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RESUMEN

Cuando las condiciones de crecimiento de la microalga Haematococcus pluvialis no
son las adecuadas, sufre un proceso de enquistamiento del cual se deriva un
carotenoide de gran interés como lo es la astaxantina. Este metabolito secundario
es utilizado en diferentes industrias como colorante y aditivo nutricional. La
microalga presenta un complejo ciclo de crecimiento, por lo que en el proyecto se
buscéd evaluar el efecto de la deficiencia de nitrégeno y alta irradiancia como
factores de estrés para la produccion de astaxantina, por medio de -cultivos
realizados en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS de 5 litros, con el fin de producir
biomasa en calidad y cantidad adecuada. Se realizO a escala de laboratorio en
medios de cultivo como el BBM y RM, usando las siguientes variables de
crecimiento: pH 6,8; temperatura 20 + 2 °C; fotoperiodo 18 horas luz: 6 horas
oscuridad; luz blanca, azul y roja con LEDS; irradiancia 180 hasta 210 lux; aire
filtrado a una velocidad de 1,7 L/min y agitacién 100 rpm. Se realizé observacién de
la morfologia, cuantificacion de crecimiento celular en células/mL, y determinacion
de la produccion de clorofila y astaxantina por métodos espectrofotométricos. Se
determind la concentracion de nitrégeno durante el cultivo mediante el método de
colorimetria por nitracion con acido salicilico.

En el estudio realizado con el medio de cultivo BBM se observd una produccion de
biomasa de 2,88 x10’ cel/mL a los 36 dias de crecimiento; concentracion de clorofila
de 28,3 pug/mL y una concentracion de astaxantina de 3,1 pg/mL. El medio RM
presenté una biomasa de 2,43 x10 cel/mL; concentracién de clorofila de 21,8 pg/mL
y una concentracion de astaxantina de 2,9 ug/mL a los 36 dias de crecimiento. Se
determind que no existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
(F: 1,38; Valor p: 0,253; gl: 1).

El uso del biorreactor bajo las condiciones trabajadas permitié obtener una biomasa
en calidad y cantidad adecuadas de la microalga, la cual puede ser utilizada para
obtener productos derivados de gran interés.

Palabras clave: Microalga, carotenoide, condiciones de cultivo, medios de cultivo
biorreactor.



1. INTRODUCCION

Un gran namero de colorantes utilizados en la industria alimenticia han sido
retirados Ultimamente de la lista internacional de colorantes autorizados debido a
sus actividades mutagénicas y cancerigenas. Durante mucho tiempo, la industria ha
optado por utilizar colorantes sintéticos en lugar de los naturales, debido a su bajo
costo y su alta capacidad de colorear los productos. Recientemente se ha
observado un cambio en esta practica por las graves repercusiones en la salud.

En las industrias se emplean diversas sustancias sintéticas que son capaces de
proporcionar un color visualmente llamativo, por ejemplo: el amarillo quinoleina
conocido en la industria alimentaria como E-104, el cual se emplea para generar un
color naranja en bebidas y que no es bien asimilado por el aparato digestivo; el rojo
cochinilla o E-120, que puede ocasionar alergia y sindrome de hiperactividad; y el
azul de sulfan o E-131, el cual proporciona una coloracion azul violeta que puede
causar anafilaxia; entre otros.

La tartrazina es un colorante artificial azoico amarillo anaranjado, usado
ampliamente en la industria textil, alimentaria y cosmética; en la industria alimentaria
se emplea como aditivo en la fabricacion de productos que presenten coloracion
amarilla, desde bebidas hasta galletas. El problema radica en que se ha observado
gue el consumo de este colorante puede causar reacciones alérgicas como el asma
y la urticaria, ademas de ser posible carcinégeno.

El reemplazo de los colorantes artificiales es posible gracias a que se ha
evidenciado que se pueden obtener de manera natural compuestos que no sean
toxicos para la salud y que ademas posean las caracteristicas de produccion de
color, por ejemplo, los carotenoides se emplean para sustituir los tonos rojizos,
anaranjados y amarillentos. Es el caso de la astaxantina, un pigmento carotenoide
producido por sintesis quimica o naturalmente por una microalga llamada H.
pluvialis. Dicho pigmento es de gran utilidad en las industrias enfocadas a la
produccién de medicamentos, alimentos y cosméticos, pero su produccion se ve
limitada debido a que la microalga produce este pigmento en condiciones de estrés
como mecanismo de resistencia. H. pluvialis se ha sometido a diversos tipos de
estrés como la falta de nutrientes; altas concentraciones de sales; variabilidad en la
cantidad de luz penetrante; entre otros.

El interés biotecnolégico que se ha venido despertando en los ultimos afios hacia la
microalga H. pluvialis, ha permitido conocer diversos factores que desencadenan un
mecanismo de produccion de un metabolito secundario: la astaxantina; pigmento
rojo producido como mecanismo de defensa durante un proceso de enquistamiento
de la microalga en respuesta a diferentes factores de estrés como la alta irradiancia,
la deficiencia de elementos basicos para su crecimiento, la presencia de algunos
medicamentos y el aumento en la salinidad de su medio, entre otros. El potencial de
la astaxantina producida por H. pluvialis se debe a su amplia aplicabilidad en
diversas areas de la industria alimentaria, por ejemplo, su empleo en lugar de la
tartrazina, compuesto quimico del cual se ha comprobado un efecto cancerigeno en
humanos. También en la industria acuicola puede ser utilizada para proporcionar
tonalidades rojizas a cultivos de salmoénidos y crustaceos; asi como en otras lineas
de produccién como la cosmética y farmacéutica.



Para obtener una produccion de astaxantina, primero se debe proporcionar a la
microalga un ambiente 6ptimo que permita su crecimiento y desarrollo para luego
someterla a un tipo de estrés que induzca a la produccion de la misma. Debido a
esto, se busca la generacion de condiciones Optimas de estrés para H. pluvialis que
favorezcan la acumulacion de astaxantina como mecanismo de resistencia. Los
cambios morfologicos por los cuales atraviesa la microalga en su proceso de
enquistamiento, ademas de ser evidenciados en la proporcion clorofila-carotenoide
intracelular, se pueden evidenciar en cuatro puntos clave: crecimiento de la célula
vegetativa; enquistamiento parcial de la célula vegetativa; maduracion del quiste; y
germinacion.

Por lo anterior, la pregunta a responder con el desarrollo de este trabajo es: ¢Qué
cantidad de astaxantina es generada y acumulada en la microalga H. pluvialis luego
de ser sometida a factores de estrés por deficiencia de nitrégeno y alta irradiacion, a
lo largo del cultivo en biorreactor BIOSTAT ® A PLUS?

La ingesta de alimentos que contengan agregados quimicos como colorantes
artificiales pueden desencadenar graves repercusiones en la salud, una de ellas es
el cancer gastrico, el cual esta asociado a una mala alimentacion y al consumo de
aditivos quimicos presentes en los alimentos, entre otros factores. Segun la OMS,
para el afio 2015, 745.000 personas fallecieron a nivel mundial por este problema.
En Colombia, el Instituto Nacional de Cancerologia reporté también para el afio
2015 que el cancer de estomago fue la causa principal de muertes, tanto en
hombres como en mujeres representando el 14,1% de las defunciones por cualquier
tipo de cancer. Solamente en hombres el cancer de estbmago fue la primera causa
de muerte con 27.226 defunciones.

La tartrazina es un colorante ampliamente utilizado para proporcionar una gama de
colores entre tonos amarillos y rojos en la industria de alimentos, sin embargo se ha
cuestionado su uso por la estrecha relacion de su consumo con la aparicion de
reacciones adversas, predominantemente en personas que sufren de procesos
alérgicos como rinitis, asma, urticaria y pacientes con sensibilidad a los
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), debido a esto se busca generar sustitutos
para frenar su consumo. También se ha visto relacionado a procesos de
hiperactividad en nifios, dermatitis por contacto, problemas nasales, sudoracion,
irritabilidad, y somnolencia.

Con el pasar de los afios, las tendencias de una alimentacién saludable se han
puesto en auge y en el campo industrial la sustitucién de los colorantes artificiales
por pigmentos naturales en diversos campos de produccion, cada vez toma mas
fuerza. Se han desarrollado investigaciones sobre diferentes colorantes o pigmentos
de origen natural como clorofilas, antocianinas y pigmentos terpenoides como los
carotenos y el licopeno, que puedan reemplazar a los sintéticos utilizados hoy en
dia.

La astaxantina es producida naturalmente por la bacteria Paracoccus marcussi,
algunas algas de los géneros Ankistodesmus, Haematococcus y Scenedesmus,
plantas del género Adonis y la levadura Phafia rhodozyma. Este carotenoide es
utilizado como colorante natural para la pigmentacion y nutricion de diferentes



especies de peces y crustaceos en acuacultivos; debido a sus funciones
antioxidante, inductora inmunoldgica y reproductiva, se ha utilizado también en el
desarrollo de huevos de peces de la familia Salmonidae y se ha reportado como un
promotor de la vitamina A, generando peces mas sanos Yy resistentes al estrés
oxidativo generado por especies de oxigeno reactivo.

La produccion de astaxantina por parte de la microalga H. pluvialis inicia con la
formacion de un quiste en el momento en que las condiciones en su habitat se
vuelven desfavorables y se da en respuesta a diferentes tipos de estrés dentro de
los que se destacan la deficiencia de nutrientes, una alta radiaciéon solar y la
desecacion. La astaxantina posee multiples beneficios y aplicaciones, por lo cual
puede ser utilizado como colorante natural, protector UV y antioxidante, esta
relacionada a la prevencion de enfermedades como el cancer, enfermedades
inflamatorias, sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares,
gastrointestinales y enfermedades neurodegenerativas, entre otras. Se han
estudiado diferentes factores de estrés que inducen a una mayor producciéon y
acumulacion de astaxantina en la microalga, tales como altas temperaturas,
deficiencias de nutrientes, intensidades variables de Iluz, incremento de
concentraciones de sales y estrés oxidativo, lo que conlleva a un mayor uso de H.
pluvialis en la industria biotecnolégica.

A nivel de laboratorio se vienen realizando estudios para la generacién de
pigmentos naturales saludables con potencial para reemplazar los colorantes
artificiales que se utilizan en las diferentes industrias, como es el caso de Dunaliella
salina y su capacidad para producir [I-caroteno. Muchas condiciones que
favorezcan la produccion de astaxantina por parte de la microalga H. pluvialis se
pueden generar en cultivos in vitro, como primer paso se deben proveer las
condiciones especificas de crecimiento de la microalga como son el medio de
cultivo, pH, requerimientos atmosféricos y ciclos de luz-oscuridad hasta que alcance
una biomasa adecuada y seguido a esto se debe someter a condiciones de estrés
favorables para la produccion y acumulacion celular de astaxantina. En este
proyecto el uso del biorreactor BIOSTAT ® A PLUS con medios de cultivo como el
BBM y RM nos asegura la generacion de un ambiente propicio para el desarrollo y
crecimiento de H. pluvialis y ademas nos garantiza un mayor control de las
condiciones del cultivo como aireacién, temperatura, pH, agitacion, hermeticidad
gue protege de la contaminacion y el suministro de iluminacion con LEDS de
colores.

Debido a las severas repercusiones en la salud de la poblacion consumidora se ha
guerido ampliar la investigacion en el tema de busqueda de alternativas naturales
para con ello incentivar el uso de sustancias que posean la capacidad de
proporcionar las caracteristicas organolépticas deseables en los alimentos, pero que
a su vez no sean toxicos al momento de su consumo sino por el contrario favorables
en la salud, para asi disminuir los efectos adversos en las personas que los
ingieren.

Este estudio se fundamenta en la busqueda de un producto cuya obtencion sea
sustentable y no requiera de procesos quimicos para su sintesis; que no solo logre
sustituir el uso de colorantes toxicos para los consumidores, sino que también sea
saludable, ya que en otras investigaciones se ha determinado una actividad



antioxidante, anticancerigena y capaz de prevenir enfermedades isquémicas por
parte de la astaxantina superior a diversos compuestos incluyendo vitaminas.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la deficiencia de nitrégeno y alta irradiancia como factores de
estrés para la produccion de astaxantina en H. pluvialis, por medio de los cultivos
realizados en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar el cultivo de la microalga H. pluvialis en medio BBM y RM en el
biorreactor BIOSTAT ® A PLUS, a escala de 2L.

e Evaluar el cambio morfologico de la microalga durante los 36 dias del periodo
de estudio de cada cultivo.

e Determinar las concentraciones de clorofila y astaxantina producidas por H.
pluvialis en el tiempo de estudio.

e Determinar la concentracion de nitrégeno durante el periodo de estudio.



3. ANTECEDENTES

En el aflo 2009 Gomez y colaboradores, realizaron un estudio para evaluar el efecto
gue tenia la exposicion de H. pluvialis en fase de crecimiento exponencial, a campos
magnéticos (0.03T) en relacion al tiempo (15 min, 30 min y 1 h) en condiciones de
optimas y carentes de nitrégeno, se realizé una evaluacion de parametros como el
crecimiento, la viabilidad celular y la composicion pigmentaria de las células.
Logrando evidenciar que la aplicacion del campo magnético favorecio el crecimiento
de la microalga en la fase de produccién de astaxantina reduciendo el tiempo de
cultivo, ademas se observé una mejoria en el crecimiento, viabilidad celular y
acumulacion de astaxantina en una condicién estrés de ausencia de nitrégeno *.

Para el mismo afio (2009) Gonzalez et. al. estudiaron el cultivo 4 cepas de H.
pluvialis aisladas en Chile en medio Bristol, en condiciones autotréficas vy
mixotroficas, con adicion de 2 y 10 mM de acetato de sodio, a una temperatura de
22 + 1 °C. y a dos densidades diferentes de flujo foténico (DFF) (20 y 85 pmol m-2s-
1). En los resultados se aprecié que la mayoria de las cepas crecieron de manera
mas Optima en condiciones autotréficas y las mas altas tasas de crecimiento
exponencial se presentaron a la mayor DFF en todas las cepas, ademas el peso
seco algal estimado el dia 14 no mostré correlacion significativa 2.

Imamoglu E. et. al. en octubre 2009, publicaron un estudio donde cultivaron H.
pluvialis en medio BG11 en condiciones de iluminacion continua de 100 pmol
fotones m? s durante 7 dias, luego las células se sometieron a estrés en cuatro
medios diferentes y dos intensidades luminicas diferentes, de esta manera: medio
RM sin nitrégeno (sin N), medio RM sin fosfatos (P-free), medio exento de nitrdgeno
y fosfato (NPfree) y también solo agua destilada con la adicién continua de CO, y el
estrés luminico se probé con dos intensidades de luz: 445 pmol fotones m? sy 546
pmol fotones m? s™. Se establecié que el contenido de astaxantina era mucho méas
rapida en agua destilada (29.62 mg g™) con la adicién de CO, y en medio libre de
nitrégeno (30.07 mg g™*) 3.

En enero del 2010 Martinez evalud el crecimiento y la acumulacion de pigmentos en
H. pluvialis en dos medios de cultivo diferentes F/2 y fertilizante foliar (QF),
manteniéndolos entre 4541,03 a 3766,26 lux de irradiancia, agitacion manual,
temperatura de 28°C, pH entre 8,37 y 8,42 y una conductividad eléctrica de 135,3 a
142,1 mV. Con este estudio logré evidenciar que la microalga logra adaptarse mas
rapidamente al medio de cultivo QF que al /2, también que en el medio QF se
generd mayor contenido de clorofila a y b, pero que en el medio f/2 se logré obtener
mayor concentracién de astaxantina que en el QF *.

