraccion de los carotenoides son el éter etilico y el éter petrdleo,
ya que a pesar de existir mas presentan inconvenientes debido a la gran toxicidad y que se puede
llegar a presentar una degradacidon de carotenoides, sin embargo la acetona, el metanol y el
etanol aungue son menos polares, son mas eficientes para la extraccion de astaxantina y

clorofila.’®

En el estudio se realizé la extraccién con método de extraccién con metanol al 90% con el cual

se garantiza una mejor concentracion de astaxantina.’

3.6.7. Método de determinacién

Procedimiento de la APHA, 1992. Se tomd 10 mL de la muestra por triplicadas, las cuales fueron
centrifugadas a 12,000 rpm durante 5 minutos, posteriormente se retira el sobrenadante (medio
de cultivo) y al paquete celular o precipitado se le adicion6 1ml de metanol al 90%, se calent6
por 10 minutos a 60° en bafio seroldgico y posteriormente se centrifuga con 12,000 rpm durante

5 minutos.’

3.6.8. Determinacion de pigmentos
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Para la cuantificacion de clorofila y astaxantina se toma la curva de calibracion (absorbancia y en
funcién de la concentracion expresada en ug/mL) con patrones de referencia con lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 667 nm para clorofila y 477 nm para astaxantina’
(Anexo B),(Anexo C), se hallaron las concentraciones en (ug/mL) con ayuda de la ecuacion de la
recta simplificada.

y=mx+b
3.6.9. Andlisis estadistico de los datos
Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un factor (crecimiento celular) para los

tratamientos (medios de cultivo) por triplicado con un nivel de confianza del 95%, para este

analisis se empleo el programa Excel 2010.
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4. RESULTADOS

En el primer tratamiento realizado en el biorreactor TEC — FERM de 5 L durante el 9 de agosto
y 13 de septiembre del 2017, se utiliz6 una concentracion de 0.299 mg/L de acetato de sodio en
el medio RM, bajo las condiciones de trabajo previamente establecidas. Obteniéndose un
recuento de inicial de 1,0 x 10* Cel/mL y un recuento final del 1 x10° Cel/mL durante los 34
dias del estudio (Ver Tabla y Ver grafica). EI pH se presentd fluctuaciones entre 6,7 a 7,5,

cercano a la neutralidad (ver Tabla, ver grafica).

Tabla 6. Recuento celular 0,299 mg/L de acetato de sodio

Curva de crecimiento

Dias Cél/mL

0 1.0 x 10M

6 1,25 x 10"

13 2,0 x 10M

20 5x10"3

27 5x 1013

34 1x10"3

El recuento celular obtenido con el tratamieno de 0,299 mg/L de acetato de sodio se puede
inferir que al pasar de los dias la microalga presenta crecimiento exponencial hasta el dia 13 en
donde presenta un recuento celular de 2,0x10* Cel/mL, pero apartir del dia 20 comienza a
disminuir el recuento celular, tanto asi que al dia 34 termina con un recuento celular de 1 x 10°
Cel/mL; Esto se le puede atribuir a que su fuente de carbono (acetato de sodio) se ha agotado y
de esta forma se esta induciendo a la muerte celular de la microalga. Esto se correlaciona con lo

desccrito por la literatura consultada la cual menciona que H. pluvialis tiene un crecimiento
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exponencial hasta el dia 15 y apartir de este momento sus recuentos tienen a disminuir e inician

la aparicion aplanosporas.***

Curva de crecimiento 0,299 mg/L

2,5X1074

2,0X1074 y =-0,0349x + 1,474
R?=0,4366

1,5X10"4

Cel / mL

1,0X10"4

0,5X1074

0,0X1074
0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo

Grafica 1. Curva crecimiento celular con 0,299 mg/L de acetato de sodio.

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico mediante transformacién de
los valores de Y a los que se les calculd su logaritmo en base 10 para obtener log vs t del
crecimiento celular. La idea de realizar el ajuste fue para determinar si existian diferencias

significativas en la velocidad de crecimiento de los tratamientos probados.

5,00
4,50
4,00 ® R y = -0,0663x + 4,4043
35 | el R*=0,7972
300 | T
250 T T e

2,00 e
1,50

1,00

0,50

0,00

Log X

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

51



Grafica 2. Tendencia de crecimiento modelo logistico tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de

sodio.

A cada una de las muestras tomadas por triplicado se les realizd la medicion de pH por medio del
potenciometro, para luego sacar un promedio de la mediciones realizadas, donde en el montaje

realizado con 0,299 mg/L de acetato de sodio hubo un fluctuacion de pH entre 6.7 a 7.5.

Tabla 7. pH montaje con 0,299 mg/L de acetato de sodio

Muestra | pH
0 6,7
6 7,1
13 6,8
20 7,0
27 7,2
34 7,5

El este primer tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de sodio, se manejo un pH fluctuante entre
6,7 (inoculo inicial) y 7,5 (dia 34), lo que nos dice que las condiciones de trabajo de este
tratamiento mantuvieron al medio de cultivo en neutralidad, ayudando al crecimiento celular de

la microalga, ya que esta no puede crecer cuando se encuentra a pH 4cidos.*

pH de 0,299 mg/L

7,6
7,5
7,4
7,3
7,2
7,1

pH

6,9
6,8
6,7
6,6
0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo
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Grafica 3. pH montaje con 0,299 mg/L de acetato de sodio

En el segundo tratamiento realizado en el biorreactor TECFERM de 5L durante el 27 de
Septiembre y 25 de octubre del 2017 con una concentracion de 1.6 mg/L de acetato de sodio, se
obtuvo un recuento de inicial de 1,0 x 10* Cel /mL y un recuento final del 3,5 x10* Cél/mL
durante los 34 dias del estudio (Ver Tabla, ver graficas). El pH presentd fluctuaciones entre 6,7

(inoculo inicial) y 8,6 (dia 34). (Ver tabla, ver grafica).

