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INTRODUCCION
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- - El reemplazo de los

La importancia de los colorantes a colorantes artificiales es
nivel industrial radica en que ellos le pos(jlble QFSCIaS aque sedha
proporcionan un color visualmente evigenciado que se pueden
. - obtener de manera natural

llamativo, convirtiendo los productos

¥ en facilmente reconocibles y
atractivos para su consumo.

N \
P

gue no sean toxicos para la

salud y que ademas posean
las caracteristicas

necesarias a nivel industrial.

¥ 3
. . . . Recientemente se ha observado un cambio en
Durante mucho tiempo dicha industria ha esta practica por sus actividades mutagénicas
optado por utilizar colorantes sintéticos en y cancerigenas, lo cual ocasiona graves
lugar de los naturales, debido a su bajo costo repercusiones en la salud.
y su alta capacidad de colorear los productos.




CUIDADO COM
A TARTRAZINA {

La tartrazina un colorante artificial
amarillo anaranjado usado en la
industria textil, alimentaria y
cosmética. Su consumo puede
causar reacciones alérgicas como
el asmay la urticaria, ademas de
ser posible carcinégeno.

La astaxantina, un pigmento
carotenoide producido por sintesis
guimica o naturalmente por una
microalga llamada H. pluvialis.
Dicho pigmento es de gran utilidad
en las industrias enfocadas a la
produccion de medicamentos,
alimentos y cosméticos. Precio
astaxantina sintética 2500 délares
/kg.

-..if

Q
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Su produccién se ve limitada debido
a gque la microalga produce este
pigmento en condiciones de estrés
como mecanismo de resistencia.
Cambios evidenciados: proporcion
clorofila-carotenoide, crecimiento de
la célula vegetativa,
enquistamiento, maduracion y
germinacion.



El potencial de la astaxantina producida por
H. pluvialis es por su aplicabilidad en
diversas areas de la industria alimentaria,
por ejemplo, su empleo en lugar de la
tartrazina.

También en la industria acuicola puede ser
utilizada para proporcionar tonalidades
rojizas a cultivos de salmoénidos y
crustaceos. Otras lineas de produccién
como la cosmética y farmacéutica.

En este proyecto el uso del biorreactor
BIOSTAT ® A PLUS con medios de cultivo
como el BBM y RM nos asegura la
generacion de un ambiente propicio para el
desarrollo y crecimiento de H. pluvialis y
ademas nos garantiza un mayor control de
las condiciones del cultivo.

FINALIDAD:

v

Ampliar la investigacién en el
tema de busqueda de alternativas
naturales.

Incentivar el uso de sustancias
gue posean la capacidad de
proporcionar las caracteristicas
organolépticas deseables en los
alimentos

Sustancias que disminuyan los
efectos adversos en las personas
gue los ingieren.

Buscar un producto cuya
obtencion sea sustentable y no
requiera de procesos quimicos
para su sintesis




OBJETIVOS




2013, Ramirez
Biorreactor
airlift.

BBM.
Crecimiento y
produccion de
astaxantina.

ANTECEDENTES

A

2014, Wan et.
al.
Fotobiorreactor
tipo columna de
burbujeo

Medio NIES-C
ATX 6515:1 mg/ L

2010, Liet al
Diferentes flujos
de fotones.
Crecimiento y
produccion de
astaxantina.

]

al.

Cultivo
mixotréfico
Biorreactor
BioTron
Biomasa y
astaxantina.

2014, Park et.

2017, Sun et.
al.

Cultivo por
etapas en un
biorreactor de
tipo fed-
batch

1,16

2014, Zhang et
al

Método de
biofilm
inmovilizado.
Astaxantina
160 mg/ m2

2014, Wan et.
al.
Biorreactores
en columnay
en estanques al
aire libre.
Efecto de la
temperatura.

2016, Sun et.
Al.

Cultivo por
etapas en
medio MCM.
Adicién
continua de
nutrientes
Biomasa

2018, Christia
n et. al.

