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Resumen

Durante los ultimos afos las microalgas han adquirido especial interés, debido a que son productores importantes de
compuestos de alto valor agregado. Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) es una de las fuentes mdas importante de astaxantina,
tiene un gran interés comercial debido a su poderosa actividad antioxidante. Se realizé una revision bibliografica de 15 articulos
cientificos, en donde se evaluaron diferentes condiciones de cultivo y factores de estrés con el propoésito de mejorar la
acumulacion de astaxantina en H. pluvialis. Se encontré una heterogeneidad en los factores estudiados asi como en el disefio
experimental planteado. La intensidad de luz fue el factor mas importante y el que se evalud con mayor frecuencia en los
estudios. Un disefio adecuado de fotobiorreactor junto con la combinacion 6ptima de factores permite mejorar las condiciones
de cultivo y produccién de astaxantina.

Abstract

During recent years, microalgae have acquired special interest, since they are important producers of compounds with
high added value. Haematococcus pluvialis is the most important source of astaxanthin, which is of great commercial
interest due to its powerful antioxidant activity. A literature review of 15 scientific articles was carried out, these studies
evaluated different culture conditions and stress factors in order to improve the accumulation of astaxanthin in H.
pluvialis. Heterogeneity was found in the studied factors as well as the proposed experimental design. The light intensity
was the most important factor used in the analyzed studies. An appropriate photobioreactor design with the optimal
combination of factors improves the conditions of culture and production of astaxanthin.
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Introduccion

Astaxantina (3, 3”-dihidroxi- 8, §”- caroteno- 4, 4°- diona) es
una molécula compuesta de una cadena larga de 40 carbonos
con doble ligaduras y dos grupos hidroxilo libres en sus anillos
terminales.! Astaxantina es uno de los antioxidantes mas
importantes? ya que presenta varias ventajas con respecto a
otros carotenoides, por ejemplo: mayor estabilidad, alto poder
antioxidante (diez veces mayor que [3-caroteno y 500 veces mds
que o-tocoferol), cruza facilmente la barrera hematoencefélica
y es un excelente pigmento.?

Debido a la estructura quimica (figura 1), la astaxantina cruza la
membrana lipidica de las células, protegiendo la superficie
interna y externa de la oxidacién.*> La astaxantina tiene una
poderosa actividad antioxidante® y ha sido evaluada
eficientemente en modelos animales y humanos.”8

Se han efectuado varios estudios en donde se analizan los
beneficios de la astaxantina, entre los resultados mas
significativos se encuentra un efecto antimicrobiano en contra
de Helicobacter pylori? dosis de 25 mg/kg protegié contra
farmacos (naproxeno) que inducen dlcera géstrica en ratas, !0 se
evaluaron dosis de 3.6 mg diarios por dos semanas
consecutivas, los resultados demostraron mantener los niveles
optimos de LDL y HDL en la sangre,'' 2 mg/kg mejoré el
metabolismo de glucosa y ayudd a prevenir la resistencia a
insulina en ratas con una dieta rica en fructosa.!? As{ también,
presentd una importante actividad anticancerigena'’ y redujo
significativamente la presién sist6lica en ratas hipertensas.'*
Curek et al.!> observaron que administrar 5 mg/kg/dia de
astaxantina durante 14 dias redujo considerablemente lesiones
hepatocelulares en ratas después de un dafio isquémico. Por
todo esto, la astaxantina se estd utilizando como principio activo
en productos nutracéuticos principalmente por via oral para
prevenir y ayudar a tratar enfermedades degenerativas, tales
como cancer, enfermedades de la piel y cardiacas.!!-10
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Figura 1. Estructura de astaxantina'’

Las microalgas son una fuente importante de sustancias de alto
valor agregado tales como dcidos grasos y carotenoides.'® H.
pluvialis es una microalga biflagelada unicelular perteneciente a
la clase Chlorophyceae,'® cuando H. pluvialis es sometida a

condiciones de estrés, como intensidades altas de luz,20
deficiencia de nutrientes,?! altas concentraciones de sales,??
baja y alta temperaturas® la microalga pierde la motilidad y
cambia a una forma esférica. Después de 24 horas de estrés las
células se enquistan, en esta etapa aumentan de tamafio y
desarrollan una pared celular resistente.2* H. pluvialis sobresale
por su habilidad para sintetizar grandes cantidades de
astaxantina, siendo una de las fuentes de produccién mds
prometedora de este antioxidante,?® llegando a producir cerca
del 4 % de peso seco.220 Sin embargo, a pesar de ser una opcién
con gran potencial, todavia se requiere mejorar los pardmetros
de operacion para optimizar los rendimientos, asi como, bajar
los costos de produccién, con el propdsito de hacer mds
competitiva esta fuente natural 2’