Tabla 8. Recuento celular 1,6 mg/L de acetato de sodio

Curva de crecimiento

Dias Células / mL

0 1.0x10"4
6 20x10"4
13 2,5x10"4
20 5x1073

27 1,7 x10" 4
34 3,5x10"4

En el recuento celular obtenido con el tratamieno de 1,6 mg/L de acetato de sodio se puede
inferir que al pasar de los dias la microalga presenta crecimiento exponencial hasta el dia 13,
donde alcanzo un recuento de 2,5 x10* Cel/mL pero apartir del dia 20 comienza a disminuir
hasta el dia 27 con 1,7 x10* Cel/mL,pero en el dia 34 se obtiene un aumento del recuento celular

inesperado de 3,5 x10” Cel/mL, este siendo superior al del dia 13.
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Curva de crecimiento 1,6 mg/dL

4,0X1074

3,5X1074 y =0,0398x + 1,204
R?=0,227

3,0X1074
2,5X1074

2,0X1074

Cel/mL

1,5X10"4

1,0X1074

0,5X1074

0,0x1074
0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo

Grafica 4. Curva crecimiento celular con 1,6 mg/L de acetato de sodio

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico mediante transformacion de
los valores de Y a los cuales se les calcul6 su logaritmo en base 10 para obtener log vs t del
crecimiento celular. La idea de realizar el ajuste fue para determinar si existian diferencias

significativas en la velocidad de crecimiento de los tratamientos ensayados.

4,60

4,50 )

4,40 °
y =0,01x + 4,1342

R*=0,4973

4,30 °

Log Células/mL

420 | e
4,10
4,00 ®

3,90
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (dias)

Grafica 5. Tendencia de crecimiento modelo logistico tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de

sodio.
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Nota grafica 5: Al momento de realizar la grafica de curva de crecimiento, se elimina el dato 5
x10° del dia 20 en el tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de sodio, debido a que no permite que

la grafica presente lineabilidad.

En el montaje con 1,6 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un promedio de las mediciones de pH

realizadas, donde hubo una fluctuacién de pH entre 7,4 (primer dia) y 8,6 (Gltimo dia).

Tabla 9. pH montaje con 1,6 mg/L de acetato de sodio

Muestra| pH
0 6,7
6 7,4
13 7,6
20 8,6
27 8,5
34 8,6

En el segundo tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de sodio, se manejé un pH fluctuante entre
6,7 (inoculo inicial) y 8,6 (dia 34), lo que nos dice que las condiciones de trabajo en este
tratamiento inclinaron al medio de cultivo hacia la alcalinidad del mismo, esto ayudando al
crecimiento celular de la microalga, ya que esta no puede crecer cuando se encuentra a pH

acidos.”

pHde 1,6 mg/L

0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo
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Grafica 6. pH montaje con 1,6 mg/L de acetato de sodio

El medio de cultivo con mayor velocidad especifica de crecimiento fue RM con concentracion
de acetato 0,299 mg/L con una velocidad especifica de crecimiento de 0.029 Cel/dia (Ver tabla)

(Ver curvas ajustadas Log X vs Tiempo)

Tabla 10.Velocidad de crecimiento de los montajes analizados

Medio de | Numero Dato Dato Velocidad | Coeficiente de
cultivo de datos | minimo | maximo de determinacion
crecimiento
RMy 6 4.204 4,300 0,029 79%
acetato Cel/dia
0,299 mg/L
RMy 6 4.301 4,540 0,014 49%
acetato 1,6 Cel/dia
mg/L

Al realiza el ANOVA (95%), se establecio que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos ensayados (P=0,795; gl=1; F=0,071). (Ver anexo D). Lo cual indica que el
tratamiento que brinda mejores resultados es el de 0,299 mg/L , ya que con él se obtiene un

mayor crecimiento de velocidad lo que mejora el crecimiento y por ende nos llevara a una mayor
acumulacion de astaxantina.

Pasados los 34 dias respectivos para cada montaje se realizd la determinacion de clorofila y
astaxantina con metanol al 90%.

Tabla 11. Absorbancia obtenidas en el montaje con 0,299mg/L de acetato de sodio

DIAS | CLOROFILA | ASTAXANTINA
6 0,245 0,203
13 0,163 0,171
20 0,494 0,512
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27 0,436 0,438
34 0,284 0,306

Nota: Las absorbancias de clorofila y astaxantina fueron medidas en rango de lectura de 677nmy

477 nm respectivamente

0,299 mg/L

0,600
0,500

0,400

1a

0,300

Clorofila

0,200 \ Astaxantina

0,100

Absorbanc

0,000
-5 5 15 25 35

Dias de muestreo

Grafica 7.Absorbancias obtenidas en el montaje con 0,299 mg/L de acetato de sodio

Con las absorbancias obtenidas después de la determinacién con metanol al 90% de astaxantina y
clorofila en el tratamiento con 0,299 mg/L, podemos decir que los datos obtenidos para ambos
pigmentos tienen un comportamiento muy similar y se obtiene un mayor absorbancia en el dia 20
en donde para clorofila con lectura a 677 nm, se obtiene una absorbancia de 0,494 nm y para
astaxantina con lectura a 477 nm, se obtiene una absorbancia de 0,512 nm; a diferencia del dia
34, en donde clorofila tiene una absorbancia de 0,284 nm y astaxantina una absorbancia de 0,306
nm, lo cual es consecuente con el recuento celular obtenido para esos dias y con lo descrito en la

literatura en donde menciona que la astaxantina y clorofila son inversamente proporcionales.*2.

Tabla 12. Absorbancia obtenidas en el montaje con 1,6 mg/L de acetato de sodio con

DIAS | CLOROFILA | ASTAXANTINA
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6 0,250 0,228
13 0,306 0,431
20 0,099 0,100
27 0,238 0,375
34 0,112 0,357

Nota: Las absorbancias de clorofila y astaxantina fueron medidas en rango de lectura de 677nmy

477 nm respectivamente

1,6 mg/L

0,450
0,400
0,350
8 0,300
[S)
& 0,250 4
2
S 0,200
3
< 0,150
0,100
0,050

0,000
-5 5 15 25 35

Clorofila

Astaxantina

Dias de muestreo

Grafica 8.Absorbancias obtenidas en el montaje con 1,6 mg/L de acetato de sodio.

