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PRODUCCION DE Haematococcus pluvialis EN UN BIORREACTOR
TECFERM DE 5 L EN MEDIOS DE CULTIVO RM Y BBM

RESUMEN

H. pluvialis es una fuente rica de astaxantina, carotenoides y acidos
grasos de interés en la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia, sin
embargo, esta posee un crecimiento lento y complejo lo cual dificulta la
obtencion de una buena cantidad de biomasa. Es por esto que se
propone como objetivo determinar las condiciones de cultivo para un
crecimiento y produccion de biomasa adecuados en cantidad y calidad de
la microalga en el biorreactor Tecferm de 5L.

El cultivo se realizé bajo temperatura 20°C + 1°C, fotoperiodo de 18:6
luz:oscuridad, agitacion a 180 rpm, aire filtrado y pH de 6.8- 7.1 por un
periodo de 21 dias. Se determiné concentracién celular, peso seco,
contenido de clorofila, nitratos y fosfatos. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Se realiz6 un andlisis de costos y un ANOVA para determinar
diferencias significativas entre los tratamientos.

El medio de cultivo con mayor crecimiento fue RM con 1.25x10° cel/mL.
Se presentaron diferencias significativas para el contenido de fosfatos
(P<0.05), con excepcion de crecimiento celular, contenido de clorofila y
nitratos en los dos medios ensayados. El uso del biorreactor Tecferm 5L
para el cultivo de H. pluvialis muestra que este proceso se puede realizar
debido a que las células se mantuvieron en estado vegetativo.

Se concluye que el biorreactor Tecferm 5L obtuvo un buen crecimiento en
especial con el medio RM en donde se encontr6 una velocidad de



crecimiento maxima de 0.040 cél/dia, ademas el analisis de costos
determind que este medio tiene un costo menor

PALABRAS CLAVE: microalga, crecimiento celular, biorreactor,

condiciones de cultivo, medios de cultivo.
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INTRODUCCION

H. pluvialis es una microalga de gran interés en areas industriales,
alimenticias, farmacéuticas, biotecnolOgicas, nutraceuticas, cosméticas y
de combustibles debido a que se pueden obtener diferentes compuestos

utiles como biocombustibles, antioxidantes y colorantes para alimentos.

La sintesis de estos compuestos quimicos es un proceso costoso. Por
esto el cultivo adecuado de la microalga serd util para la sintesis de
sustancias de interés. H. pluvialis posee un ciclo de vida complejo
encontrandose en él tres fases celulares en las que la microalga cambia
su estructura morfologica y sus condiciones de crecimiento, entre estas
fases encontramos 3 formas celulares, célula vegetativa, palmella y

aplanospora

Este ciclo de crecimiento es lento y se necesita de las condiciones
adecuadas sin que lleguen a afectar su ciclo biolégico, su crecimiento, su
cultivo y asi no generar tasas de crecimiento bajas, ya que con un cultivo
adecuado seria (til para obtener una biomasa en calidad y cantidad

Optimas para los procesos en los que se utilice.

El desarrollo del cultivo se puede apoyar en el uso de tecnologias como
los biorreactores y/o fotobiorreactores tubulares, lo cuales permiten utilizar
condiciones controladas de pH, temperatura, concentracion de aire o
CO2, agitacion y esterilidad, con los cuales se espera que se incremente
la produccion de biomasa hasta niveles adecuados para ser utilizada en

procesos biotecnolégicos.

Lo cual resalta la importancia de desarrollar un cultivo donde se
garanticen las condiciones de crecimiento adecuadas como suministro de

micronutrientes y macronutrientes usando los medios de cultivo



recomendados por la literatura como el BBM y RM, para el
mantenimiento de la fase vegetativa de la microalga sin que esta entre en

fase de enquistamiento.

En este trabajo se utilizo el biorreactor Tecferm de 5 L, haciendo por
primera vez el escalamiento de la produccion de esta microalga en la
universidad, para ser utlizado posteriormente, con las condiciones
establecidas y ajustadas, para producir los diferentes metabolitos de

interés.



OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de cultivo para el crecimiento y produccién de
biomasa adecuados en cantidad y calidad a partir de la microalga H.

pluvialis en el biorreactor Tecferm de 5 litros.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar el cultivo de H. Pluvialis en el biorreactor de 5 litros
utiizando medios de cultivo RM y BBM, bajo condiciones
previamente establecidas.

- Evaluar la morfologia de H. Pluvialis durante el cultivo en los
diferentes medios ensayados.

- Determinar el medio de cultivo adecuado y las condiciones de
crecimiento para una buena produccién de biomasa de H. pluvialis

en el biorreactor utilizado.



1 ANTECEDENTES

Las microalgas, organismos unicelulares, fotosintéticos, han adquirido
importancia en la industria, quimica, farmacéutica, biotecnoldgica,
alimentaria, ambiental y cosmetoldgica debido a su capacidad de producir
metabolitos de interés, como carotenos, acidos grasos, clorofila, ademas
de servir como indicadores de contaminacion en aguas residuales. (1)

Las microalgas se han utilizado a lo largo de la historia como fuente
alimenticia. En la segunda mitad del siglo XX se inician las investigaciones
en el &rea industrial para aprovecharlas en el area médica y nutritiva. A
partir de la escasez alimenticia en los afios 1935 y 1940 surge el interés
de encontrar nuevas proteinas a partir de algas, esta fue la primera

aplicacién a nivel industrial (1).

Entre los compuestos de mas interés obtenidos de las microalgas,
destacan los carotenoides, biodiesel, ficobiliproteinas, lipidos,
polisacéaridos, y compuestos con actividad biolégica provenientes de las
especies mas utilizadas tales como Dunaliella sp, Spirullina sp y

Porphyridium sp ademas de Chlorella sp, y Haematococcus sp (2).

En los ultimos afios se han reportado aproximadamente 493 especies que
podrian ser utilizadas como alternativas de alimentacion para el hombre y
otros animales. En paises como Alemania, Peru, India, Japon y México,
han registrado que algunas especies de microalgas son un excelente
complemento alimenticio para el hombre. Por ejemplo, las harinas de
Spirullina sp y Scenedesmus sp se caracterizan por su alto valor proteico

y sin efectos toxicos (3).



El estudio de la microalga H. pluvialis data del afio 1797 donde Girod C
inicia las primeras observaciones del género Haematococcus. Hacia el
afio 1844 Flotow describe por primera vez la especie H. pluvialis, en 1899
Herrick describe el ciclo de vida de la microalga, observando la

alternancia entres células en reposo y células méviles (4).

Segun la literatura se han llevado a cabo diferentes estudios a lo largo de
la historia, analizando las condiciones mas adecuadas para el cultivo de
diferentes especies microalgares en espacios abiertos y cerrados, cuyo

cultivo se realiza en fotobiorreactores.

En el afio 2013 E.J. Rost y colaboradores estudiaron el desarrollo de un
cultivo microalgar en un fotobiorreactor de burbujeo a escala piloto y
geometria variable, esta caracteristica permiti6 optar por dos variantes
fluidométricas: flujo restringido con una capacidad de cultivo de 15L vy flujo
total con una capacidad de cultivo de 22 L, el ensayo se llevd a cabo con
dos especies de microalgas, Phaeodactylum sp, P. tricornutum vy
Tetraselmis sp. La concentracion de biomasa obtenida se determin6 por
técnica de turbidimetria y por peso seco. Para la microalga P. tricornutum
se obtuvieron concentraciones de biomasa de 2 g/l y para Tetraselmis sp.
La concentracion de biomasa obtenida fue de 2.5 g/l, presentdndose
mayor velocidad de crecimiento en el cultivo con flujo restringido en el

caso de las dos microalgas ().

En cuanto a H. pluvialis se han llevado a cabo diferentes estudios pasa su
crecimiento en diferentes medios de cultivo y bajo diferentes condiciones.
A.S Cifuentes y colaboradores en 2003 realizaron el cultivo de H. pluvialis
con el fin de descubrir las condiciones éptimas para la produccién de
biomasa y astaxantina. La microalga fue inicialmente cultivada en medio
Bristol con las siguientes condiciones de crecimiento: temperatura 23°C,

intensidad de luz de 35 mmol m-2s-1, fotoperiodo 16:8 (L:O), agitada



manualmente dos veces al dia. El cultivo se llevé a cabo bajo condiciones
autotréficas (con NaNO3, NH4CI y urea) y condiciones mixotroficas (con
acetato sédico 4, 8, 12 mM). Se estudiaron tres fuentes de nitrdgeno para
el crecimiento 6ptimo de la microalga: nitrato de sodio, cloruro de amonio
y urea a una concentracion de 2.9 mM, los cultivos se llevaron a cabo bajo
dos diferentes densidades de flujo de fotones (35 y 85 mmol m-2s-1), con
una temperatura de 23 + 2 °C, con agitacion dos veces al dia, con un pH
de 6.0, la densidad celular inicial fue de 2x102 cel/ml. El cloruro de amonio
resulto ser la mejor fuente de nitrdgeno para el crecimiento de esta cepa,
alcanzando una densidad celular de 2.0x10° y 2.5x10° cél/ml y pesos

secos de 228.0 y 257.5 mg/L a 35 y 85 mmol m-2 s 1, respectivamente.
(6)

En el afio 2004 Tsang S describe una estrategia para optimizar la
produccioén de H. pluvialis a escala industrial en el biorreactor MGM con el
fin de maximizar la absorcion de CO; presente en el ambiente, obteniendo
biomasa celular de 6.81x10'° g y 1.01x10% g. Este estudio demostré una
vez mas la utilidad del cultivo de la microalga, no solo para utilizarla como
fuente de metabolitos, también es de gran utilidad debido a su capacidad

de captar CO,, ayudando asi a mejorar las condiciones ambientales (7).

En el afio 2006 M.C. Garcia et al realizan un analisis comparativo en el
cultivo de la microalga H. pluvialis en dos reactores diferentes, un reactor
tubular de transporte aéreo y un reactor de columna de burbujas, ambos
con una capacidad de 55 L, utilizando como medio de cultivo, medio
inorganico libre de acetato. Los cultivos se llevaron a diferentes
concentraciones de nitratos, irradiaciones y tiempos de cultivo
transcurridos para obtener diferentes tipos de células. Para este fin se
utilizaron 8 cultivos diferentes a escala de laboratorio. EI numero de
células en los diferentes cultivos se determin0 mediante recuento en

camara de Neubauer, la concentracion de biomasa se determind



mediante mediciones de peso seco y se determind el contenido de
clorofila mediante el método de Mackinney. (8)

Finalmente, la concentracion de biomasa obtenida oscilo entre 0.25y 3.33
g/L, la densidad celular de los cultivos oscilo entre 0,46x10° y 3,94x10°
cel/ml, mientras que el contenido de clorofila y carotenoides oscil6 entre
1,12 y 5,90 % en peso y de 0,24 a 2,00% d.w.t (tonelaje de peso muerto),
en este trabajo se demostré6 un mejor crecimiento en reactores tubulares,
y se demostré que la concentracion de nitratos en los medios debe
mantenerse superior a 5Mm (8).

En el afio 2009 Gonzalez M llevo a cabo el estudio comparativo en el
crecimiento de cuatro cepas diferentes de H. pluvialis aisladas de
diferentes microhabitats de dos regiones geograficas de Chile, para los
ensayos las cepas se cultivaron en medio Bristol en condiciones
autotroficas y mixotréficas, el crecimiento celular se monitoreo mediante
recuento celular usando camara de Utermdhl de 1 ml, en este estudio se
demostro que las diferentes concentraciones de acetato, la intensidad de
luz y la concentracidn de las cepas interactuaban significativamente. La
cepa CCM-UDEC 022 mostro la densidad celular mas alta (4,4 x 10°
cel/ml) bajo condiciones autotréficas, por otro lado, la cepa CCM-UDEC
023 mostré la densidad celular mas alta (1,2 a 1,3 x 10° cel/ml) bajo
condiciones mixotroficas. Bajo este estudio se encontré variabilidad
fisiologia en las cuatro cepas estudiadas, asi se encontr6 que la cepa
CCM-UDEC 023 resulto capaz de crecer en condiciones mixotroficas
mejorando las perspectivas para el cultivo comercial en latitudes mas
altas, ya que el cultivo de H. pluvialis a gran escala en la mayor parte del

mundo se realiza bajo condiciones autotroficas (9).

