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RESUMEN

Haematococcus pluvialis es una microalga de agua dulce, productora
principalmente de astaxantina. Este carotenoide es usado como pigmento y compuesto
bioactivo en diferentes industrias como la alimenticia, nutracéutica, farmacéutica,
cosmética, acuicultura y textil. En este estudio se determinaron las variables
relacionadas con la luz como las fuentes usadas, uso de fotobiorreactores, el
fotoperiodo adecuado, el valor exacto de irradiancia y de color relacionandolos con la
expresion de genes para la obtencion de astaxantina en mayor cantidad. Este
carotenoide presento su mayor produccidn entre 81, 19 mg/L a 167,97 mg/L cuando se
utilizaron ldmparas fluorescentes blancas con irradiancias entre 150 y 400 umol m-2 s-
1. Con el uso de ledes de color rojo y azul con led blanca, usando irradiancias entre 135
y 400 pmol m-2 s-1 se obtuvieron concentraciones de 82,82 + 3,29 mg/ L y de
151,8mg/L, de astaxantina, respectivamente. El uso de led de color azul y blanco
incrementé la expresidn de los genes psy y CrtO/bkt, importantes en la acumulacién de
astaxantina. Esta investigacion aporta a la factibilidad tecnolégica del uso de ledes por
las ventajas que presenta, la diversidad en tamafos desde el pequefio, ligero, duradero
y eficiente en términos de mayor vida util, ademas de que la cantidad de luz que se
desprende es mucho mayor en comparacidn con su consumo de energia, como aporte
a los avances tecnoldgicos y biotecnoldgicos en la produccion de astaxantina para
adaptarlos al uso de los fotobiorreactores y optimizar las condiciones de cultivo y
produccion de astaxantina en H. pluvialis.

Palabras clave: microalga; carotenoide; genes; estrés luminico; ledes; ciencias
naturales.

ABSTRACT

Haematococcus pluvialis is a freshwater microalgae that primarily produces
astaxanthin. This carotenoid is used as a pigment and as a bioactive compound in
different industries such as food, nutraceutical, pharmaceutical, cosmetics, aquaculture
and textiles. In this study, the variables related to light — such as the sources used, the
use of photobioreactors, the appropriate photoperiod, the exact value of irradiance and
color — were determined and then related to the expression of genes for obtaining
astaxanthin in greater quantities. This carotenoid presented its highest production
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between 81.19 mg/L and 167.97 mg/L, when white fluorescent lamps with irradiances
between 150 and 400 umol m-2 s-1 were used. With the use of red and blue LEDs with
white LED, using irradiances between 135 and 400 pumol m-2 s-1, astaxanthin
concentrations of 82.82 + 3.29 mg/L and 151.8mg/L were obtained, respectively. The
use of blue and white LEDs increased the expression of the psy and CrtO/bkt genes,
significant for accumulating astaxanthin. This research contributes to the technological
feasibility of using LEDs due to the advantages they present, the diversity of their sizes
(from small), their lightness, durability and efficiency in terms of longer useful life.
Furthermore, the amount of light they give off is much greater compared to their energy
consumption. Our contribution to technological and biotechnological advances related
to the production of astaxanthin can be adapted to the use of photobioreactors, to
optimize the cultivation conditions and production of astaxanthin in H. pluvialis.

Keywords: Microalgae; Carotenoid; Genes; Light stress; LEDs; Natural
sciences.

INTRODUCCION

Haematococcus pluvialis es una microalga de agua dulce descubierta en 1844
por J. Von Flotow, distribuida mundialmente en regiones templadas, presentando
cambios morfoldgicos de células verdes biflageladas y activas a células rojas inmdviles,
productora de diversos metabolitos como carotenoides, principalmente astaxantina
(Camacho et al., 2013; Nifio et al., 2017; Gémez et al., 2019; Le-Feuvre et al., 2020;
Torres et al., 2022; Li et al., 2020). La astaxantina (3,3-dihidroxi-B, B-caroteno-caroteno-
4,4'-diona) se clasifica como un pigmento cetocarotenoide rojo y tiene una actividad
antioxidante superior en comparacién con otros carotenoides, considerandose un
compuesto bioactivo por ser usado para el tratamiento de varias enfermedades como
neuroprotector, antiapoptdtico, anticancerigeno, cardioprotector, inmunomodulador,
antidiabético, hepatoprotector, entre otros (Lee et al., 2018; Huang, et al., 2021). Estas
propiedades como pigmento y compuesto bioactivo hacen que se aplique en diferentes
industrias como la farmacéutica, nutracéutica, cosmética, alimenticia, acuicultura, textil
y avicola (Lee et al., 2018; Ma et al., 2018; Song, et al., 2021; Herndndez et al., 2023).

Debido a la creciente demanda de la astaxantina, en especial la de origen
natural, con un mercado esperado de US $ 3.4 billones para 2027, principalmente a
través del mercado de capsulas, ingredientes para cosméticos, bebidas y alimentos
funcionales, por sus beneficios y ventajas frente a la astaxantina sintética, ya esta no ha
sido aprobada para el consumo humano directo en alimentos o suplementos, solo se
puede utilizar como aditivo para la alimentacion de peces con fines de pigmentacion,
debido a que se obtiene de petroquimicos y a la diferencia en la estructura molecular
con relacion al producto natural que incluye una mezcla de isémeros (3S,3°S), (3S,3R) y
(3R,3'R) en una proporcién de 1:2:1 (Lee et al., 2018; Ahirwar et al.,2021), por lo que se
ha visto la necesidad de incrementar y optimizar la produccion de este carotenoide a
partir de fuentes naturales para suplir el aumento de su demanda global, siendo la
microalga H. pluvialis la mas eficiente frente a levaduras y plantas, ya que acumula el
6% de su peso seco, haciéndola una fuente ideal de bioastaxantina comercial (Le-Feuvre
et al., 2020).
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El ciclo de vida de esta microalga es complejo y se compone de dos etapas:
verde-movil y roja-inmavil. Cuando las células verdes vegetativas moviles son sometidas
a condiciones de estrés como alta intensidad de luz, color de luz blanco o rojo-azul,
fuentes de luz, temperaturas altas, deficiencia de nutrientes como nitrégeno y fésforo,
pH extremos, concentracion salina alta, uso de hormonas, sustancias oxidativas, uso de
biorreactores y fotobiorreactores, producen un cambio en la morfologia celular a células
rojas enquistadas no moviles conocidas como aplanosporas, que acumulan el
carotenoide astaxantina (Ma et al., 2018; Le-Feuvre et al., 2020) (Figura 4).

Uno de los factores de estrés mas importantes de regular la expresion de genes
y produccién de astaxantina en H. pluvialis es el luminico, el cual provoca dafio
fotooxidativo, por lo que es necesaria la produccidn del carotenoide con la finalidad de
garantizar la fotosintesis durante el proceso y la supervivencia de la microalga. Las
microalgas son organismos fotoautotroficos que convierten la energia de la luz en
energia quimica, por lo tanto, la luz es un factor importante en el cultivo y la produccién
de metabolitos de interés en la industria de las microalgas. Durante el cultivo de las
microalgas se han utilizado diferentes fuentes de luz como la luz solar, lampara
fluorescente, ldmpara incandescente y los diodos emisores de luz (led). Las luces led
son las fuentes de luz preferidas para los biorreactores y los fotobiorreactores debido a
su variedad en colores blanco, azul y rojo con amplio espectro de estrecha banda.
Asimismo, las ventajas de los ledes son la diversidad en tamafos desde el mas pequefio,
son ligeros, duraderos y eficientes con una vida Util prolongada; ademas, la cantidad de
luz que desprenden es mayor que su consumo de energia, emitiendo menos calor con
una alta eficiencia de radiacidon fotosintéticamente activa (ERA), y debido a su
variabilidad en tamafios los ledes se pueden utilizar para construir fotobiorreactores o
adaptarlos a ellos (Blanken et al., 2013; Ma et al., 2018).

El uso de estos tipos de luz, colores, longitudes de onda, fotoperiodos,
irradiancia, uso de fotobiorreactores (FBR) y su combinacién con otros factores de
estrés, ha producido una variacion en el proceso de obtencion de astaxantina (Zhang et
al., 2018; Gomez et al., 2019;). Es asi como Lv Hexin et al. (2016), estudiaron el efecto
de acumulacion de astaxantina por la induccidn de luz alta en un cultivo de H. pluvialis,
utilizando medio BBM, irradiancia de 24 pumol m-2 s-1, temperatura de 24 °C, CO2 5%,
pH 7.5, fotoperiodo de 16 horas luz y 6 oscuridad, cantidad 3 litros, encontrandose una
produccion alta de astaxantina de 14.6 veces de acuerdo al indculo inicial durante 28
dias de experimentacion. También Xi Tianqui et al. (2016), estudiaron el efecto de dos
diferentes colores led para aumentar la produccidon de astaxantina utilizando medio
OHM, irradiancia de 50 pmol m-2 s-1, temperatura de 25 +/- 0,5°C, aire filtrado o estéril
a un caudal de 100 mL/minuto, pH 7.5 — 8,0, fotoperiodo 20 horas oscuridad y 4 horas
de luz, cantidad 10 litros, encontrdndose una produccién de biomasa de 3,5 x 10°
células/mL con led roja y 2,3 x 10° células/ mL con led azul durante 16 dias de
experimentacion.

Gao et al. (2017), investigaron el modelo Tipo Il basado en la distribucidon de luz,
para determinar la necesidad de esta condicion en el cultivo de H. pluvialis bajo la
irradiancia con ledes rojos. Los resultados de la validacién demostraron que el modelo
puede predecir la intensidad de la luz para cultivos de H. pluvialis en estado verde.
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Ma et. al. (2018) encontraron en su investigacion que la biosintesis de la
astaxantina y sus ésteres monos y di-ésteres fue estimulada significativamente por
debajo de 150 mmol-2 s-1 de led blanco (150W) en comparacién con las intensidades
de luz mds bajas, pero las cantidades mas altas de astaxantina se produjeron por debajo
de 70 mmol-2 s-1 de led azul (B-70). Las transcripciones de los genes de biosintesis de
astaxantina psy, crtO y bkt2 fueron reguladas por debajo de 150 W, mientras que psy,
Icy, crtO, y crtR-B fueron reguladas por led azul. Christian et. al. (2018) encontraron que
estresando las células con una combinacion de luz alta y niveles elevados de didxido de
carbono (5 o 15%), el rendimiento de astaxantina es de 2 a 3 veces mayor que usando
cualquiera de los dos factores de estrés solo, y esto sugiere que este método es éptimo
para la induccién a la produccién de este pigmento.

