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Resumen: La microalga biflagelada unicelular de agua dulce
Haematococcus pluvialis tiene una gran importancia industrial
al ser considerada una fuente de produccién natural de
astaxantina, carotenoide utilizado como colorante y compuesto
bioactivo. Este microorganismo es el principal productor de
astaxantina de mejor calidad. La induccién de caroteno génesis
se logra cuanto mayor es la exposicién a condiciones de estrés,
pues se genera asi la mayor acumulacién de astaxantina. Se
ha observado también que, si las c¢lulas estin expuestas a un
exceso de condiciones de estrés, el crecimiento celular cesa
por completo y las células comienzan a morir en un tiempo
relativamente corto, lo que dificulta su produccién. El objetivo
de esta revisién es conocer los modelos usados para describir
la cinética de crecimiento de H. pluvialis y establecer los
pardmetros cinéticos que mejor expliquen el crecimiento de
la microalga para emplearlos en el cultivo en laboratorio y
su escalamiento en biorreactores o fotobiorreactores (fbr). Los
modelos matemdticos mds aplicados para el monitoreo del
crecimiento de la microalga son el logistico, Baranyi-Roberts,
exponencial y Monod. Se han propuesto modelos cinéticos de
crecimiento teniendo en cuenta pardmetros como la irradiancia
y el color de luz. Los pardmetros cinéticos usados son la velocidad
maxima de crecimiento (pmax), el tiempo de duplicacién (td), la
biomasa inicial (Xo), la biomasa final (Xf) y la productividad del
carotenoide (Yp/Ys), para establecer las condiciones éptimas de
cultivo y produccién del carotenoide, utilizando los coeficientes
de correlacidn que genera el modelo, a fin de garantizar el cultivo
de la microalga bajo las condiciones seleccionadas y validar los
datos encontrados

Palabras clave: carotenoide, fotobiorreactor, microalga,
modelos matemdticos, pardmetros cinéticos.

Abstract: The Haematococcus pluvialis, a freshwater unicellular
biflagellate microalga, is of great importance industrially as it
is considered a source of natural production of astaxanthin,
a carotenoid used as a colorant and a bioactive compound.
This microorganism is the main producer of the best quality
astaxanthin. The induction of carotene genesis is achieved
when exposure to stress conditions is greater, and this is how
the greatest accumulation of astaxanthin is generated. It has
also been observed that, if cells are exposed to excess stress
conditions, cell growth ceases completely and cells begin to
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die in a relatively short time, which makes their production
difficult. The objective of this review is to show the models
used to describe the growth kinetics of H. pluvialis and to
establish the kinetic parameters that best explain the growth
of the microalgae for use in laboratory culture and its scaling
up in bioreactors or photobioreactors (PBR). The most applied
mathematical models for monitoring the growth of microalgae
are logistic, Baranyi-Roberts, exponential, and Monod. Kinetic
growth models have been proposed considering parameters such
as irradiance and light color. The kinetic parameters used are
the maximum growth speed (pmax), the doubling time (td), the
initial biomass (Xo), the final biomass (Xf) and the carotenoid
productivity (Yp/Ys), to establish the optimal conditions for
cultivating and producing the carotenoid, using the correlation
coeflicients generated by the model, in order to guarantee the
cultivation of microalgae under the selected conditions and
validate the data found.

Keywords:  carotenoid, ~ photobioreactor,  microalgae,
mathematical models, kinetic parameters .

INTRODUCCION

La microalga verde biflagelada unicelular de agua dulce Haematococcus pluvialis Flotow pertenece a la clase
Chlorophyceae, orden Volvocales y familia Haematococcaseae. Tiene un tamano celular de entre 8 y 50 Pm,
que se caracteriza por presentar dos flagelos con los que se desplaza (Sinchez-Sendra, 2019). Su ciclo de
vida consta de cuatro tipos de morfologias celulares distinguibles: macrozooides (zoosporas); microzooides
y pAlmela, que forman parte de la denominada “fase vegetativa verde”; y, por ultimo, hematocistos
(aplanosporas), conocidos como “fase enquistada acumulada de astaxantina roja inmévil”, desde el momento
en que cesa su crecimiento en la fase estacionaria, proceso de transformacion en el que ocurre la acumulacion
del pigmento (Shah etal., 2016; Camacho et al., 2013, Ramirez, 2013). Los cambios de fase en el crecimiento
de H. pluvialis estin caracterizados por la pérdida de los flagelos y la formacién de una matriz extracelular
gelatinosa, siendo més grande y resistente la célula como aplanéspora (Sinchez-Sendra, 2019).

La astaxantina (3, 3’ —dihidroxi-B, B-caroteno-4, 4’ —diona) pertenece a los carotenoides, pigmento
secundario rojo brillante, de la misma familia que el licopeno, la luteina y el B-caroteno, y que se sintetiza
de manera natural en microalgas, plantas, levaduras, bacterias y estd presente en muchos mariscos, como el
salmén, la trucha, el besugo, el camardn, la langosta y los huevos de pescado (Ramirez, 2013; Zhao et al,,
2019). También es responsable del color de plumas en aves como flamencos, codornices y cigliefias (Hu et al.,
2018). Este carotenoide es ampliamente utilizado en la acuicultura, la nutricién, la industria farmacéutica,
la nutracéutica y la cosmética debido a su caracteristica como pigmento y como compuesto bioactivo
como antioxidante, en la actividad antiinflamatoria, antitumoral, antiangiogénica, y por sus propiedades
cardioprotectoras y hepatoprotectoras (Hu et al., 2018; Wang et al., 2019; Zhao et al., 2019; Gajardo et al.,
2011; Montiel, 2020).

