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INDUSTRIAL  

H. pluvialis 

NUTRACEUTICA FARMACEUTICA BIOCOMBUSTIBLES  PISCICOLA 

Carotenoides 
 

Ácidos grasos 
 

 
Antioxidantes 
Carotenoides 

 

Biorremediación en 
aguas residuales 

 
Proteínas 

Carotenoides 
Antioxidantes 

 

 Ciclo de vida complejo 
 Crecimiento lento 

 Necesidad de condiciones 
adecuadas de cultivo 

Fuente: Autora 

INTRODUCCION 



OBJETIVO GENERAL 

Determinar las condiciones de cultivo para el crecimiento y 
producción de biomasa adecuados en cantidad y calidad a partir de 

la microalga H. pluvialis en el biorreactor Tecferm de 5 litros.  

Realizar el cultivo de H. 
Pluvialis en el biorreactor de 
5 litros utilizando medios de 

cultivo RM y BBM, bajo 
condiciones previamente 

establecidas.  

 
Evaluar la morfología 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 producción 
de biomasa de H. pluvialis 
en el biorreactor utilizado.  

OBJETIVOS ESPECIFICOS 



A. S Cifuentes. et al. 2003 

2.5x105 cel/ml  

M.C Garcia. et al. 2006 

 3.9x106 cel/ml 

Gonzales M. et al. 2009 

4.4x105 cel/ml  -Choi Yon et al. 2011 

5.5x105 cel/ml  

-Toquin P. et al. 

1.0x106 cel/ml  
-Ramírez. 2013 

4.16x105 cel/ml 

-Galvao R. et al. 

 1.36x105 cel/ml 

Niño C y Rodriguez F. 2015 

7.5x105 cel/ml 

ANTECEDENTES 



Haematococcus pluvialis 

PHYLLUM Chlorophyta 

CLASE Chlorophyceae 

ORDEN Volvocales 

FAMILIA Haematococcacceae 

GENERO Haematococcus 

ESPECIE Pluvialis 

Fuente: Autora Fuente: Autora 

Ciclo celular H. pluvialis (22) 

Clasificación taxonómica H. pluvialis (19) 
 



CULTIVO DE H. pluvialis 

METABOLISMOS FUENTE DE ENERGÍA FUENTE DE CARBONO 

Fotoautótrofo Luz Inorgánico 

Heterótrofo Compuestos orgánicos Inorgánico 

Mixótrofo Luz y compuestos 

orgánicos 

Inorgánico y orgánico 
Fuentes de energía y carbono en diferentes 

metabolismos encontrados en microalgas (27) 

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

 



FACTORES QUE AFECTAN EL 
CRECIMIENTO DE H.pluvialis 

Luz 

600 y 700 nm 
(35) 

Agitación 

Aireación y 
movimiento 

(17) 

Temperatura 

20-25 ºC.  

(11) 

Nitrógeno  

Constituyente 
esencial para 
las proteínas 

(28) 

pH 

Cercano a la 
neutralidad 

(34) 

Fosforo 

Papel 
importante en 

el proceso 
metabólico 

(28) 

Nutrientes 
CO2 

Nitrógeno 
Fosforo 

(34) 

Medio 
Bold Basal 

Medio para el 
cultivo de algas 
de agua dulce 

Útil para algas 
verdes 

filamentosas  

Medio 
Rudic 

Utilizado para 
el cultivo de 
microalgas 

Medio de 
cultivo 

económico 

MEDIOS DE 

CULTIVO 



SISTEMAS DE CULTIVO 

SISTEMAS ABIERTOS SISTEMAS CERRADOS 

Existen dos tipos de  
sistemas de cultivo para 

organismos 
fotoautótrofos 

Biorreactor de Columna. (37)     

VENTAJAS:  

1. Facilidad para cultivar la 

biomasa.  

2. Mantenimiento del cultivo 

sin contaminación.  

3. Mejor control de las 

condiciones de cultivo.  

