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RESUMEN

Haematococcus pluvialis es una microalga que produce astaxantina, un betacaroteno y antioxidante ampliamen-
te usado en la industria. Con el fin de obtener una mayor produccién de astaxantina, se planted como objetivo
utilizar diferentes factores de estrés en un biorreactor de 5 litros a escala de laboratorio. Se cultivé la microalga en
el medio RM con un pH de 6,8, temperatura 20 + 2 C, aire filtrado, iluminacién con lamparas blancas 20 h luz/4
h oscuridad, irradiancia 75 luxesy el uso de diferentes concentraciones de acetato de sodio y cloruro de sodio. Se
determind crecimiento celular, cambios morfolégicos y cuantificacién de astaxantina y clorofila por espectrofo-
tometria. Ademas, se realizd un analisis estadistico a través de ANOVA (95 %). Utilizando 0,299 mg/L de acetato
de sodio se obtuvo un crecimiento celular de 2,0 x 10*
cel/mL y una concentracién de astaxantina de 2,530
ug/mL, mientras que con 1,6 mg/L de acetato de so-
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finalizada su fase exponencial, someterla a factores de estrés con acetato de sodio y cloruro de sodio, con lo cual
se logra una mayor produccién de astaxantina (7,325 pg/ml).
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ABSTRACT

Haematococcus pluvialis is a type of microalgae that produces astaxanthin, a beta-carotene and antioxidant wide-
ly used for industrial purposes. Therefore, the objective of this research was to test different stress factors in a
5-liter laboratory-scale bioreactor in order to obtain a higher production of astaxanthin. The microalgae were cul-
tivated in the RM medium, a pH of 6.8, temperature 20 + 2 2C, filtered air, illumination with white lamps at a ratio
of 20h light/4h darkness, irradiance 75 luxes, and different concentrations of sodium acetate and chloride of sodi-
um. Cell growth, morphological changes, and the quantification of astaxanthin and chlorophyll were determined
by spectrophotometry. Statistical analysis was performed through ANOVA (95%). A cell growth of 2.0 x 10*Cel/
mL and an astaxanthin concentration of 2.530 pug/mL were obtained using 0.299 mg/L of sodium acetate. Using
1.6 mg/L of sodium acetate cell growth was 3.5 x 10* Cel/mL and astaxanthin concentration reached a value of
1.9 ug/mL. The treatment in which 1.6 g L of sodium acetate and 6.4 g/L of sodium chloride were added showed
the highest astaxanthin production (7.3 pug/ml). In addition, the treatment with 0.320 g/L sodium acetate + 1.28
g/L sodium chloride showed the highest cell growth (1.64x10° cells/ml). This research highlights the importance
of initially cultivating the microalgae using the 5-liter Tecferm bioreactor and —after its exponential phase— sub-
jecting it to stress factors with sodium acetate and sodium chloride, which allows achieving a high production of

astaxanthin, estimated at 7.325 pg/ml.
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INTRODUCCION

Las microalgas son fuente de un gran nimero de com-
puestos bioactivos de interés industrial, como los ca-
rotenoides, que se utilizan como colorantes naturales
en alimentacidn animal y humana, asi como en la in-
dustria farmacéutica, cosmética y en la acuicultura.
Ademds, las microalgas han sido consideradas como
agentes efectivos en la prevencidon de diversas en-
fermedades debido a su capacidad antioxidante, in-
munorreguladora, antiinflamatoria y anticancerigena
(Shah et al., 2016).

El cultivo de microalgas también tiene la capacidad de
metabolizar los nutrientes del medio en donde habi-
tan, por lo cual estas son utilizadas para la biorreme-
diacion de aguas residuales producto de la actividad
industrial, doméstica y la explotacidon agropecuaria,
que no deben ser vertidas directamente a los cuerpos
de agua debido a los problemas sanitarios que pue-
dan generar. En este contexto, la implementacion de
métodos microbioldgicos podria dar un nuevo enfo-
gue a las tecnologias de reduccién utilizadas actual-
mente (Vasquez-Perea et al., 2014).

El alga unicelular H. pluvialis ha sido estudiada ex-
haustivamente debido a su capacidad para acumu-
lar astaxantina y otros carotenoides relacionados. La
acumulacion de este carotenoide en la microalga se
encuentra relacionada con la evolucién de diferentes
etapas de la célula vegetativa a la aplanospora en el
ciclo de la microalga, aunque esta transicién solo se
da cuando esta ha sido sometida a diferentes condi-
ciones de estrés (Shah et al., 2016). Actualmente, se
conocen diferentes condiciones de estrés como la de-
ficiencia de nutrientes tales como el nitrégeno (Gomez
et al., 2019; Ma et al., 2018; Tocquin et al., 2012 ), la
intensidad de la luz (Lv et al., 2016), colores de luz (Xi
et al., 2016), alta salinidad (Lababpour & Lee, 2006),
pH vy la presencia de nutrientes orgdnicos como aceta-
to de sodio o la combinacion cloruro de sodio/acetato
de sodio, aumentando el contenido total de carote-
noides y el contenido total de astaxantina (Pan-utai et
al., 2017; Vidhyavathi et al., 2009). El acetato de sodio
ha demostrado ser una fuente importante de carbono
para la microalga, mejorando su crecimiento y caro-
tenogénesis, debido a que afecta la ruta de la fotosin-
tesis (He et al., 2018) y aumenta la expresion del gen
BKT, produciendo asi mayor cantidad de astaxantina,
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como lo reportan Wan et al. (2014), quienes utiliza-
ron para el cultivo de la microalga H. pluvialis y la pro-
duccidn de astaxantina un fotobiorreactor de 10 Litros
con medio NIES-C, usando una concentracion 10mM
de acetato de sodio como fuente de carbono, luz con-
tinua con irradiancia de 25 umol m2 s, temperatura
de 259C, CO,4 %y pH 7,5, obteniendo una produccion
de astaxantina de 65,8 mg y una produccion de bio-
masa de 3,7 mg durante 12 dias de experimentacion.
Asi mismo, Park et al. (2014) reportaron un aumento
de la produccién de astaxantina utilizando un cultivo
mixotréfico combinando acetato de sodio y alta irra-
diancia, obteniendo una produccidn de astaxantina de
602 mg/L.

