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» Determinar las condiciones adecuadas para el crecimiento de H. pluvialis,

utilizando los medios de cultivos OHM y Kobayashi

Tecferm de 5 litros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
a N

e Evaluar el crecimiento de H.
pluvialis, en los medios de
cultivo OHM vy Kobayashi bajo
las condiciones establecidas
intensidad de luz, fotoperiodo,
color de luz, pH, temperatura,
agitacion , aire filtrado vy
cambio morfoldgico durante el
cultivo.

~

e Determinar la concentracion de

clorofila, fosfatos vy nitratos
durante el cultivo bajo las
condiciones establecidas en los
medios de cultivo OHM vy
Kobayashi.

e Evaluar el cambio morfoldgico

del cultivo durante el estudio.

en un biorreactor

4 )

e Determinar los costos para
cada medio de cultivo y asi
establecer el medio mas
rentable para el sostenimiento
de la microalga.

1 98 9
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Cell division
Refresh
Germination
Q.‘ 0 X Encystment (aplanospore formation)
Cyst (aplanospore) Intermediate cell Green coccoid cell Flagellated cell
(Palmelloid)
. STy
Célula Flagelada Ciclo celular H. pluvialis
PHYLUM Chlorophyta
CLASE Chlorophyceae
ORDEN Volvocales
FAMILIA Haematococcaceae
Célula intermedia Quiste (aplanospora) GENERO Haematococcus
Ciclo celular H. pluvialis. Elaboracion propia, 2018. ESPECIE pluvialis

Clasificacion taxonémica H. pluvialis*
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Condicidn del cultivo Fuente de energia Fuente de carbono
Fototrofia Luz Carbono inorganico
Heterotrofia Carbono organico Carbono organico
Fotoheterotrofia Luz Carbono organico
Mixotrofia Luz y carbono organico Carbono inorganico y organico

Caracteristicas de las diferentes condiciones de cultivo. Tomado de Benavente J?°.
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Medio de cultivo

MEDIO indicado para

algas empleado

Nutrientes O H M para crecimiento
pH Cercano vegetativo

ala . = . .
neutralidad Nitrogeno (2) Medio de cultivo

Fosforo (33 optimizado para
= =2 MEDIO

obtener mayor
produccién de
células en estado
S KOBAYASHI
adicionado con
Biotina y Vitamina
B12

A%

Haematococcus pluvialis
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SISTEMAS ABIERTOS SISTEMAS CERRADOS

Fotobiorreactores utilizados en el cultivo de microalgas: (a) estanque abierto, (b) placa

delgada, (c) tubular inclinado y (d) continuo horizontal. (55) Fuente: Angela Hernandez,2018,

v Aprovechamiento luz solar v" Fécil Cultivo de microalgas
v' Mayor cantidad del cultivo v' Menor contaminacion del cultivo
v’ Variedad en el disefio de biorreactores. v’ Control de las condiciones gracias al biorreactor

v Bajo control de contaminacién. v" Posibilidad de realizar escalamiento del cultivo.



Capacidad 2,5,10 y 20 litros
Capacidad de regulacién de
la escala de temperatura
Cuenta con regulacion del
pH en escalade 0 a 14
Tiene un intervalo de
agitacion de 0 a 800 rpm, se
aconseja trabajarlo entre 0
a 300 rpm.

El sistema puede trabajar de
forma anaerobia con
suministro de gases con CO2
o nitrégeno incluso con
suministro de aire filtrado
Sistema para investigacion y
cultivo de hongos, bacterias
y microalgas.
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Biorreactor Tecferm 5L. Foto tomada en el laboratorio, elaborada por el autor, 2018.



MODELOS DE CRECIMIENTO

MODELO

ECUACION

Modelo de
Gompertz:

y= Ae;«;p{— exp[% (A-1)+ I}}

Modelo de
Baranyi:

max

Modelo A
logistico: | ¥~ 1
{1 + axp{ﬂ A—1)+ 2]}
A
Modelo de y=A+y,, ln(eA +(e” o —p,,sm)
Huang | 14eated

Modelos primarios y sus ecuaciones. M Halmi,2014.
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Utilidad :

» Ajuste de resultados obtenidos durante el estudio.
» Velocidad de crecimiento de la microalga.
» Determinacion de crecimiento maximo.
» Tiempo de duplicacion de la microalga.

