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Produccién de astaxantina a partir de Haematococcus pluvialis en medio KM y
BBM usando luz led roja (650 nm) y led azul (450 nm)
Resumen

La microalga Haematococcus pluvialis, es considerada como la fuente natural
de astaxantina, al ser sometida a condiciones de estrés. La astaxantina, es un
producto natural que tiene gran interés por ser utilizada como pigmento en
alimentos, fuente de vitaminas, colorante, conservante natural, aditivo alimentario,
antioxidante, antienvejecimiento, agente anticancerigeno y un inmunomodulador.

El presente trabajo, tiene como objetivo determinar la produccion de
astaxantina en H. pluvialis usando medios de cultivo KM y BBM. En la etapa verde
se usan condiciones favorables con una irradiancia de 130.65 umol/m? /s (1700
luxes) con luz led roja (650 nm). En la etapa roja se aplicé estrés con luz led azul
(450 nm) con una irradiancia de 924.42 pmol/m?s (8000 luxes). Se realizd el
ANOVA (95%) para establecer diferencias significativas entre tratamientos.

Se encontré que el medio de cultivo BBM bajo las condiciones trabajadas
demostré ser mejor en el crecimiento de la microalga con 2,88x10° cel./mL con
velocidad de crecimiento (R?=0,87, modelo logistico) usando luz led roja (650 nm)
por 25 dias y luego luz led azul (450 nm) por 47 dias observandose no hay
diferencias significativas (F:2.051; P:0.174; gl:1). El tratamiento realizado en el
medio KM produjo la mayor concentracion de astaxantina 20,29 ug/mL, presentando
quistes inmaduros y maduros de tonalidad rojiza por acumulacion de este pigmento,
usando luz led roja. observandose diferencias significativas (F:9.060; P:0.009; gl:1).
Se establecié que el uso de la luz led roja y luz led azul incrementaron el
crecimiento de la microalga y la acumulacion de astaxantina.
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1. Introduccioén

La astaxantina es un pigmento y compuesto bioactivo que tiene aplicaciones
en el area industrial, alimenticia, cosmética, nutracéutica, farmacéutica y acuicultura,
obtenida de la microalga H. pluvialis, quien acumula altas concentraciones de este
carotenoide posiblemente entre un 5 — 6 peso/peso por biomasa seca, cuando es
sometida a condiciones de estrés como luz, color de luz, alta irradiancia, deficiencia
de nutrientes, salinidad, temperatura y CO.. Para la obtencién de la astaxantina se
busca el crecimiento apropiado de la microalga produciendo una biomasa en calidad
y cantidad adecuada. Ademas de la disponibilidad de la biomasa adecuada de la
microalga, el establecimiento de un proceso de produccién repetible es
indispensable para la aplicacién industrial, donde el uso de biorreactores cerrados,
proporcionan una operacidn mas controlada y definida, con bajo riesgo de
contaminacion, una configuracion de proceso altamente flexible, controlando de una
manera precisa las variables de cultivo, como luz, fuentes de luz, color, irradiancia,
fotoperiodos, pH, temperatura, agitacion y mezclado.

Las propiedades de la fuente de luz, como la longitud de onda y la intensidad,
son importantes para el crecimiento de microalgas fotoautétrofas como el H.
pluvialis y el uso de la combinacion de condiciones de estrés como la deficiencia de
nutrientes y la alta intensidad de luz y el color usado incrementan la acumulacién de
astaxantina en esta microalga. Se han utilizado diferentes fuentes de luz para el
crecimiento y estrés de la microalga, como la fuente de luz solar, el uso de lamparas
fluorescentes blancas, lamparas incandescente y el uso de luces led de colores,
siendo éstas ultimas la fuente de luz mas prometedora, ya que consumen menos
energia eléctrica, producen mas luz, no desperdician energia produciendo la
longitud de onda necesaria y son de bajo costo.

Para el incremento de la obtencidn de astaxantina por la superposicién de
unas células sobre otras durante el crecimiento de la microalga, hace importante
establecer la trayectoria de la luz adecuada, el fotoperiodo establecido, la fuente de
luz, el color, la irradiancia o intensidad adecuada de luz, disefiando un sistema de
luz que se adapte de tal manera que todas las células de la microalga reciban el
mismo estrés y asi incrementar la acumulacion de este carotenoide. Es por lo que
en este proyecto de investigacion se busca establecer el efecto de los medios KM y
BBM usando luz led roja y azul para la produccion de astaxantina a partir de un
cultivo de la microalga H. pluvialis.

La astaxantina es un producto natural, es uno de los antioxidantes naturales
mas potentes, ademas de que contiene otras moléculas como vitamina C, la
cantaxantina, la luteina, el B-caroteno, es extraido de la microalga H. pluvialis, ya
que es un gran productor de este compuesto, este pigmento presenta gran variedad
de aplicaciones como lo es la nutricibn humana, también en la salud, como en el
tratamiento y prevencion de enfermedades del sistema vascular y cardiaco,
diabetes, antienvejecimiento, antiinflamatorios y canceres.
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La implementacion de este pigmento en las industrias es importante para la
sociedad puesto que contiene gran variedad de beneficios que contribuyen con el
bienestar humano. Los colorantes quimicos utilizados en el consumo y uso cotidiano
contienen gran cantidad de efectos adversos siendo el mas representativo la
contaminacién de los cuerpos acuaticos lo que conlleva a la inhibicién de la
fotosintesis y el deterioro de la salud animal, ademas de ser tdxicos, cancerigenos y
provocar mutaciones en el organismo como el cambio de la microbiota intestinal, a
diferencia de los colorantes naturales que son considerados inocuos en tanto que no
se han reportado efectos secundarios tras su uso, ni producen cambios en el
organismo. Los beneficios que se esperan obtener con la implementacion de este
colorante natural en las industrias es evitar el impacto negativo que los colorantes
quimicos causan a nivel ambiental y salud, ademas la astaxantina de origen natural
producida por esta microalga no presenta efectos secundarios como si lo hace la
astaxantina de origen quimico y es de mejor calidad que la producida por bacterias y
levaduras.

Es por esto que una estrategia promisoria para mejorar la produccion de
astaxantina en el H. pluvialis, como microalga fotoautétrofa, el estudio de los
factores que afectan su crecimiento como la luz. Con el objetivo de mejorar las
condiciones de crecimiento, desarrollo y produccion, es importante considerar que el
cultivo de H. pluvialis presenta ciertas dificultades, especialmente en la obtencion
del pigmento en cantidades significativas, debido a su complejo ciclo celular, esto se
debe a que el pigmento es un metabolito secundario. Siendo los diodos emisores de
luz (led) las fuentes de luz preferidas debido a su variedad en colores blanco, azul y
rojo con amplio espectro de estrecha banda con diversidad en tamarios desde el
tamano pequeno, son ligeros, duraderos y eficientes en términos de mayor vida util,
ademas la cantidad de luz que se desprende es mucho mayor en comparacion con
su consumo de energia. Por lo cual es importante definir las variables relacionadas
con la luz como la trayectoria, el fotoperiodo y el color en el led para la obtencién del
pigmento astaxantina.

2.0bjetivos
2.1 Objetivo general
Determinar la produccion de astaxantina a partir de Haematococcus pluvialis
en medio KM y BBM usando luz led roja (650 nm) y led azul (450 nm)
2.2 Objetivos especificos
1. Determinar los parametros cinéticos de crecimiento de H. pluvialis bajo las
condiciones trabajadas.
2. Determinar las cinéticas de produccion de clorofila y astaxantina bajo las
condiciones trabajadas.
3. Relacionar parametros cinéticos de crecimiento del H. pluvialis en un cultivo
fotoautotroéfico con la produccion de clorofila y astaxantina.
4. Documentar los cambios morfolégicos celulares en funcion de la fase de
crecimiento bajo las condiciones trabajadas.
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3. Estado del arte

Se han realizado diferentes trabajos donde se han utilizado diferentes medios
de cultivos, condiciones de cultivo y uso de biorreactores o fotobiorreactores,
usando diferentes fuentes de luz como la luz solar, ldAmpara fluorescente y led para
el crecimiento de la microalga H. pluvialis y la produccion de astaxantina, como los
publicados por los siguientes autores:

Gao Z, et al. 2014, en este estudio se investigd mas a fondo el impacto de la
iluminacién con luz azul de LED (3500 ymol fotones m?s™') en el contenido de
astaxantina, la expresion de ARNm y los perfiles de regulacion de ocho genes
carotenégenos relacionados con la sintesis de astaxantina en H. pluvialis. Los
resultados mostraron que el contenido de astaxantina aument6 a 3,03 mg/L en 18
dias después de la induccion con luz azul. Se indicé que los genes de crtR-b, bkt2 y
crtO podrian ser vitales para la producciéon de astaxantina en el tratamiento con luz
azul para H. pluvialis. Este estudio sugiri6 que la iluminacion con luz azul en H.
pluvialis es un estimulador eficaz para inducir la produccion de astaxantina (1).

Xi T, et al. 2016, investigaron los efectos de diferentes longitudes de onda
con LED en H. pluvialis. Se utilizé6 LED rojos para el crecimiento de células y la luz
LED azules para inducir la biosintesis de astaxantina. El resultado mostré que la
produccion de astaxantina basada en un cambio de longitud de onda del rojo al azul
aumentd significativamente, en comparacion con aquellas con iluminaciéon continua
utilizando LED rojos. El numero de células se vio significativamente influenciado por
la longitud de onda de la luz roja, la produccién de astaxantina en H. pluvialis
cultivado bajo LED azules es mayor que bajo LED rojos, Se observé un aumento de
aproximadamente mas del 50 % en la produccidén de astaxantina cuando se cultivd
bajo luz azul, lo que demuestra ser uno de los diversos factores de induccién para la
biosintesis de astaxantina. Se logré un aumento adicional de astaxantina con la
aplicacién simultanea de carbon exdégeno mas luz azul. El enfoque basado en la
manipulacion adecuada de las longitudes de onda de los LED en las etapas de las
células de H. pluvialis permitird mejorar la biomasa y mejorar la produccién de
astaxantina (2).

Sun, H. et al. 2016, obtuvieron diferentes tendencias de las condiciones de
cultivo y el peso celular seco. El peso celular seco aumenté rapidamente con mezcla
de luces con el valor de 0,522 £ 0,018 g/L, que aumenté un 14,4% con luz roja y un
41,8% con luz blanca, respectivamente. Ademas, el consumo de nitrato en esta
etapa disminuyd significativamente con mezcla de luces, lo que sugiere que la
mezcla de luz blanca y luz roja impulsé a las células a absorber nutrientes para
construir nuevos tejidos, que podrian obtenerse a partir del peso celular seco. Sin
embargo, los valores de consumo de fosfato mostraron resultados opuestos que
mostraron cambios significativos en la concentracién de fosfato en la luz blanca. La
mezcla de luces luz rojo y blanco fue la mejor luz en este experimento para inducir
a H. pluvialis a transformarse en "forma activa" con la mayor eficiencia fotosintética
y luego las respuestas fisioloégicas se produjeron facilmente con los sistemas
enzimaticos. La seleccion de las luces en el cultivo de microalgas tuvo como
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proposito maximizar la eficiencia fotosintética. En esta investigacion, la mezcla de
luces rojo y blanco fue la mejor, la mas cercana a la luz éptima, para mejorar la
biomasa celular (3).

Zhen Z. et al. 2016, en este estudio, las células de H. pluvialis cultivadas por
heterotrofia no utilizaron el carbono inorganico de manera eficiente, incluyendo tanto
el carbonato como el CO. como unica fuente de carbono para la biosintesis de
astaxantina. Las capacidades en la utilizacion de carbonos inorganicos no se
pueden restaurar mediante la aclimatacion de las células bajo luz moderada y con N
o sin N afadido. Esta conclusion difiere de los hallazgos previos de que las células
de H. pluvialis prefieren asimilar CO: para la biomasa y la biosintesis de astaxantina.
La diferencia puede surgir de la composicion genética distinguida entre las
diferentes cepas de H. pluvialis, pero también probablemente debido a un cambio
metabdlico causado por las condiciones de cultivo. En el cultivo heterotréfico, las
células de algas utilizan el acetato de sodio como fuente de carbono y energia, en el
que el ATP y el NADPH son proporcionados por el ciclo del TCA. Como tal, la
fotofosforilacion y el ciclo de Calvin ya no son obligatorios, y las maquinarias
celulares involucradas pueden estar desmanteladas o no completamente
desarrolladas. La aclimatacion de las células bajo luz y nitrdgeno parecio tener poco
efecto en la regeneracion de los componentes celulares involucrados en la
asimilacion de carbono inorganico (4).

Sun H, et al. 2017, estudiaron diferentes formas de aumentar la biomasa
verde de la microalga H. pluvialis, afiadiendo nutrientes de forma continua al medio
de cultivo (lote alimentado) y también reemplazando el medio después de dejarlo un
tiempo. También analizaron otra condicién para el medio como los efectos de la luz,
donde utilizaron luz roja-blanca en diferentes proporciones e intensidades. Los
resultados demostraron que la combinacion de luz roja-blanca tuvo la mejor tasa de
crecimiento en comparacion con el uso de solo luz blanca. La mejor proporcion fue
de 2:1(rojo:blanco), con una concentracion de biomasa de 0,161 g/L en 48 horas y

una tasa de 0,669 d ! y en cuanto a la intensidad de luz no hubo diferencias
significativas (5).

