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RESUMEN 

Las microalgas son fuente importante de compuestos bioactivos 

útiles a nivel industrial, ejemplo de ello la astaxantina, un 

pigmento carotenoide natural conocido por sus propiedades 

benéficas y su potencial síntesis en la microalga Haematococcus 

pluvialis. Este trabajo de investigación tuvo como objetivo 

principal evaluar la producción y extracción de astaxantina 

mediante dos ensayos utilizando medios de cultivo diferentes los 

cuales fueron el medio BBM modificado y medio RM inoculados 

con la cepa de referencia UA de H. pluvialis bajo condiciones de 

estrés específicas que fueron clave para la producción del 

carotenoide, en donde se incluye la adición de acetato de sodio 

a una concentración de 1,6g/L a los 22 días de cultivo, la 

extracción de astaxantina utilizando aceite de soja/etanol, la 
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cuantificación de astaxantina y clorofila por espectrofotometría y 

finalmente se llevó a cabo el análisis estadístico ANOVA. Al 

finalizar ambos ensayos se concluyó que la producción de 

astaxantina en la microalga fue mayor en el medio BBM 

suplementado con acetato de sodio en comparación con la 

producción en el medio RM no suplementado siendo la 

producción de 34,01 ug/ml y 25,74 ug/ml respectivamente. Así 

mismo, se determinó que la extracción de astaxantina mediante 

el método de disolución con aceite de soja/etanol es una técnica 

viable, sostenible, económica, y podría ser de gran interés para 

investigaciones futuras y para su aplicación en procesos 

industriales relacionados con la producción de astaxantina. 

Palabras clave: Acetato de sodio; aceite de soja; astaxantina; 

factores de estrés; Haematococcus pluvialis. 

ABSTRACT 

Microalgae are an important source of bioactive compounds 

useful at an industrial level, an example of this is astaxanthin, a 

natural carotenoid pigment known for its beneficial properties and 

its potential synthesis in the microalga Haematococcus pluvialis. 

The main objective of this research work was to evaluate the 

production and extraction of astaxanthin through two tests using 

different culture media which were the modified BBM medium and 

RM medium inoculated with the reference strain UA of H. pluvialis 

under specific stress conditions that were key for the production 

of the carotenoid, which includes the addition of sodium acetate 

at a concentration of 1,6 g / L after 22 days of culture, the 

extraction of astaxanthin using soybean oil / ethanol, the 

quantification of astaxanthin and chlorophyll by 

spectrophotometry and finally the ANOVA statistical analysis was 

carried out. At the end of both tests, it was concluded that the 
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production of astaxanthin in the microalgae was higher in the 

BBM medium supplemented with sodium acetate compared to 

the production in the non-supplemented RM medium, with 

production of 34,01 ug/ml and 25,74 ug/ml respectively. Likewise, 

it was determined that the extraction of astaxanthin using the 

soybean oil/ethanol dissolution method is a viable, sustainable, 

and economical technique, and could be of great interest for 

future research and for its application in industrial processes 

related to the production of astaxanthin. 

Key words: Astaxanthin; Haematococcus pluvialis; sodium 

acetate; soybean oil; stress factors. 

INTRODUCCIÓN 

Las microalgas son organismos 

fotosintéticos de alta importancia a nivel 

industrial debido a su gran biodiversidad y 

variedad de aplicaciones en todo el mundo; 

utilizadas comúnmente en la producción de 

biodiesel, procesos de biorremediación de 

aguas residuales, obtención de proteínas de 

tipo alimenticio, usos en acuicultura y 

avicultura (Ramírez, 2013). Esto es posible 

gracias a la capacidad de las microalgas 

para crecer rápidamente en cultivos líquidos, 

su resistencia a condiciones extremas, la 

habilidad que tienen para sintetizar y liberar 

metabolitos como lo son ácidos grasos y 

pigmentos como los carotenoides, y su gran 

potencial a nivel genético, características 

que las hacen altamente atractivas en el 

ámbito de la biotecnología (García et al., 

2017). 

El carotenoide de interés en este proyecto de 

investigación fue la astaxantina, un 

antioxidante natural y pigmento de color 

rojizo perteneciente a la familia de las 

xantofilas, serie fitoquímica de los terpenos y 

de estructura química liposoluble encontrada 

en microalgas como Haematococcus 

pluvialis, levaduras como 

Xanthophyllomyces dendrorhous, algunos 

peces, crustáceos y plumas de aves siendo 

Haematococcus  pluvialis quien presenta 

mayor potencial de producción a nivel 

industrial bajo condiciones significativas de 

estrés aprovechando la energía lumínica y 

capturando el CO₂ de la atmósfera (Córdoba, 

2015). Esta microalga unicelular verde 

dulceacuícola es perteneciente al filo 

Chlorophyta, orden Volvocales, familia 

Haematococcaceae y dentro de sus 
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propiedades puede llegar a acumular hasta 

el 5,02 % de astaxantina en célula seca, se 

describe como un alga de forma elíptica a 

circular con un tamaño que oscila entre 8-50 

µm dependiendo de su estadio en el ciclo de 

vida (Alcaraz y Gilabert, 2018). 

Bajo estas consideraciones, la microalga 

Haematococcus pluvialis es una de las 

mejores fuentes naturales para obtener 

astaxantina pero para poder utilizarla de 

manera productiva a nivel industrial requiere 

de condiciones específicas controladas que 

estimulen el crecimiento y la producción del 

carotenoide como lo son la intensidad 

lumínica, periodos de luz/oscuridad, 

temperatura adecuada, estrés salino, 

agitación constante y deficiencia de 

nitrógeno en el medio de cultivo, sin 

embargo, su crecimiento es lento y su ciclo 

de vida es complejo ya que tiene diferentes 

formas celulares que van desde la célula 

vegetativa hasta la aplanospora que varía de 

acuerdo a los factores de estrés aplicados 

siendo esta última muy importante ya que es 

ahí donde se encuentra la astaxantina 

(Córdoba, 2015). 

