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RESUMEN

La astaxantina es un pigmento natural ampliamente
distribuido en la naturaleza y de gran interés comercial como
colorante y por sus diversas propiedades como pigmento y
bioactivas. EI Haematococcus pluvialis es un alga verde que
acumula carotenoides, principalmente astaxantina cuando es
expuesto a condiciones de estrés. Sin embargo, en la
literatura no se encuentran estudios sistematicos que
permitan determinar las condiciones de estrés que mejor
favorezcan la acumulacion de astaxantina para una
produccion industrial mas rentable. Para tal fin se debe
establecer inicialmente la linea base de comportamiento de H.
pluviales a condiciones de cultivo estandar, propdésito del
presente trabajo mediante la revisién teérica de las diferentes

condiciones de crecimiento de H. pluviales en los medios de
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INTRODUCCION

Las microalgas son fuente de un gran

namero de compuestos bioactivos de interés

Alimentaria

cultivo reportados relacionados con la mayor produccion de
astaxantina, para lo cual se tienen en cuenta valores de pH,
temperatura, CO,, aireacién, luz, ciclos luz/oscuridad,

agitacion, deficiencia de nitrogeno y fosforo.

Palabras claves: Pigmento, microalga, carotenoides,

condiciones del cultivo, medio de cultivo
ABSTRACT

Astaxanthin is a natural pigment widely distributed in nature
and of great commercial interest as a colorant and its various
properties as a pigment and bioactive. Haematococcus
pluvialis is a green alga which accumulates carotenoids,
particularly astaxanthin when exposed to stress conditions.
However, in the literature there are systematic studies to
determine the stress conditions that best the accumulation of
astaxanthin for more profitable industrial production. To that
end should initially set the base line behaviour of H. pluvialis
in standard culture conditions, purpose of this work was the
reviewing of the different growth conditions of H. pluvialis in
the culture media reported related with more production of
astaxanthin, for which takes into account pH, temperature,
CO., aeration, light, light / dark cycles, agitation, nitrogen and

phosphorus deficiency.

Keywords: carotenoids, microalgae, culture conditions, the

culture medium, pigment.

industrial, como los carotenoides que se
utiizan como colorantes naturales en

alimentacién animal y humana, asi como en
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la industria farmacéutica, cosmética y en la
acuicultura. Ademas se han propuesto como
agentes efectivos en la prevenciéon de una
variedad de enfermedades, debido a su
capacidad antioxidante, inmunoreguladora,

anti-inflamatoria y anti-cancerigena.

El ketocarotenoide astaxantina es el mas
importante desde el punto de vista
biotecnol6gico. Hoy la mayor cantidad de
astaxantina es producida por sintesis
guimica y es vendida a un precio de US
$2500/kg. El alto precio y el incremento en la
demanda para este compuesto,
especialmente de origen natural, en las
diferentes industrias, hace que sea de interés
la produccion astaxantina a partir de
microalgas como la  H. pluvialis, que
acumula cantidades importantes (mas del
4%/g de peso seco) y de mejor calidad que
las obtenidas por otras fuentes como

levaduras y plantas. La acumulacion del

MATERIALES Y METODOS

Condiciones de cultivo. Microorganismo

estudiado: Haematococcus pluvialis.

Establecimiento de crecimiento a
condiciones estandar reportadas para
establecer una plataforma de trabajo y

linea base de crecimiento.

EBEecLimenTECH

A Ciencia y Tecnologia
Alimentaria

pigmento en H. pluvialis ocurre durante la
transformacién de la microalga desde el
estado vegetativo (fase verde) a aplanospora
(fase roja) cuando cesa su crecimiento en la
fase estacionaria. Otros tipos de estrés
inducen la acumulacion de astaxantina como
son temperatura, intensidad luminica, ciclos
de luz/oscuridad, concentracion de
nutrientes, pH, especies reactivas de
oxigeno, sales y presencia de inhibidores de
procesos metabdlicos a diferente nivel. Sin
embargo, esta microalga tiene sus
dificultades en el momento de cultivo y de
obtener el pigmento en cantidades de interés
debido a su ciclo celular complejo. Es por lo
tanto necesario establecer las condiciones
de crecimiento adecuadas que lleven a una
buena  produccion de biomasa vy
posteriormente de astaxantina para poder
considerar a H. pluvialis como fuente natural

de este.