La realizacién de esta investigacion pretende aprove-
char los avances de la ciencia y la tecnologia basados
en la utilizacién de las propiedades de los organismos,
en particular en los niveles celular y subcelular, para
generar y adaptar tecnologias que permitan obtener
compuestos bioactivos a través de bioprocesos. A par-
tir de ello, una estrategia promisoria para mejorar la
produccién de astaxantina en H. pluvialis es el estu-
dio de las rutas metabdlicas y su regulacién con el fin
de optimizar las condiciones de crecimiento, desarro-
llo y produccion, puesto que la utilizacién del H. plu-
vialis presenta ciertas dificultades durante la etapa de
cultivo y la obtencién del pigmento en cantidades de
interés como resultado de su complejo ciclo celular. Al
respecto, uno de los principales inconvenientes es que
se trata de un producto del metabolismo secundario,
por lo que durante el crecimiento activo de la microal-
ga no se produce sintesis de astaxantina, lo cual ocurre
solo cuando cesa la division celular, se inicia su sintesis
y este carotenoide se acumula en grandes cantidades.

El H. pluvialis también reporta tasas de crecimiento
bajas, lo que debilita sus posibilidades de uso como
fuente natural del pigmento, ademas de ser altamente
susceptible a la contaminacién. Estas caracteristicas re-
quieren cultivos en sistemas cerrados, los cuales ofre-
cen ventajas como mejor control del cultivo, proteccién
de la contaminacion ambiental y produccién de gran
cantidad de biomasa, asi como el desarrollo de un me-
dio de cultivo éptimo para su crecimiento, consideran-
do que el uso de una adecuada tecnologia de cultivo
incrementa la produccién de biomasa hasta niveles 6p-
timos para la produccién del pigmento. De igual forma,
un mayor entendimiento de las bases moleculares de la
relacion condiciones de estrés-induccién-acumulacién
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de astaxantina en H. pluvialis podria ser util para au-
mentar la productividad de este compuesto.

Por lo anterior, la presente investigacion busca de-
terminar un método adecuado y 6ptimo para la pro-
duccion de astaxantina, puesto que actualmente esta
se sintetiza quimicamente y reporta un alto costo
de produccién, cercano a USD 2.500 por kilogramo
(Richmond & Hu, 2013; Shah et al., 2016; Sugawara
& Maoka, 2021), ademas de haber sido prohibida en
el mercado por la Administracion de Medicamentos
y Alimentos de Estados Unidos (FDA, en inglés) como
consecuencia de su baja biodisponibilidad y seguridad.
Estas preocupaciones se deben principalmente a la es-
tereoquimica diferente y el potencial arrastre de los in-
termedios de sintesis, lo cual hace que la astaxantina
natural de H. pluvialis sea una opcion viable y de bue-
na calidad frente a la utilizacion de su forma quimicay
de otros microorganismos capaces de producirla.

Teniendo en cuenta la capacidad de H. pluvialis para
producir y acumular gran cantidad de astaxantina, asi
como la necesidad de determinar las condiciones dpti-
mas para aumentar su produccién, el objetivo del pre-
sente trabajo es determinar el efecto del estrés salino
utilizando acetato de sodio y cloruro de sodio, com-
binado con alta irradiancia, con el fin de seleccionar
condiciones de proceso. Para ello, se emplearon bio-
rreactores de 500 mL vy se realizé el escalamiento del
cultivo en un biorreactor Tecferm de 5 litros, usando
los factores de estrés acetato de sodio y alta irradian-
cia. Adicionalmente, se llevd a cabo la cuantificacién
del crecimiento celular, la caracterizacién morfoldgica
y la cuantificacién de astaxantina y de clorofila.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y cultivo

La microalga H. pluvialis fue obtenida de la colec-
cion de cultivos de algas de la Universidad de Texas
(UTEX 2505), siendo suministrada por la facultad de
Ingenieria de la Universidad de La Sabana. La cepa se
mantuvo en medio sélido y liquido Mes-Volvox (suge-
rido por la UTEX) a baja irradiancia y una temperatura
entre 15y 20 oC (UTEX, 2019).

El cultivo se realizé en medio de cultivo Mes-Volvox,
el cual consistia de Ca(NOs)..4H.0 11,8 g 100 mL?,
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MgS04.7H.0 4 g 100 mL?, Na2glicerofosfato.5H.0
0,05 g L?, KCl 0,05g/L, MES 1,95 g L%, solucidn de
metales PIV 6 ml L%, NH4Cl 0,026 g L, vitamina B12
1ml L, HEPES y biotina 1 ml L%, ajustado a pH de
6,7, luz blanca provista por ldmparas fluorescentes
(TIt 20w/54RS marca Philips) con una irradiancia de
75 lux, fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de
oscuridad, temperatura de 25 2C, aire filtrado y agita-
cion manual de 10 segundos al dia.

El cultivo se monitoreo por medio de microscopia en
camara de Neubauer, donde cada tercer dia se reali-
zaba conteo y se evaluaban pardmetros como color
(pigmento), morfologia y viabilidad celular.

Efecto de estrés salino sobre la
produccién de astaxantina

Preparacion del cultivo

El cultivo de H. pluvialis se realizd en sistema batch
por triplicado para cada tratamiento a ensayar uti-
lizando el medio de cultivo RM, el cual consistid
de NaNOs 300 mg L, K;HPOs 80 mg L?, KH.PO4 60
mg L%, MgS04.7H20 10 mg L?!, CaCl,.2H,0 58,5 mg
L1, EDTA 7,5, mg L, NaCl 20 mg L?, H3sBOs 0,3 mg
L%, MnSO4.H.0 1,5 mg LY, ZnS04.7H.0 0,1 mg L7,
(NH4)6M07024.4H20 0,3 mg L*, CuSO4.5H20 0,08
mg L, Co(NO3)2.6H20 0,26 mg L, FeCI3.6H20 17 mg
L?, ajustado a un pH de 6,7 (Imamoglu et al., 2007).

Los tratamientos a ensayar fueron medio RM utilizado
como control del estudio (tratamiento 1), con adicio-
nes de 0,18 g/L de acetato de sodio desde el inicio y
0,72 g/L de cloruro de sodio (tratamiento 2); 1,6 g/L de
acetato de sodio desde el inicio y 6,4 g/L de cloruro de
sodio (tratamiento 3) (la adicion de cloruro de sodio en
los tratamientos 2 y 3 se realizd en el dia 15 del culti-
vo; 0,18 g/L de acetato de sodio y 0,72 g/L de cloruro
de sodio (tratamiento 4); 1,6 g/L de acetato de sodio +
6,4 g/L de cloruro de sodio (tratamiento 5); y 0,320 g/L
acetato de sodio + 1,28 g/L de cloruro de sodio (trata-
miento 6). La adicion de las sales en los tratamientos 4,
5y 6, se realizd en el dia 15 del cultivo. El medio estéril
con el pH ajustado se adicioné en biorreactores de 500
ml hasta un volumen de 350 ml. Los biorreactores se
sellaron para garantizar esterilidad (Rodriguez, 2019).

Se procedié a adicionar el inéculo de la microalga
con una concentracion de 1 x 10* células mL™ a cada
biorreactor. Se realizd el cultivo bajo las siguientes
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condiciones: pH 6,7, ciclo luz/oscuridad 20:4 h, tem-
peratura 20 °C, agitacidon continua, aire filtrado,
iluminacion con lamparas fluorescentes blancas (Tt
20w/54RS marca Philips) y una irradiancia de 75 lux.

Se realizd también el cultivo de H. pluvialis en el bio-
rreactor Tecferm a escala de laboratorio de 5 litros (fi-
gura 1) en sistema batch en el medio RM, utilizando
2 L del medio de cultivo RM, pH 6,7, ciclo luz/oscu-
ridad 20:4 h, temperatura 20 2C, agitacion 100 rpm,
aire filtrado, iluminacién con lamparas fluorescentes
blancas (TIt 20w/54RS marca Philips) y una irradiancia
de 75 lux. Los tratamientos realizados utilizaron una
concentracion de 0,299 mg/L de acetato de sodio en
el medio RM, tomando como referencia un tratamien-
to previo donde se utilizaron 0,310 mg /L de acetato
de sodio combinado con una irradiancia a 140 pE/m?s
en medio RM, obteniendo 8,3 pug/ml de astaxantina
(Giannelli et al., 2015; Nifo-Castillo & Rodriguez-
Rivera, 2015) y 1, 6 mg/L de acetato de sodio en el
medio RM bajo las condiciones de trabajo previamen-
te establecidas (Garcia, 2018).

La toma de muestras se realizé cada tres dias en forma
aséptica. La conservacion de las muestras se realizd
en solucién salina (1:9) en una proporcion 1:1, toman-
do 1,0 mL para realizar control del cultivo (conteo ce-
lular, viabilidad, morfologia y registro fotografico). El
resto de la muestra se utilizd6 para medicién de pH.
Adicionalmente, se tomaron 10 mL para cuantificacion
de pigmentos. El tiempo de estudio fue de 36 dias.

Figura 1. Biorreactor Tecferm

Fuente: tomado de Garcia (2018).
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Determinacion de concentracion
de clorofila y astaxantina

Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm du-
rante 5 minutos. Posteriormente, se retird el sobre-
nadante (medio de cultivo). Al paquete celular se le
adiciond 1 mL de metanol al 90 % para luego ser ca-
lentado durante 10 min a 60 2C en bafio seroldgico,
tras lo cual fue centrifugado nuevamente a 12.000
rom durante 5 minutos (APHA, 1992).

Para la cuantificacidn de clorofila y astaxantina se rea-
lizé la curva de calibracién con patrones de referencia,
llevando a cabo la lectura espectrofotométrica en el
equipo Thermo Scientific Evolution 201, a una longitud
de onda de 667 nm para clorofila y 477 nm para as-
taxantina. Las concentraciones se expresan en pg/ml.

Crecimiento de H. pluvialis

Se realizd conteo celular en camara de Neubauer por
triplicado. Se realizd curva de crecimiento a partir de
los resultados. Las tendencias de crecimiento fueron
ajustadas al modelo logistico mediante transforma-
cion de los valores de Y, cuyo logaritmo fue calculado
en base 10 para la obtencidn de log vs tiempo.

Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado para
cada tratamiento ensayado. Se realizd un andlisis de
varianza ANOVA (95 %) para determinar diferencias
significativas entre tratamientos, donde los valores de
P < 0,05 fueron considerados estadisticamente signifi-
cativos. Para el analisis estadistico se utilizo el progra-
ma Excel 2016.

RESULTADOS

El tratamiento con 0,299 mg/L en el medio RM y el
uso del biorreactor Tecferm de 5 litros permitié obte-
ner un recuento de inicial de 1,0 x 10*cel/mLy un re-
cuento final del 1 x 10° cel/mL durante los 34 dias del
estudio. El pH presenté fluctuaciones entre 6,7 y 7,5,
siendo cercano a un nivel neutro.

El recuento celular obtenido con el tratamieno de
0,299 mg/L de acetato de sodio indica que la microal-
ga presenta crecimiento exponencial hasta el dia 13,
con un recuento celular de 2,0 x 10% cel/mL hasta el
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dia 20, cuando este empieza a disminuir hasta el dia
34, en el que se reporta un recuento de 1 x 10%cel/mL
(figuras 2y 4).

Con respecto al recuento celular obtenido con el trata-
mieno de 1,6 mg/L de acetato de sodio, se observo de
nuevo que la microalga presenta un crecimiento expo-
nencial hasta el dia 13, alcanzando un recuento de 2,5
x 10* cel/mL, para luego iniciar una disminucién que
se prolonga hasta el dia 20. Finalmente, el dia 27 re-
porta un recuento de 1,7 x 10%cel/mL. En el dia 34 se
obtiene un aumento del recuento celular de 3,5 x 10*
cel/mL, valor superior al registrado el dia 13, momen-
to en el que finaliza la fase exponencial de la microalga
(figuras 3y 4). El medio de cultivo con mayor velocidad
especifica de crecimiento fue el RM con concentracion
de acetato de sodio 0,299 mg/L, con una velocidad de
crecimiento de 0,029 células/dia (tabla 1).

Figura 2. Curva crecimiento celular con 0,299 mg/L de acetato de
sodio
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Fuente: Garcia (2018).

Figura 3. Curva crecimiento celular con 1,6 mg/L de acetato de
sodio

4,0X10"4

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

3,5X1074
3,0X1074
2,5X1074
2,0X10"4

Cel/mL

1,5X10"4
1,0X10"4

0,5X10"4

0,0X10"4
0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo

Fuente: Garcia (2018).
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Figura 4. Curva crecimiento celular con acetato de sodio
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Tabla 1. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los diferentes tratamientos

Medio de cultivo | Nimero de datos | Dato minimo Dato maximo Velouda‘d de creci- Coeﬁcm‘_'nte‘clle
miento determinacién
RMYy acetato 0,299 6 4,204 4,300 0,029 cel/dia 79
mg/L
RMyy acetato 1,6 6 4,301 4,540 0,014 cel/dia 49
mg/L

Fuente: Garcia (2018).

El ANOVA (95 %) establecid que no existen diferen-
cias significativas entre los tratamientos ensayados
(P =0,795; gl = 1; F = 0,071). Sin embargo, el trata-
miento que brinda mejores resultados es aquel en
el que se utilizaron 0,299 mg/L de acetato de sodio,
puesto que con esta concentracién se obtuvo un ma-
yor crecimiento y mejor velocidad, mejorando asi el
crecimiento de la microalga y posiblemente gene-
rando una mayor acumulacidon de astaxantina. Esta

concentracion también presentd un mejor ajuste al
modelo logistico de crecimiento.

En cuanto a las concentraciones de astaxantina y
clorofila (expresadas en pg/mL), el tratamiento con
0,299 mg/L de acetato de sodio (figura 5y 7a) pre-
senta concentraciones de 28,706 pug/mL de clorofila y
2,530 pg/mL de astaxantina, comportamiento que se
correlaciona con el recuento celular obtenido.

-

(2) pp. 64-83, julio-diciembre del 202
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Figura 5. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el
montaje de 0,299 mg/L

Figura 6. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el
montaje de 1,6 mg/L
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Figura 7. Concentraciones de clorofila (A) y astaxantina (B)
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De otro lado, en el tratamiento con 1,6 mg/L de ace-
tato de sodio (figuras 5 y 7A-B) se encontré mayor
concentracion de clorofila que de astaxantina, ambas
presentando su pico mdaximo en el dia 13, las cuales
reportaron concentraciones de 17,902 pug/mLy 1,991
ug/mL, respectivamente, comportamiento que se co-
rrelaciona con el recuento celular. EI ANOVA (95 %)
establecié que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos ensayados para la concentra-
cién de clorofila (P = 1; gl = 1; F = 0) y astaxantina

Tabla 2. Registro fotografico microscopico

(P=0,820; gl =1; F=0,054). Sin embargo, se observa
que con la concentracion de 0,299 mg/L de acetato de
sodio se obtiene un incremento de 21 % en la canti-
dad de astaxantina, en comparacién con el tratamien-
to con 1,6 mg/L.

Durante cada montaje se llevd un registro fotografico
microscopico con el fin de evaluar la morfologia de la
microalga desde sus formas vegetativas hasta sus for-
mas enquistadas (tabla 2).

Di 0,299 mg/L 1,6 mg/L
ia
Imagen Imagen
6 -
; -
) -
) -

Fuente: tomado de Garcia (2018).
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A partir del registro fotografico de ambos tratamien-
tos (0,299 mg/Ly 1,6 mg/L de acetato de sodio), se
evidencia que estos presentaron formas celulares ve-
getativas, biflagelas y palmeloides sin acumulacién
de astaxantina. Lo anterior gracias a que —aunque si
se hallaron concentraciones de astaxantina— al mo-
mento de realizar el registro fotografico no se pudie-
ron observar formas quisticas con acumulacion de
astaxantina.

Tabla 3. Tratamientos de 0,299 mg/Ly 1,6 mg/L de acetato sodio

ores de

estrés salino utilizando un biorreactor de 5 |

Entre los dias 13 y 20 se observé una mayor cantidad
de formas celulares vegetativas verdes sin flagelos de-
bido a que el crecimiento exponencial de H. pluvialis ha
terminado, e inicia su fase de descenso. En contraste,
en los dias finales de los tratamientos se observaron
formas celulares quisticas debido a que los nutrientes
se iban agotando, siendo las primeras un tipo de for-
mas mas resistentes (tabla 3) (Jeon et al., 2006; Wang
etal., 2016).

Concentraciéon de | Recuento celular H Concentracion de | Concentracidon de Velocidad de
acetato de sodio (cel/mL) P astaxantina (ug/mL) | clorofila (ug/mL) crecimiento (cel/dia)
2,0x10* 7,5 2,530 28,706
0,299 mg/L 0,029
Dia 20 Dia 34 Dia 20 Dia 20
3,5 x 10* 8,6 1,991 17,902
1,6 mg/L 0,014
Dia 34 Dia 34 Dia 13 Dia 13

Fuente: Garcia (2018).

A continuacion se presentan los resultados obteni-
dos de los tratamientos donde se utilizaron biorreac-
tores de 500 mL, encontrandose que con 0,320 g/L
de acetato de sodio y 1,28 g/L de cloruro de sodio,
adicionados desde el dia 15 del estudio al medio RM
(RM6), iluminacién con ldmparas blancas con 20 h
luz/4 h oscuridad y 75 lux de irradiancia, se registrd

una velocidad de crecimiento de 1,018 cel/dia. Este
fue seguido por el tratamiento RM3, el cual contenia
1,6 g/L de acetato de sodio (afiadido desde el inicio),
6,4 g/L de cloruro de sodio (agregado el dia 15 del
estudio) bajo las mismas condiciones de irradiancia y
fotoperiodo, reportando una velocidad de crecimien-
to de 0,696 cel/dia (figuras 8 y 9).

Figura 8. Curva de crecimiento T. RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L (izquierda) y T. RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L

+ Cloruro de sodio 1,28 g/L (derecha)

0,50

Clonuro
040 M {0t
(e 5000

™

E
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DAL DIA7  DIRIS  DIA26  DIAZ28

TIEMPO DIAS)
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Fuente: Rodriguez (2019).
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.
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Figura 9. Tratamientos con acetato de sodio y cloruro de sodio
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Tiempo (dias)

4 RM1 control

B RM2 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L
A RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L

“ RM4 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L
* RMS5 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L

® RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L

Fuente: elaboracion propia.

El analisis de varianza ANOVA (95 %) establecié que
existen diferencias significativas (F = 22,47; p = 0,025;
gl = 5) entre los diferentes tratamientos con respec-
to al crecimiento celular. El tratamiento RM6 y RM4
fueron los que presentaron mayor crecimiento (1,45
x 10° cel/mly 1,25 x 10° cel/ml, respectivamente). Por
su parte, el control (RM1) reportd un crecimiento de
2,69 x 10° cel/ml (figuras 8 y 9).

