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Resumen

El Haematococcus pluvialis es una micro alga de gran importancia debido a la
capacidad que tiene para la produccion de astaxantina, pigmento que es utilizado
en las industrias farmacéutica, alimenticia y la acuicultura; sin embargo, la
obtencion de éste caroteno a escala industrial tiene un costo elevado en
comparacion con la astaxantina sintética, por lo que se encuentra en estudio la
evaluacion y experimentacion de diversos medios de cultivo que permitan
optimizar su crecimiento y la acumulacion de astaxantina, mediante la evaluacién
de condiciones como intensidad de luz, el ciclo luz/oscuridad, los efectos del
nitrogeno, el fosforo, el acetato y otros minerales, la concentracion de CO,, la
temperatura, el pH, la cantidad de biomasa producida, la cantidad de astaxantina
acumulada y composicion del medio, entre otros, todo esto con el fin de
determinar cuales son los medios de cultivo y las condiciones de crecimiento que
permiten obtener una cantidad considerable y adecuada de biomasa y un depdsito
conveniente de astaxantina;

La revision bibliografica permitié valorar la composicion de los medios de cultivo y
las condiciones de crecimiento de Haematococcus pluvialis y se llegd a la
conclusién que los medios de cultivo donde se presenta un 6ptimo crecimiento de
la microalga y una buena acumulacién de astaxantina son: el medio OHM, el
medio RM y el medio BBM.

Palabras claves: Haematococcus pluvialis, astaxantina, medios de cultivo, medio

OHM, medio BBM, medio RM, acuicultura, pigmento, carotenoide.

Abstract
The Haematococcus pluvialis is a microalgae with great importance, for their

capacity for producing astaxanthine, pigment used in pharmaceutical, food and
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aguaculture industries, but at industrial scale production for this carotene is too
costly compared with the synthetic one; for that reason, studies be reached to
evaluate and test of different culture media that permit growth optimization and
astaxanthine accumulation, by evaluating conditions as light intensity, light/dark
cycles, effect of nitrogen, phosphorus, acetate, minerals, CO2 concentration,
temperature, pH, produced biomass, cumulated astaxanthine amount and culture
media composition, etc., to determine what are the best culture medias and
growing conditions for obtaining appreciable and adequate biomass amounts and a
good quantity of astaxanthine.

The bibliographic review allows to evaluate the culture media composition and the
growing conditions of Haematococcus pluvialis and they conclude that the culture
medias where have higher microalgae growth of microalgae and good

astaxanthine accumulation are OHM, RM and BBM media.

Keywords: Haematococcus pluvialis, astaxanthine, culture media, OHM media,

BBM media, RM media, aquaculture, pigment, carothenoid.

Introduccién

Las microalgas son microorganismos con un elevado uso en la industria, debido a
la capacidad que poseen para producir y/o acumular pigmentos carotenoides de
importancia; sin embargo, la capacidad de crecimiento es muy limitada ya que su
tasa de crecimiento es baja y ademas porque éstos pigmentos son acumulados
por lo general cuando se le proporciona al microorganismo algunas condiciones de
estrés al medio de crecimiento; éstos microorganismos crecen en la naturaleza
utilizando la luz solar, la cual permite impulsar procesos celulares para la

asimilacion de nutrientes que son proporcionados en la naturaleza como el dioxido
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de carbono que es tomado del aire, los nitratos y los sulfatos que estan disueltos
en el agua y pequeias cantidades de iones metalicos; es por esto que es dificil
realizar el cultivo en el laboratorio, ya que para que el crecimiento sea optimo y la
produccién de pigmentos sea eficaz, se le debe proporcionar los nutrientes
adecuados para que el microorganismo tenga las mismas o al menos las

condiciones similares a las que tiene en la naturaleza.

El Haematococcus pluvialis es una microalga que tiene la capacidad de producir el
pigmento astaxantina, el cual es un agente antioxidante altamente efectivo que
tiene una diversidad de usos a nivel de las industrias cosmética, alimenticia y
farmacéutica; debido al alto costo de produccién de éste pigmento de forma
sintética y la dificultad de obtencion en crecimiento en medios artificiales, se quiere
optimizar su produccion a nivel natural; por lo anterior el grupo de trabajo realiz
una revisién bibliografica sobre los medios de cultivo que permiten un mejor
crecimiento de la micro alga y la produccion natural de astaxantina, ademas de
valorar los factores que influyen en el mantenimiento del microorganismo in vitro
como la intensidad de luz, la temperatura, el aporte de diéxido de carbono, el
efecto del nitrogeno, el fésforo y otros minerales; asi mismo, se quiso indagar
sobre algunos de los mecanismos de generacion de estrés que permitan optimizar

el proceso de crecimiento de la microalga y la acumulacién del metabolito.