Li et. al. estudiaron en el 2010 el efecto que produjo la iluminacion continua en unos
cultivos de H. pluvialis de tipo silvestre (WT) y mutante (MT 2877), se sometieron a
densidades de flujo de fotones de 50, 125, 300, 600 umol de fotones m? s y otros
se mantuvieron a 20 umol de fotones m™ s los cuales sirvieron como controles.
Luego de cinco dias de iluminacion se observo que la poblaciéon de la cepa WT
disminuyo en un 40%, 62%, 74% y 82% y en la cepa mutante disminuyé un 13%,
20%, 26% y 40% respectivamente; también se pudo apreciar que los cultivos
mantenidos a 20 pmol de fotones m™ s™ no presentaron produccién de astaxantina,



todo lo contrario de los cultivos expuestos a mayores densidades de flujo fotdnico.
Se logré deducir que la cepa MT 2877 presenté mayor viabilidad que la WT, también
gue a mayor flujo de fotones mas rapido se induce la produccién de astaxantina en
las células y que la cepa mutante logra acumular mayor cantidad de astaxantina en
relacién a la cepa silvestre °.

En el 2013 Ramirez publico un estudio en donde evalu6 el crecimiento de H.
pluvialis y la produccion de astaxantina en un fotobiorreactor tipo airlift,
estableciendo en primera instancia las mejores condiciones para su crecimiento y
luego el cultivo masivo en un fotobiorreactor. Primero estudié cinco medios de
cultivo BBM, BG11, OHM, F1 y BBM:BG11 en los cuales no se evidencio diferencia
significativa por lo tanto aconsejo el uso de BBM por su bajo costo, luego cultivo la
microalga bajo estrés salino lo cual no mostré una gran acumulacion de astaxantina
pero si que a una concentracion de 2,5 g/L se genera muerte celular, también la
sometidé a diferentes intensidades luminicas de lo cual concluyé que a mayores
intensidades mayor acumulaciéon de astaxantina, ademas estableci6 que la
concentracion de fésforo y la intensidad de la luz son factores estimulantes en su
crecimiento; a partir de las deducciones anteriores realizé un cultivo en el
fotobiorreactor en donde analiz6 el efecto de los flujos de aireacién, encontrando
gue a flujos altos se inhibe el crecimiento de la microalga y que a flujos intermedios
se incrementa la velocidad de crecimiento °.

En el 2014, Zhang y colaboradores, realizaron un experimento donde cultivaron H.
pluvialis en medio BG11 y a una intensidad de luz de 30 pmol fotones m?s™, con un
método de biofilm inmovilizado con una concentracion inicial de nitrato de sodio de
aprox. 1,8 mM por m? de superficie de cultivo, con este método lograron obtener una
congentracic’)n de astaxantina de 160 mg m™ d, la cual es una concentracién muy
alta ’.

En julio del 2014, Wan et. al. publicaron un estudio donde cultivaron la microalga H.
pluvialis en medio NIES-C con 10 mM de acetato de sodio como fuente de carbono
a 25 pmol fotones m? s a 25° C en un fotobiorreactor tipo columna de burbujeo con
iluminaciones de lamparas de fluorescencia fria de 445, 504, 437 y 437 nm
obteniendo una produccién de astaxantina de 65.8 mg g m? d*. Este método resulta
muy efectivo para producir astaxantina bajo un amplio rango de intensidades de luz
por ello se considera una tecnologia altamente eficiente para producir astaxantina a
partir de H. pluvialis ©.

En septiembre del 2014 Wan y colaboradores publicaron un estudio en el cual
analizaron el efecto de la temperatura sobre el crecimiento de H. pluvialis y su
acumulacién de astaxantina durante un cultivo ciclico en biorreactores en columna y
en estanques al aire libre. En el cultivo del biorreactor las células se cultivaron en
medio NIES-N, con un ciclo de luz-oscuridad de 12:12 horas, con una temperatura
diurna de 8 a 33°C y una temperatura nocturna de 28°C e invertido (diurna de 28°C
y nocturna de 8 a 33°C), por otro lado en el cultivo al aire libre la intensidad de la luz
y la temperatura en el proceso del experimento era natural y se registraba
diariamente. Dedujeron que para que la microalga logre un aumento de biomasa y
una acumulacion de astaxantina considerablemente altas se debe brindar al cultivo
ngna temperatura diurna entre 23 a 28 °C y una temperatura nocturna inferior a 28 °C



Park et. al. publicaron en octubre del 2014 un estudio sobre el cultivo mixotrofico de
H. pluvialis en un biorreactor BioTron en dos etapas con un aumento gradual de la
intensidad luminica con el fin de obtener una alta produccion de astaxantina. Se
suministraron diversas concentraciones de acetato (360, 720, 1.440, 2.880 y 5.760
mg/l), nitrato (80, 160, 320, 640 y 1280 mg/l) y fosfato (7, 14, 28, 56 y 112 mg/l), las
células se cultivaron a altas irradiaciones por etapas (de 60 a 120 IE/m?/s en el
proceso fed-batch y de 120 a 150 IE/m?s en el proceso de perfusion), luego se
realizé un cultivo para la induccion a la acumulacion de astaxantina en un medio
deficiente en nitrato (NIES-N) con 5% CO,, aireacion e irradiacion gradual del rango
de 150 a 450 IE/m?/s. Concluyeron que la combinacién de un cultivo de perfusion
durante la etapa vegetativa y el aumento gradual de la irradiancia durante la etapa
de induccion es manera eficaz de obtener altas concentraciones de biomasa y
astaxantina en microalgas *°.

Zhao y colaboradores publicaron en el 2015 un articulo donde identificaron una
nueva cepa de H. pluvialis LUGU vy la cultivaron con acido fulvico como inductor de
la acumulacién de astaxantina. La cepa se aislé del lago Lugu en la meseta de
Yunnan - China y se cultivé bajo la influencia del &cido fulvico sobre el aumento de
biomasa y la produccion de astaxantina relacionada con los genes biosintéticos de
astaxantina (PDS, LCY y CHY). Lograron deducir que el contenido de astaxantina
aumentd en un 86.89% en los cultivos tratados con acido fulvico y que los niveles
Erlanscripcionales de los genes PDS y CHY también se mejoraron en estos cultivos

En el 2015, Giannelli y colaboradores, estudiaron unos cultivos de H. pluvialis en
medio C a temperaturas de 20° C, 23.5° C, 27° C y 30.5° C (temperatura éptima de
20° C), para evaluar los efectos de la acumulacion de astaxantina sobre el
metabolismo de las algas durante la fase de crecimiento. Se evidencié que a
temperaturas mas altas (27° C) es mayor la produccion de biomasa y mayor
acumulacién de astaxantina en condiciones de inanicién de nitrégeno *2.

En el aflo 2015 Granda public6 un estudio donde cultivd H. pluvialis en tres medios
de cultivo a base de fertilizantes organicos y bajo diferentes intensidades de luz con
el fin de determinar las condiciones 6ptimas de produccién de astaxantina. Los
medios de cultivo utilizados fueron Nitrofoska foliar, Algaenzim y Fuerza verde, se
usaron a tres concentraciones distintas (0.10%, 0.25% y 0.50%), periodo de luz-
oscuridad 12:12 horas a una exposicion luminica con lamparas de luz blanca
fluorescente entre 5000 y 8000 lux por 6 dias y estaban conectados a un sistema de
aireacion constante. Se pudo concluir que en el medio Nitrofoska al 0.50% a una
irradiancia de 4580 lux se produjo mayor produccién de biomasa y que para la
concentracion y acumulacion de astaxantina se requiere como factor de estrés una
irradiancia de 8000 lux 2.

Sun y colaboradores publicaron en el 2016 un estudio donde cultivaron H. pluvialis
en etapas en medio MCM, a un pH de 7,5, ciclos de luz- oscuridad de 12:12 horas
con luces rojas y blancas a 2500 lux. Se realizdé un cultivo por lotes con adicion
continua de nutrientes y uno sin adicién bajo las condiciones ya mencionadas y
también se realizé un cultivo repetido en dos etapas, en la primera la temperatura
constante fue de 30°C y la luz fue una mezcla de azul y blanco a 7000 lux por 6 dias



y en la segunda etapa el cultivo se devolvi6 a las condiciones iniciales con el fin de
disminuir la disrupcién celular y aumentar la productividad. Se logré evidenciar que
el cultivo por lotes con adicidén continua de nutrientes y sometido a luz roja y blanca
fue el que mejor biomasa produjo y que el cultivo repetido modifica la pared celular
lo que hace posible que la degradacion de la pared celular tratada sea mas facil y
por lo tanto conseguir mas eficazmente la extraccién de astaxantina *.

En marzo del 2016 fue publicado un articulo por Cheng et. al., en el cual cultivaron
la microalga H. pluvialis en medio BBM y la sometieron a estrés de irradiacion
nuclear (®°Co-) y altas concentraciones de CO, (2 - 10%) para promover su
crecimiento y la posterior produccion de astaxantina. La tasa de crecimiento de la
cepa mutante fue un 15% mayor que la de la cepa original y la productividad de
biomasa de la mutante con un 6% de CO; fue un 82% *°.

Haque et. al. publicaron en el 2016 un articulo donde utilizaron aguas residuales de
la produccion de bioetanol como medio de cultivo para H. pluvialis, previamente
realizada una etapa de crecimiento en medio M1B5, a un pH 7 y se incubaron a 23
2 ° C, con ciclos de luz / oscuridad y agitacion suave dos veces al dia. La induccion
de la produccion de astaxantina se realizd bajo iluminacion continua durante tres
semanas, luego de esto se extrajo mediante ultrasonidos con sustancias quimicas
(acido acético, acido citrico, perdoxido de hidrégeno e hidroxido de sodio) y
disolventes de extraccion de astaxantina (acetona, etanol y metanol) a diferentes
duraciones de extraccion (5-35 min). Como resultado se obtuvo que la méxima
acumulacion de astaxantina se dio en el Medio GroAst con iluminacién continua con
una mejora del 10,5% con respecto a los medios estandar *°.

Hexin y colaboradores en el mismo afo, realizaron un estudio donde cultivaron la
microalga H. pluvialis en tres fases de pigmentacion: una fase verde, una fase
amarilla y una fase roja, segun el contenido de astaxantina y clorofila y la morfologia
celular. El cultivo inicial se realizé en medio BBM con una intensidad luminica de 24
umol / m? s para ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 24° C sin aireacion. Los
cultivos de las fases se realizaron asi: -Fase verde: 24 pmol / m? s por 7 dias; - Fase
amarilla: 80 pmol / m? s por 14 dias; -Fase roja: 80 umol / m? s por 20 dias. El
contenido de algunos metabolitos citoprotectores como sacarosa, prolina y acido
glutamico se increment6 en la fase amarilla, con lo cual se propuso un modelo
hipotético de regulacién metabdlica de H. pluvialis expuesta a alta luz *’.

Panis y Rosales en el 2016 realizaron un estudio teérico para evaluar los costos de
produccién de astaxantina con la creacion de un modelo de cultivo fotoautotréfico a
gran escala de H. pluvialis compuesto por un cultivo en fotobiorreactor tubular
horizontal para el aumento de biomasa y un cultivo en un estanque abierto para la
produccion de astaxantina para dos ciudades europeas (Livadeia, Grecia y
Amsterdam, Paises Bajos). En las dos etapas del cultivo se tuvieron en cuenta los
requerimientos nutricionales, el suministro luminico, la temperatura, el pH, un
estudio climatico de las dos ciudades seleccionadas y entre otros analisis
econdmicos para asi lograr calcular la productividad teérica. Llegaron a la
conclusién de que los costos por kilogramo de astaxantina natural para Livadeia
serian de € 1536 / kg y para Amsterdam de € 6403 / kg lo cual indica que asi sea un
proceso Optimo de gran obtencion de biomasa y acumulacion de astaxantina de
manera natural, no puede competir con una produccion sintética que tiene un costo



de € 880 / kg de astaxantina *®.

Gao y colaboradores publicaron en el 2017 un estudio donde establecieron la
distribucion luminica mediante diferentes métodos en un cultivo de H. pluvialis con el
fin de aumentar la biomasa microalgal. Existen tres tipos de modelos para la
productividad de las algas, los modelos de Tipo | predicen la tasa de fotosintesis, los
modelos de Tipo Il calculan la productividad y los modelos de Tipo Il consideran los
impactos de los gradientes de luz y los ciclos de luz cortos. Utilizaron un medio de
cultivo BG11, luz LED roja, aire rico en CO, y un modelo tipo Il. Se concluy6 que los
mejores métodos para predecir con precision la intensidad de la luz para un cultivo
son el bootstrap y Newton-Gauss *°.

Sun et. al. publicaron un estudio en el afio 2017 donde propusieron un método de
cultivo de H. pluvialis por etapas en un biorreactor de tipo fed- batch. Las células se
cultivaron a 22°C, con ciclos de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, se usé luz mixta
blanca-roja a 50 pmol m? s* durante los primeros 5 dias, luego este medio de
cultivo se filtr6 a través de una membrana de 5 um y las células obtenidas se
sembraron nuevamente manteniendo las condiciones anteriores pero se aumento la
intensidad luminica a 80 umol m? s, el dia 9 el medio se ajustd a la misma
concentracion de nutrientes que el medio de cultivo fresco y el pH se ajust6 a 7.5.
Se concluy6 que las caracteristicas como la intensidad luminica, la disponibilidad de
nutrientes y la acumulacion de metabolitos extracelulares son factores que limitan el
crecimiento de la microalga y que crear un cultivo de tipo fed- batch, con un
suministro de luz mixta blanca-roja y con cambio del medio de cultivo aumenta 1.16
veces la produccién normal de biomasa %°.

En un articulo publicado en el 2017 realizado en conjunto por universidades de
Espafia, Portugal, Italia, Chile y Republica Checa; Acién y colaboradores resaltan la
importancia de conocer las demandas de H. pluvialis a la hora de realizar un cultivo
con un fin biotecnolégico. Teniendo en cuenta que la microalga es un
microorganismo fotoautotrofo, la luz es el principal punto a tener en cuenta, pero no
se deben pasar por alto elementos nutricionales como el carbono, nitrégeno y
fésforo. Suministrar estas condiciones para el crecimiento del microorganismo y la
produccion de metabolitos secundarios de alto interés industrial se puede lograr a
nivel de laboratorio y representa ventajas frente a los cultivos abiertos, pues
condiciones como la temperatura, disponibilidad de luz, esterilidad, y aireacién son
mas controlables que en un cultivo en sistema abierto, pero su costo es elevado .

Na Pang y Shulin Chen, publicaron en el 2017 un estudio donde cultivaron
H.pluvialis en medio BG11 suplementado con acetato de sodio para evaluar el
aumento de la tasa de crecimiento y la productividad de las algas, la utilizacion de
carbono organico C5 por parte de la microalga se investigd en condiciones
mixotréficas con diferentes intensidades de luz. En los resultados se observo que H.
pluvialis tiene la capacidad de asimilar la ribosa como fuente de carbono, lo cual
provocé un aumento en el contenido de biomasa y la actividad celular, generando
condiciones favorables para su cultivo %.

