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Resumen

Introduccién. Haematococcus pluvialis es una microalga que produce astaxantina, un beta-
caroteno y antioxidante muy usado en la industria. Para obtener una mayor produccién de
astaxantina se planteé como objetivo utilizar diferentes factores de estrés, en un biorreactor
a escala de laboratorio de 5 litros. Metodologia. Se cultivé la microalga en el medio RM,
pH 6,8, temperatura 20+2°C, aire filtrado, iluminacién con ldmparas blancas 20h luz/4h
oscuridad, irradianza 70 pE m=s™', diferentes concentraciones de acetato de sodio y cloru-
ro de sodio. Se determind crecimiento celular, cambios morfolégicos y cuantificacién de
astaxantina y clorofila por espectrofotometria. Se realizé un andlisis estadistico utilizando
ANOVA (95%). Resultados. Utilizando 0,299 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un cre-
cimiento celular de 2,0 x 10* Cel/mL y una concentracién de astaxantina de 2,530 pg/mL,
mientras que con 1,6 mg/L de acetato de sodio el crecimiento celular fue de 3,5 x 10% Cel/
mL y una concentracién de astaxantina de 1,9 pg/ml. El tratamiento al cual se le adicioné
1,6 g/L de acetato de sodio y 6,4 g/L de cloruro de sodio presenté la mayor produccién
astaxantina 7,3 pg/ml. El tratamiento con acetato de sodio 0,320 g/L + cloruro de sodio
1,28 g/L presenté el mayor crecimiento celular con 1,64x10° células/ml. Conclusién. Esta
investigacién destaca la importancia de cultivar inicialmente la microalga utilizando el bio-
rreactor Tecferm de 5 litros y después de su fase exponencial someterla a factores de estrés

con acetato de sodio y cloruro de sodio logrindose asi la mayor produccién de astaxantina

7,325 pg/ml.

Palabras claves: microalgas, crecimiento celular, estrés, betacaroteno, clorofila,
acetato de sodio.
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Abstract

Introduction. Haematococcus pluvialis is a microalgae that produces astaxanthin, a beta-ca-
rotene and antioxidant widely used in industry. In order to obtain a higher production of
astaxanthin, the objective was to use different stress factors, in a 5-liter laboratory-scale
bioreactor. Methodology. The microalgae was cultivated in the RM medium, pH 6.8,
temperature 20 = 2°C, filtered air, illumination with white lamps 20h light/4h darkness,
irradiance 70 pE m~s™!, different concentrations of sodium acetate and chloride of sodium.
Cell growth, morphological changes and quantification of astaxanthin and chlorophyll
were determined by spectrophotometry. Statistical analysis was performed using ANOVA
(95%). Results. Using 0.299 mg/L of sodium acetate a cell growth of 2.0 x 10* Cel/mL
and an astaxanthin concentration of 2.530 pg/mL were obtained, while with 1.6 mg/L of
sodium acetate the cell growth It was 3.5 x 10% Cel/mL and an astaxanthin concentration of
1.9 pg/mL. The treatment to which 1.6 g L of sodium acetate and 6.4 g/L of sodium chlo-
ride were added showed the highest astaxanthin production, 7.3 pg/ml. Treatment with
0.320 g/L sodium acetate + 1.28 g/L sodium chloride showed the highest cell growth with
1.64x10° cells/ml. Conclusion. This research highlights the importance of initially culti-
vating the microalgae using the 5-liter Tecferm bioreactor and, after its exponential phase,
subjecting it to stress factors with sodium acetate and sodium chloride, thus achieving the
highest production of 7.325 pg / ml astaxanthin.

Keywords: microalgae, cell growth, stress, beta-carotene, chlorophyll, sodium acetate.

Introduccion El cultivo de microalgas también tiene la

capacidad de metabolizar los nutrientes

Dentro de la biodiversidad se encuentran
las microalgas que son fuente de un gran
ntimero de compuestos bioactivos de inte-
rés industrial, como los carotenoides que se
utilizan como colorantes naturales en ali-
mentacion animal y humana, asi como en
la industria farmacéutica, cosmética y en
la acuicultura. Ademds, se han propuesto
como agentes efectivos en la prevencién de
una variedad de enfermedades, debido a su
capacidad antioxidante, inmunoreguladora,
anti-inflamatoria y anti-cancerigena.

del medio en donde habitan, los cuales se
utilizan para la biorremediacién de aguas
residuales que son productos derivados de
la actividad industrial, doméstica y la ex-
plotacién agropecuaria, los cuales no deben
ser vertidos directamente a los cuerpos de
agua debido a los problemas sanitarios que
puedan generar. Se tiene como ejemplo el
Cr VI que es un elemento téxico y con po-
tencial carcinégeno el cual debe ser removi-
do de todo tipo de desecho industrial antes

de su disposicién final en rios y rellenos
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sanitarios por lo que la implementacién de
métodos microbiolégicos puede darle un
nuevo enfoque a los métodos de reduccién
utilizados actualmente (28).