Con las absorbancias obtenidas después de la determinacién con metanol al 90% de astaxantina y
clorofila en el tratamiento con 1,6 mg/L, podemos decir que los datos obtenidos para ambos
pigmentos no presentan un comportamiento muy similar a excepcion del dia 20 que fue un de
las absorbancias mas bajas obtenidas, un comportamiento totalmente diferente al tratamiento con
0,299 mg/L de acetato de sodio.

Aqui se obtiene la mayor absorbancia en el dia 13 en donde para clorofila con lectura a 677 nm,
se obtiene una absorbancia de 0,306 nm y para astaxantina con lectura a 477 nm, se obtiene una
absorbancia de 0,431 nm; a diferencia del dia 34 en donde clorofila tiene una absorbancia de

0,112 nm y astaxantina una absorbancia de 0,357 nm, lo cual es consecuente con el recuento
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celular obtenido para esos dias y con lo descrito en la literatura en donde menciona que la

astaxantina y clorofila son inversamente proporcionales.*®

Luego de haber realizado las mediciones de las absorbancias se procede a hallar la concentracién
para cada una de las muestras de los dos montajes para clorofila y astaxantina con ayuda de la

curva de calibracién para concentracion de astaxantina y clorofila.(Ver anexo C),(Ver anexo D).

Se puede decir que segun la literatura consultada argumenta que la concentracion de astaxantina
en el primer dia, sin importar el tratamiento no se podra determinar debido a que ain no se ha
producido un estrés adecuado por las condiciones de trabajo, lo que lleva a que no haya
acumulacion o produccion de la astaxantina.** Razon por la cual la determinacion de astaxantina

y clorofila se inici6 desde el sexto dia.

Tabla 13. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 0,299 mg/L

CLOROFILA ASTAXANTINA
DIAS CONCENTRACION | CONCENTRACION
(Hg/mL) (Mg/mL)

6 14,415 0,476

13 9,683 0,264

20 28,706 2,530

27 25,373 2,038

34 16,637 1,161

En cuanto a las concentraciones de astaxantina y clorofila expresadas en pg/mL, en el
tratamiento con 0,299 mg/L, se puede decir que ya no presentan un comportamiento similar,
debido a que en este caso se encuentra mayor concentracién de clorofila que de astaxantina
ambas presentando su pico maximo en el dia 20, en donde presentan concentraciones de 28,706
pg/mL de clorofila y 2,530 pg/mL de astaxantina, comportamiento que se correlaciona con el

recuento celular y absorbancias obtenidas.
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Grafica 9. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 0,299 mg/L

A partir del sexto dia se hall6 una concentracion de astaxantina de 0,476 pg/mL y una
concentracion de clorofila de 14,415 pg/mL, lo cual se puede atribuir a que el acetato de sodio se
adiciono desde el primer dia, de esta forma H. pluvialis presento condiciones poco favorables en
el cultivo lo que la indujo a iniciar la acumulacion de astaxantina desde este dia. En el dia 20 se
obtuvo una concentracién de astaxantina de 2,530 pg/mL y de una concentracion de clorofila de
28,706 pg/mL, siendo esta una de las mayores concentraciones obtenidas en el tratamiento,
mientras que en el dia 34 se obtuvo 1,161 pg/mL de astaxantina y 16,637 pug/mL de clorofila.
Estas concentraciones se pueden atribuir al crecimiento exponencial durante 15 dias y
agotamiento de fuente de carbono al dia 34, debido a que el acetato fue adicionado desde el
primer dia de inicio del tratamiento.

Tabla 14. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 1,6 mg/L

CLOROFILA ASTAXANTINA
DIAS CONCENTRACION | CONCENTRACION
(Mg/mL) (Mg/mL)
6 14,683 0,643
13 17,902 1,991
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20 6,005 0,058
27 13,994 1,619
34 6,752 15

En cuanto a las concentraciones de astaxantina y clorofila expresadas en pg/mL, en el
tratamiento con 1,6 mg/L, se puede decir que ya no presentan un comportamiento similar, debido
a que en este caso se encuentra mayor concentracion de clorofila que de astaxantina ambas
presentando su pico maximo en el dia 13, en donde presentan concentraciones de 17,902 pg/mL

de clorofila y 1,991 pg/mL de astaxantina, comportamiento que se correlaciona con el recuento

celular y absorbancias obtenidas.
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Grafica 10. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 1,6 mg/L

El segundo tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de sodio, presenta un comportamiento similar
al tratamiento con 0,299 mg/L, debido a que a partir del sexto dia se hallaron concentraciones de
astaxantina, la cual para este tratamiento fue de 0,643 pug/mL y una concentracién de clorofila de

14,683 pg/mL, lo que se le puede atribuir a que el acetato de sodio se adiciono desde el primer

dia.
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En el dia 13 se obtienen los picos més altos de las concentraciones en este tratamiento, pues la
concentracion de astaxantina es de 1,991 pug/mL y de una concentracion de clorofila de 17,902
pg/mL, siendo esta una de las mayores concentraciones obtenidas en el tratamiento, mientras que
en el dia 34 se obtuvo 1,5 pg/mL de astaxantina y 6,752 pg/mL de clorofila. Estas
concentraciones se pueden atribuir al crecimiento exponencial durante 15 dias y agotamiento de
fuente de carbono al dia 34, debido a que el acetato fue adicionado desde el primer dia de inicio
del tratamiento.