Lineal (OHM)
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Estructura molecular de la clorofila®3

B et o

Pigmento fotosintético primario en todas las
algas y unica clorofila en cianobacterias y las
rhodophyta.

En plantas se encuentra confinada en
los cloroplastos.

Elemento basico para la transformacion
de energia del sol en el proceso de
fotosintesis.

CLOROFILA-ASTAXANTINA
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Estructura bioquimica de la astaxantina 2°

Carotenoide de cadena polienica de once
dobles enlaces conjugados, quienes brindan
su intensa coloracion rojiza.

Pigmento de color rojo perteneciente
a la familia de los carotenoides.

Importante interés comercial




Analisis
estadistico
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Evaluacion del crecimiento de H. pluvialis, en los medios de cultivo
OHM y Kobayashi en el biorreactor Tecferm 5 L.

fosfatos y nitratos durante el cultivo bajo las condiciones establecidas
en los medios de cultivo OHM y Kobayashi.

Determinacion de la concentracion de clorofila, astaxantina, pH, }
m)

Evaluacidon del cambio morfoldgico del cultivo en el biorreactor Tecfer
5L

Determinacion de los costos para cada medio de cultivo y asi
establecer el medio mas rentable para el sostenimiento de la microalga /

Se realiza un analisis estadistico de Kruskal-Wallis para encontrar
diferencias significativas entre los tratamientos. (Software Prisma)

Ensayo por
triplicado

Modelo de
crecimiento
logistico y
Baranyi
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Establecer volumen a inocular.

Revision tedrica 1x10% Cel/mL

. KOBAYASHI
Medio Volvox
10% de inoculo en 500 ml
de medio
Bajo las condiciones:
Fotoperiodo 18:6
Luz/oscuridad
Preparacion del Luz blanca fluorescente
inoculo (Philips Master TL5 HO de
54W/827
aire filtrado
pH 6.7
agitacion manual 10 seg/dia
temperatura de 202C 21 Dias
Muestreo por triplicado

Condiciones para el cultivo:
» temperatura 20 eC

» agitacién a 100 rpm
» fotoperiodo de 18:6 luz: oscuridad
» luz blanca por medio de lamparas
fluorescentes blancas Phillips Master TL5
HO de 54W/827 irradianza 60 lux
» pHde 6.8

20 dias en cultivo



FASE 1 Evaluacion del crecimiento de H. pluvialis, en los medios |-
B de cultivo OHM y Kobayashi en el biorreactor Tecferm 5 L.

Equipamiento cientifico.com

Recuento en
camara de
Neubauer (15)

Foto: Angela Hernandez, 2018.

Muestreo
triplicado

Y

Monitoreo de
morfologia
celular

Curvas de
crecimiento
para cada
medio de
cultivo en
células/mL en
21 dias.
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= Modelo
logistico

= Tratamiento
estadistico



FASE 2.

Curva de
calibracion

Determinacion de

CLOROFILA (Método

APHA, 1992)

1 mL de muestra
4000 rpm x 15 min
1 mL de metanol al 90%

Incubar a 60°C x 10 min

Lectura en espectrofotometro a
667 nm

e Determinacion de la concentracion de clorofila, astaxantina,
pH, fosfatos y nitratos durante el cultivo bajo las condiciones
establecidas en los medios de cultivo OHM y Kobayashi.

Determinacion de
ASTAXANTINA

(Método APHA, 1992)

1 mL de muestra

3000 rpm x 5 min

Sobrenadante con 1 mL de
methanol al 90%

Incubar a 60°C x 10 min

Lectura en espectrofotometro a
475 nm
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Tratamiento
estadistico

Curva de
calibracion
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Determinacion Determinacion Medicion de
de NITRATOS de FOSFATOS pH

Reaccion con acido ascorbico
(50)

50 ul de medio con 50 ul de
solucion

Acido ascorbico al 2%

¢ Molibdato de amonio 0.5%
¢ Acido sulfurico al 0.6M

Lectura en espectrofometro a
750 nm ug/mL

Tratamiento estadistico

Curva de calibracion Curva de calibracion
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e Revision y consulta en diversos distribuidores de productos quimicos.
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Albor

Quimicos
iCalidad, siempre calidad!

mercado
BIOMERIEUX Librege:
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FASE 1

RESULTADO Y DISCUSION

Evaluacion del crecimiento de H. pluvialis, en los medios de
m cultivo OHM y Kobayashi en el biorreactor Tecferm 5 L.