La astaxantina es absorbida junto con los 4dcidos grasos mediante difusién pasiva; su capacidad
antioxidante, al ser comparada con el B-caroteno y la vitamina E, es superada por 38-veces y 500-veces,
respectivamente (Zhang et al., 2017). Su estructura facilita su capacidad antioxidante al transportase a los
tejidos corporales, proteger las células y las membranas a base de lipidos del dano oxidativo, y por su propiedad
de captacion de radicales libres, proteccién mitocondrial, efectos antiinflamatorios y proteccién contra la

glicacién (Khandual et al., 2019).
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Debido a la importancia de la astaxantina, el alga unicelular de agua dulce H. p/uvialis ha adquirido gran
relevancia a nivel industrial (Gajardo et al,, 2011; Camacho et al., 2013; Ramirez, 2013), al ser considerada
una gran fuente de producciéon natural de astaxantina, ya que es capaz de acumular hasta un 3% de este
carotenoide en peso seco (Cdrdoba et al., 2015). De hecho, sintetizan considerablemente mis que otros
microrganismos productores de astaxantina como Phaffa rhodozyma y Chlorella zofingiensis (Zhao et al.,
2019). Sin embargo, la microalga presenta problemas con su cultivo, al tener un crecimiento vegetativo lento
y bajo aun en condiciones de cultivo favorables, ademds del deterioro o muerte celular en condiciones de
estrés como luz, falta de nitrégeno, concentracion de sal y estrés nutricional; en consecuencia, se ve afectada
la acumulacién de astaxantina (Ramirez, 2013).

Lainduccién de caroteno génesis es mayor con la exposicion a condiciones de estrés, al ocasionar una mayor
acumulacién de astaxantina; en algunos casos, si las células estdn expuestas a un alto estrés, el crecimiento
celular cesa por completo y las células comienzan a morir en un tiempo relativamente corto, lo que dificulta
su produccidn principalmente a gran escala (Ramirez, 2013). Por lo tanto, se han reportado estudios donde
se evalta el efecto de diferentes factores sobre la acumulacién de este metabolito secundario (astaxantina),
con el fin de aumentar su sintesis y produccién, como en la investigacién de de Miranda et al. (2019), donde
se han utilizado factores como la concentracién de nitrato (NaNO3), la cual en condiciones dptimas, para
la obtencién de astaxantina y evitar el cese de la divisién celular, debe de ser de 0.15 g/L; otro factor es la
intensidad luminica, reportada con 500 pmol/m2s, logrando una gran concentracién de astaxantina (26
mg/L); asimismo, la influencia de la temperatura a 30 °C inhibe la divisién celular e induce la sintesis de
astaxantina, aumentando asi el contenido de 10 a 15 veces en comparacién con el cultivo a condiciones
dptimas, como lo han reportado Shah et al. (2016).

La luz y el nitrégeno son los dos factores mds efectivos que influyen en el crecimiento y sintesis de
astaxantina en este organismo, principalmente porque ambos requisitos para el crecimiento son diferentes de
aquel para la sintesis de astaxantina (Wang et al., 2013). Por lo anterior, los cultivos adoptan habitualmente
una estrategia de dos pasos: el primero consiste en promover el crecimiento de algas en condiciones favorables
de cultivo (por ejemplo, poca luz y repletas de nitrégeno); cuando se alcanza una densidad celular alta, pero
optimizada, el cultivo entra en el segundo paso donde la microalga se somete a condiciones de estrés (por
cjemplo, alta irradiancia y deficiencia de nitrdgeno) para la produccién de astaxantina (Wang et al., 2013).
Herndndez et al. (2015) destacan el factor de la luz como el mas importante, incluyendo el disefio adecuado
de un fotobiorreactor que, combinado con las condiciones dptimas, permite mejorar las caracteristicas de
cultivo y la produccién de astaxantina.

Otros tipos de estrés que inducen a la acumulacién de astaxantina son temperatura, intensidad luminica,
ciclos de luz/oscuridad, concentracién de nutrientes, pH, especies reactivas de oxigeno, sales y presencia de
inhibidores de procesos metabélicos a diferente nivel (Camacho et al., 2013; Shah et al., 2016). De la misma
manera, métodos como la estimulacién mediante el sonido audible a las microalgas en estado vegetativo han
mostrado resultados prometedores para mejorar la tasa de crecimiento en microalgas de H. pluvialis, proceso
en el que se sometieron a sonido audible durante 8 h en 22 dias de cultivo, con titulos de Blues for Elle y Far
and Wide, evidencidndose una tasa de crecimiento mas alta (0.03 por dia) y un 58 % més alto, en comparacion
con ¢l cultivo que no tiene sonido audible (Christwardana y Hadiyanto, 2017).

Ramirez (2013) evalua el potencial que tiene H. pluvialis para la produccién industrial de astaxantina.
Asi, estudi6 el efecto del porcentaje de didxido de carbono en la aireacién, de la intensidad de luz y
de la concentraciéon de nitrégeno y de fésforo en el crecimiento y la produccién de astaxantina en un
fotobiorreactor tipo 4ir/ift a partir de esta microalga. Cobraron importancia pardmetros como la intensidad
de luz y la concentraciéon de fésforo, con un efecto positivo en el crecimiento de la microalga, mientras
que el porcentaje de CO2 presentd un efecto negativo; la concentracién de nitrégeno no tuvo efecto
significativo en la velocidad especifica de crecimiento. El precio de mercado de la astaxantina sintética es de
alrededor de $2500/kg, la cual contiene diferentes isémeros del producto natural que causan preocupacion
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por la seguridad de los consumidores (Onorato y Rosch, 2020), y requiere ademds de un alto costo para su
produccién y tiene menor capacidad antioxidante comparada con la natural (Ramirez, 2013). Por ello, la
astaxantina natural es un producto preferido de eleccion.

