PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

CARRERA DE MICROBIOLOGIA

Evaluacion de medios de cultivo alternativos para la produccion de biomasa de
Haematococcus pluvialis

Disertacion previa a la obtencion del titulo de Microbidloga

SHARON CAROLINA VILLAMARIN HIDALGO

Quito, 2023






Certifico que la Disertacion de grado en Microbiologia de la Srta. Sharon Carolina
Villamarin Hidalgo ha sido concluida de conformidad con las normas establecidas; por lo
tanto, puede ser presentada para la calificacion correspondiente.

PhD. Diana Astorga Garcia
Directora de la Disertacion

Quito, 23 de diciembre de 2022



DEDICATORIA

A mis abuelitos, Jorge y Yolanda, que me impulsaron y me aconsejaron que la
educacion es lo primordial y el camino hacia un mejor futuro. Siempre los tendré presentes

en mi vida.



AGRADECIMIENTOS

Dios, el cielo y el mar son pequefios ante el inmenso agradecimiento que te tengo por
permitirme culminar un logro més en mi vida. Me has brindado tu ayuda en momentos
dificiles y he aprendido de ellos. Gracias a ti esta meta esta cumplida. A mis padres y familia:
gracias por su apoyo incondicional, el amor, el esfuerzo y el sacrificio que han hecho por
mi. Sin duda, esto es por ustedes.

Mi agradecimiento, también, va dirigido a mi directora, la PhD. Diana Astorga.
Gracias por sus consejos, apoyo y guia para culminar mi tesis de la mejor manera. Un
agradecimiento sentido para mis docentes, que estuvieron pendientes de mi durante este
proceso. A Kelly Lopez, por brindarme su tiempo y espacio para poder realizar la parte
experimental de mi proyecto y a la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador en si, por

permitirme estudiar la carrera de mis suefios y hacer de mi una profesional de calidad.

Por altimo, y no menos importante, agradezco a mis amigos, parte fundamental en
todo este proceso. Les extiendo un gracias por apoyarme, ayudarme y darme consejos que,
aunque no lo crean, me ayudaban mucho para seguir adelante. Ustedes hicieron que disfrute
cada momento porque siempre estuvieron ahi hasta la culminacion de mi tesis. Los llevaré

en mi corazon.



\4

TABLA DE CONTENIDOS
1. RESUMEN . ...t 1
2. ABSTRACT s 2
3. INTRODUCCION ....ocoiiiiciieieieiecetes sttt 3
3.1 OBIETIVOS ... 5
3.1.1  OBJETIVO GENERAL ..o 5
3.1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS......cooiiieeeicecieieeeesee e eeevs s 5
4. MATERIALES Y METODOS .....ooviiiieieeeeeieee ettt 5
RESULTADOS ..o ne e 8

5.1. INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES DE
INCUBACION EN EL CRECIMIENTO DE Haematococcus pluvialis SOMETIDO A
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS SIN AIREACION ......c.cooovevereiieeeeeee e, 8

5.2 INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES DE
INCUBACION EN EL CRECIMIENTO DE Haematococcus pluvialis SOMETIDO A
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS BAJO AIREACION ......cccooovvvveieeeerecieene, 15

B.  DISCUSION. ... oot et e et e e e e e e e e e e et e et e e et e es e e et e es e e et e et e eseeae et enrans 18

a. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS PARAMETROS DE CULTIVO
CONTROLADOS EN LA PRODUCCION DE BIOMASA DE Haematococcus
pluvialis A ESCALA LABORATORIO ......ooiiiiieiiee e 18

b. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EN LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE Haematococcus pluvialis A ESCALA

LABORATORIO ...t 21
7. CONCLUSIONES ..o 25
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooeieeeeeieeeeeeeeee e er e, 28

ANEXOS ..t 35



VIl

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Montaje del experimento sin aireacion con sus tres réplicas respectivas antes de
ser inoculado y después de la inoculacion de la microalga.. .......cccccovviiiiiiiiieieiieee, 7
Figura 2. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los
diferentes tratamientos ensayados Sin @irACION. .........c.ccveiueeieiiesieeie e e 10
Figura 3. Contaminacion registrada en el medio Extracto de Rosas (ER). ..........cccccveueenne. 13
Figura 4. Didmetro celular de la microalga Haematococcus pluvialis en los tratamientos sin
YT T (o PSR STPRORPRPRIN 14
Figura 5. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los
diferentes tratamientos ensayad0os CON @i ACION............ccocveeiiieeiieeiieieese e 16
Figura 6. Tamafio celular de la microalga Haematococcus pluvialis en los diferentes

tratamientos ensayados CON @IFEACION. ..........ccuieiriierieiee et 17



VI

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los
diferentes tratamientos ensayados Sin @irACION. .........c.ccveivieieiierieerie e 11
Tabla 2. Didmetro celular de Haematococcus pluvialis sometido a los diferentes
tratamientos SIN AITBACION. .......ccoiveiieieiiee ettt re e e eneas 12
Tabla 3. Densidad celular obtenida en los diferentes medios de cultivo y condiciones de
incubacion empleados bajo réegimen de aireacion CONStante. ..........ccccvevvevieereereseeseernene 15

Tabla 4. Didmetro celular obtenido en los diferentes tratamientos ensayados con aireacion.



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Composicion del fertilizante Fuerza Verde (500 g) (Edifarm, s.f.).....cccceveennn. 35
Anexo 2. Porcentaje promedio de los componentes del Extracto de Rosas (De Lima et al.,
20709 1ttt R e R bt R e bt Rt be et bR et et e et b et nears 35
Anexo 3. Composicion del medio MIB5 (1 L) .o 35
Anexo 4. Rango promedio de los tratamientos sin aireacion en el dia 8. ...........cccevveennn. 36

Anexo 5. Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de cultivo sin

aireacion en la densidad celular de la microalga H. pluvialis en el dia 8 de experimentacion.

Anexo 6. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los medios
de cultivo sin aireacion en el dia 8 de experimentacién mediante la prueba post hoc de
KIUSKAI-WAITIS. ...t 37
Anexo 7. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los medios
de cultivo sin aireacion en el dia 8 de experimentacion representado en un gréfico de cajas y
0T [0 TSSO 37
Anexo 8. Rango promedio de los tratamientos sin aireacion en el dia 19. ......................... 38
Anexo 9. Prueba no paramétrica de del efecto de los medios de cultivo sin aireacion en la
densidad celular de la microalga H. pluvialis en el dia 19 de experimentacion.................. 38
Anexo 10. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los medios
de cultivo sin aireacion en el dia 19 de experimentacion mediante la prueba post hoc de
KIUSKAI-WANTTS. ...ttt ettt nne e nreeneeenes 39
Anexo 11. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los medios
de cultivo sin aireacion en el dia 19 de experimentacion representado en un gréafico de cajas
12 01 [ [0] (=SSR OPOSORRT 39
Anexo 12. Rango promedio de los tamafios celulares de la microalga en los tratamientos sin
L =T (o] o] o TSRS 40
Anexo 13. Prueba no paramétrica de los tamafios celulares de la microalga en los
tratamientos SIN AIFBACION. .......cc.eiviiiiiiiieieieee ettt sttt sreere e eneenees 40
Anexo 14. Comparacién de los tamarfios celulares de la microalga en los tratamientos sin

aireacion mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis. ..........cccooovrveiiviviiiinienecenn, 40



X

Anexo 15. Comparacion de los tamarios celulares de la microalga en los tratamientos sin

aireacion mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis representado en un grafico de cajas

128 01 [ [0] (-SSP PPRUSTRRRR 41
Anexo 16. Referencia de la medida del diametro de la microalga H. pluvialis................... 41
Anexo 17. Rango promedio de los tratamientos con aireacion enel dia 11 ...........cc.c.o..... 41

Anexo 18. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de cultivo con
aireacion en la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis en el dia 11 de
EXPEITMENTACION. ....c.eiuiitiieeeee ettt bbbttt b et b et 42
Anexo 19. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 11 de experimentacion mediante la prueba
POSt hoC de Kruskal-Wallis............ccooiiiii i 42
Anexo 20. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 11 de experimentacidn representado en
UN grafico de Cajas Y DIJOLES. .......coveiiiiececie ettt 42
Anexo 21. Rango promedio de los tratamientos con aireacién en el dia 14. .........c............ 43
Anexo 22. Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de cultivo
con aireacion en la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis en el dia 14
de EXPEITMENTACION. .......eivieii ettt et e s e e sta e s e s reesteenbeeneesneas 43
Anexo 23. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 14 de experimentacién mediante la prueba
POSt hoC de Kruskal-WalliS.............cceiiiiioieiic e 43
Anexo 24. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 14 de experimentacion representado en
UN grafico de Cajas Y DIGOLES. ......oiiieiiiieeie e 44
Anexo 25. Rango promedio de los tamarios celulares de la microalga en los tratamientos con
T[T Vo (o] PSSO SORR TP URPRPRPRIN 44
Anexo 26. Prueba no paramétrica de los tamafios celulares de la microalga en los

