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Introduccion

Organizacion de 80% de las aguas Contami .
las Naciones — " residuales son vertidas en elplcinplincieieoly
Unidas rios, cuencas y mares.

-  Compuestos
organicos e
inorganicos

- Virus

- Bacterias

- Parasitos

- Compuestos
guimicos

-  Hormonas

Impacto en la salud
humana y el medio
ambiente

Fuente: Consultoria ambiental Cali
Colombia biota ingenieria




Introduccion

Haematococcus pluvialis es una
microalga verde de agua dulce y
la mejor productora natural de
astaxantina acumulando hasta el
4% de su peso seco.

Fuente:lgae analytics

Astaxantina es un pigmento
carotenoide gque se caracteriza
por:

- Grado alimenticio

- Capacidad antioxidante

Uso en la industria farmacéutica,
acuicultura y alimentaria.

Fuente: Boronat




Aguas residuales

Por el uso del ser humano representan
un peligro y deben ser tratadas vy
desechadas debido a Ila elevada

concentracion de sustancias
microorganismos presentes.

Composicion:

Materia organica e inorganica
Entidades bioldégicas como bacterias y
virus, reflejo de los estilos de vida de Ia
sociedad.

y

Fuente: purewater.com.co




Aguas residuales

Proviene de desechos de origen
humano o animal como heces y
orina, residuos por limpieza del
hogar y de aseo personal con
pocas concentraciones de solidos
organicos e inorganicos
suspendidos y disueltos.

Proveniente de la cria de cerdos
esta conformada por heces, orina,
residuos de comida y agua utilizada
para la limpieza de la zona de
criadero por lo que la eliminacion
de |la materia organica, del
nitrogeno y fosforo.




Caracteristicas

Fisicas

|

-Color: negro o) gris
representativo del tiempo de
descarte.

-Olor: descomposicion de
materia organica con la
produccion de gases.
-Temperatura: 10 a 21°C.
-Solidos totales: suspendidos
y filtrables.

Quimicas

-Orgdanica: combinacion de C,

H, Oy N.
Proteinas, lipidos,
carbohidratos, orina,

excremento y restos de
alimentos.

-Inorganica: altas
concentraciones de nitrogeno
y fosforo.

Metales pesado como zinc,
cobre y mercurio.




Caracteristicas

Microbiolégicas

-Bacterias: Escherichia,
Klebsiella, Salmonellq,

Yersinia, Vibrio,Pseudomonas.

- Virus: Adenovirus, Rotavirus,
Virus de la hepatitis Ay Virus
de |la hepatitis E, Norovirus,
SARS- CoV-2.

-Parasitos: Cryptosporidium,
Giardia, Ascaris, Taeniaq,
Entamoeba.

Contaminantes
emergentes

-Farmacos: antidepresivos,

antiretrovirales, analgésicos,

antiinflamatorios, agentes
ansioliticos, medicamentos
antidiabéticos, diuréticos,

antibidticos, antiepilépticos,
broncodilatadores y

hormonas.




Haematococcus pluvialis

. . Y\ LOC
Microalga verde unicelular, @ 8 ’8‘04
. ©
fotosintética de agua dulce. SO A0
. 1-cell 2-cell 4-cell 8-cell 16-cell 32-cell
Mejor fuente natural de
. Cell division
astaxantina. Refresh
Germination
Encystment (aplanospore formation)
Clase: Chlorophyceae
Orden: Volvocales @ <— -— @ 6
Familia: Haematococcaseae. Cyst (aplanospore) Intermediate cell Green coccoid cell Flagellated cell
(Palmelloid)

Ciclo de vida de H. pluvialis. Fuente:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omc/articles/PMC4848535/#B72




Astaxantina

Carotenoide con amplias
aplicaciones a nivel de:
-Industrias farmacéuticas
-Cosmeéticas

-Alimenticias Estructura quimica de la astaxantina.

MAA T Fuente:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC39
Médicas y nutracéuticas 17268/

Elimina radicales libres Otras fuentes: Chlorella zofingiensis,

funcion antioxidante y Corynebacterium glutamicum,

cardioprotectoras, antidiabéticas Paracoccus carotinifaciens,

y heuroprotectoras. Xanthophyllomyces dendrorhous,

Rhodotorula glutinis, Candida utilis,
Rhodosporidium sp., Sporobolomyces sp.




Clorofila

Pigmento verde natural
comercialmente importante,
responsable de la absorcion de
energia luminosa y su
conversion en energia quimica.