Metodologia

Se realiz6 una revision bibliografica de material escrito en los afios 1998 a 2014,
en los que se buscoé informacion sobre los medios de cultivo en los que se ha
cultivado el H. pluvialis en las mejores condiciones y se compilaron en una tabla
resumen que contienen las caracteristicas necesarias para el crecimiento y la

produccion de astaxantina, de esta manera se logré6 obtener un analisis
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multicriterio de los medios de cultivo mas utilizados y los que favorecen el

crecimiento y la obtencion del pigmento.

Los articulos cientificos se seleccionaron con un criterio investigativo y
experimental para revisar los medios de cultivo que son mas utilizados en el
crecimiento del Haematococcus pluvialis y aquellos que permiten la obtencion de
una buena concentracion de astaxantina, a fin de hacer un aporte a futuras

investigaciones en bioprocesos.

Los parametros revisados en cada uno de los articulos fueron: nombre del medio
de cultivo, pH, temperatura, intensidad de luz, necesidad de CO2, nitrégeno,
produccion de biomasa y produccion de astaxantina; como producto se planteé la

siguiente tabla resumen:

Resultados
MEDIO pH T Luz CO, NITROGENO BIOMASA ASTAXANTINA REFERENCIA
Lamparas fluorescentes marca
2505 SylvaniaDaylight F48T12/D de 39W o . - Ramirez
M1 7.0 °C con una intensidad luminica de 5000 + 051% Ausencia de nitr6geno Daniel, 2013
50 lux
En concentracion de sal
Al doble de 0,025% - 0,0100% de )
25+05 0.51% nutrientes y 45y 5 ug/mL Ramirez
c , : irradiacién de 2500 YO H Daniel,2013
Lamparas fluorescentes marca pmolim?s A
BEBM 70 Sylvanl.aDayll.ght F48T1.2/D de 39W 3,28x10-3 M, 3giL 5y 6,5ug/mL
con una intensidad luminica de 5000 + A 5500 lux 34pg/ml
50 lux Brinda, R. et al.
" Y4 nitrégeno 2004.
9 0, 1,
25+1°C 2% Y4 nitrégeno 1,89/l 30,7 mgl Mark Harker.
2007.
Lamparas fluorescentes marca
25+0,5 SylvaniaDaylight F48T12/D de 39W o Ramirez
Fi 70 °C con una intensidad luminica de 5000 + 0.51% 3,28x10-3 M, Daniel, 2013
50 lux
Lamparas fluorescentes marca .
25405 SylvaniaDaylight F48T12/D de 30W Ramirez
7,0 o ) A o 0.51% 3,28x10-3 M, Daniel,2013
C con una intensidad luminica de 5000 +
50 lux
BG-11 7- 20 - lluminacién continua intensidad 4
0/
s 255°C 30umolm-2 s-1. 1,5% viv 0,0.375,0.75,y 1.5g L Wang, J. 2013.
Lamparas estandar blanco frio imamoglu. E
>8 25°C fluorescente. (18 W) - NaNO3 1500 mg/L g, &
2007
75 pmolphotons m-2 s-1
Lamparas estandar blanco frio
BG-11 | lu, E.
c- >8 25°C fluorescente. (18 W) . NaNO3 1500 mg/L mamagiu,
Modificado 2007
75 pymolphotons m-2 s-1
Lamparas estandar blanco frio imamoglu. E
RM >8 25°C fluorescente. (18 W) - NaNO3 300 mg/L 2037 T
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Lamparas fluorescentes marca
25+0,5 SylvaniaDaylight F48T12/D de 39W o . " Ramirez
HONG-KONG 7.0 °C con una intensidad luminica de 5000 + 051% Ausencia de nitrégeno Daniel, 2013
50 lux
Lamparas fluorescentes marca
M6 7.0 2501 0,5 Sylvam.aDayIl.ght F48T12/D de 39W 0.51% Rgmirez
C con una intensidad luminica de 5000 + Daniel, 2013
50 lux
3,28x10-3 M, Ramirez
Lamparas fluorescentes marca Daniel, 2013
25+0,5 SylvaniaDaylight F48T12/D de 39W Relacionada con nitrégeno
OHM 7,0 . h . 0.51% . .
°C con una intensidad luminica de 5000 + AMm remanente en cultivo a Dominguez et
50 lux renovacion del 20% al.,2006
5,8 mg/l dia
Lamparas fluorescentes marca
25+05 SylvaniaDaylight F48T12/D de 39W o . " Ramirez
28 7.0 °C con una intensidad luminica de 5000 + 0.51% Ausencia de nitrégeno Daniel, 2013
50 lux
. . Tres fuentes: Privacion de nitrégeno
25°+2 Densidad de flujo de fotor)es (PFD) de Nitrato de sodio, cloruro de Aumento luz Cifuentes, A. 2003
35 mmol m-2 s-1, fotoperiodo de 16: 8 - N
°C ) amonio, y urea 2,0-4,9 mg/l
Bristol 6.0 s concentraciones de 2,9 mM. 15-25,9pg/cell
’ Lamparas fluorescentes SYLVANIA Sin En fase estacionaria
20°%2 40W/F40T12/ D DAYLIGHT. - Nitratos NO3 Expuesta a campo magnético .
o ) . ; suministr L . Goémez, L. 2009
C Luz continua densidad de flujo o Suficiencia y Ausencia 15 horas
foténicode 59 WE m-2s-1 1,3 pg/cel™*
. " . . L, N Sosa,2009
ann?l Controlad Un fotoperiodo de 12 hrs. luz-12 hrs. 0.25,0.50,0.75,1.0,1.25 y Al dia 18 con .|Ilum|na<:|9n roja Salazar,
selectivo 6,0 ) - Concentracion superior a
L a de 25°C oscuridad 159/ Gonzales et al,
Con agitacién 0,74mg/L
2003
Condiciones Condiciones
Bajo dos PFD continua diferentes: 20 y autotréficas (5,6 mg I e
. . L autotréficas .
Bristol ) 2241 °C 85 mu mol m-2 s-1 (suministrada por } } Condiciones (95,6 pglcél) Gonzélez, M.
suplementado - lamparas fluorescentes de luz diurna mixotréficas (con o pg P 2009
Condicionesmixotréficas (con
fresco) 2mM acetato) (10,8 A
1 2mM acetato) (297 pg cél-1)
mg )
'.:/2, Sin 83 14 -15 °C Luz solar, luz UV-vis, oscuridad - - So0sa,2009
Nitrégeno 7
F/2 ;72 14-15°C Luz solar, luz UV-vis, oscuridad - N Sosa,2009
Fortilizante 77
folicular 8’ 5 14-15°C Luz solar, luz UV-vis, oscuridad - N Sosa,2009
(QF) '
. Estré .
o Lampara fluorescente12 horas luz — 15 stres con acetato Kobayashi, M.
20°C 50pg/cel
kix ; 1993
en 5 dias
6,8 12 horasluz - Ausencia de nitrégeno
20°C 20 pmol Photons 11,4mg/g peso en seco Steinbrenner, J.
. L65W / 25S lamparas blancas 48 horas 2006
Medio Basal .
universales.
Sarada, R. 2002.
6.0 o Luz continGia. Nitrato de calcio, de potasio, Estrés por nitrégeno Estrés por nitrégeno Vidhyavathi, R
80 25r1eC Intensidad 1,5 klux de amonio y de sodio al 10% 0,75g/L 3,70 mg/l 2008,
9,0 ' y o 159 10 mg Vidhyavathi, R.
2009
. lluminacién por luces fluorescentes . . .
Medio o o Nitrato de potasio Estrés por acetato -
experimental - 25°C con una |rrad|anma1de 30/~Em-2s- - 0,20gr x L 10,071 mg/L" Xiandi, G. 1998.
C-Medium El acetato
Adicionado lluminacion continta. de sodio Nitrato de potasio 1,85g/L a 28°C por 3,5% w/w a 28°C por 8, 10 y
8 25°C Intensidad es fuente p 10dias 12 dias Wan, M, 2014
con acetato de KNO3 I I
) 250 pmol/m2/s. de iluminacién constante iluminacién constante
sodio 10mM
carbono
NaNO; Dominguez, A.
o 0/
FAB 28°C 1,5% 1,09/l 2004
Dos tipos: lluminacién continua y 12h Con iluminacién continua y
luz / 12h oscuridad. NaNO; i Dominguez, A.
BAR 28° 1,5%
8 Intensidad345 pmolphoton m-*s-* 5% 0,25g/I estrezg;;igcetato 2004
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Conclusiones