Pham, K. T., et al. 2018, determinaron parametros como el tamano del
in6culo, la concentracién de CO: y la longitud de luz, para obtener una mejor
densidad celular, biomasa y contenido de astaxantina de la microalga H. pluvialis.
Encontraron que el rango de temperatura 6ptimo es de 18 a 27°C, con una tasa de
crecimiento de 0,18u por dia a 25°C y 28°C el crecimiento disminuye y a 30°C, las
células mueren. En cuanto al in6culo se encontré la mayor densidad celular,
demuestra que no es bueno una mayor cantidad de biomasa inicial. La luz roja tiene
un mejor rendimiento en la densidad celular pero no es eficiente para la
acumulacion de astaxantina. La luz azul no promovido significativamente el
crecimiento celular, pero en cambio si hubo aumento de quistes y mayor
acumulacion de astaxantina con 2,36ug x en 16 dias. La concentracion de CO: a 5%
y luz roja promueve el crecimiento con una densidad en fase logaritmica y
disminuyo un poco en fase estacionaria, en cambio con iluminaciéon azul y con


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang+Z&cauthor_id=27563850
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concentraciones de CO: a 5% y 7,5% se obtuvieron el mayor contenido de
astaxantina con 2,81+0,26 ug.y 2,93 £ 0,41 ug. respectivamente (6).

Lee et al. 2018, estudiaron la comparaciéon del transcriptoma de H. pluvialis,
con respecto a la biosintesis de astaxantina, bajo la irradiacidn monocromatica de
luz LED rojo (660 nm) o azul (450 nm) para examinar las regulaciones diferenciales
de genes asociados con vias particulares. En respuesta a la irradiacion azul y roja,
se seleccionaron genes que mostraron mas del doble de cambios en su expresidn
en comparacion con el control de luz blanca. En respuesta a la longitud de onda
roja, se identificd que la iluminacién de longitud de onda azul, pero no la iluminacién
de longitud de onda roja, podria estimular ampliamente la transcripcion de genes,
regulando asi diversas fisiologias celulares posteriores (7).

Ma R, et al. 2018, Investigaron como influye las diferentes longitudes de luz,
a la germinacion, proceso en el cual los hematocisto (quiste) pasan a
macrozooides de H. pluvialis, ya que en esta etapa, las paredes celulares son mas
delgadas, generando una extraccion mas eficiente de astaxantina, asimismo
evaluaron el contenido y capacidad de extraccion del pigmento, también estudiaron
los niveles de expresion del gen phot (regula la biosintesis de carotenoides) con las
diferentes longitudes de luz. Los resultados mostraron, que la luz azul genera una
mayor germinacion, con una eficiencia de 28%, seguido de la luz blanca y roja. La
luz azul produjo el mayor contenido de astaxantina con 37.24mg en el dia 4,
demostrando que retiene mas el pigmento, que con la luz roja y blanca, con
respecto a la extraccion, también fue mucho mejor con la luz azul (95,7% el dia 5),
correlacionando que a mayor germinacién mejor extraccion. Acerca del gen phot y
otros genes involucrados en la biosintesis de carotenoides, se confirmé su influencia
en la sintesis de astaxantina. En relacion con su expresion, se observo que la luz
azul, regula positivamente estos genes, se obtuvo el mayor contenido del pigmento
bajo esta longitud de luz (8).

Ota, S.,et al. 2018, en su investigacion, observaron que la astaxantina en
células de quistes verdes-rojas se localizé en la parte central de la célula (periferia
nuclear) en condiciones de luz normales (<45 pmol fotones m -2 s =1 ) (Tiempo: 0
min). Las imagenes de lapso de tiempo obtenidas durante 15 min a intervalos de
15s mostraron que la astaxantina en el centro celular se difundié rapidamente a la
parte periférica de la célula en 10 min. En una célula en la que la astaxantina se
transfiri6 completamente a la periferia, una capa delgada de astaxantina era visible
inmediatamente debajo de la pared celular (Tiempo 10 min). Cuando las células
difundidas con astaxantina se colocaron en la oscuridad, la astaxantina se
redistribuy6 al centro de la célula (alrededor de la periferia del nucleo). Sin embargo,
una capa de astaxantina en forma de anillo permanecid cerca de la pared celular
(Tiempo 25 min). La primera se produjo en 10 min, pero la segunda requirié mas del
doble de ese tiempo para agregarse completamente en el centro de la célula (9).

Zhang W, et al. 2018, observaron que las curvas de crecimiento de H.
pluvialis se generaron cultivos bajo diferentes intensidades de luz de 50, 100, 200,
400 pymol/m?/s con privacion de nitrégeno y control. El peso seco de la biomasa
aumentd drasticamente con la creciente intensidad de la luz y casi no mostro fase
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de retraso. El peso seco aumenté a 2,19 + 0,08 y 3,43 + 0,06 g/l bajo privacion de
nitrégeno y control a la intensidad de luz de 400 uymol/m? / s, que fue 1,39 veces y
2,00 veces mayor que a 50 ymol/m? /s. Los resultados indicaron que diferentes
intensidades de luz aparentemente mejoraron la biomasa de las células de algas, lo
que esta implicito en los informes de microalgas, y el aumento del peso seco
depende de manera importante de la produccién fotosintética neta. Aunque la falta
de nitrégeno puede inhibir la biomasa de H. pluvialis en comparacion con las
condiciones de nitrégeno suficiente, aun se pudo lograr un alto crecimiento de algas
bajo deficiencia de nitrogeno a altas intensidades de luz de 200, 400 umol/m? / s,
que fueron 2,01 + 0,06 y 2,19 £ 0,08 g/I, respectivamente. Los resultados sugirieron
que la intensidad de la luz fue de gran importancia para el crecimiento de las algas y
de hecho aumentd el peso seco de la biomasa independientemente de la falta de
nitrégeno (10).

Christian D, et al. 2018, investigaron el efecto de la iluminacién con luz LED
roja y azul en la produccién de astaxantina y clorofila, asi como en el crecimiento de
biomasa de H. pluvialis cultivada en medios KM y BBM. Los cultivos fueron
sometidos a condiciones especificas de luz y de concentracion de CO., con
intensidades luminicas de 80 ymol m2 s™ (baja) y 300 ymol m™2 s (alta) y niveles
de CO: de 0.04%, 5% y 15%. Los resultados mostraron que la exposicién a luz LED
roja y alta intensidad de CO: incrementd la acumulacion de astaxantina, alcanzando
una concentracion de 36 mg/g en condiciones de alta intensidad de luz y 15% de
CO., mientras que la luz LED azul, en condiciones de baja intensidad de luz 'y CO: al
5%, favorecid el crecimiento de biomasa, incrementando en un 3.5X la masa seca
en comparacion con la iluminacidén estatica. La combinacion de estos parametros
mostré un balance entre la produccidn de pigmentos y el crecimiento de biomasa,
destacando el potencial de estas condiciones de iluminacion y CO: en sistemas de
produccion de astaxantina a nivel industrial (11).

Mazumdar N, et al. 2019, investigaron el efecto de las condiciones de cultivo
sobre el crecimiento vegetativo de H. alpinus en biorreactores de transporte aéreo
para lograr una alta densidad celular sostenible. Se investigd la concentracion en la
mezcla aire-gas, la temperatura, las intensidades de la luz y las longitudes de onda
para lograr cultivos sostenibles de alta densidad celular. Las clorofilas absorben
principalmente luz azul y roja y no absorben la parte verde del espectro, lo que hace
que los tejidos que contienen clorofila parezcan de color verde. Los resultados
muestran que una mezcla de LED rojos y azules fue mas efectiva para promover el
crecimiento celular, Los LED rojos produjeron densidades celulares mas bajas en
comparacion con la mezcla de los LED azules. La combinacion de LED rojo y azul
en una proporcion de 1:3 mejoro el crecimiento vegetativo. Segun los resultados, se
puede sugerir que, dado que la luz azul por si sola obstaculiza el crecimiento celular,
podria usarse para inducir la sintesis de astaxantina en las células vegetativas no
moviles (12).

Pang N, et al. 2019, Investigaron la efectividad de los cultivos mixotréficos los
cuales utilizan factores como la luz y la adiciéon de carbono organico al medio, con el
fin de medir y analizar el crecimiento de la biomasa de la microalga y la sintesis de
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bioproductos como la astaxantina. Los resultados demostraron que el uso de la luz
blanco-rojo y con ribosa logré una mayor cantidad biomasa (1,93 g/L) que la luz
blanco-azul en la etapa verde, e igualmente en la etapa roja la luz blanco- roja
mostré un mejor crecimiento llegando 4,6 g/L (17 dias). En cuanto a la sintesis de
astaxantina, se observé la mayor acumulacion con luz blanco-azul, especialmente
con el uso de gluconato como carbono organico, donde se encontré 3,3 % de
contenido de astaxantina en las células de H. pluvialis (13).

Pereira S, Otero A. 2020, investigaron el uso potencial de luces
monocromaticas para la produccion de etapas tanto verdes como rojas de H.
pluvialis en condiciones optimas, se compara el crecimiento y la acumulacién de
pigmentos bajo luz rojo, azul, o una mezcla de ambas longitudes de onda, y se
estudid en el laboratorio el efecto de la irradiancia sobre la acumulacion de
pigmentos. Los cultivos mantenidos bajo luz roja alcanzaron la densidad celular mas
alta en la fase exponencial tardia, alcanzando alrededor de 7,0 x10° células/mL. Los
cultivos mantenidos bajo luz azul alcanzaron 5,0 x 10° células/mL por el mismo dia.
Los cultivos mantenidos con luz mixta alcanzaron un valor intermedio alrededor de
6,0 x10° células/mL, evidenciandose que la luz roja parece ser la longitud de onda
Optima para la acumulacion de biomasa (14).

Liyanaarachchi et al., 2020, evaluaron el efecto de la luz en la produccion de
astaxantina, otros carotenoides y el crecimiento de biomasa en H. pluvialis. Para
ello, se utilizd un régimen de iluminacion continua a 5000 Ix y un régimen
escalonado con incrementos de 2000 a 5000 Ix, empleando fotoperiodos de 12:12
horas en la fase verde y luz continua en la fase roja, asi como luz LED roja y azul.
La exposicion a iluminacion continua a 5000 Ix incrementd significativamente la
acumulacion de astaxantina, alcanzando un contenido de 32 mg/g de biomasa,
aunque redujo la productividad de biomasa a 0.05 g/L. En contraste, el régimen
escalonado mantuvo la productividad de biomasa en 0.12 g/L y alcanzé 25 mg/g de
astaxantina, lo cual optimiza el balance entre biomasa y produccion de pigmentos.
Ademas, bajo condiciones de luz continua (CS) y estresante (SS) con 5000 Ix y
limitacion de nutrientes, la concentracion de astaxantina aumentd hasta 27 mg/L,
mientras que las concentraciones de biomasa alcanzaron un maximo de 0.56 + 0.14
g/L en cultivos con fosfato 1x en SS y de 0.47 + 0.01 g/L en cultivos 2x en CS al
cabo de 42 dias. En cuanto a la clorofila, ambos regimenes de iluminacion
promovieron su degradacion, especialmente en CS, lo que facilité la transicion de la
fase verde a la fase roja con una mayor acumulacién de astaxantina al final del
proceso. Estos hallazgos sugieren que la iluminacion continua, junto con una
limitacion de nutrientes, es 6ptima para maximizar la acumulacion de carotenoides y
reducir la clorofila, obteniendo una biomasa rica para la extraccion de astaxantina
(15).

Li K, et al. 2020, este estudio analizé la influencia en diferentes proporciones
de luz azul y roja, en crecimiento de la biomasa y produccion de pigmentos
fotosintéticos de H. pluvialis. Se demostré que el mejor crecimiento de la microalga
fue con la proporcién 2:1 de luz roja/azul , con un peso seco de la biomasa y la tasa
maxima de crecimiento especifico de 0,82 g/L y 0,75/dia, igualmente la produccién
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de clorofila y carotenoides fue mayor a esta proporcion con un produccién de 33,6
mg/L y 8,5 mg/L respectivamente. Estos resultados fueron dados porque se cree
que las enzimas implicadas en la fotosintesis, podrian estar reguladas con la luz
azul. Se concluye que el uso de luz mixta (roja y azul) genera un mayor rendimiento
fotosintético (16).

DO, Thanh-Tri, et al. 2021, estudiaron con el fin de reducir costos del cultivo
de H. pluvialis en escala piloto en fotobiorreactores. El inicio temprano de la
iluminacién led azul-roja (el dia 2) después de la inmovilizaciéon de las algas en
biopeliculas resultdé en la mayor acumulacién de astaxantina en la biomasa seca,
que alcanz6 un maximo de 1,3%. (p/p) después de 10 dias de cultivo (17).

Wang, et al. 2021, realizaron el analisis del transcriptoma de H. pluvialis bajo
estrés de acetato de sodio ligero durante 1,5 h, con el objetivo de descubrir los
factores de transcripcion y la regulacién de la sintesis de astaxantina. Los resultados
indicaron que mejorar el nivel de transcripcion de los genes relacionados con la
sintesis de astaxantina conduce a un aumento significativo de los productos de
astaxantina cuando se tratan con muchos tipos de estrés. La transcripcion de genes
clave para la sintesis de astaxantina, como bkt y crtR-B se pudo observar después
del estrés durante 0,5 h y aument6 notablemente después de 2,5 h, detectandose
acumulacion de astaxantina a las 4 h (18).