El alga unicelular H. pluvialis ha sido es-
tudiada exhaustivamente debido a su ca-
pacidad para acumular astaxantina y otros
carotenoides relacionados. La acumulacién
de este carotenoide en la microalga estd re-
lacionado con la evolucién de diferentes
etapas de la célula vegetativa a la aplanos-
pora en el ciclo de la microalga, pero esta
transicién solo se da cuando esta ha sido
sometida a diferentes condiciones de estrés.
Actualmente se conocen diferentes condi-
ciones de estrés como limitacién de nitrége-
no, deficiencia de magnesio, alta intensidad
de luz, falta de fésforo y estrés salino, las
cuales han demostrado ser una fuente im-
portante de carbono, lo que mejora el creci-
miento y la carotenogénesis, ya que afectan
la ruta de la fotosintesis y aumentan la ex-
presién genética de la enzima BKT.

La realizacién de este proyecto pretende
aprovechar los avances de la ciencia y la
tecnologia basados en la utilizacién de las
propiedades de los organismos en particu-
lar en los niveles celular y subcelular, para
generar y adaptar tecnologias que permitan
obtener compuestos bioactivos a través de
bioprocesos. Es por esto que una estrategia
promisoria para mejorar la produccién de
astaxantina en el H. pluvialis, es el estudio
de las rutas metabdlicas y su regulacién,
con el fin de optimizar las condiciones de

crecimiento, su desarrollo y produccién, ya

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

que la utilizacién del H. pluvialis tiene sus
dificultades en el momento del cultivo y de
obtener el pigmento en cantidades de inte-
rés debido a su ciclo celular complejo. Uno
de los principales inconvenientes es que se
trata de un producto del metabolismo se-
cundario. Durante el crecimiento activo,
no se produce sintesis de astaxantina, solo
cuando cesa la divisién celular se inicia su
sintesis y se acumula en grandes cantidades.

H. pluvialis tiene también unas tasas de
crecimiento bajas lo que debilita sus posi-
bilidades de uso como fuente natural del
pigmento, ademds es susceptible a la con-
taminacion. Estas caracteristicas requieren
cultivos en sistemas cerrados, los cuales
ofrecen ventajas como mejor control del
cultivo, proteccién de la contaminacién
ambiental y produccién de gran cantidad
de biomasa, asi como el desarrollo de un
medio de cultivo éptimo para su crecimien-
to ya que el uso de una adecuada tecnologia
de cultivo incrementa la produccién de bio-
masa hasta niveles éptimos para la produc-
cién del pigmento. De igual forma, un ma-
yor entendimiento de las bases moleculares
de la relacién -condiciones de estrés-induc-
cién- acumulacién de astaxantina en H.
pluvialis, podria ser util para aumentar la
productividad de astaxantina.

Es por esto que la presente investigacién
busca producir astaxantina, ya que actual-
mente se sintetiza quimicamente y esta for-
ma sintética es de alto costo 2500 délares
por kilogramo, ademds esta ha sido prohi-
bida en el mercado por la Administracién
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de Drogas y Alimentos de los Estados Uni-
dos (FDA) debido a su baja biodisponibili-
dad y seguridad. Estas preocupaciones son
debidas a la estereoquimica diferente y el
potencial arrastre de los intermedios de sin-
tesis, haciendo que la astaxantina natural de
H. pluvialis sea una buena opcién de buena
calidad frente a la forma quimica y con res-
pecto a los otros microorganismos que son
capaces de producirla.

Materiales y métodos

Proceso de escalamiento

Microorganismo: Haematococcus pluvialis
UTEX, cepa de referencia (coleccién de cul-
tivos de algas, Universidad de Texas, Austin
TX, USA). Se mantuvo la cepa en medio
sélido y liquido Volvox-MES (sugerido por
la UTEX), a baja irradianza, temperatura
15 - 20°C.

La activacién de la cepa se realizé en medio
liquido Volvox-MES, a baja irradianza y
temperatura ambiente.

Monitoreo de las células del H.
pluvialis durante el cultivo

Para control de calidad de la cepa y del cul-
tivo, se tuvo en cuenta que se trabajé con
una cepa de referencia de la UTEX, la cual
se encuentra caracterizada previamente.

Para ver pureza de la cepa y del cultivo se

monitored, utilizando un microscopio para
determinar el color, tamafno, viabilidad y
morfologia de las células y con cdmara de
Neubauer se determind el promedio de nu-
mero de células y tamafio celular. Ademids
se realizé control del pH.

Preparacion del Inoculo

Para preparar el inoculo se tomé una muestra
de la solucién stock de la cepa de referencia
de la UTEX vy se transfiri6 asépticamente a
un erlenmeyer de 500 ml que contenia 200
ml de medio Volvox-MES fresco (Tabla No
1) y estéril bajo continua iluminacién, CO,
5% en aire, agitacion continua a 25°C por
4 dias. Para todos los experimentos un cul-
tivo de 4 dias fue usado como el inoculo (en

la fase exponencial de crecimiento).

Para establecer la cantidad de inoculo a uti-
lizar se hizo un conteo celular y con esta in-
formacidn se procedié a realizar los célculos
necesarios para saber el volumen a adicionar

del inoculo a los reactores en sistema batch.

Tabla 1. Composicién de medio MES volvox (29)

MEDIO VOLVOX-MES (UTEX)

Ca(NO3)2. 4H20 11,8 ¢/100 ml H20
MgSO4.7H20 4 g/100 ml
Na2glicerofosfato.5H20 0,05 G/L

KCl 0,05G/L

MES 1,95 G/L

PIV METAL SLN. 6 ml/L

NH4Cl 0,026 G/1

Vitamina B12 1ml/L H20

HEPES buffer

BIOTINA 1 ml/L

pH 67

Fuente: Elaboracién propia.
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Sistema de cultivo

Se realizé el cultivo de H. pluvialis en el
biorreactor TEC — FERM a escala de labo-
ratorio de 5 litros en sistema batch en el

medio RM.

Condiciones de cultivo

Condiciones estdndar: pH 7, ciclo luz/os-
curidad 20h: 4h, temperatura 25°C, agi-
tacién continua, CO, 5% en aire, ilumi-
nacién con ldmparas fluorescentes blancas
(Tlt 20w/54RS marca Philips). El proceso
se desarrollé bajo condiciones normales del
medio y ciclo luz/oscuridad 18h: 6h y con-
diciones de estrés con concentraciones de
acetato de sodio y acetato de sodio + cloru-
ro de sodio en mg/L.

El medio RM estéril con el pH ajustado se
adicioné al biorreactor hasta un volumen
de 2 Litro (Figura 1).

- Se procedié a adicionar el inoculo de la
microalga al 10% (1x 104 Células/ml).

- Se realiz6 el montaje bajo las condicio-
nes establecidas.

- Toma de muestra cada tercer dia en
forma aséptica.

- Conservacién de las muestras en solu-
cién formasalina (1:9), en una propor-
cién 1:1, se tomaron 500 pl y se rea-
lizé control del cultivo (conteo celular
y morfologia) y el resto de muestra se
utilizé para medicién de pH.

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

- Se llevé control de temperatura, pH,
agitacién, CO, en aire, ciclo luz/oscu-
ridad, medios.

- Tiempo del estudio 20 — 40 dias

H. Pluvialis:
Se evalto el crecimiento de H. pluvialis
UTEX 2505 bajo las condiciones de culti-
vo establecidas como medio RM, pH 6.8,

Fase 1 Crecimiento de

ciclo luz/oscuridad 16h: 8h, temperatura
20+20c, agitacién manual una vez al dia
durante 10 segundos, iluminacién con ldm-
paras fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS
marca Philips), irradianza de 70 pE m=s™'
y aire filtrado. Las condiciones de estrés
utilizadas fueron estrés salino usando dife-
rentes concentraciones de acetato y cloru-
ro de sodio, combindndolas con luz blanca
alta. Se realizé conteo celular en Cdmara de
Neubauer por triplicado. Se realizé curva
de crecimiento a partir de los resultados. Se
aplicé modelo logistico por Dmfit.

Fase 2 Cambios morfolégicos celulares. Se
realizé el monitoreo de la microalga utili-
zando un microscopio de luz para deter-
minar el color, tamano, viabilidad y mor-
fologia de las células, realizando registro
fotografico a 10x y 40x.

Fase 3 Cuantificacion de astaxantina y
clorofila. Se utiliz6 método APHA, 1992.
Anilisis estadistico de los datos. Se realizé
un andlisis de varianza ANOVA (95%) para
ver diferencias significativas entre trata-
mientos, usando Excel 2016.
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Resultados

En el primer tratamiento realizado en el
biorreactor TEC — FERM de 5 L (Figura
1), se utilizé6 una concentracién 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. El pH presenté fluctuaciones
entre 6,7 a 7,5, cercano a la neutralidad.

Figura 1. Biorreactor TEC-FERM.

Fuente: Elaboracién propia (2018).

El recuento celular obtenido con el trata-
mieno de 0,299 mg/L de acetato de sodio
indica que la microalga presenta crecimiento
exponencial hasta el dia 13 con un recuento
celular de 2,0x10* Cel/mL hasta el dia 20,
cuando empieza a disminuir el recuento ce-
lular hasta el dia 34 con un recuento celular

de 1 x 10° Cel/mL (Figura 2).

Las tendencias de crecimiento fueron ajus-
tadas al modelo logistico mediante transfor-

macién de los valores de Y a los que se les
calculé su logaritmo en base 10 para obte-
ner log vs t del crecimiento celular. La idea
de realizar el ajuste fue ajustar los datos y
determinar si existian diferencias significa-
tivas en la velocidad de crecimiento de los
tratamientos ensayados.
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un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

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

Figura 3. Curva crecimiento celular con 1,6 mg/L de acetato de sodio.
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Fuente: Elaboracién propia (2018).

En el recuento celular obtenido con el tra-
tamieno de 1,6 mg/L de acetato de sodio se
observé de nuevo que la microalga presenta
un crecimiento exponencial hasta el dia 13,
donde alcanzé un recuento de 2,5 x10% Cel/
mL y comienza a disminuir hasta el dia
20, el dia 27 presenta un recuento de 1,7
x10% Cel/mL. En el dia 34 se obtiene un au-

mento del recuento celular de 3,5 x10% Cel/
mL, valor superior al del dia 13, dia en el
que finaliza la fase exponencial de la micro-
alga (Figura 3). El medio de cultivo con ma-
yor velocidad especifica de crecimiento fue
el RM con concentracién de acetato 0,299
mg/L con una velocidad de crecimiento de

0.029 Células/dia (Tabla 2).

Tabla 2. Velocidad de crecimiento de los montajes analizados.