También en el 2017 Zheng et. al. estudiaron los efectos del selenito sobre la
produccion de astaxantina en H. pluvialis, evidenciandose que la EC50 para la tasa
de crecimiento de algas fue de 24 mg/L, a una dosis de 3 mg/L no dificulta el
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crecimiento celular, pero a una dosis de 13 mg/L frena el crecimiento celular,
también se observd que la microalga bioacumulé 380 y 646 ug/g de selenito
organico y total respectivamente. La actividad de la enzima antioxidante y la
produccion de astaxantina incrementaron, pero el tratamiento con altas
concentraciones de selenito aumento significativamente los niveles de peréxido de
hidrégeno intracelular lo que resulta téxico para la célula =.

Nahidian et. al. publicaron en el 2018 un articulo donde evaluaron los efectos de los
nutrientes sobre el crecimiento de H. pluvialis. Este estudio se realizdé bajo cultivo
discontinuo en tres medios diferentes, BBM, BG11 y 3NBBM en fotobiorreactores
cilindricos con aireacion continua por 35 dias y bajo iluminacion continua de
lamparas fluorescentes blancas frias (20 pmol / m? s). En un inicio se aprecié que el
medio BBM brind6 las mejores condiciones para el crecimiento de la microalga, por
lo cual se realizé un estudio de aplicacion de diferentes niveles de nitrato y fosfato
como macronutrientes y hierro y boro como oligoelementos y en esta etapa se
observd que éstas condiciones llevaron a un aumento del 86% en la tasa de
crecimiento y a una densidad celular mas alta. Todo esto evidencia una fuerte
relacién entre los nutrientes de los cultivos con la produccion de biomasa .

Christian et. al.,, en el 2018 sometieron a dos condiciones de estrés (altas
concentraciones de dioxido de carbono e iluminacién leve) a la microalga H. pluvialis
para generar un aumento en la bioacumulacion de astaxantina. La microalga se
cultivd en medio MES Volvox, en dos etapas, una de crecimiento donde H. pluvialis
crecié bajo iluminacién de poca luz hasta que alcanzé la biomasa Optima y una
etapa de induccién a la produccion de astaxantina estresando las células con una
combinacion de iluminacion de alta luz y niveles elevados de dioxido de carbono (5
0 15%). En los resultados se logro apreciar que el rendimiento de astaxantina fue de
2 - 3 veces mayor que usando cualquiera de los dos factores de estrés solo y esto
sugiere que este método es Optimo para la induccion a la produccion de este
pigmento %°.



4. MARCO REFERENCIAL

4.1 Haematococcus pluvialis

H. pluvialis también llamado Haematococcus lacustris o Sphaerella lacustris es un
microorganismo eucariota que forma parte del orden Volvocales y familia
Haematococcaceae; es una microalga unicelular de agua dulce la cual posee
capacidad fotosintética para incrementar su biomasa y desarrollarse * ?® %', Estas
células tienen un tamafo que oscila entre los 8 y 50 um, estan caracterizadas por
tener forma ovoidal, presentar flagelos que le brindan movimiento y reproducirse por
division celular ®.

Bajo condiciones ambientales extremas la microalga genera pigmentos carotenoides
como mecanismo de resistencia debido a la disminucién en la produccién de
clorofila y el aumento de la produccion de astaxantina, pasando de un color
intracelular verde a un color rojo anaranjado % %,

4.1.1 Fases de crecimiento.

Durante su ciclo de vida, H. pluvialis atraviesa por tres fases de crecimiento las
cuales presentan cambios morfolégicos y bioquimicos en la célula. El primer estado
de su vida es el vegetativo la célula es ovalada y verde por su contenido de clorofila,
presenta flagelos y posee una matriz extracelular gruesa y traslicida, gracias a
factores ambientales favorables aumenta en tamafio por el proceso de fotosintesis y
pasa a un segundo estadio denominado palmella donde la célula aumenta la
concentracion de clorofila, se redondea y pierde los flagelos y finalmente al tercer
estadio se le denomina aplanospora caracterizada por tener una membrana rigida,
esta es la forma de resistencia de la microalga la cual le garantiza sobrevivir por
largos periodos y es provocada como consecuencia de un entorno desfavorable que
genera condiciones de estrés dentro de la célula y como resultado se produce la
acumulacion de astaxantina & 2% %

Una vez las condiciones vuelven a ser favorables para su crecimiento H. pluvialis
transforma su estadio de aplanospora a célula vegetativa procedente de
aplanospora y de una manera muy rapida comienza a sufrir cambios como la
sustitucién de su pared celular rigida por una gelatinosa y Iabil e inicia a disminuirse
la concentracion de astaxantina. Desde el punto de vista investigativo este cambio
resulta ser muy importante y clave ya que en la transicion de un estadio a otro la
célula aun presenta una alta acumulacion de astaxantina y su pared es mas fragil
por lo tanto resulta mas facil la recuperacion de este metabolito 3% 332,



Figura 1 Ciclo celular H. pluvialis “Astaxantina, el oro rojo de la microalga
H.pluvialis, 2006 *°.

A |
2 d i @0
@@s Q e @@‘90

y Pe
’ I
® %
—ede

Figura 2 Estadios del ciclo de vida de H. pluvialis A) Célula vegetativa procedente
de aplanospora; B) Aplanospora; C) Palmella; D) Célula vegetativa “Astaxantina, el
oro rojo de la microalga Haematococcus pluvialis, 2006” *°.
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4.1.2 Requerimientos nutricionales y condiciones de cultivo.

Para el crecimiento de la microalga H. pluvialis y su posterior produccion y
acumulacion de astaxantina ya sea en un ambiente natural o artificial es necesario
gue en su entorno existan condiciones biolégicas, quimicas y fisicas apropiadas. El
crecimiento y la produccion de astaxantina son dos procesos que, aunque sean
llevados dentro de la misma célula, requieren condiciones diferentes que favorezcan

cada etapa.



Inicialmente para que la microalga aumente su biomasa se debe tener en cuenta
gue el cultivo se lleve a cabo en un medio acuoso que les suministre a las células
fuentes de carbono, oxigeno, nitrégeno, y minerales **. Como lograron inferir
Camacho y colaboradores en una revision bibliografica, las mejores condiciones
para el crecimiento de H. pluvialis son el uso de medios de cultivo que garanticen el
suministro de los nutrientes necesarios como lo son el BG11, Optimal
Haematococcus Medium (OHM) o Bold Basal Medium (BBM); y ademas de esto,
asegurar que se cumplan condiciones tales como mantener un pH preferiblemente
neutro o cercano, someter el cultivo a ciclos de luz (20 horas) - oscuridad (4 horas)
con lamparas de luz blanca, proporcionar una temperatura promedio de 25 °C,
aplicar agitacién continua y proveer un 5% de CO, **.

Se han realizado muchas investigaciones al respecto para asi evaluar factores
optimos en estos procesos que incluyen variaciones de diversas caracteristicas
como lo son la composicion de los medios de cultivo, temperatura, pH, agitacion,
intensidad luminica, aireacion, concentraciones de diferentes sales, exposicion a
campos magnéticos entre otros.

4.1.3 Factores que estimulan el crecimiento de H. pluvialis y su produccién de
astaxantina

Para que H. pluvialis logre dividirse y aumentar su biomasa, las condiciones a su
alrededor deben ser favorables, sin ningun tipo de factor que genere estrés en la
célula; por otra parte, para que produzca astaxantina las condiciones en su entorno
deben ser totalmente contrarias, desfavorables y estresantes. Existen algunas
caracteristicas claves en estos procesos como las que se describen a continuacion:

- Disponibilidad de luz:

Las microalgas tienen una capacidad cuatro veces mayor que cualquier
planta de utilizar la energia luminosa para generar energia quimica y tienen la
caracteristica de ser fotoautétrofas, fotoheterétrofas o mixotréficas.
Normalmente en condiciones de cultivo las microalgas son organismos
fotoautotrofos por lo tanto tienen una constante necesidad luminica natural o
artificial, ellas usan la luz como fuente de energia y el CO, presente como
fuente de carbono para asf llevar a cabo el proceso de fotosintesis ** 3> .

H. pluvialis ha sido sometida a diversas investigaciones que han demostrado
gue las variaciones en la exposicion luminica y en los colores emitidos por las
lamparas son elementos clave en su ciclo vital. Se ha evidenciado que
brindar al cultivo una iluminacion roja de 625 nm incentiva el aumento de la
biomasa microalgal y que colores de luz entre azul y purpura con longitudes
de onda bajas entre 380 y 470 nm inducen un cambio morfologico de la
célula y la acumulacién de astaxantina *’.Por otra parte Kim y colaboradores
afirman que el factor mas importante en la acumulacion de astaxantina en H.
pluvialis es la exposicion luminica y que el uso de luz intermitente mejora la
produccion y acumulacion de la misma y en mayor medida si se utiliza un



método de iluminacioén interna .

Suministro de nutrientes:

Una caracteristica importante en el aumento de biomasa en un cultivo de
microalgas es la disponibilidad de nutrientes que el medio proporcione, lo
cual ha sido un gran problema al momento de mantener una produccion
continua de células vegetativas en cultivos a gran escala. Fabregas et. al.
lograron establecer el medio de cultivo OHM el cual resulta 6ptimo para este
proceso ya que proporciona ademas de nutrientes algunas vitaminas tales
como tiamina, biotina y cobalamina que en conjunto aumentan la
productividad de las células del cultivo .

En general las microalgas necesitan principalmente de nutrientes que
aumenten su biomasa como el carbono que se incorpora en el medio
normalmente como CO, o como alguna sal en forma de carbonato o
bicarbonato, el nitrbgeno que se suministra como nitratos, amonios o
aminoacidos, el oxigeno que es obtenido por las células del mismo CO; y del
agua del medio liberado como O, en la fotosintesis, el hidrogeno presente en
el agua del cultivo y el fésforo suministrado en forma de fosfatos, ademas de
esto los cultivos algales necesitan de macronutrientes como el calcio,
magnesio, azufre y potasio cuya funcion principal no es aumentar su biomasa
sino mantener el equilibrio i6nico y la presion osmoética adecuados en el
medio y de micronutrientes como el hierro, manganeso, cobre, molibdeno y
cobalto los cuales se agregan al medio en minimas cantidades cuya funcién
es actuar como cofactores de enzimas, adicionalmente estos cultivos también
pueden requerir de un suministro vitaminico **.

Cuando la disponibilidad de nutrientes disminuye la célula se somete a un
ambiente estresante lo cual resulta ser un factor estimulante en la produccién
de astaxantina, normalmente se han estudiado pardmetros como lo son la
limitacion de las fuentes de nitrégeno, fésforo, azufre y magnesio y las altas
concentraciones de sales % 4" 42,

Temperatura:

La temperatura es un factor que influye directamente en el crecimiento y en la
acumulacién de astaxantina en H. pluvialis debido a las variaciones a lo largo
del tiempo, la importancia de esta radica en que es de suma importancia en
la disociacion de las moléculas de carbono para ser utilizadas en el proceso
de fotosintesis y también en que los cambios en la misma pueden alterar las
rutas metabdlicas incluyendo la biosintesis de los carotenoides, por lo tanto

%Itzrar el equilibrio iénico del medio, el pH y la solubilidad del O,y del CO, *

La temperatura 6ptima para el desarrollo de biomasa en las especies de
microalgas es variable y oscila entre 28 a 35 °C *. Seguin Wan vy
colaboradores para que H. pluvialis logre un aumento de biomasa y una
acumulacion de astaxantina considerablemente altas se debe brindar al
cultivo una temperatura diurna entre 23 a 28 °C y una temperatura nocturna



inferior a 28 °C °.

- pHy aireacién con CO5:

El pH es un factor clave en el rendimiento y alta productividad de un cultivo
de microalgas ya que si no se mantiene un valor 6ptimo puede provocar una
inhibiciébn del desarrollo celular, a un pH muy alto las células no logran
absorber efectivamente los nutrientes esenciales del medio por lo tanto limitar
su crecimiento y a un pH bajo las células en cultivo pueden morir ** %3,

Las microalgas requieren de un rango de pH que oscila entre 7 y 9 para
crecer de manera Optima, pero lo mas efectivo para especies de agua dulce
es mantener un pH de 8 * *®. A medida que el cultivo envejece se van
acumulando minerales y oxidando compuestos lo cual causa un aumento en
el pH del medio y por esto la forma mas efectiva de controlarlo
adecuadamente es suministrando aireacion con CO, provocando una
disminucion del mismo, el pH también puede ser controlado con la adicién de

soluciones &cidas o basicas > %',

Ademas de lo anterior la adicion de CO, también es de suma importancia en
el cultivo de microalgas ya que es la mayor fuente de carbono que utilizan las
células en su produccion de biomasa 3.

- Agitacion:

La importancia de la agitacion en el cultivo de microalgas radica en garantizar
una mezcla homogénea de los nutrientes y del acceso a condiciones
ambientales para todas las células al intervenir en su precipitaciéon y al
favorecer su intercambio gaseoso, este mezclado se puede generar de
manera mecanica en los cultivos en fotobiorreactores y también por medio
del proceso de aireacion %49

4.2 Clorofila

Las clorofilas son un grupo de pigmentos verdes tetrapirrolicos presentes en plantas
y algas, organismos en los que cumplen un papel importante en el proceso
fotosintético de donde obtienen la energia para llevar a cabo funciones de
metabolismo, crecimiento y reproduccién *°. Estructuralmente son moléculas que
poseen una parte con caracter hidréfobo y una parte con caracter hidrofilico, son
porfirinas que estan conformadas por un anillo plano de grupos pirroles unidos por 4
enlaces de puentes metilénicos que en su interior contienen magnesio >,

En este grupo de pigmentos la mas importante y abundante en la naturaleza es la
clorofila-a, junto con la clorofila-b son componentes esenciales del sistema de
fotosintesis de plantas y algas verdes, la clorofila-a es imprescindible en la
fotoquimica y la clorofila-b es muy necesaria para estabilizar las proteinas
captadoras de luz de la molécula " 3. La clorofila-a esta presente en algas azul-
verdosas y algunas algas rojas, los otros tipos de clorofilas son pigmentos



accesorios de la clorofila-a y cumplen la funcién de transferir la energia luminica
hasta ella, por lo tanto trabajan conjuntamente; las clorofilas a y b estan presentes
en plantas superiores y algas verdes, las clorofilas a y ¢ se hallan en diatomeas y
algas pardas y las clorofilas a y d estan en algunas algas rojas >* *°.

Segun Streit et. al. la clorofila se usa como colorante natural en las industrias
farmacéutica, cosmética y de alimentos por estar altamente relacionada con
procesos anti inflamatorios, antioxidantes, profilacticos, coagulantes (antiagregante
plaquetario), vasoconstrictores y reductores en el riesgo de contraer cancer **.

4.3 Carotenoides

Los compuestos carotenoides se encuentran ampliamente distribuidos en el
ambiente natural, forman el segundo compuesto mas abundante en la tierra luego
de la clorofila y son sintetizados de manera natural en algunos organismos como
plantas superiores, plantas inferiores, hongos, levaduras, y bacterias *° *°.

En general la estructura basica de un carotenoide es un tetraterpeno de 40
carbonos, lineal y simétrico, se dividen en dos grupos principales: los carotenos que
son hidrocarburos (C4oHsg) como el a — caroteno, f —caroteno y licopeno y las
xantofilas que son la variacién oxigenada (C4oHs602) como la astaxantina, luteina y
cantaxantina > %2,

Los carotenoides cumplen diversas funciones dentro de los organismos, algunas de
ellas son brindar colores atractivos a diversas frutas, vegetales, flores, plumajes de
aves, esqueleto de peces y crustaceos, pero la funcibn mas importante es en el
proceso de fotosintesis al lograr captar energia luminosa que no puede ser captada
por la clorofila por si sola, esto les confiere una caracteristica protectora de los
fotosistemas contra el dafio oxidativo *°°°.

4.3.1 Fuentes naturales de carotenoides.

Ya que los animales y los humanos no tenemos la capacidad de sintetizar de
manera natural los carotenoides debemos obtenerlos por medio de nuestra
alimentacion °’. Los carotenoides estan presentes en muchos alimentos como los
vegetales de hojas verdes, las frutas, las flores, en algunos peces y crustaceos, en

la tabla 1 se relacionan algunos alimentos con los carotenoides que contienen %,

Tabla 1 Fuentes alimenticias de carotenoides. % ¢

Fuente alimenticia (nombre Carotenoides presentes

cientifico)

Zanahoria (Daucus carota) a -y B -caroteno

Naranja (Citrus sinensis) Violaxantina, B -criptoxantina, luteina,
zeaxantina

Mango (Mangifera indica) Violaxantina, 3 -caroteno

Tomate (Lycopersicum esculentum) Licopeno



Pimiento rojo (Capsicum anuum) Capsantina, capsorrubina

Melocoton (Prunus persica) B -criptoxantina, luteina
Papaya (Carica papaya) B -criptoxantina, B -caroteno
Guayaba (Psidium guajava) Licopeno, 3 -caroteno
Ciruela (Spondias lutea) B -criptoxantina

Alfalfa (Medicago sativa) Luteina, zeaxantina

Maiz (Zea mays)
Tagetes (Tagetes erecta)
Huevo de gallina

Salmon (Salmo spp) Astaxantina
Crustaceos

Microalgas

Levaduras

Crustaceos Cantaxantina
Azafran (Crocus sativus) Crocentina

Ademaés de un consumo por parte de los mamiferos como requerimiento nutricional
de fuentes naturales los carotenoides también son producidos y obtenidos
sintéticamente para algunos fines industriales normalmente generados a partir del
cultivo de microalgas que los producen, asi se muestra en la tabla 2.

Tabla 2 Carotenoides obtenidos industrialmente °°

Especie de microalga Tipo de carotenoide Usos y aplicaciones

Dunaliella salina B-caroteno. Se conoce por su
actividad antioxidante vy
es usada en cosméticos y

en suplementos

nutricionales.
Haematococcus Astaxantina Antioxidante y
pluvialis Cantaxantina fotoprotector. Se emplea
Luteina en acuicultura para

pigmentacién en peces y
ayuda al crecimiento del
salmon y la trucha.

Chlorella vulgaris Cantaxantina Complemento  dietético.
Astaxantina Se emplea como
Luteina combustible y colorante

de alimentos naturales.
Coelastrella striolata Cantaxantina Evaluacion de la
var. Multistriaa Astaxantina contaminacion de agua;
[3-caroteno es posible estimar

espectrofotométricamente
el contenido de nitrégeno

en ésta.
Scenedesmus Luteina Aditivos alimenticios,
almeriensis R-caroteno sector cosmético, ademas

de emplearse en el sector
energeético y farmacéutico



Chlorella ellipsoidea Violaxantina Superalimento y
Anteraxantina suplemento dietético. Se

Zeaxantina le atribuye propiedades

como controlar el peso,

prevenir el cancer e

incrementar las defensas

del sistema inmunolégico

Spirulina platensis [3-caroteno Se usa como suplemento
[3-criptoxantina dietético, contiene
Astaxantina proteinas, glucidos,
Zeaxantina lipidos, &cidos nucleicos,
Equinenona vitaminas y  algunos
minerales.

Chlorella zofingensis Luteina Productor de astaxantina
con aplicaciones en
alimentos, piensos,
nutracéuticos y la

industria farmacéutica.

4.3.2 Efectos positivos sobre la salud.

Normalmente los carotenoides se incorporan a la dieta para generar efectos
saludables en el cuerpo, generalmente se obtienen del consumo de alimentos
naturales o a manera de suplementos. Estos son potentes antioxidantes y su papel
ha sido investigado como factor de prevencién en enfermedades cronicas, el -
caroteno y el licopeno estan relacionados a la prevencion de enfermedades como el
cancer, cardiopatias, enfermedades de la piel y la osteoporosis, la luteina y la
zeaxantina, por su parte, interfieren en los trastornos de la vision %% %% 4,

4.4 Astaxantina.

Es un carotenoide xantéfilo terpenoide, lo cual le otorga su caracteristica de
pigmento liposoluble. Se extrajo originalmente del cangrejo de rio Astacus y se ha
venido identificando en otras especies animales, algunos hongos, y algas
productoras del pigmento como H. pluvialis.

Este pigmento posee diferentes caracteristicas entre las cuales se destaca la
actividad antioxidante; esto debido a que es capaz de absorber la energia liberada
por los radicales libres que se producen en las diferentes reacciones metabdlicas
del cuerpo humano dentro de la cadena carotenoide, protegiendo asi los tejidos del
dafo que puede causar la degradacion de los &cidos grasos poliinsaturados;
también se ha demostrado una mayor efectividad en comparacién con la vitamina E
y el B-caroteno para prevenir y tratar la fotooxidacién; la inflamacion; las Ulceras
causadas por la infeccidbn por Helicobacter pylori; e incluso el cancer. Es
responsable también de promover el buen funcionamiento del sistema inmunolégico
y diferentes 6rganos °°.



Figura 3 Estructura quimica de la astaxantina “Carotenoides: Estructura, Funcién,
Biosintesis, Regulacion y Aplicaciones, 1999” %
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4.4.1 Biosintesis, ruta metabdlicay genes relacionados.

La biosintesis de astaxantina estd altamente influenciada por las condiciones de
estrés a las que es sometida la microalga comunmente para su enquistamiento,
ademas de estos, un factor de estrés distinto induce fuertemente a la formacion del
guiste y su posterior produccion del metabolito. Dicho factor, el estrés oxidativo,
logrado al adicionar especies activas de oxigeno al medio de cultivo, se considera
un regulador de la produccion del carotenoide no sélo en H. pluvialis, sino en otras
especies productoras como Phaffia rhodozyma y Dunaliella bardawil '

El proceso de sintesis de astaxantina inicia por la via del mevalonato, convirtiendo el
Acetil-CoA en Isopentenil Pirofosfato (IPP). Luego del paso a través de diferentes
carotenoides como el fitoeno, licopeno y el B-caroteno, que sufren procesos de
oxidacion, se concluye la formacion de la molécula de astaxantina. En las células
motiles, la astaxantina aparece en pequefias inclusiones dentro del citoplasma
perinuclear, aunque no se encuentra dentro de ningun organelo especifico; a
medida que la célula madura, el pigmento se acumula hasta cubrir la totalidad de la
misma a excepcion del nicleo y los cloroplastos & .



Figura 4 Ruta de biosintesis de astaxantina en H. pluvialis “A technical review of
Haematococcus algae, 1999”
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La produccion de astaxantina esta regulada por una serie de procesos quimicos que
a su vez estan mediados directamente por la expresion de dos genes principales
para la sintesis de los carotenoides en general: el gen PSY, responsable de la
produccion de la enzima fitoeno sintasa, la cual condensara dos moléculas de
GGPP (geranil-geranil difosfato) para producir fitoeno; y el gen PDS, que genera la
enzima fitoeno desaturasa, que catalizara la conversion de fitoeno en zeta-caroteno.
Dos genes implicados en la produccién especifica de astaxantina, luego de la accién
de los anteriormente mencionados, son el BKT y CHY, p-caroteno cetolasa y
caroteno hidroxilasa, respectivamente. Genes que codificaran para enzimas



encargadas de la conversion del S-caroteno en cantaxantina, para el caso de la
enzima B-caroteno cetolasa, que cumple la funcion de adicionar dos grupos ceto a
los carbonos de la posicion 4 y 4’; y para el caso de la enzima caroteno hidroxilasa,
la cual afade dos grupos hidroxilo a los carbonos 3 y 3’ de los anillos g-ionona
ubicados en cada extremo de la cadena, formando asi la molécula de astaxantina "*
"1 Estos genes han sido identificados en diferentes especies de plantas superiores,
microalgas, bacterias y levaduras, pero han demostrado ser mucho mas eficientes
en la produccién de la astaxantina por parte de H. pluvialis 2.

Figura 5 Genes relacionados con la produccion de astaxantina “Regulation of Two
Carotenoid Biosynthesis Genes Coding for Phytoene Synthase and Carotenoid
Hydroxylase during Stress-Induced Astaxanthin Formation in the Green Alga
Haematococcus pluvialis, 2001” #.
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4.4.2 Beneficios para la salud.

La actividad antioxidante de la astaxantina se reportd como 10 veces mas efectiva
frente a otros carotenoides como la luteina y el g-caroteno en un estudio realizado
por Miki en 1991, estudio en el cual la denominaron “stper vitamina E” ". La
astaxantina, asi como la luteina y la zeaxantina, es de los Unicos carotenoides que
cuenta con la capacidad de atravesar la barrera hematorretiniana y alli ejercer su
accion de antioxidante y fotoprotectora. Otras de las propiedades que se destacan
por sobre los demas a- y p- carotenos es la de prevenir las enfermedades
isquémicas, enfermedades asociadas al envejecimiento y el cancer .



4 .5 Biorreactores

Los biorreactores son equipos que llevan a cabo reacciones biolégicas favorecidas
por la generacion de ambientes propicios para el cultivo in vitro de organismos y su
posterior produccion de sustratos para fines especificos . La primera vez que se
utilizé esta técnica para el cultivo de plantas fue en 1981 usando un biorreactor de
columna de burbujas y desde entonces se ha venido estudiando la manera de
mejorar este bioproceso para asi aplicarlo de manera eficaz en campos afines.

La funcién de los biorreactores es asegurar que en su interior se mantengan
condiciones Optimas en el cultivo que puedan ser analizadas y controladas de
manera externa como pH, agitacion, aireacion, temperatura, suministro de
nutrientes, transferencia luminica y disminucion del riesgo de contaminacion, esto se
logra con el uso de sistemas de control para las biorreacciones.

Actualmente a nivel industrial se estan llevando a cabo bioprocesos a gran escala
con el fin de generar compuestos de manera masiva, cada vez se incrementa mas
el uso de biorreactores con esta finalidad biotecnologica.

45.1 Clases de biorreactores

Principalmente los biorreactores se clasifican en tres segun la manera en que se
alimenta el sistema de cultivo:

- Continuo: Este cultivo consta de una linea de entrada para incorporar
nutrientes y de una linea de salida para extraer productos, con el fin de
asegurar una produccién estable a través del tiempo.

- Semicontinuo o fed-batch: Es un cultivo que tiene una linea de entrada
para asi alimentarlo constantemente pero carece de una linea de salida, esto
asegura una alta produccion.

- Discontinuo o _batch: En el inicio del cultivo se coloca en el biorreactor la
carga total del proceso para el tiempo determinado, no se alimenta
posteriormente.

4.5.2 BIOSTAT ® A PLUS:

Este biorreactor es utilizado en este proyecto de investigacion ya que es adecuado
para procesos de cultivo de microorganismos y células de manera continua o
discontinua. Es un equipo compacto, autoclavable, de material de vidrio transltcido,
cuenta con una capacidad de 5 L y con un sistema electronico de control para pH,
agitacion, aireacion, temperatura, etc., usado para el cultivo de bacterias, levaduras,
hongos y de células animales y vegetales, ideal para proyectos educativos e
investigativos (ver figura 6, 7 y tabla 3).



Figura 6 Biorreactor BIOSTAT® A plus “El biorreactor compacto autoclavable”’®

Figura 7 Partes del biorreactor BIOSTAT® “Culture Vessels and Equipment
UniVessels®” "’

Fig.: UniVessel® 5.0 L, single walled, overview on design, dimensions and eguipment



Tabla 3 Descripcién partes del biorreactor BIOSTAT® “Culture Vessels and
Equipment UniVessels®” *’

ITEM CANTIDAD DESCRIPCION REFERENCIA
1 1 Soporte para vaso de 5 L BB-38244314
5 1 Placa superior, diametro BB-38351382
6 2 Manijas BB-39200485
1 Anillo BB-39120155
7 1 Recipiente de reaccion, pared simple, BB-39204774
diametro interno 160x345
8 4 Tornillos avellanados BB-39501876
19 6 Tornillo moleteado BB-38352397
20 0 Soporte de botella BB-8847436
27 6 Tornillos de cabeza ranurada BB-39501140
28 3 Placa superior BB-38533421
29 3 Soporte BB-38413833
32 3 Tornillo de cabeza hexagonal BB-39506231
62 0 Manta térmica 5L, 230 V/50 Hz/400 W BB-8807552
63 0 Manta térmica 5L, 120 V/50 Hz/400 W  BB-8807551
64 1 Manta térmica 5L, 115 V/60 Hz/400 W BB-8807434
65 1 Manta térmica 5L, 230 V/50 Hz/400 W  BB-8807426
66 0 Diodo de enfriamiento BB-8847827

4.6 Modelos de crecimiento

Un modelo de crecimiento nos permite predecir el comportamiento poblacional que
tendr4 un microorganismo en un periodo de tiempo determinado. Las microalgas
presentan un crecimiento similar al microbiano y generalmente se ve evidenciado en
diferentes fases: en la primera, las células se multiplican hasta un limite maximo,
correspondiente a la fase logaritmica; en la siguiente, las células mantienen un
namero poblacional estable, fase estacionaria; finalmente, entran en un periodo de
muerte donde la tasa disminuye debido al agotamiento de nutrientes en el medio.

En una investigacion se cultivé la microalga Dunaliella tertiolecta y se estudid su
cinética de crecimiento, la cual se analiz6 por medio del uso de modelos
matematicos como el logistico; Gompertz modificado; Richards modificado; Schnute
modificado; Baranyi-Roberts; Von Bertalanffy, con el fin de establecer el modelo
mas efectivo y preciso a la hora de predecir el comportamiento poblacional. Los
resultados obtenidos evidenciaron que el modelo Baranyi-Roberts es adecuado para
predecir el crecimiento de microalgas debido a su alta capacidad de ajuste y a que
tiene en cuenta variables que pueden afectar el proceso (ver tabla 4) 8.



Tabla 4 Principales modelos matematicos de crecimiento. “Evaluation of several
mathematical models for fitting the growth of the algae Dunaliella tertiolecta” *®

MODELO n FORMULA

Modificado 3 y = A

Logistico {1 5 @ [4ﬂ11;1nax (1- t)] n 2}
Modificado 3 _ _ Hmaxe .,
Gompertz Y= AexP{ exP[ A (4 t)] + 1}

o 1 -1
I\R/Ii%ﬁ:r(aido 4 y=A {1 + vexp(1 + v)exp [,u,;# 1+v) (1 + ;) 14— t)]} )
Modificado 4 1-B\[1—-PBexplart+1—-p -« %
Schunte Y =\ Hmax = [ 1-8 ]

Baranyi- Roberts 4

Y =A+ thnaxx + In(e‘”maxx + g ho — e_”maxx_ho)
max
'umax x+ﬂr:ax1n<e_ﬂmax x+e_ho—e_umax x—ho)
—In| 1+ O
Von Bertalanffy 3 il A3 _(m/K%) ;
y= —11-1% J|exp
Huang 4 Y = A+ Ymax — In(e* + (e¥max — et)e~#max B())
1 1+ ™D
B(x) =x+—-In———
) x+a n 1+en1
Buchanan 3 Y=AIF X <LAG
Fase Tres Y=A+KX-ADIFA<X = Xpax
Modelo Lineal Y = Yo IF X = Xinax

nota:

a= asintota bacteriana inferior

Umax= tasa maxima de crecimiento especifico

v= punto cerca del cual se presenta un crecimiento maximo asintotico
A= tiempo de retraso

Ymax= asintota bacteriana superior

e= exponente (2.718281828)

t= tiempo de muestreo

a, B,k= parametros de ajuste de curva

hy,= parametro dimensional que cuantifica el estado fisioldgico inicial de las células
(dia™1) puede ser calculado como hy = Hyay



5. DISENO METODOLOGICO

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Experimental, porque como lo menciona Sampieri en su libro “Metodologia de la
investigacion (2014) '® estos disefios se emplean cuando el investigador busca
establecer el posible efecto de una causa que se manipula, por ello en este estudio
se hizo una manipulacion intencional de las variables independientes, una medicion
de las variables dependientes, se compararon dos grupos diferentes y se llevo a
cabo un proceso de control y validez de los resultados.