TraAtaAMIENTOS COM AITEACION. ...eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeerereeeeeees 44



1. RESUMEN

Haematococcus pluvialis es una microalga verde unicelular, con forma elipsoide y motil
durante su fase verde. En condiciones de estrés (fase roja), pierde su movilidad, las células
se enquistan y producen el ketocarotenoide conocido como astaxantina. Debido a la
importancia econdmica de este metabolito, el complejo ciclo de vida algal y su lento
crecimiento, se emplean equipos y medios de cultivo costosos para favorecer la produccién
de biomasa. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar medios de cultivo
alternativos para la maximizacion de la biomasa en la fase verde de esta microalga, asi como
optimizar las condiciones de su cultivo a escala laboratorio. Se examinaron dos medios de
cultivo alternativos, Extracto de Rosas y Fuerza Verde, y se los compar6 con el medio
comercial (M1B5). En la busqueda de la optimizacién de las condiciones de cultivo, bajo un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad y temperatura ambiente, se analizaron
dos fuentes de luz, luz solar y luz LED (75 pmol de fotones m2s™) y se reviso la importancia
de la presencia 0 ausencia de aireacion. El fertilizante Fuerza Verde resultd un medio
econdmico y efectivo para el cultivo de la fase verde de H. pluvialis: permitié alcanzar mayor
tamafio celular, alargo la fase de crecimiento exponencial y culminé con el mismo
rendimiento que el medio comercial en menor tiempo, ademas de proporcionar nutrientes
adicionales. El Extracto de Rosas, por el contrario, no fue recomendable. Adicionalmente,
la luz solar propicié un mejor crecimiento de H. pluvialis que la luz blanca, tanto en
condiciones de aireacion como en su ausencia. No obstante, Fuerza VVerde permanecié como
excelente opcidn al medio comercial si la fuente de luz disponible fue LED. Finalmente, la
aireacion para H. pluvialis motil es un factor predisponente para el mejor aprovechamiento
de los nutrientes independientemente del medio de cultivo empleado. En resumen, puede
afirmarse que Fuerza Verde es una alternativa accesible, menos costosa y muy efectiva para
el cultivo de H. pluvialis a escala de laboratorio, especialmente si se usan luz solar y

aireacion para maximizar la biomasa monoalgal y minimizar la contaminacion.

Palabras clave: biomasa, condiciones de incubacion, fertilizante agricola, fase verde,

Haematococcus pluvialis.



2. ABSTRACT

Haematococcus pluvialis is a unicelular, ellipsoid, green microalga which is motile during
its green phase. Under stress conditions (red phase), cells become immobile, encyst, and
produce the ketocarotenoid astaxanthin. Given the importance of this metabolite, the
complex life cycle of the microalga and its slow growth, expensive equipment and culture
media are used in order to produce biomass. Therefore, the objective of the present study
was to evaluate alternative culture media for the maximization of microalgae biomass in H.
pluvialis green phase, as well as the optimization of laboratory culture conditions. Fuerza
Verde and Roses Extract we examined as alternative media and compared with the comercial
medium (M1B5). In search for optimal culture conditions, under photoperiod 12-12 and
ambient temperature, two sources of light were analized, sunlight and LED light (75 pmol
de fotones m2 s1), and the effect of presence or absence of aeration was established. The
fertilizer Fuerza Verde stood up as a cheap and effective medium for the culture of the green
phase of H. pluvialis: it enabled to reach larger cell size, extended exponential growth phase
y obtained the same performance as the comercial medium in less time. Besides, it provided
additional nutrients. On the contrary, Roses Extract was not advisable. Adittionally, sunlight
resulted in better growth than white light, in the presence or absence of aeration.
Nevertheless, Fuerza Verde remained as an excellent medium option when only LED light
was available. Finally, aeration for the motile phase of H. pluvialis was a predisposing factor
for the best harnessing of nutrients independently of the culture medium. In summary, it can
be affirmed that the fertilizer Fuerza Verde as alternative médium is highly available, less
expensive and effective for the culture of the green phase of H. pluvialis at laboratory scale,
especially if sunlight and aeration are used for the maximization of monalgal biomass and

the minimization of culture contamination.

Key words: biomass, fertilizer, green phase, Haematococcus pluvialis, incubation

conditions.



3. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos que habitan en diversos
ambientes, especialmente en ecosistemas acuaticos. Estos microorganismos tienen un
crecimiento rapido, sin embargo, en cultivo en laboratorio su rendimiento disminuye (Khan,
Shin y Kim, 2018). El crecimiento algal consta de cuatro fases: adaptacion, exponencial,

estacionaria y terminal (Dutton, 2020).

Las microalgas han sido utilizadas ampliamente por sus diversas aplicaciones,
especialmente por los metabolitos que generan (principalmente pigmentos, antioxidantes y
acidos grasos) (Camacho y Castillo, 2020). Entre las microalgas de interés comercial
sobresale Haematococcus pluvialis, debido a que es uno de los mayores productores de
astaxantina, con mas de 40 gramos de pigmento a partir de un kilo de biomasa seca
(Hernandez, Pérez, Jauregui, Alcantara y Hurtado, 2015; Sanchez, 2019).

H. pluvialis es una microalga verde unicelular, con forma elipsoide y/o redondeada,
con dos flagelos en su estado vegetativo (fase verde). En condiciones de estrés (fase roja),
pierde su movilidad, las células se enquistan y, a la vez, producen el ketocarotenoide
conocido como astaxantina, para proteger el interior celular (Hernandez et al., 2015). Existe
interés biotecnoldgico en producir este pigmento de color rojo intenso, especialmente por
sus beneficios en la salud, las industrias cosmética y farmacéutica, la acuicultura y el
consumo de productos de origen organico para personas y animales (Borowitzka, 2013;
Cruz, 2017).

Con estos beneficios en mente y las perspectivas a futuro, se ha visto la necesidad de
producir biomasa de H. pluvialis en grandes volimenes (Gdmez, Inostroza, Pizarro y Pérez,
2013), pues es la fuente principal de este pigmento (Sanchez, 2019). Para la produccion
algal, se han empleado medios como Bold Basal Modificado (BBM), Optimal
Haematococcus Medium (OHM), Rudic’s Medium (RM), M1B5 y BG11, seleccionados
mediante un analisis multicriterio en la literatura (Nifio, Rodriguez, Diaz y Lancheros, 2017).

Los costos de produccion de la biomasa estimados son elevados: 1 kg ronda los 1000

ddlares (Cruz, 2017). Debido a esto, es conveniente optar por nuevas metodologias que



permitan obtener biomasa mas econdémica (Hernandez et al., 2015; Misohi, 2016). Por
ejemplo, un estudio en Venezuela emple6 fertilizantes agricolas como fuente de nutrientes
para producir biomasa y pigmentos y determind que el cultivo de Hyaloraphidium contortum
generaba mayor produccién de carotenoides totales al cultivarse con fertilizante Nitrofoska.
Se han llegado a obtener promedios de 3.91+0.64 pg totales/mL a los 24 dias de siembra:
una produccién de pigmentos fotosintéticos mucho mayor a la obtenida en otros medios
tradicionales (Brito, Cafia, Guevara, Subero y Colivet, 2016; Jannel, Caro, Bermudes y Petit,
2020).

En ese aspecto, surgen fertilizantes agricolas comerciales como Fuerza Verde (FV),
que tiene un alto contenido de macro y micro nutrientes (Edifarm, s.f.); y Extracto de Rosas
(ER), que es rico en vitaminas, carbohidratos, fibra y pequefias cantidades de cenizas (De
Lima, Rodrigues de Oliveira, Liddrio, Farias y Martins, 2019). Estos ecofertilizantes podrian

servir como fuente de nutrientes alternativa para producir biomasa algal a menor costo.

Hanan, Al-Shorgani, Shukor, Rahman y Kalil (2013) mencionan que la produccion
de biomasa esta influenciada por varios factores a considerar como el pH, la temperatura y
la luz, de manera que se los puede manipular y estandarizar a las condiciones 6ptimas de la
microalga (Pereira y Otero, 2020). De acuerdo al ambiente en que se las cultive, deben
tomarse en cuenta variables como la altitud, la humedad y la irradiacion natural, por ejemplo,
si se quieren examinar, también, condiciones control (sin manipular) (Dhakal, Lama,
Shrestha, Bahadur y Mani, 2014; Rost, Perales, Carstens y Pérez, 2017). Otros apuntan,
ademas, a concentracion de CO., aireacion, luz, ciclos luz/oscuridad, agitacion y deficiencia
de nitrégeno (Camacho, Lancheros y Huerfano, 2016). Por ello, resulta critico no sélo
mejorar la composicion de los medios de cultivo, sino también el régimen de luz para la
produccién éptima de biomasa y el consumo de energia luminica (Liyanaarachchi et al.,
2020, Medhi y Kalita, 2021).

