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1. INTRODUCCION

A peticion de la sociedad GEOHABITAT S.L. se establece un
convenio de colaboracién entre la empresa y la Universidad Politécnica
de Cartagena para una prestacion de servicio al “GRUPO OPERATIVO
DE INNOVACION EN BIOECONOMIA DEL SURESTE’, el cual ha
conseguido financiacion a través de GALPEMUR (fondos FEMP vy
CARM) para la caracterizacion del crecimiento de Hematococcus
pluvialis con vistas a la produccién de inéculos para cultivos en
fotobiorreactores para la obtencion de astaxantina. El objetivo de este
convenio caracterizar el crecimiento y producir inéculo para la fase de
cultivo en fotobiorreactor. Este informe comprende los primeros datos
obtenidos que, aun siendo provisionales, proporcionan una idea de las

tasas de crecimiento de esta cepa en condiciones controladas.

Hematococcus pluviales es una especie con cierta dificultad en
Su crecimiento que en ocasiones puede provocar retardos prolongados
cuando se cambian sus condiciones de cultivo. Este ha sido uno de los
motivos del retraso tanto en la recepcién de las células desde su
peticion al Banco Nacional de Algas de Canarias como de la obtencion
de la biomasa suficiente como para inocular los fotobiorreactores. El
progreso realizado, no obstante, es prometedor y se han calculado
tiempo de duplicacién de la poblacién en torno a 2 dias por lo que se

espera poder obtener biomasa suficiente en corto plazo.

Este informe esta estructurado en un capitulo referente a la

biologia de Haematococccus pluvialis al que sigue otro de parametros
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de crecimiento. Seguidamente se describe la Recepcidn y aclimatacion

del cultivo para finalmente calcular la tasa de crecimiento de la cepa.

2. BIOLOGIA DE HAEMATOCOCCCUS PLUVIALIS. MORFOLOGIA
CELULAR Y CICLO DE VIDA.

Haematococccus pluvialis es una microalga cloroficea de agua
dulce perteneciente al orden Chlamydomonadales. Su tamafio oscila

entre 8-50 um dependiendo de su ciclo celular.

Se puede encontrar en diferentes estados o fases de
crecimiento durante su ciclo de vida; 1) en la primera forma, donde se
da el crecimiento, la célula es de color verde, denominandose “célula
vegetativa” y presenta flagelos; 2) posteriormente existe una forma sin
flagelos y verde se denomina “palmella”, y 3) otra forma roja denomina
“aplandspora”, donde se da la acumulacion de astaxantina en grandes
cantidades, que le proporciona el color rojo.

La aplanGspora se caracteriza también por poseer una pared
celular extremadamente resistente que rodea la membrana plasmatica
formada en su mayor parte por un compuesto semejante a la
esporopolenina. La célula vegetativa tiene una matriz extracelular
gelatinosa que rodea la membrana plasmética aislandola del medio
ambiente y que es mucho mas labil, ademas esta es la fase del ciclo en

la que la microalga tiene un crecimiento activo.

Los cambios de fase en el crecimiento de H. pluvialis estan
caracterizados por la pérdida de los flagelos y la formacion de una
matriz extracelular gelatinosa, siendo mas grande y resistente la célula
como aplandspora (Grinewald, Hagen, & