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RESUMEN

La astaxantina es un carotenoide producido por la microalga Haematococ-
cus pluvialis (Flotow, 1884) cuando es sometida a condiciones de estrés como alta
irradiancia y salinidad. Es de gran interés en diferentes industrias por sus propieda-
des como pigmento y compuesto bioactivo. Por esto, el objetivo es determinar su
produccion usando la biomasa de H. pluvialis obtenida en el Biorreactor BIOSTAT A
PLUS® de 5 L., bajo las condiciones de estrés acetato de sodio 0,375 mg/Ly 0, 750
mg/L y una irradiancia de 360 luxes con led blanca en medios BBM y RM. Se deter-
miné el crecimiento celular, el cambio morfolégico, la concentracion de clorofila y
astaxantina.

El mayor crecimiento celular se presentd al utilizar medio RM y 0,375 mg/L
de acetato de sodio, 3.01 x 102 cel./mL. El ANOVA (95%) establecié que existen dife-
rencias significativas entre tratamientos (F= 3,54; P=0,015; gl= 5) y segun la prueba
de Tukey HSD (95%) este tratamiento fue el mejor con una velocidad de crecimiento
de 0,028/dia y un ajuste al modelo logistico (R2: 96,79%), encontrandose formas en-
quistadas, una concentracién de astaxantina de 6,09 mg/L y una concentracion de
clorofila de 36,25 mg/L. El ANOVA (95%) establecid que no existen diferencias signi-
ficativas entre los tratamientos para astaxantina y clorofila (P>0,05).

Se concluye que la biomasa obtenida de H. pluvialis en el Biorreactor BIOS-
TAT A PLUS® de 5 litros utilizando los medios RM y BBM produce astaxantina al ser
sometida a las condiciones de estrés, acetato de sodio (0,375 mg/L) y alta intensidad
de luz.

Palabras clave: microalga; biomasa; biorreactor; carotenoide; estrés salino;
alta irradiancia; ciencias naturales.

ABSTRACT

Astaxanthin is a carotenoid that is considered useful in various industries. It
is also recognized for its potent anti-inflammatory, anti-cancer, and antioxidant prop-
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erties. The microalgae Haematococcus pluvialis is considered the best natural pro-
ducer of astaxanthin. Currently, the largest amount of astaxanthin is produced syn-
thetically and is sold at high costs, which is why this compound is produced
naturally.

The objective of this research was to determine the production of astaxan-
thin using the biomass of H. pluvialis obtained in the 5-liter BIOSTAT A PLUS Bioreac-
tor, subjected to the stress conditions of sodium acetate 0.375 mg/L and 0.750 mg/L
and an irradiance of 360 luxes with white LEDS, in BBM and RM media, pH 6.8, tem-
perature 20 ° C, daily shaking and cell culture dishes. The morphological change, the
concentration of chlorophyll and astaxanthin were determined. It was established
that the treatment that used RM medium with 0.375 mg/L of sodium acetate pro-
duced 6.09 mg/L of astaxanthin. The Anova (95%) performed did not establish signif-
icant differences between treatments for the production of the carotenoid (F=1.38;
P=0.259; gl=5), but it did for cell growth (F= 3.54; P=0.015; gl=5), and according to
the Tukey HSD test (95%) this treatment has significantly greater cell growth of 3.01
x 108 cells/mL.

This research allowed us to conclude that the use of biomass obtained from
H. pluvialis in the 5-litre BIOSTAT A PLUS Bioreactor, subjected to stress factors such
as sodium acetate combined with high irradiance, allows the production of astaxan-
thin.

Keywords: Microalgae; Biomass; Bioreactor; Carotenoid; Salt stress; High
irradiance; Natural sciences.

INTRODUCCION

Las microalgas en la actualidad tienen alto interés biotecnoldgico: se
emplean para la obtencidn de diversos compuestos bioactivos utiles en la industria
alimentaria, farmacéutica, nutracéutica, agricola, piscicola, y reemplazan sustancias
quimicas de origen sintético como los colorantes, los cuales son considerados
algunas veces como cancerigenos (Ramaraj, et al 2017; Li et al., 2020; Oslan et al.,
2021). Algunos colorantes de origen natural que pueden emplearse para reemplazar
estos productos sintéticos son los carotenoides, siendo uno de estos la astaxantina,
considerada, ademas de pigmento, como un compuesto bioactivo por su efecto
antioxidante, antiinflamatorio, inmunomodulador y anticancerigeno. Se utiliza tam-
bién como nutraceutico y como un complemento alimenticio en la alimentacidon
acuicola y avicola, en la industria cosmética y en productos farmacéuticos (Li et al.,
2020).

En forma sintética tiene un alto valor de 2500 usb/kg, razén por la cual se
hace cada vez mas necesario obtenerla de manera natural (Régnier et al., 2015; Shah
etal., 2016; Li et al., 2020). La astaxantina quimica no estd aprobada para uso directo
en humanos, debido a las preocupaciones sobre los problemas de seguridad que
surgen de las diferencias estructurales entre la astaxantina quimica y bioldgica (na-
tural) y de posibles residuos de productos intermedios de sintesis quimica (Li et al.,
2020).