Al realizar el ANOVA (95%), se establecidé que no existen diferencias significativas
estadisticamente entre los tratamientos ensayados para la concentracion de clorofila (P=1; gl=1;
F=0). (Ver anexo D). Lo mismo se realizd para la concentracién de astaxantina, en donde al
realizar el ANOVA (95%), se establecio que no existen diferencias significativas
estadisticamente entre los tratamientos ensayados para la concentracion de astaxantina (P=0,820;
gl=1; F=0,054). (Ver anexo F). Lo que significa que en relacién a concentracion de astaxantina
no existe gran diferencia en usar la concentracion de 0,299 mg/L o usar la concentracion de 1,6

mg/L de acetato de sodio, pues los dos van a presentar una concentracion similar

Durante cada montaje se llevé un registro fotografico microscopico con el fin de evaluar la

morfologia de la microalga desde sus formas vegetativas hasta sus formas enquistadas

0,299 mg/L 1,6 mg/L

DIA IMAGEN IMAGEN
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Figura 5. Registro fotografico microscopico — Fuente: Autora, 2017

En cuanto al registro fotografico de los dos tratamientos 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de acetato de
sodio, no existe alguna diferencia morfolégica pues los dos presentaron formas celulares
aplanosporas y quistes sin acumulacion de astaxantina, esto gracias a que aungue si se hallaron
concentraciones de astaxantina, al momento de realizar el registro fotografico no se pudieron

enfocar u observar formas quisticas con acumulacion de astaxantina.

Entre los dias 13 y 20 fue en donde se observaron mayor cantidad de formas celulares
aplanosporas, debido a que el crecimiento exponencial de H. pluvialis ha terminado e inicia su
fase de deceso, mientras que en los dias finales de los tratamientos se observaron formas
celulares quisticas debido a que se iban agotando los nutrientes y estas formas son mas

resistentes.****

Para finalizar, a continuacion, se presenta tabla resumen en donde se comparan los dos

tratamientos para realizar un mejor andlisis a partir de ella.

RECUENTO [ ]DE [ ]DE VELOCIDAD DE
[ ]A(S:(E)TD‘LI\(T)O DE CELULAR PH ASTAXANTINA | CLOROFILA CRECIMIENTO
Cel/mL pug/mL pg/mL Cel/dia
2,0x104 75 2,530 28,706
0,299 mg/L Dia 20 Dia 34 Dia 20 Dia 20 0,029
3,5 x104 8.6 1,991 17,902
1,6 mg/L Dia 34 Dia 34 Dia 13 Dia 13 0,014

Tabla 15. Cuadro comparativo entre el tratamiento de 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de acetato sodio

Se sugiere utilizar el tratamiento de 0,299 mg/L de acetato de sodio, debido a que este presenta
una tasa de crecimiento 2 veces mayor al tratamiento con 1,6 mg/L, lo que posiblemente se le

puede atribuir al pH manejado en el tratamiento ya que se acerca mas a la neutralidad.
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5. DISCUSION

Debido a los avances en las investigaciones sobre la utilizacion de microalgas en la produccion,
obtencion de biomasa y carotenoides en la Ultima década; estas han tomado gran importancia
gracias a que se ha visto gran viabilidad al trabajar con ellas, ayudando a las industrias que
deciden utilizarlas por su gran actividad bioldgica, su potencial en las industrias alimentaria y
farmacéutica, puesto que son utilizadas por su habilidad produccion de pigmento y contribuir

mejoramiento en la tasa de supervivencia de los animales acuaticos™.

Esto es gracias a que la astaxantina producida por H. pluvialis es acumulada en forma de gotas
de aceite en los plasmidos o en el citoplasma del organismo, los cuales son acumulados cuando
se encuentran en ambientes poco favorables para su supervivencia, en respuesta al estrés
ocasionado por diferentes factores como la falta de nutrientes, el alto grado de salinidad,
periodos prolongados de luz, entre otros. Este mecanismo ha sido denominado como una
estrategia de supervivencia del organismo por varios autores®>*>**. De esta forma cuando el
estrés desaparece, las moléculas de astaxantina acumuladas con anterioridad son utilizadas como
fuente de carbono y para el crecimiento celular, razén por la cual este Ultimo se puede ver

restaurado nuevamente a la normalidad con produccion de biomasa Gnicamente.

Es asi como a modo de suplir la necesidad de la obtencién de astaxantina a gran escala,
realizamos los tratamientos en un biorreactor TEC-FERM de 5 L. Debido a que con la
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disposiciéon de nuevas tecnologias que se van implementando para la realizacion de
escalamientos se concluye gue el uso de los biorreactores con sistemas cerrados como el usado
en este trabajo de investigacion proporcionan mejores opciones para el crecimiento de la mayoria
de microalgas, pues estos protegen el cultivo de la contaminacion por microorganismos no
deseados y de esta forma se permite que se tenga un control integral de las condiciones de
cultivo”. Ademas de esto, tomando como base los resultados del trabajo de grado titulado
“Evaluacion de condiciones de crecimiento celular para la produccién de astaxantina a partir de
la microalga H. pluvialis” realizada en el 2015, se toma la decision de la utilizacion del medio
RM bajo las condiciones de estrés como lo son las diferentes concentraciones de acetato de sodio
(0,299 mg/L Y 1,6 mg/L), pH 6.7, temperatura 25+ 2°C, fotoperiodo 20h luz blanca y 4h
oscuridad, aire filtrado, agitacion fluctuante entre 90 y 180 rpm, todo con el fin de aumentar el
crecimiento del inéculo inicial 1,0 x10* Cel/mL y asi inducir en la microalga la acumulacién de
astaxantina en su forma quistica, con lo cual se pueda corroborar lo dicho por Nifio en 2015 "y
por Cifuentes en 2003™.