En el 2011, Choi Yoon et al analizaron el crecimiento y produccion de

astaxantina en fotobiorreactores equipados con diferentes extensiones



luminicas internas y sugirieron un proceso de multiples etapas para
facilitar la produccion de astaxantina, La microalga fue cultivada en medio
OHM (optime Haematococcus médium). Para llevar a cabo el estudio, se
utilizaron frascos de 250 ml con 100 ml de medio, el cultivo se agito a 180
rpm y se mantuvo a una temperatura de 22°C. Se burbuje6 aire en el
cultivo del matraz junto con agitacion con el fin de suministrar suficiente
aireacion. Se suministrg iluminacioén continua a una intensidad luminosa
media de 50 E m-?s-! con tubos fluorescentes blancos célidos de 20
vatios. La inoculacion se realizé extrayendo 200 ml del cultivo de siembra
en el medio e inoculando directamente en 5 | de OHM para el
funcionamiento del fotobiorreactor. Se construyé un fotobiorreactor con
iluminaciones internas para aprovechar la distribucion eficiente de la luz,
el nimero de células se determind por conteo en cdmara de Neubauer, y
el peso seco se midio filtrando una alicuota de suspensién de algas a

través de un filtro de membrana de nitrato de celulosa. (10)

El fotobiorreactor construido fue operado con diferentes extensiones
luminicas y con un suministro de 5% de CO, el cultivo se llevé a cabo con
1, 2 y 7 tubos fluorescentes obteniéndose 5.5 x 10°cel/ml con un tubo, el
namero de células se redujo cuando aumento la intensidad luminica,
obteniendo 2.5 x 10° cel/ml con dos tubos y 1.3 x10° cel/ml con siete
tubos fluorescentes. En base a estos datos se determiné que el numero
celular se correlacion6 inversamente con la intensidad de luz, debido

posiblemente a la inhibicién de la luz en las divisiones celulares. (10)

Sin embargo, se obtuvieron resultados contradictorios en el crecimiento
basado en el peso seco, se encontré6 el mayor peso seco (2.5 g/L)
utilizando dos tubos fluorescentes, se obtuvo un peso seco de 1.2 g/L con
un tubo y 1.5 g/L con siete tubos. Se propuso que la inhibicion del
crecimiento por altas intensidades de luz utilizando siete tubos representa

una menor productividad en la biomasa, por tanto se compard el

10



crecimiento de la microalga tomando el niumero de células para las
producciones de biomasa, utilizando una unidad de medida diferente
(g/cel), se determind asi que el peso seco por célula de la microalga es
proporcional a la intensidad de luz, aproximadamente 0,022x10 g/cel de
un tubo fluorescente, 0,1x10’ g/cel de dos tubos fluorescentes vy
0.1154x107 g/cel de la operacién del fotobiorreactor utilizando siete tubos
fluorescentes. Se propuso que este fendmeno se daba por la
transformacion gradual de las células de H. pluvialis en células
enquistadas grandes y pesadas para tolerar condiciones de estrés
causadas por la exposicion de alta irradiancia. (10)

En el mismo afio Tocquin Pierre et al buscaron un medio de cultivo de
bajo costo y que permitiera optimizar el crecimiento de la microalga H.
pluvialis en su etapa vegetativa basado en el uso de un fertilizante
hidropoénico de tres componentes, con los cuales se varié la composicion
de los medios utilizando diferentes relaciones de los tres componentes.
Los cultivos fueron iluminados continuamente por lamparas fluorescentes
Phillips Master TL5 HO 54W / 827 con una intensidad de luz fue de 30
pumol m? s o 150 pymol m? s, la temperatura se mantuvo a 25°C. La
densidad celular se determiné por recuento en camara de Neubauer, asi
mismo se analiz6 la concentracibn de pigmentos por técnicas
espectrofotométricas. Para la seleccién del medio éptimo de crecimiento,
realizaron un método ciego en el cual prepararon 18 medios mezclado los
tres componentes del fertilizante hidroponico, cada medio de cultivo fue
inoculado con una concentracién de 2 x 10 cel/mL, las microalgas fueron
cultivadas en luz continua a 30 ymol m? s™ durante 9 dias. Entre los 18
medios estudiados, se registrd una densidad celular maxima de 1x10°
células mL™?, en medio M1B5 en el dia 9. M1B5 fue el tnico medio que
permiti6 mantener las células en la etapa verde y movil después del dia 9.
(11)

11



Para el 2013 Ramirez estudia las condiciones Optimas de crecimiento y
produccion de astaxantina en la microalga H. pluvialis, disefiando un
fotobiorreactor de tipo airlift y evaluando 5 medios de cultivo (BBM, BG11,
OHM, F1, y BBM: BGM). La concentracion celular se determinG por
recuento en camara de Neubauer y peso seco, se encontrd0 que la
microalga llego a la fase exponencial a los 8 dias de cultivo con un dia de
adaptacion. En la evaluacién de los medios de cultivo no se encontré
diferencias estadisticas en la velocidad especifica de crecimiento. El
medio de cultivo con la mayor velocidad especifica de crecimiento es el
OHM (0.536 dias 1), con una densidad méxima de 4.16x10° cel/ml, el
medio BG11l por otro lado solo alcanzdé una velocidad especifica de
crecimiento de 0.463 dias 1 y una densidad celular de 4.02x10° cel/ml.
(12)

Al analizar la productividad de biomasa se encontr6 que el medio con
menor produccion de biomasa fue el medio BG11:BBM y los medios de
cultivo de mayor rendimiento fueron BBM y OHM, Se establecié que el
medio mas apropiado para el cultivo de H. pluvialis es el BBM debido a
gue es un medio autotréfico ademas de no requerir vitaminas y ser mas

econdmico, facilitando su uso a escala de laboratorio. (12)

En el mismo afio Galvao R et al estudian la produccion de biomasa en H.
pluvialis analizando dos parametros que afectan el crecimiento de la
microalga, la intensidad de luz durante el cultivo y el pH presente en el
medio. Los experimentos fueron llevados a cabo en fotobiorreactores de
placa plana utilizando el medio de cultivo Rudic (RM). El incremento en la
biomasa microalgar fue cuantificado usando el método de conteo celular
en camara de Neubauer. La evaluacion del crecimiento microalgar se
realizd bajo dos modelos diferentes, en el primero, denominado modelo
exponencial donde se considero una intensidad de luz que oscilé entre

2000 y 10000 lux y el segundo un modelo autorregresivo no lineal basado

12



en una red neural artificial, en el cual se describe el comportamiento del
pH durante el crecimiento de la microalga a diferente intensidades de luz,
se encontré que a mayores intensidades luminicas se produce una menor
concentracion de biomasa ya que con una intensidad luminica de 10000
lux la biomasa obtenida fue de 60.476 cel/mL mientras que la biomasa
obtenida a 2000 lux fue de 136.265 cel/mL, segun el autor las
intensidades de luz mayores generan en las células la tendencia a

producir pigmentos, retrasando su crecimiento (13).

En 2013 Sipauba Tavares et al compararon la tasa de crecimiento y los
diferentes parametros de los medios de cultivo bajo dos volumenes
diferentes (13 L y 250 L). Para analizar los efectos de los diferentes
volumenes sobre el crecimiento de la microalga sobre el crecimiento de H.
pluvialis, se utilizé un medio WC, el cultivo se llevé a cabo en volimenes
de 13 L y 250 L con burbujas de aire continuo a 23 + 2 ° C, se aplico
iluminacién continua a una intensidad de luz promedio de 94,7 pmol m-2
s-1 a 13-L y 184,8 pmol m-2s-1 a 250-L. La luz provino de lamparas
fluorescentes blancas frias para observar la transformacion de células

vegetativas a quistes. (14)

El crecimiento celular de la microalga se determind cualitativamente por
conteo celular, densidad oOptica, peso seco, cantidad de clorofila-a,
contenido total de carbono organico y midiendo directamente los
nutrientes de los medios. El crecimiento de células vegetativas fue mayor
cuando se cultivaron en 13-L con 1.33 x 10° cells.mL (-1) en el dia 12 que
cuando se cultivaron en 250-L. En este estudio se encontré una diferencia
significativa (p <0.05) en el cultivo de agua de H. pluvialis, con la
excepcion del peso seco, nitritos y amoniaco entre los volimenes. Los
datos obtenidos en este estudio demostraron que para un buen cultivo de

H. pluvialis en condiciones de laboratorio este debe realizarse en un
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volumen de 13 L. La luz jugbé un papel importante en el rendimiento

directo de H. pluvialis en las condiciones bioldgicas de las algas. (14)

Ademas del cultivo de H. pluvialis en diferentes sistemas de foto
biorreactores tanto abiertos como cerrados, Wenduo Zhang Yy otros en el
aflo 2014 evaluan el crecimiento de la microalga y la produccion de
astaxantina en un nuevo sistema de cultivo denominado “cultivo unido” en
el que las células de las microalgas se fijan sobre materiales de alta
densidad separdndose en gran medida del medio liquido, mejorando su
crecimiento y produccién de biomasa microalgar, adicionalmente en este
estudio se evalluan parametros primarios de crecimiento como intensidad
de luz, concentracion de nitrdgeno, densidad de inoculacién, entre otros

con el sistema de cultivo unido. (15)

En este estudio se utilizé6 el medio BG-11, utilizando dos estrategias de
cultivo, para la obtencion de células verdes, la microalga se cultivd en
columnas de vidrio esterilizado que contenian 7 L de inéculo de algas, las
microalgas verdes fueron utilizadas para el cultivo unido, denominado
“etapa roja”. El crecimiento fue evaluado por el método gravimétrico, la
concentracion de nitratos en medio fue medida por espectrofotometria. Se
determino la densidad inicial éptima de biomasa a una intensidad de luz
de 50 y 100 umol m-2s-1 los resultados mostraron que la productividad de
biomasa fue més alta con 100 umol m-2s-1 con un valor maximo de 6.6 *
0.01 gm-2 d-1. La luz y el nitr6geno son los factores mas importantes que
afectaron significativamente los comportamientos de las células de
microalgas cultivadas en condiciones fotoautotrofas. Bajo las intensidades
de luz 0-50 umol m-2 s-1 la productividad de biomasa tuvo un aumento
de 0,36 £ 0,15 a 4,85 + 028 g m-2 d-1 y luego aumenté gradualmente
hasta 7,06 £ 0,14 g m-2 d-1 a una intensidad luminosa de 80-150 umol m-
2 s-1. (15)
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En el mismo afio Infant Santhouse y otros cultivaron la microalga H.
pluvialis y desarrollaron un fotobiorreactor de doble region utilizado para
simplificar el crecimiento celular y la producciéon de astaxantina, El
crecimiento de la microalga se llevo a cabo en medio BBM modificado
manteniendo intensidad de luz tenue y administracion suficiente de
nitratos para lograr el crecimiento de células vegetativas, por otro la se
utilizé iluminacidon excesiva y concentraciones insuficientes de nitratos
para la produccion de astaxantina. La fase vegetativa fue obtenida a los
26 dias de incubacién. Se concluyé finalmente que el fotobiorreactor de
doble region resulta ser atil para el crecimiento y la produccion de
astaxantina a partir de la microalga H. pluvialis asi mismo se determind
gue esta nueva cepa requiere 12:12 horas de luz y oscuridad para un
crecimiento vegetativo alto (1.095 OD a 690 nm), la biomasa, produccion
de pigmento y carotenoides obtenidos fueron los siguientes
respectivamente, 125.7 mg L-, 10.39 pg mL-*, 15.49 pg mL-1. (16)

Sipauba L et al en el afio 2015 estudiaron el crecimiento de H. pluvialis
Flotow en dos medios alternativos, NPK y M+NPK comparando su
crecimiento con el medio comercial WC, el crecimiento celular fue
monitoreado por cuantificacion en camara de Neubauer y por peso seco,
los resultados arrojados por este estudio mostraron una diferencia
significativa con respecto al crecimiento celular a una intensidad de luz de
20 pmol.m-2s-1, La concentracibn de células durante este periodo
alcanz6 el valor maximo de 1,5x10° cel/mL-1 en medio de cultivo M+NPK
en los dias 11 y 13 de cultivo, después de los cuales disminuy6
ligeramente. Por otra parte, las concentraciones celulares en los medios
WC y NPK fueron mas bajas, que van de 0,4 x 105 cel/mL-1y 1,08 x 105
cel/mL-1 y entre 0,55 x 105 cel/mL-1y 1,5 x 105 cél/mL-1, el 5° dia y el
13° dia, respectivamente. (17)
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El crecimiento celular a una intensidad luminosa de 20 pmol.m-2s-1 llego
al valor maximo de 2.15x10° cél/mL-1 en medio de cultivo NPK en el dia
20. la concentracién celular fue significativamente menor en el medio WC
en comparacion con los medios alternativos NPK y M+NPK bajo las
mismas condiciones de cultivo, el medio en el cual se obtuvo el mayor
recuento celular fue el medio NPK 5.44x10° Cel/mL a una intensidad
luminica de 60 umol.m2s-1, se establecio que la intensidad de luz afect6
la densidad celular. La eficiencia de los medios alternativos se explico por
su alto contenido de fosfato el cual condujo a efectos beneficiosos sobre
el crecimiento celular de la microalga. Este trabajo determiné que los
mejores resultados se obtuvieron con los medios NPK y M + NPK a una
intensidad de luz de 60 ymol.m2s-1. (17)

En el mismo afio Granada P evalué las condiciones éptimas para la
produccion de biomasa y astaxantina de la microalga utilizando tres
medios de cultivos en base a fertilizantes, medio nitrofoska foliar el cual
contiene nitrégeno, magnesio, fésforo, manganeso, azufre, cobre, zinc,
boro, hierro y molibdeno, medio algaezim que ademas de los
componentes anteriores posee potasio, calcio, cobalto silicio, bario,
estafio, talio, niquen y antimonio y medio fuerza verde el cual se compone
de materia orgénica, tiamina, riboflavina, &cido orgénico, extractos

hamicos, triptéfano entre otros. (18)

El crecimiento celular se determind por peso seco y evaluacion de
turbidez por espectrofotometria, se encontr6 que el medio nitrofoska
obtuvo una turbidez mayor con respecto a los otros medios evaluados con
un promedio de 1.083 de absorbancia, el medio fuerza verde mostré una
absorbancia de 0.577 y el algaenzim mostré una absorbancia de 0.687,
en cuanto a la biomasa obtenida, el promedio mas alto de biomasa
producida fue 0.50 g en medio nitrofoska y el mas bajo fue 0.009 g en

medio fuerza verde. se determind por tanto que el medio mas adecuado
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para la produccion de biomasa y astaxantina de H. pluvialis es el medio
nitrofoska y que la agitacion constante de cultivo permite un mejor

crecimiento ya que los nutrientes se distribuyen de mejor manera (18).