Altas
concentracion
es de diéxido
de carbono e
iluminacién
leve.

2018, Nahidian
et. al.

BBM, BG11ly
3NBBM en
fotobiorreactores
cilindricos




MARCO TEORICO

Haematococcus pluvialis

*Microalga unicelular de agua dulce.
*Estados: vegetativo, palmella y aplanospora

*Tamafio que oscila entre los 8 y 50 um

*Forma ovoidal, presenta flagelos que le brindan movimiento y se
reproduce por divisién celular.

*Capacidad fotosintética para incrementar su biomasa y
desarrollarse.

*Genera pigmentos carotenoides como mecanismo de resistencia.

Estadios del ciclo de vida de H. pluvialis A) Célula vegetativa
procedente de aplanospora; B) Aplanospora; C) Palmella; D)
Célula vegetativa www.sefalgas.org/boletin.htm

~ Ciclo celular H. pluvialis
www.sefalgas.org/boletin.htm

Subphylum Chlorophytina

Clase Chlorophyceae
Orden Chlamydomonadales
Familia Haematococcaceas
Género Haematococcus

http://www.algaebase.org/search/species/det
ail/?species_id=27370&sk=0&from=results



http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27370&sk=0&from=results
http://www.algaebase.org/search/species/detail/?species_id=27370&sk=0&from=results
http://www.sefalgas.org/boletin.htm
http://www.sefalgas.org/boletin.htm
http://www.sefalgas.org/boletin.htm
http://www.sefalgas.org/boletin.htm
http://www.sefalgas.org/boletin.htm
http://www.sefalgas.org/boletin.htm

- Mezcla
homogénea de los
nutrientes

- Acceso a
condiciones
ambientales

- Intercambio
gaseoso

- pH que oscilaentre 7y 9
- Acumulan minerales y
oxidan compuestos

- Aireacion con CO,
(disminucion y fuente C)

- Fotoautotrofas, fotoheterétrofas o mixotroficas.

- Exposicién luminica, colores emitidos.

- lluminacién roja (625 nm) aumento de la biomasa
- Luz entre azul y parpura (380 y 470 nm)
acumulacion de astaxantina. (Katsuda et.al. 2004)

Agitacion

aireacion con

Disponibilidad
de luz

Factores que
intervienen en el
crecimiento de H.

pluvialis

-
pHy

Cco,

Suministro de
nutrientes

Temperatura

- Carbono

- Nitr6geno (Proteinas)
- Oxigeno

- Hidrégeno

- Fésforo (Fotosintesis)
- Macronutrientes

- Micronutrientes

- Vitaminas

KDisociacién de las
moléculas de carbono

- Alteracion de las rutas
metabdlicas

- Biomasa: 28 a 35 °C

- Biomasa y astaxantina:
23a28°C

\Inf. 28 °C

~

J




Clorofila

C::H-,0O:=N,Mg

Fotosintesis: metabolismo, crecimiento y
reproduccion

- Clorofila-a: fotoquimica

- Clorofila-b: estabilizar las proteinas captadoras
de luz de la molécula

Colorante natural en las industrias farmacéutica,
cosmética y de alimentos

Anti inflamatorios, antioxidantes, profilacticos,
antiagregante plaquetario, vasoconstrictores y
reductores en el riesgo de contraer cancer.

Astaxantina

(CaoHs204)

Presente en animales,
algunos hongos,
bacterias y algas

Actividad antioxidante,
anti inflamatoria,

promueve el s. inmune
anticancerigeno.

Uso industrial:
alimentos, cosmeéticos,
farmacéutica y textil.

H. Pluvialis mecanismo
de resistencia.

Luego del paso a través de
diferentes carotenoides
que sufren procesos de

oxidacion, se concluye la
formacion de la molécula

de astaxantina.

Geranylgeranly
diphosphate

=
Ardedodasparaay

Enzima fitoeno sintasa,
condensa dos moléculas de
GGPP (geranil-geranil
difosfato) para producir fitoeno

Phytoene

C-carotene
| 7ZDS

Enzima fitoeno
desaturasa, que cataliza la
conversién de fitoeno en
zeta-caroteno.