4. Menor inversión de capital 

ASPECTOSCLAVE PARA EL 
DISEÑO DE 

FOTOBIORREACTORES: 
• Distribución de luz 
• Mezclado 
• Uso de aire Fuente: autora 



BIORREACTOR TECFERM 5 L 

Fuente: Autora 

Fuente: Autora 

• Sistema básico de investigación para 
el cultivo de bacterias y hongos 

• Capacidad de 2, 5, 10 o 20 litros.  

• Reactor tipo tanque de agitación, 
con capacidad total de 7.5 L y un 
volumen útil de trabajo máximo de 
5 litros.  

• El rango de agitación está 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 
automáticamente 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 nitrógeno (39) 



MODELOS PARA AJUSTES DE CRECIMIENTO 

MODELO ECUACIÓN 

Modelo de 

Gompertz: 

   

Modelo de 

Baranyi: 

  

 

Modelo 

logístico: 

  
 

Modelo de 

Huang 

   

 

Útil para ajustar los 
resultados prácticos 

obtenidos y 
determinar variables 

como 
 

• Velocidad máxima 
de crecimiento  

• Tiempo de 
duplicación 

• Crecimiento 
máximo 

Fuente: Autora 



CLOROFILA 

Estructura molecular de clorofila a y b. R= -CH2 en 
clorofila a o –CHO em clorofila b. (28) 

 

Familia de pigmentos color verde 
presentes en cianobacterias y en 
aquellos microorganismos que 

contienen cloroplastos 

Esencial en el proceso de 
fotosíntesis  

Usada como colorante natural en 
industrias alimenticias y farmacéuticas, 

se encuentra relacionada con 
propiedades nutracéuticas, 

antiinflamatorias, antioxidantes y 
profilácticas. 

28,29 



DISEÑO METODOLOGICO 

FASE 1 

Cultivo de 
microalga en 
biorreactor 

Preparación de 
inoculo 

Ensayo en 
biorreactor 
Tecferm 5L 

FASE 2 

Determinación de 
crecimiento 

celular 

Recuento en 
cámara de 
Neubauer  

Monitoreo de 
morfología 

celular 

FASE 3  

Determinación de 
parámetros 

Clorofila Fosfatos Nitratos 
Análisis de 

costos 

ANALISIS 
ESTADISTICO 

Análisis de 
varianza ANOVA 
programa Excel 

2016 

Ensayos por 
triplicado 

Se utilizo modelo logístico y 
de Baranyi en el programa 

DMFIT  



FASE 1 

Fuente: autora 

Fuente: autora 



FASE 2 

Fuente: autora 

https://www.auxilab.es/es/productos-laboratorio/camara-
ce-neubauer-improved/ 



FASE 3 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Fotobiorreactor Medio de cultivo Condiciones de cultivo Densidad 

celular maxima 

Fuente 

Biorreactores de cristal de 

500 mL 

Medio Bristol Temperatura 23ºC                                                                               

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

agitada manualmente dos veces al día. 

2.5x105 cel/ml  

 

6 

Fotobiorreactor tubular y de 

columna de burbujas de 2L 

medio de cultivo libre de 

acetato 

Temperatura: 20 ◦ C                                                                                                   

pH: 8.0 por inyección de CO2 

3.9x106 cel/ml 8 

Fotobiorreactor marca airlift Medio OHM Temperatura 22 ºC                                                                                                                             

Agitación a 180 rpm                                                                                                                        

Iluminación continua con intensidad de 50 E m-2 s-1 con tubos 

fluorescentes blancos cálidos de 20 vatios                                                                                   

Dióxido de carbono : 5%                                                                                    

5.5x105 cel/ml  10 

fotobiorreactor tipo airlift. medio BBM , BG11, OHM, 

F1, BBM:BG11             

Temperatura: 24 +/- 2 Cº                                                                                                               

Luz blanca, lámparas fluorescentes Sylvania Daylight F48T12/D de 39W, 

fotoperiodo de 12:12 Luz:oscuridad                                                                                             

Aireación: 0.5 vvm, aire atmosférico filtrado                                                                                                                             

4.1x105 cel/ml  12 

Fotobiorreactores de placas 

planas de 4 L. 