Entre las alternativas de obtencion natural de astaxantina se destaca la
microalga H. pluvialis, pues produce la mejor calidad de este carotenoide (Shah
et al., 2016; Oslan et al.,, 2021). De esta manera se han intentado optimizar las
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condiciones de cultivo de esta microalga y la produccidn de astaxantina (Reis, et al.,
2018; Zhang et al., 2018; Enrico et al., 2018; He et al., 2018; Shah et al., 2016), usando
medios de cultivo como el Medio Rudic (RM) y Medio Basal Bold (BBm) (Nifio et al.,
2017; Enrico et al., 2018; Rodriguez, 2019; Li F et al., 2019; Jannel et al., 2020), uso
de fotobiorreactores (Borowiak & Krzywonos, 2022), combinado con factores de
estrés como la deficiencia de nutrientes (nitrégeno y fésforo) (Gédmez et al., 2019;
Miranda et al., 2019; Jannel et al., 2020; Oslan et al., 2021; Gutiérrez et al., 2021; De
Moraes et al., 2024), la temperatura, pH, luz y alta irradiancia (Jannel et al., 2020;
Pereira y Otero, 2020; Oslan et al., 2021; Zhao et al., 2022), las luces led de colores
(Wang B et al., 2014; Pereira y Otero, 2020; Do et al., 2021) y sales como acetato de
sodio y cloruro de sodio (Jannel et al., 2020; Wang et al., 2021; Oslan et al., 2021).

Para obtener mayor contenido de este carotenoide se ha usado el sistema
de cultivo en dos etapas para la microalga H. pluvialis: en la etapa inicial se somete a
la microalga a factores dptimos de crecimiento para lograr grandes cantidades de
biomasa. Al terminar su crecimiento exponencial se inducen a factores de estrés para
lograr mayor produccidn de astaxantina, y un ejemplo claro es donde inicialmente se
cultiva en aguas residuales de Minkery y medio BBM. Al compararse se determina que
el mejor tratamiento fue en aguas residuales de Minkery diluidas (1,5%) genera
mayor cantidad de biomasa. En la siguiente etapa denominada de induccién, las
células vegetativas se exponen a una alta intensidad de luz generando una
produccion de astaxantina de 39,72 * 1,69 mg/L. Se concluye, segun los hallazgos,
que la combinacién éptima para la produccién de astaxantina era acetato de sodio al
38,14 mM y NaCl al 0,58% (p / v), logrando como maxima concentracién de
astaxantina un 67,95 + 3,93 mg/L después de un periodo de induccion de 12 dias
(Liu Yu, et al., 2019).

La microalga H. pluvialis se considera como la mejor alternativa para
producir astaxantina de forma natural, pero presenta una baja productividad debido
a factores como un crecimiento lento, baja concentracién celular y alta
susceptibilidad a dafios hidrodindmicos, y, sobre todo su complejo ciclo de vida
(zZhang Letal., 2017; Tokarz D, et al 2017; Oslan et al., 2021). Ademas, existe el riesgo
de contaminacidn externa de los medios de cultivo si no se tienen las medidas
adecuadas, factores que minimizan la posibilidad de su produccién a gran escala y
provocan que se opte por elaborar este carotenoide de manera sintética (Shah
et al, 2016).

Es por esto por lo que en este estudio se busca establecer las condiciones
6ptimas de cultivo para obtener la biomasa de la microalga H. pluvialis, tales como
el uso de biorreactores y el posterior uso de la biomasa obtenida para producir el
carotenoide astaxantina empleando condiciones de estrés, como es la salinidad
usando acetato de sodio combinado con una alta irradiancia usando luz blanca.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Se utilizé una cepa de referencia de la microalga H. pluvialis UTEX2505
(coleccidn de cultivos de algas, Universidad de Texas, Austin TX, US). La cepa se man-
tuvo en medio sélido y liquido Mes-Volvox (por recomendacidn de la UTEX) a baja
irradiancia y una temperatura entre 15y 20 °C.
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Preparacion del inoculo

El cultivo se realizé en medio de cultivo Mes-Volvox, el cual consistia de
Ca(NOs)2. 4H20 11,8 g 100 mL-1, MgS04.7H20 4 g 100 mL-1, Nazglicerofosfato.5H20
0,05 g L-1, KCI 0,05g/L, MES 1,95 g L-1, solucion de metales piv 6 ml L-1, NH4CI 0,026
g L-1, Vitamina B12 1ml L-1, HEPES y biotina 1 ml L-1, ajustado a pH 6,7, luz blanca
provista por ldmparas fluorescentes (Tlt 20w/54RS marca Philips) con una irradiancia
de 70 uE/m?s, fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 horas de oscuridad, temperatura
de 25 °C, CO:2 al 5,0 % y agitacion manual de 10 segundos al dia. El cultivo se
monitored por medio de microscopia en camara de Neubauer para conteo y
evaluacién de pardmetros como color (pigmento), morfologia y viabilidad celular,
cada tercer dia.

