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INTRODUCCION

Escalamiento de H. pluvialis para la produccion de astaxantina en un
biorreactor de 5 litros

* Astaxantina US 2500/kg®

* Fotosintéticas Microalgas H. pluvialis . <CreC|m|e-r]to celular, <
acumulacion

* Unicelulares

e Diferentes ambientes

* Factores de estrés

¢ Cudl es la [ ] ideal para [ Ne=iziie) ol=
aumentar el crecimiento sodio

celular y produccion de
astaxantina a gran escala?

* Nuevas alternativas

Biorreactor * Mayor control de las
condiciones




OBJETIVO GENERAL

Realizar el proceso de produccion de astaxantina en un biorreactor TEC-
FERM de 5 litros con la utilizacion de un factor de estrés como el acetato
de sodio y luz blanca durante el cultivo de H. pluvialis.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar el crecimiento de la microalga en el medio RM
utilizando el biorreactor TEC-FERM.

* Evaluar |la produccion de astaxantina y clorofila cuando se somete
la microalga a factores de estrés.

 Determinar el cambio morfologico de H. pluvialis durante el
cultivo.



ANTECEDENTES

@ Woong @Gonzélez @ Ramirez @ Park @ Barajas

* Efectos * Establecer < Fotobiorreac ¢ Determina e [1g/L]
. [70mM] cond. de tor air lift cior(wj.del Acetato de
i medio :

Acejcato de cultivo * Fotoperiodo optimo. sodio
sodio * [2mM] 12:12 . [720 mg/L] * Inhibicién

. 18:6 Acetatode | 3599 1a/mL  Acetato de del
0299 sodio sodio crecimiento
’ ® 4
Cel/dia 9.9x10 . 160 mg/L

Cel/mL Nitrato



MARCO REFERENCIAL

Biotecnologia

Procesos destinados a la mejora biologica,
= mediante la explotacion de sistemas vivos.

* Medicamentos

e Optimizacion de cultivos agricolas

* Alimentos transgénicos

* Promoverlas propiedades de las microalgas

Fuente: Agriculturers (2016) “Mejorar procesos de produccion”



Haematococcus pluvialis

“Blood rain alga”

e Autotrofa Chlorophyta

* Unicelular Chlorophyceae

e Fotosintética

Volvocales
Haematococcaceae
Haematococcus

H. pluvialis

Fuente: Martinez A. (2010)

Fuente:Ao (2017)




Astaxantina

e Carotenoide Rojo

* Actividad antioxidante

* Microorganismos de agua dulce
* Proteccion en ambientes hostiles

Fuente: Kurmen (2013) Acumulacién en plasmidos y citoplasma



Factores de estrés

Favorece division
celular

Act. Fotosintética y
acumulacion

Temperatura pH
28 a35°C 7.0a10

Favorecen el
crecimiento

* Organico*

* |Inorganico
Agitacion Fuente de

Exposicion uniforme carbono



Biorreactor TEC-FERM 5 L

e Sistema cerrado basico para
investigacion.

* Protege el cultivo de la
contaminacion.

* Control integral de las
condiciones de cultivo.

e Posibilidad de escalamiento

Fuente: Autora (2017)



METODOLOGIA

* Tipo de investigacion: Experimental , correlacional.
* Poblacidn: H. pluvialis cepa UTEX suministrada por U. de la sabana.
* Muestra: Inoculo de H. pluvialis en medio volvox.

Fuente: Autora (2017)



Hipotesis

Hay un aumento en la biomasa y en la produccion de astaxantina de H.
pluvialis en el medio RM, el cual fue escogido por brindar las
condiciones adecuadas’ para el crecimiento dptimo de la microalga H.
pluvialis, bajo dos concentraciones de acetato de sodio (0.299 mg/L y
1,6 mg/L), acompafiado de condiciones de trabajo en el biorreactor