Por estas razones, el objetivo de este articulo es conocer los modelos de crecimiento que mejor expliquen
el proceso de la microalga H. pluvialis, como lo son los propuestos por Baranyi-Roberts, Gompertz, logistico
y Monod. Para ello, se definirdn los pardmetros cinéticos relacionados como la velocidad de crecimiento, el
tiempo de duplicacidn, la productividad de biomasa y la productividad de pigmentos como la astaxantina,
bajo condiciones de laboratorio y en su produccion a gran escala, en funcién de establecer las condiciones
Optimas para el cultivo de la microalga y produccién del carotenoide, y relacionarlas con los factores de
estrés utilizados. Los datos fueron analizados usando Excel 2013 con diferentes variables por analizar,
incluyendo ano de publicacién, idioma, temas de estudio y enfoque del estudio. Finalmente, se acudié a
estadistica descriptiva para analizar los resultados. Los indicadores bibliométricos analizados y utilizados
fueron citacién, contenido y metodologia (figuras 1,2 y 3).
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FIGURA 1.
Figura 1. Relacién de publicaciones revisadas por afio de publicacién

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 2. Contenido y metodologia

Fuente: elaboracién propia.
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Figura 3. Idioma de las publicaciones revisadas
Fuente: elaboracién propia.

CONDICIONES DE ESTRES AMBIENTAL EN CULTIVOS DE H. PLUVIALIS

En la tabla I se presentan las condiciones de estrés utilizadas para el cultivo de la microalga relacionadas con
la produccién de astaxantina en H. pluvialis. Se reportan alli la productividad de biomasa y del pigmento
astaxantina, asi como los pardmetros cinéticos fundamentales para la seleccién de las condiciones éptimas
del cultivo de la microalga. Ciertamente, modelar el crecimiento de microorganis- mos es importante
para entender el comportamiento de los organismos bajo dife- rentes condiciones ambientales, tales como
temperatura, intensidad de luz, pH y nutrientes (Celekli et al., 2008). Por esto, el uso de un modelo cinético
es esencial para optimizar las condiciones de cultivo de la microalga y la produccién de astaxantina, lo cual
es el interés de este estudio. Los modelos mateméticos que tienen la capacidad de predecir la dindmica de los
cultivos de microalgas en diferentes condiciones de crecimiento, como luz, concentracidn de nitrégeno o con-
centracién de fosforo, ayudaran a optimizar el rendimiento del proceso, las condiciones de funcionamiento
y los sistemas de cultivo de escalado para la tecnologia comercial basada en microalgas.
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TABLA 1. CONDICIONES DE ESTRES EN CULTIVOS DE H. PLUVIALIS
RELACIONADOS CON CONCENTRACION DE ASTAXANTINA

Tabla 1. Condiciones de estrés en cultivos de H.

pluvialis relacionados con concentracién de astaxantina

Medio de Biomasa
Luz
cultivo inicial Condiciones Tiempao de Cantidad de
Color de luz Fotopericdo . Bibliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
M1-F1-Basal Luz blancs
G11-BEM artificial fluores- A=107 ) 3484 mg L* Ramirez
18:06 h MaCl (0.025 %) 9 dias
cente, lluminancia | cel./mL dia {2013}
2a{z2)"C 55000 {250 Lux)
Acstato de
sodio LEg/ L
Medio C .
Luz artificial 2mM de
fi cent =10 Mitrato de , . Zhang
PH7.S HRrEITEmE N. A, et 14 dizs 25 mg L dia
cel./mL zodio etal. (2017}
[ -2 =1
35 C 10 prmol m= 5
Luz 400 prmal
n-.-.z 5-1
COz (15%),
Blanco fria, bombi- Alta
MES-Volvax 1x10° _ Zhanga
llzs fluorescentes M. AL luminosidad 13 dias ZEme g
25°C cel./mL et al. (2018}
20 pmiol m-2 5 -2 {300 pmel mr2
.
RI-OHM-BBIA- TOLE [ mis
MES VWolax Lelle
microestein de cal fml -
. N . . ifio
irradiancis con 18:06 h €O, (5%) 36 diss 8.3 pgimlL
) etal. (2017}
pHET lamparas de luz 1 =100
flugrescentes cal fmL
5°C blanca
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Medio de Biomasa
Luz
cultivo imicialf Condiciones Tiempo de Cantidad de
Color de luz Fotoperiodo Bibliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
RM Lamparas fluores- 1x=10° Deficiencia de
cantes blancas cel fmL/ Mitrogano 35210% g Gimaz
pHE,7 20:04h {4%) 36 dias
-2 -t t a3l {2019
Irradianciz 2itz g2 | 210100 e stal. (2019)
5°C 140 pE m2 51 calf mL £0: (5%)
Medio basal Lamparas
fluarascentss ax10 22.5 mil gz y Hu
pH 2.0 bl 12:12h d dizs 11 mgfg cal.
=ne=s cal/ mL zcetato etal. (2018).
0°C 20 pE/ms
Nz, nitrato de
Meadio B2M
sodio, bicar-
maodificado y
Luz blanca fria bonato de Wang et al
Biz-11 modifica- . . . :
mesies 20g/L M. A amonioo drea | 15 dias mas 18 1mg/L d |: )
- 2019
da 150 pmolf m= s {15 mn), 300
5+17C umolfm/s,
C0: 1%
Medio basal dz
Bald (32M) Luz blanca
Ix10%/ MNaMO. 975,65 mg Galarza
fluorescente 12:12h £ dias
pH75 celfmL (832 mi) 10W et 2l {2013)
&0 pmol m2 s
25°C
Media OHM Luz blanca fluores-
= 5x 108 Mecanico Park
centa M. A 7 dias NJ/A
. cal./mL (chip) et al {2020)
5°C 50 pmgl-mr® s
Luz led bl fri .
Meadio 38M Hz [Ba biEnca T llurminacian Liyanazsachchi
M. A 12:12h 42 dias 27.0£1.9 mg/L
madificado con . caontinua de et al. {2020)
Intznsidad de luz
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Medio de Biomasa
Luz
cultiva inicialf Condiciones Tiempao de Cantidad de
Color de luz Fotoperiodo Bibliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
fosfato incidente d= 2000 S000 LUX
LUX /14 dias 41 mg/L de
30¢2°C fostato
Acstato de
sodio y acido
2511 madifi acético 2,2
MEETER | 2 sies (300 umol
do mi 1vez cada 140 mg Wen
m 25" yluz baja M. A M. A& 14 dizs
( ) 24 h, hasta m~iday? et zl (2020)
150 pmol m -2 572
pH 7.5-8.5 13.2mM. 2.2
miv
(CHLCOOH)
S0 pMde
Medios MIES-Cy | L2 luzde |Zmparas higrra, CO;
MIES-N fluorescentss blan- {3-4%)
frizs 2 35 pE . Hong
FERITES E AS N. A 12121 o /A 5,53 mg/L dia
pH75 JmiE /s, irradizncia et al. {2016)
solar
23.4-335°C €O (3-4%) d= 315-380 uE
[y
lluminacidn Etamol {0, 0,1,
BEM 2233 = 100 Liu
continua 12:12h 02,0304y 4 dias 4.23% DOW
25 cel/-mL et =l [2013)
{80 pmol-mi—=2-57) 0,5% v, v)
Acstato de
Encapsulacidn
hMedio BEM lluminancia de sodio (0.30
1.5 =10 de astaxantina Machado
pH 7.0 1.5 kix por 15 dias, M. A& Lfmin.), pH 7, 15 dizs
cel.f-mL eficiencia de et al. {2014)
29815 "K TIEK TI2EK &
48 25%
klx por 15 dias