Pereira y Otero (2020), determinaron que el uso de luz roja monocromatica a
20 °C fue 6ptimo para la produccién de células verdes en H. pluvialis, mientras que la
acumulacion de astaxantina fue mayor con mezcla de luz roja y azul a 30 °C, alcanzando
25 mg/ Ldia. La irradiancia afectd el contenido de astaxantina, y se establecié que el uso
de led para ajustar la composicion de la luz ha demostrado ser una herramienta
poderosa para mejorar la produccién de metabolitos. Es asi como Borowiak et al. (2021)
utilizaron un fotobiorreactor airlift con iluminacién led roja, azul y blanca y CO2 en el
cultivo de H. pluvialis, encontrando que, manteniendo un mecanismo de estrés mediado
por laluzy el CO2, produce hasta un 3,2% de astaxantina natural en términos de biomasa
seca. Zhao et al. (2022) demostraron en un cultivo de H. pluvialis que el uso de luz azul
sola o con luz roja, promovid la division celular, mientras que la luz roja pura o la luz
blanca permitieron aumentar el tamanio de las células, el pigmento celular, el contenido
de almiddn vy lipidos, y la produccion de biomasa. Cheirsilp et al. (2022) establecieron
que la iluminacion con luz led en dos etapas que involucra led rojo (600-700 nm)
durante 5 dias y luego led azul (400-500 nm) durante los siguientes 5 dias, con una
intensidad de luz continua de 40umol m-2 s-1, presenté el mejor rendimiento en
Haematococcus sp. con la mayor produccion de astaxantina, de 2,55 mg / L, que fue de
1,22 a 2,07 veces mayor que la del cultivo en una etapa. Considerando lo anterior, esta
revision tiene como objetivo determinar las variables relacionadas con el cultivo de la
microalga sobre la luz, sus fuentes, el fotoperiodo utilizado, el valor exacto de irradiancia
y de color en la luz como el led relacionandolos con la expresidn de genes para la
obtencidn de astaxantina en mayor cantidad en la microalga H. pluvialis.

Los datos fueron analizados usando Microsoft Office Excel 2019® con diferentes
variables por analizar, incluyendo afio de publicacion, idioma, temas de estudio y
enfoque del estudio. Finalmente, se acudid a estadistica descriptiva para analizar los
resultados. Los indicadores bibliométricos analizados y utilizados fueron citacion, idioma
de la publicacidn, contenido y metodologia (figuras 1, 2y 3).
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Figura 1. Relacion de publicaciones revisadas por afio de publicacién. Figura 2. Idioma de las publicaciones revisadas.
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Figura 3. Contenido y metodologia.
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Respecto al indicador de colaboracidn, en los 50 articulos revisados, 211
autores fueron relacionados. Para el caso del indicador de citacién, el articulo que
presenta la mayor citacion es el de Shah et al. (2016) con un valor de 729. Se encontré
en los articulos revisados que solo un 10% no presentaban todavia citacién.

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

Haematococcus pluvialis es un alga verde unicelular fotosintética de agua
dulce (Gémez et al., 2019), de amplia distribucién mundial, perteneciente a la clase
Chlorophyceae, orden Volvocales y familia Haematococcaseae; es de facil adaptacion,
ya que se ha podido encontrar en condiciones extremas de luz, temperatura y altas
concentraciones de sal, cuya resistencia se le atribuye a su capacidad de enquistarse de
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Figura 4. Haematococcus pluvialis.

Fuente: Hernandez y Otalora (2022).

forma rapida (Shah et al., 2016). Ademas, se considera de los principales
microorganismos productores de astaxantina.

H. pluvialis mide aproximadamente 22 a 34 um en su etapa quistica, aunque
el tamafio celular de los distintos tipos de H. pluvialis varia en un rango de 8 a 50 um (Li
et al., 2019), en su interior contiene granulos de almidén en el citoplasma, micro
compartimentos subcelulares de pirenoides y astaxantina depositados en glébulos de
aceite extra plastidiales, y este espacio estd cubierto por una membrana lipidica que
tiene un grosor de masomenos 5 nm. En su parte exterior estd cubierta por una pared
celular de aplanospora con un grosor de 2-3 um, compuesta por una pared exterior
primaria, secundaria y terciaria, consideradas fuertes y rigidas, ya que actian como una
barrera a distintas tensiones fisicas y quimicas externas y le proporcionan una alta
resistencia contra distintas condiciones ambientales extremas. (Gherabli et al., 2023).

El cultivo de esta microalga se inicia desde la célula mévil o fase verde, la cual
marca el inicio de su ciclo de vida y consta de cuatro estadios morfoldgicos: el
macrozodide se caracteriza por tener una estructura compuesta por una matriz
extracelular gelatinosa de tamafio variable, cloroplastos con una gran cantidad de
pirenoides y numerosas vacuolas. El H. pluvialis puede presentarse en forma elipsoidal,
esférica o piriforme, y posee dos flagelos en su parte anterior. Los cuatro estadios
morfolégicos son: A) Célula verde vegetativa movil; B) Célula palmela vegetativa verde;
C) Célula palmela con acumulacién de carotenoides extraplastidicos e incremento de
tamanio en transicidn a aplanospora; y D) Célula aplanospora con aumento de tamafio
con quistes-rojos (Shah et al., 2016). Se identificaron tres fases para obtener una vision
de los cambios metabdlicos que tienen lugar durante este proceso. La primera fase
consiste en eventos mitdticos repetidos, en los que la célula comienza a expandirse
(fase I, 0-12 h). A continuacidn, la célula inicia la citocinesis para formar las zoosporas
dentro de la célula madre inmovil y se prepara para su liberacion (fase Il, 12-17 h).
Después de 17 h de induccidn, la pared celular de la célula madre no movil se rompe y
se liberan las nuevas células moviles (fase Ill, 17-22 h) (Li et al., 2022).

En general el ciclo de vida de la microalga H. pluvialis, se divide en dos etapas:
en su primera etapa es una célula biflagelada y movil de color verde, con un rapido
crecimiento celular, pero una acumulacidn lenta de biomasa; luego pasa a la segunda
etapa, perdiendo sus dos flagelos volviéndose una célula de quiste inmovil o inactiva
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de color rojo, de mayor tamafio y pared rigida con un crecimiento celular mucho mas
lento y una mayor acumulacién de astaxantina (Zhao et al., 2022) (Figura 4), como
respuesta a factores de estrés como cambios de la temperatura, alta intensidad de luz,
fotoperiodos, deficiencia de nutrientes, fésforo y nitrégeno, salinidad y cambios de pH
para proteger a la microalga, ya que al ser una especie fotosintética es capaz de
convertir la energia luminosa en energia bioldgica (Shah et al., 2016; Wei et al., 2022).

ASTAXANTINA

La astaxantina es un carotenoide sintetizado de forma natural por
levaduras, bacterias, microalgas y, en una cantidad mas baja, por las plantas
(Hu, Song, et al., 2021), también la podemos encontrar en algunos animales como
crustaceos, peces y aves, debido a que consumen a los productores primarios, pero
son incapaces de sintetizarla por si mismos (Huang et al., 2019).

El mayor mercado para la astaxantina es como fuente de pigmentacién en
la acuicultura, principalmente en salmén y trucha (Li et al., 2022). La astaxantina se
vende aproximadamente en USS 2500/Kg, con el mercado mundial de acuicultura
estimado en alrededor de USS 200 millones. Aunque el 95% de este mercado
consume el derivado sintético de astaxantina, la demanda de consumo para
productos naturales hace que los pigmentos sintéticos sean menos deseables y
proveen una oportunidad para la produccion de astaxantina natural por
Haematococcus sp. (Richmond y Hu, 2013).

La molécula de astaxantina tiene dos carbonos asimétricos localizados en
las posiciones 3y 3’ sobre los dos anillos bencénicos al final de la molécula (He et al.,
2018). Los diferentes enantiomeros de la molécula son resultantes de la union de los
grupos hidroxilo a los &tomos de carbono, que son centros de asimetria (ver figura
5).

Figura 5. Férmula estructural de astaxantina.

(3S. 3’S)-Astaxanthin

Fuente: Li et al. (2020).
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La astaxantina tiene tres estereoisdomeros: 3S,3'S, 3R, 3'S, o 3R,3'R. La
astaxantina sintetizada y la forma extraida de la microalga H. pluvialis pueden
diferenciarse por los estereocisémeros. La astaxantina sintética consiste en una
mezcla de isémeros (3R,3'R), (3R,3'S) y (3S,3'S) presentandose en un radio de 1:2:1
(Jannel et al., 2020), mientras la astaxantina natural, es usualmente esterificada y
predominante en la configuracion (3S,3'S), presentdndose como los 3S,3'S
estereoisdmeros y primariamente como monoésteres (>90%), con diésteres
incluyendo el 8% y como molécula libre alrededor del 1% (Richmond y Hu, 2013).La
astaxantina otorga el color rojizo naranja a la microalga, estas pertenecen a la familia
de las xantofilas, que son derivados oxigenados de los carotenoides. La estructura
molecular de esta contiene trece dobles enlaces conjugados que le confieren
propiedades antioxidantes, ya que puede neutralizar radicales libres y eliminar
especies reactivas de oxigeno. Este carotenoide se puede encontrar de manera libre,
sensible a la oxidacién, conjugada con proteinas o lipoproteinas, o esterificada en los
grupos hidroxilo con uno o dos acidos grasos, en cuya Ultima forma la hidrofobicidad
aumentay, por lo tanto, la solubilidad en glébulos hechos de triacilgliceroles (Huang
et al., 2019); es por esto que es importante establecer el método de extraccion
adecuado del carotenoide.