Ly“:"““ LCYB
I CH / B -carotene \ BKT
Ry R é

Hoﬁ \Qf J

/ Zeaxanthin

e . 5
Xanthophylls  BKT

B-caroteno cetolasay
Caroteno hidroxilasa
conversién del B-caroteno
en cantaxantina.

BKT adiciona dos grupos
ceto a los carbonos.

CHY afiade dos grupos
hidroxilo a los carbonos en
cada extremo

ot Jon

HO'

.

Astaxanthin |

Molécula de astaxantina

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11161038

T

v



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11161038

Sistemas de cultivo

Batch

Fed Batch

Concentrated
Feed

Feed

Perfusion

Cell
Retention
Device

Spent Medium
VL & Product

(" )

Cantidad fija
de medio
hasta que se
agota un
nutriente
esencial o se
acumulan
productos
téxicos.

—

Asegura

una alta
produccion

( )

—

Asegura
produccion
estable a
través del
tiempo.
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Fig.: UniVessel® 5,0 L, single walled, overview on design, dimensions and equipment

Cultivo de microorganismos y células de manera continua o discontinua
(bacterias, levaduras, hongos y de células animales y vegetales).

Es un equipo compacto, autoclavable, de material de vidrio translucido,
capacidad de 5 L y sistema electrénico de control para pH, agitacién,
aireacion, temperatura, etc.

Ideal para proyectos educativos e investigativos


http://biofermenter.ru/d/708035/d/broch_biostat-a.pdf
http://biofermenter.ru/d/708035/d/broch_biostat-a.pdf
http://biofermenter.ru/d/708035/d/broch_biostat-a.pdf
http://biofermenter.ru/d/708035/d/broch_biostat-a.pdf

Modelos de crecimiento

Permiten predecir el comportamiento

poblacional que tendra un
microorganismo en un periodo de
tiempo determinado.

Crecimiento similar al microbiano:
fase logaritmica; fase estacionaria y

fase de muerte.

MODELO FORMULA

=

A

Mad'lﬁf:ada y=
I—;OQISUCD {1 + exp[ A% (A - f]] + 3]
y=

Gamcado 3
Gompertz

Aexp{ exp F“:“ - ]J + lj

0 1 v
Ei?:ﬂfmcasda 4 y= A{l + vexp(l + vlexp [FTX (1 +v) (1 +_ - t)]} £z

Modificado 4 (1—=p3)1 1l — Bexp (a}{ -I- 1- ﬁ‘ a x
Schunte Y= (-“T"‘“ o )[ ]

Baranyi- Roberts | 4

1 x
y= A+ HinaxX + —Iﬂ{s_.“luux + e—hﬂ‘ —e e T na]
Hmax
Eunlax-"c-.;ﬂn':e_“""-'fx+|'"“—c_aﬂlﬂt""""])

—Inl 1+

Er)?r'll'

Von Bertalanffy 3 A* _| mi)]

¥ = [1 -|11- — ]
Huang 4 ¥ = A + Yo — Infet +{5 _Ei}e Huax ()

1 1 + E-H[ﬂ-lj
B(x)=x +EIHW

Buchanan 3 Y=AIF X = LAG
Fase Tres V=A+EKX-AF1=X 2z Xpan
Modelo Lineal ¥ =Yue IFX = Xpmae

nota:

a= asintota bacteriana inferior

Emax= tasa maxima de crecimiento especifico

v= punto cerca del cual se presenta un crecimiento maxime asintético
A= tiempo de retraso

Vmaz— 8sintota bacteriana superior

e= exponente (2.7152815828)

t= tiempo de muestreo

a, B.k= parametros de ajuste de curva

hy= parametro dimensional que cuantifica el estado fisiclégico inicial de las células
(dia~!) puede ser calculado como hy = g




