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INTRODUCCION

La astaxantina es un carotenoide y antioxidante que tiene un
gran interés biotecnologico de diferentes industrias como
cosmeética, farmaceutica y pecuaria

La acumulacion de astaxantina en la microalga H. pluvialis esta
relacionado con la evolucion de diferentes etapas de la célula
vegetativa a la aplanospora en su ciclo, pero esta transicion
solo se da cuando esta ha sido sometida a diferentes
condiciones de estrés como alta irradianza y estrés salino por
acetato de sodio y cloruro de sodio.



OBJETIVO
GENERAL

 Determinar el efecto
del acetato de sodio
y cloruro de sodio
sobre la produccion
de astaxantina en H.
pluvialis

OBJETIVOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

JEvaluar el crecimiento de H. pluvialis
durante 56 dias en un volumen de 400 m|

JEvaluar el cambio morfoloégico de H.
pluvialis durante 56 dias

1Determinar la concentracion de clorofila y
astaxantina durante 56 dias bajo
concentraciones de acetato de sodio y
cloruro de sodio



Sarada et. al.
(2002)
* 0,18 g/l NaC,H;0,
* 5 g/l NaCl

e 11 pg /ml
astaxantina

ANTECEDENTES

Cifuentes et. al.  Vidyhavati et. al.

(2003) (2008)
8 g/l NaCl * 0,39/l
¢ 4,9 ug /mi NaC,H;0,
astaxantina * 0,9 g/l de NaCl
« 25 mg %1 DW

astaxantina

Pan-Utai (2017)
0,8 g/l acetato de
sodio

* 8,4 ug /ml de
astaxantina



MARCO TEORICO o
Haematococcus pluvialis

Dominio Eukaryota
Reino Viridiplantae
Filo Chlorophyta
Clase Chlorophyceae
Orden Volvocales
Familia Haematococcaceae
Genero Haematococcus
Especie Pluvialis

A. Célula vegetativa B. Célula Palmella verde C. Célula Palmella en transicion a

aplanospora D. Aplanospora Fuente: Shah (2016)



Uz ‘ Factor de estrés

- Temperatura
Factores | Nitrégeno
que - Fosforo
promueven .
— Hierro
el -
crecimiento - Metabolismo
de H. | Medio de
pluvialis cultivo
S oél?oe ?E:(I)oczﬁro ‘ Factor de estrés

de sodio



RUTA METABOLICA PARA LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA
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DISENO METODOLOGICO

FASE 1 Crecimiento de Haematococcus pluvialis

Medio RM, pH 6.8, ciclo
luz/oscuridad 20h:4h,
temperatura 20£2°C,
agitacion manual una
vez al dia durante 10
segundos, iluminacion

con lamparas
fluorescentes blancas
(Tlt 20w/54RS marca

Philips), irradianza 70 uE

m~2s~ly aire filtrado.

Conteo celular en Camara de
Neubauer

Cada medio estéril con el pH ajustado se adiciona en
erlenmeyers de 500 ml hasta un volumen de 400 ml. Se

sellan para garantizar esterilidad. @

Se procede a adicionar el inoculo de la microalga (1x
105 células./ml).

Toma de muestra por triplicado dias establecidos en
cabina de flujo laminar

Conservacion de las muestras para su posterior estudio
a 4 grados Celsius.

¥

Se lleva control de ciclo luz/oscuridad y pH

Tiempo de estudio 56 dias

Curva de crecimiento a partir de los ANOVA 95%

resultados. _
(Nifio, 2017)



TRATAMIENTOS

RM1 Medio RM normal / Control celular
Acetato de sodio 0,18 g/L que se agrego6 desde el inicio y cloruro de sodio 0,72 g/L que se
RM2 adiciono el dia 15 del estudio e iluminacion con lamparas blancas con 20h luz/4h oscuridad,
irradianza de 70 yE m=2s™"
Acetato de sodio 1,6 g/L que se agrego desde el inicio y cloruro de sodio 6,4 g/L que se adiciono
RM3 el dia 15 del estudio e iluminacion con lamparas blancas con 20h luz/4h oscuridad, irradianza de
70 yE m2s™1
RM4 Acetato de sodio 0,18 g/L y Cloruro de sodio 0,72 g/L que se adicionaron desde el dia 15 del
estudio e iluminacién con lamparas blancas con 20h luz/4h oscuridad, irradianza de70 yE m=2s™1
RM5 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L que se adicionaron desde el dia 15 del estudio
e iluminacion con lamparas blancas con 20h luz/4h oscuridad, irradianza de 70 yJE m™2s™
RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L que se adicionaron desde el dia 15 del

estudio e iluminacién con lamparas blancas con 20h luz/4h oscuridad, irradianza de 70 yE m=2s™"