Revision de articulos relacionados con el
cultivo de H. pluvialis bajo condiciones
estdndar y controladas, reportadas. Los
parametros elegidos para seleccionar los
medios de cultivos y condiciones
relacionadas fueron la biomasa por peso

seco Y la concentracion de astaxantina.
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Determinacién de la produccién de

astaxantina.

Se determiné la produccibn de la
concentracion de astaxantina y unidades de

medicion.

Disefio experimental y andlisis de datos

RESULTADOS Y DISCUSION

Fisiolégicamente la  acumulacion  de
astaxantina en H. pluvialis ocurre en
respuesta a varias condiciones de estrés
ambiental como alta intensidad de luz,
limitaciones de nitrégeno, fésforo y estrés por
sal. (Steinbremer J. y Linden H, 2001) (Wang

etal., 2013).

El cambio morfolégico en H. pluvialis de
células vegetativas verdes, para incrementar
el numero de células, a células con quistes
rojos que acumulan astaxantina, es inducido
por algunos factores, tales como:
temperatura alta, deficiencia de nutrientes
(nitrato, magnesio, sulfato y fosfato), alta
intensidad de luz, alta salinidad y estrés
oxidativo. (Yoshimura et. al., 2006) (Ranbjar
et. al, 2008) (Hana et. al. 2013).

Otras de las condiciones de estrés
ensayadas son: estrés de nutrientes, alta

intensidad de luz, alta salinidad (Lababpour

EBEecLimenTECH

A Ciencia y Tecnologia
Alimentaria

Se realiz6 un andlisis multicriterio de los
medios reportados en la literatura y de
condiciones fotoautotréficas: pH,
temperatura, CO,, aireacion, luz, ciclos
luz/oscuridad, agitacién, deficiencia de

nitrégeno.

A y Gyun Lee, 2006), pH y nutrientes
organicos como acetato (Eonseon et. al.,

2006) G combinacibn  cloruro de
sodio/acetato de sodio, aumentando el
contenido total de carotenoides y contenido
total de astaxantina. (Vidhyavathi et al.,

2008).

En la tabla 1 se pueden observar en forma
general las diferentes condiciones de cultivo
ensayadas en los estudios revisados,
incluyendo el uso de fotobioreactores,
mezclandolo con irregulares ciclos de
luz/oscuridad. (Ranbjar et. al., 2008).

Tabla 1. Condiciones de -cultivos de
haematococcus pluvialis relacionados con

concentracién de astaxantina.

CONDICIONES DE CULTIVO | CONCENTRACION
AUTOR DE ASTAXANTINA

Se us6 disminucién de | Acumulacion
nitrato (5% del medio), alta
intensidad de luz blanca
(150 umol/mas) Grinewald
et al.,2000
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Presencia de acetato de
sodio (45 mM), Fe(ll) (450
uM), alta intensidad de luz
(125 umol/mas).
Steinbremer J y Linden H
2001

13,5 mg/g peso
seco

EBEecLimenTECH

A Ciencia y Tecnologia

Alimentaria

Se us6 lluminacién con
LEDS azul (8-12 umol/mas),
ajuste de pH menor a 9,5;
Labapour et al., 2005.

50 - 70 ug/ml

Medio bristol, temperatura
25°C, fotoperiodo
12/12/1.25 g/l de NaNO3 es
la concentracién adecuada
para un mayor rendimiento
e biomasa; 2003.

Acumulacion

Alta intensidad de luz, pH
6.3 +/- 0.5, CO2, agitacion;
Lababpour A. y Gyun Lee,
2006

12 mg/ml

Luz azul LEDS (12
umol/mas); Yoshimura et.al,
2006

0,13 - 0,16
ug/ml/h

Medio OHM, temperatura
25 °C, pH 72 - 78,
fotoperiodo 12:12,
Aireacion con CO:
intermitente  por 10 seg
durante 10 min, intensidad
luminica 40 pmol foton/m2/s
(Lamparas  fluorescentes
blancas) 240 pmol
fotdn/m2/s (Recomiendan
una intensidad mayor para
la formacion del pigmento);
2003

9,6 mg I-1 dia

Se us6 alta intensidad de
luz (430 umol/m2s), alta
concentracion de cloruro de
sodio (més de 0,8%), estrés
de nitrégeno y fosforo,
presencia de nitrato de
calcio, acetato de sodio (45
mM), sulfato de hierro (450
uM) y malonato;