Do et al. 2021, evaluaron el efecto del espectro de luz de los LED (LED rojo,
LED azul y LED azul-rojo) sobre el crecimiento de biomasa y la acumulacion de
astaxantina de H. pluvialis en el fotobiorreactor de sustrato poroso de capa
(TL-PSBR) en angulo con el fin de seleccionar el tipo de luz LED mas adecuada
para cultivar H. pluvialis para producir astaxantina. Se obtuvieron resultados del
efecto de la luz monocromatica sobre el crecimiento de H. pluvialis donde la
biomasa seca para los tres tratamientos aumento, el contenido de astaxantina en la
biomasa fue mayor con LED de luz azul y luego disminuydé hasta el dia 8, Bajo
iluminacion LED roja, la acumulacion de astaxantina fue maxima en el dia 6 y luego
disminuy6 gradualmente Por lo tanto, La combinacién de LED azules y rojos con un
la intensidad de 100-120 umol fotones m?s™ en el cultivo de H. pluvialis inmovilizado
dio como resultado la mayor biomasa seca y acumulacion de astaxantina en
comparacion con el uso solo de LED azules o rojos (19).

Hazwani, et al. 2021, en esta revision se resumen los trabajos mas recientes
sobre el cultivo de H. pluvialis, que incluye estrategias para las etapas verde y roja
del método de cultivo donde las estrategias cubren diferentes tipos de H. pluvialis
con diferentes condiciones de crecimiento y mejora de procesos sometidos a
condiciones de estrés, con la intencidn de incrementar la produccion de astaxantina.
Las condiciones de cultivo con baja intensidad de luz, con una fuente de luz blanca
con un fotoperiodo de 12:12 h, ciclo de luz/oscuridad junto con urea como fuente de
nitrogeno, es la mejor combinacion para el crecimiento de las células. En
comparacion con la etapa roja, la condicion éptima para inducir la produccién de
astaxantina es mediante la aplicacion de estrés como la deficiencia de nitrégeno, el
efecto de la salinidad, la intensidad de la iluminacion, el efecto de la temperatura y la
aplicacion de la concentracion de iones metalicos (20).



17

Wei Z, et al. 2022, estudiaron el efecto de los factores de estrés sobre la
sintesis de astaxantina en H. pluvialis, analizando la expresion de genes con las
diferentes tipos de luz, como la luz blanca y la luz azul y adicién de acido salicilico
(AS) al medio(BBM). Se midié la cantidad de astaxantina, en donde se demostrd
que la mayor acumulacién se obtuvo del tratamiento con luz azul mas AS, seguida
de la luz blanca y la luz azul con menor contenido de astaxantina. También
estudiaron los patrones de cuatro genes (bkt, crtZ, lyc, y psy) implicados en la
sintesis directa del carotenoide, se observd entonces que la luz blanca genera una
regulacion positiva significativa en todos los genes, pero esto no ayudd a que se
tuviera mayor cantidad de astaxantina (21).

Santos, B, et al. 2022, evaluaron el efecto de la luz azul y roja en baja
irradiancia (20 pmol fotones m™= s™') sobre la produccion de pigmentos y el
crecimiento de biomasa en H. pluvialis. Los resultados indicaron que la luz azul fue
la mas efectiva para incrementar la produccion de astaxantina, alcanzando
concentraciones de 13 £ 0,6 mg g™ tras 96 horas, mientras que bajo luz roja se
obtuvo una produccion de astaxantina de 6 = 0,1 mg g™ al final del cultivo. La luz
roja también promovié un aumento en la concentracion de clorofila, llegando a 7 *
0,1 mg g™ de clorofila a y 2 + 0,03 mg g de clorofila b después de 120 horas,
mientras que la luz azul mostré oscilaciones menores en los niveles de clorofila. En
cuanto al crecimiento celular, se observo que la densidad de células bajo luz roja
alcanzé 44,5 £ 3,5 x 10* células mL™, siendo esta condicién favorable para el
crecimiento de biomasa en comparacién con la luz azul y blanca (22).

Cheirsilp B, et al. 2022, estudiaron los efectos de las diferentes bandas
estrechas especificas de diodos emisores de luz (LED) y sus intensidades para
mejorar la produccion de astaxantina y productos biolégicos por la microalga
Haematococcus sp. la iluminacion con luz LED de dos etapas que involucra LED
rojo durante 5 dias y luego LED azul durante los siguientes 5 dias, con una
intensidad de luz continua de m 2 s ~' | demostrd ser el mas eficiente para mejorar
el rendimiento de Haematococcus sp. Estas condiciones llevaron a la mayor
produccion de astaxantina , de 2,55 mg/L, que fue de 1,22 a 2,07 veces mayor que
la del cultivo de una etapa, sin un efecto significativo en los pigmentos (clorofilas y
carotenoides) y la produccion de lipidos. Haematococcus sp. crecidé bien en el
efluente secundario de una planta de procesamiento de mariscos, dando 1,33 g/L de
biomasa, con 3,39 mg/L de astaxantina, 14,3 mg/L de clorofilas, 6,22 mg/L de
carotenoides y 0,41 g/L de lipidos (23).

Do et al. 2023, en este estudio, se aumento el tiempo de iluminacion con LED
rojos y azules combinados para aumentar la biomasa y estimular la acumulacién de
astaxantina de H. pluvialis en TL-PSBR en angulo a escala piloto. Esto resulté en
cantidades relativamente bajas de astaxantina en la biopelicula cuando se aplica un
ciclo de luz/oscuridad de 14/10 h en comparacién con la iluminaciéon con lamparas
de sodio de alta presion, Sin embargo, aumentar el tiempo de iluminacion por dia
con un LED aumentd efectivamente la biomasa de algas y la cantidad de
astaxantina obtenida, esto ayuda a acortar el tiempo de cultivo y, por tanto, reduce
el riesgo de contaminacion. La luz LED con un tiempo de exposicion mas largo
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resulté en productividades de biomasa y astaxantina significativamente mayores por
mol de fotones en comparacién con la luz de sodio de alta presion con un ciclo de
luz/oscuridad mas corto, esto explica por qué los costes de produccién de
astaxantina cuando se utilizan fuentes de luz LED son mas bajos que con otras
fuentes de luz artificiales (24).

Mourya, J, et al. 2023, estudiaron las células que irradiaron a diferentes
tensiones luminicas utilizando luces LED blancas (WL) como control y luces de
amplio espectro (BL) como prueba durante un periodo de 32 dias. Se observé que
el in6culo (70 x 10 2 mL -1 células) de células del alga H. pluvialis aument6 casi 30
y 40 veces en WL y BL, respectivamente, en el dia 32 de manera coherente con su
productividad de biomasa. El contenido de clorofila 'a' fue 2,6 veces mayor en BL
(3,46 ug mL -1 ) en comparacion con el de WL (1,32 ug mL -1 ). El rendimiento del
pigmento rojo 'Astaxantina’ fue aproximadamente un 27% mayor en BL que en el
WL (25).

Khadija, A, et al. 2023, investigaron cuatro experimentos de inanicidn
repentina con diferentes concentraciones iniciales de biomasa.Cx0 de 0,21, 0,52,
1,39y 2,21 kg m -3, expuestos todos a una densidad de flujo de fotones incidentes
(PFD) incidente de 250 umol hv m 2 s ', para evaluar la influencia del estrés
luminico, cuantificado por la tasa de absorcion de luz representada por la tasa
media de absorcion de fotones (MRPA) en la tasa de produccion de astaxantina
para H. pluvialis. Los resultados demostraron la existencia de una relacién directa
entre el MRPA vy la productividad diaria de astaxantina de los cultivos de H. pluvialis.
También indicaron que la sintesis de astaxantina en el fotobiorreactor (FBR) estaba
fisicamente limitada por el MRPA. Se obtuvo una productividad maxima de
astaxantina por area de 0,29 + 0,05gm 2 d ', correspondiente a un MRPA igual a
7000 + 100 ymol hv kg x 's 7' . Ademas, se encontré una relacion critica inicial
MRPA. También se requiri6 un exceso de 7000 * 500 umol hv kg x's ' para
provocar una gran acumulacién de astaxantina en las células de H. pluvialis durante
la privacion de nitrégeno hasta 3,21 % DW (26).

Casula M, F, et al. 2023, en este trabajo investigaron el uso potencial de CO:
para mejorar la biosintesis de los ésteres de acidos grasos de hidroxiacidos grasos
(FAHFA) por H. pluvialis . A través de una plataforma LC-QTOF-MS pudimos
caracterizar diferentes familias de FAHFAs. Por otro lado, los niveles de estos
compuestos se midieron con un sistema LC-MS/MS. Observamos que los niveles de
estos compuestos se regulan positivamente fuertemente cuando H. pluvialis se
cultivaba en una atmoésfera de CO:. con un aumento de los niveles de hasta 50
veces en comparacion con las condiciones de crecimiento estandar. Dado que H.
pluvialis no se consume directamente como fuente de alimento, su extracto cultivado
en CO:, que es abundante en los ésteres de acidos grasos de hidroxiacidos grasos
(FAHFA) y astaxantina, se puede utilizar como un suplemento dietético por sus
posibles ventajas para la salud y antioxidantes (27).

Do TT, et al. 2023, en este estudio observaron que al aumentar el tiempo de
iluminacién por dia con un LED aumenté efectivamente la biomasa de algas y la
cantidad de astaxantina obtenida, como se muestra en este estudio. Esto ayuda a
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acortar el tiempo de cultivo y, por lo tanto, reduce el riesgo de contaminaciéon de la
biopelicula en los Fotobiorreactor en angulo (TL-PSBR). La iluminacion continua
puede inducir estrés oxidativo e iniciar la acumulacién de astaxantina, que se mejora
aun mas por la limitacién de nutrientes en cultivos en suspensién. En el cultivo
inmovilizado, el contenido total mas alto de astaxantina también se obtuvo en el
ciclo de luz/oscuridad de 22/2 h o en luz continua a pesar de la diferencia del
sistema de cultivo en comparacion con los cultivos en suspension (28).

Jin, C., et al. 2024, quisieron evaluar el impacto de la luz roja y azul, y sus
combinaciones, sobre el crecimiento de biomasa y la produccion de astaxantina en
H. pluvialis. Tras 24 dias de cultivo, se observé que la luz monocromatica
combinada, especialmente en la proporcion tres partes de luz roja y cuatro de azul
(3R4B), favorecié significativamente la acumulacion de astaxantina, alcanzando un
maximo de 15,28 mg/L, lo que representa un incremento de 2,2 veces en
comparacioén con la luz blanca (W). Esta combinacion también impulsé el peso seco
de la biomasa, obteniendo un valor maximo de 1007,70 mg/L en la condicién cinco
partes de luz roja y dos de azul (5R2B), superando los valores observados en luz
blanca y en otras combinaciones de luz monocromatica. La mayor produccion de
clorofila a (Chl-a) se registré bajo luz blanca, mientras que en condiciones de luz
monocromatica (7R y 7B) y en combinaciones, los niveles fueron menores. Otro
hallazgo importante es que la mayor proporcion de luz azul en la condicion 2R5B
maximizo la produccion de astaxantina, con un contenido de hasta 1,58 % de la
biomasa, superando en 2,1 veces el rendimiento bajo luz blanca. Esta condicion
también optimiz6 la biomasa gracias a una mayor eficiencia en la transferencia de
electrones en el sistema fotosintético y una mayor actividad en el PSI y PSII. A
diferencia, la luz roja (7R) donde se vio un retraso en la maduracion celular y una
menor acumulacién de astaxantina. La combinacién de luz roja y azul mostré ser
efectiva para maximizar la produccion de biomasa y astaxantina (29).

Como conclusion, y en concordancia con los estudios recopilados, la
astaxantina a partir de la microalga H. pluvialis se puede sintetizar de forma quimica
o natural; se ha demostrado que al realizar la extraccion de la astaxantina por el
meétodo quimico, esta tiende a generar complicaciones para la salud, puesto que en
su proceso de elaboracion pueden quedar restos de quimicos, necesarios para su
fabricacion, asimismo se deben tener en cuenta los elevados costos que este
proceso conlleva; se han implementado una nueva estrategia y es la obtencion de
este pigmento de forma natural utilizando, una de las fuentes mas ricas como lo es
la microalga H. pluvialis. La cual, al brindarle las condiciones optimas para su
crecimiento y factores de estrés, para producir el enquistamiento y con este la
produccion y acumulacion del carotenoide. Entre las condiciones mas estudiadas
encontramos la temperatura, pH, longitud e intensidad de luz, cantidad de nutrientes
principalmente el nitrogeno, fésforo y acetato de sodio. Es importante resaltar la
facultad que tiene esta microalga de acumular grandes cantidades de astaxantina
bajo dos parametros importantes de estrés como lo es mucha luz y la concentracion
de sales. Varios estudios sobre la produccion del pigmento con la microalga
presentan una estrategia de cultivo de dos etapas que juega un papel importante en
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la sintesis de la astaxantina, una de ellas, conocida como etapa verde, la cual
consiste en promover la biomasa verde en condiciones optimas de crecimiento, la
segunda denominada etapa roja, la microalga es expuesta a condiciones
ambientales adversas, con el fin de inducir la acumulacion de astaxantina.

El uso de iluminacion LED azules (450 nm) y LED rojos (660 nm) brindan un
aporte muy significativo en el crecimiento celular y asimismo en la produccion y
acumulacion de astaxantina, en algunos de estos estudios mezclan las dos
longitudes de onda para hacer una comparacion e identificar, cual método es mas
efectivo para la produccion del pigmento. Se encontré que la luz led roja promueve
el crecimiento e incrementa el numero de células de la microalga, mejorando la
division celular en la etapa vegetativa. Por otro lado, tenemos la luz led azul, que
contribuye a la fase roja, generando el aumento en la produccién de pigmentos,
dado que proporciona condiciones de estrés necesarias para que la célula sintetice
astaxantina, ocasionando cambios morfolégicos, como el tamafo, y enquistamiento
fomentando asi el crecimiento y adquisicion en gran capacidad de la acumulacion
de pigmento. La fuente luminica utilizada es la luz LED considerada la mas 6ptima y
viable reemplazando las fuentes luminicas tradicionales que consumen mucha
energia emitiendo elevadas temperaturas lo que puede dafar y afectar la microalga,
la luz LED por sus cualidades fisicas son adecuadas en la implementacion de
fotobiorreactores para el cultivo y la produccion de microalgas, su uso proporciona
mejores condiciones para el crecimiento logrando proteger al cultivo de la
contaminacion permitiendo controlar de manera integral las condiciones propias del
cultivo.