Medio Rudic RM  Temperatura: 22 +/- 1 °C                                                                                                      

intensidad de luz, desde 2000 a 10000 lux                                                                       

Vol de reacción: 3.5 L de los cuales el inoculo constituía el 10%                                                    

pH: 6.5 a 12.5 

 1.36x105 cel/ml 

 

13 

REVISION TEORICA 



CRECIMIENTO CELULAR 

Ramírez Landines. 2013.  
4.0x105 BBM 

Rosana M. 2013. 1.3 x105 
RM 

ANOVA 95% (P=0.918) 

Medio 

de 

cultivo 

Número 

de 

datos 

Dato 

mínimo 

Dato 

máximo 

Velocidad 

de 

crecimient

o 

Coeficiente de 

determinación 

RM 5 4.204 

  

5.096 

  

0.040 cel/día 96% 

BBM 5 4.301 

  

5.000 0.032 cel/día 88% 

Coeficientes del modelo logístico ajustado para los  

diferentes medios de cultivo. 

y = 5125,7x + 7543,3 
R² = 0,9526 

y = 4076,2x + 19819 
R² = 0,9512 
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Santhose B. et al. 
2014 
pH:7-8 
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Tiempo en dias 

pH  

RM

BBM

RM: 6.9-6.7 
BBM: 6.39-6.36 

Sipauba Tavares. 
et al. 2013 

7-8 

Niño C, Rodriguez 
F. 2015 
6.3-7.4 



RESULTADOS 

1 3 7 14 21

RM 0,47 0,47 1,42 2,23 3,98

BBM 1,50 1,50 2,74 3,18 3,39
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Dias de cultivo 

 CLOROFILA 

ANOVA (P=0.934) 

Sibauba Tavares. et al. 
2012 
205,53 mg/L  
Volumen total 13 L 
13 días 
WC 



RESULTADOS 

RM: 97.9 ug/ 20 ml – 10.3 ug/20 ml 
BBM: 13.1 ug/ 20 ml – 1.48 ug/ 20 ml 

90 % 
88 % 

RM: 5.80 ug/ml – 2.52 ug/ml 
BBM: 2.08 ug/ml – 1.20 ug/ml 

56 % 
42 % 

1 3 7 14 21

RM 5,80 4,85 4,56 2,59 2,52

BBM 2,08 1,79 1,86 1,50 1,20

0,00

1,00

2,00

3,00

4,00

5,00

6,00

7,00

C
o

n
ce

n
tr

ac
io

n
 d

e 
Fo

sf
at

o
s 

(u
g/

Lm
l)

 

Dias de cultivo 

 FOSFATOS  

ANOVA 95% (P=0.007) ANOVA 95% (P=0.232) 

Sipauba L, et al. 2015  
0.6 ug/ml W.C 
0.3 ug/ml NPK 

0.6 ug/ml M+npk 

Toquin P. et al 2011 
Medio M1B5, 2x106  
4.5 mg/ ml 

1 3 7 14 21

BBM 13,13 11,48 5,24 5,10 1,48

RM 97,99 19,18 11,48 10,38 9,28
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NITRATOS 

RM y BBM 
 K2HPO4, KH2PO4 

 

RM y BBM 
 NaNO3 



ANALISIS DE COSTOS 

Sipauba L, et al . 2015 
NPK y M+NPK: 5 vitaminas 
WC: 2 vitaminas 

Toquin p. et al 2011 
Vitamina B12: 12 mg/L 

RUDIC (RM) MEDIO BOLD BASAL (BBM) 

Reactivos mg/L Precio (pesos)  Reactivos mg/L Precio 

(pesos) 