Aire filtrado y
agitacion
manual diaria
durante 10
segundos al
dia durante 12
dias

Temperatura
de 22 °C £ 2°C

DISENO METODOLOGICO

FASE 1: Realizacién del cultivo de la microalga H. pluvialis en medio MES Volvox, BBM y RM.

pH de 6,8
Agitacion de 100
rpm y aire filtrado
a 1,7 L/min
Fotoperiodos
de 18 horas de
exposicion a
luz blanca (65
lux) y 6 horas
oscuridad
pHa 68,
temperatura de
20° C+2°C

Panel de luces LED multicolor
elaborado por los ingenieros
biomédicos RICARDO
ANDRES ALFONSO Y
DANIEL ALFONSO de la
UCMC.

Primeros 15 dias
se ajustaron
fotoperiodos de 18
horas luz - 6 horas
oscuridad con
|ampara blanca
fluorescente (65
lux)

Cambio a un
panel de luces
LED multicolor
(blanca, azul y

roja) con emision
de 180 a 210 lux y
un fotoperiodo de
20 horas luzy 4
oscuridad

REPLICAS

Réplica 2
celiml

Réplica 3

Réplica 1
FECHA  |DIA |celimL celfml

celiml

PROMEDIO |Nimero

de celimlL

17/08/2018| 2| 566 X107 4,33 X107 5

515,00 X10°

21/08/2018| 6 7| 20,33X10%| 18,66 X10°

18,66 X10°|1,87 X10°

24/08/2018| 9| 5633 X1°| 3866 X10°| 52,66 X10°

49,22 X10° (4,92 X10°

27/08/2018| 12| 106,66 X10° 135 86,33 X10°

109,33 X10°(1,09 X10

30/08/2018| 15| 153,33 X10°| 203,66 X10°( 225,33 X10%

194,11 X10%|1,94 X107

03/09/2018| 19| 270,33 X10%| 234,66 X10° 269

25

8|2,58 X107

06/09/2018| 22 319 264,66 X10° 235

272,88 X10°(2,73 X107

11/09/2018| 27| 246,66 X10°( 255,33 X10°| 236,33 X10°

246,11 X10°| 2,46 X107

13/09/2018| 29| 308,33 X10°| 238,66 X10°| 261,66 X10°

269,55 X10%|2,70 X107

20/09/2018| 36| 344,66 X10°| 266,66 X10°( 252,33 X10°

287,88 X10°|2,38 X107

Conteo celular de H. pluvialis
en medio BBM. Elaborada por
los autores, 2018.

Conteo celular de H. pluvialis

en medio RM. Elaborada por

los autores, 2018.

REPLICAS
i Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 PROMEDIO |Numero
FECHA DIA |cel/mL celimL cel/mL celimL de celimlL
08/10/2018| 4 27 18 21,66 X10°| 22,22 X10°|222 X10°
11/10/2018| 7| 30,33 X10%| 19,33 X10° 62| 37,22 X10°(3,72 X10°
16/10/2018| 12 46 43| 4133 X10%| 43,44 X10°|4,34 X10°
1810/2018( 14| 48,66 X10° 50 53| 50,55 X10°(5,06 X10°
22/10/2018( 18| 71,33 X10° 73| 63,66 X10°| 69,33 X10°|6,93 X10°
25/10/2018| 21| 100,33 X1, | 98,66 X10° 101 100 (1,00 X107
29/10/2018| 25| 192,66 X10°| 168,66 X10° 156 | 172,44 X10°|1,72 X107
01/11/2018| 28| 211,66 X10°| 204,33 X10° 210| 208,66 X10%|2,09 X107
06/11/2018( 33| 225,66 X10° 232| 232,66 X10°| 230,11 X10%|2,30 X107
08/11/2018| 35| 241,33 X10°| 241,66 X10°| 24566 X10°| 242,88 X10°|2,43 X107




FASE 2: Evaluacién del cambio morfolégico de las microalgas.