Para el mismo afio Niflo C y Rodriguez F, evaluaron las condiciones de
crecimiento celular en el cultivo de H. pluvialis. En este trabajo evaluaron
diferentes medios de cultivo (BBM, OHM y RM) el cultivo se llevo a cabo
en biorreactores de 500 mL los cuales contenian 350 Ml de medio y 1x10*
cel/mL de in6culo, las condiciones de cultivo que se emplearon fueron
CO, al 5%, fotoperiodo 16:8 luz:oscuridad, iluminacién 70 uE/m?s y pH de
6.7 a 7.0. Los resultados mostraron que la mayor densidad celular

obtenida se gener6 en el medio RM con 7,5x10° cel/ml en el dia 36. (19)

En el 2016 Zhang L y colaboradores evaluaron los cambios fotosintéticos
y de fotoproteccién durante la transformacion celular y produccién de
astaxantina en la microalga H. pluvialis, el estudio se realizé en un
fotobiorreactor tubular utilizando el medio MCM. El cultivo se llevé a cabo
al aire libre, con una temperatura media diaria de 17 y 21°C y una
intensidad de luz alrededor de 2300 umol-m-2- s-! al mediodia. En los
fotobiorreactores tubulares al aire libre las células de la microalga
sufrieron un cambio morfoldgico a lo largo del tiempo, las células moéviles
verdes perdieron sus flagelos luego se transformaron en células mas
grandes, no maoviles durante los tres primeros dias de incubacion (fase de
transformacién celular). El contenido de clorofila aumenté gradualmente
con el tiempo durante los primeros siete dias de incubacion, pero
disminuyo ligeramente después de siete dias de incubacion, se determino
que la luz de medio dia causaba una fotoinhibicibn en el crecimiento
celular, por tanto, para el cultivo masivo de biomasa en la microalga
resulta mas efectiva la sombra, la cual da proteccion a células verdes
flageladas (20).
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2 MARCO TEORICO

2.1 Microalgas.

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos, altamente
eficientes en la fijacion de CO, y utilizacion de energia solar para la
produccién de biomasa. Estos microorganismos se desarrollan a partir de
materia inorganica, sin embargo, algunas especies son capaces de crecer
empleando materia organica (21). Las microalgas son consideradas como
la forma mas primitiva de las plantas, sin embargo, estas poseen una
capacidad 4 veces mayor para transformar la energia luminosa en energia
quimica (18).
Segun su fuente de carbono las microalgas se pueden dividir en:
e Fotoautotrofas: Obtienen energia a partir de luz solar y carbono
de compuestos inorganicos.
e Foto heterotrofas: Obtienen energia a partir del sol y utilizan
materia organica como fuente de carbono.
e Mixotréficas: Capaces de crecer bajo condiciones autotrofas y
heterotrofas, asi estas especies obtienen energia a partir de luz y
materia organica y el carbono es obtenido de compuestos

organicos y de CO..
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e Heterotrofas: Obtienen energia y fuente de carbono a partir de
compuestos organicos, asi algunas microalgas pueden

desarrollarse en ausencia de luz (21).

2.2 Descripcion de la Microalga H. pluvialis

Es una microalga verde unicelular también conocida como como H.
lacustris o Sphaerella lacustris del orden Volvocales y familia
Haematococcaceae (ver tabla 1), es un alga biflagelada movil en
condiciones oOptimas (22,11). Suele encontrarse en aguas dulces
preferiblemente frescas, sin embargo, también puede encontrarse en

sedimentos de aguas estancadas (23).

2.2.1 Historiay Clasificacion de la microalga H. Pluvialis

En 1797 se realizaron las primeras observaciones de la microalga H.
pluvialis por por Girod-Chantrans, Flotow en el afio 1844 realiza las
primeras descripciones y posteriormente en el ailo 1851 Braun completo
las descripciones agregando algunos detalles y corrigiendo errores de las
anteriores observaciones; Herrick en 1899 describié su ciclo de vida y
sefalé que dentro del ciclo de vida la microalga se alternaria entre células
moviles y células en reposo; En 1899 Hazen describe de manera extensa
el ciclo de vida de H. pluvialis, describidé a la microalga como una costra

adherida de color rojo sangre a piscinas o urnas y cerca al mar. (19)

La naturaleza quimica de la coloracion roja producida por la microalga era
desconocida y en ese momento fue denominada con el nombre de
"hematocrom”, compuesto que en la actualidad es conocido como
astaxantina. Peebles describié de forma mas detallada el ciclo de vida de
la microalga con dibujos detallados de los cambios que se producian en
ella. En 1934 Elliot agreg6 detalles de la morfologia celular, durante su

ciclo de vida describi6 4 tipos celulares, microzoides, macrozoides
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flagelados, palmellas no méviles y hematoquistes que se describieron
como glébulos rojos grandes con una pared celular resistente, se
describié que los mracozooides predominaban en cultivos con suficientes
nutrientes, pero cuando las condiciones ambientales eran desfavorables
se producia la etapa de palmella seguida por los hematocitos.
Posteriormente después de estar expuestos a un ambiente favorable los
hematocitos dan lugar a microzooides moviles que pueden crecer en

etapas palmeloides o macrozooides. (19)

PHYLLUM Chlorophyta

CLASE Chlorophyceae
ORDEN Volvocales

FAMILIA Haematococcacceae
GENERO Haematococcus

ESPECIE Pluvialis

Tabla 1: Clasificacién taxonémica H. pluvialis (19)

2.2.2 Ciclo celular de H. pluvialis

H. pluvialis presenta un ciclo con diferentes formas celulares, en general
presenta tres morfologias diferentes dependiendo de los estimulos
ambientales, A: vegetativa (verde, biflagelada), B: palmella (verde,
esférica, sin flagelos) y C: aplanospora (roja, roja esférica sin flagelos) la
cual produce astaxantina ante estimulos de estrés (ver figura 1).
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Figura 1: Ciclo celular H. pluvialis (22)
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Figura 2: Diferentes fases encontradas en el cultivo de H. pluvialis. Fotos
tomas por la estudiante.
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En la figura 2 se pueden observar las diferentes células que hacen parte
del ciclo celular de la microalga, durante el cultivo se pudieron observar
células flageladas (a) y aplanosporas (b).

2.2.3 Morfologiay fisiologia

En condiciones favorables de un cultivo la microalga se compone de
células vegetativas flageladas, las cuales presentan forma esférica o
elipsoidal, poseen flagelos caracterizados por tener una longitud igual y
un solo cloroplasto en forma de copa, las células biflageladas poseen una
pared delgada. En condiciones favorables las células poseen clorofila a y
b y carotenoides primarios como luteina, violaxantina, zeaxantina y

neoxantina. (19)

Las células flageladas tienen la capacidad de parar la division celular
después de haber realizado este proceso 5 veces, posterior a esto células
denominadas zoosporas dejan de dividirse, se produce fusion celular y el
ADN se duplica, a continuacion, las células pierden sus flagelos

produciendo una forma esférica no mavil. (19)

En condiciones de estrés la microalga produce cambios morfolégicos y
fisiologicos, modificando asi el proceso fotosintético. Se genera la
produccion de aplanosporas de gran tamafio, durante la transformacién a
células inmoviles se forma una vaina trilaminar la cual confiere resistencia
ante la acetolisis, por ultimo, se genera una gruesa pared secundaria.
Mediante todos los cambios morfologicos se dé la produccion de

carotenoides secundarios como la astaxantina. (ver tabla 3) (19)

2.2.4 Composicion de la Microalga H. Pluvialis
La composicion bioquimica de la microalga consiste en proteinas,

carbohidratos, acidos grasos, carotenoides y minerales (ver tabla 2). (24)
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COMPUESTO

CONCENTRACION

PROTEINAS (%) 27.16
CARBOHIDRATOS 40
(%)
GRASAS (%) 21.22
HIERRO (%) 1.0
MAGNESIO (%) 1.4
CALCIO (%) 3.3
BIOTINA (mg/lb) 0.665
L-cartina (ug/g) 12
ACIDO FOLICO 1.48
(mg/1009)
NIACINA (mg/lb) 35.2
ACIDO 10.57
PANTOTEICO
VITAMINA B1 4.81
(mg/lb)
VITAMINA B2 9.36
(mg/lb)
VITAMINA B6 4.5




(mg/lb)
VITAMINA B16 0.912
(mg/lb)
VITAMINA BC 82.7
(mg/lb)
VITAMINA BE 333
(mg/Ib)

Tabla 2: Composicidén bioquimica H. pluvialis (24)

e Proteinas:

En condiciones de crecimiento favorables las proteinas constituyen el 29-
45 % del contenido celular, se calculé que en la fase de enquistamiento el
contenido proteico de la microalga es de 17-25 % aproximadamente.
Segun los aminoacidos que componen estas proteinas, se cree que las
proteinas se componen principalmente de &cido aspartico, acido
glutdmico, alanina y leucina con un contenido total de aminoéacidos de
10.02/ 100 mg de los cuales 46 % pertenecen a aminoacidos esenciales.
(25)

e Carbohidratos
En su etapa verde el contenido de carbohidratos alcanza el 15-17 %, en
condiciones de estrés la microalga acumula altos contenidos de
carbohidratos alcanzando 36-40 % del contenido celular. Bajo
prolongadas condiciones de estrés el almidon es consumido en la célula.
(25)

e Lipidos
El contenido total de lipidos en condiciones favorables de crecimiento
varia de 20-25% con aproximadamente 10% de lipidos compuestos por
acidos grasos poliinsaturados  cortos  depositados en los
cloroplastos. Los lipidos neutros son la clase de lipidos que predominan

en ambos estadios (verde y rojo). En la etapa roja, bajo condiciones de
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estrés prolongado la microalga produce un flujo mayor para proteger la
sintesis de lipidos-triacilgliceroles (TAG). (25)

e Carotenoides

Los carotenoides que componen la microalga son principalmente, luteina
(75-80%), b-caroteno (10-20%) y otros, incluyendo clorofila a y b,
carotenoides primarios, Vviolaxantina, neoxantina, lactucaxantina vy
zeaxantina. En estados de estrés, el contenido total de carotenoides se
incrementa notablemente, y el patron carotenoide primario caracteristico
de la etapa vegetativa es reemplazado por carotenoides secundarios,
principalmente astaxantina con un acumulo de 80-90% de los carotenos
totales. (25)

La proporcion de carotenoides a clorofilas es de aproximadamente 0,2 en
la etapa verde y aumenta en la etapa roja alcanzando aproximadamente
2-9. La mayoria de la astaxantina no se deposita en su forma libre, sino
que existe dentro de la célula como ésteres de acidos grasos de
astaxantina, usualmente mono o diésteres de acido palmitico, oleico y
orlinoleico. Este tipo de modificacion es necesaria para la deposicion de

esta molécula altamente polar dentro de la matriz no polar de lipidos. (25)

En las células rojas maduras de H. pluvialis se encuentran presentes
aproximadamente 70% de monoésteres, 25% de diésteres y solo 5% del
cetocarotenoide libre. Bajo ciertas condiciones de estrés se ha
demostrado que H.pluvialis acumula hasta un 3-5% de astaxantina. (25)