Por lo expuesto, el propdsito de esta iniciativa de investigacion busco optimizar la
produccién de biomasa de H. pluvialis a escala de laboratorio. Ademas, se plante6 evaluar
la eficacia de medios no tradicionales como el fertilizante FV y/o el ER, que no se habian
probado con anterioridad. Con el fin de que, al menos, uno de los medios alternativos
ensayados y una combinacion de las condiciones de temperatura y luz establecidas en el

laboratorio favorezcan un buen rendimiento del cultivo de H. pluvialis, se buscé una



alternativa para que los costos de produccion disminuyan (Gomez et al., 2013). Asimismo,
se pretendid, utilizar M1B5 como medio de referencia para saber si los alternativos resultan
eficaces en la produccion de biomasa (Nifio et al., 2017). A través de la implementacion de
esta propuesta, se aspird proporcionar respuesta a las siguientes preguntas de investigacion:
¢ Qué medios de cultivo alternativos podrian optimizar la produccién de biomasa y, al mismo
tiempo, disminuir los costos de produccién? ;Como influencian la luz, la temperatura y la

aireacion en el crecimiento de H. pluvialis?

3.1 OBJETIVOS

3.1.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar medios de cultivo alternativos para la maximizacion de la biomasa

en la fase verde de Haematococcus pluvialis a escala laboratorio.

3.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Evaluar el crecimiento en la fase verde de H. pluvialis en medios de cultivo

alternativos.

b. Examinar si el o los medios de cultivo alternativos propuestos pueden
reemplazar de forma efectiva al medio comercial para la produccion de biomasa de
Haematococus pluvialis, qué fuente de luz resulta més idonea y si se requiere 0 no

de aireacion para su cultivo.

4. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo de investigacion fue de tipo experimental porque se manipularon
condiciones ambientales (tratamientos) sobre una poblacién (microorganismos) y se
observaron los efectos generados sobre otras variables (crecimiento poblacional) en una
situacion de control (Sampieri, Fernandez y Baptista, 2006). Se utiliz6 la microalga H.

pluvialis, adquirida en Algae Bank México para asegurar su pureza. Esta cepa fue cultivada



en dos medios alternativos, se utilizé un medio comercial como control, M1B5, y se procurd

generar condiciones de crecimiento con la menor intervencion posible.

Para evaluar el efecto del medio de cultivo en el crecimiento de la microalga, se
utilizaron tres medios de cultivo, M1B5 como uno de los medios comerciales utilizados para
producir mayor tasa de crecimiento de H. pluvialis (Scardoelli-Truzzi y Sipauba-Tavares,
2017) y dos alternativos organicos, FV y ER, como potenciales opciones para abaratar costos
del cultivo. Por otro lado, se buscé establecer si resultaba mejor cultivarlos sin aireacion o
con aireacion y bajo condiciones de luz artificial o natural, en vista de que se pretendio
facilitar la produccion de biomasa a escala laboratorio, sin mayores requerimientos de
espacio o insumos sofisticados. La composicién especifica de los medios de cultivo puestos
a prueba consta en los Anexos 1, 2y 3.

Se establecieron dos experimentos, uno sin aireacion, para determinar si se podia
abaratar costos sin afectar el crecimiento o generar estrés en la microalga (Mularczyk,
Michalak y Marycz, 2020); y otro con aireacion continua para comparar y determinar cuél
resultaba el mas efectivo (Nifio et al., 2017). Para el experimento sin aireacion, se evaluaron
dos temperaturas, ambiente y temperatura alcanzada bajo lamparas fluorescentes a una
intensidad baja de 75 umol de fotones m s e intensidad de luz ambiental o bajo lampara
LED “Light Emitting Diode' (Diodo Emisor de Luz). Se empled un fotoperiodo de 12 horas
luz y 12 horas oscuridad (Waterbury, 2006).

Para el medio de cultivo FV, se prepar6 una concentracion de 0.8% del fertilizante
(Anexo 1) y se afor6 con agua destilada en botellas Boeco de 1 L estériles (Edifarm, s.f.). El
medio de cultivo ER se prepar6 mediante el procesamiento de 220 g de pétalos de rosa junto
con agua destilada en una licuadora, posterior a eso se tamiz6 para obtener el concentrado
liquido (Anexo 2) y se afor6 con agua destilada en botellas Boeco de 1 L estériles (De Lima
etal., 2019). Para la preparacion del medio M1B5, se disolvieron 0,45 g L™* de medio M1B5
y 1.0 mL de solucion de micronutrientes en agua bidestilada y los tres medios se esterilizaron
a 120 °C, por 15 minutos (UTEX, s.f.)



Figura 1. Montaje del experimento sin aireacion con sus tres réplicas respectivas
antes de ser inoculado y después de la inoculacion de la microalga. A, M1B5; B,
Extracto de Rosas; C, Fuerza Verde.

El cultivo se realizé en botellas de vidrio de capacidad de 250 mL, con un volumen
de cultivo de 200 mL, simulando un biorreactor cerrado. Para el experimento sin aireacion,
a la fase verde de H. pluvialis se aplicaron los tratamientos, que se confeccionaron por
triplicado: a) medio de cultivo FV a intensidad de luz y temperatura ambiente (FVS); b)
medio de cultivo Fuerza Verde bajo luz LED y temperatura artificial (FVL); c) medio de
cultivo ER a intensidad de luz y temperatura ambiente (ERS); d) Extracto de Rosas bajo luz
LED y temperatura artificial (ERL); ) M1B5 a intensidad de luz y temperatura ambiente
(M1B5S); f) M1B5 bajo luz LED y temperatura artificial (M1B5L) (Figura 1). Se midi6
como variable dependiente el crecimiento de la biomasa en densidad de células x 10° células
ml (Nifio et al., 2017).

Para el experimento con aireacion, se utilizaron Gnicamente los medios de cultivo
M1B5 y FV. El medio ER fue descartado, debido a que demostrd ser muy susceptible a
contaminacion por otros microorganismos como bacterias y levaduras, lo que dificult6 el
crecimiento de la microalga. Por otro lado, se evaluaron las mismas dos condiciones de luz
y temperatura antes ensayadas sobre la fase verde de H. pluvialis, con el mismo volumen de
cultivo, pero por duplicado: a) medio de cultivo FV a intensidad de luz y temperatura
ambiente (FVS); b) medio de cultivo FV bajo luz LED y temperatura artificial (FVL); c)
medio de cultivo M1B5 a intensidad de luz y temperatura ambiente (M1B5S); d) medio de
cultivo M1B5 bajo luz LED y temperatura artificial (M1B5L).

Para caracterizar el crecimiento algal conseguido bajo cada medio de cultivo y
condicidn experimental, se realiz6 una curva de densidad celular algal observada a lo largo

del tiempo, mediante recuento en una cdmara de Neubauer. Se analizaron para el ensayo sin



aireacion seis tratamientos, con tres réplicas, analizadas mediante tres alicuotas durante un
periodo de 30 dias, lo que significo un total de 54
recuentos por cada tratamiento y cuatro tratamientos, con dos réplicas mediante tres alicuotas
dando un total de 24 recuentos por tratamiento bajo aireacién (Nifio et al., 2017, con

modificaciones).

Para analizar si mas de dos tratamientos diferian significativamente entre si en el
crecimiento algal obtenido en dias especificos, se requirié de la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, debido a que los datos no cumplieron con los supuestos del analisis de
variancia (ANOVA). En caso de diferencias significativas, se aplico la prueba Post Hoc de
Kruskal-Wallis para determinar cual de los tratamientos eran diferentes significativamente
mediante el software SPSS version 25 (Estamatica, 2020).

5. RESULTADOS

5.1. INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES DE
INCUBACION EN EL CRECIMIENTO DE Haematococcus pluvialis
SOMETIDO A LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS SIN AIREACION

El medio de cultivo y las condiciones de incubacién demostraron influir
considerablemente en el crecimiento algal. El periodo de adaptacién de las microalgas,
por ejemplo, fue marcadamente mas larga en el tratamiento M1B5L. No existieron
mayores cambios en el nimero algal entre los dias 1 y 5 mientras el aumento
poblacional en los demas tratamientos fue marcado desde el segundo recuento (Figura
2).