La astaxantina obtenida de Haematococcus 

pluvialis tiene un interés significativo a nivel 

industrial debido a los numerosos beneficios 

que brinda para la salud humana y animal 

entre ellos se destaca su efectiva 

bioactividad antiinflamatoria y antioxidante 

respaldada por evidencia científica ya 

existente, como la protección contra el daño 

celular, reducción en procesos inflamatorios, 

mejora considerable de la salud 

cardiovascular, ocular, metabólica y la 

prevención contra distintos tipos de cáncer 

por su capacidad de eliminar los radicales 

libres del cuerpo (López y Mach, 2012).  

Concretamente, la demostración científica se 

basa en estudios realizados en modelos in 

vivo e in vitro los cuales confirman que la 

astaxantina y los ésteres que posee dentro 

de la estructura química muestran 

actividades biológicas potenciales en 

modelos animales, sin embargo, falta 

investigación de las vías metabólicas en 

sistemas biológicos, la comprensión de los 

efectos específicos de la ingestión de 

astaxantina en la salud humana y por lo 

tanto, se requieren estudios adicionales para 

determinar con mayor precisión su impacto, 

seguridad y eficacia en el uso directo como 

suplemento dietario (Ambati et al., 2014). Sin 

embargo, es relevante destacar que la 

Comisión Europea aprobó el uso de 

astaxantina derivada de Haematococcus 

pluvialis en suplementos alimenticios, 

estableciendo un límite máximo de 8 mg 



@LIMENTECH CIENCIA Y TECNOLOGÍA ALIMENTARIA 
ISSN Impreso 1692-7125/ ISSN Electrónico 2711-3035. Volumen 22 No. 2, p. 156 – 181, año 2024 

Facultad de Ingenierías y Arquitectura  

Universidad de Pamplona 

    
 
 
 
 
 

160 

*1Nieto Rodríguez María Mónica, 2Trujillo Montaño María Camila, 3Lancheros Díaz Ana 

Graciela 

diarios de astaxantina (Silva et al., 2020). Un 

dato relevante es que la primera autorización 

para el uso de astaxantina en suplementos 

alimenticios fue otorgada en Suecia en el 

año 1995, antes del 15 de mayo de 1997, 

cuando comenzó a aplicarse el primer 

reglamento de ejecución sobre nuevos 

alimentos en la Unión Europea (Turk et al., 

2020). 

De acuerdo con lo previamente señalado, a 

lo largo de los años se han descrito distintas 

metodologías para la extracción de 

astaxantina de Haematococcus pluvialis 

basadas en el uso de solventes orgánicos 

altamente tóxicos y perjudiciales para el 

medio ambiente y el personal de laboratorio, 

como por ejemplo el uso de fluidos 

supercríticos (Patiño-Condia et al., 2023). 

Henriques et al., (2007), afirmaron que 

solventes como el metanol, la  acetona y el 

etanol pueden ser usados en el proceso de 

extracción de astaxantina por medio de un 

proceso donde las células se centrifugan a 

3000 rpm durante 10 minutos, se elimina el 

sobrenadante y las células se resuspenden 

en 2 mL de agua destilada para eliminar 

cualquier residuo de sal, posteriormente en 

el solvente se someten a agitación vigorosa 

en vórtex durante 15 segundos para generar 

disrupción celular, adicionalmente se utilizan 

ultrasonidos, procesos de 

congelación/descongelación lenta y rápida 

con nitrógeno líquido y extracción con 

metanol en tiempos cortos (20 min) y largos 

(24 h) dependiendo del proceso de 

investigación (Rodríguez S. y Blandón 

C.,2019 ; Villegas-Duran, et al., 2023). 

En el año 2011 se estudió el proceso de 

extracción de astaxantina de H. pluvialis 

desde medios acuosos usando dióxido de 

carbono supercrítico, efectos de presión y 

temperatura cuyos resultados indicaron que 

la presencia de agua del medio genera un 

retardo en el inicio del proceso de extracción 

dando origen a curvas de extracción con 

forma sigmoidal, se reduce la solubilidad de 

astaxantina y otros compuestos del extracto 

requiriendo altos niveles de CO₂ (Aravena, 

2011). Por otra parte, las investigaciones 

sobre la extracción de astaxantina realizadas 

por Xiaohui et al., (2015), refieren una 

comparación entre 3 diferentes métodos de 

extracción con acetona, etanol y aceite de 

soja, en el cual, dentro del procedimiento 

principal utilizaron 0,5 mg de alga seca en 

ocho tubos de laboratorio y les añadieron 1 

ml de acetona, 0,5 mL de etanol y 1 mL del 

aceite, dos tubos por cada solvente y los 

centrifugaron para asegurar la extracción 

completa de la astaxantina. Posteriormente, 
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los ocho tubos se dejaron en un baño de 

agua fría y se sometieron a bajas 

temperaturas con hielo; el extracto se 

centrifugó y el sobrenadante se recolectó 

para transferir a tubos de ensayo limpios y 

poder calcular el contenido de astaxantina 

por medio de espectrofotometría 

concluyendo que el método más eficaz para 

la extracción de astaxantina es utilizando 

acetona en conjunto con aceite de soja. 

En relación a las distintas condiciones de 

producción de astaxantina, Niño y 

colaboradores hicieron la comparación en 

tres medios de cultivo (BBM modificado, 

OMH y RM) con factores de estrés 

controlados en cuanto a cantidad de 

biomasa obtenida y por ende mayor 

producción de astaxantina a partir de la 

microalga Haematococcus pluvialis, pero 

teniendo en cuenta que el inóculo fue 

realizado en medio Volvox y los datos de 

crecimiento obtenidos fueron registrados en 

una cinética de crecimiento donde el medio 

RM presentó un recuento de 7,55x105 

células/ml, seguido del medio de cultivo BBM 

con 3,88x105 células/ml, y el medio de cultivo 

OHM con un recuento de 3,43x105  

células/ml (Niño et al., 2017). 