Clorofila

Familia de pigmentos color verde presentes en cianobacterias y en
aguellos microorganismos que contienen cloroplastos, estos pigmentos

son esenciales en el proceso de fotosintesis en el cual los
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microorganismos absorben energia a partir de la luz solar. (26) Su color
verde se debe a la capacidad de absorber las fracciones roja y azul de la
luz solar, transmitiendo diversos colores cuya mezcla producen diferentes
tonos verdes. Cuando una molécula de clorofila capta un foton de luz, un
electron pasa de su estado basal a otro excitado, de mayor nivel
energético. Este estado excitado de la clorofila es estable por muy poco
tiempo (10° seg.) e inmediatamente pueden suceder una de estas tres
transiciones: transferir la energia a otra molécula de clorofila y asi
sucesivamente hasta que se alcanza el centro de reaccion del fotosistema
correspondiente (PSI o PSIl) y el electron pueda ser utilizado en el
proceso fotoquimico, retornar a su nivel basico emitiendo la energia en
forma de calor y no emitiendo ningun tipo de fotén, o en lugar de volver a
su estado basico emitiendo calor emitir un fotdbn de mayor longitud de
onda que la absorbida en un proceso que se conoce como fluorescencia.
La mayor parte de la fluorescencia que es emitida por la clorofila proviene
de la clorofila a del PSII. (27)

e Estructura molecular de la clorofila

Las moléculas de clorofila consisten en un anillo de tetrapirrol el cual
contiene un atomo de magnesio central y un alcohol terpenoide de
cadena larga. Estas moléculas se encuentran unidas no covalentemente a
apoproteinas. Estructuralmente, los diversos tipos de moléculas de
clorofila, a, b, c y d difieren en sus sustituyentes de grupos laterales en el
anillo de tetrapirrol, asi la clorofila a (verde azulada) presenta un grupo
metilo (-CH3) en el carbono 3, y la b (verde amarillento) un grupo aldehido
(-CHO) en la misma posicién. Los diferentes tipos de clorofila poseen dos

grandes bandas de absorcion principales: azul o verde azulada (450-475
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nm) y rojo (630-675 nm), lo que da como resultado su caracteristico color
verde. La clorofila a esta presente en todos los organismos fotoautétrofos

como parte de los complejos nucleares (ver figura 3). (28, 29)

H,C Ny

H,C CH,

Figura 3: Estructura molecular de clorofila ay b. R=-CH; en clorofila a o —
CHO em clorofila b. (28)

e Determinacion de clorofila:

La concentracion de clorofila se puede determinar mediante la
centrifugacion o filtracién de las células vegetales, y posteriormente la
adicion de un solvente que bien puede ser, acetona, metanol o éter dietil
en un rango de concentracion de 90-95 % con el fin de extraer la clorofila
intracelular, después de la extraccion los residuos celulares se eliminaran
por centrifugacion, y el extracto final ser4d cuantificado en
espectrofotometro a 663 y 750 nm. (28). Los pigmentos fotosintéticos
pueden extraerse de los tejidos gracias a su solubilidad en disolventes

organicos como éter y benceno.
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Sin embargo, para que su extraccion sea completa, el primer paso, la
trituracién, no se realiza con estas sustancias sino con otras que ademas
de disolver los pigmentos sean solubles en agua, como acetona o alcohol
etilico, ya que gran parte del peso fresco de los tejidos vegetales
corresponde al agua. Posteriormente el extracto a cetonico o alcohdlico se
mezcla con éter o benceno, en los que se disuelven las clorofilas. La
mezcla de pigmento asi obtenida puede separarse mediante
cromatografia en capa fina utlizandose un eluyente adecuado,
identificandose los pigmentos por su comportamiento cromatografico y
espectro de absorcion en la zona azul-violeta (429 nm para clorofila a y
453 nm para la clorofila b) acompafiada de una absorcion secundaria en
la zona del espectro rojo (660 nm para clorofila a y 643 para clorofila b).
(29)

e Usos de la clorofila

Estas moléculas son usadas actualmente como colorantes naturales en
industrias alimenticias y farmacéuticas, estos pigmentos se encuentran
relacionados con  propiedades nutracéuticas, antiinflamatorias,
antioxidantes y profilacticas, ademéas de esto sirven como
vasoconstrictores plaquetarios. Algunos estudios muestran la reduccién
en el riesgo de cancer asociado con el consumo de alimentos que
contengan clorofila a, lo que hace de esta molécula un aditivo importante
para su uso como un ingrediente en las formulaciones comerciales de

alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos. (30)

2.2.5 Aplicaciones de la microalga H. pluvialis

H. pluvialis ha generado gran interés debido a su capacidad de producir
astaxantina, esta se ha considerado como una de las mejores fuentes
naturales de este carotenoide en especial para ser producido a nivel

biotecnolégico esta ha demostrado ser una fuente efectiva de
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pigmentacion para los salmonidos. El cultivo de H. pluvialis se ha
desarrollado para la sintesis de astaxantina en diferentes campos, en el

area farmacéutica, alimenticia, cosmética y de acuicultura (31,32).

Ademéas de producir astaxantina la microalga posee gran valor
biotecnolégico debido a su capacidad de producir biodisel, posee asi
mismo alta capacidad de biorremediacion en aguas residuales. Se ha
utilizado también en la produccion de bioproteina para la alimentacion
animal y humana, asi mismo posee la caracteristica especial de acumular
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga Utiles para la generacion
de biocombustibles. (21)

2.2.6 Cultivo de H. pluvialis

Segun la fuente de energia utilizada, los cultivos pueden ser clasificados
en cultivos, heterotréficos, mixotréficos y fotoautotrofos. La incorporacion
de una fuente de carbono inorganico u organico durante el crecimiento
fotosintético, dependen de: especie del alga, intensidad de luz, fuente de
energia y carbono (organico o inorganico) y fase de crecimiento (ver tabla
3)

METABOLISMOS FUENTE DE ENERGIA FUENTE DE
CARBONO
Fotoautétrofo Luz Inorganico
Heterotrofo Compuestos orgénicos Inorganico
Fotoheterétrofo Luz Organico
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Mixotrofo

Luz y compuestos Inorgénico y orgénico

organicos

Tabla 3: Fuentes de energia y carbono en diferentes metabolismos

encontrados en microalgas (27)

La microalga H. pluvialis es capaz de crecer bajo condiciones

fotoautotrofas, heterotréficas o mixotréficas (ver tablas 3 y 4), en

estanques con conductos abiertos o en diferentes biorreactores. (28)

METABOLISMO

ECUACION ESTEQUIOMETRICA

Foto autétrofo

HIO + HCOJ_L (bioriasa) + 1",201 + 30H_$ increpr:'enta
Heterotrof ¢ PH
SEOTOI0 1 (1+a)CHO+ 0, = iomasay +3CO+ (1RAVHO o
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Mixotrofo

C .
BHCO, + cCHO —"—> (b + (¢-a)) (viomasey * 30H- +2CO2=> L°:::;“b'°5

significativos

TABL

A 4: Ecuaciones estequiométricas de los diferentes metabolismos
en las microalgas. (27)

Condiciones fotoautétrofas: En estas condiciones las células
vegetales son capaces de crecer en presencia de luz ya que
poseen cloroplastos los cuales utilizan para obtener energia por
medio de la fotosintesis, empleando sales minerales afadidas al
medio. Estas células se desarrollan con suministro exégeno de
CO,, pero sin adicion externa de carbohidratos. (32) El cultivo
fotoautétrofo de H.pluvialis se lleva a cabo principalmente en
estanques abiertos o0 fotobiorreactores cerrados. Los
fotobiorreactores tipicos utilizados para su cultivo incluyen
fotobiorreactores tubulares o de columna y burbujeo. (25)

Condiciones heterotréficas: Las células que crecen bajo estas
condiciones a diferencia de las fotoautotrofas carecen de
cloroplastos y por tanto requieren carbohidratos para su
crecimiento. Bajo estas condiciones no se necesita luz, ya que los
sustratos organicos sirven como fuentes de carbono y energia
para el crecimiento y la sintesis de metabolitos secundarios.
(25,33)

Condiciones mixotréficas: Estos sistemas permiten el
crecimiento de la célula en presencia de luz con adicién de una
fuente carbohidratos, debido a que las células seran capaces de

obtener parte de su energia a partir de la fotosintesis, gracias a
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2.2.7

que poseen cloroplastos, capaces de obtener energia a partir de
sales minerales afiadidas al medio de cultivo. Estas condiciones
constituyen una interfase entre los sistemas anteriores y se
definen como los cultivos que poseen la habilidad para sintetizar
clorofila y asimilar CO, pero que ademas requieren de alguna
fuente exdgena de carbohidrato para su crecimiento. (33)

Factores de cultivo que afectan el crecimiento y la
acumulacién de metabolitos en microalgas.

El crecimiento de las microalgas se ve directamente afectado por varios

factores fisicoquimicos. Es importante determinar las condiciones Optimas

de crecimiento para mejorar la tasa de crecimiento de la microalga. A

continuacion, se presentan diferentes factores que afectan los diferentes

cultivos microalgares.

Luz: Uno de los principales factores implicados en el crecimiento de
las microalgas, en escasez de nutrientes, la fotosintesis se
incrementa, aumentando la intensidad luminica, hasta alcanzar la
maxima tasa de crecimiento, sin embargo, si la intensidad luminica
es extrema, la microalga alcanzard un punto de inhibicion
resultando perjudicial para su crecimiento (34). Diferentes autores
han reportado distintas intensidades luminicas favorables para el
crecimiento de la microalga H. pluvialis, en un estudio actual se
encontr6 que a elevadas intensidades luminicas la microalga
incrementa la fotosintesis, aumentando el CO; disuelto en el medio,
acidificando finalmente el pH (12). Los sistemas de biorreactores
empleados a nivel laboratorio son iluminados interna o
externamente por luz artificial con lamparas fluorescentes y diodos
emisores de luz (ligth emitting diodes, LED) entre otros. Para que la

luz artificial sea de utilidad en el proceso fotosintético de las
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microalgas, los fotones generados deben encontrarse a una longitud
de onda de entre los 600 y 700 nm. (35)

Temperatura: ElI crecimiento de las diferentes especies de
microalgas aumenta con la temperatura 6ptima de cada especie,
después de esta el crecimiento celular se reduce (34). La
temperatura 6ptima para el cultivo de H. pluvialis se encuentra entre
20-25°C. (11)

pH: El pH en los medios de cultivo se ve influenciado por la
presencia de CO, y la composicion ionica del medio de cultivo, el
pH mas adecuado para el crecimiento de las microalgas
generalmente es de 8.0, con un rango de 7.0-9.0 a un pH se podria
generar la muerte microalgar. EI pH puede ser controlado por la
inyeccion de CO, (17,34).

Nutrientes: ElI CO; es la principal fuente de carbono utilizada en
cultivos de microalgas, al ser consumido el carbono, el oxigeno es
producido por fotolisis del agua y este es diluido en el medio de
cultivo. Puesto que, las microalgas son capaces de sobrevivir bajo
elevadas concentraciones de diéxido de carbono, los gases de
invernadero, el diéxido de nitrégeno y diferentes contaminantes de
la atmdsfera pueden servir como nutrientes para las microalgas.

El nitrdgeno es el nutriente mas importante para las microalgas y se
incorpora como nitrato, asi mismo el fosforo es fundamental en
muchos procesos celulares, tales como la formacion de &cidos
nucleicos, la deficiencia de fésforo en el medio podria afectar el

crecimiento microalgar (34).

Agitacion: Es un factor de gran importancia en el crecimiento de la

microalga ya que permite la distribucibn homogénea celular, la
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captura adecuada de nutrientes y asi mismo ayuda a que la célula
capte de manera eficiente la luz para generar energia. (17)

Nitrégeno: Generalmente se encuentra alrededor de 7-10% de la
célula por peso seco, es un constituyente esencial para las
proteinas funcional y estructuralmente en células de algas. La
microalga posee una limitada capacidad para producir materiales
almacenados de nitrdgeno cuando crece bajo condiciones
suficientes de nitrégeno. Cuando la microalga crece bajo
condiciones limitadas de nitrdgeno, se produce la degradacion

especifica y activa de ficobilisomas. (28)

Fosforo: Este macronutriente juega un importante rol en el proceso
metabdlico celular ya que interfiere en la formacién de algunos
componentes estructurales y funcionales requeridos para el
crecimiento y desarrollo de la microalga. Los ortofosfatos son
incorporados como componentes organicos a través de la
fosforilacién. El fosfato inorganico se presenta se presenta en las
células en forma de polifosfatos, acumulandose en granulos. Estos
granulos de polifosfato a menudo aparecen en crecimiento celular
normal bajo suficiente fosfato, pero desaparecen en deficiencia de
fosfato. (28)

Hierro: Estad involucrado en la composicion bioguimica celular por
sus propiedades redox, ademas estd implicado en procesos
fundamentales como la fotosintesis, respiracion, fijacion de
nitrdgeno y sintesis de ADN. La deficiencia de hierro puede producir

varios cambios bioquimicos. (28)
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e Salinidad: Algunas microalgas son capaces de acumular moléculas
pequefias de sustancias osmorreguladoras (osmoticantes) en
respuesta a un incremento en la salinidad o presion osmatica del
ambiente. Cantidades de osmoticantes encontrados en microalgas
son polioles. Los mas comunes son: glicerol, manitol, galactitol,

sorbitol, sucrosa, tehalosa y glicerol galactosidasa. (28)

2.2.8 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados a lo largo de la historia para el cultivo de
H. pluvialis poseen diferentes concentraciones de sales, micronutrientes y
vitaminas. El medio mas adecuado para la produccion de biomasa de esta
microalga es aquel capaz de producir una concentracion celular mayor y
con bajos costos.

e Medio Basal Bold (BBM): El un medio para el cultivo de algas de
agua dulce, se ha utilizado para cultivar una gran variedad de algas
verdes, sin necesidad de extracto de suelo (ver tabla 5) (35).