TecFerm 5L los cuales son senalados como factores que ayudan al
aumento de la produccion de astaxantina, segun l|a bibliografia

consultada



Preparacion
del in6culo

TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Medio Volvox

e pH

* Temperatura
e Agitacion

* 18:6

* Muestras por
cada tercer dia

triplicado

Medio de
cultivo

Medio RM

 pH

* Temperatura

e Agitacion

* 20:4

* Acetato de sodio

* Muestras por
cada séptimo dia

triplicado

Biorreactor
TEC-FERM 5L

 Pre. Indculo: 200 mL
(10% )

e 1800 mL medio RM

e Sist. Cerrado



TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

- Determinacion . L o
Condiciones Curva de Determinacion Analisis

de clorofila y de pigmentos estadistico
astaxantina

de trabajo crecimiento

o Fotoperigdo Camara de Metanol al Curva de ANOVA
o : i 5
. Agitacion Neubauer 90% calibracion (95%)
de los
* Aire filtrado patrones

* Temperatura



Cel / mL

2,5X1074

2,0X1074

1,5X1074

1,0X10"4

0,5Xx1074

0,0X1074

RESULTADOQOS

Curva de crecimiento celular

0,299 mg/L de acetato de sodio

1,6 mg/L de acetato de sodio

(P=0,795; gl=1; F=0,071).

Curva de crecimiento 0,299 mg/L

4,0X107M4

3,5X10"4

y =-0,0349x + 1,474
R*=0,4366

3,0X10"4
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2,0X1074

Cel/mL

1,5X1074
1,0X1074

0,5X1074

\0 0,1
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0,0X1074

Curva de crecimiento 1,6 mg/dL

y =0,0398x + 1,204
R?=0,227
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30
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Velocidad de crecimiento de los tratamientos

utilizados
Medio de Numero Dato Dato Velocidad | Coeficiente de
cultivo de datos | minimo | maximo de determinacion
crecimiento
RM v 6 4 204 0.029
acetato Cel/dia
0,299 mg/L
RM v o 4 301 4 540 0.014 49%,
acetato 1.6 Cel/dia

mg/L




pH

0,299 mg/L de acetato de sodio

7,6
7,5
7,4
7,3
7,2

7,1

6,9
6,8
6,7

6,6

Dias |pH
0 |67
6 7.1
13 |68
20 | 7.0
27 | 7.2
34 |73

pH de 0,299 mg/L

10

15 20

Dias de muestreo

25

30

35

1,6 mg/L de acetato de sodio

Dias

pH

6.7

74

1.6

8.6

8.5

86 |

pH de 1,6 mg/L

5 10 15

20 25 30

Dias de muestreo

35



Concentracion (ug/mL)

Concentracion de astaxantina y clorofila

0,299 mg/L de acetato de sodio 1,6 mg/L de acetato de sodio
CLOROFILA ASTAXANTINA CLOROFILA ASTAXANTINA
DIAS CONCENTRACTION | CONCENTRACION CONCENTRACION | CONCENTRACION
DIAS
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
6 14.415 0.476 6 14.683 0.643
13 9,683 0.264 13 17.902 1,991
AN B0 [ERIRT:
27 13,994 1,619
34 6.752 1.5
1,6 mg/L
0,299 mg/L &
20
30
18
25 16
'—g 14
20 >
=12
S
" Clorofila § ? Clorofila
Aastaxantina § ° Astaxantina
10 S ¢
O
4
5
2
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Dias de muestreo Dias demuestreo



Cuadro comparativo entre el tratamiento de 0,299
mg/Ly 1,6 mg/L de acetato sodio

RECUENTO DE DE VELOCIDAD DE
[ 1 ACETATO DE [ ] [ ]
CELULAR PH ASTAXANTINA CLOROFILA CRECIMIENTO
SODIO ,
Cel/mL pg/mL pgfmL Celfdia
2,0x104 7,5 2,530 28,7006
0,299 mg;’L ) ) , ) 0,029
Dia 20 Dia 34 Dia 20 Dia 20
3.5 x104 2.0 1,951 17,902
1,6 mg/L - ! ! N 0,014
E"f Dia 24 Dia 34 Dia 13 Dia 13
ANOVA (95%)

e Concentracion de astaxantina: (P=0,820; gl=1; F=0,054).