Un factor técnico importante en este campo es el método de
cuantificacion utilizado. Aunque el método de cromatografia de
liquidos de alta eficiencia (HPLC) es el método mds exacto,
tiene sus inconvenientes con respecto al tiempo implementado
para efectuar los andlisis.2® En contra posicion, el método de
espectrofotometria es un método rapido, sin embargo, carece de
selectividad, ya que las absorbancias de compuestos similares
tienden a traslaparse. Un método alternativo que elimina el
problema de absorbancias traslapadas es la espectrofotometria
derivada.?® Este método se basa en una transformacién
matemadtica de los cruces en cero de los espectrogramas en
espectros derivados, permitiendo una resolucién rdpida,
sensible y precisa de miiltiples componentes en una muestra.>
Liu et al, (2011), desarrollaron y validaron un método de
espectrofotometria derivada. Determinaron cémo la clorofila y
el beta caroteno interfieren en la cuantificacién de astaxantina.
Los pardmetros de calidad calculados fueron exactitud,
precision y limite de deteccidn. Para tener valores de referencia,
y poder hacer la comparacién estadistica, también realizaron la
cuantificacion por HPLC. Los experimentos arrojaron
resultados muy similares entre ambos métodos, por lo que se
concluye que no existe diferencia significativa.?8

Durante las dltimos décadas se han estudiado varios factores
estresantes y sus combinaciones en la sintesis de astaxantina
utilizando Haematococcus pluvialis3' se ha planteado que
utilizar fotobiorreactores adecuadamente disefiados mejora los
procesos de produccién.3

Nguyen (2013), reporté un estudio comparativo de la
produccién de astaxantina natural obtenida a partir de
microrganismos y astaxantina sintética obtenida por medio de
procesos quimicos, y en donde se incluyeron estudios
relacionados con el mejoramiento en la acumulacién de
astaxantina por H. pluvialis (de 1991 a 2012), en éstos la mayor
concentracion de astaxantina fue de 357 mg/L y se obtuvo
utilizando un fotobiorreactor de doble regién.?



Por otra parte, Lababpour et al. (2004), analizaron 5 articulos y
reportaron resultados de concentracion de astaxantina en H.
pluvialis a diferentes escalas de cultivo. Sin embargo, no se
encontrd una revision sobre las condiciones de estrés dptimas
en la producciéon de astaxantina a partir de H. pluvialis
publicada hasta 2013.

El propdsito de este estudio fue realizar una revision
bibliogrifica de estudios que evaluaron diferentes factores de
estrés y determinaron los mejores niveles de operacion y
rendimiento en la produccion de astaxantina, publicados en las
bases de datos de MEDLINE/Pub-Med, SciELO, y EBSCO, de
2003 a 2013.

Descripcioén de articulos

Se revisaron todos los articulos originales encontrados en inglés
y espafiol publicados en las bases de datos de
MEDLINE/PubMed, SciELO y EBSCO de 2003 a 2013, de
estudios sobre factores de estrés para optimizar la produccién
de astaxantina. Los criterios de inclusiéon fueron:
Haematococcus pluvialis, optimizaciéon de produccion de
astaxantina y factores de estrés. Se realizé la bisqueda con las
palabras clave: “Haematococcus pluvialis”, “astaxantina”,
“produccion de astaxantina”, “astaxanthin”, “astaxanthin
production”. En la biisqueda electrénica se encontraron 5120
articulos sobre H. pluvialis. Al aplicar los criterios de inclusién
y el rango de fecha de publicacion de 2003 a 2013, quedaron 30
articulos potenciales, de los cuales se analiz6 el resumen de
cada uno y se eliminaron 15 que no cumplieron con los criterios
de inclusidn, por lo que quedaron 15 estudios para el andlisis y
evaluacion en esta revision (Fig. 2).

En esta revisién bibliogrifica se incluyeron 15 estudios. Se
analizaron  principalmente  los  factores de  estrés
medioambientales y bioquimicos que tuvieron un efecto en la
produccion de astaxantina por H. pluvialis. Estos estudios se
realizaron en México,* Espafia,®® China,*? Turquia*® y Hong
Kong:%Y uno en cada pais; cuatro en Corea del Sur*04152.54 y geig
articulos se desarrollaron en Japon 35-37-39.45.46.48 E] factor mds
evaluado fue la intensidad de luz seguida por la modificacion de
los componentes del medio de cultivo. En tres articulos se
propone un disefo especifico de fotobiorreactor como principal
factor.#!-45.46 En un articulo se evalué la fase del ciclo de vida
mds propicia para ser transferida a la etapa de induccién de
astaxantina.’? Katsuda et al., efectuaron una serie de
investigaciones donde se evalué el efecto de la longitud de onda
(azul) utilizando ldmparas LEDs.3* 48 Hong et al. (2012), se
enfocaron en obtener una cepa fotosensible y determinaron el
efecto provocado por intensidades moderadas y altas.54 El
método de cuantificacién mds utilizado es el de cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplado a un detector de ma-
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triz de fotodiodos y una columna de fase reversa C18.34.35.37.38,
39,45,46,48.50.54 Sin embargo, también se us6 espectrofotometria
UV-visible 40-41.42.49.52 1 g autores reportan el uso de curvas de
calibraciéon con estindares para el cdlculo de las
concentraciones de pigmentos. Enseguida se muestra una breve
descripcién de los estudios incluidos.

5120 articulos
relacionados con
Haematococcus pluvialis

Criterios de inclusion:
Haematococcus pluvialis

< optimizacién de produccién
de astaxantina, factores de
estrés
v
30 estudios
potenciales Se eliminaron 15
publicados de [ -| articulos al analizar
2003-2013 el resumen
v

15 estudios para
analizar en la revision
bibliografica

Figura 2. Diagrama de flujo de la bisqueda electrénica y seleccién
de articulos.