COMPOSICION MEDIO BOLD BASAL (BBM)
Reactivos Solucion mL/L
stock
KH,PO4 8.75 g/500 mL 10 mL
CaCl,*2H,0 12.5 g/500 mL 1mL
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MgSQO,4+7H,0 37.5 g/500 mL 1mL
NaNO; 125 g/500 mL 1mL
Ko:HPO,4 37.5 g/500 mL 1mL

NaCl 12.5 g/500 mL 1mL
Na,EDTA<2H,0 10 g/L 1mL
KOH 6.2 g/L
FGSO4'7H20 4,98 g/L 1mL
H,SO4 1 mL/L
Solucién Trace Metal g/L 1mL
Hs;BO3 2.86 g
MnCl,*4H,0 1.81¢g
ZnS0O,47H,0 0.222 g
Na,MoO42H,0 0.390 g
CuS0,4+5H,0 0.079 g
Co(NO3),*6H,0 0.0494 g
Solucién de vitaminas g/L 1mL
Vitamina B12 0.001
2. Biotina 0.001
3. Tiamina 0.200

Tabla 5: Composicién de medio BBM (35)

Medio Rudic (RM): Medio de cultivo econdmico utilizado para el
cultivo de microalgas, su mayor caracteristica es que en su
composicidbn no es necesaria la adicion de vitaminas, ha sido
utilizado en diferentes estudios como el de Imamoglu (ver tabla 6).

COMPOSICION MEDIO RUDIC (RM)
Reactivos mg/L
NaNO3 300
K2HPO4 80
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KH2PO4 20
MgSO4 * 7H20 10
CaClI2 * H20 58.5
EDTA 75
NaCl 20
H3BO3 0.3
MnSO4H20 15
ZnS04.7H20 0.1
(NH4)6M07024.4H20 0.3
CuS04.5H20 0.08
Co(NO3)2.6H20 0.26
FeCI3.6H20 17

Tabla 6: composicién de medio RM (45)

2.2.9 Sistemas de cultivo

Existen dos sistemas de cultivos para organismos fotoautotrofos, los
cultivos abiertos en los que la microalga es expuesta a condiciones
medioambientales y cultivos cerrados, generalmente denominados
fotobiorreactores en los cuales la biomasa posee poco 0 ningun contacto

con el medio externo (ver figura 4) (32).

e Sistemas abiertos: Son los sistemas de cultivo mas comunes,
compuestos por medios naturales como lagunas y estanques (32).

e Sistemas cerrados: Estos sistemas permiten total control sobre
los parametros de cultivo, disminuyendo los diferentes problemas

presentes en los sistemas cerrados (33).
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Figura 4: Disefios de sistemas de cultivo. A sistemas abiertos. BC Y D

sistemas cerrados (33)

2.2.10 Fotobiorreactores

Son dispositivos destinados al cultivo masivo de microalgas (35), estos
son biorreactores combinados con algun tipo de luz y estdn compuestos
por varios subsistemas como fuente de luz, sistema de manejo de aire,
sistemas de filtracion, sistemas eléctricos y sistemas de instrumentacion
(36).

Los fotobiorreactores poseen dos tipos de disefios diferentes,
fotobiorreactores abiertos, en los cuales el cultivo se encuentra en
contacto con la atmosfera, al estar expuestos al medioambiente son
susceptibles a la invasiéon de otros microorganismos por lo que este tipo

de biorreactores es util para el cultivo de microalgas robustas y de rapido
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crecimiento. Por otro lado, existen fotobiorreactores cerrados, estos
mantienen el cultivo totalmente aislado del exterior, generalmente estan
equipados con sistemas de agitacion, aireacion, control de pH, adicion de
medio y CO2 (36).

e Fotobiorreactores de columna
Fotobiorreactores cerrados que consisten en una sola columna de
burbujeo de material transparente, con diferentes diametros y alturas,
estos son dispositivos sencillos ya que el burbujeo proporciona la mezcla

del cultivo, proporcién de CO? y la eliminacién de O.. (Ver figura 5) (36)

10cm 10cm
> -

Altura

. 46,6.6cm Altura
Altura de inaixeada L -/,\

columna liquida Ntlura de L?:ﬁgjiﬂ
columna
N \ E Volumen total: 36L )
4 7 Volumen de trabajo: 3 \A \ E
(‘ L 4 ~
» 2 " \ | Volumentotal: 36L
Yolumen de trabajo: 3
Tubo !
preliminar Puerto de '
muestreo Puerto de
60cm 46 cm N\ ﬁ/ muestreo
40 cm 60cm 46cm /
4cm
D t A\vA
e
Pulverizador Aire en L ' P
de aire Pulverizador ?
(a) de aire Aire en
(b)

Figura 5: (a) Biorreactor airlift (b) biorreactor de Columna. (37)
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e Fotobiorreactores planos
Los reactores planos son similares a las columnas en su fundamento,
estos incluyen agitacion e intercambio de materia en el mismo espacio en
el que se capta la luz, pero intentan resolver algunos de los problemas de
las columnas como el paso Optico que se puede hacer tan delgado como
se quiera. (36)

e Fotobiorreactores tubulares
Son los mas sofisticados y los mas especializados, pero son también los
mas caros de construir. El disefio distingue dos partes: lazo y

desgasificador:

Lazo: Parte en la que se lleva a cabo la captacion de la energia
solar.
Desgasificador: Parte en el que se lleva a cabo el intercambio de

materia y temperatura (36).

2.2.11 Fermentador Tecferm de 5L

Sistema bésico de investigacién para el cultivo de bacterias y hongos,
para el cultivo de células animales o vegetales es necesario ajustar
algunos parametros, este es capaz de operar con vasos de 2, 5, 10 o 20
litros. Consta con un reactor tipo tanque de agitacion, con capacidad total
de 7.5 L y un volumen util de trabajo maximo de 5 litros. El rango de
agitacion esta entre 0 y 800 rpm, sin embargo, se recomienda operarlo
entre 50 y 300 rpm. El rango de temperatura usual es entre 30 y 40
grados, el pH puede ser controlado automaticamente en un rango entre 0
y 14. Este sistema puede operar en forma aerobia con suministro de aire

o en forma anaerobia con suministro de gases con CO2 o nitrégeno (39).
El biorreactor en el que se realiza el cultivo consta de un vaso de acero

inoxidable con mirilla lateral, empaque y aro de cierre, asi mismo consta
de una tapa (tipo head plate) (ver imagen 1y 2) (39).
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Imagen 1. Biorreactor Tecferm de 5 L donde se observa a. mirilla lateral,
b. Aro de cierre, c. tapa tipo head plate y d. vaso inoxidable. Imagen

tomada en el laboratorio.

2.3 Microbiologia predictiva

Esta disciplina de auge mundial puede ser utilizada para describir el
crecimiento, sobrevivencia o muerte de diferentes microorganismos en
funcibn de sus principales factores de crecimiento. Los modelos
predictivos utilizados por esta ciencia permiten interpolar puntos de datos
experimentales ayudando a predecir respuestas a condiciones no
estudiadas. (40)

2.3.1 Modelos predictivos de crecimiento
Existen varios modelos predictivos, los cuales se pueden clasificar segun

su complejidad primarios, secundarios o terciarios. (40)

e Modelos primarios:
Estudian las respuestas de los microorganismos en funcion del tiempo. En
este tipo de modelo se pueden cuantificar unidades formadoras de colonia
(UFC), formacion de toxinas o niveles de substrato denominadas como
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medidas directas a la respuesta, asi mismo se estudian medidas
indirectas como la turbidez generada en el medio de cultivo, absorbancia,
impedancia o conductancia. Dentro de estos modelos se encuentran el
modelo de Gompertz y Baranyi. (41)

MODELO ECUACION
Modelo de
. MU e
Gompertz: y = Aexpi—exp 7“{:“ (A—1)+1
Modelo de y= A"‘Hm.\-“"‘Ll"(ﬁ’ Hon® 4 oo _ p=Hu X, )
Baranyi: II|nm&
FTE ;I] In{ """"" N "]
e -1
—In| 1+ (,l."...\ A
Modelo A
logistico: y=
4ﬂl'l'l'l'\
1+exp| —™(A-1)+2
A
:I/Iodelo de y=A+y. -1 n[e"l +(€1'..._.. _eh )e—;f..,.-.\h‘[r])
uang S-ala-d)
Blx)=x +L In L
o 1+e™

TABLA 7: Modelos primarios y sus ecuaciones (42).
En todos los modelos:

a: Asintota inferior bacteriana

Mmax: tasa de crecimiento especifica maxima

v. afecta cerca de la cual se produce el crecimiento maximo
asintético

A tiempo de retardo
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Ymax: asintota superior bacteriana

e: exponente (2.718281828)

t: tiempo de muestreo

a,B, k: pardmetros de ajuste de la curva

h0: un parametro adimensional que cuantifica el estado fisiol6gico

inicial de las células. El tiempo de retraso (dia-1) se puede calcular
como h0=MAX

e Modelos secundarios:
Relacionan las respuestas de los modelos primarios frente a las variables
ambientales estudiadas, es decir ya las respuestas no se dan en el
tiempo, sino que los aumentos o descensos de poblaciébn son
correlacionados con el pH, la temperatura, la actividad de agua, la
concentracion de sales, y demas. (41)

e Modelos terciarios:
Se generan como el resultado de combinar los modelos primarios y
secundarios, para llevarlos a herramientas informéticas que muestran las
diferentes predicciones en relacion al crecimiento, supervivencia o muerte
de los microorganismos. (41)
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3 DISENO METODOLOGICO

3.1 TIPO DE ESTUDIO
Experimental, tipo de estudio en el que se manipulan intencionalmente

una o mas variables independientes dentro de una situaciéon de control
para el investigador (43), en este se realiza la produccién de biomasa de
Haematococcus pluvialis en un biorreactor Tecferm de 5 L en los medios
de cultivo RM y BBM.

3.2 HIPOTESIS
En el biorreactor Tecferm de 5L se produce una biomasa adecuada en

cantidad y calidad de H. pluvialis utilizando los medios de cultivo RM y

BBM en las condiciones preestablecidas.

3.3 VARIABLES

3.3.1 Variable dependiente: Condiciones de cultivo en el biorreactor
Tecferm de 5 L.

3.3.1.1 Indicadores:

e Crecimiento celular expresado en cel/ml.

e Morfologia celular

e Condiciones de cultivo:
Fotoperiodo: 18:6 Luz:oscuridad
Luz blanca por medio de lamparas fluorescentes blancas
Phillips Master TL5 HO de 54W/827
pH: 7.1
Agitacion: 180 rpm

Aireacion: Aire filtrado

3.3.1.2 Evaluacién del cultivo:
e pH

e Clorofila mg/L
e Nitratos mg/L

e Fosfatos- ortofosfatos mg/L
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e Conteo celular (cel/mL)
e Morfologia celular

3.3.2 Variable independiente: Microalga H. pluvialis

3.3.2.1 Indicadores:
e Morfologia
e Crecimiento celular expresado en cel/ml.

e Biomasa (gr)

3.4 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.4.1 Realizacion del cultivo de Haematococcus pluvialis en
biorreactor Tecferm de 5 L.

e Preparacién de In6culo
La preparacion del in6culo se realizé transfiriendo la cepa H. pluvialis
UTEX en medio MES volvox estéril. (ver tabla 8), con 10% de in6culo en

un biorreactor que contiene 500 mL de medio. (9)
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COMPOSICION MEDIO MES VOLVOX
Reactivos ParallL
MES buffer 1.95¢
Ca(NO3), 4H20 117.8 mg
Na2-glicerofosfato * 5H,0 60 mg
MgSO, * 7H,0 40 mg
KCI 50 mg
NH4CI 26.7 mg
Biotina (vitamina H) 0.0025 mg
Cianocobalamina (vitamina B12) 0.0015 mg
Solucion Stock de microelementos 6 mL
Solucion Stock de microelementos
Na,EDTA 750 mg
FeCls * 6H,0 97 mg
MnCl, *4H,0 41 mg
ZnCl, 5 mg
CoCl, *6H,0 2 mg
Na,MoO, * 2H,0 4 mg
pH=6.7

Tabla 8: Composicién de medio MES volvox (44)

El in6éculo se sometié a las siguientes condiciones: fotoperiodo de 18:6
luz:oscuridad, utilizando un timer y luz blanca por medio de lamparas
fluorescentes Phillips Master TL5 HO de 54W/827 (21), aire filtrado, pH
7.12, agitacion manual por 10 segundos al dia y temperatura de 20°C por

un periodo de 27 dias.