En contraste con lo anterior; Lancheros et al., 

(2021), realizaron la producción de 

astaxantina bajo factores de estrés utilizando 

un biorreactor a escala de laboratorio de 5 L 

con medio de cultivo RM, pH 6,8, 

temperatura 20°C, iluminación con lámparas 

blancas a tiempos de 20h luz/4h oscuridad, 

diferentes concentraciones de acetato de 

sodio y cloruro de sodio para posteriormente 

determinar crecimiento celular, cambios 

morfológicos y cuantificación de astaxantina 

y clorofila por espectrofotometría; esto dio 

como referencia y punto de partida que el 

uso de biorreactores en el proceso de 

generación de biomasa y concentración 

celular es clave para generar esas 

condiciones significativas de estrés que 

posteriormente permiten la maduración en el 

ciclo de vida del microorganismo y así mismo 

la producción de astaxantina. 

Molino et al., (2018) investigaron la 

extracción de astaxantina y luteína de 

Haematococcus pluvialis en la fase roja 

utilizando la técnica de fluidos supercríticos 

CO₂, y usando etanol como disolvente; allí se 

evaluaron factores de temperatura (50–80 

°C) y la presión (100–550 bar) sobre la 

recuperación y pureza del extracto durante el 

tiempo aplicado, que variaba de 20 a 80 

minutos, es decir en cuatro ciclos de 

extracción de 20 minutos cada uno. 

Finalmente, se mantuvieron constantes las 
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velocidades de flujo de dióxido de carbono y 

etanol en donde obtuvieron como resultado 

un rendimiento de extracción de astaxantina 

del 92% a una temperatura de 65°C siendo 

esta la temperatura ideal para evitar la 

degradación térmica del pigmento, adicional 

a esto justifican el uso de CO₂ al ser un 

solvente extractante menos inflamable y 

menos tóxico que los usados en otras 

investigaciones como el hexano, el butano u 

oxido nitroso, y adicional a esto es capaz de 

propagarse mucho más rápido a través de 

las paredes celulares gracias a su alta 

permeabilidad y difusividad. 

Adicionalmente, Gómez et al., (2019) 

plantearon como objetivo de investigación 

determinar y evaluar la producción de 

astaxantina y la expresión de los genes 

relacionados con su biosíntesis bajo 

condiciones de estrés por deficiencia de 

nitrógeno, alta irradiancia, pH, ciclo de 

luz/oscuridad, temperatura, agitación 

constante e iluminación de lámparas blancas 

en un medio de cultivo RM, en donde 

concluyeron que la aplicación de estas 

condiciones de estrés condujeron a un 

significativo aumento en la concentración de 

astaxantina independientemente de los 

diferentes tratamientos utilizados en el 

estudio. 

Como resultado del estudio de 

antecedentes, se planteó como objetivo del 

proyecto de investigación realizar un análisis 

comparativo entre dos medios ideales para 

la producción de astaxantina de 

Haematococcus pluvialis, determinando cuál 

era el más productivo y posterior a ello 

realizar la extracción del pigmento con la 

metodología de dilución con aceite de soja y 

etanol demostrando su efectividad, siendo 

así, una investigación que contribuye al 

avance científico, a la industria y es clave 

como punto de partida para investigaciones 

futuras que vean la producción de 

astaxantina como una propuesta a nivel 

industrial.

MATERIALES Y MÉTODOS

Este trabajo de investigación es de tipo 

experimental y de carácter mixto con 

enfoque en un proceso investigativo 

cualitativo y cuantitativo; alcance 

exploratorio, explicativo, descriptivo y 

adicionalmente de tipo longitudinal por la 

implicación del seguimiento de la cepa de 

Haematococcus pluvialis a lo largo del 

tiempo, comparando 2 ensayos en los 

medios de cultivo BBM modificado y RM para 
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determinar crecimiento, cambio morfológico, 

desarrollo y eficaz producción de la 

microalga y el caroteno astaxantina bajo 

diferentes condiciones de estrés para su 

posterior extracción con aceite de soja y 

etanol. 

Microorganismo: La muestra utilizada en 

esta investigación fue la cepa de referencia 

UA de la microalga Haematococcus pluvialis 

suministrada por la Universidad de 

Antioquia, Colombia para el semillero de 

investigación Bioprocesos y control de la 

Universidad Colegio Mayor de 

Cundinamarca. 

Preparación del inóculo: El inóculo inicial 

para llevar a cabo la realización de ambos 

ensayos se preparó activando la cepa de 

referencia UA de Haematococcus pluvialis 

en 300 ml de medio de cultivo Volvox durante 

un tiempo de 21 días a 25°C y agitación 

manual una vez al día; este medio de cultivo 

es una mezcla de nutrientes diseñados para 

proporcionar las condiciones adecuadas de 

crecimiento a las algas, en particular las 

especies que requieren una fuente de 

carbono orgánico o que pueden beneficiarse 

de él, ver tabla 1. En esta etapa se determinó 

en microscopio la viabilidad y pureza de la 

cepa en el medio de cultivo, analizando el 

crecimiento celular esto con el fin de hacer 

un análisis bajo microscopia óptica del 

crecimiento celular de la microalga a través 

de recuentos celulares en cámara de 

Neubauer hasta obtener el conteo mínimo 

necesario en el ensayo que es de 1,0x104  

células/ml y transferir una proporción al 10% 

en 10 medios de cultivo previamente 

esterilizados, con un pH ajustado al 6,8; 

intensidad lumínica de 70 μE/m²/s con 

lámparas fluorescentes blancas de marca 

Philips con tiempos de 18 horas luz/6 

oscuridad y agitación manual una vez por 

día. 