TATIANA TORRES OSPINA, ET AL. MODELOS MATEMATICOS Y PARAMETROS CINETICOS RELACIONADOS CON LA PRODU...

Medio de Biomasa
Luz
cultivo inicial/ Condiciones Tiempo de Cantidad de
Color de luz Fotoperiodo Bibliografia
pH Biomasa de estrés astudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
Medio BBM
madificzda Luz continua en
6.20=108 NaNQ. 045, Montiel
larmparas fluores- 12:12h 4 dias 3,335 mg/sL
pHEE cel f-mL 060y 10gL Owviedo (2020}
centes blancas
25+1°C
Bicarbonato
Medio MES-
@ 12:12 h de sodio 50
Vialvos 11,2 + 0,56 Erturk
M. A&, M. A mM, 2,5 mh S dias o ( )
mg/L. 2019
SHET 120 rpm bicarbonato
de sodio
Mitrato de
sodio 0.75 g/L,
C0: (1.5%), N
Imtznsidad bajz 30 O: ).
F
Bold Basal Me- prnol-m2 57, 5 =107 ¥ Listal.
N. A. disminuidos, 2 dizs M. AL
dium (BBM) colores: rojo, verde | cal./mL ErmniEes, {2019)
Luz 30, 80,150
w 3zul
prmol-m™= -
5 -1
Medio sin My
400-500 prmislf m? P, COz {54,
Medio BG11 23 Do
5, pHE5-B0T:23 575 14:10h 700 pmalf m* 10 dizs 205 mg/md
“C et al. (2019)
=2E8°C g/m* 5, pHE5-8,0
T:23-267C
Fitochormonas
Medio BG-11 |ABA, 5A, ETA
Luz continua, T )
18) Zhao
pHT intensidad d= 30 069 gfL N. A. Mi&
Fi (acido et al. (2019)
pmol m - st ]
Jcs1T fulvica) 100
mg L
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Medio de Biomasa
Luz
cultivo inicial/ Condiciones Tiempo de Cantidad de
Color de luz Fotopericdo Bitliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
Luz con lamparas Aretato de
fluorescentes (FFD) sodic (4, 8y
Medio Bristal | 4o 22y 85 pmal me2 12 mh), Clo-
=, T 23°C, fotope- So= 10 rura de sodio Cifuentes
pH: 6 16:&h 3ldizs 103mgg?
ricdo 16 hluz&h | cel/mL 2.0-0.8%), et al. {2003)
23 oscuridad, sin deficiencia de
aireacidn, agitacidn nitrdgeno, 150
2 veces/diz, pH 8.0 pmal meE st
o B acido y-amino
MedioBasiond® | | rensided de
Bald (BEM 1=10# butirico, GABA i Li
‘ ) de 40 pmol m~2"5 16:8h 20 dias
ol mL {0,1,5y10 et =l {2020)
-1
5 mhd)
Medio bassl de :
@ lluminacion 2w 107 Melatonina i
Bald (BEM ; Ding
‘ ) continua 3 30 pmol | cel/mL/ M. A 15 dizs ( )
et al. (2018
- 10 uM 31.32 mg/ gL
Jcsi1C m g 08%g/L
lluminacidn ma-
diznte |dmparas l=d
decolorblance |9 5 mg/L) o
Madio BG-11 . . Media =in
frio, densidad de Chekanowvab
N A, KNO:, CO: £-13 dias
. flujo de fotones | 4202 et al_{2017)
570 {5-20%¢)
(PFD) de 40 pmol / | EBFL
m? s{ 60 pmol /
miis.
llurminacidn 0.6 =10 Influgncia de
continua 3 una cal il voldmenes de
Medic W intz2nsidad de luz cultive dife-
Paso seco: Sipadba
(24,7 mmol m= 52 S M. A, rentes (13 L), 13 dizs
182% et =l (2013)
23zZ 90 213-Lyde 1848 baja tasa de
mmal m® 51 3 250- | 219 % 10° (MOs-jy B
L.} mediznte célfmL total
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Medio de Biomasa
Luz
cultiva inicial/ Condiciones Tiempo de Cantidad de
Color de luz Fotopericdo Bibliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final
lampsaras
flugrescentes
blancas frias.
Medio BG-11
llurninacidn
0.8g/Lf 4,4mM de 1571 2.69 Wang
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Medio de Biomasa
Luz
cultivo inicial/ Condiciones Tiempao de Cantidad de
Color de luz Fotoperiodo Bibliografia
pH Biomasa de estrés estudio astaxantina
Irradiancia
Temperatura final

Larmparas de luz

blanca, programa- IMedio basal
das para simular un nutritivo
=0 mg/fL

circuito de cuatro o M
BEM . . Jdia concentracio- . )

niveles de ciclo de 1.& mg L-1 dia-

N AL nesde {1, 12 dias Garcia {2005)
ircadiano o 1.