Formas vegetativas
biflageladas de
H. pluvialis en medio
MES Volvox. Tomada
por los autores,
2018.Tamafio 10X

Se evalué el crecimiento del primer cultivo en medio MES volvox y de los
dos cultivos siguientes en los medios BBM y RM por medio de microscopia
en camara de Neubauer, donde se observo el color, morfologia y viabilidad
celular cada tercer dia durante 36 dias tomando tres muestras cada dia

Curva de crecimiento de H. pluvialis: nimero de células contadas en
la cAmara de Neubauer de las muestras de cada tercer dia, desde el
dia cero hasta el dia 12 para el inéculo en el medio mes volvox y para
los dos siguientes cultivos en los medios BBM y RM desde el dia 0
hasta el dia 36.

pH: Se realiz6 control en el cultivo con un pHmetro (Marca Hanna
instruments) cada tercer dia durante 36 dias, cada dia se realiz6 una
medicion por triplicado.




FASE 3: Determinacion de la concentracion de clorofila y astaxantina producidas por H. pluvialis
en el tiempo de estudio.

Método de

extraccion
0, cada muestra y se

) Se retirg el Se calent6 durante 10 Se hizo la lectura
Se tom6 1mL de sobrenadante y el minutos a 60°C en bafio espectrofotométrica en
paquete celular se seroldgico, el equipo a una longitud

di6 1mL posteriormente se de onda de 667 nm para
resuspendio en 1m centrifugd a 12,000 rpm clorofila y 477 nm para
- ssiantna

- 008471+ QOIZTRE = * N MEDIO DE CULTIVO BBM
04 DIA CLOROFILA
pg/mL ng/cel pg/mL ng/cel
035 2 1 2,00E-07 0 0.00E+00
6 38 2,04E-07 0 0,00E400
. 9 6,3 1,28E-07 12 2,44E-08
12 153 1.40E-07 1.7 1,55E-08
. 15 268 1.38E-07 25 1,29E-08
19 283 1.10E-07 26 1.01E-08
) ~ : 2 L2 SAET 2L SUHETY Concentracion de clorofila y
a1 * 27 6.3 2 56E-08 23 1.18E-08 . .
. 7 . 29 39 145608 3 1.11E08 astaxantina para los medios
5 - > 36 241 7.23E-09 34 1.08E-08
. : . . . : = - MECIDDEC TR BBM y RM. Elaborada por los
o OROPLA ) — autores, 2018.
DIA CLOROFILA
. " . L. pg/mL pg/cel pg/mL pg/cel
Curva de calibracion para la determinacion de Cur\éa ?e ca:']'brﬁ;'on. P :rjl la dteterrr;r:_lrr:amon Z 7 5708 T Q00100
la concentracion de clorofila. Elaborada por EI al‘)c? ge ?%qﬁ etals %617'893' z =T ; T
Nifio et al, 2017 &, aborada por Nino et a, : ’ = : =z
26E X “51E08
X 86E-08 27 _30E-08
.5 ,39E-08 2,83 L23E-08
23 | 13E-08 29 19E-08




FASE 4: Determinacion de la concentracion de nitrégeno en el periodo de estudio

Durante 20 minutos se
incubaron 20 pL de medio
de cultivo diluidos con 400

uL de acido salicilico al 2,5%

(p/v) en H,SO, al 98%

Método de colorimetria
por nitraciéon con acido
salicilico. (Filippini y

nm

DRBANCIA A 405

ABSOI

4 5

S (ug/20mL)

Curva de calibracion para la determinacion
de la concentracién de nitratos. Elaborada
por Leiton, 2018 %4,

U

T D 7 e
2 b

Se hizo la lectura
espectrofotométrica a una
longitud de onda de 405 nm,
las concentraciones se
hallaron en pg/20ml.