Medio de cultivo Numero de datos Dato minimo Dato maximo Velo‘clqad i Coeﬁc1‘ente.<,ie
crecimiento determinacién

RM y acetato 0,299 mg/L 6 4.204 4,300 0,029 Cel/dia 79%

RM vy acetato 1,6 mg/L 6 4.301 4,540 0,014 Cel/dia 49%

Fuente: Elaboracién propia.
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Al realizar el ANOVA (95%), se establecid
que no existen diferencias significativas en-
tre los tratamientos ensayados (P=0,795;
gl=1; F=0,071), lo cual indica que el tra-
tamiento que brinda mejores resultados es
aquel donde se utiliz6 0,299 mg/L de aceta-
to de sodio, ya que con esta concentracién
se obtuvo un mayor crecimiento y la mejor
velocidad de crecimiento mejorando el cre-
cimiento de la microalga que posiblemente
produzca una mayor acumulacién de asta-
xantina.

En cuanto a las concentraciones de astaxan-
tina y clorofila expresadas en pg/mL, en el
tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de
sodio (Figura 4), se pudo establecer que se
encuentra mayor concentracién de clorofi-
la que de astaxantina ambas presentando su
pico médximo en el dia 20, en donde pre-
sentan 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.

Figura 4. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 0,299 mg/L.
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Fuente: Elaboracién propia (2018).

Figura 5. Concentraciones de clorofila y astaxantina durante el montaje de 1,6 mg/L.
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En cuanto a las concentraciones de asta-
xantina y clorofila expresadas en pg/mL, en
el tratamiento con 1,6 mg/L de acetato de
sodio (Figura 5), se encontré6 mayor con-
centracién de clorofila que de astaxantina
ambas presentando su pico mdximo en el
dia 13, en donde presentan concentraciones
de 17,902 pg/mL de clorofila y 1,991 ng/
mL de astaxantina, comportamiento que se
correlaciona con el recuento celular y ab-
sorbancias obtenidas.

Al realizar el ANOVA (95%), se establecié
que no existen diferencias significativas en-
tre los tratamientos ensayados para la con-

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

centracién de clorofila (P=1; gl=1; F=0) y
astaxantina (P=0,820; gl=1; F=0,054), lo
que significa que en relacién a concentra-
cién de astaxantina no existe diferencias en
usar la concentracién de 0,299 mg/L o usar
la concentracién de 1,6 mg/L de acetato de
sodio, pues los dos van a presentar una con-
centracién similar estadisticamente.

Durante cada montaje se llevé un registro
fotografico microscépico con el fin de eva-
luar la morfologia de la microalga desde sus
formas vegetativas hasta sus formas enquis-

tadas (Tabla 3).

Tabla 2. Velocidad de crecimiento de los montajes analizados.

0,299 mg/L
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0,299 mg/L

Fuente: Elaboracién propia.

En cuanto al registro fotogréfico de los dos
tratamientos 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de
acetato de sodio, no existe alguna diferen-
cia morfolégica pues los dos presentaron
formas celulares vegetativas, biflagelas y
palmeloides sin acumulacién de astaxanti-
na, esto gracias a que, aunque si se halla-
ron concentraciones de astaxantina, al mo-
mento de realizar el registro fotografico no
se pudieron observar formas quisticas con
acumulacién de astaxantina.

Entre los dias 13 y 20 fue en donde se ob-
servaron mayor cantidad de formas celula-
res vegetativas verdes sin flagelos, debido a
que el crecimiento exponencial de H. plu-
vialis ha terminado e inicia su fase de de-
ceso, 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 mds resisten-

tes (Tabla 4) (1,2).
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un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

Tabla 4. Comparativo entre el tratamiento de 0,299 mg/L y 1,6 mg/L de acetato sodio.

RECUENTO [ ] DE VELOCIDAD DE
[ ] ACETATO DE SODIO | CELULAR ASTAXANTINA [ /DE (CIHOILE L CRECIMIENTO
Cel/mL pg/mL Hgfm Cel/dia
2,0x10 4 7,5 2,530 28,706
0,299 mg/L 0,029
Dia 20 Dia 34 Dia 20 Dia 20
3,5 x104 8,6 1,991 17,902
1,6 mg/L 0,014
Dia 34 Dia 34 Dia 13 Dia 13

Fuente: Elaboracién propia.

El tratamiento con 0.320 g/L de acetato de
sodio y 1.28 g/L de cloruro de sodio, adi-
cionados desde el dia 15 del estudio al me-
dio RM (RM6), iluminacién con ldmparas
blancas con 20h luz/4h oscuridad y 70 pE
m~2s7! de irradianza tuvo una velocidad de
crecimiento de 1,018 cel/dia, seguido por el

tratamiento RM3, el cual contenia acetato
de sodio 1,6 g/L que se agregd desde el ini-
cio y cloruro de sodio 6,4 g/L que se adicio-
né el dia 15 del estudio, usando la misma
irradianza y fotoperiodo con una velocidad
de crecimiento de 0,696 cél/dia (Figura 6).

Figura 6. Curva de crecimiento T. RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio
6,4 g/L y TRM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L.
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Fuente: Elaboracién propia.

El anilisis de varianza ANOVA (95%) esta-
blecié con respecto al crecimiento celular que
existen diferencias significativas (F=22,47;
p=0,025; gl=5) entre estos diferentes trata-
mientos. El tratamiento RM6 y RM4 fue-
ron los que presentaron mayor crecimiento,
1,45x10° cel./ml y 1,25 x10° cel./ml, respec-
tivamente. El control (RM1) tuvo un creci-
miento de 2,69 x10° cel./ml (Figura 06).

En el estudio se observaron las dos fases por
las que atraviesa la microalga H. pluvialis:
fase vegetativa y fase roja debido a la combi-
nacién de factores de estrés. Se observan for-
mas de palmella y células enquistadas (RM3)
y aplanosporas (Figura 7).