Katsuda et al. (2004)3* estudiaron el efecto de diferentes
longitudes de onda, (625, 525, 470, 410, 380 nm) a diferentes
intensidades de luz en el crecimiento celular y acumulacién de
astaxantina en H. pluvialis, 1a fuente de luz utilizada provino de
ldmparas de LEDs (diodos emisores de luz), estos tienen como
caracteristica una emision espectral estrecha. Los resultados
obtenidos demuestran que utilizar luz roja (625 nm) en el cultivo
permitié aumentar la densidad celular, mientras que usar luz azul
(380-470 nm) indujo un cambio morfoldgico en la célula y
mejoré la acumulacién de astaxantina. El método de
cuantificacién del pigmento fue por cromatografia liquida de alta
eficiencia. El equipo utilizado fue un sistema LC-10 Shimadzu
equipado con una columna de fase reversa Cosmosil
5C18-MS-II,4.6 mm x 150 mm. La fase movil fue metanol a una
velocidad de flujo de 1 ml/min. Las lecturas de absorbancia se
realizaron con un detector de matriz de fotodiodos (SPD-M10A,
Shimadzu). Los autores realizaron una curva de calibracién con
estdndares para la cuantificacion de los pigmentos.
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Dominguez-Bocanegra et al. (2004),35 realizaron un estudio
para determinar el efecto de los siguientes factores
medioambientales: intensidad de luz, aireacién y nutrientes en
el crecimiento celular y produccién de astaxantina. El disefio
experimental planteado se enfocé en realizar una serie de
combinaciones de los factores, en donde la intensidad de luz se
mantuvo constante (177 gmol fotén/m2/s!), una vez obtenidos
los resultados se ejecutd el andlisis de ANOVA y se procedi6 a
determinar la mejor combinacién. De acuerdo con el andlisis de
varianza se encontrd un efecto significativo en los tres factores
evaluados (p < 0.001) se realizé el andlisis de comparacién
multiple y se decidié trabajar con medio BAR a una nueva
intensidad de 345 pmol fotén m2 s! en los siguientes estudios
para la evaluacién de la produccién de astaxantina. Con base en
los resultados experimentales se concluy6 que las condiciones
Optimas para el crecimiento celular son: medio BBM a 28 °C
con luz continua fluorescente blanca (177 umol fotén/m?/s) y
aireacion continua (1.5 % CO,). Asimismo, la combinacién de
medio BAR suplementado con 1 g/L. de acetato de sodio,
iluminacién continua (345 umol fotén m?2 s!) y aireacién
condujeron a la médxima produccién de astaxantina. Para la
cuantificacion de astaxantina implementaron el método de
Jian-Ping et al. (1997).3% El cual se requiere de un HPLC
acoplado a un detector de matriz de fotodiodos, una fase movil
que consiste de metanol (69 %), acetonitrilo (11.5 %) y agua
(2.5 %). La velocidad de flujo fue de 1 ml/min. Los autores no
especifican el tipo de columna empleada. Se utilizé un estdndar
comercial de astaxantina marca Hoffmann-La Roche para la
curva de calibracién.

Lababpour et al. (2004),7 desarrollaron un estudio para
determinar el efecto que presentan los siguientes factores:
concentracién de nutrientes, pH, método de adiciéon de
nutrientes e iluminacién con luz roja y azul (LEDs): asi como,
el efecto de sus interacciones en la concentracion vy
acumulacién de astaxantina en H. pluvialis. Para la induccién
de astaxantina, la concentracion del medio de cultivo fue de
medio 2x, pH de 6.8, intensidad de luz roja (8 ymol fotén/m?/s)
para posteriormente cambiar a luz azul (12 gmol fotén/m?2/s).
Los resultados revelan que el cambio de longitud de onda afectd
positivamente la acumulaciéon de astaxantina alcanzando
concentraciones de 76 pug/ml, valor mucho mayor que el
reportado por Katsuda et al. (2004) que fue de 42 pg/mL. El
método de cuantificacién del pigmento fue por cromatografia
liquida de alta eficiencia. El equipo utilizado fue un sistema
LC-10 Shimadzu equipado con una columna de fase reversa
Cosmosil 5C18-MS-II, 4.6 mm x 150 mm. La fase movil fue
metanol a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Las lecturas de
absorbancia se efectuaron en 470 nm y 680 nm y se realizaron
con un detector de matriz de fotodiodos (SPD-MI10A,
Shimadzu). Los autores realizaron una curva de calibracion con
estandares para la cuantificacion de los pigmentos.
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Orosa et al. (2005),38 llevaron a cabo un estudio para determinar
las concentraciones Optimas de nitrato de sodio, acetato de
sodio y malonato de sodio, con el propésito de mantener el
crecimiento celular y maximizar la acumulacién de astaxantina
en H. pluvialis. De acuerdo con el disefio experimental se
determiné que a concentraciones de 0.25,0.5,0.75y 1.0 g/l de
nitrato, la densidad celular aument6 en forma lineal, en
concentraciones de 0.15 g/l se presentd una disminucion en la
proporcion de clorofila a/carotenoides llegando a un valor de 1
en el dia 15 del experimento, el cual es un buen indicador
fisiolégico de deficiencia de nitrato en la célula. Con respecto a
acetato y malonato, concentraciones de 2 % provocaron
inhibicion en la tasa de crecimiento celular. Sin embargo, una
concentraciéon de 0.25 % causé un aumento en la tasa de
crecimiento celular y acumulacion de astaxantina por célula.
Los resultados obtenidos revelan que concentraciones bajas de
nitrato de sodio, acetato de sodio y malonato de sodio permiten
mantener la tasa de crecimiento constante y a la vez promueven
la sintesis de carotenoides.