e Después de la revision y el analisis del material bibliogréfico se encontraron
un buen numero de medios de cultivo que garantizan el crecimiento de
Haematococcus pluvialis, aunque no en todos se establecen de manera
clara las condiciones para su desarrollo; por lo anterior y acorde a los
parametros valorados se concluye que los medios de cultivo relnen
mejores condiciones para el cultivo de la micro alga son los medios de: RM,
OHM y BBM.

e En la revision de los componentes de los medios de cultivo en los que se
obtiene un crecimiento éptimo del Haematococcus pluvialis, se observé que
la fuente de nitrégeno es el Nitrato de sodio, concentracién que se puede
plantear como una variable a manipular como mecanismos de generacion

de estrés para aumentar la produccion de astaxantina.

e Otro factor que puede ser modificado de manera experimental como
mecanismo de generacion de estrés, es la intensidad luminica que aplicada

al cultivo en crecimiento de Haematococcus pluvialis.

e Con base en la revision realizada, se recomienda hacer estudios
experimentales con los que se puedan establecer las condiciones Optimas

para aumentar la produccion del pigmento astaxantina.

o Esta revision bibliografica se hizo con el proposito de establecer un medio
de cultivo con las condiciones apropiadas para proporcionar un crecimiento

oOptimo de H. pluvialis y de ésta manera aportar a la creacién de un
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biocentro en la Universidad Colegio de Cundinamarca donde se promueva

el desarrollo de investigaciones en bioprocesos de las microalgas y sus

beneficios.
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