Para conservar las caracteristicas ecoamigables de este carotenoide se han
utilizado diferentes métodos de extraccion, como el de interrupcion celular, el cual
puede utilizar diferentes técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas. Estos sirven como
pretratamiento para romper las paredes celulares de la célula (Jannel et al., 2020).
Los tratamientos fisicos incluyen métodos mecanicos y térmicos que se aplican
principalmente para la ruptura celular y la separacion de los biocompuestos y
astaxantina. Los métodos mecanicos tradicionales usan molienda de perlas,
trituracién, homogeneizacion a alta presidn y prensado hidraulico y de tornillo. Estos,
por lo general, no son selectivos, no téxicos y adecuados para produccién a gran
escala y con aplicacion en diferentes industrias, como es el caso de la acuicultura. La
disrupcién celular mecénica necesita de un alto aporte de energia, mientras que los
tratamientos térmicos usan el calentamiento conductivo, radiofrecuencia, autoclave
o aplicacion de congelacion-descongelacion (Gherabli et al., 2023).

Los tratamientos quimicos usados para la extraccién de astaxantina a partir
de la microalga H. pluvialis usan 4cidos, detergentes, sales, surfactantes,
nanoparticulas, polimeros, solventes, liquidos idnicos y tratamientos de choque
oxidativo y osmético. Por su parte, los tratamientos bioldgicos usan enzimas, virus y
bacterias alguicidas. Estos tratamientos para extraer el carotenoide se pueden
aplicar de manera individual aunque, para mejorar la disrupcion y aumentar la
selectividad, se pueden combinar diferentes técnicas (Koopmann et al., 2022). Para
la obtencidn del carotenoide también se requiere una parte de extraccién en donde
se usa agua subcritica, fluidos supercriticos, solventes y aceites, aunque el método
que se considera mas eficiente para la extraccién de astaxantina a partir de la
microalga H. pluvialis es el uso de diéxido de carbono supercritico (S- CO»), el cual es
ampliamente utilizado en aplicaciones industriales seguido de la purificacion
aplicando métodos como la electroforesis, filtracion por ultra o electro membrana,
ultracentrifugacion y flotacion multifasica liquida (Gherabli et al., 2023).
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PRODUCCION Y MERCADO

La astaxantina, al ser un pigmento y compuesto bioactivo, es utilizada en
diferentes industrias como la alimentaria, la cosmética debido a sus propiedades
antioxidantes y como pigmento, en la acuicultura como colorante y aditivo
alimentario para salmoénidos, camarones, y otros crustaceos de cria; ademas, se ha
visto un efecto favorable en cuanto a crecimiento, reproduccién y pigmentacién de
invertebrados ornamentales (Bas et al.,, 2021). En la industria farmacéutica y
nutracéutica se ha utilizado debido a las propiedades antioxidantes para tratamiento
de varias enfermedades como inmunomodulador (figura 6) y se usa también en la
industria textil como pigmento (Ma et al., 2018; Jannel et al., 2020) (figura 6).

Figura 6. Diferentes efectos de la Astaxantina.
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Fuente: Raza et al. (2021).

La produccidn industrial de astaxantina natural se realiza principalmente en
Norteamérica, Asia y Europa, a partir de microorganismos como H. pluvialis
destacéndose Norteamérica como el mayor productor, segln el Andlisis global de la
industria de la astaxantina para 2027 (figura 7). El aumento en la demanda del
mercado de este carotenoide es debido a la preferencia de los consumidores por
productos saludables. Para el afio 2028, el mercado de la astaxantina natural
alcanzard los 4 750 millones de ddlares, experimentando una tasa de crecimiento
anual del 7.6% durante el periodo comprendido entre 2022 y 2028 (Mussagy et al.,
2023). Ademas, se ha observado un notable aumento de astaxantina en la
produccion en paises desarrollados, llegando a incrementarse hasta un 40% entre
2011 y 2016 con un estimado de produccion de astaxantina para el 2024 de 190
toneladas métricas. En lo que respecta a los costos, la astaxantina natural puede
llegar a un precio hasta 7 veces mayor que la sintética (Tamafio del Mercado de
Astaxantina, Tendencia, Analisis de la Demanda hasta 2032, s.f.).
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En América Latina, se encuentran empresas productoras de biomasas, de
microalga y de productos biotecnoldgicos derivados. Las especies mas cultivadas son
Spirulina sp, Chlorella sp, Dunaliella sp y Haematococcus sp. Los paises productores
en Latinoamérica incluyen a Chile, México, Ecuador, Cuba, Colombia, Brasil, lider en
la regidn y Peru (Meticulous Research, 2023; Markets & Markets, 2021; Factiva. 2021). En
Peru se encuentra una empresa llamada Andexs Biotechnology, que produce
suplementos alimenticios de astaxantina en cdpsula y polvo a partir de H. pluvialis
(Angulo & Mérida, 2017). En las universidades de estos paises se han llevado a cabo
estudios para producir metabolitos de interés biotecnoldgico como los carotenoides
y lipidos y aprovechar las aguas residuales de las industrias carnicas en el cultivo de
microalgas, lo que permite ahorrar costos de produccidon en regiones como la
nuestra. En Colombia se destacan la Universidad de Antioquia, Universidad de la
Sabana, Universidad Nacional, Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
Universidad Jorge Tadeo Lozano, Universidad EAFIT y centros de investigacidon
dedicados al cultivo de las microalgas y a la investigacion de la obtencion de
productos de interés biotecnoldgico a partir de estos microorganismos (Lancheros
etal., 2021; Gémez et al., 2019; Miranda et al., 2019). En Colombia en el mercado se
observa una alta demanda de carotenoides, lo que ha resultado en la importacion
de 150 toneladas al aifo de astaxantina desde Estados Unidos, Francia, Guatemala,
Honduras, México y Panam3, por lo que se llevd a cabo un estudio para evaluar la
viabilidad de la produccién en cinco ciudades del pais: Barranquilla, Cartagena, Santa
Marta, Barrancabermeja y Cucuta, y se determind que Santa Marta seria la ciudad
mas adecuada, con un valor actual neto (VAN) de 5.970.986 US, un periodo de
recuperacion de la inversion (PP) de 1.9 afios y una tasa interna de retorno (TIR) del
50% para la astaxantina, mediante un sistema hibrido utilizando un panel de luz
plano y un estanque abierto FBR, con un precio de venta de 1659,87 US/Kg en
concentracion al 5% (Morales-Carvajal et al., 2018).

Figura 7. Segmentation of the global astaxanthin market by source, product, application and geographic region.
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CONDICIONES DE ESTRES EN CULTIVO DE H. PLUVIALIS

Los cultivos de microalgas estan expuestos a una variedad de condiciones de
estrés como cambios en los ciclos luz/oscuridad, variacién en luz, temperatura, pH,
factores nutricionales en calidad y cantidad (nitrégeno, fésforo, hierro), turbulencia,
salinidad y fuentes de carbono (didxido de carbono). Es importante, ademas, tener en
cuenta los efectos sinérgicos de la combinacion de factores quimicos y fisicos sobre la
composicién celular (Shah et al., 2016). Se han utilizado fuentes de carbono para el
cultivo mixotréfico o heterétrofo, como el acetato de sodio que sirve como condicidn
de estrés porque aumenta la frecuencia respiratoria y suprime la actividad fotosintética
en las células; ademas, proporciona energia para la biosintesis de astaxantina y acidos
grasos (Song, et al., 2021). A continuacion, se presentan las principales condiciones de
estrés y sus fundamentos:

Luz

La intensidad luminica es una de las principales condiciones a considerar en un
cultivo. En ausencia de limitacion por nutrientes, la fotosintesis se incrementa con el
aumento de la intensidad luminica, hasta alcanzar la maxima tasa de crecimiento
especifica para cada especie en el punto de saturacidon por luz, alcanzando la
fotoinhibicion, con resultados perjudiciales para la misma célula e incluso la muerte,
implicando pérdida de eficiencia fotosintética y productividad del cultivo (Shah et al,
2016).

Los cultivos con mayor densidad celular (> 3 g L-1) son capaces de utilizar la luz
incidente con mayor eficiencia en comparacién con cultivos convencionales diluidos. En
el uso de fotobiorrecatores (FBR) el autosombreado se presenta debido a que las células
mas cercanas a la superficie dan sombra a las capas inferiores, con células mas alejadas
de la superficie. Es por esto que un sistema de agitacion eficiente en FBR permitird un
acceso periddico de todas las células a la luz, favoreciendo el crecimiento y la
produccion de astaxantina, ya que la intensidad luminica decrece con el aumento de la
turbidez. En sistemas de estanques donde las microalgas presentan altas tasas de
crecimiento, el uso de mecanismo de paletas para agitar el cultivo provee una eficiente
mezcla vertical permitiendo una exposicidn intermitente de las células a la luz. Los
efectos de la luz en la composicidon bioquimica de la microalga fotosintética son
controlados por un proceso llamado fotoaclimatacion o fotoadaptacidon. En este
proceso las células sufren cambios dindmicos en su composicién con alteraciones en las
propiedades ultraestructurales, biofisicas y fisiolégicas para aumentar la fotosintesis y
crecimiento de la microalga. Una respuesta comun a la disminucién en la intensidad de
luz es el incremento de la clorofila a y otros pigmentos antena tales como clorofila b,
clorofila ¢, ficobiliproteinas y carotenoides primarios (Ricmond y Hu, 2013). La
irradiancia optima para la acumulacién de astaxantina se sitla entre 1 500 y 2 000
umoles de fotones/m? s (Jannel et al., 2020).

En respuesta a la alta intensidad de luz la clorofila a y otros pigmentos
involucrados en la fotosintesis disminuyen, mientras los carotenoides secundarios
(zeaxantina, B-caroteno, astaxantina) se incrementan, los cuales sirven como agentes
fotoprotectores. Estos carotenoides a menudo se acumulan en estructuras especiales
tales como plastoglébulos de plastidos o cuerpos lipidicos citoplasmaticos,

Vol. 14 (2) julio — diciembre del 2024
MUTIS |Revista electrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenierfa de UTADEO
il



Gamboa Herrera, A. D., Guerrero Martinez, I. M., y Camacho Kurmen, J. E. (2024). https://doi.org/10.21789/22561498.2108

desempefiando roles en prevenir el exceso de la energia luminica del alcance de la
magquinaria fotosintética.