Efecto de salinidad sobre la produccion de astaxantina. Preparacion del
cultivo

El cultivo de H. pluvialis se realizd en sistema Batch en el biorreactor
BIOSTAT A PLUS® de 5 L, utilizando las siguientes condiciones: Medio BBM™, el cual
consistia de NaNO3 250 mg/L, CaCl2 25mg/L, MgS04 75 mg/L, K2HPO4 175 mg/L,
KH2PO4 75 mg/L, NaCl 25 mg/L, EDTA 50 g/L, KOH 3.1 g/L, H3BO3 11.42 mg/L, ZnSO4
8.82g/L, MnClI2 1.44 g/L, Mo03 0.71 g/L, CuS04 1.57 g/L, Co (NO3)2 0.49 g/Ly Medio
RM, el cual consistia de NaNOs 300 mg/L, K2HPOs 80 mg/L, KH2POs 60 mg/L,
MgS047H.0 10 mg/L, CaCl.2H20 58,5 mg/L, EDTA 7,5 mg/L, NaCl 20 mg/L,
MnSOsH20 1,5 mg/L, ZnSO47H20 0,1 mg/L, (NH4) 6Mo70244H20 0,3
mg/L,CuSO45H20 0,08 mg/L, Co(NO3)26H20 0,26 mg/L, FeCI36H20 17 mg/L,
ajustados a un pH de 6.8 (Nifio et al., 2017), con un fotoperiodo de 18 horas de luz y
6 horas de oscuridad, temperatura 20 +1° C, iluminacion con ldmparas fluorescentes
blancas (TIt 20w/54RS marca Philips) y led color blanca, azul y roja, irradiancia de 270
luxes, aire filtrado, velocidad de aire 1,7 L/min y agitacion 100 rpm (Manrique y
Marin, 2019).

La biomasa obtenida en el biorreactor de la microalga se distribuyd por
triplicado en cajas de cultivo celular de 250 mL, adicionando 100 mL de cada biomasa
obtenida. Se realizaron dos tratamientos: Tratamiento 1 del medio RM y medio BBM
con la adicién de 0,375 mg/L de acetato de sodio y Tratamiento 2 del medio RM y
BBM con la adicidon de 0,750 mg/L de acetato de sodio. Se tiene un control de cada
medio de cultivo. Cada tratamiento se realizé por triplicado y se realizaron en las
cajas de cultivo celular que se colocaron horizontalmente para aumentar la superficie
de intercambio de gases y optimizar la exposicion a la luz en un periodo de 35 dias
bajo las condiciones de pH de 6.8 con un fotoperiodo de 20 horas de luz y 4 horas de
oscuridad, temperatura de a 20 +1° C, iluminacién con led blanca con una irradiancia
de 360 luxes, aire filtrado y agitacién manual una vez al dia por 10 segundos.
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Figura 1. Biorreactor BIOSTAT A PLUS® de 5 L, medio RM (A) y BBM (B)

Fuente: Manrique y Marin (2019).

Se tomaron muestras de 10 mL de cada tratamiento por triplicado cada
siete dias para conteo celular, cuantificacidon de astaxantina y clorofila y la evaluacion
de cambios morfoldgicos usando cdmara de Neubauer.

Cambio morfolégico

Se evaluaron los cambios morfoldgicos usando cdmara de Neubauer. Para
el monitoreo de la microalga se utilizd un microscopio de luz marca OLYMPUS CX31
para determinar el color, tamafio, viabilidad y morfologia de las células, realizando
registro fotografico a 40x.

Determinacion de concentracion de clorofila y astaxantina

Las muestras fueron centrifugadas a 12.000 rpm durante 5 min.
Posteriormente, se retird el sobrenadante (medio de cultivo). Al paquete celular se
le adiciond 1.0 mL de metanol al 90 % y se calenté durante 10 min a 60 2C en bafio
seroldgico y a continuacidn se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min (APHA, 2003).

Analisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para todos los tratamientos con
un nivel de confianza del 95%, para establecer si existian diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05) utilizando el programa de Excel 2020 para Windows y se
realizd test de Tukey (95%).

RESULTADOS

Cultivo de la microalga H. pluvialis

El crecimiento de la microalga H. pluvialis en el tratamiento control del
medio BBM fue 8,31 x 10° cel./mL y para el control del medio Rm fué 2,58 x 10°
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cel./mL (figura 2 ). En el dia 35 de cultivo se presenta la mayor cantidad de biomasa,
en especial para el control del medio BBM con un incremento en un 69 % frente al
control del medio RM.

El tratamiento 1 de los medios RM y BBM donde se adiciond 0,375 mg/L de
acetato de sodio y se aument9 la irradiancia a 360 luxes con led blanca luego de los
15 dias iniciales del cultivo, presentaron al dia 35 de cultivo un crecimiento en
promedio de 3,01 x 108 cel./mL y de 1,89 x 10% cel./mlL, respectivamente,
incrementandose el crecimiento en 37.2% en el tratamiento 1 del medio RM en
comparacion del tratamiento 1 del medio BBM, siendo para ambos tratamientos el
dia en que se presenta el mayor crecimiento como se observa en la figura 2.

Figura 2. Curva de crecimiento RMC: control Medio Rm; BBMC: control Medio BBM; RMT1: Medio RmM con 0,375 mg/L de acetato de sodio e
irradiancia de 360 luxes con led blanca; BemT1: Medio BBM con 0,375 mg/L de acetato de sodio e irradiancia de 360 luxes con led blanca;
RM T2: Medio RM con 0,750 mg/L de acetato de sodio e irradiancia de 360 luxes con led blanca; BBMT2: Medio BBM con 0,750 mg/L de
acetato de sodio e irradiancia de 360 luxes con led blanca. El ANOVA (95%) establecio que se presentan diferencias significativas entre
tratamientos (F= 3,54; P=0,015; gl=5). Tukey (95%) RMT1 *
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Fuente: elaboracion propia.

El tratamiento 2 de los medios RM y BBM en los cuales se le adiciona 0,750 mg/L
de acetato de sodio y se aument¢ la irradiancia a 360 luxes con led blanca, presentaron
al dia 35 de cultivo un crecimiento de 1,54 x 10® cel./mL y de 1,86 x 10® cel./mL,
respectivamente, con un incremento de un 17% del tratamiento 2 del medio BBM, con
respecto al tratamiento 2 del medio RM (Figura 2).