FASE 2 Cambios morfolégicos celulares

Determinacion color,
tamafno, viabilidad vy
morfologia de las células

Transicion  Aplanospora
vegetativa a
aplanospora

FASE 3 Cuantificacion de astaxantinay clorofila

1 mldela se retira el se calienta

_ Se lee la absorbancia a 667 nm
muestra se I sobrenadante, al durante 10 min a

para clorofilay a 477 nm para

centrifuga a paquete celular se le 60 grados Celsius astaxantina en espectrofotémetro

12.000 rpm adiciona 1 ml de en bafio

»

durante 5 min. metanol al 90%, seroldgico.

»

se hallaran las concentraciones
utilizando la curva de calibracion
realizada para astaxantina y clorofila

ANOVA 95% (APHA, 1992)




RESULTADOS Y DISCUSION

FASE 1.Crecimiento de Haematococcus pluvialis

0,35
400 sexigEei] Veoodadde | | ga  Acststode Clorue de Velosigad ce ANOVA
) imient ’ di crecimiento —_ . — .
= 3,00 } Crg%[)néggo 025 sodlo % 0,00032 [F—22,47, p—0,025,
= cel./dia £ 020 cel./dia |_5]
3 2,00 T g =
5 5 015 : P
o —
— 1,00 } 0,10 1 {
0,05
0,00 ,% ,} , | , , o | e | { Orosa (2005)
DIA1 DIA7 DIA15 DIA26 DIA28 DIA35 DIA49 DIAS6 DIA 1 DIA 7 DiA 15 DiA 26 DiA 28 DIA 35 DIA 49 DiA 56
TIEMPO (DIAS) TIEMPO (DIAS) 2’5 g/I NaC2H302
Curva de crecimiento RM1 Control Curva de crecimiento RM2 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L 1 1 X105 Cél /ml
’ .
. i i 1,25x10% cel./ml Velocidad de
Velocidad de 1,50 Acetato de sodio y Cloruro de sodio Side
— %20 Acetato d(ilc;r;;ic:) I crecimiento _ } crgz?slzgto
£ 040 de sodio 0,69643 ~_§ 1,00 cel./dia
%‘ 0,30 { cel./dia @ { i
Q t 1) -
Sox - } 5 0,50 ! Cifuentes (2003)
"o | | | 8 g/l NaCl
0,00 0,00 g a
DIA1 DIA7 DIA15 DiA26 DiA28 DIA35 DiA49 DIA56 DIAL1  DIALS> DIA26  DIA28  DIA3S  DIA49  DIAS6 0,7 x10° cél./ml
TIEMPO (DIAS) TIEMPO (DIAS)

C d imiento RM4 Acetato d dio 0,18 g/L + CI d dio 0,72 g/L
Curva de crecimiento RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L urva ce crecimiento colalodesodio 09 oruro ce socio »i<g

105 cel/ml

o 2,00 . Velocidad de
1,50 Acetato de sodio y Cloruro de sodio Velocidad de Ag%m?od;esggé?oy crecimiento
crecimiento =150 1,0179 % G()ksan (2010)

100 { 0,00016 -_§ ’ { cel./dia 1

v I 1 g/l NaC,H.0,

m 7
0,50 | | } % 8 0,50 | i } AM 4,2 x10° cél/ml
0,00 ! oco | TM 2,4 x105 cél/ml
DiA1 DIA15 DiA26 DiA28 DIA35 DiIA49 DIAS6 DIA1 DIA15 DIiA26 DiA28 DIA35 DiA49 DiAS6
TIEMPO (DIAS) TIEMPO (DIAS)

Curva de crecimiento RM5 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L | curva de crecimiento RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L




FASE 2. Cambios morfoldégicos macroscopico

DIA1

DIA 7

DIA 15

DIA 26




FASE 2
Cambios morfologicos DIA1
microscopico

DIA 26
DIA 28
DIA 35
DIA 49
DIA 56 N .2
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DIA1 DIA7  DIA1S DIA26 DIA28 DIA35 DIA49  DIAS6
TIEMPQ (Dhﬂ«s%l
+ CLOROFILA  + ASTAXANTINA
RM1 Control astaxantina y clorofila
7 5,862 ug/ml... 3,5
6’2 Acetato de sodio Acetato de
55 yClorurode 3 sodioy Clc_)ruro
5 sodio 35 de sodio
45 ;
_ 4 3
g, !
5
*25 \ E
2 } 1
15
1 0,096 pg/ml 05
05 0,118 pg/ml
0 . L] . . . 0 »
DIA 26 DIA 28 DIA 35 DIA 49 DIA 56 DIA 26
TIEMPO (DIAS)