4. Marco tedrico

Haematococcus pluvialis, es una microalga verde unicelular de agua dulce,
perteneciente a Chlorophyceae que acumula un alto contenido de astaxantina en
condiciones de estrés como alta salinidad, deficiencia de nutrientes como el
nitrégeno, la intensidad de la luz, alta salinidad, temperatura, pH y la presencia de
nutrientes organicos como acetato de sodio (7, 30, 31, 32). Es considerada como la
fuente natural con mayor capacidad de produccion de astaxantina entre varias
fuentes naturales. Astaxantina esta clasificado como un pigmento cetocarotenoide
rojo y tiene una actividad antioxidante superior en comparacion con otros
carotenoides, ademas, muestra multiples caracteristicas beneficiosas, como su
potencial neuroprotector e inmunologico (7). H. pluvialis es comun en pequefos
cuerpos de agua dulce y esta ampliamente distribuido en muchos habitats en todo el
mundo como estanques de lluvia efimera, estanques artificiales, estanques
naturales y artificiales y bebederos para pajaros. También se ha encontrado en
diversas condiciones ambientales y climaticas: en agua salobre, en las rocas, a la
orilla del mar. sobrevive en condiciones rapidas y extremas de luz, temperatura y
concentracion de sal que son perjudiciales para muchas otras microalgas, debido a
su capacidad para enquistarse de manera rapida (33).

El ciclo de vida de H. pluvialis consta de cuatro tipos de morfologias celulares
distinguibles: macrozooides (zoosporas), microzooides, palmella y hematocistos
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(aplanosporas). Los estadios de macrozooides (zoosporas), microzooides y palmella
generalmente se denominan “fase vegetativa verde’. Los hematocistos
(aplanosporas) se denominan “fase enquistada acumulada de astaxantina roja
inmovil” (31, 33, 34). Este ciclo esta influenciado por factores inductivos que causan
la acumulacion de astaxantina y factores no inductivos necesarios para mantener el
crecimiento celular durante la fase verde, la sintesis de astaxantina en las células de
la microalga se produce en la fase roja. Para entrar en esta fase deben darse
condiciones ambientales desfavorables, como reduccion de nitrégeno, alta
intensidad luminica, salinidad, cambio de pH o temperaturas extremas (35).

H. pluvialis es una célula oleaginosa unicelular, esférica, biflagelada de color
verde con un diametro de ~ 30 ym. Segun su ciclo de vida, morfologia vy fisiologia,
H. pluvialis puede existir como células vegetativas verdes — capaces de nadar
debido a sus dos flagelos, estrechamente relacionados con la etapa verde y la
acumulacion de biomasa —o como quistes rojos, que acumulan astaxantina en
respuesta a condiciones ambientales  estresantes. La astaxantina
(3,3'-dihidroxi-p,B'-caroteno-4,4'-diona) pertenece al grupo de carotenoides que se
encuentran naturalmente en organismos como microalgas, crustaceos, peces y

algunas aves (35). Ver Figura 1.
o (6]

Figura 1. Cambio morfolégico Haematococcus pluvialis

(A) Célula mévil con flagelos. (B) Tetrasporofito en periodo de rapida division. (C) Células no
moviles en la ultima etapa de crecimiento verde. (D) Las células en etapa temprana en
condiciones inducidas. (E) Las células en etapa intermedia en condiciones inducidas. (F)
Aplanospora, células en etapa posterior en condiciones inducidas. Las barras de escala
representan: A, 10 um; BF, 20 um (36).

La recuperacion de astaxantina de H. pluvialis consta principalmente de las
siguientes etapas: (I) rotura celular, (Il) tratamiento alcalino, (Ill) extraccion con
solvente, (IV) eliminacién de solvente, (V) purificacion, (VI) resuspension en aceite y
( VII) extraccion alcalina en un solo paso. Debido a la gruesa pared celular, las
microalgas requieren la alteracion mecanica de las células antes de aplicar el
disolvente. Los métodos mecanicos que consisten en triturar, comprimir o prensar a



22

alta presion son los mas eficaces. Para obtener la mayor durabilidad, es necesario
secar el pigmento o toda la biomasa (35).

La astaxantina (3,3'-dihidroxi-f3,(3'-caroteno-4,4'-diona) es un producto natural
de algas que recientemente ha recibido un interés creciente debido a su aplicaciéon
en la nutricion humana y animal con grandes beneficios para la salud (37), asi como
su uso como pigmento preferido en alimentos para peces de piscifactoria y otros
animales marinos, sirve como fuente de vitaminas, colorante, conservante natural y
aditivo alimentario en la industria alimentaria, un antioxidante superior a la vitamina
E vy al B-caroteno en la industria cosmética, un reactivo antienvejecimiento como
precursor de la vitamina A, un agente anticancerigeno mediante la extincion del
oxigeno singlete y un inmunomodulador en la industria farmacéutica (38, 39, 40). Es
utilizado como fuente de pigmento en los piensos para salmén, trucha y camarén.
El consumo de astaxantina natural puede prevenir o reducir el riesgo de diversos
trastornos en humanos y animales (30, 41). La astaxantina tiene un valor de
mercado muy alto debido a sus aplicaciones en nutricion humana y animal. Con mas
de una docena de declaraciones de beneficios para la salud, la astaxantina se
comercializa actualmente como complemento alimenticio, pero por el momento la
aplicacion principal de la astaxantina sigue siendo la alimentacion para la
acuicultura. La astaxantina se puede producir por sintesis quimica o por biosintesis
mediante cultivo de microalgas, levaduras, bacterias y plantas. se ha descubierto
que la astaxantina bioldgica es superior a la astaxantina quimica en términos de
efectos colorantes y actividades antioxidantes, y ademas de las diferencias
estructurales y funcionales con la astaxantina natural, la astaxantina derivada
quimicamente también plantea preocupaciones en la salud humana y el medio
ambiente (31, 42).

4.1 Factores que afectan el crecimiento

pH: Es un factor clave en el rendimiento y productividad de la microalga,
puesto que puede afectar significativamente el crecimiento celular y la sintesis de
clorofila y carotenoides. A un pH muy alto las células no logran absorber
efectivamente los nutrientes esenciales del medio limitando el crecimiento celular y
a un pH bajo las células en cultivo pueden morir. Las microalgas requieren un pH
optimo entre 7,00 a 9,00 para desarrollarse de manera éptima y contribuir a la
biomasa y produccion de astaxantina, por lo general el pH se mantiene ideal en los
cultivos gracias a la presencia de CO: en el medio, por lo que a medida que va
avanzando el tiempo en los cultivos este tiende a variar por la acumulacién de
minerales y a la oxidacion de nutrientes. (33, 43, 44, 45).

Temperatura: Se recomienda el uso de altas temperaturas que favorece y
aumenta la tasa de acumulacién de la astaxantina (14). Los cultivos de
Haematococcus son bastante sensibles a los cambios de temperatura, la
acumulacion de astaxantina se puede generar en niveles maximos intracelulares de
estrés oxidativo cuando se exponen temperaturas Optimas, siendo la temperatura
maxima viable para dicha carotenogénesis de 30°C, y cualquier temperatura
superior a 35-40°C inducira la lisis celular en H. pluvialis (20). Es de suma
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importancia, puesto que los cambios pueden alterar las rutas metabdlicas influyendo
en la biosintesis de los carotenoides, alterando el equilibrio i6bnico del medio, el pH 'y
la solubilidad del O: y del CO.. Se demostrd que el estrés por calor de 30 a 36 °C
inhibe la fotosintesis en H. pluvialis, en el que la astaxantina intracelular esta
inversamente relacionada con la actividad fotosintética celular (20, 45). Segun la
mayoria de los estudios, la temperatura adecuada para el crecimiento y
acumulacion de astaxantina de H. pluvialis tiene entre 20 y 28°C, Sin embargo, la
temperatura por encima de 30°C induce una transicién de la etapa vegetativa verde
a la etapa roja y se puede observar la formacion de quistes rojos en 2 dias. Esta
transicion se combina con una desaceleracion significativa del crecimiento, mientras
que la acumulacion de astaxantina es de 2 a 3 veces mayor que a los 20-C (33, 46,
47).

Luz: Es el factor mas importante, puesto que la tasa de crecimiento depende
de la intensidad de la luz, asi mismo mejora la acumulacién de astaxantina en H.
pluvialis. La alta intensidad de la luz conduce a una mayor expresion de la
transcripcion de carotenoide hidroxilasa (7), a su vez es esencial tanto para la
carotenogénesis como para el ciclo de vida (especialmente el enquistamiento y la
germinacién) de la microalga (8). La luz es uno de los factores mas influyentes en la
etapa verde y en el proceso de enquistamiento de H. pluvialis, en condiciones de
baja intensidad luminica sintetizan pigmentos como la clorofila, y altas intensidades
luminicas produce la acumulacién de carotenoides como la astaxantina (24, 46).

Luz led roja: Aumenta y promueve el crecimiento celular en H. pluvialis
mejorando la division celular (7, 2). Incrementa la biomasa algal en los primeros dias
de cultivo (19).

Luz led azul: El uso de luz azul puede potencialmente aumentar el pigmento.
Contenido en H. pluvialis (14). Causa condiciones de estrés en H. pluvialis dado que
la produccion de astaxantina es mayor en comparacion con la luz led roja, ademas
es uno de los diversos factores de induccion para la biosintesis de astaxantina (2).
Esta condicion de luz promueve cambios morfologicos de células vegetativas verdes
a células quisticas rojas, asi como aumento en el tamano (2, 33).

Irradiancia: La alta irradiancia bien distribuida favorece la sintesis de la
astaxantina (14), también es eficiente para la germinacién del hematocisto (8). La
iluminacién también es un factor importante para mejorar la productividad de la
biomasa para H. pluvialis en cultivo mixotrofico. La energia de la radiacién en el
ciclo de vida de H. pluvialis Contribuye a la conversion de pigmentos de antena en
energia quimica en forma de ATP y NADPH a través de una cadena de transporte
de electrones fotosintética. Las microalgas almacenaran la energia quimica en
almidon fijando CO2 a través del ciclo de Calvin (20). La irradiacion tipica para H.
pluvialis el cultivo oscila entre 40 y 50ufotones moles m-2s—-1. El aumento gradual
de la intensidad de la luz puede resultar en una transformacién gradual de las
células en quistes y también puede contribuir a una mejor acumulacion de
astaxantina, porqué las células son capaces de hacer frente a niveles cada vez
mayores de estrés (33).
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Fotoperiodo: La irradiacion 6ptima para lograr altas tasas de crecimiento
tiende a ser mayor, concretamente 70, 80, 90, o incluso hasta 177 pfotones moles
m-2s-1,Se suelen utilizar los ciclos regulares de alternancia de luz y oscuridad de
12:12 o 16:8 h, pero los cultivos de mayor densidad se logran con iluminacién
continua (33).

4.2 Nutrientes

Nitrogeno: La falta de nutrientes, y especialmente la limitaciéon de nitratos,
son esenciales para desencadenar, sostener y mejorar la sintesis masiva de
astaxantina (14, 48). El nitrdgeno es uno de los nutrientes esenciales que afecta el
crecimiento celular y la actividad enzimatica. Impulsa la produccion de astaxantina.
Las microalgas son bien conocidas por su absorcion de nitrato, amoniaco y urea
como fuentes de nitrogeno. La urea contiene un 46% de nitrégeno, otra fuente de
nitrégeno inorganico utilizada frecuentemente en la preparacion de medios de
acuicultura, es decir, el nitrato (sal de sodio o potasio) solo proporciona el 16,5% de
nitrogeno. La fuente de nitrégeno podria aumentar la acumulaciéon de biomasa
incluso en las diferentes condiciones tréficas de las microalgas (20). En la etapa
roja, la condicion éptima para inducir la produccidén de astaxantina es mediante el
agotamiento de nitrégeno (20, 33). Se descubrié que el nitrato de sodio es la fuente
de nitrogeno inorganico mas Optima. La limitacion de nitrogeno produce
aproximadamente el doble de produccién de astaxantina que la limitacién de fésforo
(33, 48).

Fosfatos: produce la mayor densidad celular y la tasa de crecimiento
aumenta hasta el 86%. Este resultado demuestra que el fosfato es el componente
mas influyente en la acumulacion de astaxantina en H. pluvialis (20).

Acetato de sodio: Ayuda al crecimiento, mejora la densidad celular y
contribuye a la acumulaciéon de astaxantina bajo luz intensa (18). El uso de acetato
de sodio como fuente de carbono organico es posible y eficaz para aumentar la tasa
de crecimiento (20). Mejora su crecimiento y carotenogénesis, debido a que afecta
la ruta de la fotosintesis y aumenta la expresion del gen BKT, produciendo asi mayor
cantidad de astaxantina (49).

Salinidad:Tiene un complejo efecto de estrés sobre la productividad neta de
lipidos de las microalgas. Las adiciones de NaCl se utilizan frecuentemente para
inhibir el crecimiento celular y estimular la sintesis de astaxantina, en H. pluvialis. Se
observd una reduccion del crecimiento celular y un aumento del contenido de
carotenoides por célula bajo estrés salino (20).