El ANOVA (95%) establecié que se presentan diferencias significativas entre
tratamientos (F= 3,54; P=0,015; gl= 5). Al realizar la prueba de Tukey (95%) se pudo
establecer que el mejor tratamiento para el crecimiento celular de la microalga
H. pluvialis es el tratamiento 1 del medio RM con 0,375 mg/L de acetato de sodio
combinado con una irradiancia de 360 luxes de led blanca (Figura 2), con un recuento
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celular de 3.01 x 108 cel/mL en el dia 35, seguido del tratamiento 1 del medio BBM con
una concentracion de 0.375 mg/L de acetato de sodio, con un recuento celular de 1.89 x
108 cel/mL en el mismo tiempo (Figura 2).

Al realizar los ajustes al modelo logistico se pudo establecer que el tratamiento

1 del medio Rm con 0,375 mg/L de acetato de sodio fue el que mejor se ajusté al modelo
logistico con un 96,79% y el que menos se ajusté fue el tratamiento 2 del medio RM con
0,750 mg/L de acetato de sodio con un 54,89%. Los tratamientos en general tuvieron
velocidades de crecimiento entre 0,016 y 0,028/ dia (ver Tabla 1).

Tabla 1. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los diferentes medios de cultivo.

Tratamiento Numero de Dato minimo Dato maximo Velocidad de Coeficiente de
datos crecimiento (dia 1) determinacion (%)
Medio RM 6 4 5 0,028 96,40
Medio RM con 0,375
mg/L acetato de sodio 6 / 8 0,028 96,79
Medio RM con 0,750
mg/L de acetato de so- 6 4 8 0,016 54,89
dio
Medio BBM 6 4 6 0,027 93,51
Medio BBM con 0,375
mg/L de acetato de so- 6 7 8 0,024 85,43
dio
Medio BBM con 0,750
mg/L de acetato de so- 6 4 8 0,017 59,99

dio

Fuente: Elaboracion propia

Cambio morfolégico

La microalga H. pluvialis presenté formas vegetativas de color verde
para los dias 7 y 14 de cultivo (Figura 3), hasta su fase enquistada no movil roja
en el dia 21 para los tratamientos 1 de los medios RM y BBM, que contenian 0,375
mg/L de acetato de sodio y aumento de irradiancia a 360 luxes con luz led blanca
desde el dia 15 del cultivo, indicando produccidén de astaxantina por el cambio
de color de verde a color rojo enquistada, lo cual se correlaciona con la caracte-
rizacion macroscoépica realizada por efecto de los factores de estrés utilizados

en forma combinada (Figura 4).

Figura 3. (a) Células vegetativas microalga H. pluvialis. (b) Caracterizacion macroscépica, dia 7, 40X.

IO

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 4. (a) Célula de H. pluvialis en su fase quistica. (b) Caracterizacion macroscopica. Tratamientos 1 de Rm y de BBM con 0,375 mg/L
de acetato de sodio, dia 21, 40X.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 5. (a) Células de H. pluvialis. (b) Caracterizacion macroscopica. Tratamientos 2 de RM y BBM con concentraciones de 0,750 mg/L de
acetato de sodio, dia 35, tamafio 40X.

Fuente: Elaboracion propia

Se observa en la figura 6 que para el dia 35 de cultivo las células de la
microalga se encuentran células sin color, efecto que han reportado otros
autores cuando se utiliza estrés salino con acetato de sodio.

Determinacion de clorofila y astaxantina

En la evaluacién de los tratamientos control se observé que el dia 21
de cultivo se presentd la mayor concentracidon de astaxantina con valores de
0,12 mg/L, para el medio RM y el dia 21 para el medio BBM con un valor de 0,58
mg/L. Con respecto a la clorofila el dia de mayor concentracién para el medio
RM control fue el 7 dia con 1,17 mg/L y para el medio BBM control el dia 21 con
un valor de 0, 81 mg/L (ver figura 6).
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Figura 6. Concentracion de astaxantina y clorofila para medios (a) Rm control y (b) BBM control.
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Fuente: Elaboracion propia

El tratamiento 1 del medio BBM que contenia 0,375 mg/L de acetato de
sodio y una irradiancia de 360 luxes con luces led blanca, en el dia 21 fue el que
presentd mayor concentracién de astaxantina con un valor de 2,18 mg/L. La
concentracion de clorofila en el mismo tratamiento fue de 13,97 mg/L en el dia
21 (ver figura 7); en este caso se puede destacar el aumento de la concentracién
de clorofila en el tiempo, lo cual puede deberse a que la concentracién de
acetato de sodio empleada en un principio desempefié un rol fundamental en
el crecimiento y asi mismo en el aumento de clorofila.
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Figura 7. Concentracion de astaxantina y clorofila para medio 88m T1: 0,375 mg/L de acetato de sodio, combinada con una irradiancia de
360 luxes desde dia 15 de cultivo.
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Fuente: Elaboracion propia

Para el tratamiento 1 del medio RM que contenian 0,375 mg/L de
acetato de sodio el dia con mayor produccién de astaxantina en este
tratamiento fue el dia 28, con una concentracion de 6,09 mg/L. La concentracion
de clorofila obtenida fue de 36,25 mg/L (ver figura 8). Se observa que en este
tratamiento se encontré un incremento del 64% de la concentracion de
astaxantina, respecto al tratamiento 1 del medio BBM; estos resultados destacan
no solo la viabilidad del medio de cultivo RM™, sino también el efecto de las con-
diciones de estrés utilizadas como la concentracidn de acetato de sodio de 0,375
mg/L combinada con alta irradiancia de 360 luces de led blanca.