Transcurrido este lapso cada
muestra se neutraliz6 con
500 pL de Hidréxido de
sodio (NaOH) 3,8 M 84,

MEDIO DE CULTIVO BBM
DIA NITRATOS (jg/20mL)
50,32
554
47,04
22 a4,
44,
29 4,68
36 6,51
MEDIO DE CULTIVO RM
DIA NITRATOS (15/20mL)
12
14 43,83
18 40,14
21 33.59
25 31,14
28 22.85
33 21,47
35 16,66

Concentracién de nitratos para
los medios BBM y RM.
Elaborada por los autores,
2018.



RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Cultivo de la microalga H. pluvialis en medios Mes Volvox, BBMy RM

CURVA DE CRECIMIENTO H. pluvialis INOCULO MES VOLVOX

DENSIDAD CELULAR (CEL/ML)

2 50E+06
™
2 38E+06
2,00E+06
1,50E+06
.
1,00E+06 *
1,10E406
9,50E+05
5,00E+05 /
5,00E+05
0,00E+00
5 7 12
TIEMPO (DiAS)

L
== 503671e*0,5x R® = 0,947

Formas vegetativas
biflageladas de
H. pluvialis en medio
MES Volvox. Tomada
por los autores,
2018.Tamafio 10X



Fase 1. Cultivo de la microalga H. pluvialis en medios Mes Volvox, BBMy RM

DENSIDAD CELULAR (CEL/ML)

CURVA DE CRECIMIENTO H. pluvialis COMPARATIVO MEDIO BBM vs RM "
Nifio et al,
400E+07 A BEM cel/m 2013 REPLICAS
U Réphca 1 [Répica2  [Réplica3  [PROMEDIO ||Numero
8 T0E+06 - FECHA  |DiA [celmL celml celimL ealimL de celimL |
- 0 imoz0is| 2| sE6XI0Y| 433X10 5 /5,00 104
- — Leiton, 2018
Maximo crecimiento en B RMcel/mL ! 210a2018) € 17| 2033X10°| 18E6X10°) WESXWJ1ETXIOY  Conteo celular de H. pluvialis
medio BBM 2.88 x107 cel/mL 2uneaots] 5| se3| saeexiv| 60| #2x0[s9X8|  en medio BBM. Elaborada por
00E+07 ! - 2 270a2018| 12| 106,66 X10° 13| 8533 10°] 1093 x100109310)  |og autores, 2018
i 30002018] 15[ 153,33 x10°[ 203,88 x10°] 22533 xa0¢] 154 11 xa0] 1,94 x10°
' i |mam0g|u et al o3v0s2018] 18] 270,33 x10°[ 234 66 X107 269 254 258 x10°
A 2007 ' ve0s2018] 22| 319 264,66 X10° 235] 272,88 x10] 273 x10
» [ | 11/09/2018| 27| 246,66 X10°| 255,33 X10°| 236,33 X10°| 246,11 X10|2.46 X107
L — — 13/082018] 28] 308,33 X10%] 238,66 X10°| 261,66 X10¢] 26855 x10] 270 x10
Es L] Maﬁ\.mgﬂzCEIE?gJTen Il 20082018] 36 344,66 X10%| 266,66 x10°[ 252,33 x10| 287 88 x10{ 288 x10')
A medaio Ao X celm -
. Ramirez, 2013
REPLICAS
Réplica 1 [Réplica 2 Réplica 3 PROMEDIO ||Namero
FECHA  |DiA |caimL celimL [cebimL celimL da celim]
" Aumento en la densidad celular 0aiior018[ 4 27 18| 21663107 2222 x10f2.22 xii
1,00E+ . . 1102018] 7| 30,33X10°| 18,33 X10° 62| a7z2xi0fa7zxa
0 ; . ]
de un 15,62 /l)_?n el medio B_BM . 161072018 12 45 43| a3axw| aaaaxofazax
L] en comparacion con el medio Ccﬂteo_celular de H. pluvialis  [Jgion0i| 12| aesxie 50 53 5055 x10f[5.08 X1
i RM en medio RM. Elaborada por  [2zoz018] 18] 713300 73| s3s6X10°| 6933 X10693 X1
| | .
™ los autores, 2018 251102018 21| 10033 X1, | 98,66 X10° 101 100] 1,00 x10]
| A 29/10/2018| 25| 192,66 X10°| 168.66 X10*) 156 | 172,44 X109 1,72 X107
0.00E+00 A ) ovnizo1s| 28] 211,66 x10°[ 20433 x10° 210 208,66 x10§2,09 x10]
T im0 ao - o o M 00 OO~ N0 061172018 33| 225,66 X10° 232 232,66 X10°| 230.1 X10{|2,30 X10
NNNNNNNNNNROannOn 0/11/2018| 35| 24133 X10°| 24166 X10°| 245 66 X10°| 242,88 X10]|2.43 X10
TIEMPO (DIAS)
Valor p: 0,25
Medlp de | Numero de Dato Dato Velocidad | Coeficiente de
cultivo datos minime | maximo mmd”?iemo determinacion El medio de cultivo con la mayor velocidad especifica de
crecimiento fue RM incrementandose en un 20,7% frente al
BBM 10 57 75 2,03 73% . -
crecimiento en el BBM por dia.
RM 10 6,3 74 2,56 92%