Del mismo modo muchos autores se han dedicado a investigar cuales son los factores de estrés
que ayudan a la adecuada acumulacion de astaxantina, como el tipo, color y nivel de intensidad
de luz, la agitacion, el pH los cuales han arrojado buenos resultados como Ramirez en el 2013,
en donde realizo cultivo en un fotobioreactor tipo airlift, en donde manejo elevadas
concentraciones de salinidad y altas intensidad de luz como condiciones de trabajo y obtuvo una

acumulacién de astaxantina de 32,99 pg/mL.*

De esta forma es como nace la inquietud por investigar nuevos factores de estrés para H.
pluvialis, en como variar las concentraciones de acetato de sodio ya que este ayuda a promover

el crecimiento celular 7%

, pero también dejan abierto el campo a nuevas investigaciones,
afirmando que la concentracion de acetato de sodio se debe controlar ya que con niveles
inapropiados se puede generar la inhibicién del crecimiento celular®.Precisamente de esta
afirmacion es como surge la inquietud de ¢Cual es la concentracion adecuada de acetato de sodio
para poder lograr una buena acumulacion de astaxantina y evitar la inhibicion de su

crecimiento?.
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Con la unica finalidad de responder el anterior interrogante se decide realizar el estudio con
diferentes concentraciones de acetato de sodio (0.299 mg/L Y 1.6 mg/L) y asi determinar si la
concentracion de acetato de sodio en el medio hace variar la creacion de un ambiente no
favorable para H. pluvialis y de esta forma ayudar a la acumulacion de astaxantina como lo
vimos en el estudio de Nifio en el 2015 cuando sometié a H. pluavilis en un medio RM con 0.310
mg/L de acetato de sodio en 350 mL, en donde obtuvo un crecimiento celular de 7.55 x10°
Cel/mL y una velocidad de crecimiento de 0,092 Cel/dia en 36 dias,” siendo este el que presenté
mejor rendimiento en cuanto a crecimiento celular y obtencion de astaxantina en comparacion

con los otros medios ensayados en este trabajo (OHM, BBM).

Por esta razon se decidio6 realizar el presente estudio en el medio RM en donde se obtuvo un
crecimiento de 2,0 x 10 Cel/mL con una velocidad de crecimiento de 0,029 Cel/dia con 0,299
mg/L de acetato de sodio y el tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un
crecimiento celular de 3,5 x 10* Cel/mL con una velocidad de crecimiento de 0,014 Cel/dia,
resultados obtenidos pasados los 34 dias del estudio utilizando el biorreactor, demostrando que la
utilizacion del biorreactor para el escalamiento de cultivos para H. pluvialis, es viable debido a
que se evita la contaminacion del cultivo, ya que se tiene bajo control ciertas condiciones como
las rpm de agitacion, no se modifica la morfologia de las células y la temperatura. Ademas de
esto se puede concluir que el tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de sodio tuvo mejor tasa de
crecimiento lo que ayuda mayor acumulacién de astaxantina, esto siendo muy consecuente con
lo mencionado con Poon en el 2015, debido a que él realiza sus tratamientos con un
fotobiorreactor tipo APBR y en sistema batch con las mismas condiciones de trabajo, obtiene
mejores resultados en el cultivo manejado con el fotobiorreactor, debido a que en él se pueden

mantener bajo mayor control las condiciones de trabajo.*"

Por otra parte, se puede decir que con las concentraciones de acetato de sodio (0,299 mg/L y 1,6
mg/L) se obtiene mejor tasa de crecimiento, ya que se obtuvieron los recuentos anteriormente
mencionados mientras que Cifuentes en el afio 2009, solo pudo obtener un aumento de 1.0x10” a
1,8x10% lo que nos lleva a validar su postulado de que la suplementacién de medios con acetato
de sodio ayuda al incremento del crecimiento celular y a la formacion de formas celulares

quisticas.™
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Del mismo modo aunque se obtuvo mayor recuento celular que algunos otros estudios en los

cuales se realizé suplementacion con acetato de sodio,***

se observa que los recuentos celulares
que se obtuvieron entre los dias 15 y 20 del estudio para los dos montajes estuvieron en un rango
de 2,0 x10* Cel/mLy 5x10° Cel/mL para el tratamiento con 0,299 mg/L y el tratamiento con 1,6
mg/L se obtuvo un rango de crecimiento de 2,5x10* Cel/mL y 5x103 Cel/mL cada uno para los
dias respectivamente mencionados anteriormente esto se puede explicar de dos formas

diferentes.

En la primera se puede decir que el microorganismo simplemente sigui6 su ciclo natural de

crecimiento de aproximadamente 15 dias'**

como lo describe la literatura, o la segunda
mencionada por Woong en el afio 2006 en donde afirma que la concentracion de acetato debera
ser controlada a niveles apropiados con el fin de evitar la inhibicion del crecimiento celular por
accion del acetato de sodio, debido a que en su investigacion con altas concentraciones de
acetato de sodio50 Mm, obtuvo un rapido cambio morfoldgico de células vegetativa a forma
quistica y realizaba el blanqueamiento total de las células quisticas,® lo que nos lleva a

cuestionarnos si la adecuada concentracion de acetato de sodio es de 0,310 mg/L’.

Un factor a resaltar es que la mayoria de los estudios suplementados con acetato de sodio tienden
a tener una mayor produccion de biomasa que de astaxantina como lo observado en el presente
estudio y es que asi como se puede hacer referencia a los autores que han descrito anteriormente
que las células de H. pluvialis solo requiere carbono como principal nutriente en la “etapa de
crecimiento” y este se le puede ser suministrado diariamente por inyeccion de CO, 0 por aire
filtrado como en el presente estudio y con alta irradiacion, fotoperiodos 20h luz y 4 oscuridad, se
proporciona mayor energia para la fijacion fotosintética del carbono, lo que conduce a que haya
un mayor tasa de sintesis de astaxantina®; Lo que lleva a deducir que en el estudio posiblemente
no hubo la adecuada fijacion fotosintética debido a que el biorreactor TERFERM presenta una
especie de ventana pequefia para su tamario por donde entra la luz ,lo que posiblemente fue un
factor determinante que evitd que se diera una elevada tasa de sintesis de astaxantina pero si una

adecuada produccién de biomasa.