Figura 8. Concentracidn de astaxantina y clorofila para medio rRMT1: 0,375 mg/L de acetato de sodio combinada con una irradiancia de
360 luxes desde dia 15 del cultivo.
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Fuente: Elaboracion propia

El tratamiento 2 del medio RM donde utilizaron concentraciones de
0,750 mg/L de acetato de sodio y alta irradiancia de 360 luxes con luces led
blanca, se obtuvieron concentraciones de astaxantina de 1,81 mg/L
correspondiente a los 28 dias del cultivo. En cuanto a la clorofila se obtuvieron
12,09 mg/L, lo cual se correlaciona con el crecimiento celular observado. Para
el tratamiento 2 del medio BBM con 0,750 mg/L de acetato de sodio fueron de
3,45 mg/L (dia 7) y 0,22 mg/L (dia 35), observandose que la adicidn de acetato
de sodio en esta concentracidn afecta el crecimiento de la microalga y, por lo
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tanto, la acumulacion de astaxantina, (figura 9a). Las concentraciones de
clorofila para este tratamiento fueron de 21,14 mg/L (dia 7) y de 6,16 mg/L (dia
35), con una disminucién de 14,98 mg/L de la produccién de clorofila en el
tiempo del cultivo realizado (ver figura 9b, 10b).

Figura 9. Concentracion de astaxantina y clorofila para medios (a) Rm T2 y (b) BBM T2: 0,750 mg/L de acetato de sodio combinada con una
irradiancia de 360 luxes desde dia 15 del cultivo.
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Fuente: Elaboracion propia

Segun el ANOVA (95%) realizado no existen diferencias significativas
entre los tratamientos ensayados para la obtencion de astaxantina (F=1,38;
P=0,259; gl=5), ni para la produccion de clorofila (F=1,39; P=0,253; gl=5). Sin
embargo, al igual que en el crecimiento celular el tratamiento con mayor
produccion de astaxantina y clorofila fue el tratamiento 1 del medio RM (Figura
8), donde se utiliza como factores de estrés 0,375 mg/L de acetato de sodio
combinada con alta irradiancia de led blanca (360 luxes), llegando a una
concentracion maxima de astaxantina de 6,09 mg/L y de clorofila una concen-
traciéon maxima de 36,25 mg/L a los 28 dias de cultivo. El segundo tratamiento
con mayor produccion de astaxantina y clorofila fue el tratamiento 1 del medio
BBM (figura 7) en donde se utiliza como factores de estrés acetato de sodio al
0,375 mg/L combinada con alta irradiancia de led blanca (360 luxes), con una
concentracion maxima de astaxantina de 2,18 mg/L y una concentracion ma-
xima de clorofila de 13,97 mg/L a los 21 dias de cultivo (Figura 10a y 10b).
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Figura 10a. Concentracidn de astaxantina y b. clorofila. Tratamientos: RM control; BBMcontrol; Rm T1: 0,375 mg/L de acetato de sodio,
BBM T1: 0,375 mg/L de acetato de sodio, RM T2: 0,750 mg/L de acetato de sodio y BBm T2: 0,750 mg/L de acetato de sodio. Combinados
con irradiancia de 360 luxes desde el dia 15 de cultivo.
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Fuente: Elaboracion propia

A continuacion, se presenta un resumen general de los resultados
obtenidos para los tratamientos realizados para los parametros crecimiento
celular, velocidad de crecimiento, concentracion de astaxantina y de clorofila.
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Tabla 2. Resumen de tratamientos realizados con sus respectivos resultados.

Resultados
. crecimiento velocidad
Tratamiento e [1de e s [1de P
celular / de Analisis astaxantina Analisis clorofila Analisis
(Cel./mL/ crecimiento estadistico , estadistico , estadistico
dia) (/dia) (mg/L/ dia) (mg /L/ dia)
RM 2,58 x 10° 0,028 0,116 1,174
35 dias 21 dias 7 dias
RM + 0,375 3,01 x 108 0028 6,088 36,251
mg/L 35 dias ’ 28 dias 28 dias
RM + 0,750 1,54 x 108 0,016 ANOVA 1,815 ANOVA 12,094 ANOVA
mg/L 35 dias (95%) 28 dias (95%) 28 dias (95%)
(F=3,55; P= (F=1,38; (F =1,39;
BBM 8,31x 10° 0,027 0,015; 0,584 P=0,26; 0,944 P=0,25;
35 dias gl=5) 21 dias gl=5) 35 dias gl=5)
BBM + 0,375 1,89 x 108 0,024 2,176 13,971
mg/L 35 dias 21 dias 21 dias
BBM + 0,750 1,86 x 108 0017 3,450 21,136
mg/L 35 dias ’ 7 dias 7 dias

Fuente: Elaboracion propia

El mejor tratamiento para producir astaxantina es el 1, en el que se
utiliza medio RM con 0,375 mg/L de acetato de sodio combinada con una
irradiancia de 360 luxes usando led de color blanco en cajas de cultivo celular
colocadas horizontalmente aumentando la superficie de intercambio de gases y
optimizando la exposicion a la luz. El crecimiento de la microalga H. pluvialis fue
de 3,01 x 108 cél./mL en 35 dias de cultivo, con una produccién de clorofila de
36,25 mg/Ly de astaxantina de 6,09 mg/L, con un incremento en su produccion
de un 70%, con respecto a los demas tratamientos utilizados.