Figura 10. Tratamientos de H. pluvialis (dia 35)

T

g - 1 rRM2 G
:_\ = <% | R
I |,
RM3 S Bl RM1 RS

Fuente: Rodriguez (2019).

En el estudio se observaron las dos fases que
experimenta la microalga H. pluvialis como conse-
cuencia de la combinacién de factores de estrés: fase
vegetativa y fase roja. Se observan ademas formas de
palmella y células enquistadas (RM3), asi como apla-
nosporas (figura 10).
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El tratamiento que presentd la mayor concentracién
de clorofila fue RM6 (0,245 microgramos/L), presen-
tandose diferencias significativas entre tratamientos
(F=4,307; p =0,003; gl = 5). La produccion de cloro-
fila se correlaciona con el crecimiento de la microalga
puesto que al aumentar la biomasa incrementa tam-
bién el contenido de clorofila.

El tratamiento RM3 presenté la mayor concentra-
cién de astaxantina (7,325 pg/ml), utilizando una

najo factores de estrés salino utilizando un biorreactor de 5 |

concentracion de 1,6 g/L de acetato de sodio desde
el inicio del estudio y 6,4 g/L de cloruro de sodio a
partir del dia 15 (figuras 11y 12). Al analizar los trata-
mientos realizados, no se evidencian diferencias signi-
ficativas entre estos con respecto a la produccién de
astaxantina (F = 1,687; p = 0,165; gl = 5). La tabla 4
presenta un resumen de los resultados obtenidos en
cada tratamiento.

Figura 11. Concentracién de clorofila (verde) y astaxantina (rojo) T. RM3 (acetato de sodio 1,6 g/L + cloruro de sodio 6,4 g/L) y T. RM6 (ac-

etato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L)
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Fuente: Rodriguez (2019).
Figura 12. Concentracion de clorofila (A) y astaxantina (B)
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——RM2 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L
——RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L
RM4 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L
—#—RMS5 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L
—8—RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L
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B
11 18 25 32 39 46 53 60
Tiempo (dias)
" RM1 Control

RM2 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L

RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L

RM4 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L

RMS Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L

RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L

Fuente: elaboracién propia.
Tabla 4. Resumen de los tratamientos realizados
Crecimien- . - Concentracion | Dia de maxi- Concentracion
to celular Dia de maxi- maxima de ma concen- maxima de
. mo crecimien- | P <0,05 R .. P<0,05 ) P < 0,05
maximo to celular astaxantina tracion de clorofila (ug/
(x10° cel/ml) (ug /ml) astaxantina ml)
RM1 Control 2,69 28 2,623 28 0,024
RM2 0,27 15 5,580 49 0,131
RM3 0,42 35 7,325 35 0,365
0,025 0,165 0,003

RM4 1,25 28 5,862 28 0,098
RM5 1,16 15 2,936 28 0,118
RM6 1,45 56 2,884 26 0,245

ANOVA (95 %). Diferencias significativas entre tratamientos p < 0,05.

Fuente: Rodriguez (2019).
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Al comparar los resultados de los tratamientos reali-
zados se observa que la combinacién de acetato de
sodio y cloruro de sodio incrementd la produccion
de astaxantina en 65 %, en comparacion con el tra-
tamiento realizado en el biorreactor, donde se tra-
bajé solo con acetato de sodio en una cantidad de
0,299mg/L. Esto se debe a que inicialmente el ace-
tato de sodio es tomado como fuente de carbo-
no para incrementar el crecimiento celular y luego
es influenciado por el factor de estrés de deficien-
cia de nutrientes y la salinidad suministrada por el
cloruro de sodio, combinados con el aumento de la
irradiancia.

DISCUSION

El uso de biorreactores para el escalamiento con
sistemas cerrados, como el utilizado en este estu-
dio, proporciona mejores condiciones para el cre-
cimiento de la mayoria de microalgas, puesto que
estos protegen al cultivo de la contaminacidn y per-
miten controlar de manera integral las condiciones
de cultivo (Giannelli et al., 2015; Wang et al., 2013,
Ramirez-Landinez, 2013), como se determind en el
cultivo realizado en el biorreactor Tecferm de 5 litros,
obteniendo una biomasa adecuada de H. pluvialis.
Ademas de esto, tomando como base los resultados
reportados por Giannelli et al. (2015) y el trabajo de
Niflo-Castillo et al. (2017), se optd por utilizar el me-
dio RM bajo las condiciones de estrés de acetato de
sodio (0,299 mg/Ly 1,6 mg/L), pH 6,8, temperatura
20 + 19C, fotoperiodo 20 h luz blanca y 4 h oscuri-
dad, aire filtrado y agitacién fluctuante entre 90 y
180 rpm con el fin de aumentar el crecimiento del
inoculo inicial (1,0 x 10*cel/mL), y con ello inducir la
acumulacién de astaxantina en su forma quistica en
la microalga, como se ha observado en los estudios
de Cifuentes et al. (2003) y He et al. (2018), debido a
gue el acetato de sodio produce una afectacion de la
fotosintesis de la microalga, incrementando la pro-
duccidn de este carotenoide.

Autores como Gomez et al. (2019), Pan-utai et al.
(2017), Vidhyavathi et al. (2009) y Ma et al. (2018)
han incorporado diferentes condiciones de estrés
gue ayudan a la adecuada acumulacién de astaxan-
tina —como tipo, color y nivel de intensidad de luz,

MUTIS |Revista electrénica editada
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agitacion, deficiencia de nutrientes, pH, uso de ace-
tato de sodio y cloruro de sodio—, reportando bue-
nos resultados y estableciendo la importancia de
combinar condiciones de estrés como la aplicacion
de acetato de sodio y una alta irradiancia, con lo cual
se ha registrado una acumulacién de astaxantina de
32,99 ug/mL (Tocquin et al., 2012). A partir de ello,
el presente estudio utiliza el acetato de sodio como
factor de estrés en diferentes concentraciones, com-
binado con alta intensidad de luz blanca y un foto-
periodo de 20 horas luz y 4 horas oscuridad, con lo
que se observo que la concentracion de 0,299 mg/L
es la mas adecuada para su uso en el biorreactor,
permitiendo obtener un incremento de 21 % en la
produccion de astaxantina, en comparacion con la
concentracion de 1,6mg/L de acetato de sodio. Esto
se podria explicar teniendo en cuenta que la concen-
tracién de acetato de sodio debe ser controlada, ya
gue niveles inapropiados de este compuesto pueden
generar la inhibicidn del crecimiento celular (Wan et
al., 2014), lo cual posiblemente fue lo que ocurrié en
este tratamiento.