Tabla 1. Composición del medio de cultivo 

Volvox. 

Componentes Cantidad (mg/L) 

NaNO3 25 mg/L 

KH₂PO4 75 mg/L 

MgSO47H2O 25 mg/L 

CaCl2 25 mg/L 

KCl 50 mg/L 

FeSO4 0,002 mg/L 

MnSO4 0,002 mg/L 

Medios de cultivo y condiciones. Se 

usaron por cada ensayo 10 matraces 

Erlenmeyer previamente esterilizados en 

autoclave a los que se les agregó el inóculo 

mencionado anteriormente y 100 ml de 

medio de cultivo BBM modificado (ensayo 1) 

y RM (ensayo 2); dentro de estos se incluye 

el control positivo y negativo por ensayo, 

siendo los controles positivos los que tienen 
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adición de acetato de sodio mientras que los 

controles negativos los que no lo tienen. 

Estos medios de cultivo tienen como 

característica principal su alto contenido de 

sales lo que permite que la microalga crezca 

satisfactoriamente bajo las condiciones 

necesarias tal como se observa en las tablas 

2 y 3.  

Tabla 2. Composición química del medio de cultivo BBM modificado.  

Componentes Cantidad (g/L) 

NaNO3 0,25 g/L 

MgSO47H2O 0,075 g/L 

CaCl₂2H2O 0,025 g/L 

K2HPO4 0,075 g/L 

KH2PO4 0,175g/ L 

NaCl 0,025g/L 

Oligoelementos 

EDTA - Na2 0,050 g/L 

FeSO47H2O 0,00498 g/L 

Solución de oligoelementos micronutrientes traza (mg/ml) 

H3BO3 11,42 mg/ml 

ZnSO47H2O 8,82 mg/ml 

MnCl24H2O 1,44 mg/ml 

Na2MoO42H2O 0,71 mg/ml 

CuSO45H2O 1,57 mg/ml 

CoCl26H2O 0,49 mg/ml 

Esta etapa se centró en el crecimiento de la 

microalga, el análisis del cambio morfológico 

dentro de su ciclo de vida y la producción de 

astaxantina; por lo tanto, se garantizaron 

como condiciones el ajuste de pH a 6,8, 

factores de estrés como la intensidad 

lumínica blanca con tiempos de 20 horas luz/ 

4 oscuridad, agitación manual una vez al día 

todos los días, temperatura de 20°C, 

deficiencia de nitrógeno al 5% en el ensayo 

1 (BBM modificado) y adición de acetato de 

sodio a una concentración de 1,6g/L a partir 

de los 22 días de cultivo. 

Tabla 3. Composición química del medio de 

cultivo RM.  

Componentes Cantidad (g/L) 

NaNO3 2,13 g/L 

K2HPO4 0,20 g/L 

MgSO47H2O 0,74 g/L 

CaCl₂2H2O 0,07 g/L 

FeSO47H2O 0,03 g/ L 

EDTA - Na2   0,04 g/L 

MnCl24H2O 0,002 g/L 

ZnCl2 0,001 g/ml 

CuSO45H2O 0,0025 g/ml 

Na2MoO42H2O 0,0002 g/ml 

CoCl2 0,00001 g/ml 
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Análisis de crecimiento y estadio 

evolutivo de H. pluvialis 

El análisis de crecimiento de la microalga en 

cada uno de los ensayos se realizó tomando 

aproximadamente cada 7 días 1 muestra de 

250 uL con pipeta manual, la cual se 

dispensó entre la cámara de Neubauer y una 

laminilla portaobjetos para ver por 

microscopía en 40X si existía algún cambio 

morfológico de la microalga y realizar los 

recuentos celulares por duplicado en la 

cámara; posterior a los 22 días de cultivo con 

la adición de acetato de sodio el muestreo se 

realizó tomando dos muestras de los cultivos 

organizados numéricamente por días las 

cuales fueron monitoreadas a lo largo del 

tiempo hasta el último día del ensayo, cabe 

aclarar que a las muestras altamente 

concentradas se les realizó diluciones en 

proporción 1:10 y 1:100 con agua destilada 

para hacer efectivo el análisis y el registro de 

datos. 

Determinación de la concentración de 

clorofila y astaxantina. Posterior a la 

realización de los recuentos celulares, se 

realizaron las curvas de calibración para 

cada analito a analizar (clorofila y 

astaxantina) y en el espectrofotómetro 

Jemway modelo 6405 se obtuvieron las 

absorbancias de los analitos a emisiones de 

667 nm y 475 nm respectivamente. El 

muestreo de cada medio del ensayo para la 

cuantificación se realizó extrayendo 1 ml de 

la suspensión celular en tubos que se 

centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 

minutos en centrífuga Eppendorf 5702, 

posteriormente, se añadió 1 ml de metanol a 

los tubos, seguido de una incubación de 10 

minutos en baño serológico a 60°C y 

finalmente se cuantificó las concentraciones 

en ug/ml (Lancheros et al., 2021). 

Extracción de astaxantina con disolución 

en aceite de soja y etanol. Esta 

metodología de extracción está basada en la 

separación de componentes por 

liposolubilidad siendo esta una de las 

características químicas más importantes de 

la astaxantina. El protocolo se llevó a cabo 

de la siguiente manera: 

1. Se organizaron los medios de cultivo 

por ensayo y por grupo dependiendo si 

estaban suplementados con el tratamiento 

de acetato de sodio o no, se agitaron de 

forma manual y el contenido celular de cada 

uno de los medios se transfirió en 2 tubos 

Falcon de 10 ml. 

2. Las muestras tomadas de cada uno de 

los medios de cultivo se centrifugaron a 

12.000 rpm por 5 minutos, y posterior a ello, 

se retiró todo el sobrenadante para poder 
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secar las algas a una temperatura de 80°C 

en plato de porcelana. 