109



NOVA. 2021; 19 (37)

Figura 7. Cultivo H. pluvialis T. RM1, RM2, RM3, RM4, RM5 y RM6 Dia 35.
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Fuente: Elaboracién propia.

El tratamiento que presenté una mayor con-
centracién de clorofila fue el RM6 obtenien-
do 0,245 microgramos/L, presentdndose
diferencias significativas entre tratamientos

(F=4,307; p=0,003; gl=5). La produccién de
clorofila se correlaciona con el crecimiento
de la microalga porque al aumentar la bio-
masa incrementa el contenido de clorofila.

Figura 8. Concentracion de clorofila (color verde) y astaxantina (color rojo) T. RM3
Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L y TTRM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L
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El tratamiento RM3 presentd la mayor con-
centraciéon de astaxantina de 7,325 micro-
gramos/ml, utilizando una concentracién
de acetato de sodio 1,6 g/L desde el inicio
del estudio y cloruro de sodio de 6,4 g/L que
se agregd el dia 15 del estudio (Figura 3). Al
analizar los tratamientos realizados respecto

a la astaxantina no hubo diferencias signifi-

cativas (F=1,687; p=0,165; gl=5).

Discusion

A modo de suplir la necesidad de obten-
cién de astaxantina a gran escala, se utilizé
el biorreactor TEC-FERM de 5 L. El uso
de biorreactores, para el escalamiento, con
sistemas cerrados como el utilizado en este
estudio, proporcionan mejores opciones
para el crecimiento de la mayoria de mi-
croalgas, pues estos protegen 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 (3, 4). Ademds de esto, toman-
do como base los resultados (4) y el trabajo
(5), se tomé la decisién de utilizar el medio
RM bajo las condiciones de estrés como lo
son las diferentes concentraciones de aceta-
to de sodio (0,299 mg/L Y 1,6 mg/L), pH
6.8, temperatura 20+ 1°C, fotoperiodo 20h
luz blanca y 4h oscuridad, aire filtrado, agi-
tacién fluctuante entre 90 y 180 rpm, todo
con el fin de aumentar el crecimiento del
inoculo inicial 1,0 x10* Cel/mL y asi indu-
cir en la microalga la acumulacién de asta-
xantina en su forma quistica, con lo cual se

pueda corroborar lo dicho por (6).

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

Del mismo modo muchos autores se han
dedicado a investigar cudles son los factores
de estrés que ayudan a la adecuada acumu-
lacién de astaxantina, como el tipo, color y
nivel de intensidad de luz, la agitacién, el
pH los cuales han arrojado buenos resulta-
dos como en (7), en donde se realizé cultivo
en un fotobiorreactor tipo Airlift, manejan-
do elevadas concentraciones de salinidad y
alta intensidad de luz, como condiciones de
trabajo y obtuvo una acumulacién de asta-
xantina de 32,99 pg/mL (8), es por esto que
en este estudio se utiliza el acetato de sodio
como factor de estrés en diferentes concen-
traciones.

Existe la inquietud por investigar nuevos
factores de estrés para H. pluvialis, como
variar las concentraciones de acetato de so-
dio ya que este ayuda a promover el creci-
miento celular (6,4,9), otras investigaciones
afirman que la concentracién de acetato de
sodio se debe controlar ya que con niveles
inapropiados se puede generar la inhibicién
del crecimiento celular (9). En este estudio
se trabajé con concentraciones de acetato
de sodio 0.299 mg/L y 1.6 mg/L a diferen-
cia de Nino, et al (10) que sometié a H.
pluavilis, en el medio RM, a 0.310 mg/L
de acetato de sodio obteniéndose un creci-
miento celular de 7.55 x10°> Cel/mL y una
velocidad de crecimiento de 0,092 Cel/dia
en 36 dias, siendo el RM el que presenté
mejor rendimiento en cuanto a crecimiento
celular y obtencién de astaxantina en com-
paracién con los otros medios ensayados

OHM, BBM (10).
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En el tratamiento con 0,299 mg/L de aceta-
to de sodio, crecimiento de 2,0 x 10* Cel/
mL y velocidad de crecimiento de 0,029
Cel/dia se obtuvo mejor tasa de crecimien-
to, lo que ayuda a la mayor acumulacién
de astaxantina, esto siendo muy consecuen-
te con lo mencionado en Park et al (11),
que realiza sus tratamientos con un fotobio-
rreactor tipo APBR y en sistema batch con
las mismas condiciones de trabajo de este
estudio y obtiene mejores resultados en el
cultivo, tal vez debido a que en él se puede
mantener un mayor control de las condicio-
nes de trabajo (11), a diferencia del biorre-
actor TEC-FERM de 5 L utilizado en esta

investigacion.

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, con recuentos de 2,0 x 10*
Cel/mL y 3,5 x 10* Cel/mL respectivamen-
te, mientras que Gonzélez et al (12), solo
pudo obtener un aumento de 1.0x10* a
1,8x10* cel/ml, lo que nos lleva a validar
su postulado de que la suplementacién de
medios con acetato de sodio ayuda al incre-
mento del crecimiento celular y ala forma-
cién de formas celulares quisticas (12, 13).