Los micronutrientes: El selenio y el cromo dan como resultado un aumento
de la biomasa y la produccién de astaxantina (33). La adicion de Fe 0,45 mm2+ en
forma de sulfato ferroso puede aumentar significativamente la biosintesis de
carotenoides en los quistes debido a la formacién de radicales hidroxilo (33).

Medio BBM: Es uno de los medios mas utilizados para el cultivo de H.
pluvialis (33). Los ingredientes de BBM inicialmente incluyen iones de amonio, que
son favorables para el crecimiento autotrofo de H. pluvialis, La formulacidén contiene
nitrdgeno inorganico, fosforo y oligoelementos esenciales y se ajusta a la necesidad
de un medio de cultivo de uso general (20). Estudios han demostrado que el medio
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BBM es adecuado para el cultivo de microalgas verdes, comenzando con una
biomasa inicial de 0,4 a 0,5 g L- 1(20).

Medio KM (Kobayashi): Es uno de los medios mas utilizados para el cultivo
de H. pluvialis, empleado para el crecimiento vegetativo (33).

CO:: Es la fuente de carbono mas utilizada en los cultivos de las microalgas,
la biodisponibilidad de carbono, en forma de CO: para una produccion fotoautétrofa
mejora la sintesis de astaxantina, las microalgas son resistentes a altas
concentraciones de CO:, mejora su productividad, tienen una facilidad para captar el
CO., es un factor que afecta significativamente el crecimiento y el contenido de
astaxantina (14, 24, 44, 46).

4.3 Factores de estrés

Luz led roja y azul: la luz led es el factor mas importante que mejora el
crecimiento, produccién y acumulacion del pigmento aumentando asi la biosintesis
de la astaxantina, la led roja estimula el crecimiento, incrementa el numero de
células y mejora la division celular, esta presenta un papel fundamental en la fase
verde de la microalga haciendo que las células se preparen para el estrés al cual
van a hacer sometidas en la fase roja. En cambio, la luz azul actia como un factor
que le provoca condiciones de estrés a la microalga estimulando la produccion y
acumulacion de astaxantina haciendo que se sintetice el pigmento, también causa
un cambio morfologico celular, cambio de tamafio lo que facilita que el quiste que se
forma en esta etapa se agrande y pueda acumular mas cantidad de astaxantina (2,
7, 33). Se descubrid que el uso de luz mixta led roja y led azul es la fuente de luz
mas efectiva para el crecimiento, biomasa y acumulacion de astaxantina, ademas,
estas fuentes de energia son de bajo costo para el cultivo de microalgas (39). Los
diodos emisores de luz (LED) tienen espectros de emision de luz estrechos, alta
eficiencia de conversion y baja emision de calor (40).

Deficiencia de nutrientes: El agotamiento de nitrogeno, es 6ptimo en la fase
roja el cual induce la produccién de astaxantina, pero estudios demostraron que
aunque la deficiencia de este es un factor critico, debe actuar con otros factores
como la intensidad de luz para obtener buenos resultados en cuanto a la produccién
del carotenoide (50, 51).

La falta de este nutriente genera un estado de estrés nutricional en las
células de H. pluvialis, produciendo una disminucién de la biomasa celular y
llevandolas a enquistarse, para poderse adaptar y sobrevivir, esto, conlleva que se
produzca, un cambio en su metabolismo, dando como resultado la produccion de
compuestos secundarios como la astaxantina (51).

Una de las consecuencias de la falta de nitrégeno es la reduccion de la
concentracion de clorofila en las células, lo que modifica en gran medida la
absorcion de luz de los microorganismos, afectando asi su capacidad para acumular
astaxantina. Las células degradan su clorofila para sustentar la division celular y, por
lo tanto, mantienen el crecimiento en condiciones de privaciéon de nitrogeno (52).

Los resultados mostraron que la tasa de crecimiento porcentual de las células
no moviles en condiciones de deficiencia de fésforo aumenté en un promedio de
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aproximadamente 4,5% por dia, que fue 6,7 veces mayor que en condiciones
normales, lo que indica que La deficiencia de fosforo puede promover
significativamente la formacion de células inmoviles de H. pluvialis (53).

5. Astaxantina

5.1 Ruta metabdlica de produccion de astaxantina
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Figura 2. Ruta metabdlica de astaxantina
Comparacion de las expresiones génicas de biosintesis de carotenoides de H. pluvialis en
longitudes de onda blancas, azules y rojas.(7)

La sintesis de la astaxantina se da a partir de la expresion de
aproximadamente 25 genes en los que la longitud de onda azul induce un alto valor
logaritmico, entre ellos se puede encontrar fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desaturasa
(PDS), licopeno ciclasa (LCY), B-caroteno Ketolasa (BKT) y p-caroteno hydroxilasa
(CHY), funcionan de manera eficiente al ser sometidos a condiciones de estrés
como la deficiencia de nutrientes, temperatura, alta intensidad de luz y el uso de
cloruro de sodio. Esta comienza con geranilgeranil pirofosfato (GGP), el cual se
condensa y da lugar al fitoeno gracias a la accion de la enzima fitoeno sintasa
(PSY). Estas reacciones son reguladas a nivel transcripcional y traduccional.
posteriormente se producen reaccién de denaturacion fuera de la membrana y se da
lugar a la sintesis de enzimas como fitoeno desaturasa (PDS) (este es regulada por
los niveles del mRNA) generando licopeno, posteriormente la enzima licopeno
B-cyclasa cataliza la reaccion que resulta en la formacion de B-caroteno,
transformado seguidamente a equinenona y cantaxantina por accion de la
B-caroteno ketolasa (BKT) y finalmente por la B-caroteno hidroxilasa conduce a la
produccion de astaxantina (7, 45).
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5.2 Usos y aplicaciones

La astaxantina, se usa en la acuicultura, para la pigmentacién de peces,
especialmente de mariscos, camarones y langostas, al ser de color rojo, le
concede ese color a su carne, se les suministra por medio del alimento, ya que
estos animales no tienen la capacidad de sintetizar este carotenoide por ellos
mismos. También se usa en la industria avicola para la pigmentacion de los huevos
(50,54 ,55).

Estudios han demostrado que la astaxantina natural, es un potente
antioxidante, lo que le concede cualidades para retardar el envejecimiento y las
enfermedades regenerativas, ya que protege las membranas celulares contra el
ataque de los radicales libres. Ademas de tener aplicaciones en diferentes
industrias, como la farmacéutica y cosmética, aportando funciones como protector
de la piel, previniendo el dafo causado por los rayos UV, aumenta la actividad
inmunoldgica y también es un muy buen antiinflamatorio (54,55, 56).

6. Hipotesis

El uso de las condiciones combinadas de estrés, deficiencia de nutrientes y
luces led roja (650 nm) y luz led azul (450 nm) incrementa la produccion de
astaxantina en la microalga H. pluvialis en los medios BBM y KM, bajo las
irradiancias trabajadas.

7. Disefio metodolégico
Tipo de Investigacion mixta (cualitativa y cuantitativa) de alcance
experimental que busca fundamentalmente establecer las condiciones para la
produccion de astaxantina empleando como condiciones de estrés y luz led roja
(650 nm) irradiancia 1700 luxes y luz led azul (450 nm) con irradiancia de 8000
luxes y deficiencia de nutrientes
- Universo: Microalgas
- Poblacion: Microalgas productoras de carotenoides.
- Muestra: Biomasa de H. pluvialis UTEX 2505, cepa de referencia (coleccién
de cultivos de algas, Universidad de Texas, Austin TX, USA).
Variables dependientes
- Produccion de astaxantina y clorofila, cambio morfolégico
- Indicadores: ug/mL astaxantina, ug/ mL Clorofila
- Morfologia: vegetativa, palmella, aplanospora
Variables independientes
Condiciones de estrés, deficiencia de nutrientes y luz led roja (660 nm)
irradiancia 130.65 umolm?/s (1700 luxes) y luz led azul (470 nm) con irradiancia de
924.42 pmol/m?/s (8000 luxes). Utilizando la microalga H. pluvialis y los medios KM
y BBM.
Indicadores
Luz: iluminacién con lamparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca
Philips), intensidad luminica de 75 luxes por 15 dias. Periodo de estrés, iluminacion,
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luz led roja 130.65 umolm?/s (660 nm) irradiancia y luz led azul (470 nm) con
irradiancia de 924.42 uymol/m?/s (8000 luxes) y deficiencia de nutrientes.

7.1 Fase 1. Crecimiento de la microalga H. pluvialis
Microorganismo

Haematococcus pluvialis UTEX2505, cepa de referencia (coleccion de
cultivos de algas, Universidad de Texas, Austin TX,USA). La cepa se mantiene en
medio solido y liquido Volvox-MES (sugerido por la UTEX), a baja irradiancia y
temperatura ambiente (15-20°c).

Tabla 1. Componentes del medio volvox-mes.

MEDIO VOLVOX-MES (UTEX)
Componente Cantidad
Ca(N03)2. 4H20 11,8 g/100 ml
H20
MgS04.7H20 4 g/100 mi
Na2 Glicerofosfato.5H20 0,05 G/
KClI 0,05G/L
MES 1,95 G/L
PIV METAL SLN. 6 ml/
NH4CI 0,026 G/I
Vitamina B12 1ml/L H20
HEPES buffer
BIOTINA 1 ml/L
pH 6,7

Fuente: Elaboracién propia con base en la referencia (57).

Condiciones de cultivo
Preparacion del Inéculo

En la preparacion del in6culo se tomo6 una muestra de la solucién stock de la
cepa de referencia de la UTEX 2505 y se transfirié asépticamente a un Erlenmeyer
de 500 mL que contenia 200 mL de medio Volvox-MES fresco y estéril, se mantuvo
en agitacion a 100 rpm, irradiancia 70 pmol/m?%s, temperatura de 20 + 2°C,
iluminacién con lamparas fluorescentes blancas (Tlt 20w/54RS marca Philips), aire
filtrado, fotoperiodo de 18 horas luz y 6 horas de oscuridad por 15 dias. Cada tres
dias se hizo conteo celular y revisidon microscépica del cultivo. Para establecer la



29

cantidad de in6culo a utilizar se realizé un conteo celular y con esta informacién se
hicieron los calculos necesarios para saber el volumen a adicionar del inocul6 a los
reactores pequefios en sistema batch utilizando la formula V,C, = V,C..
Sistema de cultivo

Realizacion de cultivo de H. pluvialis en reactores pequefios en sistema
batch, por triplicado para cada medio a ensayar:
Medios
MEDIO KOBAYASHI

Tabla 2. Componentes del medio Kobayashi

MEDIO KOBAYASHI
Componente Cantidad
CaCl2.2H20 0,02 g/L
Acetato de sodio 1,2 g/lL
L-asparagina 0,4 g/lL
Extracto de levadura 2g/lL
MgCl2.6H20 0,2 g/L
FeS0O4.7H20 0,01 g/L
pH 6,8

Fuente: Elaboracion Propia con base en la referencia (et al.,1993).

MEDIO BBM (mgl/L)
Tabla 3. Componentes del medio BBM

MEDIO BBM

Componente Cantidad
NaNOs 4,200 mg/L
CaCl,-2H.0 23.5 mg/L
KH:PO. 1,800 mg/L
K:HPO. 0.055 mg/L
MgSOQO.-7H-0O 49.2 mg/L
NaCl 25.1 mg/L

EDTA 6.0 mg/L

FeSO.7H.0 3.0 mg/L
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H:BO: 11.5 mg/L

Fuente: Elaboracién Propia con base en la referencia (58, 59, 60).

Condiciones de cultivo
Condiciones estandar:
e (Cada medio estéril con el pH ajustado se adicion6 en biorreactores de 500
mL hasta un volumen de 400 mL. Se sellaron para garantizar la esterilidad.
Se adiciona el inocul6 de la microalga (1x 10* Cél./ml).
Se realizo el montaje de cada medio por triplicado en forma aleatoria, bajo las
siguientes condiciones: pH 6,7, temperatura 20 °c, agitacion continua, aire
filtrado, iluminacién continua con luz led roja (650 nm) irradiancia 130.65
umolm?/s (1700 luxes)por 15 dias.
Toma de muestra cada siete dias en forma aséptica.
Conservacion de las muestras en solucién formalina (1:9), en una proporcion
1:1, se toman 500 pl y se realiza control del cultivo (conteo celular y ver
morfologia) y el resto de muestra se utiliza para medicion de pH. El conteo
celular se realiza en camara de Neubauer
e Se llevo control de Temperatura, agitacion, iluminacion, medios.
Condiciones de estrés
deficiencia de nutrientes, iluminacién continua con luz led azul (450 nm) con
irradiancia de 924.42 pmol/m?/s (8000 luxes).

7.2 Fase 2. Cambio morfolégico

Se evaluaron los cambios morfolégicos usando la camara de Neubauer. Para
el monitoreo de la microalga se utilizé un microscopio de luz marca OLYMPUS
CX31 para determinar el color, tamafo, viabilidad y morfologia de las células,
realizando registro fotografico a 40x (17).

7.3 Fase 3. Determinacion de clorofila y astaxantina.

Se tomé 1 mL de muestra de cada cultivo, los cuales se centrifugaron a
12,000 rpm durante 5 min, posteriormente se retird el sobrenadante (medio de
cultivo); al paquete celular se le adiciono 1 mL de metanol al 90% y se calenté
durante 10 min. a 60 °C en bafo serolégico y posteriormente se centrifugd a 12,000
rom durante 5 min. Para la cuantificacion de clorofila y astaxantina se realizé una
curva de calibracidn (absorbancia en funcion de la concentracion expresada en
ug/mL) con patrones de referencia, la lectura espectrofotométrica se hizo en el
equipo Thermo Scientific Evolution 201, a una longitud de onda de 667 nm para
clorofila y 477 nm para astaxantina, con el fin de encontrar las concentraciones en
ug/mL. Cada tratamiento se realizé por triplicado.APHA, 2005 (61).