La cuantificacion de los carotenoides se realiz6 con un equipo
de HPLC marca Hewlett Packard acoplado a un detector de
matriz de fotodiodos y una columna de fase reversa Hypersil
C;g 25 x 4 mm. La fase movil consistié en A (agua), B (metanol)
y C (acetona). El gradiente se corrié de la siguiente manera: 0
min9 % A,76 % B, 15 % C; 9 min 5 % A, 45 % B, 50 % C; 15
min4 % A,38 % B,58 % C; 17 min 3 % A,27 % B,70 % C; 22
min 3 % A,27 % B, 70 % C; 25 min 100 % C; 26 min 100 % C,
la velocidad del flujo fue de 1 ml/min. Las longitudes de onda
programadas fueron 444 y 476 nm. Se utilizaron estdndares de
b-caroteno (Sigma) y astaxantina, cantaxantina y equinenona
(F. Hoffman. La Roche Ltd.) para la curva de calibracion.

Lababpour et al. (2005),% realizaron un estudio para evaluar el
efecto del método de alimentacién (fed-batch) e iluminacién
con luz azul (LEDs) en la produccion de astaxantina en H.
pluvialis. La adicién de nutrientes por el método fed-batch
mantuvo la actividad fisioldgica de las células y el cambio de
luz de roja a azul aceler6 la acumulacién de astaxantina. Por
otra parte valores de pH superiores a 9.5 suprimen la sintesis de
carotenoides. Se compard el resultado con un estudio realizado
previamente donde se utilizé el método de reemplazo de medio
y el rendimiento obtenido es superior al reportado, por lo que se
concluye que el método de alimentacion fed-batch,luz azul y no
ajuste de pH son pardmetros efectivos para la produccién de
astaxantina en fotobiorreactores. La concentracién de
astaxantina se cuantifico por medio de un sistema HPLC
(LC-10; Shimadzu) equipado con una columna de fase inversa
(Cosmosil 5C18-ms-II, 4.6 x 150 mm). La fase movil utilizada
fue metanol a una velocidad de flujo de 1 cm3/min. La longitud
de onda programada fue 470 y 680 nm utilizando un detector de
matriz de fotodiodos (SPD-M10A; Shimadzu).



Kim et al. (2006),% plantearon el uso de ldmparas intermitentes
como fuente de luz, con el propdsito de aumentar la produccién
de astaxantina en H. pluvialis, las pruebas experimentales se
disefiaron para evaluar el efecto de luz intermitente localizadas
tanto en el interior como en el exterior del fotobiorreactor a
intensidades de 65.6 y 16.4 uE/m?/s respectivamente. La fuente
de luz exterior, obtuvo rendimientos por fotén por lo menos 60
% mayor que la luz continua, mientras que la luz interior
presentd un incremento en el rendimiento por fotén de 400 %.
Se observé que a pesar de que las intensidades aplicadas son
bajas, hubo resultados positivos en la acumulacién de
astaxantina basdndose en el rendimiento por fotén utilizado,
ante esto, utilizar intensidades altas de luz intermitente de
preferencia localizadas en el interior del fotobiorreactor podria
mejorar de manera positiva la acumulacién de astaxantina. La
cuantificacion de las xantofilas se realiz6 con wun
espectrofotometro modelo HP8453B, Hewlett-Packard, el
disolvente de extraccidn fue acetona. Realizaron una curva de
calibracion con estandares de astaxantina sintética (A9335,
Sigma-Aldrich). Los resultados de concentracién de astaxantina
fueron calculados con la ecuacién mg/1=0.0045 x Densidad
éptica475.

Suh et al.(2006),*! plantearon el uso del fotobiorreactor de
doble region. El propésito del disefio fue mantener
simultdneamente el crecimiento celular en la regién interna y
estimular la sintesis de astaxantina en la regién externa del
fotobiorreactor. El objetivo fue simplificar el proceso de
produccién de dos etapas de astaxantina a partir de H. pluvialis.
De acuerdo con el disefio experimental, las condiciones de
estrés fueron intensidad alta de luz y deficiencia de nitrégeno.
La maxima acumulacién de astaxantina fue de 357 mg/ml en la
region exterior del fotobiorreactor, mientras que, la
concentracién celular en la regién interior fue de 4.0 x 10°
cel/mL. Los resultados demuestran que el disefio del
fotobiorreactor estimul6 la produccién de astaxantina utilizando
altas intensidades de luz y deficiencia de nitrégeno y al mismo
tiempo mantuvo el crecimiento celular en la regién interna
utilizando la misma fuente de luz. Para la cuantificacion de
astaxantina se utilizé un espectrofotémetro modelo HP8453B,
Hewlett Packard.