Revision tedrica

%o
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MEDIO DE

Biarreactor Tecferm
BL

Medio BBM y RM

femperatura 20 7T,
agitacion a 180 rpm,
aire filtrado,
fotoperiodo de 186
luz:oscuridad,
utilizando luz blanca
por  medio de
lamparas de |uz
fluorescentes blancas
(Fhillips Master TL5
HO de B4W/EZT) y
PHDET7.1.

densidad celular
méaxima de
1.25¢10 * celiml
v 1.0x10 ® celiml
en medio RM y
BEM

23

Sin adicion de GO

Ciclo 12horas luzf 12
horas oscuridad

Productividad
jari ® A
o cels/mL/dia.

FERMENTADOR REF
CULTIVO BIOMA SA
CONDICIONES OBTENIDA
Mies-C con
Fotobiorreactor de acetato de sodio lluminacion continua
Columna de 10 mM camo 26pmaol m-"5-" 25 °C, 20g m= 59
burbujas 1litro fuente de carbono | luz continua, pH 7.5
organico
Luz continua, 20° a
: 30.5 °C
FER de columna C—Med!um para e
cilindrica de 200 m| | Precultive y para PHT.5 -1.7%10% celiml
didmetro interior 3,6 | S eultivefinal e con 100 ml | _ 53
Medio modificado i ! 6.00107 celiml
cm estandar min 1 de aire
’ enriquecidocon CO2
al 5% w /v,
El pmoel m™s" delu=
roja con longitud de
onda (§30-8865 nm)_y. 57
luz azul { Amax 430- o
485 nm) LED. 25205 LED roja:
Frascos de = 3,5x10* cel/ml
Erlenmeyer
utilizados chuzFBR OHM Ciclo de iluminacién 54
de 250 mi aoscura de 20H! Lu=z LED Azul:
nocturna. 2,3x10° celiml
Inyeccion aire filtrado
100 ml min
pHT5
Inyeccion aire filtrado
100 ml min 0.4x10* células / 19
ml
FBER acrilico de &0 .
litras Medio OHM 10

Columnas de vidrio

Medio BG11

20 pmol photons m-2
5 -1 (43 W m2)T°
2025 C L
Continua, 1.5% CO2,
viv, pH3.

mayaor

productividad

17,1 mg L1 dia-
1

60

Columna de vidrio
con membrana de
filtro.1 L

Medio  MIES-L
con acetato de
sodio 10 mM
como fuente de
carbono organico.

25 pmal m2 s5-1 (b4
W m-2), 26 °C, Luz
Continua, CO* 4%,
pH 7.5,

mayaor
productividad
85.8 mg m-2

dia-1

61

matraces

Erlenmeyer de 500
ml

medio liquido Bold
basal (BBM)

2dyumalim2s (52
Wm-2),24°C para
16h/dhluz!
ascuridad cicla, COz
B%, pH75

El contenido de
clorofilaaenla
fase verde,
La fase amarilla
v lafaseroja
fueron 17.3mag/

18




FASE 1

CRECIMIENTO CELULAR

DIAS

DIA 1 DIA7 DIA 14 DIA 21
Crecimi 5.9 x10* Cel/ml 9.4 x10°Cel/ml 1.23 x108 Cel/ml 7.3x10% Cel/ml
recimiento
. : »
% Y
MEDIO - 0
OHM " @
5.6 x10* Cel/ml 7.5 x10% Cel/ml 1.0 x10% Cel/ml
MEDIO
KOBAYA
SHI

|/ Jian [#€t al 2011 1x106 cel/ml Medio OHM (12)
r et al 2006 Kobayashi 3,5x10°(9)

v" Ranj

v’ Leiton Y 2018 Morfologia. (23)
v Garcia et al 2006 Morfologia (7)