Las microalgas requieren luz como fuente de energia para convertir el COzy el
agua en carbohidratos y 02 en el proceso de fotosintesis. Tres variables importantes de
luz para una fotosintesis adecuada son la intensidad, la calidad espectral y el
fotoperiodo. La baja intensidad de la luz causa la fotodentelaciéon y una mayor
intensidad de la luz causa la fotoinhibicién. La fotosintesis tuvo lugar bajo PAR
(radiacion fotosintéticamente activa) que consiste en fotones entre 400 y 700 nm de
longitud de onda y representa el 43% de la radiacién solar. En funcién de la PAR, las
algas pueden absorber diferentes longitudes de onda de luz en funcién de los tipos de
pigmentos que exhiben. Las algas verdes contienen clorofila-a y clorofila-b en la
proporcion 3:1. La clorofila-a tiene dos picos de absorcion; es decir, uno a 430 nm (luz
azul/violeta) y otro a 660 nm (luz roja profunda). La clorofila-b tiene un pico de
absorcion a 460 nm (luz azul) y el otro a 630 nm (luz roja). Dependiendo de los
pigmentos presentes en las algas, se debe elegir la luz de la longitud de onda correcta.
Aunque el fotoperiodo varia de un organismo a otro, 12-15 h de iluminacion se
considera como el periodo éptimo (Shah et al., 2016).

Fotoperiodo

Las condiciones de luz afectan directamente el crecimiento y la fotosintesis de
microalgas (duracion e intensidad). Las microalgas necesitan un régimen de
luz/oscuridad para llevar a cabo la fotosintesis, necesitan la luz para la fase fotoquimica
para producir Adenosin Trifosfato (ATP) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
oxidasa (NADPH), mientras que en la oscuridad se necesita para llevar a cabo la fase
bioquimica donde se sintetizan moléculas esenciales para el crecimiento (Shah et al.,
2016).

Temperatura

Una éptima temperatura para el crecimiento de la microalga es cuando la
célula tiene el minimo tamafo celular y el minimo contenido celular de carbono y
nitrégeno, mientras en una temperatura baja o alta del nivel éptimo quizas se
incremente el volumen celular y el contenido bioquimico, lo cual quiere decir que se
necesita mas carbono y nutrientes para producir una célula a la misma tasa de
crecimiento a una temperatura no éptima. La temperatura dptima de crecimiento de la
microalga H. pluvialis esta entre 15 a 35 °C (Richmond y Hu, 2013; Shah et al., 2016;
Jannel et al., 2020).

CO:2

Una fuente de carbono es necesaria para obtener biomasa de alta
productividad y astaxantina. La introduccidon de CO:z o fuentes orgénicas de carbono,
como el acetato, altera el equilibrio C/N, creando una deficiencia relativa de nitrégeno
que estimula la acumulacion de astaxantina y la formacion de quistes (Christian et al.,
2018). En cultivos fotoautdtrofos, la adicion de CO2 a un nivel comprendido entre el
1,5% y el 5% en el aire tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento vegetativo
(Jannel et al., 2020).
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FACTORES NUTRICIONALES

Nitrégeno

El nitrégeno se encuentra generalmente en alrededor del 7 a 10% de la célula
por peso seco y es un constituyente esencial de todas las proteinas, tanto funcionales
como estructurales en las células del alga. En general, la microalga tiene una limitada
habilidad para producir materiales almacenados de nitrégeno cuando crece bajo
condiciones suficientes de nitrégeno. Cuando la microalga estd creciendo
bajo condiciones limitadas de nitrogeno, el efecto mas notable es la degradacion
especifica y activa de ficobilisomas (Ricmond y Hu, 2013; Shah et al., 2016; Jannel et al.,
2020).

Fosforo

El fésforo es otro macronutriente que juega un importante rol en el proceso
metabdlico celular por la formaciéon de algunos componentes estructurales y
funcionales requeridos para el crecimiento normal y desarrollo de la microalga. Los
ortofosfatos son incorporados como componentes organicos a través de la
fosforilacion. El fosfato inorgdnico se presenta en las células en forma de polifosfatos,
acumulandose en granulos de polifosfato, que a menudo aparecen en crecimiento
celular normal bajo suficiente fosfato, pero desaparecen en deficiencia de fosfato
(Ricmond y Hu, 2013; Shah et al., 2016; Jannel et al., 2020).

Hierro

El hierro desempeiia un rol importante en la composiciéon bioquimica celular
por sus propiedades redox y su implicacion en procesos fundamentales como la
fotosintesis, respiracion, fijacion de nitrogeno y sintesis de ADN. La deficiencia de hierro
puede inducir varios cambios bioquimicos (Ricmond y Hu, 2013; Jannel et al., 2020).

Salinidad

Algunas microalgas son capaces de acumular pequefias moléculas de
sustancias osmorreguladoras (osmoticantes) como respuesta a un incremento en la
salinidad o presion osmdtica del ambiente. Las cantidades de osmoticantes
encontrados en las microalgas son polioles, de los cuales los mas comunes son glicerol,
manitol, galactitol, sorbitol, sucrosa, trehalosa y glicerol galactosidasa (Ricmond y Hu,
2013; Jannel et al., 2020).

A continuacién, se presenta el efecto de las condiciones de estrés color e
intensidad de luz relacionadas con la produccion de astaxantina en H. pluvialis.
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Tabla 1. Condiciones de estrés color e intensidad de luz relacionadas con la produccién de astaxantina en H. pluvialis.
Factores de estrés
Estudio Condlcu:fnes Tipo de luz ) adlf:lonales Intensidad de luz Peso Recuperau?n Astaxantina en peso
de cultivo incluidos en el seco | de Astaxantina seco
estudio
T° | 25+ 1 °C |Fluorescente
blanca Variaciones de 1,11+
i . 3N-BBM , -2s- 3,04 +0,04 mg L 0,27 % DW
Li, et al. (2022) e e (380 - 760 Py — 150 pmolm -2s -1 0,058l g o
iquido nm)
T 22°C | Fluorescente - o
Acido salicilico +
Hu, et al. blanca - , 0,24 + 0
Bold Basal combinado con estrés| 20 pmol'm -2 -s -1 1,16 £+ 0,01 mgL 0,48 % DW
(2021) MC i (380-760 : 0,02gL
Medium nm) por acetato de sodio
T® 22 °C | Fluorescente
Hu, et al. blanca 2 0,15+
! Bold Basal i icili EASE 0,89+0,12mgL 0,59 % DW
(2021) e : (380 - 760 Acido salicilico 350 umolm-2s-1 0,01gL g o
Medium
nm)
T° 25°C | Fluorescente
Zhang, et al. blanca L _ 3,43+ |81,19%3,26 mg
4 2s- 2,37% DW
(2018) Mc | BG11 (380 - 760 Privacion de nitrégeno| 400 umolm -2s-1 0,068 L L 6
nm)
T 23°C | Fluorescente o
Letze,oezstzal. blanca Def.ltu?nua de 200 oy 55,12+ 4,12 mg
(2022) 1 vic | NiEsc | (380-760 nITegeno, umotm==s- g
rayos UV
nm)
1o 3N- | Fluorescente
Butler, et al. i i i
(2015) BBM+V (3;’(';"fc7""60 Medio de cultivo s | 240 umolm 251 | 0,47g/L | 1288 mgL 2,74 % DW
mc| 15°c nm)
. | T° | 30%2°C|Fluorescente
Hyanasracheh blanca 1 itacién de fosfat 5000 | 0472 | 190403 mglL 4,04 % DW
,0£0.3m g
etal. MC | BBM (380 - 760 imitacion de fosfato ux 0,01gL g b
(2020)
nm)
Luces led
T° | 25+1°C| rojas (620—
. 630 nm) . .
Fengli, et ' |Burbujeo continuo con 82,82+3,29mg
, 2s-1]213gL 3,89 % DW
al.(2019) verdes (520— 1,5% (v/v)de COs 150 umolm-2s-1 g L o
vc| sem | 2300y
azules (465—
475 nm)
T° | 25+ 1°C | Fluorescente
Feng li, et blanca T ) 48,42 3,13 mg )
al.(2019) . BBM (380 - 760 Deficiencia de fosfato| 80 umolm-2s-1 L
nm)
T 25°C_ | Fluorescente 3-metiladenina (inhibe
Wang, et blanca la formacién de | 700 umol m -2's -1 0226me| ) 35 mg L 0,612 %DW
al(2020) | mMc| BG11 | (380-760 W .t ’ ’
autofagosoma)
nm)
T° 25°C | Fluorescente
Christian, et al. blanca 878162
! MES- icid -2s- 36.23+5.48 m -
(2018) e : (380 - 760 Exposicion a CO; 300 umolm-2s-1 il g8
Volvox nm)
Pang et al T 25°C Luz led
5 ’ blanca-azul | Gluconato de sodio | 135 umolm-2s-1 | 4,6 g/L 151.8 mgL 3,3 %DW
(2019) MC | BG-11
(450 nm)
T° | 20£22C | Fluorescente
Lancheros, et blanca Acetato de sodio y
’ -2s- - 7,3 ug ml -
al. (2021) MC RM (380 -760 cloruro de sodio O G20 Ve
nm)
Pereira. et al T° 30°C Luz led roja | Privacién de nitrato,
! ’ (670 nm) y |iluminacion continuay| 150 umolm-2s-1 | 2,5gL 50mgg 2 % DW
(2020) MC| OHM . o :
azul mixta | suministro de carbon
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(450 nm)
T° | 25+ 1 °C | Fluorescente
Huang et al. blanca Deficiencia de 10,18gL
’ 2s- 167,97 mg L 1,65 % DW
(2019) | mc| meem | (380-760 nitrégeno Ol CeAae 1 s °
nm)
T | 254+1°C Fluorescente
Goémezetal., = blanca Deficiencia de 140 pmol m-2 s-1s ) 3,52x10-6 ug )
(2019) MC RM (380—-760 |nitrégeno 4%, CO25%| 80 umol m-2s-1 Jcel. xmL
nm)
T° 24 °C Fluorescente C0O25%, pH 7.5,
Lv Hexin et al., blanca fotoperiodo 16 horas 80 umol m-2 s-1 ) 12£0.2 mg/ _
(2016) | mc| BBM | (380-760 | luz: 6 oscuridad, W £ 5.2 me/g
nm) cantidad 3 litros
T | 25505 Prodzcuo
°C Aire filtrado o estéril a .n N
un caudal de 100 biomasa
Luz led roja mL/minuto, pH 7.5 — de 2,3x | led rojo: 10.5 =
- . X . .
Xi Tianqui et (670 nm) y 8,0, fotoperiodo 20 50 umol m-2 s-1 ,10 0.5 mg/L -
al., (2016) luz led azul horas oscuridad v 4 células/ | led azul: 16.4 +
MC| OHM | (450 nm) v mL con 0.5 mg/L
horas de luz, cantidad
. led azul
10 litros.
durante
16 dias
T° 25°C Aireacion constante
con aire filtrado (0,22
Ma et. al., Luz led azul |um)y mezclado suave
(2018) | Mc| BBM2 | (440nm) |con1mM de NaH cOs| O HMOIM=2s-1 - 37.24mgg-1 .
como fuente de
carbono.
. . Luz led roja
T 22°C (670 nm)y
. luz led azul | Fotobiorreactor con
Boro(v;/gzkl(;t al, (450 nm), iluminacién led roja, 180 umol_m—Z s-1 - - 3.2% DW
MC | N-BBM Luz led azul y blanca y CO:
blanca (380
—760 nm)
T 30°c | luzledrojo aireacién con 0,02
(600-700 ,
Cheirsilp et al o nm), luz led o) €V TiES 7 Gl
P v Modified ! Fotoperiodo de luzde| 40umol m-2 s-1 - 2,55mg /L -
(2022)  Imc| chu13 | 2zl :
16:8 h
medium (400-500
nm)