Por otro lado, se observo que los medios expuestos a luz solar obtuvieron una
mayor duracion de la fase exponencial que los tratados con luz LED. EI tratamiento
M1B5S tuvo la fase de crecimiento exponencial méas larga de todos: desde el dia 1
hasta el dia 19. Precisamente para el dia 19, se habia alcanzado el inicio de la fase
estacionaria en todos los tratamientos evaluados, de manera que pudo hacerse su

seguimiento a lo largo de, al menos, 10 dias.



En los dias 8, 15y 19, se detectaron picos de crecimiento distintivos (Figura 2,
Tabla 1) entre los seis tratamientos con sus tres réplicas respectivas analizadas por
triplicado. Se decidi6 interrumpir los tratamientos en medio ER a partir del dia 19,
debido a que el crecimiento algal se vio completamente comprometido por la

proliferacion de contaminaciones microbianas (Figuras 3).

Para los dias 8, 15 y 19, se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos (Ng = 9; gls = 5; Hg = 45,418; ps < 0,000 [Anexos 4 a 7]; N1s = 9; glis =
5; His = 51,080; p15 < 0,000 [Anexos 8 a 11]; N19 = 9; glio = 5; Hig = 51,080; p19 <
0,000 [Anexos 12 a 15]). En el dia 8, el mejor crecimiento se observé en FVS, FVLy
M1B5L (Anexo 7) y solo M1B5S prevalecié como la mejor opcion hasta el dia 19
(Anexo 15), con una densidad promedio de 10,76 x10° células mI* (Tabla 1). Por el
contrario, ERS y ERL fueron los que menor poblacion algal produjeron a lo largo del

experimento.



10

1600,3 -
E
8 1400,3 - +
=
8
e 1200,3 } ®
S
o
S 10003 - ¢
>
3
o
T 800,3 -
: ¢ ¢ t
s 600,3 - ;
3 ]
3 ¢ o o
g ¢
8 4003 - ? ¢
()
= 200,3 - ¢ !
[
0,3 T T T T T T T T T T 1

Tiempo

OM1B5L @eMI1B5S @ERL ERS @FVL @FVS

Figura 2. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los
diferentes tratamientos ensayados sin aireacién. Marcadores, promedios de las
densidades celulares obtenidas en las tres réplicas de cada tratamiento analizadas por
triplicado; Barras, desviacion estandar; M1B5L, medio M1B5 bajo luz LED; M1B5S, medio
M1BS5 bajo luz solar; ERL, Extracto de Rosas bajo luz LED; ERS, Extracto de Rosas bajo

luz solar; FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde bajo luz solar.
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Tabla 1. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los diferentes tratamientos ensayados sin aireacion.

. M1B5L M1B5S ERL ERS FVL FVS
Tiempo
X Desvest X Desvest X Desvest X Desvest X Desvest X Desvest
1 251,303 46,357 84,333 2,620 96,583 2,311 85,750 2,361 129,917 24,941 246,667 5,492
5 256,250 25,256 393,000 21,691 283,167 20,801 329,420 14,854 269,678 68,872 330,583 14,189
8 563,979 69,143 462,642 22,555 335,258 26,291 448,613 20,704 638,809 35,644 654,460 47,374
12 589,167 46,072 575,580 39,130 457,417 26,297 406,830 9,004 448,083 61,569 710,000 52,015
15 682,527 38,678 774,322 9,157 446,543 26,899 375,750 48,571 572,583 24,036 757,000 36,357
19 693,563 79,752 1076,556 112,659 356,978 26,297 369,888 7,808 572,264 57,502 534,279 8,122
22 849,583 70,061 844,920 49,507 750,417 37,392 908,500 46,732
26 780,417 35,913 1408,250 85,634 541,417 18,076 737,667 11,1520
29 1241,583 26,278  1012,920 39,682 697,167 47,744 648,167 9,092

X,promedio de la densidad celular (por 10* células mI™2); Desvest, desviacion estandar de la densidad celular; M1B5L, medio M1B5
bajo luz LED; M1B5S, medio MIB5 bajo luz solar; ERL, medio Extracto de Rosas bajo luz LED; ERS, medio Extracto de Rosas bajo luz

solar; FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde bajo luz solar.
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La coloracion verde de las células en los tratamientos empleados se mantuvo durante
todo el tiempo que duro la experimentacion. No obstante, si se observaron diferencias en el
tamafo celular (Ncel = 6; glcet = 5; Heel = 25,593; pcer < 0,000 [Anexos 16 a 19]). Las
microalgas cultivadas en FVS fueron significativamente mas anchas que las que se

desarrollaron en los demas tratamientos (Anexos 19 y 20, Tabla 2, Figura 4).

Tabla 2. Didmetro celular de Haematococcus pluvialis sometido a los diferentes
tratamientos sin aireacion.

Tratamiento X (um) Desvest
M1B5L 10,400 2,966
M1B5S 13,400 3,362

ERL 5,000 0,894
ERS 8,833 1,722
FVL 17,400 1,949
FVS 19,000 1,581

X, promedio del diametro celular (tres células por cada una de
tres réplicas, es decir, nueve células por tratamiento); Desvest,
desviacion estandar del tamafio celular; M1B5L, medio M1B5
bajo luz LED; M1B5S, medio MIB5 bajo luz solar; ERL, medio
Extracto de Rosas bajo luz LED; ERS, medio Extracto de Rosas
bajo luz solar; FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; FVS,
medio Fuerza Verde bajo luz solar.
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Figura 3. Contaminacion registrada en el medio Extracto de Rosas (ER).
A, Presencia de turbidez, grumos y particulas en suspension en el medio
con luz LED que no son caracteristicas de H. pluvialis; B, Presencia de
turbidez, grumos y particulas en suspensién en el medio con luz solar que
no son caracteristicas de H. pluvialis. C, Colonias de levaduras y
bacterias obtenidas en agar nutritivo a partir del cultivo en suspensién
bajo luz LED; D, Colonias de levaduras y bacterias obtenidas en Papa
Dextrosa Agar (PDA) a partir de cultivo en suspension bajo luz LED del
medio; E, colonias de levaduras y bacterias obtenidas en agar nutritivo a
partir del cultivo en suspension bajo luz solar; F, Colonias de levaduras
y bacterias obtenidas en PDA a partir del cultivo en suspension bajo luz
solar; G, Tincion Gram de una de las colonias bacterianas (bacilos
grampositivos); H, Tincion Gram de una de las colonias de levaduras.
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Figura 4. Diametro celular de la microalga Haematococcus pluvialis en los
tratamientos sin aireacion. A, M1B5L, medio M1B5 bajo luz LED; B, M1B5S,
medio M1B5 bajo luz solar; C, ERL, Extracto de Rosas bajo luz LED; D, ERS,
Extracto de Rosas bajo luz solar; E, FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; F, FVS,
medio Fuerza Verde bajo luz solar.
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5.2 INFLUENCIA DEL MEDIO DE CULTIVO Y LAS CONDICIONES DE
INCUBACION EN EL CRECIMIENTO DE Haematococcus pluvialis SOMETIDO A
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS BAJO AIREACION

Los promedios y desviaciones estandar del crecimiento de la microalga H. pluvialis
sometida a los diferentes tratamientos ensayados bajo condiciones de aireacion figuran en la
Tabla 3. Se evidencio que las microalgas en el medio M1B5S y FVS presentaron una fase
de adaptacion similar entre si, mas lenta que la evidenciada en los otros tratamientos. Por su
parte, FVS presento la fase exponencial més larga entre todos los tratamientos: desde el dia
7 hasta el dia 14.

Tabla 3. Densidad celular obtenida en los diferentes medios de cultivo y condiciones de

incubacion empleados bajo régimen de aireacion constante.

M1B5L M1B5S FVL FVS
Tiempo X Desvest X Desvest X Desvest X Desvest
1 12851,351 407,163 3672,547 200,306  1898,004 207,274 719,869 74,372
3 27904,246 489,431 3152,414 362,244 4136578 158,969  1868,336 229,079
7 17598,521  3334,213 31239,592 1999,734  56704,670 8017,280 86546,293  13265,873

11 216290,685  5011,461 133706,250 3542,963 56146,878  6930,949 274408,170 16745,125
14 219487,695 15857,549 122228,146 12310,179 135488,370 14342,155 602738,680 12728,251
17 186530,078 42808,187 124802,757 13473,567 131963,696 15236,450 619336,004 14588,897
21 133961,290 23771,189 294943,229 30250,928 128337,757 17606,193 604453,784 18831,428
24 196185,092 22670,919 507727,862 54173,718 121384,946 17344,951 582870,232  31094,678
28 189853,520  39980,850 276716,765 31610,611 167932,864 26222,556 547577,930  12538,532

31 224720,922  54133,615 189507,692 28017,719 84689,876 12970,660 608345,272 28902,643
X, Promedio de la densidad celular (10* cel. ml?); Desvest, desviacion estandar de

la densidad celular final; M1B5L, medio M1B5 bajo luz LED; M1B5S, medio M1B5
bajo luz solar; FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde

bajo luz solar.