16000000 -

14000000

concentracion celular Cel/mL

2000000 1

12000000

10000000

000000 -

4000000 1

Evaluacion del crecimiento de H. pluvialis, en los medios
B de cultivo OHM y Kobayashi en el biorreactor Tecferm 5 L. | | :

$---4

(i

(Ne-)
° -

Kruskal-Wallis
(P< 0.05):

OHM 0,0757
KOB 0,0811

Lineal (KOBAYASHI)
1.0x%10° Cel/ml
- - - - Lineal (OHM)

o

10 15
tiempo en dias

o 1,23x106 Cel/ml

Medio de Namero de Dato minimo Dato Maximo Velocidad de Coeficiente de
cultivo datos crecimiento determinacion
OHM 4 5774 6.863 0.037 cel/ml 8%

Kobayashi 4 5752 5977 0.022 cel/ml 47 %




= 7.00
6,50
6,00

3,30

Determinacion de la concentracion de clorofila, astaxantina,
m pH, fosfatos y nitratos durante el cultivo bajo las condiciones
establecidas en los medios de cultivo OHM y Kobayashi.
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6,93

_*

TIEMPO EN DiAS

21

——KOBAYASHI
== 0OHM
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7.7 a 8.0 pH Kobayashi
6.3 2 6.9 pH OHM

v’ Jian Lietal 2011 pH 7.5 (12)
v’ Leiton Y 2018 pH 6.3-6,9 (23)
v Wan M et al 2014 pH neutro (16)

Andlisis estadistico de Kruskal-Wallis (P< 0.05): Si hay
diferencias significativas. P= 0.0044 KW=20.59
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Determinacion de clorofila

12

10

9

de
en los medios de cultivo OHM y Kobayashi. O aSALUD
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,79 mg/ml

v' T.Xi et al 2016 Luz azul y roja
(57)

11,87 mg/ml

=—KOBAYASHI
-#-0HM

Andlisis estadistico de Kruskal-Wallis (P< 0.05): No hay
diferencias significativas. P=0.2404 KW=9.173

) 5 10 15 20 l 25

TIEMPO EN DiAS



FASE 2

CONCENTRACION DE ASTAXANTINA

10

e Determinacion de la concentracion de clorofila, fosfatos y
a hitratos durante el cultivo bajo las condiciones establecidas en
los medios de cultivo OHM y Kobayashi.

3,20 ug/ul

8,21 ug/ul
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v T. Xi et al 2016 Utilidad en los
colores mejora la concentracion
(57)

=—=KOBAYASHI
-#-0HM

10

DIAS

15

20

25

analisis estadistico de Kruskal-Wallis (P< 0.05): No hay
diferencias significativas. P=0.3929 KW=6.277
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concentracion clorofila mg/ml
N

FASE 2

7 14
TIEMPO EN DiAS

21

Concentracion Astaxantina

mg/ml

== CLOROFILA MEDIO
KOBAYASHI

== ASTAXANTINA MEDIO
KOBAYASHI

e Determinacion de la concentracion de clorofila, fosfatos y
a hitratos durante el cultivo bajo las condiciones establecidas en
los medios de cultivo OHM y Kobayashi.

14

= [y
o )

Concentracion Clorofila mg/ml
oo}
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7 14
TIEMPO EN DIAS

concentracion Astaxantina

mg/ml

== CLOROFILA MEDIO
OHM

== ASTAXANTINA MEDIO
OHM
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| v’ Salazar M et al 2012
1,25 g/L NaNO, (55)

10,00

9,00 | T |
L

8,00

oncentracion inicial: 7.57 mg/m
Concentracion final: 1.86 mg/ml
58%

7,00

6,00

>00 ——KOBAYASHI

--0HM

4,00

3,00

CONCENTRACION DE NITRATOS
mg/ml

2,00

1,00

k=)
D
D

-5 0 5 10 15 20 25 30

DIAS Andlisis estadistico de Kruskal-Wallis (P< 0.05): Si hay
diferencias significativas. P= 0.0436 KW=14.46




CONCENTRACION DE FOSFATOS

establecidas en los medios de cultivo OHM y Kobayashi.