T°: Temperatura MC: Medio de cultivo, %DW: Porcentaje de peso seco.
Fuente: elaboracion propia.

En la tabla 1 se observan las condiciones de estrés como color e intensidad de
luz relacionadas con la produccién de astaxantina en H. pluvialis destacandose el uso
de medio basal de Bold (BBMm), la deficiencia de concentraciones de fosfato, nitrégeno
y el uso de vitaminas. La temperatura entre 22 y 30 °C fue utilizada en los cultivos de la
microalga, observandose que en temperaturas de 25 °C combinadas con luces led rojas,
verdes y azules y luz led blanca azul y gluconato de sodio se obtuvo una mayor
produccion de astaxantina con valores de 82,82 + 3,29 mg/ L(Feng li, et al.,2019) y
151,8mg/L, respectivamente (Pang et al.,2019) y el uso de lamparas fluorescentes
blancas combinadas con deficiencia de nitrégeno en medio BBM produjo 167,97 mg/L,
de astaxantina (Huang et al., 2019). Los resultados muestran que una mezcla de ledes
rojos y azules fue mas efectiva para promover el crecimiento celular de esta microalga,
con un valor de 9,6 x 10 5 Cel./mL (Nllanjana et al. 2019) y que la luz roja es mejor para
aumentar la biomasa, mientras que la luz led azul ayuda a aumentar la acumulacién de
astaxantina en Haematococcus (Ahirwar et al. 2021). La mezcla de ledes rojos y azules

Vol. 14 (2) julio — diciembre del 2024
MUTIS |Revista electrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenierfa de UTADEO
15



Gamboa Herrera, A. D., Guerrero Martinez, I. M., y Camacho Kurmen, J. E. (2024). https://doi.org/10.21789/22561498.2108

produce 34,44 mg/L de astaxantina. Tran et al. (2015) y Gdmez et al. 2019 establecieron
en Medio RM con defieciencia de nitrégeno al 4% fotoperiodo de 20:4 y 140 uE/m2s
de irradiancia usando luz blanca fluorescente obteniendo 7.4 ug/mL de astaxantina.

Las intensidades de luz recomendadas oscilaron entre 40 y 90 pmol m-2 s-1.
No obstante, tal como se menciond previamente y verificando en las investigaciones,
el uso de irradiancias de luz muy altas permitid una mayor concentracién de
astaxantina en peso seco. (He et al., 2018). También se observa que la eficiencia
fotosintética aumenta al proporcionar selectiva y simultdneamente luz roja (670 nm) y
azul (450 nm), lo que proporciona los rangos de longitud de onda necesarios para la
fotosintesis. Por lo tanto, las tasas de produccién de biomasa y astaxantina son mas
altas que solo para la luz roja, solo la luz azul o la luz fluorescente (Tran et al. 2015). Se
observa también en la tabla 1 que las irradiancias entre 150 y 400 umol m-2 s-1 son las
utilizadas en las investigaciones donde se obtuvo la mayor obtencidn de astaxantina,
usando lamparas fluorescentes blancas (Zhang, et al.,2018; Huang, et al., 2019) con
obtencion entre 81, 19 mg/L a 167,97 mg/L de astaxantina. Cuando se utilizaron
irradiancias entre 135 y 400 umol m-2 s-1 usando luces led roja y azul con led blanca
se obtuvieron valores de 82,82 + 3,29 mg/ L (Feng i, et al.,2019) y de 151,8mg/L, de
astaxantina (Pang et al.,2019), respectivamente. Estos resultados sugieren seguir
usando luces led combinando colores rojo y azul con blanco para incrementar la
produccion de astaxantina en cultivos de H. pluvialis, bajo las irradiancias establecidas,
por las ventajas que presenta las luces led frente al el uso de lamparas fluorescentes
blancas.

Biosintesis de la astaxantina

La sintesis de astaxantina esta relacionada con el depdsito de reservas
celulares en gotas de lipidos en condiciones de estrés celular. La astaxantina se
sintetiza por la ruta de los carotenoides a partir del gliceraldehido-3-fosfato y el
piruvato, que son derivados de la fotosintesis y/o la glucdlisis dependiendo de las
condiciones de cultivo (Tapiero et al., 2024). Estos dos derivados entran a la via del no
mevalonato (MEP) para generar un pirofosfato de isopentenilo (IPP) que es un
intermediario importante en la sintesis de los carotenoides, el cual se puede originar
por la via del mevalonato (MvA) que se realiza en el citosol o la via MEP realizada en el
cloroplasto (Shah et al., 2016; Ahirwar et al. 2021). En el paso siguiente, el IPP se
isomeriza a difosfato de dimetilalilo.
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Figura 8. Expresiones génicas de biosintesis de carotenoides de H. pluvialis en longitudes de onda blanca, roja y azul. pps: fitoeno
desaturasa; BKT: B-caroteno cetolasa; CBR: proteina relacionada con la biosintesis de caroteno; CHY: hidroxilasa carotenoide; Ipp:
pirofosfato de isopentenilo; Lcy: licopeneno B ciclasa; psy : fitoeno sintasa; IPI: isopentenil pirofosfato isomerasa.
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El aumento de la cadena isoprenoide se inicia con una molécula de
dimetilalildifosfato (DMAPP) y una posterior adicion lineal de tres moléculas de
Isopentenilpirofosfato (IPP), catalizadas por una enzima geranilgeranil pirofosfato
sintasa (GGPS). En la biosintesis de carotenoides, el primer paso es la condensacién del
geranil-geranil difosfato (GGPP) a fitoeno, modificado por la enzima fitoeno sintasa
(PSY), como se observa en la figura 8. (Lee et al., 2018)

La expresion del gen fitoenosintasa (psy) se aumenta en Haematococcus
estresadas con luz alta, produciendo cambio de las células de estado “verde” a“rojo”
(Hu et al., 2023; Wei et al., 2022). Siguiendo la formacion de un compuesto altamente
insaturado por cuatro pasos de desaturacion catalizada por dos fitoenodesaturasa
(PDS) y una z-caroteno desaturasa (zps) con dos plastidoterminaloxidasas (PTOX1,
PTOX2). De estas dos enzimas, PTO1l se encuentra relacionado con la sintesis de
astaxantina en H.pluvialis. (Shah et al., 2016).

Ambas terminales de licopeno se someten a ciclizacion catalizado por
licopeno ciclasas (Lcy-e y Lcy-b). En H.pluvialis un nivel alto de transcriptos de Lcy-b han
sido observadas bajo condiciones de estrés. Al final los dos pasos de oxigenacion
catalizado por [-carotenoketolasa (BKT) y b-carotenohidroxilasa (CrtR- b) son
limitantes de la velocidad de sintesis rapida de astaxantina (Vidhyavathi et al.,2008;
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Shah et al., 2016). Aunque la principal reaccién catalizada por estas enzimas procede
en orden hacia la alta especificidad del sustrato de bkt, hacia B-caroteno que a
zeaxantina favoreciendo la adicion del grupo ceto antes de la selectividad de
hidroxilacién de cantaxantina a astaxantina cataliza por CrtR-b (Shah et al., 2016,
Ahirwar et al. 2021).

CORRELACION DEL FACTOR DE ESTRES LUMINICO CON LA EXPRESION DE
GENES

Numerosos tipos de lamparas estan disponibles comercialmente como tubos
fluorescentes, ldmparas de descarga de alta intensidad (HID) y diodos emisores de luz
led. Idealmente, las fuentes de luz exhiben una amplia eficiencia de enchufe de pared
(WPE) y costos de inversion minimos. El wpe es la relacion entre el flujo radiante en
vatios y la potencia de entrada eléctrica en vatios. Segun la relacién de Planck, la luz
azul produce menos fotones por vatio en comparacion con la luz roja. Las microalgas
pueden emplear a todos los fotones en el rango PAR y con una longitud de onda entre
400 y 700 nm, independientemente del contenido de energia del fotdn (Shah et al.,
2016). El parametro de eficiencia PAR se introduce con unidades en fotones PAR de
mmol por segundo por vatio de energia (mol-ph s-1W-1).