He et al. (2007),*2 llevaron a cabo un estudio en el cual se
enfocaron en evaluar el efecto de la combinacién de intensidad
de luz y deficiencia de azufre, hierro y fosfato en el cultivo de
H. pluvialis para la produccién de astaxantina. De acuerdo al
disefio experimental, se utilizaron dos medios de cultivo
diferentes, las variables de pH y temperatura se mantuvieron
constantes. Para la determinacién de astaxantina por célula a
intensidad de luz de 100 ymol fotén/m?/s se utilizé medio
BG,,, los resultados indicaron que el medio en deficiencia de
azufre fue el que acumulé la mayor concentracién de
astaxantina. Para la determinacién de carotenoides por célula se
utilizé la mezcla de medio Euglena Gracilis y Jaworski (1:1),
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las combinaciones experimentales se describen en la tabla 1, de
acuerdo con los resultados, al décimo primer dia en deficiencia
de azufre se presentd la mayor acumulacién de carotenoides por
célula. Con base en los resultados obtenidos, la deficiencia de
azufre gener6 un ambiente celular estresante superior que los
demas factores evaluados. El método de cuantificacion fue el
planteado por Boussiba y Vonshak (1991)# Utilizaron un
espectrofotémetro (UV-1601, Shimadzu). La longitud de onda
programada fue de 492 nm. La cantidad de astaxantina se
calculé aplicando el coeficiente de absorcion de 2220 en
dimetilsulféxido de acuerdo con Steinbrenner y Linden
(2001) 44

Ranjbar et al. (2008),% realizaron un estudio para evaluar el
efecto que causa la interaccion entre la reduccién de nutrientes
por medio de dilucion e intensidad de luz alta en la acumulacion
de astaxantina por H. pluvialis, se ejecutaron 4 corridas a
diferentes condiciones de cultivo en un fotobiorreactor de
columna de burbujas, durante las primeras 300 horas a los
cultivos se les adicioné medio inorgédnico estdndar concentrado
(fed-batch). Después de las 300 horas de cultivo, a las corridas
dos, tres y cuatro se les extrajo la mitad de cultivo y se sustituyd
por agua esterilizada, en la corrida cuatro, la intensidad de luz se
disminuyé a 21.5 pmol fotén/m2/s. De acuerdo con los
resultados obtenidos, la aplicacién del método fed-batch junto
con iluminacién a 48.5 pmol fotén/m2/s presentd el mejor
efecto en el crecimiento celular, mientras que una reduccién en
la concentracion de nitratos por debajo de 4 mM e intensidad de
48.5 pmol fotén/m?/s dio como resultado los mejores valores de
astaxantina. La cuantificacion de astaxantina se llevé acabo por
medio de HPLC (LC-10; Shimadzu), una columna de fase
inversa (Cosmosil 5C18-MS-II, 4.6 mm x 150 mm) la fase
moévil consistié en metanol a una velocidad de flujo de 1
ml/min. El equipo fue acoplado a un detector UV-visible
(SPD-10AV). La concentracion de astaxantina se determind por
medio de una curva de calibraciéon preparada con muestras de
astaxantina libre.

Ranjbar et al. (2008) 46 efectuaron un estudio para determinar el
efecto que presenta la interaccion entre altas intensidades de
luz, deficiencia de nitrégeno y el tipo de circulacion del liquido
en el cultivo de H. pluvialis y la acumulacién de astaxantina. El
tipo de fotobiorreactor usado fue airlift (tubo interno tipo
bucle). Los resultados se compararon con los obtenidos en otro
estudio realizado por los mismos autores,* donde se utilizé un
fotobiorreactor de columna de burbujas, las condiciones de
cultivo y pardmetros de estrés son similares al estudio previo.
Con los resultados se observo que una reduccién en la
concentracion de nitratos por abajo de 4 mM e intensidad de
48.5 umol fotén/m%/s mejoré un 16 % la acumulacién de
astaxantina. Posteriormente se aplicé una intensidad de 94.3
umol fotén/m?/s, la cual aumentd 35 % la concentracién de
astaxantina después de las 720 horas. De acuerdo con los
resultados se concluy6 que el disefio del fotobiorreactor airlift
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incrementd la densidad celular y la produccion de astaxantina
significativamente. La cuantificacién de astaxantina se llevé
acabo por medio de HPLC (LC-10; Shimadzu), una columna de
fase inversa (Cosmosil SC18-MS-II, 4.6 mm x 150 mm) la fase

movil consistié en metanol a una velocidad de flujo de 1 ml/min.

El equipo fue acoplado a un detector UV-visible (SPD-10AV).
La concentracion de astaxantina se determiné por medio de una
curva de calibracion preparada con muestras de astaxantina
libre. el procedimiento se basé del método de Yuan y Chen,