El acetato de sodio es un precursor del crecimiento
celular (Cifuentes et al., 2003; Giannelli et al., 2015;
Wan et al., 2014), como se observa en el tratamiento
con 0,299 mg/L, el cual reportd un crecimiento de 2,0
x 10%cel/mL y una velocidad de crecimiento de 0,029
cel/dia, lo que contribuye a una mayor acumulacion
de astaxantina. Estos hallazgos son consecuentes con
lo mencionado por Park et al. (2014), quienes desa-
rrollaron sus tratamientos con un fotobiorreactor tipo
APBR en sistema batch bajo las mismas condiciones
del presente estudio.

Por otra parte, es posible afirmar que con las con-
centraciones de acetato de sodio analizadas (0,299 y
1,6 mg/L) se obtiene una mejor tasa de crecimiento,
con recuentos de 2,0 x 10*cel/mLy 3,5 x 10%*cel/mL,
respectivamente. Al respecto, el trabajo de Gonzalez
et al. (2009) solo pudo obtener un incremento entre
1,0 x 10*y 1,8 x 10* cel/ml, lo que nos lleva a validar
gue la suplementacidon de medios con acetato de so-
dio contribuye a incrementar el crecimiento celular
y a la conformacion de formas celulares quisticas, ya
que la microalga toma el acetato de sodio como una
fuente de carbono (Gonzalez et al., 2009).
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Aunque se obtuvo un mayor recuento celular que
en otros estudios con suplementacion con aceta-
to de sodio (Shakhmatov et al., 2018; Wan et al.,
2014), se observa que los recuentos celulares entre
los dias 15 y 20 estuvieron en un rango de 2,0 x 10*
a 5x 103cel/mL para el tratamiento con 0,299 mg/L,
mientras que el tratamiento con 1,6 mg/L reportd
un rango entre 2,5 x 10*y 5 x 103 cel/mL, lo cual se
puede explicar de dos formas diferentes. En primer
lugar, se puede afirmar que el microorganismo sim-
plemente siguid su ciclo natural de crecimiento de
aproximadamente 15 dias (Jeon et al., 2006; Ranga
et al., 2009; Wang et al., 2016), como lo describe
la literatura. De otro lado, de acuerdo con lo esta-
blecido por Woong et al. (2006), la concentracién
de acetato de sodio debera ser controlada a niveles
apropiados con el fin de evitar la inhibicidn del creci-
miento celular por accidn de este compuesto. Estos
autores establecen que a través de concentraciones
de acetato de sodio de 50 mM es posible obtener
un rdpido cambio morfolégico de células vegetati-
vas a forma quistica, realizando el blanqueamiento
total de las células quisticas (Wan et al., 2014), lo
gue nos lleva a cuestionar si la adecuada concentra-
cion de acetato de sodio es 0,310 mg/L (Giannelli et
al., 2015). Teniendo en cuenta estas dos perspecti-
vas, se estudiaron ambas concentraciones en el bio-
rreactor Tecferm de 5 Litros a fin de establecer cudl
de ellas es la mas adecuada para la obtencién de as-
taxantina (Garcia, 2018).

Un factor a resaltar es que la mayoria de los estudios
suplementados con acetato de sodio tienden a regis-
trar una mayor produccién de biomasa que de asta-
xantina, como se observo en el presente estudio. De
esta manera, se puede hacer referencia a los autores
que han descrito anteriormente que las células de H.
pluvialis solo requieren carbono como principal nu-
triente en la “etapa de crecimiento”, el cual puede
ser suministrado diariamente por inyeccién de CO; o0
por aire filtrado (como en el presente estudio), y que
una alta irradiacion (fotoperiodos 20 h luz y 4 h os-
curidad) proporciona mayor energia para la fijacion
fotosintética del carbono, lo que conduce a una ma-
yor tasa de sintesis de astaxantina (Wang et al., 2013).
Con base en lo anterior, se puede deducir que en este
experimento hubo una adecuada fijacion fotosin-
tética debido a que el biorreactor Tecferm presenta
una forma tubular que hace que la luz se distribuya
a todo el cultivo, lo cual, posiblemente, fue un factor
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determinante en la produccion de biomasa adecuada
de H. pluvialis.

Actualmente, compafiias dedicadas a la produc-
cion comercial de astaxantina a partir de microal-
gas (Cyanotech y Aquasearch) recurren a un sistema
compuesto por dos etapas. La primera de ellas, co-
nocida como “etapa verde”, consiste en producir bio-
masa verde en condiciones dptimas de crecimiento.
La segunda, denominada “etapa roja”, inicia cuando
la microalga es expuesta a condiciones ambientales
adversas para inducir la acumulacidn de astaxantina
(Wang et al., 2013). Es aqui donde la suplementa-
cién con acetato de sodio puede ser implementada
desde el dia 15, debido a que esto contribuye a un
rendimiento adecuado en cuanto a la produccion de
biomasa y la formacién de quistes, los cuales son
la forma celular adecuada para la acumulacién de
astaxantina.

En cuanto a la concentracién de astaxantina, para el
tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de sodio la
mayor concentracidén de astaxantina se obtuvo en el
dia 20, siendo igual a 2,530 pg/mL, posteriormente
alcanzando una cifra de 1,161 pug/mL en el dia 34.
Por su parte, con el tratamiento con 1,6 mg/L se ob-
tuvo una elevada concentracién de astaxantina en el
dia 13, equivalente a 1,991 pg/mL, que para el dia 34
llegd a 1,5 pg/mL. Estos resultados pueden ser co-
rrelacionados perfectamente con el recuento celular
obtenido para esos dias. Por otro lado, en cuanto a
la concentracién de clorofila sucedié algo similar, ya
que el tratamiento de 0,299 mg/L registré una mayor
concentracion en el dia 20, con 28,706 pug/mL, y en el
dia 34 alcanzé una cifra de 16,637 ug/mL. Finalmente,
para el tratamiento con 1,6 mg/ L se hallé una mayor
concentracion en el dia 13, con 17,402 pg/mL, resul-
tado que llegd a 6,752 pg/mL en el dia 34.