20=C SreEREne s 027glL 0,203, 10y

diterentes irradian- L

Jdiz 2.0

cias: 350, 1000,
15040, 2000, 2500 E

m™35"*

Fuente: elaboracion propia.

Como se pudo observar en las investigaciones relacionadas, el crecimiento de las microalgas se ve afectado
por la luz (los cultivos de microalgas estdn limitados por la luz ya que es ficilmente absorbida y dispersada
por las células de microalgas), el oxigeno disuelto, el contenido de didxido de carbono, el pH, la temperatura,
los nutrientes (N y P), los elementos traza y el carbono. La descripcién detallada del comportamiento
de la microalga durante el ciclo de vida, utilizando las diferentes condiciones de estrés para la obtencién
de astaxantina, es importante para establecer las condiciones adecuadas del cultivo y asi obtener mayor
acumulacién de este carotenoide; en consecuencia, es fundamental aplicar la microbiologia predictiva, ya
que describe, por medio de modelos matematicos, la evolucién de la poblacién microbiana bajo diferentes
condiciones ambientales, como las de estrés.

Con las condiciones estindar y bajo condiciones de estrés, se pueden estimar las diferentes fases de
crecimiento, la duracién, la méxima velocidad especifica de crecimiento (pmax), la méxima biomasa de
microalga (células/mL), el tiempo de duplicacién (Td), la fijacién de CO2, la productividad de biomasa
(células/mL dia) y del pigmento de interés (pg/mL dia de astaxantina); ast como los pardmetros cinéticos
que se pueden obtener a través de la aplicacién de modelos matematicos como el logistico, el de Baranyi y
Roberts y el Gompertz, cuya aplicacién describe la forma adecuada del crecimiento, los pardmetros que lo
afectan y lo caracterizan; por ello, se define el modelo que mas se ajuste al comportamiento de la microalga,
para establecer las condiciones adecuadas de crecimiento y de obtencién del pigmento en mayor cantidad, y
poder proyectarlo hacia condiciones de escalamiento y produccién a nivel industrial.

Lamicrobiologia predictiva es una rama de la microbiologia que intenta describir el comportamiento de un
microorganismo bajo unas condiciones ambientales dadas a través de modelos matematicos. En este campo,
Garre Pérez et al. (2016) publican el articulo “Modelos matematicos para la descripcién del crecimiento
de microorganismos patégenos en alimentos”, en el que presentan los modelos mateméticos més utilizados
actualmente para la descripcién de crecimiento microbiano. Nifo et al. (2017), en su articulo “Evaluacién de
las condiciones de crecimiento celular para la produccion de astaxantina a partir de la microalga H. pluvialis”,
encuentran el mayor crecimiento celular en el medio RM con 7,5 x 105 cel. /ml en el dia 36; utilizando el
modelo logistico, establecieron una velocidad de crecimiento de 0.092 c¢él./dia, con un ajuste del modelo en
un 0.97 y una mayor produccién de astaxantina con una concentracién de 8.3 pug/ml.
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A pesar del avance que se ha tenido en el estudio de esta microalga, el reto es obtener mayor productividad
de biomasa, ya que esto repercutird en la cantidad de astaxantina que se produce durante el proceso de sintesis
para su uso comercial, lo cual es ciertamente importante en términos econdémicos. Cruz Jiménez et al. (2017)
realizaron una investigacion titulada Cultivo masivo de la microalga Haematococcus sp. en fotobiorreactores
planos para la produccion de astaxantina bajo diferentes condiciones de estrés, que tuvo como objetivo cultivar
la microalga en fotobiorreactores planos para producir la mayor cantidad de biomasa con la méxima densidad
celular posible, y posteriormente inducir la produccién de carotenoides, principalmente astaxantina, al
someterlas a condiciones de estrés, como altas intensidades de luz y salinidad. Los resultados indicaron que
la intensidad de luz de 282 pmol-m-2 s-1, junto con el incremento de la temperatura de 39 °C, produjeron
la mayor cantidad de carotenoides.

A través del tiempo, se ha buscado poder representar la relacién existente entre la célula y su medio
ambiente en los modelos de bioprocesos. En este sentido, Ortega et al. (2017) publican el articulo
“Enfrentando el modelado de bioprocesos: una revisiéon de las metodologias de modelado”, donde exponen
una revision detallada de las diferentes metodologias para el modelado de procesos, senalando sus deficiencias
y limitaciones al ser aplicadas y su funcién en industrias de alimentos, quimicas y farmacéuticas. El uso de
los modelos cinéticos de crecimiento de microalgas como el logistico, Baranyi-Roberts, Monod y Gompertz
reportan parametros cinéticos ttiles relacionados con la producciéon de biomasa, el tiempo de duplicacién, el
consumo de nutrientes y la productividad, proporcionando datos esenciales para seleccionar las condiciones
adecuadas para el cultivo de la microalga H. pluvialis y la produccion de astaxantina de alta eficiencia.

El modelo propuesto por Monod crea una relacién hiperbélica entre el crecimiento y un factor externo
(carbono organico, nutrientes, oxigeno, irradiancia), definida por el méximo especifico de tasa de crecimiento
y constante de semisaturacién (mitad de la tasa mdxima), el cual es revisado por Shoener et al. (2018) en su
publicacién “Microalgae and cyanobacteria modeling in water resource recovery facilities: A critical review”.

Al momento de cultivar H. pluvialis a gran escala, ademas de sus especificas condiciones para la produccién
de astaxantina, deben tenerse en cuenta sus altos costos. En el articulo “Media effects on laboratory scale
production costs of Haematococcus pluvialis biomass”, Colusse et al. (2019) tuvieron como objetivo realizar
un andlisis econdmico y evaluar las caracteristicas fisioldgicas y el rendimiento del crecimiento de la biomasa
producida a partir de H. pluvialis en etapa vegetativa, utilizando medios CHU, BG-11 y WC en cultivo
discontinuo. Los resultados arrojaron una mayor densidad celular mediante el uso de medios CHU y BG-11
para el dia 16 de cultivo, mientras que el medio CHU promovié el mayor contenido de pigmento durante el
periodo de cultivo de microalgas. El analisis econémico mostré que los componentes de NPK contribuyeron
al mayor costo de participacién en la composicién de los medios.