Tres tipos de lamparas se identifican como las fuentes de luz mas
prometedoras para el cultivo de microalgas: el primer tipo son los tubos fluorescentes,
exhibe una eficiencia PAR de 1,25 émol-ph s-1W- 1. y se emplean principalmente en
laboratorios y cdmaras de crecimiento de plantas. El segundo tipo es el HID, del que la
ldmpara de sodio de alta presidn con una eficiencia PAR de 1,87 émol-phs-1W-1es
la mds comiUnmente empleada en la horticultura. El tercer tipo es el led, y los
disponibles comercialmente presentan una eficiencia PAR de 1,91 émol-phs-1W -1
(Blanken et al., 2013).

La investigacién en led se centra en producir una mayor potencia en
combinacién con un WPE alto. Por ejemplo, la eficiencia actual del PAR de los ledes
azules y rojos de alta potencia es de 2,0y 2,6 émol-ph s- 1 W- 1. Sin embargo, se prevé
que la eficiencia PAR de los sistemas comerciales de iluminacidn led de alta potencia
eventualmente aumentara a 3 émol-ph s -1 W - 1 en los préximos afos (Pang et al.,
2019). Las microalgas pueden absorber diferentes longitudes de onda de luz en
funcidn de los tipos de pigmentos que exhiben. Las algas verdes contienen clorofila-a
y clorofila-b en la proporcién de 3:1. Clorofila-a tiene dos picos de absorcion; es decir,
uno a 430 nm (luz azul/violeta) y otro a 660 nm (luz roja profunda). Clorofila-b tiene
un pico de absorcién a 460 nm de luz azul y el otro a 630 nm de luz roja. Dependiendo
de los pigmentos presentados por las algas, se debe elegir la luz de la longitud de onda
correcta. Aunque el fotoperiodo varia de un organismo a otro, 12-15 h de iluminacién
se considera como el periodo 6ptimo (Pattanaik et al., 2018).

Se ha observado que la luz, su irradiancia, su fuente y su color influye en la
expresion de genes en la ruta de biosintesis de la astaxantina incrementando la
expresion de genes y, por lo tanto, la produccion de astaxantina cuando se aumenta
la irradiancia, ya sea sola o combinandolo con otros factores de estrés como
deficiencia de nutrientes como nitrégeno (Gomez et al., 2019) y fosfatos (Miranda et
al., 2019) (tabla 2).
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Tabla 2. Correlacién entre condicidon de estrés luminico y expresion de genes para obtencion de astaxantina en H. pluvialis.

Factores de estrés

Etanol

Luz led azul
ciclo de luz/oscuridad de
12:12 h
Luz led blanca (380 — 760
nm)
ciclo de luz/oscuridad de
12:12ha22°C
Luz led azul
(450 nm) con
Acido salicilico
ciclo de luz/oscuridad de
12:12ha22°C

Luz led azul (450 nm)
con acido salicilico
ciclo de luz/ oscuridad de
12:12ha22°C

Luz led azul (450 nm) y
luz blanca
ciclo de luz/oscuridad de
12:12ha22°C
Luz led blanca(380 — 760
nm)
ciclo de luz/oscuridad de
12:12h

Luz led azul (450 nm)
con Acido salicilico
ciclo de luz/oscuridad de
12:12ha22°C

Genes expresados

psy, bkt, crtR-B

psy, lyc, crTo y bkt2

psy, crTo y bkt2

bkt

bkt, crTz, lyc y psy

gen G6PD

bkt y cRtz

psy

Genes relacionados con la
resistencia celular

IPI

fabD y mABa

ho

MUTIS

Cambios en genes y
subproductos
Regula positivamente los
genes para inducir una mejor
produccion de astaxantina.

Estos genes se regulan

positivamente en un ambiente
con luz azul.

Estos genes se regulan
positivamente en un ambiente
con luz blanca.

Su expresion aumenta, lo que
favorece la produccion de
astaxantina.

No produce una
sobreexpresion significativa de
los genes, pero tiende a
mostrar mejores resultados en
produccion de astaxantina al
ser una fuente importante de
carbono.

Genera una sobreexpresion del
gen lo que promueve la
sintesis del betacaroteno.

Su expresion disminuye.

La expresion del gen aumenta
mas en la Ultima etapa de
tratamiento.

Aparece una reorganizacion
del proceso apoptético, y el
acido salicilico se considera un
importante agente que
favorece la resistencia de las
células frente a enfermedades
infecciosas.
Inicialmente muestra una
sobreexpresion, la cual cae con
el tiempo.

Se regulan negativamente con
la adicién de acido salicilico,
pero con el aumento del
tiempo de exposicion la mABa
se sobreexpresa; sin embargo,
no se observan cambios
significativos en las proteinas
generadas por los genes.

El gen codifica la hemo
oxigenasa que degrada el
hemo, cuando se somete a
estrés con acido salicilico este
gen disminuye.

Efecto en la acumulacién de
astaxantina

Los resultados mostraron que, con
la exposicion a estos factores de
estrés durante 2 y 7 dias, el
contenido de astaxantina aumentd
de forma significativa en
comparacion con el grupo control,
en el que el factor de luz azul
combinado con SA obtuvo el mayor
contenido de astaxantina, mientras
que la sola luz azul generé la menor
produccion del carotenoide.

En cuanto a produccién de
astaxantina, se obtuvieron mejores
resultados cuando se empled la luz
blanca, ya que la luz azul regulaba

los genes a la baja, aunque se
vieron mejoras con respecto a la
intensidad, puesto que con una
intensidad de luz azul baja se
regulan positivamente los genes
involucrados en la sintesis de
astaxantina. Por otro lado, con la
adicion de acido salicilico se vio
aumentado el contenido de
astaxantina debido a que esta
complementa el efecto
antioxidante de los productos de
degradacion y mantiene la
homeostasis en la célula de H.
pluvialis.

Referencia

Wei et al.
(2022)

Wang et al.
(2021)
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cat, gr, mdar, prdx y sod

iSPD y iSPE

IPI

fpps, pds, psy y CRTR-b

Bkt

Luz led azul (450 nm)
ciclo de luz/oscuridad de

12:12ha22°C. accl, fabF, fabl, fabZ y fasn

Ha

sod, mdar, grx, gr, mgrx,
caty gpx

Genes que codificaban los
DashCrys, los CRY, y PHOT

fabD y mABa

apx

Luz led blanca (380 nm)

Genes que codificaban los
DashCrys, los CRY, y PHOT

Con la adicién de 4cido
salicilico la expresion de estos
genes disminuye
significativamente. En general
los genes eliminadores de ROS
se regulan a la baja a nivel
transcripcional posterior al
tratamiento con AS.

En la exposicién a luz azul
disminuye su expresion, lo que
afecta la via a via del metil-d-
eritritol 4-fosfato (MEP).

Su expresion aumenta a
medida que aumenta el
tiempo de exposicion.
Genes responsables de la
codificacién de betacaroteno
hidroxilasa. Estos genes, a
diferencia del IPI,
disminuyeron posterior a la
exposicion con luz azul.

No mostré modificacion en
cuanto a expresion, pero con
el aumento del tiempo de
exposicion su expresion
disminuye, lo que afecta la
codificacion de la B-caroteno
ketolasa.

Estos genes se regularon a la
baja, lo que complica la
sintesis de acidos grasos
Cuando se somete a
irradiacion con este factor de
estrés se observa un alza en el
gen.

Los niveles de expresion de
estos genes fueron
aumentados
significativamente a
comparacion de cuando son
tratados con luz blanca.
Genes implicados con los
receptores de luz azul del alga,
su expresion disminuye con el
tiempo de exposicion.

Se regulan positivamente.
Estos genes también participan
en la sintesis de acidos grasos.
La expresidn de este gen fue
notablemente mayor en
comparacion con la luz azul,
con la cual disminuye.

Su expresion presenta una
mejoria notable en
comparacion con la exposicion
alaluzazuly laluz azul
combinada con acido salicilico,
donde no se aprecian cambios
significativos.

El contenido de carotenoides de
una sola célula mas alto fue 11,82 +
0,44 pg/cel., siendo notablemente

mas alto que en el grupo control,

El alza de estos genes favorece
la asimilacion de carbonoy la
divisién celular, mejora la
frecuencia respiratoria de la

Hu, Song, et

Acetato de sodio, NaAC al. (2021)

FASN, ACCy FabD
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SAHS

Acido salicilico y luz
fluorescente
blanca (alta

intensidad) (380 —
760 nm)

Intensidad de luz (fotén de
25-30 umol/m?/s) luz led
blanca con un ciclo de
luz/oscuridad de 12:12 h a
24 °C. vy citrato trisédico

Deficiencia de
nitrégeno al 4%y
luz fluorescente blanca
(380 -

760 nm) irradiancia
150 ymolm-2s-1
ciclo de luz/oscuridad de
16:8 ha25°C.
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IPI1 e IPI2

pds, psy, Icy, crto, crtr-by
bkT

bc, mctk y sad

misma, y aumenta la
produccion de astaxantina 'y
acidos grasos; sin embargo, las
concentraciones muy altas del
mismo dafian las células.

En la primera hora tiende a
sobreexpresarse, pero luego
disminuye. Estos genes
participan en la biosintesis de
caroteno génicos.

Al favorecer su expresion
también favorece la biosintesis
continua de carotenoides y
astaxantina.

Genera su sobreexpresion lo
que aumenta la biosintesis de
Acidos grasos.

Genes DEG

Expresion de los genes crtz
(beta-caroteno
3-hydroxilasa; 1.5-fold),
LUTS
(beta-ring hydroxilasa, 6.0-
fold),

CrtW (beta-
caroteno/zeaxanthina 4-
ketolasa, 1.5-fold)

Genes psy, pds, Icy,
bkt y chy

MUTIS

En el tratamiento con este
factor de estrés se observa una
mayor acumulacion de
astaxantina, ya que influye
positivamente en genes
implicados en la sintesis y
acumulacion de la misma,
también en genes relacionados
con las sintesis de acidos
grasos, crecimiento y muerte
celular, genes implicados en el
metabolismo quimico,
fotosintesis y fijacion de
carbono.

Aumento significativo en la
expresion de muchos genes
implicados en el ciclo de TCA,
metabolismo de la glucosa,
biosintesis de astaxantina
85.43 pg./cel.) y metabolismo
de los 4cidos grasos.