+ CLOROFILA  » ASTAXANTINA

RM4 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L astaxantina y clorofila

ANOVA (95%) CLOROFILA
[F=4,307; p=0,003; gl=5]

Hoang et. al.(2011)
He et. al. (2018)

FASE 3.Cuantificacion de astaxantinay clorofila

RM2 Acetato de sodio 0,18 g/L + Cloruro de sodio 0,72 g/L astaxantina y clorofila

Sarada (2002)
0,1 g/l NaC,H;0,
5 g/l NaCl
11 pg /mi
astaxantina

Cloruro
de sodio

SRR

DIA15  DIA26  DIA28
TIEMPO {DIAS)

» CLOROFILA  « ASTAXANTINA

% }

DIA 28 DIA 35
TIEMPO (DIAS)

» CLOROFILA » ASTAXANTINA

Cifuentes
(2003)
8 g/l NaCl
4,9 ug /mi
astaxantina

DIA3S

DIA 49

|

DIA49  DIASE

DIA 56

RMS5 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L astaxantina y clorofila

9 -_7,325 ml
8% Acetato Cloruro =
?J% de sodio de sodio }

6,9

6

5,9
E 42
543 } |
=4 43

2,5

15

1 -0,165 Jm
05 | . . l - .

DIA1 DIA7  DIAL5  DIA26  DIA28  DIA35  DIA49  DIASG
TIEMPO (DIAS)

+ CLOROFILA  « ASTAXANTINA
RM3 Acetato de sodio 1,6 g/L + Cloruro de sodio 6,4 g/L astaxantina y clorofila

3 } }
25 {
Acetato de sodio y ['
— 2| Cloruro de sodio ['
E
®15

L]

DIA 26 DIA 28 DIA 35 DIA 49 DIA 56
TIEMPO [DIAS)

+ CLOROFILA = ASTAXANTINA
RM6 Acetato de sodio 0,320 g/L + Cloruro de sodio 1,28 g/L astaxantina y clorofila

Pan-Utai (2017) ANOVA (95%) ASTAXANTINA
0,8 g/l NaC,H;0, [F=1,687; p=0,165; gl=5]
8,4 ug /ml de
astaxantina Vidyhavati et. al. (2008)




Crecimiento

Dia de

Concentracion

Dia de maxima

Concentracio

celular maximo P< maxima de ., n maxima de | P<0,00
.. . _ concentracion | P<0,005 .
maximo |crecimient| 0,005 astaxantina de astaxantina clorofila 5
(x10° cel/ml)| o celular (ug /ml) (ng/ml)
o | 269 | 28 2,623 28 0,024
RM2 0,27 15 5,580 49 0,131
RM3 0,42 35 7,325 35 0,165
0,025 0,165 0,003
RM4 | 1,25 28 5,862 28 0,098
RM5 | 1,16 15 2,936 28 0,118
RM6 | 1,45 o6 2,884 26




CONCLUSIONES

El tratamiento donde se observan mas rapido y en mayor cantidad las diferentes etapas de
vegetativa a aplanospora es el medio RM3 desde el dia 26

\

el tratamiento RM6 fue donde se presentd la mayor concentracion de clorofila en el dia 26
con una concentracion de clorofila de 0,245 pg/ml

El mayor recuento celular se obtuvo en el tratamiento RM6 y fue de 1,45x10° células/ml,
donde se utilizoé acetato de sodio en una concentracion de 0,320 g/L y cloruro de sodio en
una concentracion de 1,28 g/L que se adicionaron desde el dia 15 del cultivo

En este estudio se comprobo el efecto del uso de sales como acetato de sodio y cloruro de sodio
combinados con luz alta 70 yE m~ s~ten un ciclo 20h luz/4 h oscuridad porque estresaron la
microalga y produjeron astaxantina.

La mayor concentracion de este carotenoide fue de 7,3 pg/ml de astaxantina en el tratamiento
RM3 donde se utilizaron las concentraciones de 1,6 g/L de acetato de sodio que se adiciono al
principio del estudio y 6,4 g/L de cloruro de sodio que se adiciono en el dia 15 del estudio
combinado con luz alta 70 yE m™2 s1



RECOMENDACIONES

Experimentar con diferentes irradianzas de luz

Evaluar los genes gue se expresan cuando la microalga es
sometida a estres salino

Hacer escalamiento del cultivo utilizando los factores de estres que produjeron
mayor cantidad del colorante astaxantina en este estudio
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