Se detectaron diferencias en las densidades celulares obtenidas entre tratamientos en
los dias 11 y 14 de experimentacion (Figura 5, Anexos 21 a 28), correspondientes a los dias
en los que se dio por concluida la fase de crecimiento exponencial para los cuatro

tratamientos con sus dos replicas (N11 = 6; gli1 = 3; Hi1 = 21,600; p11 < 0,000 [Anexos 21 a
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24]; N1a = 6; glisa = 3; Hisa = 21,609; p1s < 0,000 [Anexos 25 a 28]). Al dia 11, el mejor
crecimiento algal se obtuvo en el tratamiento FVS, en contraste a FVL que resulta el menos
efectivo inclusive que M1B5 con y sin aireacion (Anexo 24). Por otro lado, para el dia 14,
el crecimiento fue significativamente mejor en FVS, seguido muy de lejos por FVL y éste
de las dos versiones de M1B5 (Anexo 28).

3 T I i
T I I I - e |
I I == s

,_.
e —

i3

0 5 10 15 20 25 30 35
® VI1B5L ® M1B5S FVL FVS

Densidad celular de H. pluvialis por 10° células ml!

Figura 5. Densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis obtenida bajo los
diferentes tratamientos ensayados con aireacion. Marcadores, promedios de las
densidades celulares obtenidas en las dos réplicas de cada tratamiento analizadas por
triplicado; Barras, desviacion estandar; M1B5L, medio M1B5 bajo luz LED; M1B5S, medio
M1BS5 bajo luz solar; FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde
bajo luz solar.

Por otro lado, al contrario del experimento sin aireacién, el medio de cultivo y sus
condiciones de incubacion no influyeron significativamente en el tamafio de las células
desarrolladas (N = 20 gl = 3; H = 1,986; p < 0,575 [Anexos 29 y 30]; Tabla 4, Figura 6).

Ademas, la coloracion verde de las células se mantuvo en todos los tratamientos.
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Tabla 4. Diametro celular obtenido en los diferentes tratamientos ensayados con aireacion.

Tratamiento X (um) Desvest
M1B5L 9,500 3,259
M1B5S 10,500 5,419

FVL 10,500 3,259
FVS 12,000 2,738

X, promedio del tamafio celular (tres células por réplica, nueve por
tratamiento); Desvest, desviacion estandar del tamafio celular; M1B5L,
medio M1B5 bajo luz LED; M1B5S, medio M1B5 bajo luz solar; FVL, medio
Fuerza Verde bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde bajo luz solar.

. .
Figura 6. Tamaiio celular de la microalga Haematococcus pluvialis en los diferentes
tratamientos ensayados con aireacion. A, FVS, medio Fuerza Verde bajo luz solar;

B; M1B5S, medio M1B5 bajo luz solar; C, FVL, medio Fuerza Verde bajo luz LED; D,
M1B5L, medio M1B5 bajo luz LED.
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6. DISCUSION

a.

EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS PARAMETROS DE CULTIVO
CONTROLADOS EN LA PRODUCCION DE BIOMASA DE Haematococcus
pluvialis A ESCALA LABORATORIO

En los ultimos afos, se han consolidado varias propuestas de bioprospeccion
y aprovechamiento en microalgas. Gracias a su versatilidad, se las ha utilizado en
diversas aplicaciones como, por ejemplo, en la produccion de biomasa como base
para la fabricacion de biocombustibles, suplementos alimenticios, fertilizantes,

entre otros (Cajamar, 2015).

Justamente, H. pluvialis constituye una microalga de gran interés comercial.
El pigmento que produce, la astaxantina, presenta propiedades antioxidantes, efecto
preventivo contra algunas enfermedades y sirve como pienso para animales de
criadero que les proporciona mayor valor agregado, entre otros (Ambati, Phang,
Ravi y Aswathanarayana, 2014). Es por esta razon que resulta indispensable generar
grandes cantidades de biomasa durante la fase verde. Esto se logra al proporcionar
elementos esenciales como nitrégeno, fosforo, oxigeno, sodio, calcio, azufre, hierro
y zinc. También, se requiere de vitaminas y amino&cidos para su crecimiento. Debe
velarse, ademas, por proporcionarle condiciones ambientales apropiadas entre las
que se encuentran aireacion, temperatura (25-30°C) e intensidad de luz (26 - 120
pmol de fotones m s2), para iniciar la fase roja con el mayor nimero de células
posible en las que se habria favorecido la acumulacion del pigmento (Escuredo,
2014; Nifo et al., 2017).

H. pluvialis es una microalga de crecimiento lento y dificil cultivo, debido
a gue es mas susceptible a dafios hidrodinamicos y al complejo ciclo celular que
presenta. Se identifican cuatro formas celulares: macrozooides, microzooides,
palmeloides y hematocistos (Jiménez, 2017). Cada uno de estos estadios se presenta
en condiciones ambientales diferentes (Nifio et al., 2017). Las primeras dos fases
se desarrollan con los parametros descritos anteriormente, mientras que las dos

ultimas etapas se ven desencadenadas bajo condiciones como temperatura que
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supera los 30°C, una intensidad de luz mayor a 5000 lux y alta salinidad en el medio
de cultivo (Ramirez, 2013).

En la actualidad, la mayoria de empresas dedicadas al cultivo de esta
microalga, como por ejemplo Cyanotech (Hawai), utiliza fotobiorreactores con
sistemas cerrados donde solo se permite la entrada de agua y aire esterilizados por
filtracion para mantener la pureza, reducir la probabilidad de contaminacién que
limite el cultivo a gran escala, controlar los pardmetros ambientales y mejorar la
tasa de duplicacion algal. Estos fotobiorreactores estan enfocados en estresar de
manera rapida a las células, con el fin de promover la produccion de astaxantina
(Camacho, Lancheros y Diaz, 2021; Cyanotech, 2018).

Otro ejemplo es el cultivo de H. pluvialis de la Universidad de Utrecht
(Paises Bajos) que utiliza un fotobiorreactor tubular horizontal durante la fase
verde, debido a que se pueden controlar las condiciones de temperatura, luz y
agitacion mediante un sistema de inyeccion de aire. En la fase roja, se usan
estanques raceway dentro de un invernadero para que se mantenga la temperatura
adecuada y, ademas, funcione como barrera fisica para disminuir contaminaciones
con otros microorganismos. Este sistema permite disminuir costos de produccion y
favorece la concentracion de astaxantina. EI pH suele verse afectado, pero no
provoca sino mayor estrés a las células, que se traduce en mayor produccion del
pigmento buscado. Sin embargo, en este cultivo se emplean intensidades de luz
superiores a 250 umol m~2 s~ 2, sin tomar en cuenta que esto afecta la productividad
de biomasa (Panis y Rosales, 2016). Por consiguiente, resulta importante controlar,
especialmente, la intensidad de luz para alcanzar una biomasa a gran escala de esta

microalga en particular (Algatex Biotechnology, 2022; Panis y Rosales, 2016).

En otros estudios, en cambio, para conseguir una biomasa significativa
durante la fase verde, se somete a la célula a cultivo semicontinuo con el fin de
alcanzar la fase estacionaria de forma rapida y sostenida (Nifio et al., 2017). Este
fue el tipo de cultivo que se adoptd en el presente estudio, pues se administro
semanalmente entre 100 a 150 ml de medio de cultivo, es decir, una reposicion de
entre 50 y 75%, en los fotobiorreactores hasta que el alga alcanzé la fase

estacionaria. Al mismo tiempo, se evaluaron varios parametros que influenciaron



20

el crecimiento celular de H. pluvialis. Entre ellos, destaco principalmente la fuente

de luz: natural o artificial.

La luz es una fuente esencial para el crecimiento autétrofo de las microalgas
y el elemento mas importante para la actividad fotosintética, la multiplicacion
celular y la respiracion (Metsoviti, Papapolymerou, Karapanagiotidis y Katsoulas,
2019). La luz solar abarca los espectros visible, infrarrojo y ultravioleta, con
longitudes de onda situadas por debajo de los 400 nm y superiores a los 700 nm.
Como afirman Pattanaik, Behari y Pradhan (2018), este rango es el ideal para el
crecimiento algal. En contraste, la luz LED comprende solo el espectro visible (luz
blanca) que limita el sistema fotosintético y, por ende, el crecimiento celular
(Sunlight inside, 2022). Por otro lado, la utilizacién de espectros de luz LED
especificos como la luz roja aumentan la densidad celular o la luz azul que
promueve la acumulacién de astaxantina, procesos que también favorece la luz
solar (Herndndez, Pérez, Jauregui, Alcantara y Hurtado, 2015). Por ejemplo,
Stunda, Zuteris y Rugele (2018) destacan a la luz solar como una fuente idénea para
el cultivo de Arthrospira, ademas de resaltar su bajo costo, eficiencia energética y
ambiental. Sin embargo, resulta importante considerar que los cambios en la
intensidad de radiacién influyen en el crecimiento algal. De hecho, fue lo que pudo
comprobarse tanto en el ensayo con aireacion como en el sin aireacion, pues la luz

solar result6 favorecer mas el crecimiento algal que la luz blanca (Figuras 2 y 5).