5.1.1 UNIVERSO
Microorganismos productores de astaxantina y clorofila.

5.1.2 POBLACION
Microalgas.

5.1.3 MUESTRA

La microalga H. pluvialis, cepa de referencia (coleccion de cultivos de algas,
universidad de Texas, Austin TX, EEUU “UTEX”); suministrada por la facultad de
Ingenieria de la Universidad de la Sabana.

5.2 Hipotesis

Mediante el uso del biorreactor BIOSTAT ® A PLUS, y la implementacion de medios
de cultivo como el BBM y RM en condiciones como pH 6,8; temperatura 20°C +
2°C; fotoperiodo 18 h luz: 6 h oscuridad; luz blanca, azul y roja con leds; irradiancia
180 hasta 210 lux; aire filtrado a una velocidad de 1,7 L/min; agitacién 100 rpm, se
logrard obtener una biomasa adecuada en calidad y cantidad de la microalga H.
pluvialis.

5.3 Variables

5.3.1 VARIABLES DEPENDIENTES

Crecimiento de las microalgas, astaxantina, clorofila
- Indicadores: cel/mL, astaxantina ug/mL, clorofila ug/mL.

5.3.2 VARIABLES INDEPENDIENTES

H. pluvialis, luz y deficiencia de nitrégeno.
- Indicadores: 1x10* cel/mL (10% del in6culo),
- pH:6,8;
- Temperatura: 20°C + 2°C;
- Fotoperiodo 18 h luz: 6 h oscuridad;
- Luz blanca, azul y roja con leds;
- lIrradiancia: 180 hasta 210 lux;
- Aire filtrado a una velocidad de 1,7 L/min;
- Agitacion: 100 rpm.



5.4. METODOLOGIA

- FASE1
Realizacion del cultivo de la microalga H. pluvialis en medio MES Volvox.

Se realiz6 el primer cultivo a partir de la cepa de referencia transferida a dos frascos
Schott con 500 mL de medio de cultivo MES Volvox (Ver tabla 5) estéril ajustado a
un pH de 6,8, con fotoperiodos de 18 horas de exposicién a luz blanca con una
lampara fluorescente marca Philips de 70 yE/m2s de irradiancia = 65 lux y 6 horas
de oscuridad, a temperatura de 22 °C + 2 °C , aire filtrado y agitacion manual diaria
durante 10 segundos al dia durante 12 dias.

Tabla 5 Composicién del medio de cultivo MES volvox .

Medio MES volvox

Buffer MES 1,95 g/L
Nitrato de calcio tetrahidratado 117,8 mg/L
(Ca(No3),*4H,0)
Glicerofosfato sodico pentahidratado 60 mg/L
(Nay- glicerofosfato* 5H,0)
Sulfato de magnesio heptahidratado 40 mg/L
(MgSo4*7 H,0)
Cloruro de potasio (KCL) 50 mg/L
Cloruro de amonio (NH4CI) 26,7 mg/L
Biotina (vitamina H) 0,0025 mg/L
Cianocobalamina (vitamina B12) 0,0015 mg/L
Acido etilendiaminoacetico 750 mg/L
disddico (Na;EDTA)

= Cloruro de hierro hexahidratado 97 mg/L
) = (FeCI3*6H20)
g ﬁ Cloruro de manganeso 41 mg/L
5 2 tetrahidratado (MnCl;*4H,0)
g g Cloruro de zinc (ZnCly) 5 mg/L
c & Cloruro de cobalto 2 mg/L
S o hexahidratado (CoCl,*6H,0)
= S Molibdato de sodio dihidratado 4 mgl/L
? E  (Na;MoO4*2H,0)
pH=6,7

Cultivo de la microalga H. pluvialis en medio BBMy RM

Se inoculé un volumen de 1x10* cel/mL en el Biorreactor BIOSTAT ® A PLUS en
relacion 1:10 con medios BBM y RM. Los primeros 15 dias se ajustaron fotoperiodos
de 18 horas luz - 6 horas oscuridad con lampara fluorescente marca Phillips de 70
ME/m2s de irradiancia = 65 lux y los siguientes dias del cultivo se realizé un cambio
a un panel de luces LED multicolor que constaba de luz blanca, azul y roja con
emision de 180 a 210 lux y un fotoperiodo de 20 horas luz y 4 oscuridad, dicho panel
fue donado al proyecto por SMM INGENIERIA SAS, también se proporcionaron



otras condiciones durante todo el cultivo como lo fueron un ajuste de pH a 6,8, una
temperatura de 20° C * 2°C, agitacion de 100 rpm vy aire filtrado a 1,7 L/min. Los
medios de cultivo BBM y RM presentan diferentes composiciones como se ve en la
tabla 6, dicha composicion del medio es la que le aporta a la microalga factores

nutricionales requeridos en su crecimiento.

Tabla 6 Composiciones de los medios de cultivo RM y BBM. "

MEDIO RM MEDIO BBM

Nitrato de  sodio 300 mg/L Fosfato 175 mg/L
(NaNOg) monopotéasico

(KH2POy)
Fosfato dipotésico | 80 mg/L Cloruro de calcio 25 mg/L
(KzHPO4) (C&C'z)
Fosfato 20 mg/L Sulfato de magnesio 75 mg/L
monopotasico (MgSO,)
(KH2POy)
Sulfato de magnesio 10 mg/L Nitrato de sodio 250 mg/L
heptahidratado o sal (NaNO3)
de epsom
(MgS0O,47H,0)
Cloruro de calcio 58.5 mg/L Fosfato  dipotasico 75 mg/L
dihidratado (K2HPO,)
(CaCI22H20)
Acido 7.5 mg/L Cloruro de sodio 25 mg/L
etilendiaminotetraaceé (NaCl)
tico (EDTA)
Cloruro de sodio 20 mg/L Acido  trioxoborico 11.42 mg/L
(NaCI) (H3BO3)
Acido trioxobdrico 0.3 mg/L Sulfato de zinc 8.82¢/L
(H3BO3) (ZnS0Oy)
Sulfato de 1.5 mg/L Dicloruro de 1.44¢/L
manganeso manganeso (MnCly)
monohidratado
(MnSO4H20)
Sulfato de zinc 0.1 mg/L Trioxido de 0.71g/L
heptahidratado molibdeno (MoO3)
(ZnS0O47H,0)
Heptamolibdato de 0.1 mg/L Sulfato de cobre 1.57g/L
amonio (CuSOQOy)
((NH4)6M0042H,0)
Sulfato de cobre 0.08 mg/L Nitrato cobaltoso 0.49 g/L
pentahidratado (Co(NO3)2)

(CUSO45 Hzo)



Nitrato de cobalto 0.26 mg/L Sal de sodio del 50g/L
(Co(No3)26H,0) acido

etilendiaminotetraac

ético (Na,EDTA)

Tricloruro de hierro 17 mg/L Hidroxido de potasio 3.1 g/L
hexahidratado (KOH)
(FEC|36H20)

- FASE 2

Evaluacion del cambio morfoldgico de las microalgas.

Se evalud el crecimiento del primer cultivo en medio MES volvox y de los dos
cultivos siguientes en los medios BBM y RM por medio de microscopia en camara
de Neubauer, donde se observé el color, morfologia y viabilidad celular cada tercer
dia durante 36 dias tomando tres muestras cada dia °.

Curva de crecimiento.

Se realizé una curva de crecimiento de H. pluvialis teniendo en cuenta el nUmero de
células contadas en la camara de Neubauer de las muestras de cada tercer dia,
desde el dia cero hasta el dia 16 para el in6culo en el medio mes volvox y para los
dos siguientes cultivos en los medios BBM y RM desde el dia 0 hasta el dia 36.

pH.

Se realiz6 control en el cultivo con un pHmetro (Marca Hanna instruments) cada
tercer dia durante 36 dias, cada dia se realiz6 una medicién por triplicado.

- FASES3

Determinacion de la concentracion de clorofila y astaxantina producidas por
H. pluvialis en el tiempo de estudio.

Los carotenoides suelen contener una alta conjugacion de enlaces dobles los cuales
se disocian por efecto de la luz, la temperatura y el aire, por ello se recomienda
realizar su extraccion en ausencia de luz y oxigeno a una temperatura ambiente o
menor; otra caracteristica es que son solubles en solventes apolares como el éter
etilico, el benceno, el cloroformo, la acetona, el acetato de etilo apoyandose en la
utilizacion de metanol o etanol seguido de una ebullicion y una separacién por
filtracion o centrifugacion para que el procedimiento de extraccion se realice con
éxito . En este proyecto de investigacion se realizé el procedimiento de extraccién
con metanol al 90% que se describe brevemente a continuacion el cual garantiza
una mayor concentracion de astaxantina.



Método de extraccion Metanol 90%.

Se tom6 1mL de cada muestra tomada y se centrifugé a 12,000 rpm durante 5 min,
posteriormente se retird el sobrenadante. El paquete celular se resuspendio en 1mL
de metanol al 90% y se calentd durante 10 minutos a 60°C en bafio seroldgico,
posteriormente se centrifug6 a 12,000 rpm durante 5 minutos. Segun procedimiento
APPA, 1992 %,

Cuantificacion de clorofila y astaxantina.

Para la cuantificacion de clorofila y astaxantina se realizaron las curvas de
calibracion respectivas (anexos 3y 4) con patrones de referencia. Se hizo la lectura
espectrofotométrica en el equipo Thermo Scientific Evolution 201, a una longitud de
onda de 667 nm para clorofila y 477 nm para astaxantina; se hallaron
concentraciones en pg/ml y pg/cel interpolando con la formula y=mx+b los datos de
las absorbancias a las curvas patrén realizadas (anexo 5). Para la elaboracién de
las graficas se tuvo en cuenta la ecuacion:

Concentracion del metabolito (ug/mlL) x volumen muestreado (mL)
Numero de celulas en conteo en camara (cel/mL) x vulomen muestreado (mlL)

= ug/cel

- FASE4

Determinacion de la concentracidon de nitrogeno en el periodo de estudio

Para la determinacion de la concentracion de nitratos en los dos medios de cultivo
BBM y RM se empled el método de colorimetria por nitracién con acido salicilico,
segun Filippini y colaboradores (2004) dicho método se basa en el principio de que:
“El complejo formado por nitracion de acido salicilico bajo condiciones fuertemente
acidas presenta maxima absorcién a una longitud de onda de 410 nm en soluciones
basicas (pH > 12). La absorbancia del cromoéforo es directamente proporcional a la

cantidad de N-NOs presente en la muestra .

El nitrato se valor6 en los medios BBM y RM por medio de una reaccion de
colorimetria por nitracién con &cido salicilico como se describe por Tocquin et al.
Durante 20 minutos se incubaron 20 pL de medio de cultivo diluidos con 400 pL de
acido salicilico al 2,5% (p/v) en H,SO,4 al 98%, transcurrido este lapso cada muestra
se neutralizé con 500 uL de Hidréxido de sodio (NaOH) 3,8 M 8,

Cuantificacion

Para la cuantificacién de los nitratos se realiz6 la curva de calibracion con patrones
de referencia (anexo 6). Se hizo la lectura espectrofotométrica en el equipo Jenway
6405, a una longitud de onda de 405 nm, las concentraciones se hallaron en
Mg/20ml de medio interpolando los datos de las absorbancias a la curva realizada
(anexo 7).

Andlisis estadistico.



Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor para la producciéon de
biomasa, la concentracion de clorofila, la acumulacion de astaxantina y la
concentracion de nitratos para los medios de cultivo BBM y RM utilizados en este
estudio con un nivel de confianza del 95%. Para estos analisis se empled el
programa de Excel 2013 y el software Statplus.



6. RESULTADOS.

Fase 1: Cultivo de la microalga H. pluvialis en medios Mes Volvox, BBMy RM

A partir de la cepa pura de referencia (UTEX), se realizo el in6culo de la microalga
en medio MES Volvox, con el fin de obtener una densidad celular de minimo 1 x10*
cel/mL. En este cultivo, el inéculo permaneci6 12 dias con las siguientes
condiciones: fotoperiodo luz-oscuridad de 18 horas luz y 6 oscuridad con lamparas

fluorescentes de luz blanca marca Phillips de 70 pE/m?s de irradiancia = 65 lux,

temperatura de 22 °C + 2°C, aire filtrado, pH 6.8 y agitacion manual diaria durante
10 segundos. Se realiz6 la medicion de la densidad celular obteniendo a los 12 dias
del cultivo 2,38 X10° cel/mL (ver gréfica 1y figura 8)

Luego se procedio a tomar el inéculo en una proporcion del 10% para el cultivo en
los medios BBM y RM en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS. En el in6culo se
observaron formas vegetativas biflageladas de color verde correspondientes a la
morfologia caracteristica de la microalga H. pluvialis (Ver figura 9), también es
importante resaltar que en ningln momento del experimento se llegé a observar
contaminacion de algun tipo (ver tabla 9).

) IDV/A ME CDECIAAICA T - i lies TR Y.l Nl T« BV alAVia)i
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Gréfica 1l Crecimiento de H. pluvialis en medio MES Volvox. Elaborada por los
autores, 2018.



Figura 8 Inoculo de H. pluvialis en medio MES volvox. Tomada por los autores,
2018.

Figura 9 Formas vegetativas biflageladas de H. pluvialis en medio MES Volvox.
Tomada por los autores, 2018.Tamafio 10X

Los cultivos realizados en los medios BBM y RM en el biorreactor BIOSTAT ® A
PLUS se describen en la metodologia; en ellos se pudo evidenciar un incremento en
la biomasa de la microalga por el cambio colorimétrico producido en cada cultivo,



donde inicialmente presentaba un tenue color verde y a medida que el cultivo
transcurria, éste se intensificaba hasta llegar a una coloracion verde oscura (ver
tabla 8). Lo anterior se confirmdé con los conteos realizados en la camara de
Neubauer cuyos resultados arrojaron los datos que se pueden ver relacionados en
los anexos 1y 2.

El conteo celular del cultivo realizado durante 36 dias de H. pluvialis en los medios
BBM y RM se observa en la gréfica 2 y en los anexos 1y 2.

Maximo crecimiento en ™
medio BBM 2,88 x107 cel/mL

1. a ]

- Maximo crecimiento en
5 ' n medio RM 2,43 x107 cel/imL

Grafica 2: Crecimiento comparativo de H. pluvialis en los medios BBM vs. RM.
Elaborada por los autores, 2018.

Se evidencié que en el medio RM, se obtuvo un crecimiento microalgal de 2,43 x10’
cel/mL a los 35 dias del cultivo, mientras que en el medio BBM la poblacién celular
para el dia 36 de cultivo fue de 2,88 x107 cel/mL, lo cual representa un aumento en
la densidad celular de un 15,62 % en el medio BBM en comparacion con el medio
RM.