Eonseon et al.,2006

Alta produccion
de astaxantina

Se us6 alta intensidad de
luz (350 umol/m2s) Wang B.
y Zarca A ,2003

43 mg/ml

Medio bristol, Temperatura
23 +/- 2 durante 14d, pH
6.0, fotoperiodo 12/12, PFD
35Y 85 mol m-2 s-, NH4 ClI
como fuente de nitr6geno
que obtuvo la mayor
concentracién de biomasa;
Cifuentes et al. 2003

10,3 mg/g

Se uso temperatura (25°c),
aireacién de CO2 (1,5%v/v),
altaintensidad de luz blanca
(75 umol/mzs), pH menor de
8.0, fertilizantes (urea +
K2HPO4+KH2P0O4 6 N-P-
K); Meltem et al.,2007

Biomasa 0,90
g/L

Se uso alta intensidad de
luz (700 umol/m?s), 2,42 g/L
de trisacetato; Steinbrenner
J.y Sandmann G., 2006.

11,4 mglg +/-
0,9 peso seco

Se usa estrés oxidativo:
acetato de sodio, Fe(ll), alta
intensidad de luz Wang et
al., 2004,

Acumulaciéon de
astaxantina

Medio Basal Bold,
Temperatura 28
°C,lluminacion continua, 1.5
% CO2, BAR para mayor
produccién de astaxantina);
Dominguez et al., 2004.

98 mg/g

Medio OHM, pH7.0,
temperatura 25 = 0,5 °C,
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W con una
intensidad luminica de 5000
+ 50 lux, 0.51 % CO2,
concentraciéon nitrogeno 4
mM; Dominguez et al,.
2007.

Acumulacion

Se usO luz blanca LEDS
(600 umol/m2s) Torzillo et
al., 2005.

23,7 % del total
de carotenoides

Ciclo luz/oscuridad,
temperatura (20°c),pH
cercano a 8.0, aireacion de
CO2, fotobioreactor, ciclos
luz : oscuridad; Ranbjar
et.al.,2008

460 — 600
mg/ml

Se usé alta intensidad de
luz (80 umol/m2s), 5% CO2,
limitacion nitrogeno y
fésforo; Kang et al., 2006.

77 mg/g

Presencia de alta intensidad
de luz (60 umol/mz2s), estrés
de nutrientes, cloruro de
sodio(17,1 mM)/acetato de
sodio (4,4 mM) Vidhyavathi
et al., 2008.

24.5 - 32 mg/g
peso seco
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intensidad luminica de 5000
+ 50 [ux0.51% COg,
ausencia de nitrdgeno;
Ramirez, 2013.

Medio Bold Basal, | 24.5mg/ gde
temperatura 25 °C, peso seco
fotoperiodo 16:8, intensidad

luminica60 pmol

foton/m2/s; 2008

Estrés oxidativo por 10,7 mg/g
ortovanadato de  sodio biomasa
(menos de 5mM),

temperatura 24 °C,
iluminacién continua con luz
fluorescente blanca (40
umol/m2s), aireacion de
CO2 (0,2 vvm) Tran et. al.,
20009.

Medio BBM, pH 7.0, 25 +
0,5 °C lamparas
fluorescentes marca
Sylvania Daylight F48T12/D
de 39W con una intensidad
luminica de 5000 *= 50
lux0.5%CO2, Nitrégeno en
concentracion 3,28x10-3 M,
Ramirez, 2013.

Acumulacion

Bristol selectivo

Con agitacion controlada de
25°Cun fotoperiodo de 12 h.
luz-12 h. oscuridad 0.25,
0.50, 0.75 ,1.0, 1.25 y 15
g/L; Sosa, 2009; Ramirez,
2013.

Acumulacion

F/2 Sin Nitrégeno, pH,
8,3714 -15 °C, Luz solar, luz
UV-vis, oscuridad; Sosa,
2009

Acumulacion

Medio F1, pH 7.0,
Temperatura 25 + 0,5 °C,
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W con una
intensidad luminica de 5000
+ 50 lux, 0.51% COg,
Concentracion de nitrégeno

Acumulacion

F/2 ,pH7-8,2, Temperatura
14 -15 °C, luz solar, luz UV-
vis, oscuridad; Sosa, 2009

Acumulacion

F/2, pH 7,7-8,2,
temperatura 14 -15 °C, luz
solar, luz UV-vis, oscuridad,
Sosa, 2009.