(1998) 47

Tabla 1. Parametros de operacion y factores de estrés bioquimicos

Referencia Disefio de Medio de cultivo | Volumen Variables de estrés Valor de variables Tiempo | Variables 6ptimas Densidad Concentracion
fotobiorreactor de cultivo de acumulacién de celular maxima maxima de
(ml) cultivo astaxantina astaxantina
(dias)
Dominguez- | Matraz Erlenmeyer Basal Bold 700 Medio de cultivo 177 pmol fotén/m’/s 7 Medio BAR, 35 x10" cel/ml 98 mg/g cel
Bocanegra et 1000 ml BBM, BG-11,FAB, 345 pmol fotén/m?/s 19 345 ymol/mzls, no
al. (2004) BAR 1.5% CO, aireacion,
Meéxico® Intensidad de luz 12/12h ciclo Luz/oscuridad
Aireacion 24/0 h 24/0 horas
Ciclo Luz/Oscuridad
Lababpour et |Recipiente de vidrio, Kobayashi 55 Concentracion de medio Medio 2x 125 |[Medio2x.pH6.8,luz | 1.5 mg/cm? 76 pg/ml
al. altura 6.5 cm, ancho pH 6.8 roja (8 gmol
(2004) 5.0 y profundidad Intensidad de luz: 8 yemol fotén/m’/s fotén/m?/s) cambio a
Japén™ 25cm Luz roja 12 pmol fotén/m’/s luz azul (12 grmol
Luz azul Reemplazo de medio fotén/m?/s)
Método de alimentacién alos 6 dias de cultivo
Orosa et al. Mini reactor Basal Bold 400 Nitrato de sodio 0,0.15,0.25,05,0.75,1 g/l 15 0.15g/1 ND 5.41+0.46 pg/cel
(2005) modificado + Acetato de sodio 0,0.25,0.5,1,2%(p/v) 0.25% 17.59+0.73 pg/cel
Espafia®® ALGAL 1 Malonato de sodio 0,0.25,0.5, 1, 2%(p/v) 0.25% 8.62+0.11 pg/cel
Intensidad de luz 68.25 ymol fotén/m’/s
Lababpouret |Recipiente de vidrio, Kobayashi 50 Concentracion de medio Medio 10x 20 Medio 10x, no ajuste 12mg/em’ 70 pg/ml
al. altura 6.5 cm, ancho pH 68—-11.0 de pH,
(2005) 5.0 y profundidad Intensidad de luz: 8 jemol fotén/m*/s luz roja (8 ymol
Jap6n® 26cm Luz roja 12 pmol fotén/m’/s fotén/m’/s)
Luz azul Fed-batch cambio a luz azul (12
Método de alimentacién ol fotén/m?/s)
Suhetal. Fotobiorreactor de  |Basal bold fortificado| ND Intensidad de luz 40+3 puE/m/s (region 26 Regi6n exterior, 40 x 10°cel/ml 357 mg/l
(2006) doble region Deficiencia de nitrégeno interior) 770 uE/m2/s (regi6n interior)
Reptiblica de 77020 pE/m’/s (region Y deficiencia de
Corea”! exterior) nitrégeno
Heetal. Recipiente de 250 BG,, 100 Intensidad de luz 15 pmol fotén/m’/s 4 Medio BG11 en ND 25 pg/eel
(2007) ml Euglena Gracilis Medio libre de azufre, 100 zemol fotén/m’/s deficiencia de azufre +
China® Jaworski hierro 150 pemol fotén/m’/s 100 gemol fotén/m’/s
y fosfatos
Ranjbar et al. Columna de Inorgdnico estandar | 1000 Intensidad de luz 21.5 pmol fotén/m’/s 33 Corrida 3 3.5x10%el/ml 390 mg/l
(2008) burbujas, 69 mm Dilucién de medio de 48.5 ymol fotén/m/s Dilucién del medio de
Jap6n® didmetro interno y cultivo Alas 300 horas de cultivo, cultivo (nitratos
430 mm largo Corrida 1 no se diluye medio menor de 4 mM)
de cultivo Intensidad de luz 48.5
Corrida 2, 3 y 4 extraccion de pmol foton/m*/s
la mitad de medio y adicién
de agua esterilizada
Ranjbar et al. Airlift 101 Inorgdnico estandar | 1000 Intensidad de luz 21.5 pmol fotén/m™/s 33 | Dilucién del medio de | 4.0x10°cel/ml | 460 mg/l (48.5 gmol
(2008) Dilucién de medio de 48.5 ymol fotén/m’/s cultivo (nitratos fotén/m?/s)
Japon®® cultivo 94.3 ymol fotén/m’ /s menor de 4 mM) 600 mg/l (94.3 yemol
A las 300 horas de cultivo Intensidad de luz 48.5 fotén/m%/s)
pmol fotén/m/s
94.3 ymol fotén/m’/s
Imamoglu et al. | Matraz Erlenmeyer Rudic 600 Intensidad de luz 445 pmol fotén/m’/s 14 | Agua destilada CO, + ND 29.62 mg/g
(2009) 1000 ml Concentracién de 546 pmol fotén/m’/s 546 pmol
Turquia® nutrientes RM, libre de nitratos, libre de fotén/m*/s
fosforo, libre de NP y agua
destilada
Choi et al Recipiente Medio Gptimo para 500 6 indculos a diferentes |inéculo dias 36 |Indculo 6 de 36 dias + ND 26 mg/l
(2011) Haematococcus fases 1 4 intensidad de luz a
Reptiblica de de crecimiento 2 11 500 pmol fotén/m*/s
Corea™ Intensidad luminica |3 18 + adicién de acetato
Adicién de acetato 4 25 15 mM.
Deficiencia de nitrégeno |5 29
6 36
500 pmol fotén/m?/s
15 mM
Hongetal. | Matraz Erlenmeyer NIES 120 Intensidad de luz 70 uE/m’/s 20 70 pE/m’/s 3.7 x10°cel/ml 6239 mg/l
(2012) 250ml Cepa modificada 150 uE/m?/s +
Corea del sur™* Cepa fotosensible Cepa fotosensible