Fase 1: Cultivo de la microalga H. pluvialis en medios Mes Volvox, BBMy RM

Niveles de pH para los medios BBM y RM

14
Benavente et al,
2012

| Garcia, 2012 I

Aumento progresivo en el nivel
de pH llegando hasta una

Los medios de cultivo BBM y RM Niveles disminuyen a 5,6 y 5,4 ey :
inicialmente se ajustaron a un p¥-| de 6,8 respectivamenteya los dosydias me(|j|0|og.deB£|)3,'\7A parageécultlvol
(dia 0). de cultivo. EE ya?s,opara e
cultivo en el medio RM a los 36
dias.
Porcentaje de Porcentaje de
disminucién inicial aumento al final de los
para el medio BBM de estudios de 44,7% y
16,4 % y para el medio de 41,7%
RM de 19,4% respectivamente

Adaptacion al entorno. Oxidacion de compuestos




Fase 2: Evaluaciéon del cambio morfoldgico de las microalgas.
Caracterizacion macroscopicade H. pluvialis en medio BBMy RM

Dia de Medio BBM Medio RM
cultivo

AT

| A3

Ty
e




Caracterizacion microscopica de H. pluvialis en medio
BBMy RM

12

tf’.

15




FASE 3: Determinacién de la concentraciéon de clorofila y astaxantina producidas por H. pluvialis
en el tiempo de estudio en los medios BBM y RM.

Pérez y Ayala,
2018

Concentracion de clorofila en pg/mL para los medios BBM y RM

Leiton, 2018

iy
at

e u R |
m

Walor max. produccion de clorofila
medio BBM 28,3 pg/mL

‘alor max. produccion de
clorofila medio RM 21,8 pg/mL

Aumento en el medio BBM
del 22,96% en relacién al
medio RM.

CONCENTRACION DE CLOROFILA (ug/mL)

35

Valor p: 0,92



FASE 3: Determinacién de la concentraciéon de clorofila y astaxantina producidas por H. pluvialis
en el tiempo de estudio en los medios BBM y RM.

.- . ) Pérez y Ayala,
Concentracion de astaxantina pg/mL para los medios BBM y AR
RM.
N * BBM Garcia, 2018
Valor max. producciéon de
astaxantina medio BBIM » RM
3.1 pa/mL

-
S

Valor max. produccién de
astaxantina medio BBM

CONCENTRACION DE ASTAXANTINA (ug/mL)

2 2,9 pg/mL
El medio BBM se
increment6 solamente en
un 6,4% frente al medio
0 —= RM hacia el dltimo dia del
CdM=F IO~ 0D M= WO F~00h D M= DWW~ h Dy Csd O = WD) WO .
. oI NN NN M M MM Mmoo CultIVO.

Valor p: 0,86



FASE 4. Determinacion de la concentracién de nitrogeno.

Concentracion de nitratos en pg/20mL para los medios BBM y RM.