3. Cuando las algas secaron, se transfirió 

en tubos de ensayo 0,5 mg del contenido en 

polvo y se les adicionó 0,5 ml de etanol junto 

con perlas de vidrio envueltas en papel 

aluminio las cuales se encargan del 

rompimiento celular al ser agitadas 

vigorosamente en vortex durante un tiempo 

de 3 minutos. 

4. A cada tubo se le agregó 3 ml de aceite 

de soja, se mezcló de manera uniforme todo 

su contenido y para garantizar la correcta 

extracción del extracto se repitió el proceso 

desde el paso anterior 3 veces.  

5. Posteriormente los tubos se incubaron 

en baño serológico a una temperatura de 

36°C por un minuto e inmediatamente 

transcurrido el tiempo los tubos se llevaron 

a baño frío (0-4°C) por un tiempo de una 

hora ya que el cambio de temperatura 

contribuye a la separación de la astaxantina 

de los demás componentes celulares.  

6. El extracto obtenido de todo el proceso 

se centrifugó suavemente a 4.000 rpm en 

tiempos de 5 minutos y se recolectó el 

sobrenadante hasta completar los 10 ml. 

7. Finalmente se realizó la medición de 

absorbancias a 667 nm y 475 nm en 

espectrofotómetro para poder realizar el 

cálculo de la concentración de astaxantina 

extraída por ensayo y teniendo en cuenta si 

los medios de cultivo tenían o no tratamiento 

de sales de acetato de sodio (Xiaohui et al., 

2015). 

Análisis estadístico. Los dos ensayos se 

llevaron a cabo por duplicado y los datos 

recopilados se registraron en hojas de 

cálculo de Excel y se sometieron a un 

análisis de varianza ANOVA de un factor 

para establecer diferencias significativas 

entre los diferentes medios de cultivo; las 

diferencias se consideraron significativas a 

una probabilidad del 5% (P<0,05). Los 

resultados se presentaron en tablas y 

gráficas utilizando Excel 2018; para la 

realización del análisis estadístico se 

organizaron los datos de la siguiente 

manera; siendo, T1= Cultivos en medio BBM 

sin acetato de sodio; T2= Cultivos en medio 

BBM con acetato de sodio; T3= Cultivos en 

medio RM sin acetato de sodio; T4= Cultivos 

en medio RM con acetato de sodio y si se 

encontraban diferencias significativas entre 

las variables analizadas, se aplicó el método 

de Tukey para crear intervalos de confianza 

y comparar todas las diferencias entre las 

medias de los tratamientos. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Morfología. La microalga Haematococcus 

pluvialis presenta un ciclo de vida que 

responde de manera específica a los 

estímulos ambientales a los que es 

sometido, caracterizado por la presencia de 

tres morfologías distintas: la fase vegetativa, 

que se presenta en tonalidades verdes y 

cuenta con flagelos que le permiten la 

facilidad de desplazarse, esta fase tiene una 

matriz extracelular gelatinosa que rodea la 

membrana plasmática y es mucho más lábil, 

además esta es la fase del ciclo en la que la 

microalga tiene un crecimiento activo 

(Alcaraz y Gilabert, 2018). La fase palmella, 

también es de color verde, pero con una 

estructura esférica y sin flagelos, perdiendo 

así la movilidad, lo anterior ocurre cuando las 

condiciones ambientales no son ideales. 

Finalmente, la fase aplanospora, se 

distingue por su coloración roja, su forma 

esférica y la ausencia de flagelos; siendo 

esta última la fase de crecimiento más 

importante debido a la capacidad de la 

aplanospora para sintetizar y acumular 

astaxantina (Richmond y Qiang, 2013). Esta 

última, se caracteriza por tener una pared 

celular extremadamente resistente que 

rodea la membrana plasmática formada en 

su mayor parte por un compuesto semejante 

a la esporopolenina, esto le permite resistir a 

condiciones ambientales de estrés 

significativas. En la figura 1, se presentan los 

tres tipos de morfología que obtuvo 

Haematococcus pluvialis a lo largo de la 

investigación vistas bajo microscopía óptica 

en objetivo 40X.

Figura 1. Imágenes de microscopía de los estadios del ciclo de vida en Haematococcus pluvialis. 
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Ensayo 1. En el primer ensayo realizado en 

medio de cultivo BBM modificado se registró 

un recuento inicial de 2,50x105 células/ml y 

un recuento de 7,30x106 células/ml al 

finalizar los 105 días de cultivo, tal como se 

evidencia en la figura 2. Estas cifras sugieren 

la biomasa producida en Haematococcus 

pluvialis durante el ensayo; la mayoría de 

estudios se centran en la alta producción 

celular la cual es posible bajo condiciones 

favorables de cultivo, pero, así mismo la 

acumulación de biomasa en las células 

podría inhibirse cuando existe carencia de 

nutrientes o contaminación con algún otro 

tipo de microorganismo (Zhang et al., 2018).

Figura 2. Curva de crecimiento celular en medio de cultivo BBM modificado (Menor % nitrógeno) 
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Tabla 5. Relación entre las concentraciones de astaxantina y clorofilas obtenidas en el primer 

ensayo sin tratamiento de acetato de sodio (ug/ml) 

Fecha Matraz Abs Clorofila [Clorofila] 
Abs 

Astaxantina 
[Astaxantina] 

15/06/2023 
MATRAZ 1 (ST) 

 Día 23 
0,188 11,1 0,012 0,94 

22/06/2023 
MATRAZ 3 (ST) 

Día 30 
0,105 6,27 0,018 1,13 

13/07/2023 
MATRAZ 5 (ST) 

Día 50 
0,082 4,9 0,114 4,14 

19/07/2023 
MATRAZ 7 (ST) 

Día 56 
0,055 3,4 0,115 4,17 

1/08/2023 
MATRAZ 1 (ST) 

Día 69 
0,072 4,4 0,197 6,74 

8/08/2023 
MATRAZ 3 (ST) 

Día 77  
0,03 1,9 0,206 7,02 

15/08/2023 
MATRAZ 5 (ST) 

Día 84 
0,02 1,4 0,198 6,77 

22/08/2023 
MATRAZ 7 (ST) 

Día 91 
0,023 1,5 0,215 7,30 

 

Esta producción se dio gracias a los factores 

de estrés otorgados al medio de cultivo; en 

los matraces suplementados la producción 

final de astaxantina fue de 34,01 ug/ml y la 

producción en los matraces no tratados fue 

de 27,84 ug/ml, lo cual se debió también al 

estrés salino inducido durante el ensayo. 