DISCUSION

La microalga H. pluvialis se destaca por su capacidad para acumular
pigmentos carotenoides de importancia comercial, entre ellos la astaxantina.
Derivado de su gran demanda en el mercado se han llevado a cabo diferentes
estudios, cuyos objetivos van encaminados a optimizar la produccion
industrial de astaxantina a través de la mejora del cultivo de esta microalga
usando biorreactores y fotobiorreactores para produccion de su biomasa. De
esta manera, se han evaluado condiciones de cultivo, que van desde
determinar qué medio ofrece los mejores nutrientes, que se ajusten a los
requerimientos de crecimiento de la microalga, asi como aspectos
relacionados a factores de estrés que favorezcan el desarrollo celular a su
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fase enquistada no movil roja y posteriormente se dé una acumulacion
intracelular de astaxantina.

Cuando se trabaja con esta microalga, es importante conocer qué
ocurre a nivel intracelular cuando esta es sometida a diferentes factores de
estrés, y seleccionar las condiciones mds adecuadas para el cultivo y la
obtencién de astaxanatina usando condiciones de estrés sin causar dafio
celular. Cuando las células de la microalga H. pluvialis se cultivan en
condiciones favorables, las células méviles pasan a convertirse en palmelas,
siendo estas capaces de hacer frente al estrés ambiental en diferentes gra-
dos. Las células son capaces de sobrevivir al fotodafio dependiendo de su
capacidad para modificar su membrana y ajustar su nivel de desaturacidén de
lipidos. Por lo tanto, la productividad de la biomasa y los bioproductos se ve
comprometida debido a la susceptibilidad de las células moviles al estrés. En
el estudio realizado fue imprescindible tener en cuenta hasta qué punto se
priorizaria el crecimiento celular, y a partir de qué momento se intensificarian
los factores de estrés, con la finalidad de contar con una gran cantidad de
biomasa, que pudiese ser viable para producir astaxantina (Wang et al.,2014;
Oslan 2021).

En esta investigacion se utilizd para la produccidn de biomasa de la
microalga H. pluvialis el biorreactor BIOSTAT A PLUS® de 5 litros cuya forma
tubular y material transparente favorece el crecimiento de la microalga por
la distribucion de luz similar a lo realizado por Ramirez (2013), quien utilizé
un fotobiorreactor tipo airlift de 1,8 litros, al que se le fueron modificando
tiempos de mezclado, coeficientes de oxigeno, de didxido de carbono, entre
otras condiciones, encontrando una velocidad de crecimiento celular éptima.
El estudio se llevd a cabo empleando como metodologia estrés celular con
irradiacién y estrés por alta salinidad en el medio de cultivo, lo cual indica
que la produccion de biomasa de H. pluvialis puede llevarse a cabo de forma
ideal en un biorreactor, ya que se pueden controlar las condiciones del cultivo
como pH, temperatura, agitacién y evitar contaminacion, para posterior-
mente utilizar la biomasa producida distribuyéndola en cajas de cultivo
celular, las cuales ofrecen un microambiente que favorece la acumulacién de
gas y que es util a la hora de generar un factor de estrés adicional para la
célula, sin mencionar que permite una mejor distribucién de luz (Tocquin
etal, 2012).

El uso de cajas de cultivo celular para incrementar la produccién de
astaxantina se propone en esta investigacion porque el uso de biorreactores
para el cultivo de la microalga no es el mas adecuado en cuanto al suministro
de luz, pues incluso el empleo de iluminaciones internas no es suficiente para
la entrega de energia de la luz porque la penetracion de esta disminuye
significativamente con el crecimiento celular y se ha establecido que la luz es
el factor mas importante que afecta la biosintesis de astaxantina en
H. pluvialis, cultivando esta microalga en un biorreactor, ya que pequefias
células verdes predominan bajo menor intensidad de luz, mientras que las
células grandes rojizas se presentan bajo la alta intensidad de luz. En este
sentido, los datos sugirieron que deberia ser necesario considerar el ciclo de
H. pluvialis cuidadosamente para futuras aplicaciones (Shah et al., 2016;
Oslan et al., 2021; Zhao et al., 2022).
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La biomasa de la microalga H. pluvialis producida en los medios RM
y BBM usando el biorreactor BIOSTAT ® se utilizé para producir astaxantina,
transfiriéndola a cajas de cultivo celular y aplicando en una segunda etapa
los factores estrés combinados de acetato de sodio, alta irradiancia, 360
luxes, y luz led blanca con un fotoperiodo de 20 horas luz y 4 horas oscuridad,
determinandose que el tratamiento 1, donde se usé el medio Rm con adicion
de 0,375 mg/L de acetato de sodio presentd una concentraciéon maxima de
clorofila de 36,25 mg/L y de astaxantina de 6,09 mg/L, incrementandose en
un 70% la acumulacion de este carotenoide, con respecto al tratamiento
1 en el que se us6 el medio BBM con 0,375 mg/L de acetato de sodio y los
demas factores estrés previamente mencionados obteniéndose una
concentracion de 2,18 mg/L y una concentracidon maxima de clorofila de
13,97 mg/L. Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre
tratamientos (P>0,05) con respecto a la produccién de astaxantina y clorofila.