En el tratamiento con este
factor de estrés se observa una
mayor acumulacion de
astaxantina ya que influye
positivamente en los genes
implicados en la sintesis y
acumulacién de la misma.

cuyos valores iban de 0,77 + 0,04

mg/L, en cuanto a la concentracion

de astaxantina, esta fue mas alta
con el tratamiento del SAHS en
comparacion al grupo control, con
una superioridad del 50,65%.

Se mostré una elevacion en la
produccion del carotenoide de
59,60 +15,61% en comparacion con
la etapa de control, concentracién
gue seguia aumentando junto con
la extension del tiempo de
tratamiento.

Se obtuvo + 85.43 pg./cel. de
astaxantina empleando estas
condiciones de estrés.

una concentracion de astaxantina
inicial de 1,60x107 pg/cel. x mLy
aumentd hasta 1,33 x10°° pg/ cel. x
mL, obteniendo un incremento del
88%, en comparacién con el medio
donde se utilizé nitrégeno al 4,0%.
Se obtuvo una mejor produccién de
astaxantina que alcanzaba el 62%
con una concentracion de 3,52x10°
5 ug/ cel. x mL, y el medio que tenia
una concentracion de nitrégeno del
5,0% tuvo un comportamiento
similar al medio con una
concentracion del 4,0%; sin
embargo, los resultados no
mostraron la misma eficiencia,
puesto que mostrd una
concentracidn final de 2,08x10°¢
ug/ cel. x mL, aunque fue mayor
que la acumulacion final del grupo
control.

Hu, Huang, et
al. (2021)

Du et al.
(2021)

Gomez et al.
(2019)
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70 pmol m-2sde led azul

Regula al alza la expresion de
estos genes, por lo que
aumenta las cantidades de
astaxantina.

Los genes regulados
positivamente pueden

De los resultados de la medicién de
astaxantina, se puede observar que
B-70 y W-150 aumentaron el total
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(B-70). Expresién de genes psy, proporcionar herramientas de astaxantina en un tiempo Ma et al.
ciclo de luz/oscuridad de Icy, crtO y crtR-B utiles para medido de 15 dias, obteniendo (2018)
16:8 ha25°C. futura ingenieria metabdlica inicialmente 1,24 mg g-1 en el dia
para aumentar 0, teniendo un aumento de al
significativamente la menos el 50% por dia.
astaxantina libre, sus ésteres y
grasas precursores de acido en
H. pluvialis.
L Genes implicados en el Favorece la fijacion del La produccién de astaxantina se
Acetato de sodio, hierro . K K
ciclo de Calvin carbono. puede ver mejorada en cuanto a la
exposicion con Fe al estar
relacionado directamente con la
fotosintesis y la biosintesis de
Favorece de forma significativa | astaxantinay al pasar un tiempo de
la produccién y acumulacién 12 horas con luzy 12 horas en He et al.
Etanol psy, bkt y crtR - B ‘d.e astaxantina y regula oscuridad a 22 C, adc.amé.s, (2018)
positivamente estos genes que promueve el estrés oxidativo
participan en la sintesis de la promoviendo la acumulacién del
astaxantina. carotenoide, y el acetato mostro
relacién directa con genes
implicados en la biosintesis de
astaxantina.
Regula positivamente la La longitud de onda azul resulté en
Led azul 50 umol m-2 s-1 Expresidn de genes bkt y expresién de est9s g.e’nes que la regulacién positi.v’a de genes que Lee et al.
chy mejoran la canalizacién del B- median la generacion mejorada de (2018)

caroteno.

ROS y la biosintesis de astaxantina.

DEG: genes expresados diferencialmente; NaAC: Acetato de sodio, acido salicilico combinado con estrés por acetato de sodio (saHs); sa: Acido salicilico;
NaAC: acetato de sodio; Ros: Especies Reactivas del Oxigeno; TcA: Ciclo del acido tricarboxilico.
Fuente: elaboracion propia.

Se ha observado que los genes involucrados en la ruta de biosintesis de
carotenoides en H. pluvialis, como bkt, psy y pds, pueden regularse positivamente en
respuesta a factores de estrés como el luminico utilizando diferentes fuentes de luz,
color y alta irradiancia. Ademas, se ha encontrado una correlacion entre la expresion
de genes como psy, pds, zds y crtr-b y la acumulacién excesiva de astaxantina. Es asi
como un aumento en la irradiacion de luz ha aumentado la expresion génica
relacionada con la biosintesis de carotenoides. (Huang, et al., 2021). Se ha observado
que la luz blanca emitida por lamparas fluorescente con irradiancia alta de 140 uE/m2s
usando Medio RM con deficiencia de nitrégeno al 4% fotoperiodo de 20h luz:4 h. La
oscuridad aumenté la expresion de genes psy, pds, bkt y chy obteniendo 7.4 ug/mL de
astaxantina (Gémez et al. 2019). Con respecto al uso de luces led se observa que la luz
led azul (450 nm) aumenta la expresion del gen bkt (beta-caroteno hidroxilasa) y chy
obteniendo hasta 85, 43 pg/cel de astaxantina (Shah et al. 2016; He et. al. 2018; Lee
et al. 2018). En el estudio de Ma et al. (2018) se establecieron que las transcripciones
de los genes de biosintesis de astaxantina psy, crtO y bkt2 fueron reguladas en 150
pmol m-2 s-1 usando led azul (450 nm), obteniendo 37.24 mg g-1 de astaxantina,
mientras que psy, Icy, crtO, y crtR-B fueron reguladas por 70 umol m-2 s-1 usando led
azul (B-70).

La expresion de los genes bkt y chy, que forman parte final de la via
biosintética de la astaxantina, fueron significativamente regulados al alza por la
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irradiacion led azul (Shah et al. 2016; He et. al. 2018; Lee et al. 2018), relacionandolo
con el cambio morfolégico y la produccion de astaxantina. La eficiencia fotosintética
aumenta al proporcionar selectiva y simultdneamente luz roja y azul, lo que
proporciona los rangos de longitud de onda necesarios para la fotosintesis. Por lo
tanto, las tasas de produccidn de biomasa y astaxantina son mas altas que solo para la
luz roja, laluz azul o la luz fluorescente (Tran et al. 2015). La luz led azul monocromatica
por si sola modula la transcripcién de muchos mas genes (2245 genes) que la luz led
roja monocromatica, incluida la regulacion positiva de los genes bkt y crtr-b bajo la luz
led azul, mientras que estan regulados a la baja con luz roja (Lee et al., 2018; Ahirwar
etal. 2021). En general, se encontré que la luz led azul (450 nm) induce la acumulaciéon
de bioastaxantina porque aumenta la expresidon de genes psy, crtO y bkt2, que se
encuentran al inicio y final de la ruta de biosintesis obteniendo valores de 37, 24 mg/g
y si se mezcla de ledes rojos y azules se produce 34,44 mg/L de astaxantina (Tran et al.
2015), por lo cual el uso de luces led azul favorece la expresion de genes y la
acumulacion de astaxantina, presentando ventajas frente al uso de lamparas blancas
fluorescentes, como es el consumo de menor energia, mayor vida util y facil
adaptacion a biorreactores y fotobiorreactores (FBR), usandose en fotoperiodos de 20
horas luz y 4 horas de oscuridad e irradiancias de 135 a 400 pmol m-2 s-1.

AVANCES TECNOLOGICOS Y BIOTECNOLOGICOS EN LOS SISTEMAS DE
PRODUCCION

Se han realizado diferentes trabajos en los que se han utilizado diferentes
medios y condiciones de cultivos, y uso de biorreactores o fotobiorreactores desde 1
L hasta 10 L, usando diferentes fuentes de luz como la luz solar, lampara fluorescente
y led en biorreactores y fotobiorreactores para el crecimiento de la microalga H.
pluvialis y la produccién de astaxantina (Tianqui Xi et al., 2016; Lancheros et al., 2021).

Los fotobiorreactores poseen dos tipos de disefos diferentes:
fotobiorreactores abiertos, en los cuales el cultivo se encuentra en contacto con la
atmoésfera. Al estar expuestos al medioambiente son susceptibles a la invasion de otros
microorganismos, por lo que este tipo de biorreactores es util para el cultivo de
microalgas robustas y de rdpido crecimiento. Por otro lado, existen fotobiorreactores
cerrados, los cuales mantienen el cultivo totalmente aislado del exterior; estos
generalmente estan equipados con sistemas de agitacion, aireacion, control de pH,
adicién de medio y COa.

Actualmente, existen diversos tipos de fotobiorreactores disponibles, entre
los cuales se encuentran las columnas de burbujeo, los reactores airlift y los tanques
agitados, asi como los de tipo tubular y cénico. Los FBR son generalmente
categorizados de acuerdo con su estructura y su produccién de biomasa, de los cuales
los tubulares, los de superficie plana (flat panel) y las columnas verticales son los mas
comunes.

Los fotobiorreactores de tipo tubular son el disefio mas sustentable para
cultivos en sistemas cerrados: tienen un area de iluminacidn con una buena tasa de
produccion de biomasa y son relativamente econémicos, puesto que son construidos
en vidrio o plastico.
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El disefio de tipo flat-plate es generalmente construido con materiales
transparentes con la finalidad de maximizar el empleo de la luz solar. Este tipo de
reactores permite una buena inmovilizacién de las microalgas y un sustentable uso de
la energia, ademas de un facil mantenimiento y limpieza.

Los disefios de tipo columna vertical son compactos, econdmicos y faciles de
operar, lo que los hace factibles al escalamiento. Otro disefio de fotobiorreactores que
cuenta con una amplia superficie de iluminacion es el denominado flat-panel o
fotobiorreactor de superficie plana, cuyo tipo de disefio permite una mejor trayectoria
incidente de la luz en el cultivo facilitando los ciclos de luz-oscuridad, aumentando la
produccion de biomasa y otros compuestos en las microalgas (Benavente-Valdés et al.,
2012).