Aungque la concentracidon de clorofila fue disminuyen-
do a medida que se acercaba el final del estudio, la
concentracién de astaxantina iba en aumento, lo cual
era lo realmente importante del proyecto. No obs-
tante, se observd que durante todo el estudio en am-
bos tratamientos la clorofila y la astaxantina fueron
inversamente proporcionales, lo que coincide con lo
descrito por la mayoria de los autores consultados
(Camacho-Kurmen et al., 2013; Infant-Santhose et al.,
2014; & Wang et al., 2013). Asi, se reafirma que el es-
tudio puede ser llevado en “etapa verde” hasta el dia
20, ya que en este se obtiene una buena produccion
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de biomasa. Después de este dia se puede suminis-
trar inyecciones directas de CO,, acetato de sodioy
alta irradiancia con fotoperiodosde 20 h luz y 4 h os-
curidad con el fin de generar el estrés indicado para la
iniciacion de la “etapa roja”. Con ello, las células dan
inicio al verdadero estrés y la acumulacién de asta-
xantina, por lo que a futuro se genera una buena ob-
tencion de esta.

Las inyecciones de CO;también pueden ser sustenta-
das gracias a que contribuyen a regular el pH, lo que
es un claro ejemplo de lo observado en el tratamiento
con 1,6 mg/L de acetato de sodio, donde el aumento
de pH fue una posible causa de que la velocidad de
crecimiento celular fuera menor, en comparacion al
tratamiento con 0,299 mg/L, el cual presenté un pH
mas neutral y una mejor velocidad de crecimiento ce-
lular. Por esta razdn, se sugiere que la inyeccion direc-
ta de CO; o adicidn de bicarbonato de sodio se sume a
las condiciones de trabajo para los estudios de escala-
miento de H. pluvialis.

Todos los resultados obtenidos hasta el dia 20 se
deben a la etapa de crecimiento o “etapa verde”,
gue generalmente dura de 9 a 20 dias, segun la re-
lacion entre la biomasa celular y la actividad celular.
Este hecho se pudo evidenciar en el estudio debido
a que fue en este periodo en el que se obtuvo un
mayor crecimiento celular. Posteriormente, llegan-
do a la etapa de acumulacién de astaxantina o “eta-
pa roja”, la morfologia de aplanospora cambia por la
disminucion de nutrientes. De esta manera, se de-
duce que para obtener mejores resultados se puede
ensayar la aplicacidon de acetato de sodio a partir del
dia 15 0 20, y no desde el primer dia, puesto que los
estudios que han reportado mejores rendimientos
han aplicado el estimulo desde el dia 15, sin impor-
tar su fuente de carbono (Camacho-Kurmen et al.,
2013).

Con el uso de biorreactores de 500 mL, donde se
trabajé con 5 tratamientos usando los factores de
estrés acetato de sodio, cloruro de sodio vy alta irra-
diancia y un control (RM1), se establecid en las cur-
vas de crecimiento de la microalga H. pluvialis que
la fase exponencial se presentd en diferentes dias
del estudio. Se utilizé también el medio RM, el cual
provee los nutrientes adecuados para el crecimiento
de H. pluvialis, como lo han reportado Leiton-Arcos
(2018), Imamoglu et al. (2007) y Nifio-Castillo et al.
(2017). En este estudio se observé que el mayor
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conteo celular fue de 2,69 x1 0° cel/mL en medio
RM1 (control), seguido por 1,45 x 108 cel/mL, corres-
pondiente al tratamiento RM®6, al cual se le adiciond
0,320 mg/L de acetato de sodio y 1,28 mg/L de clo-
ruro de sodio en el dia 15 del cultivo. Asi, se conclu-
ye que estas concentraciones de sales no logran el
estrés suficiente para inhibir el crecimiento celular.
De otro lado, el andlisis de varianza (ANOVA) de cre-
cimiento celular para los cinco tratamientos y el con-
trol identifico diferencias significativas entre estos (P
< 0,05), con una confianza del 95 %.

El estudio de Goksan et al. (2010), donde se utilizd
acetato de sodio (1 g/l) para comparar si se debia afia-
dir este compuesto junto con los nutrientes organicos
al comienzo del cultivo, como en la mixotrofia tradi-
cional (MT), o al final de la fase logaritmica en modo
fotétrofo, como mixotrofia alternativa (MA), conclu-
y6 que el peso seco (DW), los pigmentos y el nime-
ro de células, particularmente, fueron mas altos en
la mixotrofia alternativa que en la tradicional (Infant-
Santhose et al., 2014; Rodriguez, 2019).

Al respecto, en esta investigacién el nimero de cé-
lulas en MA pasé de 2,17 a 4,29 x 10° cel/mLduran-
te 5 dias de exposicion a acetato de sodio (casi el
doble), mientras que en MT este incremento fue de
solo 1,2 veces. Esto indica que en préximos estu-
dios podria ser mas eficiente agregar el acetato de
sodio de una forma mixotréfica alternativa (MA), es
decir, al final de la fase exponencial, ya que asi se
puede minimizar el riesgo de contaminacién debido
a la menor exposicidn de las células a las fuentes de
carbono organico; sobre todo si el objetivo es obte-
ner el maximo recuento posible de la microalga. Sin
embargo, es necesario tener en cuenta la concentra-
cion de acetato de sodio adicionado, puesto que en
el tratamiento donde se usé 1,6 mg/L de acetato de
sodio desde el inicio del cultivo y la adicién de clo-
ruro de sodio a los 15 dias mejord la produccion de
astaxantina, lo que se debe a que el acetato de so-
dio fue utilizado como fuente de carbono, generan-
do asi una mayor produccién de biomasa, que luego
fue estresada con la combinacion de cloruro de so-
dio y luz blanca alta con fotoperiodo de 20 h luz:4 h
oscuridad e irradiancia de 75 lux. En contraste, en
el tratamiento donde se utilizé el estrés con acetato
de sodio, cloruro de sodio y luz alta con el fotope-
riodo mencionado no se logré una buena biomasa
ni una buena produccién de astaxantina, registrando
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una disminucion de 71 % en su contenido. Lo ante-
rior permite observar el impacto de la concentracién
de acetato de sodio de 1,6 mg/L sobre el crecimiento
celular del H. pluvialis.