+* BEM

|—I .'\r‘

Walor max. concentracion
de nitratos en medio BBM
80,32 pgf20mL y valor
min. 6,51 pg/20mL

Valor max. concentracion
de nitratos en medio RM
50,82 pg/20mL y valor
min. 16,66 pg/20mL

CION DE NITRATOS (pg/20mL)

-~
o

CONCENTRA

Valor p: 0,36 DIAS

Imamoglu et al,
2009

Pérez y Ayala,
2018

En el medio BBM el
porcentaje de consumo de
nitratos fue de 91,89% y en

el medio RM fue de

67,21%.




Tabla resumen de resultados obtenidos en los cultivos de la microalga H. pluvialis en medios BBM
y RM.

Caracteristica |Resultados obtenidos en |Resultados obtenidos en

medio BBM medio RM
Crecimiento 2,88 x107 cel/mL 2.43 107 cel/imL Aumento en la densidad celular de un 15,62 % en el medio BBM en comparacién con
celular el medio RM.
Velocidad de 2,03 celidia 2,56 cel/dia, El medio de cultivo con la mayor velocidad especifica de crecimiento fue RM
crecimiento incrementandose en un 20,7% frente al crecimiento en el BBM por dia.
Valor maximo 28,3 pg/mL 21,8 pg/mL
de Aumento en el medio BBM del 22,96% en relacién al medio RM.
concentracion
de clorofila
Valor maximo 3,1 ugimL. 2,9 ughmL El medio BBM se incrementd solamente en un 6,4% frente al medio RM hacia el Gltimo
de dia del cultivo.
concentracion
de astaxantina
Porcentaje de 91,89% 67,21%, En el medio BBM el porcentaje de consumo de nitratos fue de 91,89% y en el medio
consumo  de RM fue de 67,21%.
nitrégeno




CONCLUSIONES

Se observa el efecto de la
deficiencia de nitrégenoy
alta irradiancia como
factor de estrés para la
produccion de
astaxantina en H.
pluvialis por medio de
cultivos realizados en el
biorreactor BIOSTAT ® A
PLUS.

Vs Y
' | BBM presentd una mayor biomasa de la microalga H. pluvialis hacia el dia 36 del estudio con una densidad
| celular de 2,88 x107 cel/mL en comparacion al medio RM con un conteo de 2,43 x107 celimL.

/ “, Macroscdpicamente se aprecio una variacion en el color del medio desde un verde muy claro hasta un

I—" "-l verde oscuro intenso por la alta produccion de biomasa y microscopicamente se observa la presencia
| de células en fase vegetativa y en fase de palmella, algunas aplanosporas enquistadas en los cultivos
\ /realizados en los medios BBM y RM.

. La produccion y acumulacion de clorofila se vio incrementada en el medio BBM, en el cual hacia el
._ | dia 19 se llega hasta una acumulacion de 28,3 pg/mL y por ofra parte en el medio RM se observa la
/- mayor produccion de clorofila de 21,8 pg/mL hasta el dia 25.

| La acumulacién de astaxantina en la etapa final de los cultivos también fue mayor en el medio BBM con
| una concentracion de 3,1 pg/mL en relacion al medio RM que llegé a una acumulacion de 2,9 pg/mL.

\ La disponibilidad de nitratos en el medio de cultivo BBM decrecié en un 91,89% desde una
| concentracmn de 80,32 yg/20mL hasta 6,51 pg/20mL, mientras tanto para el medio RM decrecid
/ enun 67,21% desde 50,82 pg/20mL hasta 16,66 pg/20mL



RECOMENDACIONES

Uso del biorreactor
BIOSTAT ® APLUS y de
cualquiera de los medios Prolongar el periodo de

BBM o RM bajo las cultivo y el uso de lamparas

condiciones trabajadas LED de mayor irradiancia.
para proximos estudios en
microalgas.

Evaluar la expresion génica
involucrada en el proceso
de acumulacion del
caroteno.
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