Del mismo modo aunque se obtuvo mayor
recuento celular que algunos otros estudios
en los cuales se realizé suplementacién con
acetato de sodio (14,9), se observa que los
recuentos celulares que se obtuvieron entre
los dias 15 y 20 del estudio para los dos
tratamientos estuvieron en un rango de 2,0

x10% Cel/mL y 5x10° Cel/mL para el tra-

tamiento con 0,299 mg/L y para el trata-
miento con 1,6 mg/L se obtuvo un rango
de crecimiento de 2,5x10* Cel/mL y 5x10?
Cel/mL, esto se puede explicar de dos for-

mas diferentes.

En la primera se puede decir que el microor-
ganismo simplemente siguié su ciclo natu-
ral de crecimiento de aproximadamente 15
dias (1,2,13) como lo describe la literatura,
o la segunda mencionada por (15) en don-
de afirma que la concentracién de acetato
deberd ser controlada a niveles apropiados
con el fin de evitar la inhibicién del creci-
miento celular por accién del acetato de
sodio, debido a que en su investigacién con
altas concentraciones de acetato de sodio 50
Mm, obtuvo un rdpido cambio morfolégico
de células vegetativa a forma quistica y rea-
lizaba el blanqueamiento total de las células
quisticas (9), lo que nos lleva a cuestionar-
nos si la adecuada concentracién de acetato

de sodio es de 0,310 mg/L (4).

Un factor a resaltar es que la mayoria de los
estudios suplementados con acetato de so-
dio tienden a tener una mayor produccién
de biomasa que de astaxantina como lo ob-
servado en el presente estudio y es que asi
como se puede hacer referencia a los autores
que han descrito anteriormente que las cé-
lulas de H. pluvialis solo requiere carbono
como principal nutriente en la “etapa de
crecimiento” y este puede ser suministrado
diariamente por inyeccién de CO, o por
aire filtrado como en el presente estudio y
con alta irradiacién, fotoperiodos 20h luz y
4 oscuridad, se proporciona mayor energia
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para la fijacién fotosintética del carbono,
lo que conduce a que haya una mayor tasa
de sintesis de astaxantina (3); lo que lleva a
deducir que en el estudio posiblemente no
hubo la adecuada fijacién fotosintética de-
bido a que el biorreactor TEC-FERM pre-
senta una especie de ventana pequena para
su tamano 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 companias dedicadas a la pro-
duccién comercial de astaxantina a partir de
microalgas (Cyanotech y Aquasearch), recu-
rren a un sistema compuesto por dos etapas,
la primera o también llamada “etapa verde”
que consiste en producir biomasa verde en
condiciones éptimas de crecimiento y la se-
gunda o también llamada “etapa roja” que
se inicia cuando la microalga es expuesta a
condiciones ambientales adversas para in-
ducir a la acumulacién de astaxantina (3).
Es aqui donde la suplementacién con aceta-
to de sodio puede ser implementada desde
el dia 15, debido a que va a presentar un
rendimiento adecuado en cuanto a la pro-
duccién de biomasa y ayuda a la formacién
de quistes, los cuales son la forma celular

adecuada para acumulacién de astaxantina.

En cuanto a la concentracién de astaxanti-
na (pg/mL) en el estudio se obtuvo, para el
tratamiento con 0,299 mg/L de acetato de
sodio, la mayor concentracién de astaxanti-
na en el dia 20 con 2,530 pg/mL y para el
dia 34 fuede 1,161 pg/mL; mientras que el

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

tratamiento con 1,6 mg/L obtuvo una ele-
vada 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 co-
rrelacionados perfectamente con el recuen-
to celular obtenido para esos dias. Por otro
lado, en cuanto a la concentracién de clo-
rofila se pude decir que sucedié algo muy
similar, ya que en el tratamiento de 0,299
mg/L en el dia donde se hallé mayor con-
centracién 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 tratamiento 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 concentracién de clorofila fue
disminuyendo a medida que se acercaba
el final del estudio, la astaxantina iba au-
mentando su concentracién, lo cual era lo
realmente importante del proyecto, pero
se observé que durante todo el estudio en
los dos tratamientos realizados la clorofila
y astaxantina fueron inversamente propor-
cionales, lo que coincide con lo descrito por
todos los autores consultados (16, 17,3). Es
aqui donde se reafirma la situacién plantea-
da anteriormente en donde el estudio puede
ser llevado en “etapa verde” hasta el dia 20,
ya que en este dia se obtiene una buena pro-
duccién 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 oscuri-
dad, con el fin de generar el estrés indicado
para la iniciacién de la “etapa roja”, y asi las

células inicien el verdadero estrés y de esta
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forma comience la acumulacién de astaxan-
tina y por lo tanto una buena obtencién de
la misma a futuro.

Las inyecciones de CO, también pueden ser
sustentadas gracias a que este ayuda a regu-
lar el pH, lo que es un claro ejemplo de lo
observado en el tratamiento con 1,6mg/L de
acetato de sodio, donde el aumento de pH
inclinado hacia la alcalinidad, fue una posi-
ble causa de que la velocidad de crecimiento
celular fuera menor, en comparacién al tra-
tamiento con 0,299 mg/L, que presentd
un pH mds neutral y una mejor velocidad
de crecimiento celular, razén por la cual se
sugiere 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 “eta-
pa verde”, generalmente dura de 9 a 20 dfas
segtin la relacién entre la biomasa celular y
la actividad celular, lo cual se pudo eviden-
ciar en el estudio debido a que en este tiem-
po fue en donde se obtuvo un mayor creci-
miento celular. Luego llegando a la etapa de
acumulacién de astaxantina o “etapa roja’,
la morfologia de aplanospora cambia por la
disminucién de nutrientes, de esta manera
se deduce que para que el estudio presente
mejores resultados, el estrés con el acetato de
sodio puede ensayarse aplicindolo a partir
del dia 15 o 20 y no desde el primer dia,
ya que los estudios que han tenido mejores
rendimientos han aplicado el estimulo desde
el dia 15 sin importar su fuente de carbono

(17).