Al realizar el analisis de varianza (ANOVA) del factor “crecimiento celular” (anexo 8),
se establecié con un porcentaje de confianza del 95% que no existen diferencias
significativas entre el uso del medio de cultivo BBM y el uso del medio de cultivo RM
empleados en el experimento (F: 1,38; Valor p: 0,25; gl: 1). Esto nos indica que el
uso de cualquiera de los dos medios de cultivo ya sea el BBM o el RM resulta muy
efectivo para la produccion de biomasa de H. pluvialis en el biorreactor BIOSTAT ®
A PLUS y como caracteristica importante se puede apreciar que el uso del
biorreactor proporciond una preservacion de la morfologia de la microalga durante
todo el tiempo de cultivo resultando favorable en este estudio y no se presento
contaminacion.

pH



En relacion a las mediciones de pH se debe tener en cuenta que los medios de
cultivo BBM y RM inicialmente se ajustaron a un pH de 6,8 (dia 0) pero como se
puede apreciar en la grafica 3 dichos niveles disminuyen a 56 y 54
respectivamente a los dos dias de cultivo, lo cual equivale a un porcentaje de
disminucién inicial para el medio BBM de 16,4 % y para el medio RM de 19,4% esto
debido probablemente a un consumo acelerado de nutrientes por parte de la
microalga H. pluvialis en los primeros dias como mecanismo de adaptacion al
entorno que la rodea.

A medida que avanzaron los estudios se evidencié un aumento progresivo y similar
entre los dos cultivos en el nivel de pH llegando hasta una medicion de 9,7 para el
cultivo en el medio BBM y a 9,5 para el cultivo en el medio RM a los 36 dias,
equivalente a un porcentaje de aumento al final de los estudios de 44,7% y de
41,7% respectivamente, lo cual es normal por la oxidacion de compuestos en los
medios de cultivo y por el proceso de fotosintesis que realiza la microalga.

Niveles de pH para los medios BBM y RM
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Grafica 2 Variacién en los niveles de pH para los medios BBM y RM durante el
estudio. Elaborada por los autores, 2018.

Tendencia de crecimiento

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico mediante la
transformacion de los valores de Y (densidad celular) a los cuales se les calcul6 el
Logaritmo en base 10 para obtener Log vs Tiempo del crecimiento celular. Se
realizd el ajuste con el fin de determinar si existian diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento de los medios probados (ver tabla 7). La velocidad de
crecimiento se determind mediante la formula:

vel.de crecimiento = (R2/Total dias de cultivo) * 100



El medio de cultivo con la mayor velocidad especifica de crecimiento fue RM con un
aumento de 2,56 células/dia, incrementandose en un 20,7% frente al crecimiento en
el BBM por dia, pero a pesar de esto también fue el medio RM el que tuvo una
menor densidad celular de 2,43 x10” cel/mL al final del cultivo, equivalente al
15,62% menos en relacion al medio BBM que presentd una densidad celular de 2,88
x107 cel/mL.

Tabla 7 Determinacion de la velocidad de crecimiento en el medio BBM y RM.
Elaborada por los autores, 2018

Medio de NUamero de Dato Dato Velocidad Coeficiente de
cultivo datos minimo maximo de determinacion
crecimiento
BBM 10 57 7,5 2,03 73%
RM 10 6,3 7.4 2,56 92%

Fase 2: Caracterizacién macroscopicay microscopica de H. pluvialis en medio
BBMy RM

El periodo de estudio fue de 36 dias para cada tratamiento en medios BBM y RM
por cultivos no simultaneos realizados en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS de la
Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, bajo las siguientes condiciones de
crecimiento: fotoperiodos por los primeros 15 dias de 18 horas luz - 6 horas
oscuridad a luz blanca con lampara fluorescente marca Philips de 70 yE/m2s de
irradiancia = 65 lux finalizada la fase exponencial de crecimiento de la microalga,
también se ajusté el pH a 6,8, una temperatura de 20° C £ 2°C, agitacion de 100
rpm, provision de CO2 al 5% y aire filtrado a 1,7 L/min. Luego a partir de ahi los
siguientes dias del cultivo se realiz6 un cambio a un panel de luces LED multicolor
que constaba de luz blanca, azul y roja con emision de 180 a 210 lux (ver figura 10)
con un fotoperiodo de 20 horas luz y 4 oscuridad para iniciar su fase de estrés y asi
estimular la acumulacion de astaxantina, con esto se evaluo el crecimiento de H.
pluvialis en los dos medios realizando el conteo de las células microalgales como se
menciond en la metodologia y realizando las curvas de crecimiento observadas en
las gréaficas 1, y 2 de la fase 1.

El registro fotografico realizado se puede apreciar en la tabla 8 para los cambios
macroscopicos y en la tabla 9 para los cambios microscopicos conforme avanzaba
el tiempo, los cuales fueron muy similares en los dos medios de cultivo.



Figura 10 Panel de luces LED multicolor. Tomada por los autores, 2018.

Tabla 8 Registro fotografico de los cambios macroscopicos de los cultivos en
medios BBM y RM. Elaborada por los autores, 2018.

Dia de Medio BBM Medio RM
cultivo
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36




A medida que transcurria el tiempo de estudio para los dos cultivos en los medios
BBM y RM se observé un cambio colorimétrico debido al incremento en la densidad
celular de un verde tenue al inicio de cada cultivo a un verde oscuro en sus etapas
finales (tabla 8), lo cual fue confirmado por conteo celular en camara de Neubauer
(anexos 1y 2).

En adicién a la observacion macroscépica, a la microscopia también se apreciaron
cambios morfoldgicos en las células microalgales. Tanto en el medio de cultivo BBM
como RM se observd la presencia en la primera mitad del cultivo de células
vegetativas ovaladas, verdes, flageladas y con matriz extracelular capaces de
reproducirse por division celular y asi aumentar la poblacién, luego ademas de las
células vegetativas también se pudieron ver y algunas células que aumentaron su
concentracion de clorofila, se tornaron redondas y perdieron los flagelos
denominadas palmellas y finalmente hacia la etapa final de los cultivos se pudieron
observar esporadicamente aplanosporas que corresponden a las formas de
resistencia caracterizada por la presencia de una membrana rigida con pérdida de la
concentracion de clorofila en su interior por cambio gradual en la acumulacion de
astaxantina (ver tabla 9).

Tabla 9 Registro fotografico de los cambios microscdépicos de los cultivos en medios
BBM y RM. Elaborada por los autores, 2018.

Dia de Medio BBM Medio RM
cultivo
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FASE 3: Determinacion de la concentracién de clorofila y astaxantina
producidas por H. pluvialis en el tiempo de estudio en los medios BBM y RM.

Teniendo en cuenta las curvas de calibracibn para la determinacion de la
concentracion de clorofila (ver anexo 3) y de astaxantina (ver anexo 4), los
resultados de la produccion y acumulacién de cada metabolito se ven organizados
en la tabla del anexo 5. En la gréfica 4 se puede observar la concentracion en pg/mL
de clorofila vs los dias de cultivo tanto para el medio BBM como para el RM y en la
grafica 5 la concentracion en pg/mL de astaxantina vs los dias de cultivo para los
mismos medios.

Concentracion de clorofila en pyg/mL para los medios BBM y RM

Valor max. produccién de clorofila
medio BEM 28,3 pg/mL

(ug/mL)

[ valor max. produccion de
clorofila medio RM 21,8 pgémL

N DE CLOROFILA

|

CONCENTRACIO

Gréfica 3 Concentracion de clorofila en pg/mL para los medios BBM y RM.
Elaborada por los autores, 2018



En cuanto a la produccion y acumulacién de clorofila, como era de esperarse a
medida que avanzan los dias del cultivo en medio BBM y en medio RM esta va
aumentando su concentracion hacia la mitad del tiempo de estudio y luego decrece
progresivamente hasta el dia 36. EI mejor resultado se obtuvo en el medio BBM (ver
gréfica 4), en el cual hacia el dia 19 se llega hasta una acumulacion de 28,3 pg/mL
y como se habia mencionado previamente por este tiempo la microalga se
encuentra aun en su fase exponencial de crecimiento como se observa en la grafica
2 , por otra parte en el medio RM se observa la mayor produccion de clorofila de
21,8 pg/mL para el dia 25 porque posiblemente aun sigue latente una fase de
crecimiento debido a multiples factores del cultivo que pueden llegar a prolongar
dicho estado, esta mejora en la produccién de clorofila en el medio BBM representa
un aumento del 22,96% en relacion al medio RM.

Los resultados obtenidos a la hora de realizar el ANOVA del factor “concentracion
de clorofila” (anexo 9) para los medios BBM y RM permiten evidenciar con un
porcentaje de confianza del 95% que no existe una diferencia significativa entre el
uso de los dos medios de cultivo (F: 0,008; Valor p: 0,92; gl: 1). Previamente se
establecié una diferencia entre el medio BBM y el medio RM en cuanto a la
concentracion de clorofila determinando que el medio BBM tiene una leve mejora en
esta caracteristica y resultado mejor para el cultivo de la microalga, pero como no
es una diferencia drastica en relacion al uso del medio RM se puede concluir que
emplear cualquiera de los dos genera los efectos positivos deseados, lo cual se
correlaciona con el crecimiento obtenido para esta microalga en el biorreactor.

Concentracion de astaxantina pg/mL para los medios BBM y
RM.
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Gréfica 4 Concentracion de astaxantina pg/mL para los medios BBM y RM.
Elaborada por los autores, 2018

Con respecto a la produccién y bioacumulacion de astaxantina en las células
microalgales, en ambos medios se obtuvieron resultados de acumulacion muy



similares y crecientes a medida que pasaban los dias del cultivo (ver grafica 5); con
una leve diferencia en cuanto a la efectividad del medio BBM para promover la
sintesis y acumulacién del caroteno por parte de la microalga, llegando hasta un
valor de 3,1 ug/mL para el medio BBM e incrementandose solamente en un 6,4%
frente al medio RM que alcanz6 un valor de 2,9 pg/mL hacia el ultimo dia del cultivo
donde se puede apreciar el aumento continuo del metabolito. En relacion con las
fotos de la tabla 6 de la caracterizacion microscopica se puede apreciar la presencia
de aplanosporas enquistadas hacia la fase final del tiempo de estudio tanto para el
medio BBM como para el medio RM como resultado de un ambiente estresante para
la microalga generado por la deficiencia de nutrientes como la disminucion de
nitrégeno y también causado por factores como el aumento de la irradiancia y el
cambio a luces de colores a patrtir del dia 15 en que se paso6 del uso de una lampara
blanca fluorescente marca Philips de 70 yE/m2s de irradiancia = 65 lux a un panel
de luces LED multicolor que constaba de luz blanca, azul y roja con emision de 180
a 210 lux y por la variacion del fotoperiodo en el mismo tiempo de 18 horas luz - 6
horas oscuridad a 20 horas luz - 4 horas oscuridad . Se puede deducir que a medida
que avanza el tiempo de los cultivos aumenta la acumulacién del carotenoide
mientras disminuye la concentracion intracelular de clorofila, lo cual es un indicativo
muy bueno de la eficiencia de los cultivos en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS.

Con el resultado que arrojo el ANOVA, tomando como variable la “produccion y
acumulaciéon de astaxantina” (anexo 10); se logra concluir con un porcentaje de
confianza del 95% que no existen diferencias significativas de la produccion de
astaxantina por H. pluvialis entre el medio BBM y RM (F: 0,027; Valor p: 0,86; gl: 1).
Como ya se habia mencionado el uso de cualquiera de los dos medios de cultivo ya
sea BBM o RM resultan muy favorables porque se comportan segun lo esperado
acumulando el caroteno en mayor medida conforme pasan los dias de cultivo y
evidenciando al final una tendencia a seguir incrementandose.

FASE 4: Determinacion de la concentraciéon de nitrégeno

Para la determinacion de la concentracién de nitrdgeno presente en los medios de
cultivo BBM y RM se tuvo en cuenta la curva de calibracion del anexo 6, los
resultados de la concentracion de nitratos se pueden ver en la tabla del anexo 7. En
la gréfica 6 se puede observar la concentracion de nitratos en ug/20 mL vs los dias
de cultivo tanto para el medio BBM como para el RM.
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Grafica 5 Concentracion de nitratos en pg/20mL para los medios BBM y RM.
Elaborada por los autores, 2018

La concentracion de nitratos para el doceavo dia en el medio BBM fue de 80,32
Hg/20 mL y para el medio RM fue de 50,82 ug/20mL, para la fase final del cultivo las
concentraciones de nitratos disminuyeron en los dos medios hasta un valor de 6,51
HMg/20 mL y de 16,66 pg/20 mL respectivamente para cada medio. En el medio BBM
el porcentaje de consumo de nitratos fue de 91,89% y en el medio RM fue de
67,21%. El medio BBM presentd un mayor consumo de los nitratos presentes
debido probablemente a el tiempo del cultivo ya que este medio contenia menos
cantidad de este nutriente y a que las microalgas lo utilizan como fuente de
nitrdbgeno necesaria para su crecimiento y fue el mismo medio que logré generar
una mayor produccion de biomasa de H. pluvialis durante el tiempo de estudio, pero
en general los dos medios presentaron un descenso esperado en la disponibilidad
del nitrégeno presente en cada uno por el proceso de consumo de nutrientes que
realiza la microalga.

Interpretando el resultado del ANOVA para la “concentracion de nitratos en los
medios BBM y RM” (anexo 11) se logra concluir con un porcentaje de confianza del
95% que el consumo de nitrégeno no presenta una diferencia significativa en el
empleo del medio BBM relacionado al medio RM (F: 0,88; Valor p: 0,36; gl: 1). Este
resultado relacionado con la produccion de biomasa en los medios BBM y RM, el
comportamiento de la concentracion de clorofila y la acumulacion de astaxantina
revela la existencia de un efecto de estrés favorable generado en el entorno de la
microalga H. pluvialis por factores como la disponibilidad de nutrientes, provocando
un aumento en la biomasa microalgal que consume el nitrdgeno presente en cada
medio y que causa un cambio intracelular entre la acumulacion de clorofila que
decrece por una acumulacién de astaxantina que aumenta constantemente a
medida que avanza el tiempo de estudio, lo cual se puede observar desde el dia 27
del cultivo.



Los resultados obtenidos con los analisis de varianza ANOVA sugieren que para
una buena produccion de astaxantina a nivel de laboratorio en un biorreactor
BIOSTAT ® A PLUS se puede emplear tanto el medio BBM como el RM, ya que si
bien el BBM fue el medio que durante todo el experimento presentdé un mejor
aumento en la tasa de biomasa, una mayor concentracién de clorofila, una efectiva
acumulacion de astaxantina y un mejor consumo de nitrégeno, no presenta
diferencias significativas con respecto al uso del medio RM y por ello cualquiera de
los dos medios resulta 6ptimo al momento de generar condiciones muy favorables
en el cultivo y produccion de astaxantina (metabolito de interés biotecnoldgico) por
parte de la microalga H. pluvialis. Ademas, se establecié que el uso del biorreactor
permiti6 obtener bajo las condiciones trabajadas una biomasa de H. pluvialis en
cantidad y calidad adecuadas, lo cual indica que se puede seguir utilizando para
escalar la produccion de esta microalga y asi obtener productos derivados de
interés como es la misma biomasa o los colorantes como la clorofila y la
astaxantina.



Tabla 10 Tabla resumen de resultados obtenidos en los cultivos de la microalga H.
pluvialis en medios BBM y RM. Elaborada por los autores, 2018.