Determinaciéon del pH
El pH se determind utilizando un potenciometro marca Hanna Instruments
tomando 15 mL de muestra. El potencidmetro se calibré antes de la medicion
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insertando el electrodo en solucién amortiguadora de 7.0 y posterior a lavado en
solucion de pH 4.0, al finalizar la calibracion del potenciometro, el electrodo se lavo
con agua destilada y se procedié a la lectura de la muestra. (62)

Generacion de las curvas de crecimiento

Se construyeron curvas de crecimiento a partir de al menos tres ensayos
independientes. Se tom6 una muestra cada siete dias para la determinacion del
numero de células por mL por microscopia. Las tendencias de crecimiento se
modelaron utilizando al modelo logistico aplicando una transformacion a los valores
de Y mediante el calculd de su logaritmo en base 10, esto permitid representar el
crecimiento celular en un grafico de logaritmo frente al tiempo. Se utilizara el
Software Dmfit 2.0 para determinacién de parametros cinéticos, segun modelo
Baranyi- Roberts.

Disefio experimental y analisis de datos

Cada experimento se repitid tres veces con al menos tres replicaciones.
Todas las observaciones y calculos se hicieron separadamente para cada set de
experimentos y se expresaron en promedio de 6SD. La significancia (P <0.05) de
las variables estudiadas se media por un analisis de varianza (ANOVA) y test de
Duncan.

8. Resultados
8.1 Fase 1. Crecimiento de la microalga H. pluvialis

Se presenta el crecimiento de la microalga H. pluvialis utilizando los medios
de cultivo kobayashi (KM) y BBM en la figura 1, bajo las condiciones de uso de led
roja (650 nm) con una irradiancia de 130.65 umol/m2/s (1700 luxes) y factor de
estrés uso de luz led azul (450 nm), con una irradiancia de 924.42 pmol/m 2 /s (8000
luxes). Se observa en el medio KM, bajo iluminacion de luz led roja, un pico maximo
de crecimiento para la microalga de 1,6 x10° células/ mL al dia 22, evidenciando que
las condiciones de luz led roja favorece mas el crecimiento en un 62,5% en este
medio que en el BBM, ya que solo se alcanzé un valor de de 0,6x10° células/ mL al
dia 22.

En el medio BBM, bajo iluminacion combinada led roja (650 nm) y led azul
(450 nm), se alcanzd una concentracion maxima de 2,88 x 10° células/ mL al dia 65,
lo que indica que las condiciones de uso de led roja y azul favorecen el crecimiento
en el medio BBM. En consecuencia, el ANOVA (95%) (Anexo 7) realizado indica que
no hay diferencias significativas entre los tratamientos (F:2.051; P:0.174; gl:1), lo
que indica que se pueden utilizar los dos medios de cultivo bajo las condiciones de
crecimiento y de estrés trabajadas para el crecimiento de la microalga, sin embargo
el mejor medio para crecimiento es el BBM usando luz led azul(450 nm). Se observa
que la luz led roja incrementa el crecimiento en los dos tratamientos, pero cuando se
hace cambio a luz led azul se frena este crecimiento(Figura 3 y Figura 4).
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Figura 3. Curva de crecimiento de H. pluvialis en los medios KM y BBM
Crecimiento de la microalga H. pluvialis en los medios KM y BBM usando luz led roja (650
nm) y luz led azul (450 nm). ANOVA (95%) realizado no indica diferencias significativas

entre los tratamientos (F:2.051; P:0.174; gl:1).
Fuente: Elaboracion propia

8.2 Parametros cinéticos del crecimiento de H. pluvialis.

El ajuste de las tendencias de crecimiento al modelo logistico, el medio de
cultivo con la mayor velocidad especifica de crecimiento fue el medio BBM con
0,023/dia (R? =0,87) (Ver Tabla 4). En cuanto a biomasa, el medio KM presenté una
menor velocidad de crecimiento de -0,012/dia (R? =0,50) (Ver Figura 4, tabla 4 y
Anexo 11). Lo cual indica mejor adaptacion de la microalga a los componentes del
medio BBM, destacando los micronutrientes, oligoelementos y nitrégeno inorganico
presente en su composicion, por el mayor contenido de nitrato de sodio. Este
modelo explica el comportamiento de la microalga en el medio BBM bajo las
condiciones de luz led roja (650 nm) y luz led azul (450 nm) (R? ~1).
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] y = 0,4715In(x) + 5,425
3 6,00 RZ=0,8748
g \
2 580 | e N e ——
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)
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S o y=-0,181In(x) + 6,128
%10 ’ R?=0,4983
= 5,20
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@ Km log10 BBM logl0  «eeereees Log. (Km log10) Log. (BBM log10)

Figura 4. Curva de crecimiento en escala logaritmica de H. pluvialis en los medios de KM y
BBM con luz LED roja (650 nm) y luz azul (450 nm).
Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los diferentes
medios de cultivo.

Medio de N° Dato Dato Velocidad de Coeficiente de
cultivo Datos Minimo Maximo crecimiento (dia -1) determinacion (R ?)
KM 9 57 6,2 -0,012 0,50
BBM 9 55 6,5 0,023 0,87

Fuente: Elaboracion propia
Nota:Con luz led azul (450 nm) y alta irradiancia 924.42 pmol/m?/s (8000 luxes).

Los resultados del Modelo Baranyi-Roberts, se presentan a continuacion bajo
las condiciones de estrés trabajadas, estableciéndose que el medio que favorece el
crecimiento de la microalga H. pluvialis es el medio BBM combinado con estrés de
alta irradiancia 924.42 umol/m?/s (8000 luxes) y luz led azul, ya que representa la
velocidad de crecimiento de 0,027 /dia (R? =0,62) (Ver Tabla 5), en el modelo
Baranyi-Roberts y por lo tanto el mayor crecimiento de 2.8 x 10° células/mL (Ver
figura 3). Este modelo no se ajusto bien a los datos del medio KM, ya que la tasa de
crecimiento maxima (umax) resulté en un valor negativo (-12.63), y el coeficiente R?
es practicamente ceroerdo a los coeficientes de correlacion obtenidos para los
modelos aplicados logistico y Baranyi-Roberts (1994), el modelo que mas se ajusta
al crecimiento de la microalga bajo las condiciones trabajadas es el modelo logistico
(R? =0,87), con un R? mas cercano a 1, utilizando como medio de cultivo el BBM
combinado con estrés de alta irradiancia 924.42 pmol/m?/s (8000 luxes) y luz led
azul.

n Chart Cabpais

Time Logc
0.00 4000
100 6150

2200 6.200 ° °

3800 5.690 /°—_A——n——_°—°’—
4500 5.820
5100  5.880
60.00 5930
65.00  5.840

72.00 5.730

Figura 5. Modelo Baranyi-Roberts, en el medio KM
Fuente: Elaboracion propia en DMFit
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Time Logc
0.00 4.000
1.00 5.500

22.00 5.820
38.00 5.770
45.00 6.010
51.00 6.000
60.00 6.380
65.00 6.460
72.00 6.400

Figura 6. Modelo Baranyi-Roberts, en el medio BBM
Fuente: Elaboracion propia en DMFit

Tabla 5. Matriz de coeficientes del modelo Baranyi-Roberts ajustado para los
diferentes medios de cultivo.

Medio de N° Dato Dato Velocidad de Coeficiente de
cultivo Datos Minimo Maximo crecimiento (dia -1) determinacion (R 2)
KM * 9 4 6,2 -12,63 0.02
BBM * 9 4 6,5 0.027 0.62

Fuente: Elaboracion propia
Nota:Con luz led azul (450 nm) y alta irradiancia 924.42 pmol/m 2 /s (8000 luxes).

Segun los resultados observados se puede establecer que el modelo logistico
es el que mas se ajusta a las condiciones del crecimiento y de estrés establecidas
en este trabajo para la microalga H. pluvialis cuando usa el medio BBM combinado
con estrés luz led azul y alta irradiancia de 924.42 pymol/m 2 /s (8000 luxes),
presentando una velocidad de crecimiento de 0,0231 /dia (R?=0,87), valor mas
cercano a 1, lo que sugieren que este modelo explica matematicamente el
comportamiento de la microalga bajo las condiciones trabajadas (Ver Tabla 4). Por lo
observado en el tratamiento realizado en el medio KM con una velocidad de
crecimiento negativa, observamos que el efecto de la luz led azul detiene el
crecimiento de la microalga.

8.3 Cambio morfolégico

Se observaron las cuatros fases de crecimiento de la microalga en los 72
dias de cultivo, las primeras dos fases hacen parte del crecimiento vegetativo tales
como células verde biflageladas y palmeloide bajo luz led roja a una irradiancia de
130.65 umol/m?%s, 650 nm (1700 luxes). El cambio a luz led azul (450 nm)
irradiancia de 924.42 ymol/m?/s (8000 luxes), se observa un aumento del tamario de
la microalga con una disminucién del crecimiento llegando a él enquistamiento
presentado un quiste inmaduro y quiste maduro (aplanospora). Los cambios
morfolégicos presentados en la tabla 6, muestran el paso por todas las fases del
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H. pluvialis hasta llegar a aplanospora, en los dos medios de
cultivo bajo la condicion de estrés de uso de luz led azul.

Tabla 6. Cambio morfolégico de H. pluvialis medio BBM y KM. Tamario 40x

Fecha Dia KM
02-10-2023 1 3 :
24-10-2023 22 i‘a ] A@L; d

_- 3 .'_: - AR
09-11-2023 38 i @
G& =&
O %
16-11-2023 45 NEE R
I.“' & |
LSS
22-11-2023 51
30-11-2023 60
05-12-2023 65
12-12-2023 72

Fuente: Elaboracion propia.

Las imagenes muestran el desarrollo de la microalga H. pluvialis en sus
diferentes fases durante el tiempo del estudio. En la etapa inicial, se observan las
células moviles(zoosporas) con un tamafo pequeno, con forma esférica y dos
flagelos, caracteristicas de la fase vegetativa verde. A medida que avanzaba el
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tiempo, las células aumentaban en tamano y se observaban en mayor cantidad
(entre los dias 1 al 60). Sin embargo, a partir del dia 65 se evidencia la fase roja en
ambos medios de cultivo, caracterizada por la formacidén de quistes o aplanosporas
con una capa externa gruesa que le proporciona resistencia a las condiciones
adversas. En esta fase se acumula la astaxantina, el carotenoide rojo que le da el
color caracteristico de esta fase.
8.4 Produccion de astaxantina y clorofila

Al observar la producciéon de clorofila (Figura 7), para los dos medios KM y
BBM se correlaciona con el crecimiento celular (Figura 3), ya que en el medio KM, el
pico maximo fue de 0,40ug/mL bajo luz led roja (irradiancia 130.65 umol/m 2 /s, 650
nm) en el dia 22 y para el medio BBM se presento la mayor produccion el dia 60 del
cultivo con un valor de 0,4681 ug/mL bajo el uso de luz led azul y alta irradiancia
924.42 pymol/m 2 /s (8000 luxes), como factor de estrés.

@ Medio KM Medio BBM
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Figura 7. Curva de produccién de clorofila

Produccion de clorofila en la microalga H. pluvialis en los medios KM y BBM usando luz led
roja (650 nm) y Luz led azul (450 nm) ANOVA (95%) realizado no reporta diferencias
significativas entre los tratamientos (F:1.343; P:0.266; gl:1).

Fuente: Elaboracion propia.

El ANOVA (95%) realizado indica que no hay diferencias significativas entre
los dos tratamientos con respecto a la concentracion de clorofila de la microalga H.
pluvialis (F:1.343; P:0.266; gl:1) (Ver Anexo 8).

Con respecto a la produccion de astaxantina, se observa en la figura 8 la
mayor acumulacién en el medio KM bajo luz led roja (irradiancia 130.65 umol/m? /s,
650 nm), con una concentracion maxima de 20,29 ug/mL, para el dia 22 con una
productividad de 1,27x10 -5 ug/Cel. En el medio BBM, la produccion de astaxantina
alcanzé 16,28 pg/mL bajo la iluminacion led azul (450 nm) con una irradiancia de
924.42 pmol/m? /s (8000 luxes) para el dia 60 con una productividad de 5,81 x 10
Mg/Cel. (Anexo 5)

El ANOVA (95%) realizado indica que si hay diferencias significativas entre
tratamientos para la concentracion de astaxantina de la microalga H. pluvialis
(F:9.060; P:0.009; gl:1), en consecuencia el medio que obtuvo una mejor
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produccion de astaxantina bajo las condiciones trabajadas fue el medio KM (t=3,01;
P=0.005; t critico=1.77)(Ver Anexo 9 ).

@ Medio KM Medio BBM
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Figura 8. Curva de produccion de astaxantina.

Produccion de astaxantina en la microalga H. pluvialis en los medios KM y BBM usando luz
led roja (650 nm) y luz led azul (450 nm). ANOVA (95%) realizado si reporta diferencias
significativas entre los tratamientos (F:9.060; P:0.009; gl:1), siendo el mejor medio KM
(t=3,01; P=0.005 ; t critico=1.77).

Fuente: Elaboracién propia.