El en trabajo en el cual se utilizaron 5 trata-
mientos y un control (RM1), se establecié en
las curvas de crecimiento de la microalga H.
pluvialis, que la fase exponencial se presentd
en diferentes dias del estudio.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos
por Nino et al (10), que obtuvieron una
concentraciéon celular mdxima de 7,55x10°
células/ml en medio RM en comparacién
con otros medios como OHM y BBM y de
(18) con una concentracién celular mdxima
de 9,50x10° células/ml en medio RM; se se-
lecciond, el medio RM ya que es bien sabi-
do que el medio de cultivo no solo afecta la
productividad celular, sino también afecta la
composicion celular y el rendimiento de pro-
ductos especificos. Utilizando este medio en
nuestro estudio encontramos una concentra-
cién celular mdxima de 2,69x10° células/ml
en medio RM1, siendo este el control. Estos
resultados sugieren que el medio que provee
los nutrientes adecuados para el crecimiento
de H. pluvialis es el medio RM, similares re-
sultados los obtuvo (19).

En el estudio donde utilizamos 5 tratamien-
tos, se observé que el mayor conteo celular
aparte del control, fue de 1,45x10° células/
ml en el tratamiento RM6 al cual se le adi-
cioné 0,320 mg/L de acetato de sodio y 1,28
mg/L de cloruro de sodio en el dia 31 del
estudio, concluyendo que estas concentra-
ciones de sales no logran el suficiente estrés
para inhibir el crecimiento celular.

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)

de un factor (concentracién celular) para
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los cinco tratamientos y el control encon-
trando diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados con una confianza

del 95%.

Es de aclarar que segtin el estudio de (20)
donde se utilizé acetato de sodio (1 g/l)
para comparar si se debia anadir este com-
puesto junto con los nutrientes orgdnicos al
comienzo del cultivo como en la mixotrofia
tradicional (TM), o al final de la fase loga-
ritmica en modo fotétrofo como mixotrofia
alternativa (AM), el estudio concluyé que el
peso seco (DW), los pigmentos y especial-
mente el ndmero de células en la mixotro-
fia alternativa (AM) fueron mds altos que la
mixotrofia (TM) tradicional (21).

El niimero de células en AM casi se duplicé
de 21.7 a 42.9 x 10 células mL duran-
te 5 dias de exposicién a acetato de sodio,
mientras que el aumento fue solo 1.2 veces
en TM. Eso quiere decir que en préximos
estudios podria ser mds eficiente agregar el
acetato de sodio de una forma mixotréfi-
ca alternativa o sea al final de la fase expo-
nencial, ya que asi se puede minimizar el
riesgo de contaminacién debido a la menor
exposicion de las células a las fuentes de
carbono orgdnico, sobre todo si el objetivo
es obtener el midximo recuento posible de
la microalga, sin embargo hay que tener en
cuenta la concentracién de acetato de sodio
adicionado porque en el tratamiento donde
se usé acetato de sodio de 1,6 mg/L desde el
principio en el biorreactor TEC-FERM de
5 litros y la adicién a los 15 dias de cloruro
de sodio mejord la produccién de astaxan-

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

tina porque el acetato de sodio fue utiliza-
do como fuente de carbono y generé mayor
produccién de biomasa que luego fue estre-
sada con la combinacién de cloruro de so-
dio y luz blanca alta con fotoperiodo de 20
h luz:4h oscuridad e irradianza de 70 pE,
por el contrario en el tratamiento donde
se utilizé6 combinados el estrés con acetato
de sodio, cloruro de sodio y luz alta con el
fotoperiodo mencionado, no se logré una
buena biomasa ni una buena produccién de
astaxantina con una disminucién del 71%
en su contenido. Observdndose 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 macroscépicamen-
te se observa un cambio de color rojizo en el
medio RM3 desde el dia 1 y medios RM2,
RMS5 y RMG en el dia 24 del estudio (Fi-
gura 7), que son congruentes con la obser-
vacién microscépica realizada para analizar
la evolucién de la morfologia de la micro-
alga mediante su proceso de produccién
de astaxantina, observindose los cambios
en morfologia desde las formas vegetativas
verdes hasta las aplanosporas y enquista-
das con color rojo. Siendo estos resultados
congruentes con el estudio de Su et al (22)
donde al estresar la microalga con una alta
intensidad de luz y acetato de sodio logra-
ron evidenciar que a los dos dias las células
se volvian ligeramente rojizas indicando la
transicién a aplanospora (22).

Respecto a los resultados obtenidos de pro-
duccién de astaxantina se logra evidenciar
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un aumento en el contenido de este pig-
mento, simultaneo con una disminucién de
la concentracién de clorofila, congruente
con los resultados obtenidos en (23) donde
en su experimento después de 9 dias de es-
trés, el contenido total de clorofila en todos
los tratamientos fue un 90% menor que el
de las células méviles verdes al inicio (23).