Otros estudios realizados en biorreactores son los relacionados con
la produccién de astaxantina a partir de H. pluvialis en donde se prioriza la
importancia del comportamiento fotosintético de H. pluvialis durante la
transformacion celular y la posterior acumulacién de astaxantina; esto a
través del uso de fotobiorreactores tubulares cerrados o abiertos (Shah
et al., 2016; Jannel et al., 2020; Oslan et al., 2021; Borowiak y Krzywonos,
2022). En estos procesos el desequilibrio entre la absorcion y la utilizacién de
la luz por la microalga, serian el punto clave en la produccién de astaxantina.
Es asi como en el estudio realizado por Zhang et al. (2016) se obtuvo
astaxantina usando fotobiorreactores tubulares al aire libre, donde su
acumulacion comenzd a partir de los 3 dias de cultivo, y se considerd signifi-
cativa a los 5 dias con una cantidad de 0,47 mg/mL incrementandose a 12,89
mg/mL durante 9 dias de cultivo. Si se comparan dichos resultados con los de
este estudio, la astaxantina comenzé a acumularse a partir del dia 7 de
cultivo, en cantidad de 0,35 mg/L, y alcanzd un nivel significativo hasta el dia
21 de cultivo con una acumulacién de 6,09 mg/L. Todo esto sugiere que hay
muchos factores para tener en cuenta a la hora de llevar a cabo un cultivo de
la microalga H. pluvialis con la finalidad de producir astaxantina; no solo se
trata de escoger el medio de cultivo y los factores de estrés ideales, sino
también de conocer y tener en cuenta el comportamiento de la microalga a
nivel intracelular y su respuesta al ambiente externo.

Entre los resultados obtenidos en el estudio puede destacarse que
el medio de cultivo con mejor tasa de crecimiento celular de la microalga H.
pluvialis fue el medio RM, similar a lo reportado por Nifio et al. (2017),
quienes cultivaron la microalga en 3 diferentes medios de cultivo RM, BBM y
OHM bajo condiciones de pH 6,7, fotoperiodo de 18h luz — 6 oscuridad, 70
uE/m?s de irradiancia con ldmparas de luz fluorescentes blanca, T° 25°C y
agitacion manual diaria, estableciendo un recuento celular de 7.55 x 10°
cél./mL, en comparacion al logrado en esta investigacién para el mismo me-
dio sin ninguna adiciéon de acetato de sodio de 2,58 x 10° cél./mL. Sin
embargo, lograr un crecimiento celular favorable de la microalga es solo el
paso inicial; seguido, deben estudiarse los factores de estrés mas viables para
la produccién de astaxantina (Shah et al., 2016; Oslan et al., 2021).

En la microalga H. pluvialis se ha utilizado una estrategia de cultivo
en dos etapas, ampliamente utilizado en el cultivo a gran escala de
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H. pluvialis para producir astaxantina. El cultivo de dos etapas incluye una
etapa verde y una etapa roja. En el verde se proporcionan condiciones de
cultivo favorables para que las células de H. pluvialis mantengan un estado
movil y se dividan rapidamente. En la etapa roja, las condiciones de estrés
como la luz alta, deficiencia de nitrégeno, alta salinidad, etc., se aplican para
inducir a las células a acumular astaxantina, que eventualmente se
convierten en aplanosporas rojas inméviles (Zhao et al., 2022).

El proceso de dos etapas se realiza aprovechando el metabolismo de
la microalga para la produccion de astaxantina teniendo en cuenta su ciclo
de vida, una fase exponencial y una fase estacionaria. Durante la primera
etapa se producen células vegetativas "verdes" utilizando el biorreactor
BIOSTAT A PLUS® de 5 litros que luego se convierten en células enquistadas
gue acumulan astaxantina en una segunda etapa debido al efecto de los
factores de estrés acetato de sodio, luz led blanca y alta irradiancia usando
cajas de cultivo celular. Similar proceso realizaron Liu et al. (2019), quienes
en la primera etapa cultivaron la microalga en aguas residuales y en el medio
basal de Bold (BBM) convencional, creciendo mejor en aguas residuales
diluidas (1,5%), lo que arrojé una produccién de biomasa de 906,3 + 34,0 mg
L -1. En la siguiente etapa, que denominaron induccion, las células
vegetativas se expusieron a una alta intensidad de luz para la produccién de
astaxantina, y la produccion resultante fue de 39,72 + 1,69 mg L -1. También
en este estudio se utilizo en la etapa de induccidn agua residual diluida en
un cultivo mixotréfico usando diferentes concentraciones de acetato de
sodio. Los hallazgos indicaron que la combinacion éptima para la producciéon
de astaxantina era acetato de sodio al 38,14 mM y NaCl al 0,58% (p / v),
obteniendo una concentracidn de astaxantina de 67,95 + 3,93 mg/L después
de un periodo de induccién de 12 dias.

Es importante resaltar que la iluminacidn continua en los medios de
cultivo es un parametro imprescindible a la hora de favorecer la acumulacion
de astaxantina, como lo sefialan Gdmez et al., (2019), quienes trabajaron un
ciclo de luz/oscuridad de 20h/4h (mismas condiciones con las que se llevo a
cabo esta investigacion a partir del dia 15 de cultivo de la microalga
H. pluvialis), obteniendo una sintesis favorable de astaxantina. En el proyecto
de Gomez et al. (2019) se emplearon como factores de estrés la alta
irradiancia y la deficiencia de nitrégeno, mientras que en el presente
proyecto se utilizd en forma combinada los factores de estrés de alta
irradiancia y acetato de sodio, condiciones con las que se obtuvo una
concentracién de astaxantina de 6,09 mg/L.