Otro de los factores evaluados fue la aireacion, crucial para la distribucion
homogénea de nutrientes, células, metabolitos, calor y transferencia de gases,
ademas de evitar la sedimentacion microalgal (Gonzales, 2015). En el primer
ensayo, sin aireacion, el nimero de células no incrementé de forma similar al del
ensayo con aireacion. La produccion de biomasa monoalgal fue lenta e incluso
susceptible a contaminacion. Por el contrario, en el segundo ensayo, la aireacion
favorecid la disponibilidad de nutrientes para las células, de modo que se
proporcionaron condiciones adecuadas para un crecimiento poblacional mas
elevado (Gonzéles, 2015). De forma similar, Ocafia, Pacurucu y Diaz (2021)
obtuvieron en cultivos de las clorofitas Closterium, Monoraphidium, Golenkinia,
Characium, Chlorella, Coelastrum, Desmodesmus, Staurastrum, Chlamydomonas

y Coccomyxa un menor crecimiento celular y una llegada mas rapida a la fase de
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muerte en tratamientos sin aireacion, en contraste con los tratamientos aireados.
Esto concuerda con los resultados de la presente investigacion, que corroboran la
importancia de la aireacion para la obtencion de grandes cantidades de biomasa de
esta microalga especifica.

b. EVALUACION DE LA EFICACIA DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EN LA
PRODUCCION DE BIOMASA DE Haematococcus pluvialis A ESCALA
LABORATORIO

Los medios de cultivo son importantes para impulsar el crecimiento de
microorganismos con potencial beneficioso en distintas industrias. En el caso de las
microalgas, estos aportan macro y micronutrientes que contribuyen a la produccion
de biomasa y pigmentos con el fin de ser comercializados y obtener nuevas

alternativas sustentables.

En el experimento sin aireacion, se ensayaron dos medios no tradicionales
de bajo costo para el cultivo de microalgas: un fertilizante agricola, Fuerza Verde,
y Extracto de Rosas. Se comparo su eficacia frente al medio comercial y especifico
para H. pluvialis, M1B5. Este ultimo, si bien es economico ($ 0.04 m3®), es
elaborado a partir de dos fertilizantes hidropénicos: Flora Micro y Flora Bloom que,
de acuerdo a las concentraciones adecuadas para esta microalga, se mezcla en
proporcién 1:5, respectivamente (Butler, 2021). Sin embargo, ni estos fertilizantes
ni el medio de cultivo preparado se encuentran disponibles en el pais y resulta dificil
obtenerlos. Ademas, requiere de vitaminas de dificil acceso. Por tanto, el estudio se
enfoco en buscar una alternativa econdmica, accesible y funcional para el cultivo

de esta microalga (Algaebank, 2021).

Como otra opcion, se preparé el medio Extracto de Rosas de forma aséptica
para evitar contaminantes presentes en las rosas. Se lavo los pétalos con agua estéril,
se los macerd y triturd para obtener el concentrado. Este se afor6 a un litro de agua
destilada estéril y se procedio a autoclavar el medio antes de su inoculacion con H.
pluvialis. Este procedimiento se realizé con todas las medidas de bioseguridad, la
utilizacion del equipo de proteccion personal adecuado y mechero para propiciar

una atmosfera esteril. No obstante, en las primeras semanas, se observo la presencia
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de bacterias y levaduras, especificamente a partir del dia 8. Para el dia 19, habian

proliferado méas que la microalga misma (Figura 3).

La uUnica fuente de contaminacién probable se reduce a un proceso de
esterilizacion insuficiente para las propiedades de este medio, donde las
contaminaciones fueron recurrentes a pesar de que fue sometido a las mismas
condiciones asépticas de preparacién que los demas medios utilizados en estos
ensayos (Merck, 2022). Sin embargo, la contaminacién advertida pudo provenir de
una fuente distinta. En efecto, a pesar de tratarse de cultivos monoalgales, H.
pluvialis puede desarrollarse junto con otros microorganismos acompafantes que,
incluso, pueden promover su desarrollo durante la fase exponencial o adaptarse
mejor al medio y disminuir el crecimiento de esta microalga (Lee et al., 2019). En
consecuencia, en el presente estudio, se cree que los microorganismos
acompariantes fueron mas competitivos en el uso de nutrientes que H. pluvialis. Por
tanto, no fue recomendable este medio de cultivo alternativo en futuros
experimentos. De cualquier manera, el control o incluso la eliminacion definitiva
de bacterias y hongos en la preparacion y el mantenimiento de los medios de cultivo
durante la fase verde resulta esencial para promover el crecimiento celular y la

sintesis de lipidos en H. pluvialis, asi como en otras algas (Yan et al., 2021).

Por otro lado, para evaluar la concentracion celular microalgal, se utiliza un
espectrofotometro y se debe tener en cuenta que, si la muestra esta contaminada por
bacterias, residuos o cualquier tipo de particula, el método dara respuestas erréneas.
El equipo lee la absorbancia de la muestra contaminada, lo que perjudica en la
estimacion de astaxantina presente mediante una medicion diferente a la esperada
(anémala) (Hitachi High-Tech Analytical Science, 2020; Rodriguez, 2019). No
obstante, una vez extraido el metabolito de interés, la biomasa residual se convierte
enun polvo de color marréon claro uatil en la industria agricola como un

biofertilizante rico en compuestos quimicos (Panis y Rosales, 2016).

Otras microalgas han demostrado desenvolverse bien en medios de cultivo
distintos a los comerciales. Es el caso de Scenedesmus. El tamafio de sus células
oscila entre 2 a 10 um de ancho cuando se desarrollan en medio comercial y, en el
fertilizante foliar 11N8P6K, se han obtenido medidas de 4,19 a 4,97 um, un buen
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tamano relativo que demuestra que se puede cultivar microalgas de forma menos

costosa a la implicada en el uso de medios comerciales (Soplin, 2015).

Las dimensiones de H. pluvialis oscilan entre 10-15 pm de didmetro en la
fase verde de su ciclo de vida (Damiani, 2010). Durante la fase roja, la célula
alcanza un diametro de 22 a 50 pum que duplica el tamafio de la fase verde, debido
a la acumulacién de pigmentos que se produce (Camacho, Gonzalez y Klotz, 2013).
En este estudio, enfocado en la fase verde, el fertilizante Fuerza Verde permitio
alcanzar un tamario celular mayor al obtenido en el medio comercial. En el ensayo
sin aireacion el tamarfio celular mayor fue de 19 + 1,581 um, alcanzado en FVS, y
el menor de 5 £ 0,894 um en ERL, aunque éste ultimo no fue estadisticamente
diferente al obtenido en M1B5S o M1B5L. En el experimento con aireacion, el
mayor tamafo celular se registro en el tratamiento FVS con 12 + 2,738 um vy el
menor fue en M1B5L con 9,5 £ 3,259 um.

Por otra parte, existen fertilizantes que, en términos de productividad de
biomasa, arrojan valores mayores o equivalentes con respecto a los medios
convencionales para microalgas (Silva, 2016). La preparacion de un litro del
fertilizante Fuerza Verde, que si resultd adecuado para el cultivo de H. pluvialis,
costaria $ 0,35: una excelente opcién para la reduccion de costos en el cultivo

(Agrizon, 2022) y alcanzar alta densidad celular algal.

Efectivamente, al utilizar Fuerza Verde en cultivo con aireacion bajo luz
solar, se alcanzaron 6,19 x 10° + 0,146 células ml*, una densidad celular que no
pudo ser superada por las 5,07 x 10° + 0,542 células ml™* obtenidas en el medio
comercial M1B5S. No sucedi6 lo mismo en ausencia de aireacion, pues las
diferencias en las densidades celulares fueron contrastantes, con 14,08 x 10°+ 0,856
células mlten M1B5S, 4,48 x10°+ 0,207 células mI* en ERS y 9,08 x 108+ 0,467
células ml™t en FVS. Esto demostro que, para el cultivo de H. pluvialis, la aireacion
resulta fundamental para mantener la fase verde en crecimiento adecuado. Ademas,
mediante la utilizacion de Fuerza Verde, se le estarian proporcionando al alga
nutrientes adicionales que aportarian mayores beneficios en términos de biomasa

algal.
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Efectivamente, los componentes del fertilizante agricola promulgaron el
crecimiento adecuado de la biomasa algal, puesto que no solamente las células
alcanzaron un buen tamafio, sino que especialmente el fosforo contribuyo a
proporcionar soporte a las reacciones energéticas de la célula, la formacién de
membranas Y la sintesis de acidos nucleicos (Karuppan et al., 2022). Ademas, las
funciones fisiologicas especificas proporcionadas por las fitohormonas presentes en
el fertilizante, como division celular, respiracion, estimulacion del contenido de
lipidos y produccion de biomasa, contribuyeron en el crecimiento algal (Auz,

2019), elementos clave del fertilizante ausentes en el medio comercial.