El uso de sales de bicarbonato como un medio para entregar eficientemente carbono inorganico en
microalgas es un concepto relativamente nuevo y su aplicacidon estd en continuo crecimiento. Algunos
estudios se han centrado principalmente en aumentar el contenido de lipidos en las microalgas mediante el
uso de altas concentraciones de bicarbonato de sodio en condiciones de cultivo con deficiencia de nitrégeno,
por lo que su acumulacién estd directamente relacionada con la produccién de astaxantina, ya que se disuelve
y se almacena en cuerpos lipidicos en H. pluvialis. Por este motivo, Erturk (2019) realiza su investigacion
titulada Sodium bicarbonate amendment for enhanced astaxanthin production from Haematococcus pluvialis,
cuyo objetivo es el estudio de la adicidén de bicarbonato de sodio sobre la produccién de astaxantina.

En esta contribucién se presentan los modelos matematicos mds utilizados para la descripcién de
crecimiento microbiano, como el publicado por Nilanjana et al. (2019): “Effect of culturing parameters on
the vegetative growth of Haematococcus alpinus (Strain Ler-Ce-261f) and modeling of its growth kinetics”,
en el que ajustaron los pardmetros a una forma de la ecuacién logistica sobre el crecimiento vegetativo de una
nueva especie de Haematococcus (H. alpinus). La ecuacion logistica definida por Verhulst se usa comtinmente
para modelar microalgas cinéticas de crecimiento. Este modelo emplea tres parametros clave: densidad celular
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inicial en el tiempo cero (NO, células mL1), celda de méxima densidad que se puede alcanzar tedricamente
(Nt, células mL1) y tasa maxima de crecimiento especifico (Imax, d1).

Los modelos matematicos son una herramienta esencial y poderosa para estudiar y analizar el crecimiento
de microalgas en diferentes condiciones fisioldgicas. Por esto, Ortiz-Moreno et al. (2020), en su articulo
“Modeling the effects of light wavelength on the growth of Nostoc ellipsosporum”, analizaron otros modelos
matematicos aplicados, como el propuesto por Gompertz, el cual combinaria los modelos cinéticos de
crecimiento con los modelos primarios deterministas (dependiendo del tipo de pardmetros y variables con
respecto al tiempo) y, a su vez, el modelo modificado propuesto por Baranyi-Roberts, los cuales abarcan una
concepcidon mecanicista e incluyen pardmetros y funciones con significado biolégico.

MODELOS DE CRECIMIENTO

El modelado matemdtico es una herramienta empleada para describir la respuesta celular de las microalgas a
los cambios en los insumos de nutrientes y otros factores ambientales, como el uso de condiciones de estrés.
Actualmente, no existe un modelo preciso que incorpore simultdneamente entradas multiparamétricas como
carbono, nitrégeno, fésforo e intensidad luminica como pardmetros definitorios para la vida util de las
microalgas (Tijani et al., 2018).

El modelado del crecimiento microbiano se realiza usualmente en dos pasos. En primer lugar, se puede usar
cualquier pardmetro cinético como la relacién entre el tamafio de la poblacién microbiana (N) y el tiempo
(t), que se describe a través de un modelo matemdtico, bajo un solo conjunto de condiciones ambientales
(Garre Pérez et al., 2016; Longhi et al., 2017), conocido como el modelo primario. En un segundo paso, la
relacién entre los pardmetros del modelo primario bajo la influencia de la temperatura, el pH, la actividad de
agua, la concentracién de sales, etc., sobre los pardmetros del modelo primario, que se describe a través de un
segundo modelo matematico (modelo secundario) (Garre Pérez et al., 2016).

Curva de crecimiento y fases

El crecimiento de un microorganismo suele ilustrarse a través de la curva de crecimiento sigmoidea, que
es la representacion del logaritmo del nimero de microorganismos con respecto al tiempo, usualmente
en condiciones favorables para el crecimiento. Sin embargo, el microorganismo necesita un tiempo para
adaptarse a ese nuevo ambiente (Garre Pérez et al,, 2016). La curva de crecimiento de un cultivo microbiano
puede ser subdividida en cuatro partes distintas: fase de latencia, fase exponencial, fase estacionaria y fase de
muerte (Shuler y Kargi, 2002; Sancho, 2015), como se describe a continuacién (figura 4, tabla 2):

Fase de latencia o fase lag: Es el periodo de ajuste que las células experimentan al ser transferidas de un
medio al otro antes de iniciar su crecimiento.

Fase exponencial o logaritmica: Es aquella durante la cual los microorganismos crecen y se dividen hasta
el nivel maximo posible, en funcién de su potencial genético, tipo de medio y las condiciones en que crece
y el tiempo.

Fase estacionaria: Es resultado del agotamiento de los nutrientes disponibles o del efecto de acumulacién
de productos tdxicos de metabolismo que tienen como consecuencia la disminucién de la velocidad del
crecimiento. La transicion entre estas dos fases se caracteriza por un crecimiento desequilibrado, durante el
cual los diversos componentes celulares son sintetizados a diferentes velocidades.