ND=No disponible.
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Tabla 2. Parametros de operacion y factores de estrés medioambientales

Referencia Diseno de Medio de cultivo | Volumen Variables de estrés Valor de variables Tiempo | Variables 6ptimas de Densidad Concentracién
fotobiorreactor de cultivo de acumulacion de celular maxima méxima de
(ml) cultivo astaxantina astaxantina
(dfas)
Katsuda et al. |Recipiente de vidrio, Kobayashi 55 Rojo (625 nm), verde 2.8 ymol fotén/m’/s 12 Densidad celular 0.8 mg/ml 42 pg/ml
(2004) altura 6.5 cm, ancho (525 nm), azul (470 nm), 8.0 umol fotén/m*/s Luz roja: 8.0 ymol
Japén* 5.0 y profundidad azul-purpura (410 nm), 120 umol fotén/m’/s fotén/m2/s
25cm purpura (380 nm) y Ac. astaxantina
blanca Luz azul: 11.0 gmol
fotén/m2/s
Kimetal. Columna de Basal Bold 2000 Luz continua 220.6 uE/m’/s 30 Luz intermitente 3x10” cel/ml 99 mg/ml
(2006) burbujas 2 1. modificado Luz 3164 uE/m’/s interna
Reptiblicade |4.25 cm de didmetro continua+intermitente 155+65.6 uE/m’/s a 164 uE/m’/s
Corea™ y 58 cm de largo Luz intermitente 300+16.4 uE/m’/s
65.6 uE/m’/s
164 uE/m’/s
Katsuda et al. |Recipiente de vidrio, Kobayashi 55 Intensidad de luz 12,18 y 36 umol fotén/m’/s 12 | 18 umol fotén/m*/sy |44 x10° cel/ml 35 pg/ml
(2008) altura 6.5 cm, ancho Frecuencia de luz 0.001 a200 Hz frecuencia por debajo
Japon*® 5.0y grosor 2.6 cm de 1 Hz
Wuetal. Caja Petri 150 mm | Basal de crecimiento | 250 Intensidad de radiacion 3,5,y 9 W/m 7 |Intensidad de UV-B, 5 041 g/l 3.20+0.29 mg/g
(2010) Recipiente cénico UV-B 20,60 y 100 min W/m® por 60
Hong Kong™ 250 ml Tiempo de exposicién minutos

ND=No disponible.

Katsuda et al. (2008),*8 investigaron el efecto de la frecuencia e
intensidad de luz en la sintesis de astaxantina en H. pluvialis. El
efecto de luz intermitente dio mejores resultados que luz
continua. De acuerdo con los resultados, la concentracion final
de astaxantina en luz intermitente a 18 pmol fotén/m?/s y una
intensidad de luz incidente de 12 ymol fotén/m?/s fue de 35
ug/ml siendo superior a la obtenida en condiciones de luz
continua de 12 ymol fotén/m?%/s, el cual fue aproximadamente
de 27 pg/ml. El tiempo de cultivo fue de 300 horas. Por lo tanto
se determiné la utilidad de luz intermitente en el cultivo de
microalgas. La cuantificacion se realizé con un HPLC (LC-10;
Shimadzu), con una columna de fase reversa (Cosmosil
5C18-MS-II, 4.6 x 150 mm). Se utiliz6 metanol como fase
mévil a una velocidad de flujo de 1 mL/min. El equipo se
acoplé a un detector UV-visible (SPD-10AV; Shimadzu).
Ademds se reporta que se realizd una curva de calibracién
usando estdndares de astaxantina marca Sigma Aldrich. El
procedimiento fue siguiendo el método de Yuan y Chen
(1998).47

Imamoglu et al. (2009),* realizaron una investigacién para
comparar el efecto de la interaccién entre diferentes medios de
cultivo y dos niveles de intensidad de luz, con el propdsito de
mejorar la tasa de acumulacion de astaxantina en H. pluvialis.
Se evalu6 la combinacién de cinco medios de cultivo a dos
niveles de intensidad luminica, los mejores resultados se
obtuvieron a partir del medio de cultivo libre de nitrégeno con
546 umol fotén/m?/s y agua destilada con 546 ymol fotén/m?/s.
El estudio determind la interacciéon que existe entre la
intensidad de luz y la concentracién de nutrientes en el medio,
de acuerdo con los resultados la combinaciéon éptima elegida
fue agua destilada y una intensidad de luz de 546 pmol
fotén/m?/s. en base con lo obtenido se concluye que la reduc-

cién de nitratos en el medio junto con altas intensidades de luz
resultaron ser una combinacion Optima. Sin embargo, el uso de
agua destilada como medio, obtuvo resultados favorables en la
sintesis de astaxantina. Tomando como criterio el factor
econdmico, utilizar agua destilada en sustitucién del medio de
cultivo original resulta ser mds barato que utilizar medio libre
de nitratos. En sistemas de produccién de tamafio industrial el
ahorro resultaria favorable. Para la determinacion de
astaxantina se utilizé dimetilsulfoxido como disolvente de
extraccion. Se realizaron lecturas de absorbancia a 490 nm. Asi
también desarrollaron una curva de calibracion utilizando un
estdndar de astaxantina pura (Acros Co.).