El otro factor de estrés estudiado en esta investigacion son las
concentraciones de acetato de sodio, que son consideradas como fuente de
carbono en las concentraciones indicadas, lo que favorece el crecimiento
celular de la microalga (Shah et al., 2016; Oslan et al., 2021; Wang et al.,
2021). Este nutriente a altas concentraciones puede llegar a inhibir el
crecimiento celular (Ramirez, 2013). En este estudio se obtuvieron resultados
favorables empleando concentraciones de 0,375 mg/L de acetato de sodio,
combinada con la alta irradiancia, lograndose un sinergismo que produjo una
concentraciéon de astaxantina de 6,09 mg/L, lo cual concuerda con lo
expuesto por He et al., (2018), donde se reporta que el acetato de sodio
contribuye a la acumulacion de astaxantina en condiciones de luz, ya que
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tiene la capacidad de inducir la produccion de ARNm, como resultado del
estrés al que se somete a la microalga y, por ende, puede generar un flujo
metabdlico precursor de la biosintesis de los carotenoides (Jin et al., 2006).
Investigaciones previas mostraron que H. pluvialis acumula astaxantina bajo
las condiciones de luz y acetato de sodio, con el aumento de la expresion de
genes bkt, crtR-B relacionados con la biosintesis de astaxantina (Wang et al.,
2021).

Ademas del acetato de sodio como factor de estrés, se ha estudiado
también el uso de acetato de potasio, acetato de magnesio y bicarbonato de
sodio. Pan-utai et al. (2017) emplearon todos estos factores de estrés para
definir cudl de estos tratamientos ofrecia mejores resultados en cuanto a la
cantidad de astaxantina obtenida. Se utilizaron concentraciones de 100 mM
de acetato de potasio y 10 mM de acetato de magnesio y bicarbonato de
sodio. Como resultado, se obtuvo que, con el uso de acetato de sodio, se
logré una concentracién de astaxantina en el rango de 20 a 22 mg/L, con ace-
tato de potasio de 25 a 43 mg/L, para el acetato de magnesio de 19 a 33 mg/L
y, finalmente, para el bicarbonato de sodio un resultado en el rango de 25 a
35 mg/L. Concluyeron asi que el tratamiento que ofrecié una mayor cantidad
de astaxantina fue con el factor de estrés de acetato de potasio a 100 mM,
seguido del bicarbonato de sodio, acetato de magnesio y finalmente, acetato
de sodio.

Finalmente, en esta investigacion se logro establecer que al usar la
biomasa obtenida de H. pluvialis en el Biorreactor BIOSTAT A PLUS® de 5
litros, y someterla a factores de estrés como el acetato de sodio combinada
con alta irradiancia, se obtiene astaxantina entre 21 y 28 dias del cultivo.
Ademas, desde las células vegetativas verdes en los dias iniciales del cultivo
7 y 14 dias en todos los tratamientos realizados, se observo en los dias 21, 28
la presencia de células enquistadas palmella de color rojo, correlacionadas
con la cantidad de astaxantina presente en los tratamientos que contienen
0,375 mg/L de acetato de sodio combinado con alta irradiancia de 360 luxes
con led blancas. Al aumentar el contenido de acetato de sodio de 0,750 mg/L
de acetato de sodio y mas tiempo de exposicidn se observa que las células
empiezan a volverse claras o albinas y puede haber un cambio
conformacional de la célula.

CONCLUSIONES

El mayor crecimiento celular de la microalga H. pluvialis se presentd
en el tratamiento RM donde se utilizé 0,375 mg/L de acetato de sodio,
presentando un crecimiento celular de 3.01 x 108 cel./mL correspondiente al
dia de cultivo 35. El ANOVA (95%) realizado establecié que si existen
diferencias significativas entre tratamientos (F= 3,54; P=0,015; gl=5) y segun
el test de Tukey HSD (95%) realizado se establecid que este tratamiento fue el
mejor para crecimiento celular, con una velocidad de crecimiento de
0,028/dia y con un ajuste al modelo logistico con un coeficiente
de determinacién del 96,79%. El tratamiento en el que se obtuvieron mas
formas enquistadas y aplanospora fue en el tratamiento 1 del medio RM con
adicion de 0,375 mg/L de acetato de sodio y una irradiancia de 360 luxes de
luces led blancas, llegando a una concentracion maxima de astaxantina
de 6,09 mg/L a los 28 dias del cultivo y una concentracion de clorofila de
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36,25 mg/L. El ANOVA (95%) realizado establecié que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos ensayados para la obtencién de
astaxantina (F=1,38; P=0,259; gl=5) y de clorofila (F=1,40; P=0,254; gl=5).

Se concluye que la biomasa obtenida de H. pluvialis en el Biorreactor
BIOSTAT A PLUS® de 5 litros, utilizando los medios RM y BBM puede ser
utilizada para producir astaxantina al ser sometida a las condiciones de
estrés, acetato de sodio en concentracion de 0,375 mg/Ly alta intensidad de
luz, obteniendo 6,09 mg/L de astaxantina en cajas de cultivo celular.
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