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INTRODUCCION

El uso de microalgas ha crecido de manera importante en el Ultimo tiempo a causa de las
diversas aplicaciones que estos organismos poseen, dentro de las cuales se destaca su
uso en la industria alimentaria y farmacoldgica (Chu, 2012). Dicho interés se vincula con
su capacidad de sintetizar compuestos tales como lipidos, pigmentos, polisacéaridos y
vitaminas (Garcia Cubero, 2014). Dentro de los metabolitos de interés comercial aparece
la astaxantina, pigmento que ha cobrado gran importancia en los Ultimos afios debido a su
alto poder antioxidante. Haematococcus pluvialis (H. pluvialis) es una especie de
microalgas que ha sido reportada como uno de los principales productores naturales de
dicho compuesto (Zhao y col., 2015). H. pluvialis presenta diferentes estadios celulares,
determinados por las condiciones del ambiente en el que se encuentra. En estudios
realizados por diferentes investigadores, se observa que cuando H. pluvialis es sometida
a diferentes condiciones de estrés, se induce la formacion de cistos en simultaneo con la
sintesis de astaxantina (Kurmen y col., 2013). El cultivo de H. pluvialis presenta una serie
de aspectos biolégicos importantes que deben ser estudiados en detalle, a fin de lograr un
proceso de produccidon de astaxantina sustentable, entre los que se destacan una
velocidad crecimiento lento y un ciclo celular complejo.

El presente trabajo propone evaluar la influencia de la concentracién inicial de la fuente de
nitrégeno en el medio de cultivo, sobre el crecimiento de la microalga y sobre la sintesis y
acumulacion de astaxantina bajo condiciones de estrés por luz.

METODOLOGIA
Objetivos:
Objetivo _general: Estudiar el proceso de producciéon de astaxantina a partir de
Haematococcus pluvialis.
Objetivos particulares:
- Evaluar el efecto de la concentracion inicial de nitrégeno sobre la etapa de crecimiento
vegetativo de H. pluvialis.
- Evaluar el efecto de la concentracion inicial de nitrégeno sobre la etapa de produccion
de astaxantina por H. pluvialis.

Materiales y métodos:
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- Medio de cultivo: Se utilizé el medio de cultivo BBM modificado (Bolds’ Basal Medium)
sin vitaminas (Starr y Zeikus, 1993).

- Microorganismo_en_estudio: Se utilizé6 la cepa Haematococcus pluvialis FAUBA 57
obtenida de la Facultad de Agronomia — UBA.

- Determinacion de la biomasa microalgal: Se estimo en base a la determinacion de los
sélidos suspendidos totales de una muestra del reactor. Para ello se tomé un volumen de
muestra de 10 ml, el cual se centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos. A continuacion se
retird el sobrenadante y se llevé a estufa a 80°C el tubo con el pellet hasta peso seco.

- Determinacion del contenido de nitrato de sodio: La determinacion del contenido de
nitrato de sodio se realiza mediante espectrofotometria UV, midiendo la absorbancia del
medio de cultivo sin microalgas a 220 nm (Collos y col., 1999).

- Determinacién del contenido de astaxantina: Se realiza mediante espectrofotometria
derivativa de primer orden. Se utilizé la metodologia propuesta por Liu y col. (2011).

- Disefio_experimental: Se realizaron 3 cultivos de H. pluvialis, cada uno con una
concentracion diferente de nitrato de sodio, conteniendo los cultivos 2N y 3N el doble y
triple de la concentracion de nitrato de sodio, respectivamente, que los cultivos con la
concentracion del medio BBM original (1N). En una primera etapa, los cultivos se
mantuvieron agitados a baja velocidad con buzos magnéticos, aireados mediante el uso
de bombas de pecera, filtrando el aire con filtros de nylon de 0,40 micras y en condiciones
de baja intensidad de luz (70 pumol fotén.m2s™). Una vez consumida la fuente de
nitrégeno de los cultivos con menor concentracion inicial, se procedié a iniciar el estrés a
todos cultivos trasladandolos a una cadmara de crecimiento con alta intensidad de luz (110
umol foton.m”.s™). El resto de las condiciones se mantuvieron constantes. Se realizaron
tomas de muestra cada 48 horas, efectuandose mediciones de biomasa, astaxantina y de
la concentracién de la fuente de nitrdgeno en el medio de cultivo.