Adicionalmente, el crecimiento algal obtenido en los medios sin aireacion
demostré que FVS se presenta como la alternativa de cultivo que requiere menos
tiempo para alcanzar la fase estacionaria y empezar con la produccién de astaxantina.
Leiton (2018) obtuvo una densidad celular de 1 x 10 células ml~! en M1B5 con luz
LED. Sin embargo, en el tratamiento M1B5S sin aireacion de la presente
investigacion se prolongé la fase de crecimiento exponencial hasta el dia 19, la mas
larga entre todos los tratamientos, obteniendo una densidad promedio de 10,76 x 10°
+ 1,12 células ml™. Por tanto, la densidad celular de H. pluvialis depende claramente
del medio de cultivo empleado y las condiciones de incubacion que se le
proporcionen (Colusse, Rabello, de Carvalho y Noseda, 2019).

Al comparar las fases de crecimiento de la microalga tanto en el medio
comercial como en el fertilizante Fuerza Verde en condiciones de aireacion, la fase
de latencia en los dos medios de cultivo duré Unicamente tres dias desde la
inoculacién de H. pluvialis y las densidades celulares en ese periodo para todos los
tratamientos fueron similares. Por el contrario, la fase exponencial en M1B5S
culmino el dia 11, mientras que en FVS se prolong6 hasta el dia 14 con densidades
celulares de 1,33 x 10° + 0,35 células mI™' y 6,02 x 10° + 1,27 células ml™',
respectivamente. Por ultimo, en los dos medios, la fase estacionaria se prolongé mas
alla del dia 31. No obstante, en términos de rendimiento, ambos medios de cultivo
fueron iguales y efectivos: en M1B5S fue de 5,077 x 10° + 5,41 células ml™!,
alcanzado en el dia 24, y en FVS fue de 6,19 x 10° + 1,46 células mI™' en el dia 17.
Esto demostrd que el fertilizante agricola Fuerza Verde es un medio propicio para el

crecimiento de esta microalga, pues no solo alarg6 la fase de crecimiento
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exponencial, sino que alcanzé el mismo rendimiento que el medio comercial, pero

en menor tiempo.

Fuerza Verde no se habia empleado previamente como una opcion para el
cultivo de microalgas. No obstante, puede compararse su efectividad con abonos
agricolas similares como, por ejemplo, con Dunaliella cf. viridis se utilizo el
fertilizante foliar F1 y se obtuvo una densidad de 1,22 x 107 células ml™!, el
bioestimulante liquido F2 con 7,78 x 10° células mI~'y el fertilizante F3 con 1,05 x
107 frente a 2.11 x 107 células mI™* del medio comercial Johnson bajo luz LED
(Pastuzo, 2016). Como se comentd, en Fuerza Verde pueden obtenerse hasta 6,19 x

10° + 1,46 células mI™!, una densidad celular admirable.

Otro estudio indica que, con el fertilizante agricola Crecilizer bajo luz LED,
se obtiene una densidad de 6,19 x 10° células mlI~! con la microalga Tetraselmis sp.
frente a 1,9 x 10° células mlI* con el medio comercial F/2 de Guillard (Montoya y
Acosta, 2021). En la presente investigacion, se registraron densidades celulares de
H. pluvialis de 1,67 x 10° células mI* en FVL frente a 1,89 x 10° células mI* de
M1B5L. Por tanto, Fuerza Verde como medio alternativo para H. pluvialis bajo luz
LED alcanz6 similares resultados en términos de produccion de biomasa que el
medio comercial y demostrd ser una excelente opcion, eficaz y econdémica, para el
cultivo de esta microalga a escala laboratorio (Mufioz, Ramirez, Otero, Medina, Cruz
y Velasco, 2012). Ademas, es una de las opciones disponibles en el mercado que
cumple con los requerimientos de esta microalga y que fomenta el crecimiento algal

mas alla de lo que podria esperarse en el medio comercial.

. CONCLUSIONES

El crecimiento de H. pluvialis a escala laboratorio es estrechamente dependiente del
medio de cultivo empleado y de las condiciones de incubacion que se le
proporcionen. Varias son las formas de cultivo de H. pluvialis que han resultado
efectivas a la hora de proveer biomasa, pero todas coinciden en que la fase verde

requiere un estricto control de la contaminacién ambiental y de los parametros de
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incubacion para favorecer el crecimiento algal, como se ha corroborado en este

estudio.

Debido al interés comercial detras de la necesidad de producir grandes cantidades de
biomasa de esta microalga durante la fase verde, la poca o nula disponibilidad del
medio de cultivo comercial y su costo, se evaluaron dos medios de cultivo
alternativos: Fuerza Verde y Extracto de Rosas. Fuerza Verde no solo resultd
propicio y muy econdmico para el crecimiento de H. pluvialis en su fase verde, sino
que permitié alcanzar un mayor tamafo celular, alargé la fase de crecimiento
exponencial y culminé con el mismo rendimiento que el medio comercial, pero en
menos tiempo. Ademas, proporciond a las microalgas componentes ausentes en el
medio comercial que facilitaron mayor soporte a las reacciones energéticas de la
célula, la formacién de membranas y la sintesis de acidos nucleicos y propiciaron

funciones fisioldgicas especificas.

El fertilizante Fuerza Verde resulto atractivo también en caso de que en el laboratorio
no pueda hacerse uso de la luz solar. Como medio alternativo para H. pluvialis bajo
luz LED, alcanzo6 resultados similares en comparacion con el medio comercial en

términos de produccién de biomasa.

El Extracto de Rosas, en cambio, favoreci6 mas el crecimiento de la flora

acompariante que el de la microalga misma, por lo que no resulté recomendable.

En la fase verde de H. pluvialis, es primordial controlar la intensidad de luz para
asegurar el alto rendimiento de biomasa. Como la diferencia entre la luz solar y la
luz LED radica en los espectros de luz disponibles para las algas y la luz LED abarca
solo una porcion de aquellos de la luz solar, se probaron ambas opciones: la luz solar
resulto favorecer mas el crecimiento de H. pluvialis que la luz blanca, tanto en

condiciones de aireacién como en su ausencia.

La produccion de biomasa monoalgal en ausencia de aireacion fue lenta y susceptible
a contaminacion. Esto corroboro que la aireacion en el cultivo de H. pluvialis es un
factor predisponente para el mejor aprovechamiento de los nutrientes

independientemente del medio empleado.
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7. Pueden cultivarse microalgas de forma menos costosa a la implicada en el uso de
medios comerciales. Con esta investigacion, se pudo corroborar que existen
fertilizantes que, en términos de productividad de biomasa y tamafio celular, arrojan
valores mayores o equivalentes a los medios convencionales para microalgas. El uso
de fertilizantes agricolas econémicos aparece como una alternativa viable para el
cultivo de H. pluvialis, tomando en cuenta que es una microalga de crecimiento lento
y susceptible a contaminacion. El fertilizante Fuerza Verde cumplié con los
requerimientos de esta microalga y fomenté el crecimiento algal mas alla de lo que

podria esperarse en el medio comercial.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del fertilizante Fuerza Verde (500 g) (Edifarm, s.f.).

Composicién Concentracion
Nitrédgeno (N) 13%
Fosforo (P) 13%
Potasio (K) 45%
Magnesio (Mg) 3.0%
Azufre (S) 0.1%
Boro (B) 0.003%
Hierro (Fe) 0.04%
Cobre (Cu) 0.01%
Manganeso (Mn) 0.04%
Zinc (Zn) 3.0%
Molibdeno (Mo) 0.05%
Fitohormonas 420 ppm

Anexo 2. Porcentaje promedio de los componentes del Extracto de Rosas (De Lima et
al., 2019).

Composicién Porcentaje promedio (g 100 g?)
Cenizas 0.72 £ 0.008
Extracto etéreo 0.23 £ 0.005
Proteina 1.88 £ 0.042
Fibra bruta 3.20 £ 0.095
Carbohidrato 9.41

Anexo 3. Composicién del medio M1B5 (1 L)

Compuesto Concentracién total (g)
Urea 0.44
KNO3 1.77
KCI 6.66

MgSOs 11.11
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Anexo 4. Rango promedio de los tratamientos sin aireacion en el dia 8.