En el estudio de Wayama et al (24), se reali-
z6 una evaluacién volumétrica, el resultado
de estas imdgenes 3D logré evidenciar que
existian cambios drdsticos en la transicién
entre la etapa verde y la etapa roja. En la
etapa verde, los cloroplastos representa-
ron el 41.7% del volumen total de células,
mientras que el volumen total de astaxan-
tina fue de 0.2% donde se observaron los
cloroplastos altamente desarrollados en la
periferia y pocos grinulos de astaxantina
rodeando el nicleo. En la etapa roja, las
gotas de aceite que contenian astaxantina
predominaron con un 52% y el volumen
total de cloroplastos disminuy6 a 9.7% ob-
servindose gotas de aceite grandes en toda
la célula, los cloroplastos estaban altamente
degenerados y localizados en el espacio in-
termedio entre las gotas de aceite, que les
daba una apariencia de red. Es importan-
te aclarar que los cloroplastos no desapare-
cieron completamente, esto puede deberse
a que serdn utilizados en una recuperacién
rdpida cuando las condiciones ambientales
se reestablezcan y la descomposicién de clo-
rofila ha sido inducida por la deficiencia de
nutrientes (24), lo cual también se observé

en esta investigacion.

Segtin los resultados obtenidos el medio
RM3 al cual se le adicioné 1,6 mg/L de ace-
tato de sodio desde el inicio del cultivo en el
biorreactor TEC-FERM de 5 L. y la adicién
de 6,4 mg/L de cloruro de sodio el dia 15
del cultivo presenté la mayor produccién de
astaxantina con una concentracién de 7,3
microgramos/L, que es congruente con los
resultados obtenidos por Dominguez et al
(25) que utilizo 1g/L de acetato de sodio
junto a iluminacién continua y obtuvo una
produccién mdxima de astaxantina de 98
mg/g de biomasa y también con los resulta-
dos de Cifuentes et al (6) donde quiso des-
cubrir condiciones éptimas para la produc-
cién de biomasa y astaxantina al someter
la microalga a condiciones mixotréficas, es
decir acetato de sodio con concentraciones
de 4,8,12 mM bajo alta irradianza de luz y
el cloruro de sodio al 0,8%. Se obtuvo un
contenido de astaxantina por peso seco de
10,3 mg g-1 (1% p / p) y también se ha ob-
servado que la adicién simultdnea de aceta-
to de sodio / NaCl en una concentracién de
4.4 mM /17.1 mM aumenta la produccién
de astaxantina (6).

Segtin el andlisis de expresién de genes re-
lacionados con la produccién de carotenoi-
des durante la induccién de estrés realiza-
do por Vidhyavathi et al (26) nos dice que
la adicién de acetato de sodio y cloruro de
sodio producen una transcripcién tempra-
na y regulacién mdxima positiva de genes
como BKT (B-caroteno cetolasa) que se
encarga de la transformacién de zeaxantina
a adonixantina y adonixantina a astaxanti-

na, desde tres dias de estrés hasta tres meses
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después (26). Esto explicaria los resultados
obtenidos en el estudio donde se observa una
mayor produccién de astaxantina al someter
la microalga a estrés salino, ya que como se
menciondé previamente la combinacién de
estos dos factores de estrés con la alta irra-
dianza con luz blanca y fotoperiodo de 20h
luz:6h oscuridad, aumenta su produccién,
ya que estos carotenoides se acumulan en es-
tructuras especiales tales como plastoglébu-
los de pléstidos o cuerpos lipidicos citoplas-
madticos, jugando roles en prevenir el exceso
de la energfa luminica del alcance de la ma-

quinaria fotosintética (27-29).

Conclusiones

Los biorreactores de sistemas cerrados como
el utilizado en este estudio, el biorreactor
Tecferm de 5 Litros, proporcionan condi-
ciones adecuadas para el crecimiento de la
microalga H. pluvialis, ya que protegen el
cultivo de la contaminacién por microor-
ganismos no deseados y de esta forma se
permite que se tenga un control integral de
las condiciones de cultivo, las cuales fueron
establecidas segtn la revisién tedrica reali-
zada. El biorreactor se utilizé para producir
biomasa de la microalga en la calidad y can-
tidad adecuadas conservando su morfologia
y también se produjo el colorante astaxan-
tina.

El crecimiento de la microalga en el biorre-
actor con el tratamiento con 0,299 mg/L
de acetato de sodio y las demds condiciones

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L

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 trata-
miento 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, lo que nos indica
que el tratamiento con 0,299 mg/L de ace-
tato de sodio presentd una velocidad de cre-
cimiento 2 veces mayor al tratamiento con
1,6 mg/L. No se observaron diferencias sig-
nificativas entre tratamientos (P>0.05).

En el tratamiento RM3, medio RM con
una concentracién de acetato de sodio de
1,6 mg/L y al cual se adicioné a los 15 dias
del cultivo cloruro de sodio en una concen-
tracién de 6,4 mg/L se produjo la mayor
cantidad de astaxantina de 7,325 pg/ml a
los 29 dias de tratamiento, correlacionado
con las caracteristicas macroscépicas y mi-
croscopicas obtenidas para este tratamien-
to. Esta investigacién destaca por lo tanto
la importancia de cultivar inicialmente la
microalga utilizando el biorreactor Tecferm
de 5 litros y después de su fase exponencial
someterla a factores de estrés.
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