RESULTADOS
Influencia de la concentraciéon de nitrato en el medio sobre el crecimiento celular.

En la Figura 1 puede observarse la produccion de biomasa y el consumo de nitrégeno en
el tiempo para los cultivos 1N, 2N y 3N. Al analizar el efecto de diferentes concentraciones
de nitrato de sodio en el medio de cultivo sobre el crecimiento celular, puede observarse
que dicho crecimiento resulté similar para las diferentes concentraciones de nitrato de
sodio estudiadas. Este resultado coincide con lo reportado por Orosa (2005), en el cual se
evalué el crecimiento celular en relacion a diferentes concentraciones de la fuente de
nitrogeno en el medio, encontrdndose resultados similares para las diferentes
concentraciones de nitrégeno utilizadas. A su vez, durante la etapa de crecimiento, la
diferencia en la concentracion inicial de la fuente de nitrégeno, no generé diferencias en la
velocidad de consumo del mismo, es decir que un mayor contenido de nitrato de sodio en
el medio no generd una mayor utilizacion del mismo por parte de las células.

A partir de iniciado el estrés por luz (dia 9) la velocidad en el consumo de nitrato
disminuye tanto para el cultivo 2N como 3N, a la vez que la velocidad de produccién de
biomasa disminuye en todos los cultivos. Esto se debe posiblemente a una inhibicion de la
divisiéon celular como consecuencia del estrés celular producido.
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Figura 1: Produccion de biomasa y consumo de nitrato en el tiempo para los cultivos 1N, 2N y 3N.

Influencia de la concentracién de nitrato de sodio en el medio de cultivo sobre la
produccién de astaxantina durante un estrés inducido por alta intensidad de luz.

A partir del inicio del estrés por luz en los distintos cultivos, el contenido de astaxantina
intracelular comienza a incrementarse. Es posible observar que los cultivos que son
sometidos a condiciones de estrés por luz sin nitrato de sodio presente en el medio en
dicho momento, comienzan a sintetizar el pigmento en forma mas rapida, a la vez que
acumulan un porcentaje mayor del mismo, alcanzando valores de aproximadamente 2% a
los 10 dias. Por su parte, en los cultivos que contienen nitrato de sodio en el medio al
comenzar dicha etapa, la produccion de astaxantina resulta mas lenta, acumulando
porcentajes menores (Figura 2).
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Figura 2: Produccion de astaxantina en el tiempo para los cultivos 1N, 2N y 3N.

La mayor acumulacion de astaxantina en aquellos cultivos sometidos a estrés por luz bajo
condiciones de limitacion de nitrégeno, puede deberse posiblemente a una mayor
sensibilidad por parte de las células al exceso de luz al carecer de nitrdgeno en el medio.
Scibilia y col. (2015), analizaron en su trabajo el efecto de altas intensidades de luz y
limitacion de nitrégeno sobre las propiedades fotosintéticas de las células de H. pluvialis.
Los resultados obtenidos en dicho trabajo sugieren que la limitacion de nitrdgeno conduce
a modificaciones en las membranas fotosintéticas, y alteran el funcionamiento de los
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sistemas implicados en la fotosintesis. La molécula de astaxantina actla protegiendo a las
células frente al dafio oxidativo generado ante condiciones adversas como altas
intensidades de luz (Han, 2013). De esta forma, bajo carencia de nitrégeno las células
presentarian una mayor susceptibilidad frente a la fotoinhibicibn causada por un exceso
de luz, lo cual conduciria a una mayor sintesis de astaxantina.

CONCLUSIONES

La velocidad de consumo de nitrato de sodio durante la primera fase del ensayo fue
similar para todos los cultivos, por lo que se puede concluir que un mayor contenido de
este nutriente en el medio no genera un mayor consumo de nitrdgeno o0 una mayor
produccion de biomasa en los mismos. Por su parte, la presencia de nitrato de sodio en el
medio durante la induccién del estrés por luz no favorece el estrés celular, lo cual influye
finalmente en la sintesis de astaxantina, reportdndose mayores concentraciones del
pigmento en los cultivos que son estresados por luz y no poseen nitrato de sodio en el
medio.

Los resultados alcanzados son muy interesantes en funcion de obtener informacion
acerca de las variables que mas influyen en el crecimiento de H. pluvialis y en la posterior
produccion del pigmento astaxantina.
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