Tabla 6. Relación entre las concentraciones de astaxantina y clorofilas obtenidas en el primer 

ensayo con tratamiento de acetato de sodio (ug/ml) 

Fecha Matraz Abs Clorofila [Clorofila] 
Abs 

Astaxantina 
[Astaxantina] 

15/06/2023 
MATRAZ 2 (CT) 

 Día 23 
0,181 10,7 0,01 0,88 

22/06/2023 
MATRAZ 4 (CT) 

Día 30 
0,112 6,67 0,081 3,10 

13/07/2023 
MATRAZ 6 (CT) 

Día 50 
0,099 5,92 0,132 4,70 

19/07/2023 
MATRAZ 8 (CT) 

Día 56 
0,06 3,66 0,162 5,64 

1/08/2023 
MATRAZ 2 (CT) 

Día 69  
0,065 3,95 0,211 7,18 

8/08/2023 
MATRAZ 4 (CT) 

Día 77  
0,045 2,80 0,221 7,49 

15/08/2023 
MATRAZ 6 (CT) 

Día 84 
0,009 0,72 0,286 9,53 

22/08/2023 
MATRAZ 8 (CT) 

Día 91 
0,045 2,80 0,295 9,81 
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La producción de astaxantina en 

Haematococcus pluvialis está influenciada 

por la deficiencia de nitrógeno; para lo cual, 

la mayoría de los estudios requieren del uso 

del medio de cultivo BBM. Para este ensayo 

la deficiencia de nitrógeno aplicado al medio 

de cultivo fue un factor de estrés significativo 

y de gran relevancia ya que en la literatura 

algunos autores describen que altos niveles 

de nitrógeno en los medios de cultivo 

conducen a la muerte celular de las algas y 

consigo la deficiente producción de biomasa 

lo cual se quiso evitar con la modificación en 

la preparación del medio (Rey et al., 2019). 

La biosíntesis de la astaxantina está 

relacionada con el cambio morfológico de las 

células que presenta durante las condiciones 

de estrés a la que es sometida la microalga 

H. pluvialis; las células vegetativas 

experimentan un cambio en su forma, 

convirtiéndose en células intermedias en 

fase de enquistamiento y por último células 

quísticas más conocidas como 

aplanosporas. Sin embargo, la ruta 

metabólica comienza con la condensación 

de dos moléculas de difosfato de 

geranilgeranilo de 20 carbonos para formar 

la molécula de fitoeno de 40 carbonos 

gracias a la enzima fitoeno sintasa (PSY) 

(Steinbrenner y Linden, 2001). La 

astaxantina es un tetraterpeno que es 

sintetizado a partir de unidades de isopreno, 

por lo tanto, el componente clave de los 

carotenoides es el pirofosfato de isopentenilo 

(IPP) que se genera tanto en el citosol como 

en el cloroplasto de la microalga. La 

coloración aparece después de una serie de 

reacciones de desaturación que alargan la 

serie conjugada de dobles enlaces carbono-

carbono, en donde las enzimas encargadas 

de esta desaturación son la fitoeno 

desaturasa (PDS) y caroteno desaturasa 

(ZDS) aumentando los enlaces dobles de 

carbono y generando el pigmento 

característico en los carotenoides (Maquera, 

2015). La molécula de ZDS se convertirá en 

licopeno y éste será sometido a una ciclación 

de uno o ambos grupos terminales, 

catalizada por dos enzimas licopeno ciclasas 

(LCY-e y LCY-b) (Camacho et al., 2013). A 

partir de este proceso, se genera el α-

caroteno que corresponde a un precursor de 

la luteína y β-caroteno que es un precursor 

de carotenoides como la astaxantina. 

Finalmente, el β- caroteno es convertido en 

astaxantina por la adición de grupos 

carbonilos en la posición 4 y 4’, y grupos 

hidroxilo en la posición 3 y 3’, 

respectivamente, esta última etapa 

corresponde a la oxigenación, en donde las 

enzimas β-caroteno cetolasa (BKT) y β-
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caroteno hidroxilasa (CrtR-b) actúan en el β-

caroteno produciendo la astaxantina 

(Córdoba et al., 2015). 

Por otra parte, la salinidad desempeña un 

papel crucial en el crecimiento de las 

microalgas; tras la fase exponencial, la 

aplicación de factores de estrés, como el 

acetato de sodio y el cloruro de sodio, 

propicia una mayor producción de 

astaxantina (Lancheros et al., 2021), en 

razón de que la salinidad puede influir en la 

productividad lipídica de las microalgas; 

estudios han demostrado que la adición de 

NaCl en combinación con acetato de sodio a 

concentraciones adecuadas puede 

aumentar la acumulación de astaxantina 

mediante la generación de especies 

reactivas de oxígeno, por lo tanto, las 

adiciones de NaCl se utilizan con frecuencia 

para inhibir el crecimiento celular y estimular 

la síntesis de astaxantina (Hazwani et al., 

2021). Teniendo en cuenta lo anterior, los 

resultados del ensayo 1 muestran que el uso 

de acetato de sodio como único factor de 

estrés es igualmente eficaz para estimular la 

producción de astaxantina sin necesidad de 

combinarlo con otro tipo de sales. Esto 

sugiere que el acetato de sodio puede ser 

una opción viable y más sencilla para inducir 

la acumulación de astaxantina, optimizando 

el proceso sin comprometer los 

rendimientos. 