Teniendo en cuenta que en los cultivos de microalgas la trayectoria de la luz
dentro de un reactor desempeiia un papel decisivo en el cultivo de microalgas, lo cual
hace que el disefio de los biorreactores sean de materiales transparentes de vidrio que
se caracterizan por una capa delgada sin opcion de agitacion, manteniendo constante
la relacion superficie-volumen, prefiriéndose los de forma tubular para asegurar una
buena distribucidn de la luz, ya que en el H. pluvialis en respuesta a la alta intensidad
de luz la clorofila a y otros pigmentos involucrados en la fotosintesis disminuyen,
mientras los carotenoides secundarios (zeaxantina, B-caroteno, astaxantina) se
incrementan, lo cuales sirven como agentes fotoprotectores, desempefiando roles de
prevenciéon del exceso de la energia luminica del alcance de la maquinaria
fotosintética. Por eso es importante conocer cudl es la oferta en cuanto a
equipamiento que cumpla con las condiciones de produccidon como estrés, intensidad
de luz, fotoperiodo para el uso adecuado de biorreactores y fotobiorreactores (FBR) y
asi definir las variables relacionadas con la luz como la trayectoria, el fotoperiodo y el
disefio de un panel con un valor exacto de irradiancia y de color para obtencién del
pigmento astaxantina en mayor cantidad.

Para la obtencidn de la astaxantina se busca el crecimiento apropiado de la
microalga produciendo una biomasa en calidad y cantidad adecuada. Ademas de la
disponibilidad de la biomasa adecuada de la microalga, el establecimiento de un
proceso de produccién repetible es indispensable para la aplicacién industrial, en
donde el uso de un biorreactor o fotobiorreactor proporcionan una operacién mas
controlada y definida, con bajo riesgo de contaminacién y una configuraciéon de
proceso altamente flexible, controlando de una manera precisa las variables de cultivo
como luz, irradiancia, fotoperiodos, pH, temperatura, agitacion y mezclado.
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Tabla 3: Avances tecnoldgicos y biotecnoldgicos en los sistemas de produccidn de astaxantina a partir de la microalga H. pluvialis
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Tipos de
biorreactores

Caracteristicas y utilidad

Modo de iluminacion,
intensidad de la luz y volumen
que manejan

Imagenes

Referencias

Fotobiorreactores de
tanque agitado

Son comunmente de vidrio. Estos ofrecen un ambiente
controlado para las microalgas, tienen buena
transferencia de calor y masa, y se pueden emplear
aditivos protectores de cizallamiento para microalgas
sensibles al mismo.

Dependiendo del volumen, se aplican para
investigacion, optimizacién de cultivos, validacién de
procesos, produccién a escala piloto y produccion
comercial a gran escala, a pesar de tener limitaciones
segun el aumento gradual de la produccién, por lo que
se suele empezar con produccion a baja escala para
verificar disponibilidad y viabilidad.

La luz puede administrarse de
manera interna o externa, y se
puede usar fibra dptica para
distribuir luz solar en el interior del
tanque agitado junto con fuentes
de luz artificiales para la noche o
dias nublados.
- Volumen: pequefia
escala: 1 a 100 litros
- Volumen media escala:
100 a 1000 L
- Volumen gran escala:
1000 a 50000 litros
- Intensidad de luz: 50 a
500 pmol/m?/s.

il

Deniz et al.
(2020)

Bennerr et al.
(2022)

Fotobiorreactores
agitados

Consiste en placas de microtitulacién iluminadas y
matraces agitados de bajo volumen. Estd dispuesto en
una incubadora que controla la temperatura, son
rentables y sustentables debido al uso en pequefia
escala y se caracterizan por la distribucion dindmica del
liquido.

Se usan en investigacion debido a que permite realizar
experimentos de deteccién en paralelo.

Las placas de microtitulacién con
variedad de pocillos permiten que
cada pozo iluminado funcione
como un unico mini
fotobiorreactor, y debido a la
agitacion la distribucidn de la luz es
adecuada. 333Se emplean
ldmparas fluorescentes o led.
- Volumen: <4000 uL
- Intensidad de luz: pocos
cientos de umolm -2's
-1

Bennerr et al.
(2022)

Bruner et al.
(2016)

Fotobiorreactores
tubulares

Constan de dos partes interconectadas: receptor solary
sistema de transporte aéreo. También tiene un
intercambiador de calor para tener un mayor control de
la temperatura, y se aplica en escala de laboratorio en
versiones simplificadas y en areas industriales debido a
su capacidad.

Se pueden utilizar [amparas
fluorescentes y, dependiendo del
tipo, si es horizontal o vertical, se
puede optimizar la captacién de la
radiacion solar o adaptar luces led.
- Volumen a escala de
laboratorio: 1Ly 3L
- Volumen escala
Industrial: hasta 1000 L

fotobiorreactor de
laboratorio para grupo de
semillero

Bennerr et al.
(2022)

Medinay
Camacho
(2023)

Biorreactores de
burbujeo o aireacion

Forma cilindrica. Se separa en dos partes: con aireacion
y sin aireacion. El aire utilizado puede estar enriquecido
con CO, y generalmente son de material plastico como
el cloruro de polivinilo o del vidrio. Para regular la
temperatura se emplean camisas dobles transparentes
alrededor de la columna de burbujas o se coloca en una
incubadora. Por su forma cilindrica se facilita la
penetracion efectiva de la luz, la uniformidad del cultivo
y la distribucién del aire.

Se utilizan en investigacion y como dispositivo de
precultivo debido a su eficiencia y bajo costo.

Se pueden iluminar mediante
tubos fluorescentes o lamparas led,
las cuales se distribuyen alrededor
del biorreactor para una
iluminacion homogénea, y se
pueden emplear emisores de luz
inaldmbricos para iluminacién
interna.
- Volumen: 450 ml, 1L,
10L,28L
- Intensidad de luz: 15y
220 pmolm -2s -1

Bennerr et al.
(2022)

Xu et al. (2002)

Madhubalaji et
al. (2020)

Fuente: elaboracion propia.
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Los biorreactores de tanque agitado y fotobiorreactores tubulares son los
mas utilizados en el area industrial debido a sus grandes capacidades de
almacenamiento, aunque su modo de uso puede resultar conflictivo cuando no se
tiene una estandarizacion previa de las condiciones necesarias para equipar este
instrumento, lo cual se debe realizar teniendo él cuenta el rendimiento y la cantidad
de astaxantina acumulada por la microalga en lotes mas pequefios de la misma, lo cual
se lleva a cabo en tanques de menor capacidad como el del biorreactor de burbujeo y
los fotobiorreactores agitados (Bennerr et al. 2022), que permitiran manejar variedad
de lotes con condiciones de estrés variables para obtener una comparacion de estos y
verificar con qué condiciones de cultivo crece mejor la microalga. Para ello se tienen
en cuenta pardmetros como el tipo de luz y fuente en donde los diodos emisores de
luz (led) son las fuentes de luz preferidas para los biorreactores y los fotobiorreactores
debido a su variedad en colores blanco, azul y rojo con amplio espectro de estrecha
banda.

Las ventajas de los ledes son la diversidad en tamafos desde el tamafo
pequefio, ligero, duradero y eficiente en términos de mayor vida Gtil, ademas de que
la cantidad de luz que se desprende es mucho mayor en comparacidn con su consumo
de energia, asi como la intensidad de luz empleada inicialmente recomendada entre
135 y 400 pmol m-2 s-1 y un fotoperiodo de 18 horas luz y 6 horas oscuridad o 20
horas luz y 4 horas de oscuridad, para luego utilizarla a voliumenes mayores cuidando
que alcance a cada parte del biorreactor y que no exista el fendmeno de autosombra,
en donde al tener iluminacién externa por el tamafio del tanque, la luz no alcanza cada
célula con la misma intensidad, pudiendo aplicar o suplir esta limitacion con
iluminacién interna y externa (Madhubalaji et al. 2020), o situaciones en donde se
utilizan condiciones de estrés adicionando sales o sustancias como el acido salicilico
incrementando la produccidon de astaxantina (tabla 3).

CONCLUSIONES

La astaxantina obtenida a partir de la microalga H. pluvialis es un carotenoide
de importancia a nivel industrial en diferentes areas por su actividad como pigmento
y compuesto bioactivo. Este carotenoide presenté su mayor produccidén en la
microalga entre 81, 19 mg/L a 167,97 mg/L cuando se utilizé una fuente de luz con
ldmparas fluorescentes blancas con irradiancias altas entre 150 y 400 umol m-2 s-1.
Cuando se utilizaron como fuente de luz ledes de color rojo y azul con led blanca,
usando irradiancias altas entre 135 y 400 umol m-2 s-1 se obtuvieron concentraciones
de 82,82 + 3,29 mg/ L y de 151,8 mg/L, de astaxantina, respectivamente. Ademds, el
uso de led de color azul y blanco a altas irradiancias incrementa la expresion de los
genes psy y CrtO/bkt, importantes en la acumulaciéon de astaxantina en la microalga H.
pluvialis. Estos resultados sugieren usar como fuente de luz led combinando colores
rojo y azul con blanco para incrementar la produccion de astaxantina en cultivos de H.
pluvialis, bajo las irradiancias establecidas por las ventajas que presenta las luces led
frente a las del uso de lamparas fluorescentes blancas, como son la diversidad en
tamafios desde el pequefio, ligero, duradero y eficiente en términos de mayor vida
util; ademas, la cantidad de luz que se desprende es mucho mayor en comparacion
con su consumo de energia.
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La factibilidad tecnoldgica del uso de luces tipo led como aporte a los avances
tecnoldgicos y biotecnolégicos en los sistemas de produccion de astaxantina es muy
importante para adaptarlos al uso de los fotobiorreactores (FBR), siendo crucial
establecer la trayectoria de la luz adecuada, el fotoperiodo establecido, la fuente de
luz tipo led, color rojo y azul, la irradiancia o intensidad adecuada de luz entre 135y
400 pmol m-2 s-1, disefiando un sistema de luz que se adapte al biorreactor, de tal
manera que todas las células de la microalga reciban el mismo estrés. De esta manera
se incrementa el carotenoide astaxantina en H. pluvialis, siendo los ledes la fuente de
luz mas prometedora en el uso de biorreactores y fotobiorreactores, ya que consumen
menos energia eléctrica, se adaptan facilmente, producen mas luz, no desperdician
energia produciendo la longitud de onda necesaria de la luz y son de bajo costo.
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