Tratamiento N Rango promedio
Densidad M1B5L 9 33,330
M1B5S 9 20,000
ERL 9 5,000
ERS 9 18,220
FVL 9 42,330
FVS 9 46,110
Total 54

Anexo 5. Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de cultivo
sin aireacion en la densidad celular de la microalga H. pluvialis en el dia 8 de

experimentacion.

Estadisticos de prueba

Densidad
H de Kruskal-Wallis 45,418
gl 5
Sig. Asintética 0,000

gl, grados de libertad
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Anexo 6. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los
medios de cultivo sin aireacion en el dia 8 de experimentacion mediante la prueba post
hoc de Kruskal-Wallis.

Muestra 1 — Estadistico de Error Significacion
Muestra 2 contraste

ERL-ERS -13,222 7,416 1,000
ERL-M1B5S 15,000 7,416 0,647
ERL-M1B5L 28,333 7,416 0,002
ERL-FVL -37,333 7,416 0,000
ERL-FVS -41,111 7,416 0,000
ERS-M1B5S -1,778 7,416 1,000
ERS-M1B5L 15,111 7,416 0,624
ERS-FVL -24,111 7,416 0,017
ERS-FVS -27,889 7,416 0,003
M1B5S-M1B5L 13,333 7,416 1,000
M1B5S-FVL -22,333 7,416 0,039
M1B5S-FVS -26,111 7,416 0,006
M1B5L-FVL 9,000 7,416 1,000
M1B5L-FVS -12,778 7,416 1,000
FVL-FVS -3,778 7,416 1,000

Anexo 7. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los
medios de cultivo sin aireacion en el dia 8 de experimentacién representado en un
grafico de cajas y bigotes.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
700,00 L ?
500,004 —

= —
400,004
300.007 %

20000

DENSIDAD

1 1 1 1
M1B5L MiBss ERL ERS L FVS
TRATAMIENTO
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Anexo 8. Rango promedio de los tratamientos sin aireacion en el dia 19.

Rango
Tratamiento N promedio
Densidad M1B5L 9 41,000
M1B5S 9 50,000
ERL 9 5,780
ERS 9 13,220
FVL 9 32,000
FVS 9 23,000
Total 54

Anexo 9. Prueba no paramétrica de del efecto de los medios de cultivo sin aireacion en

la densidad celular de la microalga H. pluvialis en el dia 19 de experimentacion.

Estadisticos de prueba
Densidad
H de Kruskal-Wallis 51,080
gl 5
Sig. asintdtica 0,000
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Anexo 10. Comparacién de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los
medios de cultivo sin aireacion en el dia 19 de experimentacion mediante la prueba post
hoc de Kruskal-Wallis.

Estadistico de

Muestra 1 — Muestra 2 Error Significancia
contraste
ERL-ERS -7,444 7,416 1,000
ERL-VFS -17,222 7,416 0,303
ERL-FVL -26,222 7,416 0,006
ERL-M1B5L 35,222 7,416 0.000
ERL-M1B5S 44,222 7,416 0,000
ERS-FVS -9,778 7,416 1,000
ERS-FVL -18,778 7,416 0,170
ERS-M1B5L 27,778 7,416 0,003
ERS-M1B5S 36,778 7,416 0,000
FVS-FVL 9,000 7,416 1,000
FVS-M1B5L 18,000 7,416 0,228
FVS-M1B5S 27,000 7,416 0,004
FVL-M1B5L 9,000 7,416 1,000
FVL-M1B5S 18,000 7,416 0,228
M1B5L-M1B5S -9,000 7,416 1,000

M1B5L, M1B5 bajo luz LED; M1B5S, ERL, medio Extracto
de Rosas bajo luz LED; ERS, medio Extracto de Rosas bajo
luz solar M1B5 bajo luz solar; FVL, medio Fuerza Verde
bajo luz LED; FVS, medio Fuerza Verde bajo luz solar.

Anexo 11. Comparacion de la densidad celular de la microalga H. pluvialis entre los
medios de cultivo sin aireacion en el dia 19 de experimentacion representado en un

grafico de cajas y bigotes.
Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Anexo 12. Rango promedio de los tamafios celulares de la microalga en los tratamientos

sin aireacion.
Rango
Tratamiento N promedio

Densidad M1B5L 5 12,300
M1B5S 5 16,400
ERL 5 3,000
ERS 5 10,500
FVL 5 23,500
FVS 5 27,300

Total 30

tratamientos sin aireacion.

Estadisticos de prueba

Densidad
H de Kruskal-Wallis 25,593
gl 5
Sig. asintdtica 0,000

sin aireacion mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis.

Estadistico de

Muestra 1-Muestra 2 Error Significacion
contraste
ERL-ERS -7,500 5,560 1,000
ERL-M1B5L 9,300 5,560 1,000
ERL-M1B5S 13,400 5,560 0,239
ERL-FVL -20,500 5,560 0,003
ERL-FVS -24,300 5,560 0,000
ERS-M1B5L 1,800 5,560 1,000
ERS-M1B5S 5,900 5,560 1,000
ERS-FVL -13,000 5,560 0,291
ERS-FVS -16,800 5,560 0,038
M1B5L-M1B5S -4,100 5,560 1,000
M1B5L-FVL -11,200 5,560 0,659
M1B5L-FVS -15,000 5,560 0,105
M1B5S-FVL -7,100 5,560 1,000
M1B5S-FVS -10,900 5,560 0,749
FVL-FVS -3,800 5,560 1,000

Anexo 13. Prueba no paramétrica de los tamafos celulares de la microalga en los

Anexo 14. Comparacion de los tamafios celulares de la microalga en los tratamientos
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Anexo 15. Comparacion de los tamarios celulares de la microalga en los tratamientos

sin aireacion mediante la prueba post hoc de Kruskal-Wallis representado en un

grafico de cajas y bigotes.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Anexo 16. Referencia de la medida del diametro de la microalga H. pluvialis

Anexo 17. Rango promedio de los tratamientos con aireacion en el dia 11

Tratamiento N ps)?rrllggio
Densidad M1B5L 6 15,500
M1B5S 6 9,500
FVL 6 3,500
FVS 6 21,500

Total 24
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Anexo 18. Prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de cultivo

con aireacion en la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis en el dia
11 de experimentacion.

Estadisticos de prueba

Densidad
H de Kruskal-Wallis 21,609
gl 3
Sig. asintotica 0,000

Anexo 19. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacién en el dia 11 de experimentacion mediante la
prueba post hoc de Kruskal-Wallis.

Estadistico de

Muestra 1-Muestra 2 Contraste Significacion
FVL-M1B5S 6,000 0,849
FVL-M1B5L 12,000 0,020
FVL-FVS -18,000 0,000
M1B5S-M1B5L 6,000 0,849
M1B5S-FVS -12,000 0,020
M1B5L-FVS -6,000 0,849

Anexo 20. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 11 de experimentacidn representado
en un gréafico de cajas y bigotes.

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Anexo 21. Rango promedio de los tratamientos con aireacion en el dia 14.

Rango
Tratamiento N promedio
Densidad M1B5L 6 9,500
M1B5S 6 3,500
FVL 6 15,500
FVS 6 21,500
Total 24

Anexo 22. Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis del efecto de los medios de
cultivo con aireacion en la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis en
el dia 14 de experimentacion.

Estadisticos de prueba

Densidad
H de Kruskal-Wallis 21,609
gl 3
Sig. Asintdtica 0,000

Anexo 23. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis
entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 14 de experimentacion mediante la
prueba post hoc de Kruskal-Wallis.

Estadistico de

Muestra 1-Muestra 2 Error Significacion
contraste

M1B5S-M1B5L 6,000 4,082 0,849

M1B5S-FVL -12,000 4,082 0,020

M1B5S-FVS -18,000 4,082 0,000

M1B5L-FVL -6,000 4,082 0,849

M1B5L-FVS -12,000 4,082 0,020

FVL-FVS -6,000 4,082 0,849
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Anexo 24. Comparacion de la densidad celular de la microalga Haematococcus pluvialis

entre los medios de cultivo con aireacion en el dia 14 de experimentacion representado
en un grafico de cajas y bigotes

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes
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Anexo 25. Rango promedio de los tamafios celulares de la microalga en los tratamientos
con aireacion.

Rango
Tratamiento N promedio

Densidad M1B5L 5 8,800
M1B5S 5 9,200
FVL 5 10,700
FVS 5 13,300
Total 20

Anexo 26. Prueba no paramétrica de los tamafios celulares de la microalga en los
tratamientos con aireacion.

Estadisticos de prueba
Densidad
H de Kruskal-Wallis 1,986
gl 3
Sig. Asintética 0,575