Se monitoreo la morfologia y viabilidad celular del in6culo por microscopia
cada 3 dias, el recuento celular se realizé en cAmara de Neubauer (8). Se

realizaron curvas de crecimiento estableciendo la tasa de crecimiento.
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e Ensayo en biorreactor Tecferm 5L
A partir de la concentracion establecida se procedié a determinar el
volumen de indculo a usar para obtener una concentracion inicial de 1x10*

cel/MI mediante la siguiente férmula:
V1*C1=V2*C2

A partir de este célculo se conocio el volumen a tomar del indculo, para
ser transferido a los medios RM y BBM (ver tabla 2 y 3) teniendo una
concentracion celular de 1x10* cel/mL, siguiendo con el cultivo en el
biorreactor Tecferm de 5L en un volumen de 2 L, las condiciones de
crecimiento fueron, temperatura 20 °C, agitaciéon a 180 rpm, aire filtrado,
fotoperiodo de 18:6 luz:oscuridad, utilizando luz blanca por medio de
lamparas de luz fluorescentes blancas (Phillips Master TL5 HO de
54W/827) y pH DE 7.1 (10, 21).

3.5.2 Fase 2: Determinaciéon de crecimiento celular

El crecimiento celular se determiné por medio de recuento en cadmara de
Neubauer, cada 7 dias (8), tomando muestras por triplicado (11), se
realizaron curvas de crecimiento para determinar la tasa de crecimiento

celular en los medios RM y BBM.

e Ajuste de curvas de crecimiento
A cada medio de cultivo se le realizo un ajuste de crecimiento celular
segun el modelo logistico empleado, utilizando el software DMFit basado

en el modelo de Baranyi. (42)
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3.5.3 Fase 3 Determinaciéon de parametros para la seleccion del

medio

e Clorofila
Se determind la concentracion de clorofila tomando 1 mL de muestra,
posteriormente las células fueron extraidas por centrifugacion a 12000
rom por 5 minutos en cantrifuga Eppendorf centrifuge 5702. El
sobrenadante (medio de cultivo) fue retirado, se adiciono 1 mL de metanol
al 90% y se incubo a 60°C por 10 min en bafio serolégico Memert. Para la
cuantificacion de clorofila se utilizaron patrones de referencia con los
cuales se realizaron curvas de calibracion (ver anexo 1). La concentracion
de clorofila se determiné a una longitud de onda de 667 nm en un

espectofotometro Jenway. (16, 46)

e Nitratos
Los nitratos en el medio de cultivo se midieron por método colorimétrico
con &cido salicilico, 20 ul de medio se incubaron con acido salicilico al
2.5% H,SO, al 98% durante 20 minutos, se realizé la neutralizacion con
500 ul de NaOH 3.8 M. La concentracion en NO3™ se ensay0 midiendo la
absorbancia a 405 nm con un espectrofotometro. Utilizando curvas de

calibracion para determinar la concentracion (ver anexo 2). (11)

e Fosfatos
Se midi6é la concentracion de fosfatos, por reaccién con &cido ascorbico,
mezclado 50 ul de medio diluido con 50 ul de solucion, esta contenia
acido ascorbico al 2% (peso / volumen), (NH;) M07024.4H,0 0,5% (p / V)
y H,S040,6 M. Concentracién en PO, Se ensayé midiendo la absorbancia
a 750 nm con un espectrofotometro. Se utilizaron curvas de calibracion

para determinar la concentracion de fosfatos. (ver anexo 3). (11)

e pH
El pH se determind utilizando un potenciometro marca Hanna Instruments

tomando 15 mL de muestra en tubo falcon. El potenciémetro fue calibrado
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antes de la medicién insertando el electrodo en solucion amortiguadora de
7.0 y posterior a lavado en solucién de pH 4.0, al finalizar la calibracion
del potenciometro, el electrodo se lavé con agua destilada y se procedio a

la lectura de la muestra (38)

3.5.4 Costos de medios de cultivo

Se evaluaron los costos en la composicidon de los medios de cultivos,
analizando los precios del complejo de vitaminas, diferentes sales y
micronutrientes contenidos en ellos, los aspectos econdémicos se
analizaron con 10 L de produccion de medio de cultivo. (16)

3.5.5 Anélisis estadistico:

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. Se empled
un andlisis de varianza ANOVA de un factor para establecer diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos utilizados. Las diferencias
se consideraron significativas a una probabilidad del 5% (P<0.05). Se
empled el programa Excel 2016.
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4 RESULTADOS
Fase 1: Revision tedrica:

Con el fin de definir las condiciones de cultivo a utilizar en este estudio se
realiz6 una revision bibliografica teniendo en cuenta el uso de
biorreactores o fotobiorreactores, los medios de cultivo, condiciones de
crecimiento como pH, temperatura, fotoperiodo, agitacion y suministro de
aire, asi como valores de biomasa o0 concentracion celular de la
microalga. (ver anexo 9)

Los datos obtenidos en la densidad celular en los medios RM y BBM se
resumen en la tabla 1 y grafica 1. La densidad celular maxima fue de
1.25x10 ° cel/ml y 1.0x10 > cel/ml en medio RM y BBM durante el tiempo
de estudio (21 dias), se obtuvo un crecimiento celular mayor en el cultivo
con medio RM de 25% con respecto al medio BBM como se puede
observar en la grafica 1 y segun los datos mencionados anteriormente.

El peso seco obtenido en los cultivos de la microalga fue de 0.014 gry
0.010 gr respectivamente obteniéndose mayor biomasa (40% mas) en el
cultivo con medio RM lo cual concuerda con la densidad celular
encontrado. Bajo las condiciones ensayadas en el biorreactor Tecferm de
5 L, a temperatura 20 °C, agitacién a 180 rpm, aire filtrado, fotoperiodo de
18:6 luz:oscuridad, utilizando lamparas de luz blanca (Phillips Master TL5
HO de 54W/827) y pH de 6.8- 7.1, el medio que presentd los mejores
resultados para el crecimiento de la microalga fue el RM.

La morfologia obtenida durante el cultivo varié de células flageladas a
células palmeloides, sin obtenerse células enquistadas como se puede
observar en la tabla 6 ya que no se presentd estrés en el equipo Tecferm
de 5L bajo las condiciones trabajadas por los dos tratamientos realizados.
En la grafica 1 se puede observar que la microalga alcanza su fase
exponencial de 18 a 20 dias en los cuales se presentd mayor incremento
celular, asi mismo no se observd una fase de desaceleracion del
crecimiento en el medio BBM a los 22 dias de cultivo

Se confirma que las condiciones de cultivo fueron estables y adecuadas
para H. pluvialis. Segun los resultados de crecimiento celular, tuvieron
repetitibilidad con un coeficiente de variacion <10%, por otro lado, segun
el analisis de varianza ANOVA (P= 0.918) (ver anexo 9) no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos ensayados
para el crecimiento celular de la microalga.
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MEDIO DENSIDAD CELULAR
Dia 1 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21

RM 1.6X10% 2.9x10% 3.7x10* 6.6X10% 1.25X10°
(Medio
Rudic)

BBM 2.0x10* 3.7x10* 4.1x10* 8.7x10* 1.0X10°
(Medio

Bold
Basal)

TABLA 9. Densidad celular en medio RM y BBM. Objetivo utilizado 40X
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Gréfica 1. Curva de crecimiento celular en medios RM y BBM. Realizada
por la estudiante.

Las tendencias de crecimiento fueron ajustadas al modelo logistico
mediante la transformacion de los valores en el eje Y, de los cuales se
calculo el logaritmo en base 10 para obtener log vs t del crecimiento
celular. EI medio de cultivo con mayor velocidad especifica de crecimiento
fue RM con una velocidad especifica de crecimiento de 0.040 cel/dia (Ver
tabla 10) (Ver anexo 1 curvas ajustadas)

Medio | NUmero Dato Dato Velocidad | Coeficiente de
de de minimo | maximo de determinacion
cultivo datos crecimiento
RM 5 4,204 5.096 0.040 96%
BBM 5 4,301 5.000 0.032 88%

Tabla 10. Matriz de coeficientes del modelo logistico ajustado para los
diferentes medios de cultivo.

DETERMINACION DE pH

El pH de los cultivos fue monitoreado durante todo el periodo de
crecimiento obteniéndose un rango de 6.9 a 6.74 en el medio RM y de
6.39 a 6.36 en medio BBM, a partir de estos datos y comparando el
crecimiento celular con el pH en este estudio se observd que se obtiene
un mayor crecimiento a pH cercano a la neutralidad, como se puede
observar en la gréafica 1, donde el crecimiento celular fue mayor (40%) en
el medio RM que en promedio se mantuvo cerca de un pH de 6.82
durante el cultivo de la microalga (ver grafica 1 y 2). El pH en general nos
indica que se mantuvo cercano a la neutralidad en el tiempo de estudio
con los dos medios bajo las condiciones trabajadas, (7.0) un pH ideal de
crecimiento para los organismos como las microalgas.
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pH Obtenido en los medios ensayados
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Gréfica 2 pH obtenido durante 21 dias de cultivo en los medios RM y
BBM. Realizada por la estudiante

DETERMINACION DE CLOROFILA

Los resultados obtenidos en la determinacion de clorofila se muestran en
la grafica 3, en el cultivo con medio RM la clorofila final obtenida fue de
3.98 mg/ml, por otro lado, la clorofila obtenida en el tratamiento con medio
de cultivo BBM fue de 3.39 mg/ml, segun los datos obtenidos se observo
una mayor concentracion (17%) en el tratamiento con medio RM lo que se
correlaciona con la grafica 1 en donde se observa un mayor crecimiento
celular con este medio. Segun el analisis de varianza ANOVA no se
presentaron diferencias significativas (P= 0.362) en los medios de cultivo
utilizados en este estudio, lo que se correlaciona con el crecimiento
celular obtenido. (Ver anexo 6)
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GRAFICA CLOROFILA
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Grafica 3 Concentracion de clorofila obtenida durante el cultivo de H.
pluvialis. Elaborada por la estudiante.

DETERMINACION DE NITRATOS Y FOSFATOS

En las graficas 4 y 5 se observa el consumo de la microalga H. pluvialis
sobre nitratos y fosfatos respectivamente en los medios ensayados. La
concentracion inicial de nitrato de sodio (NaNO3) en medio RM fue de
13.13 ug/20 ml la cual al cabo de 21 dias disminuy6 a 1.48 ug/ 20 ml, se
produjo una disminucion del 88%, en medio BBM la concentracién inicial
fue de 0.65 ug/ml llegando a una concentracién final 0.07 ug/ml, en el cual
se presentd una disminucién del 88%. Al realizar el andlisis de varianza
ANOVA realizado en la concentracion de nitrato nos indica que no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos (P= 0.232) (ver anexo 8).

En cuanto a Fosfato de potasio (KH,PO4) la concentracion inicial en
medio RM fue de 5.80 mg/ml, su concentracion final fue de 2.52 mg/ml,
presentandose una disminucién del 56 %. En medio BBM la
concentracion inicial fue de 2.08 mg/ml, la concentracién final fue de 1.20
mg/ml, su concentracién se redujo en un 42%. Segun el analisis ANOVA
se produjo una diferencia significativa en cuanto a la concentracion de
fosfatos en los dos medios estudiados (p= 0.007) siendo el medio RM en
el que se produjo mayor consumo del compuesto.

La comparacion de consumo de nitratos y fosfatos (grafica 4 y 5
respectivamente) se observo un aumento en el consumo de nitratos sobre
los fosfatos por parte de la microalga, lo cual indica que el
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microorganismo requiere mas demanda de nitratos durante su ciclo vital,
este es un dato de gran utilidad para generar mejores condiciones de
crecimiento en cultivos futuros ya que bajo este criterio se conoce que la
demanda de la microalga de nutrientes se ve dirigida hacia los nitratos por
tanto en futuros medios de cultivo la concentracion de nitratos podria ser
mayor para obtener mayor biomasa.

En cuanto a los medios segun las gréaficas se obtuvo una disminucion
mayor de estos componentes en el medio RM indicando mayor consumo
lo cual se vio reflejado en el mayor crecimiento celular previamente
mencionado y el mayor contenido de clorofila. Se encontré6 que la
concentracion de fosfatos si present6d diferencias significativas en el
andlisis ANOVA (P=0.007) (ver anexo 7).
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Grafica 4 Concentraciéon de nitratos obtenida durante el cultivo de H.
pluvialis. Elaborada por la estudiante.
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Grafica 5 Concentracion de fosfatos obtenida durante el cultivo de H.
pluvialis. Elaborada por la estudiante.