8.5 Relacién entre crecimiento y producciéon de pigmentos

Con los resultados obtenidos, sugiere que el medio BBM es mas eficiente en
la acumulacion de biomasa y clorofila, mientras que en medio KM favorece la
sintesis de astaxantina, (t=3,01; P=0.005)(Ver Anexo 9 ), especialmente bajo
condiciones de estrés usando led azul (450 nm) con una irradiancia de 924.42
umol/m?/s con una productividad de 1,27x 10 *° pg/Cel y para el medio BBM se
presentd una productividad de astaxantina de 5,81 x 10  ug/Cel.
8.6 pH

Se realizé la medicion del pH durante el cultivo de la microalga en los medios
KM y BBM, usando luz led roja (650 nm) y luz led azul (450 nm), como factor de

estrés.
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Figura 9. Curva de medicién de pH

Medicion de pH durante el cultivo de la microalga H. pluvialis en los medios KM y BBM
usando luz led roja (650 nm) y luz led azul (440 nm). ANOVA (95%) realizado si reporta
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diferencias significativas entre los tratamientos (F:7.850; P:0.014; gl:1), medio KM (t= 2,80;
P=0.010; t critico= 1.83).

Se observa en la figura 7 en el medio KM un pH inicial de 7,6 al dia 22 bajo
luz led roja, (irradiancia 130.65 umol/m?s, 650 nm) seguido de luz led azul
irradiancia de 924.42 ymol/m?/s con un maximo de 8,6 al dia 65. En el Medio BBM:
se registraron valores entre 7,7 y 8,1 manteniendo relativamente estable hasta el
final del cultivo. Estos cambios en el pH. También se obtuvo un descenso inicial del
pH, iniciando en 7,9 a 7,7 al dia 22 bajo luz led roja (130.65 umol/m?/s, 650 nm),
mientras que con la luz azul se tuvo un pH maximo de 8,1 (Anexo 6). En general, el
pH para los dos medios de cultivo bajo las condiciones trabajadas se encontrd entre
7,6 y 8,7, valores que se encuentran dentro de lo recomendado para el cultivo de
esta microalga, pH 5,0 a 9,0. (43, 44, 45)

El ANOVA (95%) realizado para el pH estableci6 que si hay diferencias
significativas entre tratamientos para los valores de pH de los cultivos realizados
para la microalga H. pluvialis (F:7.850; P:0.014; gl:1), indicando que el pH obtenido
para el cultivo de la microalga bajo las condiciones trabajadas en el KM es
significativamente diferente (t= 2,80; P= 0.010; t critico= 1.83) (Ver Anexo 10).

A continuacion se presenta una tabla resumen de los tratamientos realizados:

Tabla 7. Tabla resumen de los parametros analizados y los tratamientos realizados.

Parametro

Medio KM *

Medio BBM *

Crecimiento celular (cél/mL)

Max: 1,6 x 10° células/mL

Max: 2,8 x 10° células /mL

Velocidad de crecimiento (umax) | velocidad de crecimiento: | velocidad de

Modelo -0,012/dia crecimiento: 0,023/dia
Logistico y  coeficiente  de | R%0,50 R2: 0,87

correlacién

Velocidad de crecimiento (umax.) | velocidad de crecimiento: | velocidad de

Modelo -12,63/dia crecimiento:0,027
Baranyi-Roberts y coeficiente de | R% 0,022 R2:0,62

correlacion

Rango pH 7,6-8,7 7,7-8,1

Clorofila (ug/mL)

max:0,40 ug/mL

max: 0,46 pg/mL

Astaxantina (ug/mL)

max: 20,29 pyg/mL

max:16,28 pug/mL

Productividad de astaxantina

1,27x 10 5 ug/Cel

5,81 x 10 ® ug/Cel

Fuente: Elaboracion propia.

Nota:luz led azul (450 nm) con alta irradiancia de 924.42 ymol/m?/s (8000 luxes).

En este estudio se demostré que el medio KM y el uso de las condiciones de estrés
con luces LEDS mixtos Rojo-Azul fueron las mejores condiciones para la obtencion
del pigmento astaxantina con 20,29 ug/mL en el dia 22.
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9. Discusidn

El uso de luces LED para la producciéon de astaxantina, brinda mejores
alternativas tanto econémicas como de calidad y cantidad, puesto que al utilizar luz
LED roja y azul brinda superiores condiciones de estrés que favorecen el
crecimiento, la division celular, la acumulaciéon y la produccion de astaxantina
aumentando la biosintesis del pigmento, asi mismo el cambio morfolégico, el cambio
de tamanio celular lo que facilita que el quiste que se forma en la etapa roja se
agrande y pueda acumular grandes cantidades de astaxantina. La obtencion del
pigmento de forma natural evita las complicaciones en la salud humana y el medio
ambiente, al ser utilizada en las grandes industrias como la alimentaria, cosmética,
farmacéutica es una gran alternativa que asegura que el producto ofrecido es
confiable y seguro (42).

En este estudio se utilizaron luz led roja (650 nm) y led azul (450 nm) en
medio KM y BBM los cuales brindan las condiciones, factores y nutrientes
necesarios para su desarrollo y acumulacién. La luz LED tiene muchas ventajas
sobre las fuentes de luz convencionales, como su tamafo compacto, su facil
manipulacion de longitudes de onda especificas, bajo consumo de energia, son
adecuadas para el cultivo en fotobiorreactores, su gran aporte en la fase verde y
roja de la microalga favoreciendo el crecimiento celular y acumulacion del pigmento
en H. pluvialis la fuente natural mas rica (7).

El cultivo de H. pluvialis en medio BBM y KM se inici6 con la iluminacion LED
roja (650 nm) evidenciandose un crecimiento celular exponencial desde el dia O
hasta el dia 25 en los dos medios lo que demuestra el gran aporte que tiene la luz
roja en la fase verde, la cual, consiste en producir biomasa verde en condiciones
Optimas de crecimiento, al hacer el cambio a luz led azul (450 nm) se demuestra un
descenso en el crecimiento celular en ambos medios, significativo en el medio KM.
Los resultados permiten analizar que la luz led roja (650 nm) es un factor favorable
para el crecimiento de la biomasa de H. pluvialis, como se observa en la figura 3. En
ambos medios de cultivo analizados, se evidencido un buen crecimiento bajo la
iluminacién roja, mientras que al hacer el cambio a la luz azul se produjo un
descenso en la biomasa. Este comportamiento coincide con los hallazgos de Xi et
al. (2016), quienes indicaron que la luz roja promueve la division celular y, por ende,
el aumento de la densidad celular(2). Ademas, Pereira y Otero (2020) también
reportaron que la luz azul, aunque puede inducir a la acumulacion de astaxantina,
no favorece el crecimiento celular, lo que sugiere que la transicién a la luz azul
puede generar condiciones de estrés que afectan negativamente la proliferacion de
las células.(14)

Por otro lado, los resultados indicaron que el medio BBM presenté un mayor
crecimiento celular bajo la combinacion mixta de luz LED roja y azul en comparacion
con KM (figura 3). Esto puede deberse a la composiciéon del medio BBM, que
contiene mayores concentraciones de nutrientes esenciales para el crecimiento de
la microalga como mayor contenido de nitrégeno inorganico, como los nitratos, este
componente lo absorbe la microalga impulsando el crecimiento celular y la actividad
enzimatica, mientras que el medio KM presenta menor concentracion de nutrientes
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como la falta de nitrato limitando el crecimiento, se han reportado resultados
similares en estudios previos (62, 63, 64, 65, 66). En un estudio realizado por de
Zhang et al., 2018 se demostro que la deficiencia de nitrégeno inhibe el crecimiento
celular, presentando una reduccion de entre el 26% y el 37 % en cultivos que no
fueron privados de este nutriente (10). Asi mismo, el fosfato, al producir la mayor
densidad celular, la tasa de crecimiento aumenta hasta un 86% demostrando que
este factor es el componente mas influyente en la acumulacion de astaxantina (20,
67). Ademas, la relacion entre nitrégeno y fésforo es crucial para la division celular,
esta relacion en otros estudios se ha asociado con un crecimiento 6ptimo (68, 69).
Ilgualmente, otros factores que influyen conjuntamente, como la intensidad de la luz
y el ambiente de Co2 que se le brinde al medio.

Teniendo en cuenta lo anterior, la microalga se empieza a enquistar, por la
condicion de estrés del ambiente, lo que reduce la division celular e induce a la
acumulacion de pigmentos. Los resultados muestran que una mezcla de leds rojos y
azules en el medio BBM fue mas efectiva para promover el crecimiento celular de
esta microalga, con un valor de 2,88 x 10° células/ mL al dia 65 (figura 8). Este
crecimiento se debe tanto a las condiciones de luz como a la adecuada
disponibilidad de nutrientes en el medio. Estos hallazgos se correlacionan con
investigaciones realizadas como la de Tran HL et al. (2015), donde usaron
iluminacién con LEDs rojo-azul, un sistema de luz mixto, obteniendo una gran
mejoria en la biomasa de 3,28 g/L (39), reflejandose que este tipo de iluminacién es
la fuente de luz mas efectiva para el crecimiento celular de la microalga.

El crecimiento celular es sustentado matematicamente por el modelo
logistico, que se ajusta de manera efectiva a las condiciones de crecimiento y estrés
establecidas en este estudio. En particular, se ha determinado que H. pluvialis,
cultivada en medio BBM bajo estrés de luz LED azul y una alta irradiancia de 924.42
pmol/m?/s (equivalente a 8000 luxes), presenta una velocidad de crecimiento de
0,0231 /dia, con un coeficiente de determinacién (R?) de 0,874. Este valor, cercano
a 1, sugiere que el modelo logistico describe adecuadamente el comportamiento de
la microalga bajo las condiciones experimentales analizadas, proporcionando una
base sodlida para entender su dinamica de crecimiento en respuesta a factores
ambientales.(70, 71). Mientras que en el tratamiento realizado en el medio KM
presenta una disminucién en el crecimiento como se observa en los valores
negativos obtenidos de las velocidades de crecimiento por efecto de la luz led azul.

En la morfologia de la microalga, estuvieron presentes las cuatro fases de
crecimiento de la microalga en los 72 dias de cultivo (tablas 6), las primeras dos
fases hacen parte del crecimiento vegetativo tales como células verde biflageladas y
palmeloide bajo luz led roja a una irradiancia de 130.65 umol/m?/s, 650 nm (1700
luxes). ElI cambio a luz led azul (450 nm) irradiancia de 924.42 pymol/m?/s (8000
luxes), se observa un aumento del tamano de la microalga con una disminucion del
crecimiento llegando a él enquistamiento presentado un quiste inmaduro y quiste
maduro (aplanospora). Este cambio morfolégico se puede vincular con la expresion
de los genes bkt y chy, que forman parte de la seccion posterior de la via
biosintética de la astaxantina, ya que estudios demostraron que estos genes fueron
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significativamente regulados al alza por la irradiacién led azul en comparacion con
su expresion bajo irradiacion blanca bajo control (1, 7, 8), relacionandolo con el
cambio morfolégico y la produccidn de astaxantina, como se puede observar en la
tabla 6 a partir del dia 65 se empieza a reflejar la morfologia enquistada roja de la
microalga, al tener la exposicidbn a condiciones de estrés los genes se regulan
positivamente, inducen a la acumulacion de la astaxantina en el quiste donde se
puede evidenciar el color caracteristico rojo (1, 7, 8, 72).

La produccion de astaxantina, fue significativamente mayor en el medio KM (
t=3,01; P=0.005) bajo luz Led roja (650 nm), alcanzando una concentracién maxima
de 20,29 ug/mL para el dia 22. En contraste, en el medio BBM, la produccién del
carotenoide fue de 16,28 ug/mL bajo iluminacion combinada led roja (650 nm) a una
irradiancia de 130.65 umol/m?%s, (1700 luxes). El cambio a luz led azul (450 nm)
irradiancia de 924.42 ymol/m?/s (8000 luxes) para el dia 60, lo que refleja el gran
aporte de las condiciones de estrés bajo luces led roja-azul dando como producto
una buena cantidad de astaxantina. Estos hallazgos son consistentes con los
reportes de Gao et al. (2014), quienes también observaron que la iluminacién con
LED azul (450 nm) y rojo (650 nm) influye en la biosintesis de astaxantina en H.
pluvialis, sugiriendo que la luz roja favorece el crecimiento celular, mientras que la
luz azul induce la acumulacién del pigmento (1). En nuestro estudio, el medio KM,
que presenta una limitacion de nutrientes, genera un estrés que promueve la
produccion de astaxantina de manera mas rapida, como se ha documentado en
investigaciones previas que destacan la importancia del estrés nutricional en la
induccion de la biosintesis de carotenoides (2, 73). Por otro lado, el medio BBM, que
proporciona un entorno mas favorable para el crecimiento celular, no induce el
mismo nivel de estrés, lo que traduce en una menor acumulacion de astaxantina en
comparacion con el medio KM. Estos hallazgos se alinean con los de Lee et al.
(2018), quienes concluyeron que la manipulacion de las condiciones de luz y
nutrientes es crucial para maximizar la produccion de astaxantina en la microalga.
Esto también es consistente con otras investigaciones (74, 75, 76, 77).

Otro punto a considerar, con respecto a que pudo afectar la produccion de
astaxantina en el medio BBM, es la cantidad de biomasa del medio. En los
resultados podemos observar que la mayor produccion de astaxantina para este
medio se dio el dia 60; sin embargo, para el dia 65 (figura 8), se registré un
descenso en la produccién del pigmento, lo cual puede atribuirse a un aumento
significativo en la biomasa (figura 3). Este fendmeno se alinea con los hallazgos de
Samhat et al.(2023), quienes indican que una alta concentracion de células en
cultivos de H. pluvialis puede generar condiciones de atenuacion de luz que limitan
la eficiencia fotosintética y, por ende, la acumulacién de astaxantina. En su
investigacion, establece que un minimo de 7000 uymol hv kg™ s™ de tasa media de
absorcion de fotones (MRPA) es necesario para que se desencadene esta
produccion del carotenoide, lo anterior sugiere que la optimizacion de la densidad
celular es crucial para maximizar la produccion de este. (26). El estudio de Wang et
al. (2013) destac6 que la densidad inicial de biomasa (IBD) es factor determinante
en la produccion del carotenoide, sefialando que una IBD o6ptima de 0.8 g/L resulto
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en la mayor productividad de astaxantina (17.1 mgmg L™ day ), y llegando a la
misma conclusion de que un IBD muy alto puede limitar la luz disponible para las
células, y asi reduciendo la produccion del pigmento(78). Otros estudios también
respaldan estos hallazgos (51, 79). Por lo tanto, el tener un balance adecuado en
cuanto a la biomasa, también es crucial para la produccién del pigmento.