Acumulacion

Fortilizante folicular (QF),
pH 7,7-8,2, temperatura 14
-15 °C, Luz solar, luz UV-
vis, oscuridad; Sosa, 2009.

Acumulacion

3,28x10-3 M; Ramirez,
2013.
Medio BG-11, pH7.0, | Acumulacion

temperatura 25 = 0,5 °C,
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W

con una intensidad luminica
de 5000 = 50 lux, 0.51%
CO2 Concentracion de
nitrogeno  3,28x10-3 M;
Ramirez, 2013.

Temperatura 25 °C, pH 8.0,
lluminacion continua No se
dan concentraciones pero si
se usa Medio BG11 y RM
Variaron condiciones
autotrofas, heterotroficas y
mixotroficas. 75 mol
fotones; Imamoglu et al.
20009.

Acumulacion

Medio HONG-KONG,
pH7.0, temperatura 25 =+
0,5°C, lamparas
fluorescentes marca
Sylvania Daylight F48T12/D
de 39W con una intensidad
luminica de 5000 + 50 lux,
0.51 % COg, ausencia de
nitrégeno; Ramirez, 2013.

Acumulacion

Medio bristol, temperatura
20°+ 2 °C, pH 6, lluminacion
continua; Gémez et. al.,
20009.

58.42+4.0 pg
cel

Medio M1, pH 7.0,
temperatura 25 + 0,5 °C,
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W con una

Acumulacion

Medio M6, pH 7.0,
temperatura 25 + 0,5 °C
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W con una
intensidad luminica de 5000

Acumulacion

+ 50 Iux,0.51 % CO;
Ramirez, 2013.
Medio OHM, pH 7.0, | Acumulacion

temperatura 25 = 0,5 °C,
lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
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F48T12/D de 39W con una
intensidad luminica de 5000

+ 50 lux, 0.51%CO.,
concentracion nitrégeno
3,28x10-3 M; Ramirez,
2013.

Medio Z8, pH 7,0 25 £+ 0,5 | Acumulacion
°C, lamparas fluorescentes
marca Sylvania Daylight
F48T12/D de 39W con una
intensidad luminica de 5000
+ 50 lux 0.51% CO
Ausencia de nitrégeno;
Ramirez, 2013.

Medio BBM, Temperatura | Acumulacion
30°C, pH 5, Illuminacion
continua /acetato de sodio
0,25%; Hanan et al., 2013

Medio WC, temperatura | 17,66%1,22 mg/
23°C, pH7, fotoperiodo | g

12/12 4 % de CO2 / 350
micromoles de fotones;
Nunes et al. 2013.

Medio BBM, temperatura
24°C/fotoperiodo12/12/Adic
ibn de 6 concentraciones
distintas de vit B12,
intensidad  luminica 60
mmol/ m2/s; Lietal., 2013.

28,35 mg /|

Medio BG11, temperatura
20 °C, pH 7 - 8, iluminacion
continua, 1.5 % de COg,
bajas concentraciones de
nitrégeno biomasa,
intensidad luminica 30 pmol
m-2 s; Wang et al., 2013.

16.0 mg L-1 d-

CONCLUSION

Se logro establecer que las condiciones de
crecimiento adecuadas para la microalga H.
pluvialis que llevan a una buena produccién
de astaxantina son: utilizar medios de cultivo
como el BBM, OHM y BG11 bajo condiciones
de pH 7, fotoperiodo 20/4, temperatura 25

°C, agitacion continua, CO2 5 % e iluminacién

EBEecLimenTECH

A Ciencia y Tecnologia
Alimentaria

La acumulacién del pigmento en H. pluvialis
ocurre durante la transformacion de la
microalga desde el estado vegetativo (fase
verde) a aplanospora (fase roja) cuando cesa

su crecimiento en la fase estacionaria.

De acuerdo a la revision realizada los
factores que inducen la acumulaciéon de
astaxantina pueden ser temperatura,
intensidad luminica, ciclos de luz/oscuridad,
concentracion de nutrientes, pH, especies
reactivas de oxigeno, sales y presencia de
inhibidores de procesos metabdlicos a
diferente nivel, ya que esta microalga tiene
sus dificultades en el momento de cultivo y
de obtener el pigmento en cantidades de

interés debido a su ciclo celular complejo.

con lamparas fluorescentes blancas 40

umol/ms2s.
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