ANALISIS DE COSTOS

El analisis de costos realizado compar6 los costos para producir 1 L de
medio BBM y RM, se incluyeron los micronutrientes, macronutrientes,
elementos y vitaminas necesarios para el crecimiento y desarrollo de la
microalga, se pudo observar que el medio mas costoso es el medio BBM
con un costo de $ 232.54. El medio RM genera un costo menor el cual es
de $ 32.99. A partir de estos datos se puede concluir que el medio mas
econdémico para ser preparado es el medio RM. (Ver tabla 11)
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RUDIC (RM)

MEDIO BOLD BASAL (BBM)

Reactivos mg/L Precio Reactivos mg/L Precio
(pesos) (pesos)
NaNO; 300 11,4 KH2PO4 175 52.5
K>oHPO,4 80 0,95 CaCI2°2H20 25 1.57
KH2;PO4 20 0,006 MgSQO4*7H 75 18.6
O
MgSQO, * 7H,0 10 2,5 NaNO; 250 9.5
CaCl;, * H,O 58.5 3,69 KoHPO, 75 0.89
EDTA 7.5 11,87 NacCl 25 0.25
NaCl 20 0,206 Na,EDTA-2 10 0.37
H,O
H3BO3 0.3 0,005 KOH 6200 690
MnSO4H,0 15 0,049 FeSO4*7H, 4.98 0.001
O
ZnS04.7H0 0.1 0,313 H,SO,4 1mL 0,002
(NH4)sM0702*4H, 0.3 0,006 HsBO3 2.86 0.047
O
CuSO4*5H,0 0.08 0,448 MnCl,*4H,0 1.81 0.059
Co(NOs3),*6H,0 0.26 1,3 ZNSO4*7TH; 0.22 0.68
O
FeClz*6H,0 17 0,255 Na;Mo00O,4°2 0.39 0,0001
H,O
TOTAL 32,9 CuSO,*5H, 0.079 0.44
O
Co(NO3),*6 0.049 0.24
H,O
Vitamina 0.001 0.22
B12
Biotina 0.001 0.005
Tiamina 0.200 22
TOTAL 779.3

TABLA 11: Analisis de costos para producir 1L de medio RMy BBM
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Medios RM BBM ANOVA
Densidad 1.25X105 1.0X105 0.91
celular (cel/ml)

Fosfatos 252 1.20 0.007
(mg/ml)

Nitratos 9.28 1.48 0.23
(mg/ml)

Clorofila 3.08 3.39 0.36
(mg/ml)

Crecimiento 0.91
maximo 5.096 5

(cel/ml)

Velocidad de 0.95
crecimiento 0.0406 0.0327

(mg/ml)

Analisis de 39 9 42488 0.45
costos

ANOVA (95%). Diferencias significativas entre tratamientos p< 0.05

Tabla 12. Cuadro resumen de los parametros trabajados durante el
estudio.

La velocidad de crecimiento y crecimiento maximo celular se obtuvieron a
partir del ajuste de crecimiento realizado a las curvas de crecimiento bajo
los modelos logistico y de Baranyi.
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5 DISCUSION

H. pluvialis es una microalga de gran interesan nivel industrial debido a
que sintetiza compuestos de utilidad para diferentes areas, sin embargo,
debido a su complejo ciclo de vida, realizar un cultivo a nivel de
laboratorio y obtener una biomasa de calidad y cantidad adecuadas se
dificulta. La microalga H. pluvialis posee un crecimiento lento, durante su
cultivo la microalga produce cambios bioquimicos y morfolégicos en
respuesta a variaciones en el medio, por tanto, los métodos de
caracterizacion morfolégica contribuyen a la optimizacion de este proceso,
como se realizo en este trabajo ya que durante todo el periodo de estudio
se evalu6 la morfologia de la microalga, esta presenté las diferentes
formas vegetativas sin pasar a fase de enquistamiento, gracias a las
condiciones establecidas anteriormente mencionadas, pH 6.8-7.1,
temperatura 25°C, fotoperiodo 18:6 luz:oscuridad, agitacion 180 rpm vy aire
filtrado. Una de las cosas que dificulta el monitoreo y seguimiento del
cultivo de la microalga es que los cambios morfolégicos se pueden dar de
manera repentina por diferentes condiciones como temperatura, luz,

fotoperiodo, pH y nutrientes.

En el presente estudio la morfologia que mas predominé fue la célula
palmeloide sin presentarse quistes, células que aparecen en condiciones
de estrés, esto indica presuntivamente que el cultivo se llevé a cabo de
manera adecuada y que las condiciones de cultivo no afectaron a la
microalga en su crecimiento lo cual se observa en las curvas de
crecimiento durante 21 dias donde se observan las diferentes fases (ver
gréfica 1). Esto aport6 al estudio el tener en cuenta el uso del biorreactor

Tecferm 5L para futuras investigaciones en la universidad. La morfologia
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obtenida en este trabajo fue comparada con otros trabajos, en la
investigacion de M.C Garcia (8) se presentaron células vegetativas
flageladas verdes con mayor predominio. Segun este estudio el diametro
medio de las células flageladas es de 20 pum, las células palmeloides
presentan un mayor tamafo siendo de 25 ym y los quistes son aun
mayores con un diametro de 30 ym, asi como se obtuvieron células
flageladas, también se presentaron células palmeloides y quistes, a
diferencia del presente estudio donde no se obtuvieron células

enquistadas ya que no se buscé generar estrés en la microalga.

Segun Sipauba L (17) se deben resaltar dos aspectos importantes para
un adecuado cultivo y obtencién de una biomasa de calidad para poder
ser utilizada en la obtencion de diferentes compuestos como, clorofila,
carotenoides y acidos grasos, uno de ellos son factores ambientales como
luz, temperatura, pH, agitaciébn y suministro de aire, por otro lado, se
encuentra la seleccion de un medio de cultivo adecuado. El crecimiento
de las microalgas se ve afectado por la luz, ya que en cultivos exclusivos
estos la absorben y la dispersan facilmente, oxigeno disuelto, diéxido de
carbono y nutrientes principalmente N y P. La mayoria de los
experimentos con células en etapas vegetativas se han llevado a cabo
utilizando irradiancias relativamente bajas haciendo que el crecimiento se
sature por debajo de 100 mol m-2s-1. Sin embargo, la utilizacion y el
comportamiento del cultivo estan fuertemente influenciados por varios
parametros, como la concentracion celular, la trayectoria de la luz, la

velocidad de mezcla y la geometria del vaso de cultivo. (14)

El crecimiento celular obtenido en el presente trabajo se puede atribuir por
lo tanto a la intensidad de luz, el pH cercano a la neutralidad y la
concentracion de nutrientes presentes en los medios ensayados. Segun lo
reportado por diferentes autores distintas especies de microalgas
obtienen un crecimiento 6ptimo bajo concentraciones de pH cercano a la

neutralidad. Encontrandose que para H. pluvialis el pH indicado se reporta
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alrededor de 7 y 8 (16), en el trabajo realizado se trabajo pH de 6.8-7.1
aproximadamente el cual permitié que se generard un buen crecimiento y

desarrollo de la microalga.

Al evaluar el efecto de los medios de cultivo ensayados sobre la
microalga, se encontro que la fase exponencial se produjo de 18 a 20 dias
en ambos medios de cultivo, en el medio BBM se presenta una fase de
desaceleracion del crecimiento a los 20 dias. El crecimiento celular
obtenido en este trabajo fue comparado con las concentraciones celulares

maximas obtenidas por otros autores, como se reporta a continuacion.

Ramirez Landinez (12) obtuvo una concentracion celular maxima de
4.02x10°-4.16x10° cel/ml en medio BBM y OHM utilizando un
fotobiorreactor tipo airlift, esta concentracion concuerda con las obtenidas
en el presente trabajo que fueron de 1.0x10° cel/ml en medio BBM. Por
otra parte, la densidad celular obtenida en el medio RM que fue de
1.25x10° cel/ml concuerda con el crecimiento obtenido por Rosana M
(2013) quien cultivo la microalga en medio RM utilizando fotobiorreactores
de placas planas de 4L en donde obtuvo una concentracion celular
maxima de 1.36x10° cel/ml. Sin embargo, con respecto a las
concentraciones celulares obtenidas en el medio BBM por Ramirez
Landinez el cual se utilizé6 medio BBM sin vitaminas, al ser comparado con
la densidad celular en el presente trabajo en el cual se utilizé medio BBM
modificado con adicibn de vitaminas, se puede observar un mayor

crecimiento reportado en el medio BBM sin adicion de vitaminas.

Por otro lado M. C Garcia (8) reporté densidades celulares maximas de
0.46x10° y 3.94x10° cel/ml en Medio inorgénico libre de acetato utilizando
un reactor tubular de transporte aéreo y un reactor de columna de
burbujas, comparando el crecimiento celular obtenido en este trabajo con
el reportado por M. C Garcia se observa diferencias en cuanto a la

concentracion celular obtenida.
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En el desarrollo de cultivos para las microalgas se debe resaltar la
importancia de la adicion de uno o mas micronutrientes para el desarrollo
de la microalga. El nitrdgeno posee un efecto positivo sobre el crecimiento
de la microalga y aun mas importante es un elemento esencial para el
desarrollo, crecimiento, reproduccion y otras actividades fisiologicas de las
microalgas, esta asimila varias fuentes de nitrégeno, entre ellas nitrato,
amonio y urea. (17) En el presente trabajo se observé un aumento en el
consumo de nitratos, lo cual concuerda con lo mencionado anteriormente.
También se explica por qué el medio RM presentd6 mayor crecimiento
celular, ya que este contiene mayor cantidad de nitratos en su
composicién (300 mg/L NaNO3) que el medio BBM (100 mg/L KNO3).
Comparando las concentraciones de nitratos obtenidas en el presente
trabajo con otras investigaciones encontramos que en la investigacion de
Sipauba L (17) se presentaron concentraciones de nitratos de 0.6 ug/ml
en el medio W.C, 0.3 ug/ml en el medio NPK y 0.6 ug/ml en el medio
M+NPK, en el trabajo realizado se obtuvieron 0.07 ug/ml en medio BBM y
0.4 ug/ml en medio RM, estos resultados concuerdan con lo obtenido por
Sipauba, por lo cual se podria afirmar que en investigaciones futuras los
medios de cultivo seleccionados deberan contener un mayor contenido de

Nitrato para optimizar el cultivo de la microalga.

Se ha determinado que el fosfato es un nutriente clave para optimizar el
crecimiento de la microalga. En el estudio realizado por Tocquin P, et al
(11), se encontro, que en el medio M1B5 el fosfato representa el aumento
de la concentracion celular. A diferencia del nitrato el fosfato ha recibido
menos interés en los enfoques de optimizacion del cultivo. Se ha
considerado como un elemento que promueve el crecimiento celular en
concentraciones moderadas o bajas (0.5 mM), en cambio a una mayor
concentracion podria promover a la carotenogénesis, en este estudio se
destaca la proporcion mas baja de nitrato a fosfato (0.6 %) y la elevada

concentracion de fosfato en el medio, estas caracteristicas no se han
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reportado en estudios anteriores, ya que como en este trabajo los medios
utilizados poseen una mayor concentracién de nitratos. La concentracion
de fosfato obtenida en el estudio de Tocquin P fue de 4.5 mg/ml, en el
presente trabajo se obtuvieron 2.52 mg/ml en medio RM y 1.20 mg/ml en
medio BBM, estas concentraciones concuerdan con el estudio realizado
por Tocquin, El andlisis ANOVA realizado mostro diferencias significativas
(P=0.007), observandose un mayor consumo en el medio RM, esto se
puede explicar por el mayor crecimiento celular obtenido en este medio
(45%)

El trabajo realizado mostré que los mejores resultados se obtuvieron con
el medio RM a una intensidad de luz de 54W/827. Segun el trabajo
anterior las vitaminas son efectivas para el cultivo de H. pluvialis indicando
la concentracion mas adecuada para la vitamina B12 (12 pg.L-1). En el
presente estudio se utiliz6 una concentracion mas baja (0.0001 ug.L-1) en
el medio BBM lo que puede explicar la poca efectividad del cultivo con
este medio. Ya que comparando el crecimiento celular obtenido por
Sipauba (2.1x10°) con el obtenido en el presente trabajo con medio BBM
(1.0X10°) se observa un menor crecimiento, esto podria ser tomado en

cuenta en futuras investigaciones.

El experimento actual mostré6 que los mejores resultados se obtuvieron
con los medios NPK y M + NPK a una intensidad de luz de 60 pmol.m2.s-
1. Como NPK y M + NPK contienen cinco vitaminas y el medio de cultivo
WC contiene dos (B6-Biotina y Bl-tiamina), los primeros son
generalmente mas caros. De acuerdo con Imamoglu et al. (2007), con
respecto a las vitaminas, la tiamina se estableci6 como un factor de
crecimiento para H. pluvialis, mientras que la B12 estimulé el crecimiento,

aungue no esencialmente.