* Concentracion de clorofila: (P=1; gl=1; F=0)




Registro fotografico microscoépico

0,299 mg/L 1,6 mg/L

DIA IMAGEN IMAGEN 0,299 mg'L L6 mg/L

DIA IVMAGEN DMAGEN

13

- - . ~ -~ - ». - -—

20
Fuente: Autora (2017)




DISCUSION

- Cifuentes, e Utilizacion del medio RM
Nino, 2015 2003
 Aumento del crecimiento celular
De 1.0 X 10% De 1.0 X 10% * ¢ Cual es la concentracion adecuada de acetato de sodio?
A 7.55 X 10* A 1.8 X104 e Suplementacion de con acetato de sodio, ayuda a Ia
. Sistema . Biorreactor formacion de células quisticas
batch sistema
cerrado [ 1 ACETATO DE VELOCIDAD DE
RECUENTO CELULAR
SODIO CRECIMIENTO
0,299 mg/L 20x104 0,029
Dia 20
1,6 mg/L 502 %104 0,014
Dia 34

2 veces mejor tasa de crecimiento con el
tratamiento 0,299 mg/L



Curva de crecimiento

Curva de crecimiento

0,299 mg/L 1.6 mg/L
Dias Cél'mL Dias Cél/ mL
0 1.0x 1074 0 10x10"4
6 1.25x 1074 6 20x1074
13 2.0x 1074 13 251074
20 5% 1073 20 5x10°3
27 5x 1073 27 1,7 x10™4
34 1 x 1073 34 3521074

1. Ciclo natural de crecimiento aprox 15 dias

2. [ ] de acetato de sodio
controlada con el fin de
inhibicion del crecimiento

1 g/L de acetato de sodio
Barajas, inhibe el crecimiento celular e
2017 induce al blangueamiento
celular.



[ ] de astaxantina

[ ]de clorofila

0,299 mg/fL 1,6 mg/L 0,299 mg/L 1,6 mg/L
DIAS CONCENTRACION | CONCENTRACION DIAS COMNCENTRACION | CONCENTRACION
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
6 0,476 0,643 6 14,415 14,683
13 0.264 1991 13 9,683 17,902

* En el primer dia no hay acumulaciéon de
astaxantina, debido al dia de inicio del
estimulo los valores del dia sexto

Comportamiento inversamente proporcional

Correlacional al crecimiento celular



* Adecuado para los escalamientos de cultivos de H. pluvialis

Mejores rendimientos que los obtenidos con el

Poon, 2015

Sistema batch

Biomasa > astaxantina, en estudios con acetato de sodio

* Fuente de carbono en |la etapa de crecimiento

* CO,Por inyeccion o aire filtrado
* Ayuda a la regulacion del pH

Ayuda a mayor acumulacion de astaxantina por
fijacion fotosintética



CONCLUSIONES

* El tratamiento con 0,299 mg/L presento una velocidad de crecimiento
celular 2 veces mayor al tratamiento con 1,6 mg/L.

* Concentracion de astaxantina (ng/mL) obtenida en el estudio se puede
decir que en el tratamiento de 0,299 mg/L la mayor concentracion de
astaxantina se obtuvo en el dia 20 con 2,530 pg/mL; Mientras que el
tratamiento con 1,6 mg/L obtuvo una elevada concentracion de
astaxantina en el dia 13 con 1,991 pg/mL.

* Concentracion de clorofila en el tratamiento con 0,299 mg/L de acetato
de sodio en el dia donde se hallé mayor concentracion fue en el dia 20
con 28,706 pg/mL; mientras que para el montaje con 1,6 mg/ L se halld
una mayor concentracion en el dia 13 con 17,402 pg/mL.



* Los biorreactores son nuevas tecnologias que nos brindan diferentes
alternativas para poder realizar el escalamiento de los cultivos de
microorganismos y microalgas para los estudios, ayudando a
mantener ciertas caracteristicas bajo nuestro control absoluto.



SUGERENCIAS

* Realizar el suministro de CO2 por inyeccion directa

e Continuar con el escalamiento de cultivos para H. pluvialis en el
biorreactor TEC-FERM de 5 L de |la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca.
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