Figura 3. Cuantificación de clorofila y astaxantina del ensayo 1 en medio de cultivo BBM sin 

tratamiento (mg/ml). 
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Adicionalmente, en la figura 3 y 4 se 

evidencia de manera gráfica el aumento en 

la producción de astaxantina y la reducción 

de la concentración de clorofila con el paso 

de los días a lo largo del ensayo. 

Figura 4. Cuantificación de clorofila y astaxantina del ensayo 1 en medio de cultivo BBM con 

tratamiento (mg/ml). 

 

Ensayo 2. En el segundo ensayo realizado 

en medio cultivo RM se registró un recuento 

inicial de 1,66x104 células/ml y un recuento 

de 4,10x105 células/ml al finalizar los 72 días 

de cultivo, tal como se evidencia en la figura 

5. 

Figura 5. Curva de crecimiento celular en medio de cultivo RM 
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positivo del ensayo; esto con el fin de 

establecer una comparación efectiva entre 

los cultivos tratados y los no tratados a partir 

del día 23 del ensayo, en el cual se evidenció 

que la producción de astaxantina fue mayor 

a la de clorofila a partir del día 44 del ensayo.

Tabla 7. Relación entre las concentraciones de astaxantina y clorofilas obtenidas en el segundo 

ensayo sin tratamiento de acetato de sodio (ug/ml) 

Fecha Matraz Abs Clorofila [Clorofila] Abs Astaxantina [Astaxantina] 

10/10/2023 
MATRAZ 1 (ST) 

 Día 22 
0,196 11,5 0,009 0,85 

18/10/2023 
MATRAZ 3 (ST) 

Día 30 
0,193 11,35 0,011 0,91 

24/10/2023 
MATRAZ 5 (ST) 

Día 36 
0,159 9,4 0,015 1,03 

1/11/2023 
MATRAZ 7 (ST) 

Día 44 
0,125 7,4 0,097 4,17 

7/11/2023 
MATRAZ 1 (ST) 

Día 50 
0,096 5,7 0,107 3,92 

14/11/2023 
MATRAZ 3 (ST) 

Día 57 
0,064 3,9 0,117 4,23 

21/11/2023 
MATRAZ 5 (ST) 

Día 64 
0,054 3,3 0,126 4,51 

29/11/2023 
MATRAZ 7 (ST) 

Día 72 
0,054 3,3 0,138 4,89 

Mientras que en fiolas no suplementadas la 

producción de astaxantina empezó a 

mostrarse mayor a la de clorofila a partir del 

día 57 del ensayo, siendo así en los 

matraces suplementados una producción 

final de astaxantina de 25,74 ug/ml y la 

producción en los matraces no tratados de 

17,55 ug/ml, ver tabla 7 y 8. 

Tabla 8. Relación entre las concentraciones de astaxantina y clorofilas obtenidas en el segundo 

ensayo con tratamiento de acetato de sodio (ug/ml) 

Fecha Matraz Abs Clorofila [Clorofila] Abs Astaxantina [Astaxantina] 

10/10/2023 
MATRAZ 2 (CT) 

 Día 22 
0,182 10,7 0,01 0,88 

18/10/2023 
MATRAZ 4 (CT) 

Día 30 
0,177 10,43 0,012 0,94 

24/10/2023 
MATRAZ 6 (CT) 

Día 36 
0,142 8,40 0,099 3,67 

1/11/2023 
MATRAZ 8 (CT) 

Día 44 
0,062 3,78 0,195 6,68 

7/11/2023 
MATRAZ 2 (CT) 

Día 50 
0,056 3,43 0,206 7,02 
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14/11/2023 
MATRAZ 4 (CT) 

Día 57 
0,042 2,62 0,189 6,49 

21/11/2023 
MATRAZ 6 (CT) 

Día 64 
0,017 1,18 0,158 5,52 

29/11/2023 
MATRAZ 8 (CT) 

Día 72 
0,012 0,89 0,196 6,71 

De manera similar al ensayo anterior, las 

figuras 6 y 7 muestran gráficamente el 

incremento en la producción de astaxantina 

y la disminución en la concentración de 

clorofila a lo largo del experimento. Este 

comportamiento fue clave en el proyecto de 

investigación, ya que ambos ensayos 

mostraron una clara relación inversamente 

proporcional entre la clorofila y la 

astaxantina, lo que sugiere una transición 

metabólica hacia la síntesis de carotenoides 

bajo condiciones de estrés. 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 6. Cuantificación de clorofila y astaxantina del ensayo 2 en medio de cultivo RM sin 

tratamiento (ug/ml) 
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Figura 7. Cuantificación de clorofila y astaxantina del ensayo 2 en medio de cultivo RM con 

tratamiento (ug/ml) 

 

Luego de realizar el análisis estadístico de 

varianza (ANOVA) con un nivel de confianza 

del 95% entre ambos ensayos del estudio, se 

determinó que la adición de acetato de sodio 

como factor de estrés adicional no produjo 

diferencias significativas entre los ensayos 

(P = 0,17). A pesar de ello si existe una 
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ensayo, la tabla 9 muestra la diferencia entre 

ambos procesos y el porcentaje de pérdida 

posterior a la extracción. 
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Producción De Astaxantina (Ug/Ml) 

T1 T2 T3 T4 

34,01 27,48 25,74 17,55 

Producción De Astaxantina Post Extracción (Ug/Ml) 