Caracteristica Resultados obtenidos en Resultados obtenidos en

medio BBM medio RM
Crecimiento 2,88 x10" cel/mL 2,43 x10" cel/mL
celular
Velocidad de 2,03 cel/dia 2,56 cel/dia,
crecimiento
Valor maximo 28,3 ug/mL 21,8 pg/mL
de
concentracion
de clorofila
Valor maximo 3,1 ug/mL 2,9 ug/mL
de

concentracion
de astaxantina
Porcentaje de 91,89% 67,21%,
consumo de

nitrégeno



7. DISCUSION

En el campo industrial el interés que despierta la generacion de cultivos de
microalgas a gran escala es cada vez mayor, porque como ya hemos mencionado
dichos microorganismos tienen la capacidad de aumentar en gran medida la
produccion de biomasa para fines de alimentacién animal y humana y para fines de
biorremediacién, también pueden producir metabolitos secundarios como los
carotenoides, acidos grasos polisacaridos, compuestos bioactivos, antioxidantes y la
produccién de biocombustibles 8. La principal problematica que enfrentan estos
cultivos es que no siempre el nivel de productividad llega a los valores esperados
para que sea rentable en términos econémicos es por esto que muchos estudios se
han concentrado en las mejoras a nivel del suministro de nutrientes, el uso de
biorreactores, la modificacion de factores fisicos que intervienen como lo son el pH,
la disponibilidad de luz, el porcentaje de aireacion, la velocidad de agitacion y la
temperatura, con la esperanza de generar el ambiente mas propicio segun la
finalidad comercial del cultivo 8" %,

En cuanto al uso de los medios de cultivo muchos investigadores se han enfocado
en analizar varios que difieren en sus composiciones y en relacion a la
concentracion de cel/mL que pueden alcanzar. En este caso se analizdé la
produccion de biomasa en cel/mL para dos medios de cultivo, el BBM y el RM
durante 36 dias obteniendo una produccién final de 2.88 x10” cel/mL y de 2,43 x10’
cel/mL respectivamente, lo cual en relacion con lo reportado en varios estudios
como por ejemplo uno realizado por Nifio et al (2015) donde los medios BBM y RM
habian alcanzado producciones de 3.8 x10° cel/mL y de 7.55 x10° cel/mL
respectivamente °, lo evidenciado en otros dos estudios separados donde el medio
BBM llegé a una produccién de 3.5 x10° cel/mL*® y a una produccién de 2 x10*
cel/mL® y con lo demostrado en otro estudio donde el medio RM pudo alcanzar un
nivel de 9.50 x10° cel/mL °2, representa un aumento significativo para la
concentracion celular en los dos medios analizados en este estudio.

Lo anterior resulta muy favorable ya que la alta tasa de produccién de biomasa de la
microalga H. pluvialis es un factor necesario e importante en la productividad de un
cultivo, esta notoria diferencia puede deberse a que en este estudio se empleé el
biorreactor BIOSTAT ® A PLUS que garantiza proporcionarle al cultivo una
disponibilidad mas amplia de luz por ser de un material de vidrio transparente y
tener forma tubular, ademas de poder controlar segun los requerimientos la
agitacion, el suministro de aire, de diéxido de carbono, el pH y la temperatura. Esto
representa ser un factor determinante en muchos estudios donde se emplearon
biorreactores de diversos tipos y donde también se manipulan otros factores
ademas del medio de cultivo empleado como lo son el pH, la disponibilidad de la luz,
la aireacion suministrada, la temperatura proporcionada, la agitacion, entre otros
691020 " an |os cuales dicha caracteristica principal influye positivamente en el
aumento de la densidad celular y en la prolongacion de una fase exponencial de
crecimiento pasando los 15 dias iniciales como lo vimos reflejado en este estudio.

En comparacion con un estudio realizado por Ramirez en el 2013 donde se evalu6
el crecimiento de H. pluvialis y la produccion de astaxantina en un fotobiorreactor
tipo airlift, estableciendo en primera instancia las mejores condiciones para su
crecimiento y luego una fase con mecanismos estresantes como lo fueron la



variacion de medios de cultivo en los cuales no se evidencio diferencia significativa y
por lo tanto se aconsejo el uso de BBM por su bajo costo y el continuo uso de
fotobiorreactores por generar un mejor control de las condiciones del cultivo, los
resultados fueron similares con este estudio donde también el biorreactor represento
ser un factor favorable en los cultivos y el medio BBM resulté ser mas eficiente con
una productividad de 2,88 x10" cel/mL°.

Si comparamos este estudio donde H. pluvialis en medio RM lleg6é a un recuento
celular de 2,43 x10’ cel/mL, concentraciones de clorofila de 21,8 pg/ml y de
astaxantina de 2,9 pug/ml, con disminucién de 67,21% en el contenido de nitrégeno,
bajo valores de pH entre 5,4 a 9,5, bajo las siguientes condiciones de crecimiento:
fotoperiodos por los primeros 15 dias de 18 horas luz - 6 horas oscuridad a luz
blanca con lampara fluorescente marca Philips de 70 yE/m2s de irradiancia = 65 lux
finalizada la fase exponencial de crecimiento de la microalga, también se ajusto el
pH a 6,8, una temperatura de 20° C £ 2°C, agitacién de 100 rpm, provisién de CO2
al 5% vy aire filtrado a 1,7 L/min, luego, a partir de ese momento, los siguientes dias
del cultivo se realiz6 un cambio a un panel de luces LED multicolor que constaba de
luz blanca, azul y roja con emision de 180 a 210 lux con un fotoperiodo de 20 horas
luz y 4 oscuridad y observando células en estado vegetativo, palmella vy
aplanosporas enquistadadas, con otro estudio realizado por Pérez y Ayala (2018) %
donde también realizaron un cultivo de H. pluvialis utilizando el biorreactor BIOSTAT
® A PLUS de 5 litros, obteniendo la mayor biomasa en el medio RM con una
concentraciéon de 5% de nitrégeno, cuyo recuento celular fue de 3,19x10°cel/ml,
concentraciones de clorofila de 13,15 pg/ml y de astaxantina de 1,1ug/ml, en el cual
las condiciones de pH se mantuvieron entre 5,6 y 7,0 durante los 28 dias de
tratamiento, donde se produjo una disminucion del contenido de nitrégeno en un
40% de 2,18 mg/dl a 1,3 mg/dl, fotoperiodo luz 20 h y 4 h de oscuridad este estudio
se utilizé luz blanca utilizando lamparas fluorescentes con irradiancia de 110 lux, pH
6,8, temperatura de 20°C + 2 °C, aire filtrado a 1,7 L/minuto y agitacion 100 rpm. La
morfologia que se presentd fueron formas vegetativas, palmella, aplanospora y
formas enquistadas con mayor tamafo; se puede concluir y evidenciar que las
condiciones propuestas en este estudio para el cultivo de H. pluvialis resultaron ser
mejores en cuanto a productividad en el medio RM donde se logré obtener una
biomasa mayor con mejor concentracién de clorofila y acumulacién de astaxantina
gue en el otro estudio aqui comparado.

El disefio del fotobiorreactor también resulta ser un factor importante en el cultivo y
obtencién de biomasa de la microalga en comparacion con lo evidenciado por Yoo
et al, en 2012 * en un estudio donde cultivaron H. pluvialis en un fotobiorreactor
tubular con fondo ovalado en posicion diagonal con una pendiente de 60°, ellos
demostraron la produccion muy eficiente de células de microalgas y astaxantina en
altas cantidades de 2.62 g/L y 78.37 mg/L, respectivamente, debido probablemente
a que la inclinacion proporciona una mejor distribucion luminica y con lo observado
en este estudio en el que también se empled un biorreactor tubular con fondo
ovalado pero en posicion vertical, con el panel de luces LEDS colocado en la parte
inferior con lo cual posiblemente no se tuvo una eficiente distribucién luminica y
donde se obtuvieron unas concentraciones de astaxantina para los medios BBM y
RM de 28,3 pg/mL y de 21,3 pug/mL, por lo cual la sugerencia para mejorar el
proceso realizado es colocar el biorreactor inclinado o cubrir el biorreactor con luces
alrededor para un mejor efecto penetrante de la luz tanto en el crecimiento de la



microalga, como en el uso de ésta como factor de estrés para aumentar la
acumulacion de astaxantina.

En cuanto a la disponibilidad luminica se suministré durante los primeros 15 dias un
fotoperiodo de 18 horas luz - 6 horas oscuridad de luz blanca con una lampara
puesta de manera paralela al biorreactor (ver tabla 8) de 70uE/m?®s de irradiancia
siendo segun la literatura el tiempo final de la fase exponencial de crecimiento de la
microalga ®?** y a partir de ahi los siguientes dias del cultivo se realizé6 un cambio a
un panel de luces LED multicolor colocada debajo del biorreactor (ver tabla 8) que
constaba de luz blanca, azul y roja con emision de 180 a 210 lux y un cambio a un
fotoperiodo de 20 horas luz - 4 horas oscuridad, con la finalidad de iniciar su fase de
estrés causada por el aumento de irradiancia, la variacion de los fotoperiodos y los
cambios a luces de colores y asi estimular la acumulacién de astaxantina * > %3, C

Como lo demostrado por Sun et. al. en el afilo 2017, cuando realizaron un estudio
donde propusieron un método de cultivo de H. pluvialis por etapas en un biorreactor
de tipo fed- batch, cultivaron las células a 22°C, con ciclos de 12 horas luz y 12
horas oscuridad, luz mixta blanca-roja a 50 ymol m? s™ durante los primeros 5 dias,
luego filtraron el medio a través de una membrana de 5 ym y las células obtenidas
las sembraron nuevamente manteniendo las condiciones anteriores pero les
aumentaron la intensidad luminica a 80 umol m? s, el dia 9 el medio fue ajustado a
la misma concentracion de nutrientes que el medio de cultivo fresco y el pH se
ajusté a 7.5, finalmente se concluyé que las caracteristicas como la intensidad
luminica, la disponibilidad de nutrientes y la acumulacibn de metabolitos
extracelulares son factores que limitan el crecimiento de la microalga y que crear un
cultivo de tipo fed- batch, con un suministro de luz mixta blanca-roja y con cambio
del medio de cultivo aumenta 1.16 veces la produccién normal de biomasa %°.

El hecho de que existiera una alta biomasa y de que la luz estuviera en una
direccién de abajo hacia arriba pudo ser una causa probable de que las células
interfirieran unas con otras y no lograran captar eficazmente la emision luminica
ademas de requerirse luces con mayor irradiancia, llevando a una etapa de estrés
eficiente que se pudo apreciar visualmente en los cambios microscépicos expuestos
en la tabla 6 al final del cultivo por la presencia de aplanosporas enquistadas y se
determiné cuantitativamente como se observa en la gréfica 5 y en el anexo 5 una
acumulacion de astaxantina al final de los cultivos y también se dedujo que existio
una mayor produccion en el medio BBM frente al medio RM, sin embargo no se
presentan diferencias significativas entre los tratamientos.

Al observar los resultados expuestos en el anexo 5 para la determinacion de la
concentracion de clorofila y astaxantina para los dos medios y las gréficas 4 y 5
donde se comparan los valores del medio BBM vs los del medio RM, se puede
deducir que a medida que el cultivo envejece la clorofila en ambos casos llega a un
pico maximo de acumulacion pero después comienza a descender y por el contrario
la concentracion de astaxantina va aumentando progresivamente, esto es de gran
importancia porque pone en manifiesto la efectividad que tuvieron los factores de
estrés generados en los cultivos a la hora de estimular la acumulacion del
carotenoide en estudio, tal vez al aumentar el tiempo de estudio y mejorar otras
condiciones de cultivo como el uso de lamparas que proporcionen una mayor
irradiancia se genere un ambiente estresante mas efectivo que lleve a una mayor



acumulacién del metabolito.

Analizando otros estudios donde se utilizaron también biorreactores y en los que se
estudio la produccion de biomasa, concentracion de clorofila y produccion de
astaxantina como en el realizado por Leiton (2018) ** quien realiz6 el cultivo de H.
pluvialis en el biorreactor Tecferm de 5L, utilizando las condiciones de temperatura
20 + 1 °C, agitacion a 180 rpm, aire filtrado, fotoperiodo de 18:6 (luz: oscuridad),
lamparas fluorescentes de luz blanca (Phillips Master TL5 HO de 54W/827) y pH de
6.8- 7.1, donde el crecimiento celular obtenido fue de 1.25x10 ° cel/ml y 1.0x10 °
cel/ml en medio RM y BBM durante 21 dias y una concentracion de clorofila de 3.98
mg/ml y de 3.39 mg/ml respectivamente el medio BBM o como en el realizado por
Garcia (2018) % quien estudié un cultivo de H. pluvialis utilizando el biorreactor
Tecferm de 5 litros utilizando dos concentraciones de acetato de sodio 0,299 mg/L y
1,6 mg/L, las cuales fueron evaluadas en el medio RM con la influencia de diferente
condiciones como pH de 6.7, fotoperiodos 20h luz y 4h oscuridad , luz blanca,
temperatura 25 + 2° C, aire filtrado y agitacién a 100 rpm. Los resultados obtenidos
con 0,299 mg/L de acetato de sodio determinaron un crecimiento celular maximo de
2,0 x 10* Cel/ mL y una concentracién maxima de astaxantina de 2,530 pg/mL
durante 34 dias, mientras que con 1,6 mg/L de acetato de sodio se obtuvo un
crecimiento celular maximo de 3,5 x 10* Cel/mL y una concentracién maxima de
astaxantina de 1,9 pg/ml; ambos estudios resultan tener bajas producciones de las
caracteristicas analizadas comparados con el realizado en este trabajo donde en el
medio BBM se llegé a una produccion de biomasa de 2,88 x10” cel/mL 'y en el
medio RM de 2,43 x10” cel/mL, con una acumulacién de clorofila de 28,3 pg/mL y
21,8 ug/mL y de astaxantina de 3,1 pg/mL y 2,9 pug/mL respectivamente.

En este tipo de cultivos los niveles de pH son clave en el desarrollo microalgal ya
gue no mantener un nivel éptimo puede conllevar a una inhibicion del desarrollo
celular ****, Como era de esperarse durante el tiempo de estudio en los dos medios
de cultivo se observo un aumento en los niveles de pH al final de los estudios de 5,6
a 9,7 para el medio BBM y de 5,4 a 9,5 para el medio RM lo cual es normal por la
acumulacion de minerales y la oxidacion de compuestos debido al proceso
fotosintético de la microalga. En la literatura se describe que la manera mas efectiva
de controlar adecuadamente este aumento progresivo es suministrar aireacion con
CO, para asi provocar una disminucién del mismo y que también puede ser
controlado con la adicién de soluciones acidas o basicas ** %', en este estudio el
CO; se adiciono en el aire a una velocidad de 1,7 L/min por lo cual los niveles de pH
fluctuaron entre valores de 5,4 a 9,7 que es un rango ideal para el crecimiento
microalgal.

La disponibilidad de los nutrientes como el nitrdgeno resulta ser otro factor clave en
los cultivos de microalgas, los medios destinados para esta finalidad normalmente
presentan altos contenidos de nitratos con el fin de incentivar el crecimiento celular.
Como era de esperarse en este estudio la concentracion de los nitratos disminuyo
conforme pasaban los dias de estudio en los dos medios utilizados, para el medio
BBM el porcentaje de consumo de nitratos fue de 91,89% disminuyendo de una
concentracion de 80,32 pg/20mL hasta 6,51 pg/20mL y para el medio RM un
porcentaje de consumo de 67,21% disminuyendo de 50,82 ug/20mL a 16,66
png/20mL, y llegando hasta una produccion de astaxantina de 28,3 ug/mL y de 21,3



pHg/mL respectivamente.