Fase de muerte: Es consecuencia de diversos factores, como el agotamiento de las reservas celulares de
energfa. Al igual que el crecimiento, la muerte también asume una funcién exponencial que puede ser
representada por una disminucion lineal del nimero de células viables a lo largo del tiempo.
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FIGURA 2.
Figura 2. Fases de crecimiento de microalga: 1. Adaptacién (fase lag). 2. Fase de aceleraciéon de la
fase de crecimiento. 3. Crecimiento exponencial (fase log). 4. Fase de desaceleracién indicando la

disminucién del crecimiento log (crecimiento lineal). 5. Fase estacionaria. 6. Muerte acelerada. 7. Muerte.
Fuente: Shuler y Kargi (2002).
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TABLA 2.
Tabla 2. Modelos matemiticos y pardmetros cinéticos de crecimiento
Modelo Ecuacidn Parametros Citacién
u = Tasa de crecimiento especifico [d-1]
umax = Tasa maxima de crecimisnta
especifico
- 1 X ) F= Shoemer
Lo B = pma(  Xmax' - . etal. (201%)
¥ = concentracidn de biomasa [g.m-3]
¥max = concentracion méxima de bioma-
sz [g.m-3]
Kz = Constants d2 mediz saturacion
[’ = Shoemer
Monod p= pmax (—) [2] lg-m-]
Ka 45 et al. (2019)
5 = Concentracidn de sustrato
N = Ndmero de microorganismos
T=Tiempo
? = alt). ymax.y (). N(t) umax = Ratio de crecimisnto especifico
r
(fase exponencial) Garra Pérez
Baranyi-Roberts 2]
=t al. {2018)
wit) = Ratio cinético de crecimiento
alt) =Fase d= adeptacion
ylt) = Faze estacionaria
W = Poblacion
. e Orlandoniy Ramoni
Gompertz N(t) =€ exp (—nec.e”") [4] = {apacidad de carga del madic
[2017)
K = es el maximo crecimiento fraccional

Fuente: elaborado por los autores, 2021.
PARAMETROS CINETICOS DE CRECIMIENTO

Los modelos cinéticos estiman la respuesta de crecimiento especifica con respecto a diferentes variables, como
la concentracion gaseosa, el potencial de 6xido-reduccién, la humedad relativa, el contenido de nutrientes y
propiedades antimicrobianas, o variables ambientales como la temperatura, el pH o la aw. (Garre Pérez et al,
2016). El crecimiento celular y la evaluacién de pardmetros cinéticos para monitorear el crecimiento celular
se puede realizar diariamente mediante la medicién de la concentracién celular por triplicado, determinada
por la densidad 6ptica del cultivo, utilizando una longitud de onda de 670 nm en un espectrofotémetro, por
conteo celular (células/ml) o por peso seco de biomasa (gr) (De Mendonga et al., 2018).
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La concentracidn celular se obtiene a través de una curva estdndar sobre peso seco y densidad dptica
(X méxima). Con estos datos, la productividad maxima (P mdxima) se calcula con la tasa de crecimiento
especifica méxima (uméx) y el tiem- po de generacidn (tg). La productividad (P, g.) se calcula segin la
ecuacion, donde X () representa la concentracion celular final, X0 ()) representa la concentracién de cultivo
inicial de biomasa, t (d) representa el tiempo final y tO representa el tiempo inicial de cultivo:

(X-Xo)
(t-to)
[Ec.S]
La méxima velocidad de crecimiento (tasa de crecimiento) (umdx.) se obtiene por regresién exponencial

en la fase exponencial (fase log), donde se multiplican las células, y el tiempo de generacién se obtiene de la
siguiente ecuacion:

[Ec. 6]

Como complemento al monitoreo, se mide cada 24 horas el pH del cultivo (69), el oxigeno disuelto (mg/
L), la conductividad, la productividad del colorante de interés (ug/L d), el contenido de nitrégeno (pg/L) y
de fésforo (ug/L) para cada uno de los ensayos realizados (De Mendonga et al., 2018).

Fijacién de CO2

La acumulacién de CO2 se determina segtin la ecuacién:

FA = (Xt — Xo) mchm Vhiorreactor (MCO2/ Mc)
[Ec.7]

Donde:

Xt (f*}l es |la concentracion celular en el tiempo t (d).

g . ,
Xo {I] es |la concentracion a tiempo to.

mcbm () es el peso de la fraccion de carbono determinada en la biomasa microalgal.
V biorreactor es el volumen de medio del biorreactor.
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MCO2 (g/mol) y Mc son la masa molecular de CO2 y de carbono (De Mendonga et al., 2018).

Con las curvas de crecimiento generadas en el cultivo de la microalga a condiciones estindar y bajo
condiciones de estrés, se pueden estimar las diferentes fases de crecimiento, la maxima velocidad especifica de
crecimiento (uméx), la méxima biomasa de microalga (células/mL), el tiempo de duplicacién (Td), la fijacion
de CO2, la productividad de biomasa (células/mL dfa) y del pigmento de interés (ug/mL dia de astaxantina).
Los pardmetros cinéticos se pueden obtener a través de la aplicaciéon de modelos matematicos como el
logistico, el de Baranyi y Roberts y el Gompertz, cuya aplicacion describe la forma adecuada del crecimiento,
los pardmetros que lo afectan y lo caracterizan, definiendo el modelo que mas se ajuste al comportamiento de
la microalga, para establecer las condiciones dptimas de crecimiento y de obtencién del pigmento en mayor
cantidad, y poder proyectarlo hacia condiciones de produccién a nivel industrial.

En la tabla 3 se presentan los modelos de crecimiento y los pardmetros cinéticos estimados para el
seguimiento del cultivo de H. pluvialis, en los cuales se aplican diferentes condiciones de crecimiento.
Conocer los modelos y los pardmetros cinéticos determinados ayudard a optimizar el rendimiento del
proceso, las condiciones de cultivo y los sistemas de escalado para la tecnologia comercial basada en
microalgas, como se muestra en el estudio de Lobaton et al. (2017), donde el propésito de la aplicacién del
modelo era predecir los tiempos adecuados para la adicidn de nitrato para el cultivo de la microalga.