Wu et al. (2010),° desarrollaron un disefio factorial 3x3x3 a
diferentes intensidades de radiacién ultravioleta (UV-B) y
varios intervalos de tiempo para evaluar el efecto en la
acumulacién de astaxantina en cultivos de H. pluvialis. De
acuerdo con los resultados, la radiaciéon UV-B tuvo un efecto
negativo en la tasa de células vivas (P<0.01) pero no presentd
efecto significativo en el incremento del peso seco celular
(P>0.05). Sin embargo, influyé de manera positiva en la
acumulaciéon  de  astaxantina  (P<0.01)  obteniendo
concentraciones de 3.2 mg/g con respecto a los resultados del
experimento control. Las células fueron expuestas a 3 y 5 W/m?
de UV-B por 60 minutos para evaluar la actividad antioxidante
enzimadtica y los resultados demostraron que la enzima glutatién
peroxidasa presentd una alta actividad en presencia de luz UV-B
como factor de estrés. El estudio permitié demostrar que la
radiacion UV-B tiene un efecto negativo en la tasa de
supervivencia de las células, sin embargo, acelerd la
acumulacién de astaxantina. La cuantificacidn de astaxantina se
realizé por medio de HPLC de acuerdo al procedimiento de
Boussiba et al. (1999) 3!
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Choi et al. (2011),52 evaluaron el comportamiento de seis
in6culos en diferentes fases de crecimiento, el propdsito fue
determinar la mejor fase del ciclo de vida de H. pluvialis para
ser transferida a la segunda etapa del proceso de produccién de
astaxantina, se utilizaron métodos de cultivo batch vy
semicontinuos, en ambos se confirmé que el indculo nimero
seis el cual se encuentra en una fase de vida senescente con un
tamafio celular grande, en condiciones altas de irradiacién,
deficiencia de nitrégeno y adicidn de acetato, es la mejor opcién
para la acumulaciéon de astaxantina. La cuantificacién de
astaxantina se realizé utilizando dimetilsulf6xido y efectuando
lecturas a 492 nm con un espectrofotometro de acuerdo al
método propuesto por Davis (1976).53

Hong et al. (2012),5* realizaron un estudio para evaluar el
comportamiento de una cepa fotosensible (mutante) de H.
pluvialis en la produccion de astaxantina. Se efectud una lesién
parcial en el fotosistema II del aparato fotosintético de las
células. La cepa PP-PS #160 mostré el mejor rendimiento en la
produccion de astaxantina. Se realizé un andlisis al extracto
obtenido y se determindé que la distribucién del ester de
astaxantina no presenta diferencias de la obtenida por cepas
silvestres. Las caracteristicas fotosensibles y fotoinducibles de
la cepa mutante se mantuvieron inalteradas durante un afo y
medio. La luz requerida para producir 1 g de astaxantina se
redujo 76 %, por el contrario la proliferacion celular se vio
reducida en la fase vegetativa. Los resultados demuestran que la
cepa fotosensible aumentd el rendimiento de astaxantina en
condiciones de luz moderada (70 zE/m?/s). La cuantificacion de
astaxantina se efectué por medio de HPLC (Shimadzu)
equipado con un detector UV-visible (SPD-10A, Shimadzu).>?

Con base en la descripcion de los 15 articulos podemos notar
que el disefio experimental propuesto vari6 de estudio a estudio,
asi como, las condiciones de cultivo, disefio del fotobiorreactor
y los factores de estrés. El rango para el volumen de trabajo fue
de 50 a 2000 mL., tiempo de cultivo de 4 a 36 dias, los medio de
cultivo mds utilizados fueron Basal Bold3d: 38 40. 41 y
Kobayashi.3* 37- 39. 48 En general, se puede observar una
heterogeneidad en el disefio y factores evaluados en los estudios
analizados. El factor luz (intensidad y longitud de onda) fue el
mads estudiado, debido a que es el que causa un mayor impacto
en la respuesta fisiologica de las células’® Un aspecto
importante a destacar de esta revision es que solo se encontrd un
articulo latinoamericano.?> Mientras que Japén es el pais con

mayor nimero de estudios realizados, seguido de Corea del sur.

Conclusiones

A pesar del uso biotecnolégico prometedor, la aplicacion de
microalgas a escala industrial ha sido escasa, debido a los altos
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costos de produccién que conlleva. Es por eso que existe la
tendencia hacia disminuir los costos de operaciéon. Con el
propdsito de mejorar la sintesis de astaxantina, hasta el
momento se han realizado varios estudios para determinar los
mejores factores de crecimiento y produccién de astaxantina a
partir de H. pluvialis. Existen muchos avances en el uso de
nuevas fuentes de iluminacion por ejemplo fibra 6ptica y LEDs
a determinadas longitudes de onda. Sin embargo, las opciones
disponibles hasta el momento todavia son pobres en términos de
rendimiento general. En el campo de la genética, se investiga en
la obtencion de cepas fotosensibles, y en la reduccién del
tamafio de la antena molecular de la clorofila con el propdsito
de mejorar la eficiencia fotosintética. Sin embargo, atin hace
falta realizar mds investigaciones en esta drea, que requerird una
mejor comprension del efecto de los factores de crecimiento y
estrés que permitan mejorar los resultados en la produccién de
astaxantina.
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