Actualmente compafiias dedicadas a la produccion comercial de astaxantina a partir de

microalgas (Cyanotech y Aquasearch), recurren a un sistema compuesto por dos etapas, la
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primera o también llamada “etapa verde” que consiste en producir biomasa verde en condiciones
Optimas de crecimiento y la segunda o también llamada “etapa roja” que Se inicia cuando la
microalga es expuesta a condiciones ambientales adversas para inducir a la acumulacion de
astaxantina™. Es aqui donde la suplementacién con acetato de sodio puede ser implementada
desde el dia 15, debido a que va a presentar un rendimiento adecuado en cuanto a la produccién
de biomasa y ayuda a la formacion de quistes los cuales son la forma celular adecuada para

acumulacién de astaxantina.

En cuanto a la concentracion de astaxantina (ug/mL) obtenida en el estudio se puede decir que al
momento de la determinacion y cuantificacion se puede decir que si se obtuvo, pues para el
tratamiento de 0,299 mg/L la mayor concentracion de astaxantina se obtuvo en el dia 20 con
2,530 pg/mL y para el dia 34 fue de 1,161 pg/mL; mientras que el tratamiento con 1,6 mg/L
obtuvo una elevada concentracién de astaxantina en el dia 13 con 1,991 pg/mL y para el dia 34
fue de 1,5 pg/mL, resultados que pueden ser correlacionados perfectamente con el recuento
celular obtenido para esos dias. Por otro lado, en cuanto a la concentracion de clorofila se pude
decir que sucedié algo muy similar, ya que en el tratamiento de 0,299 mg/L en el dia donde hallé
mayor concentracién fue en el dia 20 con 28,706 pg/mL y en el dia 34 fue de 16,637 pg/mL;
mientras que para el montaje con 1,6 mg/ L se hallé una mayor concentracién en el dia 13 con
17,402 pg/mL y para el dia 34 fue de 6,752 pg/mL.

Aunque la concentracion de clorofila fue disminuyendo a medida que el final del estudio se
acercaba a su final, la astaxantina iba aumentando su concentracion como se demostré con la
determinacion de la misma, lo cual era lo realmente importante del proyecto, pero se observa que
durante todo el estudio en los dos tratamientos realizados la clorofila y astaxantina fueron
inversamente proporcionales, lo cual es lo descrito por todos los autores consultados. ***>*® Es
aqui donde se reafirma la situacion planteada anteriormente en donde el estudio puede ser
llevado en “etapa verde” hasta el dia 20, ya que en este dia se obtiene una buena produccion de
biomasa y después de este dia se puede suministrar inyecciones directas de CO; ,acetato de sodio
y alta irradianza con fotoperiodos de 20h luz y 4h oscuridad con el fin de generar el estrés
indicado para la iniciacion de la “etapa roja” para que las células inicien el verdadero estrés de
las condiciones poco favorables que se le estan brindando y de esta forma comience la
acumulacion de astaxantina y por lo tanto una buena obtencidn de la misma a futuro.
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Las inyecciones de CO, también pueden ser sustentadas gracias a que este ayuda a regular el pH,
lo que es un claro ejemplo de lo que se observé en el tratamiento con 1,6mg/L de acetato de
sodio, donde el aumento de pH inclinado hacia la alcalinidad del medio fue una posible causa de
que la velocidad de crecimiento celular fuera menor a comparacion del tratamiento con 0,299
mg/L, ya que este presento un pH mas neutral y presento una mejor velocidad de crecimiento
celular, razon por la cual se planea o se sugiera que la inyeccién directa de CO, se sume a las

condiciones de trabajo para los estudios de escalamiento de H. pluvialis.

Todos los resultados obtenidos hasta el dia 20 se deben a la etapa de crecimiento o “etapa verde”,
generalmente dura de 9 a 20 dias segun la relacion entre la biomasa celular y la actividad celular,
lo cual se pudo evidenciar en el estudio debido a que en este tiempo fue en donde se obtuvo un

mayor crecimiento celular.

Luego llegando a la etapa de acumulacion de astaxantina o “etapa roja”, la morfologia de
aplanosporas cambian en consecuencia a la disminucion de nutrientes y el aumento del ambiente
de estrés, las cuales son diferentes a las condiciones dptimas para el crecimiento celular, de esta
manera se deduce que para que el estudio presente mejores resultados, el estrés con el acetato de
sodio puede ensayarse aplicandolo a partir del dia 15 u 20 y no desde el primer dia, ya que los
diferentes estudios han tenido mejores rendimientos han aplicado el estimulo desde el dia 15 sin

importar su fuente de carbono®.
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6. CONCLUSIONES

El crecimiento de la microalga con el tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de sodio y
las demas condiciones establecidas para el proceso fue de 2,0 x 10* Cel/mL con una
velocidad de crecimiento de 0,029 Cel/dia, mientras que el tratamiento con 1,6 mg/L de
acetato de sodio obtuvo un crecimiento celular de 3,5 x 10* Cel/mL con una velocidad de
crecimiento de 0,014 Cel/dia, resultados obtenidos en los 34 dias del estudio con la
utilizacion del biorreactor, lo que nos indica que el tratamiento con 0,299 mg/L de acetato
de sodio presento una velocidad de crecimiento 2 veces mayor al tratamiento con 1,6
mg/L. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos (P>0.05).

La concentracion de astaxantina (ug/mL) obtenida con el tratamiento de 0,299 mg/L de
acetato de sodio fue de 2,530 pg/mL, en el dia 20 del cultivo y la concentracion con el
tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de sodio fue 1,991 pg/mL, en el dia 13 del cultivo y

para el dia 34 fue de 1,5 pg/mL, resultados que pueden ser correlacionados perfectamente
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con la morfologia celular obtenida. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (P>0.05).