FASE z Determinacién de la concentracion de clorofila, astaxantina,
m fosfatos y nitratos durante el cultivo bajo las condiciones

el FACULTAD
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se llevo a cabo analisis estadistico
I

=—0OHM

F———————

I v' Ramirez et al 2013
I 3.4 mM Aumenta capacidad

10 15 20 25
TIEMPO EN DiAS I

replicativa (34)

h——————J



Determinacion de los costos para cada medio de cultivo y asi o - 3 FACULTAD
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MEDIO OHM MEDIO KOBAYASHI
REACTIVOS mg/L Precio (pesos) REACTIVOS g/L Precio(pesos)
KNO, 0.41g/L 0.41 Acetato de sodio 1.2 29.2
Na,HPO, 0.03 g/L 0.03 L-asparagina 0.4 47.5
MgSO, 7H,0 0.246 g/L 42.32 Extracto de levadura 2.0 558
CaCl, 2H,0 0.11g/L 21.0 MgCl, 6H,0 0.2 961
Fe(lll)citrato H,0O 2.62 644.0 FeSO,7H20 0.01 0.76
CoCl, 6H,0 0.011 0.97 CaC1E 2H,0 0.02 0.055
CuS04 5H,0 0.012 1.27 - - -
Cr,0, 0.075 2.325 - - -
MnCl, 4H,0 0.98 702.66 - - -
Na,MoO, 2H,0 0.12 648.0 - -- -
SeO, 0.005 0.045 - - -
TIAMINA 15 ug/L 750.0 - - =
BIOTINA 17.5 ug/L 1.750 - - =
VITAMINA B12 0.026 g/L 4.472 - - -
TOTAL 11.357 PESOS TOTAL 1.596 PESOS




TABLA RESUMEN

Medios

Kobayashi

OHM

Kruskal-Wallis

(P < 0.05)
Densidad celular
1.0x10°5cel/ml | 1.23x10 6 cel/ml
(cel/ml)
pH 7.728.0 pH 6.326.9 pH E\jvg'gg‘é‘;
C de fosfat ) .
(yonsumo € fostatos No incluye el medio 80%
0
P=0.0436
Consumo de nitratos % 58% 75% KW=14.46
P=0.2404
Clorofila (mg/ml) 9.79 11.87 KW=9.173
Astaxantina mayor P=0.3929
produccién de 3.20 ug/ul 8.21 ug/ul KW=6.277
pigmento (ug/ul)
Crecimiento maximo
5.977 6.863
(cel/ml)
Velocidadde 0.022 0,037
crecimiento Cel/dia
Analisis de costos 1.596 pesos 11.357 pesos
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Condiciones para el cultivo:
» temperatura 20 eC
» agitacion a 100 rpm
» fotoperiodo de 18:6 luz: oscuridad

» luz blanca por medio de lamparas
fluorescentes blancas Phillips Master TL5
HO de 54W/827 irradianza 60 lux

» pHde 6.8

Analisis estadistico Kruskal-Wallis. Diferencias significativas entre tratamientos P< 0.05
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CONCLUSIONES

La concentracion de clorofila fue 11,87
mg/mly 9,79 mg/ml, la de astaxantina 8,21
ug/uly 3,20 ug/ul, el pH entre 6,3-6,9y 7,7-
8,0, fosfatos disminuyo en 80% vy los
nitratos disminuyeron en 75% y 58%
durante el cultivo bajo las condiciones
establecidas en los medios de cultivo OHM
y Kobayashi.

El mejor medio es OHM de acuerdo a los
atributos que mostro durante todo el cultivo.




el FACULTAD

RECOMENDACIONES

e Tener en cuenta la trayectoria de
la luz en el biorreactor Tecferm
para que la incidencia de la luz
sobre |la microalga pueda ejercer
efecto sobre la fotosintesis H.
pluvialis, esta no debe ser mayor
de 2-5 cm.

e Continuar

utilizando el
biorreactor Tecferm 5L en
estudios posteriores ya que al
contar con un disefio de tipo
tubular es mas sustentable para
el cultivo de H. pluvialis ya que
cuentan con un area amplia de
iluminacidon con una buena tasa
de produccion de biomasa.
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