En esta investigacion se utilizé el analisis estadistico ANOVA el cual permite
diferenciar si hay diferencias significativas entre los medios KM y BBM con las
condiciones de estrés luminosas trabajadas led roja (650 nm) y luz led azul (450
nm), donde se evidencio que el crecimiento celular y la produccién de clorofila no
presentaron diferencias significativas, esto nos indica que el uso de cualquiera de
los dos medios de cultivo son muy efectivos para la produccién de biomasa y la
produccion de clorofila, por el contrario, se presentd una diferencia significativa en el
pH y produccion de astaxantina evidenciandose que el mejor medio es el KM que
aumento su produccién en un 20%. Los niveles de pH son fundamentales en la
biomasa de la microalga, puesto que al no mantener un pH ideal puede conllevar la
inhibicion del crecimiento celular, como se observa en el periodo en el que se cultivo
la microalga el pH varié en los dos medios, en el medio BBM de 7,5 a 8 y en el
medio KM de 7.5 a 8.7, cercano a la neutralidad, siendo mas significativa la
diferencia en este ultimo (t= 2,80; P= 0.010), manteniéndose dentro del rango
normal, esta variacion es dada por la acumulacién de minerales y la oxidacion de
compuestos y por el proceso fotosintético de la microalga el pH tiende a aumentar
(43, 44, 45), Es por esto que es indispensable en el cultivo para de esta manera
poder obtener buenos resultados como se lograron en la presente investigacion. Se
obtuvo una excelente produccion de astaxantina de 20,29 ug/mL en el dia 22 lo cual
como se ha mencionado anteriormente esto puede ser debido al crecimiento que
favorecio la entrada de luz a todas las células y a la composicion del medio, la
temperatura, el pH, la deficiencia de nutrientes y las condiciones de estrés
trabajadas lo que nos ayuda de deducir y dar soporte a los resultados obtenidos
bajo las condiciones trabajadas.

10. Conclusiones

El presente estudio ha demostrado que el uso de luces LED, especificamente
en longitudes de onda roja (650 nm) y azul (450 nm), representa una estrategia
efectiva para optimizar la produccién de astaxantina a partir de la microalga H.
pluvialis. Los resultados obtenidos evidencian que la iluminaciéon LED roja favorece
el crecimiento celular, mejora la division celular y la acumulaciéon de biomasa,
presentando un papel fundamental en la fase verde de la microalga, permitiendo
que las células se preparen para el estrés que van a recibir en la fase roja, mientras
que la luz azul, aunque induce condiciones de estrés que promueven la biosintesis,
produccion y acumulacién de astaxantina, no favorece el crecimiento celular en las
condiciones experimentales analizadas, sino que frena el crecimiento.

Se observa que el medio BBM, con una composicion nutricional mas rica,
permiti6 un crecimiento celular mayor en un 62,5% la combinacién de luces LED
roja y azul, alcanzando una densidad celular maxima de 2,88 x 10° células/mL. Sin
embargo, el medio KM demostré ser mas efectivo para la produccién de
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astaxantina, alcanzando concentraciones de 20,29 pg/mL en el dia 22, lo que
sugiere que las condiciones de estrés nutricional pueden ser un factor clave en la
induccion de la biosintesis del carotenoide y el uso mixto de luces led roja (650 nm)
y led azul (450 nm), bajo las irradiancias trabajadas 130.65 umol/m?/s, (1700 luxes)
y una irradiancia de 924.42 pmol/m?/s (8000 luxes), respectivamente. Son las
fuentes de luz mas efectivas que proporcionan mejores resultados que favorecen en
gran medida el crecimiento de la microalga y la acumulacion de astaxantina.

En conclusion, la manipulacidon de las condiciones de luz y nutrientes
optimiza la produccion de astaxantina. Hallazgos que abren nuevas oportunidades
para la investigacion y el desarrollo de métodos mas eficientes en la produccion del
pigmento, contribuyendo a una mejor sostenibilidad de su obtencion usando luces
led que son mas econdémicas, no consumen tanta energia y se adaptan facilmente a
los biorreactores, al ofrecer una alternativa natural, de buena calidad y segura para
Su uso en diversas industrias.

11. Recomendaciones

° Continuar con el método de iluminacioén leds rojo-azul mixta en el medio KM
dado que esta ha sido una buena estrategia, por lo que fue donde se obtuvo la
mayor cantidad de astaxantina con la microalga H. pluvialis en los trabajos
realizados en la universidad colegio mayor de Cundinamarca.

) Implementar el uso de la mezcla al tiempo de LED rojo y LED azul con el uso
de biorreactores, ya que esta podria brindar mejores condiciones para acumulacion
de la astaxantina,

° Estudiar la expresion y activacion de los genes de astaxantina bajo las
condiciones trabajadas.
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Anexo 3.Mediciones de crecimiento celular Medio KM y BBM

Biomasa de H. pluvialis

Medio KM Medic BEM
cantidad final cantidad final
* | medotw | fromedo | ooy promed
T b L] 238000
1 T2 hE L] 1400000, 00 323000 31233333
T3 1400000 376000
T bE ] 0000
22 T2 bl ] 1.30:0.000, 00 200000 656 666,87
T3 1T DD 00000
T 210000 430000
38 T2 450000 485 666,87 g50000 BE3.333.33
T3 590000 T00000
T avo0o0 1010000
45 T2 S10000 853.332.33 1080000 1.048.888, 67
T3 430000 1050000
T Froooo 1110000
B | T2 850000 Th3.333.33 gy o000 BEG 666,87
T3 240000 910000
T 290000 2330000
80 T2 930000 B45 666,87 2250000 237333333
T20000 2540000
T 870000 3120000
85 Ta0000 685 666,87 2570000 283333333
T3 840000 2210000
T 470000 2400000
72 T2 S10000 £35.666,87 2200000 2.500.000,00
T3 530000 2000000

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 4. Mediciones de absorbancias y concentracion de clorofila

Cantidad de Clorofila
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Medio KM Medio BEM
; cantidad final cantidad final
Dia # hﬂmama xig'nt_:{m promedic | Absorbancia xi[;#]{m promedic

pg/mL p/miL
T 0,334 0.3830 0,033 0,088

1 T2 0,226 0,1726 10,2403 0,058 -0,0628 -0,0894
T3 0,213 01544 0,028 -0,1078
T 0817 0,5802 0,042 -0,0852

22 T2 0,323 0,3084 0, 4000 0,054 -0,0634 -0,0847
T3 0,325 0,3112 0,031 -0,1008
™ 0,044 -0,0324

38 T2 0,174 0,07 0,1313 0,208 0.,1474 00007
T3 0,218 01628 0,058 -0,0623
m 0,15 10,0801 0,097 -0,0081

45 T2 0,343 0,235 0,1865 0,074 -0,0403 -0,0158
T3 0,162 0.0820 0,104 0.0017
T 0,115 00171 0,135 10,0451

51 T2 0.2 10,1382 0,072 0,151 10,0875 10,0888
T3 0,143 0.0533 0,234 01838
T 0,178 01067 1,021 1.2862

g0 T2 0,383 0.3825 0.2495 0,118 0.0213 04681
T3 o172 0, 0e58
™ 0,277 0.2440 0,388 0.2887T

g5 T2 013 0,0381 0.1380 0,143 00563 01833
T3 0,20 0,1375 0,182 01248
m 0,146 10,0305 0,122 10,0258

T2 T2 0,213 01544 0.,1074 0,274 02398 01248
T3 0,18 0,1081

Fuente: Elaboracion Propia
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Cantdad de Astaxanting
Medio KM Medio BEM
. . . cantidad final
Dia # Aﬂﬂﬁaﬂﬁa x?;,:\{"" e E;Ianl_lﬁmmedm Absorbancia xi[;,r?{m promedio
pg/mL
Ti 10,6180 19,8687 0,0430 1.8122
1 T2 10,4200 13,7304 15,4232 0,0720 2.8213 2, 1003
T3 10,3830 12,5705 0,0320 1.5674
T 10,7200 23,4483 10,0520 21844
22 T2 10,6100 18,8865 20,2926 10,0640 25705 23083
T3 10,5480 17,7429 10,0510 2,18620
Ti 0,0610 24785
38 T2 10,3620 11,8122 12,1944 0,2380 B.0251 44514
T3 10,3800 12,4785 0,0730 2.852T
T 0,3410 11,2538 10,1310 4 6708
45 T2 10,6080 18,8238 13,8349 10,1060 3.8871 4. 4518
T3 0.3210 10,8270 10,1360 4,8275
Ti 10,2400 8.0878 0,1730 50875
51 T2 10,4020 13,1661 10,1672 0.2180 73881 78837
02770 9,247 0,3200 10,5858
T 0.3810 11,8808 1,1580 36,8652
g0 T2 10,4830 16,0188 89,4880 10,1500 5.2865 16,2800
T3 0.5843 10,1860 83,7085
Ti 0, 4650 15,1724 04420 14,4201
g5 02610 B, 7481 12,2153 0,1760 G3,0815 89,1327
T3 0, 3880 12,7273 0.2020 3.5865
T 02840 8, 780G 10,1870 09,7388
T2 T2 10,4080 13,3858 11,5831 10,3740 12,2884 B.Bo24
T3 10,2260 7.5488
Fuente: Elaboracién Propia
Anexo 6. Mediciones de pH
pH
Medio KM Medic BEM
Dia # pH Medic KM pH Medic BEM
T 8,75 g2
1 T2 g4 a7 7.8 T8
T3 8.5 7.8
T 7.8 7.8
22 T2 7.8 7.8 7.8 T.7
T3 7.8 7.8
T 7.8 77
38 T2 7.8 T8 7.8 7.8
T3 8
T g5 7.8
45 T2 B.7 25 8 T8
T3 g7 7.8
T BT g1
il T2 : 23 : g1
T3 8.3 81
T g7 g2
g0 T2 g4 R ] 7.8 B0
T3 7.8
T 81 83
g5 T2 8.8 Ba 7.8 g1
T3 g8 g1
T g5 7.8
T2 T2 8.3 B4 82 78
T3 7.8

Fuente: Elaboracién Propia
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Anexo 7. Resultados Tratamiento estadistico crecimiento celular

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Medio KM 8 6963333,34 870416,6675 1,66652E+11
Medio BBM 8 11346666 1418333,25 1,00448E+12

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados Grados de libertad  Promedio de los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 1,20085E+12 1 1,20085E+12  2,05074709 0,174078875
Dentro de los grupos 8,19794E+12 14 5,85567E+11
Total 9,39879E+12 15

Anexo 8. Resultados Tratamiento estadistico produccion de clorofila

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Medio KM 8 1,5072 0,1884 0,01105276
Medio BBM 8 0,8758 0,109475 0,026028605

AMNALISIS DE VARIANZA

igen de los variacion Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0,024916623 1 0,024516623 1,343889175 0,265740127
Dentro de los grupc 0,259569555 14 0,018540683

Total 0,284486178 15
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Anexo 9. Resultados Tratamiento estadistico produccion de astaxantina

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Medio KM g 105,1987 13,1498375 11,3860874
Medio BBM 8 55,6217 6,9527125 22,0235111
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones  Suma de cuadrados Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 153,6174331 1 153,6174331 9,06041001 0,009363079
Dentro de los grupos 237,3671897 14 16,95479927
Total 390,9846228 15
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
Medio KM Medio BEM
Media 13,1498375 6,9527125
Varianza 11,88608739 22,02351115
Observaciones 8 8
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

3,010051497
0,005021437
1,7709333%0
0,010042873
2,160368650
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RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Medio KM 66,7 8,3375 0,15410714
Medio BEM 8 63,4 7,925 0,01928571
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones = Suma de cuadrados | Grados de libertod ~ Promedio de los cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0,680625 1 0,680625 7,85066941 0,014127262
Dentro de los grupos 1,21375 14 0,086696429
Total 1,894375 15
Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales
Medio KM Medio BBM
Media 8,3375 7,925
Varianza 0,154107143 0,019285714
Observaciones 8 8
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 2,801904605
P{T<=t) una cola 0,010324145
Valor critico de t (una cola) 1,833112533
P(T<=t) dos colas 0,020648289
Valor critico de t (dos colas) 2,262157163

Anexo 11. Calculos de la velocidad de crecimiento en modelo logistico

Velocidad de crecimiento (dia -1)
-1)KM =

Velocidad de crecimiento (dia

51-1
e In( 753 333)— e In(1 400 000) _
51-1

BBM = e In(996 666)— e In(313 333) =0.0231

0,0124

Anexo 12. Resultados de Modelo Baranyi-Roberts en el medio KM

Linear Model

e

R-square: 0.022
SE of Fit: 0.651
Initial value 5.323 +0.404

Maximum Rate

0.00941 + 0.00866



Anexo 13. Resultados de Modelo Baranyi-Roberts en el medio BBM

Baranyi and Roberts Model (no lag)

b

R-square:
SE of Fit:

Initial value
Maximum Rate
Final Value

0.617
0.466

4.826 +0.314
0.0271+0.0102
6.457 + 0.455
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