La concentracion de clorofila se pude decir que sucedio algo muy similar a lo ocurrido
con la astaxantina, ya que en el tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de sodio en el dia
donde se hall6 mayor concentracion fue en el dia 20 con 28,706 pg/mL; mientras que
para el tratamiento con 1,6 mg/ L de acetato de sodio se hall6 una concentracion en el dia
13 con 17,402 pg/Ml, resultados que pueden ser correlacionados perfectamente con la
morfologia celular obtenida. No se observaron diferencias significativas entre
tratamientos (P>0.05).

El tratamiento en el cual se utilizo la concentracion de 0,299mg/L de acetato de sodio fue
el mas adecuado en cuanto velocidad de crecimiento (0,029 Cel/dia) y acumulacion de
astaxantina (2,530 pg/mL), lo cual se le puede atribuir a que una elevada concentracion
de acetato de sodio no es adecuada, ya que después de este y anteriores estudios queda
comprobado que se puede trabajar con concentraciones inferiores o iguales a 1 mg/L de

acetato de sodio.

Los biorreactores de sistemas cerrados como el utilizado en este estudio proporcionan
condiciones adecuadas para el crecimiento de la microalgas H. pluvialis, ya que nos
ayudan a proteger el cultivo de la contaminacién por microorganismos no deseados y de
esta forma se permite que se tenga un control integral de las condiciones de cultivo.
Ademas, se produjo el colorante astaxantina bajo las condiciones ensayadas y se

conservé la morfologia de esta microalga.
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7. SUGERENCIAS

Seguir con la utilizacion de la influencia de diferentes factores de estrés como acetato de
sodio, altas irradianzas, ya que son condiciones de estrés que crean un ambiente hostil
para el crecimiento de H. pluvialis y de esta forma inducir a la acumulacion de
astaxantina. Se recomienda adicionar el acetato de sodio después del cumplimiento de la

fase exponencial de la microalga.

Continuar con el escalamiento de cultivos para H. pluvialis en el biorreactor TEC-FERM

de 5 L de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, ya que a pesar de ser este el
73



2.

3.

primer estudio realizado en él, es una excelente opcidén ya que gracias a su sistema
cerrado se tiene mayor control de las condiciones de trabajo. Ademas de ser un sistema,
sencillo de manejar, cumple con lo requerido y brinda un acercamiento a lo utilizado en

la industria para los escalamientos de cultivos.

Realizar el suministro de CO2 por inyeccion directaen los proximos estudios, ayudando a
la induccidn de acumulacion de astaxantina en la forma quistica de H. pluvialis; Ademas
de ayudar a regular el pH del medio, lo cual es beneficioso para el crecimiento de la

microalga.
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9. ANEXOS

Anexo A. Curso: Operacion fermentador TEC-FERM 5 L
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CURSO: OPERACION FERMENTADOR TECFERM 5L /6\// ‘

Danilo Zuliaga A.

OBJETIVOS. Dar a conocer el equipo tecferm 51y su operacion basta.

CONTENIDO
1 Descripcion del equipo; >

El fermentador Tecferm es un sistema bésico pama investigacion, indicado
para el cutivo de bacterias y hongos. Para el cultivo de células animales o
vegetales se requiere ajustar algunos pardmetros de configuracion y

operacion.
El equipo puede operar con vasos de 2, 5, 10 o 20 iitros.

Consta de un reactor tipo tanque agitado (ST), con una capacidad total de
7.5 Ly un volumen (til de trabajo méaximo de 5 Liros. Elvolumen miimo es
de 2 liros para lo cual se requiere ajustar la altura de las aspas y del

electrodo de pH.

El rango de agitacion esta entre 0 y 800 rpm. Se recomienda opemrio entre
80 y 300 mm. Dependiendo del medio de culivo se puede presentar
espuma, la cual puede ser controlada con antiespumantes.

El rango de temperatura usual es entre 30 y 40 grados, pero puede operar
en un rango desde ambiente hasta 60 °C.

El pH puede ser controlado automaticamente en un rango entre 0y 14.

La aireacién puede ser ajustada desde menos de un litro por minuto hasta
30 litros por minuto. Lo usual para cullivos aerdbicos es operar entre 1 o 2

wm (Molumen de aire / volumen de liquido / minuto).

Puede operar en forma aerobia con suministro de aire o en forma anaerobia
con suminisfro de gases como CO;0 Nitrogeno.

El Kla (coeficiente de transferencia volumétrica de oxigenc) a 200 pm, 37
°Cy 1 vvm de aire para medios de cultivos acuosos es superior a 1.200.

Puede operar en batch y en batch realimentado. Para la operacion en
continuo se requiere una bomba de adicion (No incluida).
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1.1,

Bioreactor:

Consta de un vaso en acero Inoxidable con mirilla lateral, empaque y aro
de ceme

Consta de una tapa (Tipo Head plate) con los siguientes servicios (Ver
manual):

Puerto de inoculackn
Puertas de adicion (medio, acido, base)

Puertos auxiliares

Puerto de toma muestras

Puerto de cosecha

Puerto para el fltro de salida (venteo)

Puerto de electrodo de pH (Incluida)

Puerto de electrodo de oxigeno

Tobera de inyeccion de aire / gases con filtro de ingreso
Termopozo

Intercambiador de calor (con ingreso y salida)
4 deflectores, bafles o cortacorrientes. ' -
Sistema de agitacién con eje y 2 aspas tipo Rushton de 6 paletas.

Los siguientes elementos se requieren, mas no se suministran con el equipo:

Mangueras siliconadas (autoclavables) se suministran muestras.
Pinzas de cierre de mangueras

Conectores (lubitos inox o vidrio delgados)

Fitros de venteo y suministro de aire (Tipo Millex hidrofdbica)
Matraz de inoculacion con su sifén, manguera y conector.
Jeringa para toima de muestras

Botellon de cosecha

Liaves bristol y llaves expansias.

Amarres plasticos

Papel Kraft 3
Cintas de enmascarar y de esteriizacion.