22,96 20,89 20,64 13,86 

% De Perdida De Astaxantina Posterior A La Extracción 

6,45 6,30 6,04 9,14 

Los resultados del porcentaje de pérdida de 

astaxantina se justifican en las condiciones 

del proceso, el seguimiento del protocolo y 

se atribuyen en parte al método de 

extracción empleado; según la literatura, la 

exposición prolongada a altas temperaturas 

durante el proceso de extracción contribuye 

significativamente a la degradación del 

caroteno, afectando su estabilidad y 

rendimiento (Velásquez y Salinas, 2022). En 

el caso del uso de aceites como método de 

extracción se debe tener en cuenta la 

influencia del contenido de triglicéridos, 

ácidos grasos libres, compuestos anfifílicos 

endógenos, glicéridos parciales, fosfolípidos 

y el grado de refinación del aceite; Li y 

colaboradores en el año 2019 justifican que 

entre más contenido de ácidos grasos 

poliinsaturados existan en el aceite mayor es 

el rendimiento en la extracción. Para el caso 

del aceite de soja, este es un tipo de aceite 

extraído a partir de plantas por lo que 

contiene alto contenido de ácidos grasos 

insaturados y es rico en grasas 

poliinsaturadas como omega 3, omega 6 y 

ácido linoleico (Webster, 2020). 

A nivel industrial es importante desarrollar 

alternativas de extracción funcionales de 

carotenoides que sean amigables con el 

medio ambiente y el personal involucrado, 

como es el caso de los aceites vegetales, los 

cuales, representan una opción económica, 

de fácil acceso y bajo costo, lo que los 

convierte en una alternativa más segura, 

sostenible y viable. Su uso como disolvente 

está ganando relevancia en la industria 

farmacéutica, cosmética y alimentaria por 

sus propiedades al ser no volátiles y no 

irritantes para su aplicación en estas áreas 

(Velasquez y Salinas, 2022).  

Luego de realizar el análisis estadístico de 

varianza (ANOVA) con un nivel de confianza 

del 95% entre ambos ensayos, se determinó 

que la adición de acetato de sodio como 

factor de estrés adicional produjo diferencias 

significativas entre los medios de cultivo con 

y sin tratamiento para la posterior extracción 

de astaxantina (P = 0,0000354). Además, se 

llevó a cabo una prueba de Tukey para 



@LIMENTECH CIENCIA Y TECNOLOGÍA ALIMENTARIA 
ISSN Impreso 1692-7125/ ISSN Electrónico 2711-3035. Volumen 22 No. 2, p. 156 – 181, año 2024 

Facultad de Ingenierías y Arquitectura  

Universidad de Pamplona 

    
 
 
 
 
 

177 

*1Nieto Rodríguez María Mónica, 2Trujillo Montaño María Camila, 3Lancheros Díaz Ana 

Graciela 

identificar específicamente qué tratamientos 

presentaron diferencias significativas entre 

sí, dando como resultado diferencias entre 

T1-T3, T2-T3 y T3-T4, donde se concluye 

que el medio BBM modificado demostró ser 

el más efectivo tanto para la producción 

como la extracción de astaxantina y la 

adición del tratamiento de acetato de sodio si 

es significativo para el proceso al ser 

encargado de regular la expresión de genes 

en Haematococcus pluvialis en comparación 

de los medios de cultivo que no tuvieron 

tratamiento adicional.  

Otro de los factores importantes de estrés 

además de la adición del acetato de sodio es 

la intensidad lumínica, la cual provoca daño 

fotooxidativo y garantiza la fotosíntesis 

durante el proceso y la supervivencia de la 

microalga (Gamboa et al., 2024). 

Adicionalmente la luz intensa desencadena 

la síntesis de astaxantina al generar la 

conversión de pigmentos a energía química 

en forma de ATP y NADPH a través de una 

cadena de transporte de electrones 

fotosintética. Esto está explicado por la 

capacidad de las algas para almacenar 

energía química en almidón fijando CO₂ a 

través del ciclo de Calvin (Hazwani, et al., 

2021).  

Existen variaciones de estudio con luz 

blanca, azul y roja durante la fase de 

crecimiento celular y acumulación de 

astaxantina, con los que se demostró que el 

cultivo en biorreactor con luz roja permite 

aumentar densidad celular, la luz azul induce 

cambios en la morfología de Haematococcus 

pluvialis y mejora la acumulación de 

astaxantina en célula (Ávila et al., 2019). Sin 

embargo, con la realización de los ensayos 

con luz blanca se concluye que también es 

útil como factor de estrés productor de 

astaxantina. Se observó que el medio BBM 

modificado fue el más efectivo para producir 

astaxantina a diferencia del estudio que 

realizó Niño y colaboradores en el año 2017, 

en el cual concluyen que el medio de cultivo 

RM presenta mayores tasas de crecimiento 

con recuentos celulares de 7,55x105 

células/ml, seguido del medio de cultivo BBM 

con recuento de 3,88x105 células/ml. 

CONCLUSIONES

Se concluye que la microalga 

Haematococcus pluvialis es clave para la 

producción de astaxantina, eficiente del 

pigmento durante los ensayos en los medios 

de cultivo BBM y RM; se destaca el medio 

BBM que aporta mejor las condiciones de 
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cultivo y extracción del carotenoide. Se logró 

demostrar que el uso de acetato de sodio a 

1,6 g/L y el uso de luz blanca como factores 

de estrés en el ensayo son importantes para 

la eficiente producción de astaxantina. 

No existen diferencias significativas entre los 

tratamientos aplicados, el mejor crecimiento 

se observó en el tratamiento 2 (medio de 

cultivo BBM con la adición de acetato de 

sodio al 1,6 g/L). Se confirmo que el medio 

de cultivo BBM suplementado con acetato de 

sodio es importante para los procesos de 

extracción del pigmento. 

Se logró extraer la astaxantina producida con 

el método de disolución en aceite de soja 

siendo una opción viable, económica y 

amigable con el medio ambiente lo que 

sugiere que puede tener aplicación a nivel 

industrial, alimentario o nutracéutico 

contribuyendo al desarrollo de protocolos y 

técnicas de obtención de carotenoides de 

interés biotecnológico con proyección social. 
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