Utilizado en:
-Industrias alimenticias
-Cosméticas
-Farmacéuticas

R R,
chiorophyl & CH, CH=CH,
chiorophyl b CH, CH=CH,
chiorophyll o CH, CHO
chiorophys f CHO  CHeCH,

Svinyi chiorophylla  CH, CH=CH,

Estructura quimica de la clorofila.
Fuente:https://www.nature.com/articles/srep06069

CH,-CH,
CH,-CH,

CH,-CH,
CH,-CH,

CH=CH,




Antecedentes

Camacho et al,

Kang et al, describen . .
condiciones de estrés

foto:Lths)ltsrtﬁefrizg con ambiental en los
P . - cultivos de H. pluvialis
AY/~ H. pluvidlis para el l permite acumular

tratamiento de AR (3 astaxanting

V - v

V |
O Vidhyavathi et al, relacion

Oswal et al,
menciona el uso de
microalgas para el
tratamiento de A.R.

entre perfil del pigmento
y expresion de genes
carotenogénicos bajo la
disminucion de
nutrientes




Antecedentes

Guang et al, microalgas
en el tratamiento de AR
asimilan el Ny P para su
crecimientoy elimina
contaminantes organicos y

Ledda et al.suspension

de A.R.P, funcionando

como sustrato para H.
pluvialis y la

metales pesados. produccién de
biomasa.
v V V T

Sato et al,los resultados _@ Chew et al, las aguas
ewdgnaan al A.R.D como residuales son una
medio para el cultivo de H. fuente de gran
,c(;/uwahg temendo una tasa potencial para el

e crecimiento mayor que cultivo de las

en el medio convencional.

microalgas.




Planteamiento del
problema

% Y
Descargas de aguas Crecimiento de Disminuir efectos
residuales microalgas NOCIVOS Yy COstos

;por qué las aguas residuales pueden resultar ser un medio
de cultivo ideal para el crecimiento de H. pluvialis?

A
{)}Q)



Objetivos

Evaluar un medio de cultivo a partir de aguas residuales domésticas y porcinas para el
crecimiento de Haematococcus pluvialis y la obtencion del pigmento astaxantina.

- ldentificar las caracteristicas de las aguas residuales domeésticas y porcinas mediante
revision bibliografica.

- Establecer las condiciones necesarias para la produccion de Haematococcus pluvialis
y astaxantina en el medio de cultivo a partir de aguas residuales de origen domésticoy
porcino.

- Evaluar el crecimiento del alga y la produccién de clorofila y astaxantina en el medio
de cultivo de aguas residuales domésticas y porcinas.




Metodologia

Tipo de investigacion

Proceso cualitativo y Poblacién
cuantitativo. Aguas residuales
®
®
v X
é?
o o
Alcance Muestra
Exploratorio, explicativo Aguas residuales
y descriptivo. domésticas y aguas

residuales porcinas.




Metodologia

Variable .
dependiente Indicadores
Crecimiento celular de Composicion A.R.
Nutrientes.

H. pluvialis y la
produccion de
astaxantina.

Condiciones
ambientales.

[} ®
Variable Método
independiente utilizado

Cepas UAy UTEX
2505 de H. pluvialis y
los medios de cultivo.




Método utilizado

Técnicas y
procedimientos

= X

b S—

Microorganismo Preindculo

Muestras de agua
residual

) &

Medios de cultivo




18:6 h con |amparas de
luz blanca a 689 luxes.
Temperatura ambiente
por 29 dias.

Método utilizado

20:4 h con lamparas de luz
blanca en promedio a
22.512 luxes. Temperatura
ambiente por 20 dias.

=



Método utilizado

Analisis de varianza ANOVA de
dos factores (medios de cultivo
y cepas) con varias muestras
por grupo 95% de confianza.




Resultados

Dia 15

Medios de cultivo A.R.D y A.R.P dia 15. Fuente: construccion propia, Quintero E.
2019.




Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios
de cultivo durante la fase de crecimiento.

domeésticas. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2019.

Cambios morfoldgicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de aguas residuales |:|



Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios
de cultivo durante la fase de crecimiento.

porcinas. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2019.

Cambios morfoldgicos de las cepas UTEX 2505 y UA en medio a partir de aguas residuales |:|



Curvade crecimiento cepa UTEX 2505
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Curva de crecimiento de la cepa UTEX 2505 de H. pluvialis en medio de agua
residual doméstica y agua residual porcina al 12,5%. Construccion propia,
Quintero E. 2019



Curvade crecimiento cepa UA
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Curva de crecimiento de la cepa UA de H. pluvialis en medio de agua residual
domeéstica y agua residual porcina al 12,5%. Construccion propia, Quintero E.
2019



Medios de No. Dato Dato Velocidad de Coeficiente de
cultivo y cepas datos minimo maximo crecimiento determinacion
Agua residual
domeéstica - 5 4 7,532 0,029 85%
UTEX 2505
Agua residual
SA—— 5 4 5,506 0,023 68%
Agua residual
porcina - UTEX 5 4 6,792 0,030 87%
2505
Agua residual
5 3,079 4 0,016 49%

porcina - UA

Nota: construccion propia, Quintero E. 2020




Analisis de varianza

Suma de Grados Promedio de Valor
Origen de las cuadrado de los Probabil critico
variaciones s libertad cuadrados F idad para F
Cepas de H. 5,67837 0,02991
pluvialis 4014205,4 1 4014205,441 2 7 4,493998
Medios de 3,04774 0,10001
cultivo 2154541 1 1 2154541 ,11 7 8 4,493998
2,89251 0,10834
Interaccion 2044801,2 1 2044801,25 3 2 4,493998

Dentro del 11310862,
grupo 6 16 706928,9151

19524410,
Total 4 19




Fase de estrés celular

Medios de cultivo A.R.D y A.R.P en fase de estrés celular. Fuente: construccion
propia, Quintero E. 2019.




Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios
de cultivo durante la fase de estrés. .

Semana 1 2 3 4

UTEX
2505

UA

Cambios morfoldgicos de las cepas UTEX 2505y UA en medio a partir de aguas residuales
domeésticas . Fuente: construccion propia, Quintero E. 2019.




Cambios morfolégicos de Haematococcus pluvialis en los medios
de cultivo durante la fase de estrés. .

Semana 1 2 3 4

UTEX
2505

UA

Cambios morfoldgicos de las cepas UTEX 2505y UA en medio a partir de aguas residual§s
porcinas . Fuente: construccion propia, Quintero E. 2019.




Concentracion de clorofila
Fase de estrés
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Concentracion de clorofila durante la fase de estrés en los medios de

cultivo A.R.D, A.R.P. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2020




 Medios y cepas Concentracion de astaxantina ug/mL
Semana1 Semana2 Semana3d Semana4

A.R.D UTEX 0,2 0 08 4,6
2905

A.R.D UA 0,2 1,6 1,4 49

A.R.P UTEX 1,3 0,9 45 4.1
2505

A.R.PUA 0,6 0,3 0,4 04

Agua residual domestica

(A.R.P). Construccion propia, Quintero E. 2020

(A.R.D), Agua residual porcina




Concentracion de astaxantina
Fase de estrés
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Concentracion de astaxantina durante |la fase de estrés en los medios de

cultivo A.R.D, A.R.P. Fuente: construccion propia, Quintero E. 2020




Medio de cultivo y cepa Concentracion (pug/mL)

A.R.D UTEX 2505 9,401
A.R.D. UA 27,091

A.R.P UTEX 2505 9,386
A.R.P UA 17,056

Agua residual domestica (A.R.D), Agua residual porcina (A.R.P).
Construccion propia, Quintero E. 2020




Discusion

Fase de crecimiento de
H. pluvialis

Importancia
ambiental de
las aguas

: e Macro y micronutrientes
residuales.

disponibles.




Discusion

Kang et al,,
0,239 células/
dia A.R tratada
y 0,245
células/dia
A.R.P.




Discusion

/
Wu et al,,

obtuvieron una
densidad maxima
de 8,5x10 4
células/mL de H.
pluvialis.

Y
.




Kang et al., la clorofila
y crecimiento celular
disminuyeron por el
agotamiento del
nitrato disponible.

Luz continua en la fase de
estrés celular, dio lugar a
aplanosporas acumulando

astaxantina.

Discusion

Zhu et al., degradacion de
membranas tilacoidales
durante enquistamiento,
logra la descomposicion
de la clorofilaay b.

Mascia et al, la maquinaria
fotosintética se reorganiza por
aumento de luz.

Reduce el wvolumen de los
cloroplastos, los tilacoides vy
desestabiliza los fotosistemas | y Il

La cuantificacion de

clorofila
disminucion
semana 1 a 4 en los dos

medios de cultivo .

mostro una
desde la



Discusion

Discrepancias en resultados por la

La acumulaciéon de astaxantina en N S
. sensibilidad de cada técnica.
las aplanosporas de H. pluvialis ] p . .
3 g HPLC:. metodologia bajo ausencia
durante el estrés celular aumento
de luz, control de temperatura y

en los medios de cultivo. ) L
aireacion.

Ledda et al.,, con medio de cultivo

Kang et ql., en medlps_a partir de 5 oartic  de. ARP  obtuvo
agua residual doméstica tratada L :
; concentracioén final de astaxantina
con resultados de astaxantina de s
397 ma/ Ly 42.3 ma/L menor que las obtenidas por Kang.
' St A S Manejo de baja irradiancia.

Qx:::



Conclusiones

El agua residual domeéstica y agua residual porcina representan un potencial
factor de contaminacion al ser vertidas en otras fuentes.

El cultivo de H. pluvialis en aguas residuales domésticas y porcinas, permitio
producir astaxantina. En la fase inicial se proporcionan las condiciones ideales
para el crecimiento de la microalga y la segunda fase busco generar condiciones
estresantes en el medio.

Los resultados de la investigacion demostraron que las dos cepas de H. pluvialis,
asimilaron los componentes de las aguas residuales domeésticas y porcinas
proporcionadas en los medios de cultivo.




Conclusiones

La concentracion de clorofila y astaxantina se determind aplicando técnica
espectrofotomeétrica y de HPLC. Los valores de clorofila disminuyeron
progresivamente desde l|la fase de estrés celular y simultaneamente la
astaxantina incremento.

La concentracion final de astaxantina fue mayor con la cepa UA de H. pluvialis en
el medio de cultivo a partir de aguas residuales domeésticas, obteniéndose
mediante la técnica espectrofotométrica 4,9 ug/mL y por cromatografia liquida
de alta eficiencia 27,091 ug/mL.

Los resultados de este estudio apoyan la idea de obtener pigmentos de gran
valor comercial, mediante la utilizacion de las aguas residuales domeésticas y
porcinas.
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