Similar a lo evidenciado en un estudio donde se cultivd la microalga en cuatro
medios diferentes de esta manera: medio RM sin nitrégeno (sin N), medio RM sin
fosfatos (P-free), medio exento de nitrégeno y fosfato (NPfree) y también solo agua
destilada con la adicion continua de CO, en el que llegaron a la conclusion que el
contenido de astaxantina era mucho mas rapida en agua destilada (29.62 mg g™)
con la adicién de CO, y en medio libre de nitrégeno (30.07 mg g*) 3, lo cual resulta
favorable en sentido de que las células van consumiendo los nutrientes del medio
requeridos para su crecimiento y una vez los consumen en su totalidad el ambiente
se va convirtiendo en un medio cada vez mas estresante que estimula la
bioacumulacion intracelular de astaxantina.

Cada vez se pone mas en manifiesto el efecto favorable del empleo de un
biorreactor en el cultivo de microalgas cuando la finalidad es obtener una biomasa
considerablemente buena en cantidad y calidad, ya que ademas de todo el
biorreactor propicia las condiciones éptimas para evitar el dafio celular °°” como se
evidenci6 en la tabla 9 de la observacion microscépica de los cultivos de H. pluvialis
en los medios BBM y RM, donde se pudo apreciar la morfologia caracteristica de la
microalga, y se pudo establecer que el cultivo realizado en el biorreactor BIOSTAT
® A PLUS de 5 litros, dio muy buenos resultados para el cultivo de la microalga
obteniendo mayor cantidad de biomasa que otros biorreactores como el Tecferm de
5 litros y también el uso de los medios con todos sus componentes completos logré
aumentar la biomasa, ya que como se menciond previamente la deficiencia de
nitrégeno afecta el crecimiento celular de esta microalga.

En general los dos medios de cultivo presentan efectos muy favorables en cuanto a
la alta produccion de biomasa, produccion de clorofila y posterior acumulacion de
astaxantina bajo condiciones las siguientes condiciones de crecimiento: fotoperiodos
por los primeros 15 dias de 18 horas luz - 6 horas oscuridad a luz blanca con
lampara fluorescente marca Philips de 70 pE/m2s de irradiancia = 65 lux finalizada
la fase exponencial de crecimiento de la microalga, también se ajusté el pH a 6,8,
una temperatura de 25° C * 2°C, agitaciéon de 100 rpm, provision de CO2 al 5% y
aire filtrado a 1,7 L/min y luego a partir de ahi los siguientes dias del cultivo se
realiz6 un cambio a un panel de luces LED multicolor que constaba de luz blanca,
azul y roja con emision de 180 a 210 lux con un fotoperiodo de 20 horas luz y 4
oscuridad para iniciar su fase de estrés y asi estimular la acumulacién de
astaxantina, en el biorreactor BIOSTAT ® A PLUS y notando que no existe ninguna
diferencia significativa entre el uso del medio de cultivo BBM o0 RM.



8. CONCLUSIONES

El medio de cultivo BBM presentd una mayor biomasa de la microalga H. pluvialis
hacia el dia 36 del estudio con una densidad celular de 2,88 x10’ cel/mL en
comparaciéon al medio RM con un conteo de 2,43 x10’ cel/mL, sin embargo,
estadisticamente no se presentd una diferencia significativa entre los tratamientos.

Se realiz6 un registro fotografico de los cambios en los dos medios de cultivo para
los cuales macroscépicamente se pudo apreciar una variacion gradual en el color
del medio desde un verde muy claro hasta un verde oscuro intenso por la alta
produccion de biomasa y microscopicamente se observo la presencia de células en
fase vegetativa y en fase de palmella, algunas aplanosporas enquistadas en los
cultivos realizados en los medios BBM y RM.

La distribucion luminica resulté ser un tanto ineficiente y se observé al compararse
con otros estudios que colocar el biorreactor inclinado o cubrir el biorreactor con
luces alrededor mas potentes induce un mejor efecto penetrante de la luz para asi
lograr mas crecimiento de la microalga y aumentar su acumulacion de astaxantina.

En cuanto a la produccién y acumulacion de clorofila, el mejor resultado se obtuvo
en el medio BBM, en el dia 19 se llega hasta una acumulaciéon de 28,3 ug/mL y por
otra parte en el medio RM se observa la mayor produccion de clorofila de 21,8
png/mL en el dia 25, todo esto porgue posiblemente la microalga aun se encuentre
en una fase exponencial de crecimiento. La acumulacion de astaxantina en la etapa
final de los cultivos también fue mayor en el medio BBM con una concentracion de
3,1 pg/mL presentando un porcentaje de aumento de 6,4% en relacion al medio RM
gue lleg6 a una acumulacion de 2,9 ug/mL. Entre los resultados obtenidos para cada
tratamiento en los medios de cultivo BBM y RM no se observaron diferencias
significativas lo cual establece una similitud en cuanto a la produccion y
acumulacion de clorofila y astaxantina.

La disponibilidad de nitratos en el medio de cultivo BBM decrecié en un 91,89%
desde una concentracién de 80,32 ug/20 mL hasta 6,51 pug/20 mL, mientras tanto
para el medio RM decreci6 en un 67,21% desde 50,82 pug/20 mL hasta 16,66 ug/20
mL, para la fase final del cultivo. Al someter estos resultados a un analisis de
varianza ANOVA se pudo determinar que no existe ninguna diferencia significativa
gue marque diferencia entre el uso de un medio u otro.



9. RECOMENDACIONES

Segun los resultados obtenidos con el uso del biorreactor BIOSTAT ® A PLUS y en
beneficio de todas sus caracteristicas como los sensores que posee para el control
de pH, temperatura, aireacion, agitacion, el material de vidrio transltcido, su forma
tubular y la capacidad de 5 L se recomienda su empleo para el cultivo de microalgas
y la obtencion de metabolitos con fines biotecnoldgicos.

En cuanto a las condiciones trabajadas se aconseja emplear ya sea el medio BBM o
el RM porque no presentaron diferencias significativas en los resultados obtenidos,
sin embargo, segun los resultados obtenidos el medio BBM presentd mejores
resultados de la produccion de biomasa microalgal en calidad y cantidad
adecuadas, mayores consumos de nitrdgeno y mejores concentraciones de clorofila
y de astaxantina.

Por otra parte, también se recomienda prolongar el periodo de cultivo y el uso de
lamparas LED de mayor irradiancia y que aporten una cobertura mas amplia
alrededor del biorreactor para asi estimular una fase de estrés mas efectiva en la
microalga H. pluvialis que lleve a una mejor acumulacion de astaxantina.

Evaluar la expresion génica involucrada en el proceso de acumulacion del caroteno
y con ello tener una visibn mas amplia del campo de este estudio que abra las
puertas a nuevos proyectos de gran interés biotecnolégico.
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ANEXOS

Anexo 1 Conteo celular de H. pluvialis en medio BBM. Elaborada por los autores,

2018.

FECHA

DiA

REPLICAS

Reéplica 1
cel/mL

Replica 2
celmL

Replica 3
cel/mL

PROMEDIO
cel/mL

Mumero
de cel/mL

17/08/2018

5,66 X107

4,33 X107

5

5

5,00 X10°

21/06/2018

17

20,33 X10°

18,66 X10°

18,66 X10°

1,87 X10¢

24/06/2018

56,33 X1°

38,66 X10°

52,66 X10°

4922 X10°

4,92 X10°

27/08/2018

106,66 X10°

135

66,33 X10°

109,33 X10°

1,09 X107

30/08/2018

153,33 X10°

203,66 X10°

225,33 X10°

194 11 X10°

1,94 X107

03/09/2018

270,33 X10°

234 66 X10°

269

258

2,58 X107

06/09/2018

319

264 66 X10°

235

272,88 X10°

2,73 X107

11/09/2018

246,66 X10°

255,33 X10°

236,33 X10°

246,11 X10°

2,46 X107

13/09/2018

308,33 X10°

238,66 X10°

261,66 X10°

269,55 X10°

2,70 X107

20/09/2018

344 66 X10°

266,66 X10°

252 33 X10°

287,88 X10°

2,88 X107




Anexo 2 Conteo celular de H. pluvialis en medio RM. Elaborada por los autores,

2018.
REPLICAS
, Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 PROMEDIO |Numero
FECHA DIA |{cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL de cel/mL
08M0/2018( 4 27 18| 21,66 X108 2222 X10%|2 22 X10°
11/10/2018( 7| 30,33 X10°| 19,33 X10° 62| 37,22 X10%|3,72 X10°
16/10/2018| 12 46 43| 4133 X105 43 44 X10° (4,34 X1(¢
18/10/2018| 14| 48,66 X10° 50 53| 50,55 X10%|5,06 X10°
2211072018 18] 71,33 X106 73| 6366 X105 69,33 X10%(6,93 X1(°
25M10/2018( 21| 100,33 X1_ 93,66 X10° 101 100 (1,00 X107
29/10/2018| 25| 192 66 X10°| 168,66 X10° 156 172, 44 X105[1,72 X107
01/11/2018| 28| 211,66 X10%| 204,33 X107 210 208,66 X10%|2,09 X107
06/11/2018| 33| 225,66 X10° 232 | 232 66 X10%| 23011 X10%(2,30 X107
08/11/2018| 35| 241,33 X10%( 241,66 X10°| 245,66 X10% 242,88 X10%|2 43 X10°




Anexo 3 Curva de calibracion para la determinacion de la concentracién de clorofila.
Elaborada por Nifio et al, 2017 ®°.

x == (0647*x+0,0127 R2=0,993

0.3
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Anexo 4 Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de
astaxantina. Elaborada por Nifio et al, 2017 %°.
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Anexo 5 Concentracion de clorofila y astaxantina para los medios BBM y RM.
Elaborada por los autores, 2018.

MEDIO DE CULTIVO BBEM
DIA CLOROFILA ASTAMANTINA
pg/mL g/ cel pg/mL pg/cel
2 1 2. 00E-07 ] 0.00E+00
b 3,8 2. 04E-07 1] 0.00E+00
9 6.3 1.28E-07 1.2 2 44E-08
12 15,3 1.40E-07 1.7 1,55E-08
15 268 1.38E-07 25 1,29E-08
19 2873 1.10E-07 26 1,01E-08
22 14,2 5.20E-08 2.7 9 89E-09
27 6.3 2 56E-08 29 1,18E-08
29 39 1.45E-08 3 1,11E-08
36 2.1 7.29E-09 3.1 1,08E-08
MEDIO DE CULTIVO RM
DIA CLOROFILA ASTAXANTINA
pg/mL g/ cel pg/mL pe/cel
4 1 4 50E-08 ] 0.00E+00
T 1,2 3.22E-08 0 0.00E+00
12 59 1.36E-07 1.3 2 99E-08
14 13,6 2.69E-07 1,6 3,16E-08
18 15,8 2. 28E-07 24 3,46E-08
21 202 202E-07 25 2 50E-08
25 21,8 1.26E-07 26 1.51E-08
28 16,4 7.86E-08 2.7 1,30E-08
33 55 2, 39E-08 2,83 1,23E-08
35 29 1.19E-08 29 1,19E-08




Anexo 6 Curva de calibracion para la determinacion de la concentracién de nitratos.
Elaborada por Leiton, 2018 *.

ABSO



Anexo 7 Concentracion de nitratos para los medios BBM y RM. Elaborada por los
autores, 2018.

MEDIO DE CULTIVO BBM
DIA NITRATOS (pg/20mL)
12 80,32
15 55,63
19 47,04
22 4439
27 4418
29 14,68
36 6.51

MEDIO DE CULTIVO RM
DIA NITRATOS (pg/20mL)
12 50,82
14 43,83
18 40,14
21 33,59
25 31,14
28 22.85
33 21,47
35 16,66




Anexo 8 ANOVA crecimiento celular

|Ané|isis de Varianza (Una ‘Fia]

Estadistica Descriptiva

Grupos Tamafio muestral Suma Media Vananza

celfmL (1) 10 171.090.000,0000  17.109.000.0000 1,3005E+14
celfmL (2) 10 117.670.000.0000  11.767.000.0000 7 5416E+13
Total 20 14.435.000,0000  1,0484E+14
ANOVA

Origen de la Variacion d.f. 55 MS F Valor p F crit Omega Cuadrado
Entre Grupos 1 1,4268E+14 1,4268E+14 1,3889 0.2539 4.4139 0,019
Dentro de Grupos 18 1,8492E+15 1,0273E+14
Total 19 1,9919E+15
Error esténdar de los residuos 10.135.806,9897
Hartley Fmax (d.f. = 2, 9) 1,7245
Cochran C (d.f. =2, 9) 0,6330
Bartlett Chi-square (d.f. = 1) 0.6254 Valorp 0.4291




Anexo 9 ANOVA concentracion de clorofila

|Ané|i5is de Varianza (Una Via)

Estadistica Descriptiva

Grupos Tamario muestral Suma Nedia Varianza

BBNM CONCENTRACION pg/mlL 10 108,0000 10,8000 100,3222
RN CONCENTRACION prg/Mi 10 104,3000 10,4300 63.8779
Total 20 10,6150 778150
ANOVA

Origen de la Varacion d.f. 35 MS F Valor p F erit Omega Cuadrado
Entre Grupos 1 0,6845 0.6845 0.0083 0,9283 44139 -0,0522
Dentro de Grupos 18 1.477.8010 82.1001
Total 19 1.478.4855
Error estandar de los residuos 9.0609
Hartley Fmax (d.f. = 2, 9) 1,5705
Cochran G (d.f. =2, 9) 0.6110
Bartlett Chi-square (d.f. = 1) 0,4308 Valorp 0.5116

Post-hoc comparisons
Pro versién requerida, actualiza por favor.




Anexo 10 ANOVA produccion y acumulacion de astaxantina

Analisis de Varianza (Una ‘Pia]

Estadistica Descriptiva

Grupos Tamafio muestral Suma Media Varanza

BBM astaxantina {ug/mL) 10 19,7000 1,9700 14268
RM astaxantina (ug/mL) 10 18,8400 1,8840 1.2543
Total 20 1,9270 12719
ANOVA

Qrigen de la Variacion d.f. S5 s F Valor p F crit Omega Cuadrado
Entre Grupos 1 0,0370 0,0370 0,0276 0,8699 4.4139 -0.051
Dentro de Grupos 18 241294 1,34058
Total 19 24,1664
Error estandar de los residuos 1,1578
Hartley Frmax (d.f. = 2, 9) 1,1375
Cochran G (d.f =2, 9) 0,5322

Bartlett Chi-square (d.f. = 1)

0.,0354 Valorp 0.8508




Anexo 11 Concentracion de nitratos en los medios BBM y RM

Analisis de Varianza (Una Via)

Estadistica Descriptiva

Grupos Tamario muestral Suma Media \Varianza

BBM 7 292,7500 41,8214 615,9608
RM 8 260.5000 32,5625 141,5795
Total 15 36,8833 357,6337
ANOVA

Qrigen de la Variacién d.f. SS MS F Valorp F crit Omega Cuadrado
Entre Grupos 1 320.0503 320,0503 0.8877 0,3633 4.6672 -0.0075
Dentro de Grupos 13 4.686,8210 3605247
Total 14 5.006,8713
Error estandar de los residuos 18,9875
Hartley Fmax (d.f =2, 7) 4,3506
Cochran C (d.f. =2, 7) 0.8131
Bartlett Chi-square (d.f. = 1) 3.0802 Valor p 0.0788