NaNO3 300 11,4 KH2PO4 175 52.5 

K2HPO4 80 0,95 CaCl2•2H2O 25 1.57 

KH2PO4 20 0,006 MgSO4•7H2O 75 18.6 

MgSO4 * 7H2O 10 2,5 NaNO3 250 9.5 

CaCl2 * H2O 58.5 3,69 K2HPO4 75 0.89 

EDTA 7.5 11,87 NaCl 25 0.25 

NaCl 20 0,206 Na2EDTA•2H2O 10 0.37 

H3BO3 0.3 0,005 KOH 6200 690 

MnSO4H2O 1.5 0,049 FeSO4•7H2O 4.98 0.001 

ZnSO4.7H2O 0.1 0,313 H2SO4 1 mL 0,002 

(NH4)6Mo7O2*4H2O 0.3 0,006 H3BO3 2.86 0.047 

CuSO4*5H2O 0.08 0,448 MnCl2•4H2O 1.81 0.059 

Co(NO3)2*6H2O 0.26 1,3 ZnSO4•7H2O 0.22 0.68 

FeCl3*6H2O 17 0,255 Na2MoO4•2H2O 0.39  0,0001 

TOTAL   32,9 CuSO4•5H2O 0.079 0.44 

      Co(NO3)2•6H2O 0.049 0.24 

      Vitamina B12 0.001 0.22 

      Biotina 0.001 0.005 

      Tiamina 0.200 22 

      TOTAL   779.3 

            



Medios  RM BBM ANOVA  

Densidad 

celular 

(cel/ml) 

1.25X105  

 

  

1.0X105  

 

  

P=0.918 

Crecimient

o máximo 

(cel/ml) 

5.096 

  
5,000 >0.05 

Velocidad 

de 

crecimient

o (cel/dia) 

0.0406 0.0327 >0.05 

Fosfatos 

(ug/ ml) 

2.52 1.20 P=0.007 

Nitratos 

(ug/ 20 ml) 

9.28 1.48 P=0.232 

Clorofila 

(mg/ml) 

3.98 3.39 P=0.934 

TABLA RESUMEN 

 Fotoperiodo de 18:6 luz: oscuridad luz blanca 
(lamparas fluorescentes blancas Phillips 

Master TL5 HO de 54W/827) Aire filtrado 
 pH: 6.8 

 Agitación 180 rpm 
 Temperatura 20ºC  

Fuente: autora 

Fuente: autora 



CONCLUSIONES 

Las condiciones de cultivo adecuadas como 
pH 6.8 - 7.1, temperatura 20°C +/- 1°C, 
agitación a 180 rpm, aire filtrado, luz 

blanca (lámparas marca) y fotoperiodo de 
18:6 luz:oscuridad favorecen el 

crecimiento de la microalga al otorgar un 
ambiente óptimo para su desarrollo en los 

diferentes medios ensayados en el 
biorreactor TECFERM 5 L.  

La morfología celular varió 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 cultivo de la microalga se llevó a cabo de 
manera adecuada en los medios RM y 

BBM, estos permiten un buen crecimiento 
celular  y producción de clorofila gracias a 
su contenido de nutrientes, observándose 

un mejor crecimiento con el medio RM.  

El análisis de costos estableció que el 
medio menos costoso para el cultivo del H. 
pluvialis corresponde al RM, con el que se 
obtuvo un buen crecimiento y una mayor 

cantidad de clorofila y mejor 
aprovechamiento de los nutrientes.  



RECOMENDACIONES 

Utilizar el biorreactor Tecferm 5L, con las 
condiciones establecidas en este estudio 
para obtener los metabolitos de interés. 

Seguir utilizando este biorreactor para 
otro tipo de investigaciones . 

Revisar técnicas mas avanzadas para el 
monitoreo de morfología y determinación de 

parámetros 

Aumentar el volumen de producción de 
biomasa en el biorreactor utilizado 
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