TABLA 3.
Tabla 3. Modelos matemdticos y pardmetros cinéticos de crecimiento del cultivo de H. pluvialis
) . . velocidad de Coeficiente de
Medio de Biomasa Biomasa final .
miodelo cregimiento Td [dias) determina- Bibliografia
cultivio imicial [Xo) xf) B
() {a) cion (R}
LAY 4 5.ETE 0.092 T7.534 oar
MIfo
Loglstico D 4 3335 0.062 11.17% o0.eE .
et &l. (2017)
=EmM 4 3.3E8 0.056 12377 oar
Medio de
D3gL-1dla Garcia-niales
Hiperbdlico | culthvo estdn- | S0m@'l -1/ 0.11/h 6.301 09778
-1 et 2l. (2005)
dar
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velocidad de Coeficiente de
medio de Biomasa Biomasa final B
Modelo . o crecimiento Td [dizs) determinz- | Bibliografia
cuttivo imicial [Xa) xf) .
{w) fa-) cion (R7)
Barzriyl y
AM 4 6,583 0.030 cel./dia 23.105 0,87
Roberts
R con
Barzryl y
. a 6.571 0.029 cel.fdia 23201 052 =
Roberts Mitrogena 4%
et =l (zo13)
R con
Barznyl y
4 8,558 0.028 cel fdia 24755 020
Roberts
Mitrdgeno 5%
MNaPy
0.226 (2} 0.195 {1) 3.525 1) 0.972 ]
Exponenclal
1oL 0028 0.0z21 0.357 0.075
Miranda
. et al. (2019}
= 0.082 (2] 0173 () 3855 [ 0.874 [£]
Expanencial
LoLD 0.013 0.031 0.053 0.085
387 = 10F Issarapayup
Logistico FL 1= 107 CelfmL 0.e3 1.100
Cal_fmL et &l (2011
2.0 104 10.5 = 10° Nilanjanz
Logistion sc-11 0.17/dl= 4.1
Cal fmL el fmL et &l (2018}
mLa CON itra-
20104 63.5 = 10° Nilanjanz
Logistico to de sodio 0.34,/dia 16
Cal fmL CalfmL et &l. {2019)
(20 )
wWang
0.1, 05,08,
Monod e-11 15,2735y Tl 06 d 1155 el (2013}
5.0gf L-
Agua resldual Kkl
Monod 2.79 pafL 105.7 pel 0.24,/dia Z.338 Q&7 -0.88
con antibldt- et al. (2020}
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velocidad de Coeficiente de
Medio de Biomasa Biomasa final .
miodelo i . cregimiento Td [dias) determina- Bibliografia
cultivio imicial (X xf) B
(W) fa} cion (R
et [
Medic con
Miadelo ciné- acetato de 22 =104 Zhang
. 292gl-1 0.5258/dla 1318
tico dizefiado | sodio culthvo Cal fmL et zl. [1995)
por lote
Medio con
Modelo cine- scetato de 221 100 Thang
. ) 331gl-1 0.6727/diz
tico disenade | sodio culthve Cal.fmL et al. {1993}
serricontinus

Fuente: elaboracién propia.

La correlacién entre los valores calculados de los pardmetros cinéticos del modelo y los valores
referenciados de los pardmetros fisiolégicos de la microalga, como las condiciones de estrés utilizadas,
deficiencia de nutrientes como nitrégeno y/fosfato, estrés con cloruro de sodio y/o acetato de sodio
combinados con alta irradiancia (tabla 2), demuestran la importancia de los modelos para explicar cémo
influyen las condiciones empleadas para el cultivo y cudles son las éptimas de acuerdo con cémo se ajuste el
modelo, para establecer las adecuadas para el crecimiento y la obtencién del pigmento en mayor cantidad, y
poder proyectarlo hacia condiciones de escalamiento a nivel industrial.

Los modelos de crecimiento utilizados, como el logistico, exponencial, Baranyi y Roberts, y Monod, se
ajustan al crecimiento de la microalga bajo las condiciones trabajadas en los cultivos realizados, lo cual
se expresa en los coeficientes de correlacién con valores cercanos a 1. Esto garantiza el cultivo bajo estas
condiciones y valida los datos encontrados; asi, son los modelos logistico y Monod los que més se ajustan
al cultivo de la microalga bajo las condiciones reportadas para cada estudio (R2 = 1).En algunos estudios se
determiné la productividad de la biomasa (g L-1 d1), calculéndose como: productividad de biomasa = (DWt
- DWO0)/t, donde DWt yDWOrepresentanbiomasaeneldiazydiaOy(t)representaeltiempodecultivo.Lo cual
se puede expresar por etapa roja o verde, obteniéndose una productividadmedia de biomasa del cultivo de
etapa verde de H. pluvialis de 0.1 g L-1 d-1. También se reporta la maxima productividad de astaxantina de
18.71 + 2.69 mg L-1 d1(Wang ez al., 2013).

CONCLUSIONES

La optimizacién y control de los bioprocesos requieren el establecimiento de modelos matemdticos que
describen la cinética de variables del proceso, como crecimiento microbiano (pmax), tiempo de duplicaciéon
(td), biomasa inicial (Xo), biomasa final (Xf), consumo de sustrato y formacién de producto, productividad
de biomasa (Yx/Ys) y productividad de carotenoide (Yp/Ys), los cuales son validados por el coeficiente de
correlacién (R2) por su cercania a 1. Se ha progresado en el desarrollo de modelos cinéticos utilizando la
irradiancia como pardmetro por tener en cuenta y se aplican en la préctica al cultivo de H. pluvialis los
modelos estructurados como el de Monod, Barany-Roberts y logistico.

Laaplicacién y entendimiento de los modelos matematicos y el efecto y establecimiento de los pardmetros
cinéticos més relevante optimizaran el cultivo de esta microalga y la obtencién de la astaxantina usada como
colorante y compuesto bioactivo. Los pardmetros cinéticos utilizados para el monitoreo del cultivo de la
microalga H. pluvialis que llevan a una buena produccién de astaxantina son: usar medios de cultivo como
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RM, BBM, OHM y BG11 bajo condiciones de pH 7, fotoperiodo 20/4, temperatura de 25 °C, agitacion
continua, CO2 5% e iluminacién con ldmparas fluorescentes blancas 40 umol/m2s. La concentracién de
astaxantina se encontrd con valores entre 2.5 hasta 354 mg/L. Usando biomasas iniciales de la microalga

entre 1 x 104 cél./mL hasta valores de 106 cél./mL, con velocidad de crecimiento entre 0.029 cél./dia hasta
0.6727 cél./diay tiempo de duplicacién entre 0.67 hasta 0.99.
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