En los medios de cultivo macroscépicamente se ob-
serva un cambio de color rojizo en el medio RM3
desde el dia 1y en los medios RM2, RM5 y RM6 en
el dia 24, hallazgos congruentes con la observacion
microscopica realizada para analizar la evolucién de
la morfologia de la microalga mediante su proceso
de produccién de astaxantina, observdndose cam-
bios morfolégicos desde las formas vegetativas ver-
des hasta las aplanosporas y las formas enquistadas
con color rojo. Estos resultados van en linea con lo
reportado por Su et al. (2014), quienes tras some-
ter a la microalga a condiciones de estrés con alta
intensidad de luz y la aplicacion de acetato de sodio
lograron evidenciar que a los dos dias las células se
volvian ligeramente rojizas, indicando asi la transicidn
a aplanospora.

Con respecto a los resultados obtenidos para la
produccion de astaxantina, se logra evidenciar un
aumento en el contenido de este pigmento, asi
como una disminucion de la concentracion de clo-
rofila. Estos hallazgos soportan los resultados de
Vidhyavathi et al. (2008), quienes tras 9 dias de ex-
perimentacién bajo condiciones de estrés reportan
gue el contenido total de clorofila en los tratamien-
tos analizados fue 90 % menor que el contenido
de células moviles verdes registrado al inicio de su
investigacion.

Por su parte, el estudio de Wayama et al. (2013) rea-
lizd una evaluacidn volumétrica cuyo resultado lo-
gré evidenciar cambios drasticos en la transicidon
entre la etapa verde y la etapa roja. En la etapa ver-
de, los cloroplastos representaron 41,7 % del volu-
men total de células, mientras que el volumen total
de astaxantina fue de 0,2 %, observando cloroplas-
tos altamente desarrollados en la periferia y pocos
granulos de astaxantina rodeando el nucleo. En la
etapa roja, las gotas de aceite que contenian asta-
xantina predominaron, con un 52 %, y el volumen
total de cloroplastos disminuyd a 9,7 %, observan-
dose gotas de aceite grandes en toda la célula y clo-
roplastos altamente degenerados y localizados en el
espacio intermedio entre las gotas de aceite, lo que
les daba una apariencia de color rojo. Es importan-
te aclarar que los cloroplastos no desaparecieron
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completamente, lo cual pudo deberse a que estos
serian utilizados en una recuperacion rapida cuan-
do las condiciones ambientales se reestablecieran
y la descomposicion de clorofila fuera inducida por
la deficiencia de nutrientes (Wayama et al., 2013),
lo cual también se observd en esta investigacién
(Rodriguez, 2019).

Segln los resultados obtenidos, el medio RM3, al
cual se le adiciond 1,6 mg/L de acetato de sodio des-
de el inicio del cultivo y una adicién de 6,4 mg/L de
cloruro de sodio el dia 15, presentd la mayor pro-
duccién de astaxantina, con una concentracion de
7,3 ug/L, que es congruente con los resultados obte-
nidos por Dominguez-Bocanegra et al. (2004), quie-
nes utilizaron 1 g/L de acetato de sodio junto con
iluminacidon continua, obteniendo una produccién
maxima de astaxantina de 98 mg/g de biomasa. Asi
mismo, estos hallazgos son equiparables con los re-
sultados de Cifuentes et al. (2003), quienes buscaron
establecer condiciones éptimas para la produccion
de biomasa y astaxantina al someter a la microalga a
condiciones mixotréficas (acetato de sodio con con-
centraciones de 4, 8 y 12 mM, alta irradiancia de luz
y cloruro de sodio al 0,8 %), con lo que obtuvieron
un contenido de astaxantina por peso seco de 10,3
mg g (1% p/p), identificando ademas que la adicién
simultanea de acetato de sodio/NaCl en una concen-
tracion de 4,4/17,1 mM aumenta la produccion de
astaxantina.

Segun el analisis de expresion de genes relaciona-
dos con la produccién de carotenoides durante la
induccion de estrés realizado por Vidhyavathi et
al. (2009), la adicién de acetato de sodio y cloru-
ro de sodio produce una transcripcién temprana y
una regulacién maxima positiva de genes como BKT
(B-caroteno cetolasa), el cual se encarga de la trans-
formacién de zeaxantina a adonixantina y de ado-
nixantina a astaxantina, desde tres dias de estrés
hasta tres meses después (Vidhyavathi et al., 2008).
Esto explicaria los resultados obtenidos en esta in-
vestigacién, donde se observa una mayor produc-
cion de astaxantina al someter la microalga a estrés
salino, ya que, como se mencioné previamente, la
combinacidn de estos dos factores de estrés con la
alta irradiancia con luz blanca (Tlt 20w/54RS mar-
ca Philips) y fotoperiodo de 4 horas oscuridad y no
6 horas oscuridad, aumenta la produccién de este
compuesto, considerando que estos carotenoides
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se acumulan en estructuras especiales tales como
plastogldbulos de plastidos o cuerpos lipidicos ci-
toplasmaticos, jugando un papel importante en la
prevencion del exceso de la energia luminica del al-
cance de la maquinaria fotosintética (Richmond &
Hu, 2013; Rodriguez, 2019).

Esta investigacion destaca la importancia del uso del
biorreactor Tecferm de 5 litros para producir bioma-
sa de la microalga, ya que bajo las condiciones traba-
jadas se obtuvo una biomasa adecuada, la cual, una
vez finalizada su fase exponencial, puede ser some-
tida a factores de estrés con acetato de sodio y clo-
ruro de sodio combinados con alta irradiancia, con
lo que se puede obtener una mayor produccién de
astaxantina.

CONCLUSIONES

Los biorreactores de sistemas cerrados, como el
utilizado en este estudio (biorreactor Tecferm de 5
Litros), proporcionan condiciones adecuadas para el
crecimiento de la microalga H. pluvialis debido a que
protegen el cultivo de la contaminacién y contro-
lan las condiciones de cultivo, permitiendo obtener
una concentracién de astaxantina de 2,530 pug/mL a
través del uso de 0,299 mg/L de acetato de sodio.
La mayor productividad de astaxantina (7,325 ug/
mL) fue obtenida con la combinacién de 1,6 mg/L
de acetato de sodio desde el inicio del cultivo y la
adicion de cloruro de sodio (6,4 mg/L) a los 15 dias
del cultivo, con un incremento de 65 % mediante el
uso de biorreactores de 500 mL. A partir de estos re-
sultados, se establece la factibilidad tecnoldgica de
cultivar inicialmente la microalga utilizando el bio-
rreactor Tecferm de 5 litros, para luego de su fase
exponencial someterla a factores de estrés combi-
nando el uso de acetato de sodio, cloruro de sodioy
luz de alta intensidad.
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