Las vitaminas son efectivas para el cultivo de H. pluvialis. Kaewpintong et

al. (2007) informaron que la mejor concentracién de B12 fue 12 pg.L-1. De
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hecho, los resultados del estudio actual, basado en la concentracion del
complejo de vitamina B12, fueron 33 ug.L-1, mantuvieron la densidad
celular durante la etapa vegetativa entre 0.1 x 105 cells.mL-1y 2.1 x 105
cells.mL-1. Los medios de cultivo NPK y M + NPK son mas econdmicos
que el medio de cultivo WC en términos de contener los constituyentes.
La literatura no ha proporcionado ningun estudio experimental sobre el

medio de cultivo M + NPK, excepto Sipauba-Tavares et al. (2009).

Segun el analisis de costos se encontr6 que el medio BBM genera
mayores costos para su preparacion esto se puede explicar ya que este
medio contiene vitaminas (biotina, tiamina y vitamina B12) por esta razon
este medio puede ser mas costoso, haciendo al medio RM el mas

indicado para el cultivo de la microalga.

Con respecto al analisis de varianza ANOVA realizado no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamiento ensayados, lo cual nos
indica que ambos medios de cultivo RM y BBM son adecuados para
mejorar el proceso de cultivo de la microalga H. pluvialis a nivel del
laboratorio, asi mismo se debe tener en cuenta que las condiciones de
cultivo establecidas por diferentes revisiones bibliograficas fueron las
adecuadas para generar un buen crecimiento y por tanto una biomasa

adecuada en cantidad y calidad.
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6 CONCLUSIONES

- Las condiciones de cultivo adecuadas como pH 6.8 - 7.1, temperatura
20°C +/- 1°C, agitacion a 180 rpm, aire filtrado, luz blanca (lamparas
Phillips Master TL5 HO de 54W/827) y fotoperiodo de 18:6 luz:oscuridad
favorecen el crecimiento de la microalga al otorgar un ambiente Gptimo
para su desarrollo en los diferentes medios ensayados en el biorreactor a
escala de laboratorio TECFERM 5 L.

- El cultivo de la microalga se llevé a cabo de manera adecuada en los
medios RM y BBM, estos medios permiten un buen crecimiento celular
1.25x10° y 1.0x10° y produccién de clorofila 3,98 mg/ml en medio RM y
3,39 mg/ml en BBM respectivamente gracias a su contenido de nutrientes,
observandose un buen consumo de fosfatos y nitratos. Obteniéndose
diferencias significativas para el consumo de fosfatos (P<0.05), lo cual

pudo influir en la obtencion de un mejor crecimiento con el medio RM.

- La morfologia celular varié entre células flageladas y células palmeloides
sin llegar a células enquistadas, lo que nos indica que las condiciones y
medios de cultivo utilizados en este estudio fueron favorables y no

generaron estrés en el desarrollo de la microalga.

- El analisis de costos estableci6 que el medio menos costoso para el
cultivo del H. pluvialis corresponde al BBM, con el que se obtuvo un buen
crecimiento y una mayor cantidad de clorofila y mejor aprovechamiento de

los micronutrientes.
RECOMENDACIONES

Utilizar el biorreactor Tecferm 5L, con las condiciones establecidas en

este estudio para obtener los metabolitos de interés.

Sequir utilizando este biorreactor para otro tipo de investigaciones.
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ANEXO 1

ANEXOS

AJUSTE DE DATOS PARA CURVAS DE CRECIMIENTO CELULAR DE

yVal

yVal

5.2

4.8

4.6

4.4

4.2

3.8

LOS MEDIOS RM Y BBM

CURVA RM

D ——

Tiempo

CURVA BBM

Tiempo
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ANEXO 2

CURVA DE CALIBRACION PARA CONCENTRACION DE CLOROFILA

DATOS CURVA CALIBRACION
Concentracion
(ng/mL) A =667 nm
2 0,028
4 0,061
8 0,140
12 0,203
16 0,275
20 0,340
GRAFICA CLOROFILA
0,4
y=0,0173x-0,0034
0,35 ) R%=0,9992
0,3 e
o
« 0,25 .
S 02 o ® PATRONES
2 ABSORBANCIA
o 0,15 ’.'"
a4 ST e Lineal (PATRONES
< 01 ABSORBANCIA)
0,05 -
.
0e
0,05 0 5 10 15 20 25

ug/ml
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ANEXO 3
CURVA DE CALIBRACION PARA CONCENTRACION DE FOSFATOS

DATOS CURVA CALIBRACION

Concentracion (uMol/20 ml) A

0 0

1 0.015
2 0.02
3 0.045
4 0.056
5 0.066

Grafica de fosfatos
0,08
0,07

0,06
*

0,05
® . y=0,0137x-0,0005
0,04 R*=0,9769 °

0,03

Series1

......... Lineal (Series1)

Absorbancia

0,02 e
0,01

0 e
0,01 0 2 - 4 6
mMol/ 20 militros
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ANEXO 4

CURVA DE CALIBRACION PARA CONCENTRACION DE NITRATOS

DATOS CURVA CALIBRACION

ug/ 20 mL A

0 0

1 0.01
2 0.013
3 0.024
4 0.046
5 0.05
0 0
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0,06

0,05

0,04

0,03

0,02

Absorbancia

0,01

-0,01

ANEXO 5

GRAFICA NITRATOS

[ ]
. ..‘ ‘
o ‘
2 4
ug/ 20 mL

y=0,0105x-0,0025
R*=0,9475

@® Seriesl

......... Lineal (Series1)

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE CRECIMIENTO CELULAR

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
RM 5 273500 54700 1.9E+09
BBM 5 286600 57320 1.2E+09
ANALISIS DE VARIANZA
Grados  Promedio Valor
Suma de de de los critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad  cuadrados F Probabilidad  para F
Entre grupos 17161000 1 17161000 0.01117 0.9184 5.3176551
Dentro de los grupos 1.229E+10 8 1536118500
Total 1.231E+10 9
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ANEXO 6

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE CONCENTRACION DE

CLOROFILA
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
RM 5 8.57664234 1.71532847 2.13650168
BBM 5 12.2992701 2.45985401 0.82955938
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio Valor
Origen de las Sumade  Grados de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 1.38579573 1 1.38579573 0.93443506 0.3620231 5.31765507
Dentro de los
grupos 11.8642442 8 1.48303053
Total 13.25004 9

1



ANEXO 7

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE CONCENTRACION DE

FOSFATOS
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
RM 5 20.3284672 4.06569343 2.11359156
BBM 5 8.43065693 1.68613139 0.11614897
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio Valor
Origen de las Sumade  Grados de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F

Entre grupos 14.1557888 1 14.1557888 12.6972521 0.00736499 5.31765507
Dentro de los
grupos 8.91896212 8 1.11487026
Total 23.0747509 9
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ANEXO 8

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE CONCENTRACION DE
NITRATOS

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
RM 5 148.302752 29.6605505 1474.22103
BBM 5 36.4154653 7.28309305 23.6111339

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio Valor
Origen de las Sumade  Grados de de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 1251.8765 1 1251.8765 1.67158449 0.23213231 5.31765507
Dentro de los
grupos 5991.32864 8 748.91608
Total 7243.20514 9
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ANEXO 9

CUADRO COMPARATIVO DE CONDICIONES DE CULTIVO EN

DIFERENTES BIORREACTORES

Fermenta | Medio condiciones Evaluacién de | Biomasa Refe
dor de medios de cultivo obtenida renci
cultivo cel/mL a
fotobiorre | Phaeod | Aire: 200 L/min | Concentracion de | 2g/ly25¢g/l |5
actor de | actylum | CO2: 5L/min | biomasa obtenida: se
burbujeo | tricornu | Luminicencia: sistema de | determina por
de escala | tum vy |luz artificial, con tubos | técnica
piloto Tetrasel | fluorescentes de luz blanca | turbidimetrica
Flujo mis sp | de 30 W cada distribuidos | mediante un
restringid | Manteni | uno alrededor del FBR, | fotometro Hach
o: 15L | miento | irradiancia promedio | modelo DR2010 vy
Flujo de maxima disponible de 180 | por peso seco de
total: 22L | cepas: uE/(m2.s). Fotoperiodo de | biomasa
Erdschr | 16 hs con una intensidad | deshidratada
eiber luminica de 120 uE/(m 2.s).

Temperatura: 21 oC
Repiques cada 25 dias
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Fotobiorr
eactor
tubular
de
columna
de
burbujas
de 2L

y

medio
de
cultivo
libre de
acetato

Los fotobiorreactores se
burbujearon con aire a 1,0
v / v / min,
Temperatura: 20 o C por
agua termostatica
pH: 8.0 por inyeccion de
C0o2

La irradiancia varié de 50 A
2000 Em-2 s-1
La concentracion de nitrato
oscilé entre 3,0 y 15,0 mM
Se conectaron a un sistema
de adquisicién de datos
para el registro en linea de
medicién y control
Se realizaron 8 cultivos
discontinuos a escala de
laboratorio

El nimero de células
en los cultivos se
determind en una
camara de recuento
de Neubauer
La concentracion de
biomasa se
determiné mediante
mediciones de peso
seco. Para este
propésito, se
filtraron 50 ml de
cultivo a través de un
filtro de 0,45 \ mu
mWhatmann, se lavd
con HClI 0,1 N vy
secado al horno a 80
°® C durante 24 h.
El contenido de
clorofila fue
determinado por el
método de
Mackinney  (1941),
después de
disrupcion de células
por sonicacion
durante 5 minutos y
extraccién con
metanol a 40 ° C
durante 1 h.
El contenido total de

carotenoides se
determind por
espectrofotometria

mediante el método
de Davies (1976),
después de la
interrupciéon de las
células por

sonicacion durante 5
min y extraccién con
acetona durante 3 h.

3937500
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Medio Temperatura: 22°C +/-1 | El crecimiento celular 9
Bristol Agitacion manual dos veces | se monitorizo
al dia | durante un periodo
sin aireacion | de 14 dias por
Dos PFD continuos 20 y 85 | recuento celular
pmol m-2 s-1 | usando cdmaras de
(suministrados por | Utermohl de 1 ml y
[dmparas fluorescentes | microscopio
diurnas frescas) | invertido Zeiss
densidad celular inicual:
1000 cel/mL
Fotobiorr | Medio Temperatura 22 oC 10
eactor OHM Agitador rotado a 180 rpm
marca [luminacion continua con
airlift intensidad de 50 E m-2 s-1
con tubos fluorescentes
blancos calidos de 20 vatios
Dioxido de carbono : 5%
fotobiorre | medio Temperatura: 24 +/- 2 C° | Se evaluaron 514,02 -4,16 x | 12
actor tipo | BBM , | Luminancia: lamparas | medios de cultivo: | 105 cel/mL.
airlift. BG11, fluorescentes Sylvania | BBM, BG11, OHM,
OHM, Daylight F48T12/D de 39W, | F1, BBM: BG11
F1, fotoperiodo de  12:12 | Ensayos por
BBM:BG | Luz:oscuridad triplicado utilizando
11 Aireacion: 0.5 vvm, aire | inoculo inicial de
atmosferico filtrado con | 4x104 Cel/mL
membrana de 0.22 um | Conteo celular a
Concentracion iniciall: 4,0 | diario en camara de
x 104 Cel/mL neubauer y peso
seco
Fotobiorr | Medio Temperatura: 22 +/- 1 °C | Se evaluo el 13
eactores Rudic Lumminicencia: rango de | crecimiento en | 2000 lux:
de placas | RM intensidad de luz, desde | medio rudic RM | 136,265
planas de 2000 a 10000 lux | Ensayos por
41. Vol de reaccion: 3.5 L de los | duplicado, conteo en
cuales el inoculo constituia | camara de neubauer
el 10%
pH:6.5a12.5
fotobiorre | Medio Temperatura: 17-21 2C 20
actor de
tubular al | cultivo
aire libre MCM
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ANEXO 10

PROMEDIO,

DESVIACION

DURANTE EL CULTIVO

ESTANDAR Y COEFICIENTE DE
VARIACION DE LOS DIFERENTES PARAMETROS ESTUDIADOS

CRECIMIENTO CELULAR

RM BBM
PROMEDIO 54700 57320
DESVIACION ESTANDAR 43369,92045 | 34515,0257
COEFICIENTE DE VARIACION | 1880950000 | 1191287000
CLOROFILA
RM BBM
PROMEDIO 1,72 2,46
DESVIACION ESTANDAR 1,46167769 | 0,9108015
COEFICIENTE DE VARIACION | 2,13650168 | 0,82955938
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FOSFATOS

RM BBM
PROMEDIO 4,07 1,69
DESVIACION ESTANDAR 1,45381965 | 0,34080635
COEFICIENTE DE VARIACION | 2,11359156 | 0,11614897

NITRATOS

RM BBM
PROMEDIO 29,66 7,28
DESVIACION ESTANDAR 38,395586 | 4,85912893
COEFICIENTE DE VARIACION | 1474,22103 | 23,6111339

Ph
RM BBM

PROMEDIO 6,82266667 6,384
DESVIACION ESTANDAR 0,11148991 | 0,0571742
COEFICIENTE DE VARIACION 0,01243 | 0,00326889
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