1.2 Modulo de control

Mueble con entrada de comiente (110 V, 30 Amp, 60 HZ),

Motor DC 2HP
Sistema de agitacion . )
Sisterna calefactor (Resistencias, bombas. valvulas)

Entrada y salida de aire y agua
Sensor de temperatura

Sensor de PH
Control de temperatura
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- B

Control de velocidad de agit
Control de pH i
Bomba peristatica

Control de akreacion (Rotametro).

2. Acondicionamiento pam el proceso

Antes de iniciar un Proceso se debe verificar el correcto funcionamiento
de todos los sisternas y @ veiifica que la altura de las aspas y ol
electrodo estén acorde con el volumen a fermentar

Se conectan las mangueras y $8 amarran

Se acondicionan las pinzas (El filtro de venteo no lleva pinza)

Se cubren los extremos libres con papelkraft.

Se acondicionan los filtros de venteo y sumnistro

Se acondiciona el electrodo de pH

Se carga el medio de cultivo al que previamente se le ha ajustado el pH.

C e e bmaia...,

- 98 eoffe un eitlo de 45 minutes 8 121 °¢ y 20 PS5,
- Alabrirel autoclave se verifica que las manguerasy fitros estén en su

puesto y que no haya derrames del medio,
- Sedeja enfriar dentro del autoclave de manera suave, sin corrientes de

alre hasta una temperatura cercana a la de cultivo,

. Operacitn de cultivo

- Se pone el reactor sobre la plataforma

- Se acondiclona el sistema de agitacién del médulo al vaso

Se acondiciona el sensor de temperatura

Se acondiciona el cable del electrodo de PH

Se acondiciona el sistema de intercambio de temperatura

- Se conectan los filtros de venteo y suministro

- Se enciende el equipo

- Se programa la termperatura, agitacion y pH deseados.

Se conecta el matraz con elindculo a la manguera de adicion

Se hace pasar el contenido del matraz al reactor medlante preslén suave
Se suministra aire o el gas requerido al sistama ¥ s8e programa su control
en ¢l rotametro

Se conecta el matraz con soda / écido a la manguera de suministo y se
acondiciona a la bomba peristaltica

Se toma una muestra del cultivo al tempo 0y a los tiempos deseados
acondicionando una jeringa a la manguera de toma muestras.

Para cosechar, se acondiciona la manguera de cosecha al botellén y se

retira la pinza de la manguem.
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5. Desinfeccion ,

6. Lavado

Se desmonta el vaso de la plataforma.
Se adiciona agua corrients al vaso
Se esterilza de la manera en que se describlé anteriormente.

Unavez elvaso esta fiio, se desmonta el electrodo de pH y se lava por
separado

Se reliran s pinzas y &@ COMe AQUA ROT Jak ManQuere

Se restrega el equipo con un pafio suave y con jabén neutro.

Se enjuaga con abundante agua

Se seca con un parto.

7. mantenimiento

7.5

13

Preventivo

Se revisa cada ciclo que la agitacion sea suave, en caso conrario se
pide al proveedor cambio de rodamientos intemos.

Se revisa cada seis meses la corea de agitacién

Se pide al fabricante una inspeccion cada seis meses.

Cormectivo

Ante alguna falla, verifique si puede ser solucionada mediante Ia Jista de
posibles fallas y soluciones del manual.

En caso de requerirse mantenimiento correctivo, solo debe ser efectuado
por el fabricante.
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Anexo B. Curva de calibracion para concentracion clorofila del trabajo titulado Evaluacion de
medios de cultivo para la extraccion de astaxantina con Haematococcus pluvialis de Milena

Nifio en el afio 2015.’

CONCENTRACION | A=667
(ng/mL) nm
2 0,028
4 0,061
8 0,140
12 0,203
16 0,275
20 0,340

Curva de calibracion

0,400 y =0,0174x - 0,0055
R2=0,99925
0,350
0,300
® 0,250
(%]
(5]
£ 0,200
2 ® A=667nm
<
0,150 Lineal (A= 667 nm)
0,100
0,050
0,000
0 5 10 15 20 25
pg/mL
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Anexo C. Curva de calibracion para concentracion astaxantina del trabajo titulado Evaluacién de
medios de cultivo para la extraccion de astaxantina con Haematococcus pluvialis de Milena

Nifio en el afio 2015.’

CONCENTRACION| A=477
(Mg/mL) nm
0,1 0,153
1 0,293
2,5 0,500
5 0,898
7,5 1,245
10 1,612
15 2,395
25 3,900
5,000 Curva de calibracion
y =0,1505x + 0,1313
4,000 R? =0,9999
2,000
EZ,OOO ® A=477 nm
1,000 Lineal (A=477 nm)
0,000
0 10 20 30
ug/mL

Anexo D. ANOVA curva de crecimiento

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Primer montaje 6 98500 16416,6667 313041667
Segundo montaje 6 112000 18666,6667 114666667
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ANALISIS DE VARIANZA

) Grados Promedio Valor
Origen de las Suma de . .
o de de los F Probabilidad critico para
variaciones cuadrados
libertad cuadrados F

Entre grupos 15187500 1 15187500 0,07101802 0,79527467 0,00413425
Dentro de los
2138541667 10 213854167
grupos

Total 2153729167 11

Anexo E. ANOVA concentracion de clorofila

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
0,299 5 6,469 1,2938  0,9572362
1,6 5 5,811 1,1622 0,6246277

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor
] o Suma de N .
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad critico para
cuadrados
libertad cuadrados F
Entre grupos 0 1 0 O 1 0,00463591
Dentro de los grupos 248,227129 3 82,7423763
Total 248,227129 4

Anexo F. ANOVA concentracion de clorofila
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,299 5 6,469  1,2938 0,9572362
1,6 5 5811  1,1622 0,6246277

ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio Valor
| - Suma de o
Origen de las variaciones de de los F Probabilidad critico para
cuadrados
libertad cuadrados F
Entre grupos 0,0432964 1 0,0432964 0,05474099 0,82088617 0,00418616

Dentro de los grupos 6,3274556 8 0,79093195
Total 6,370752 9
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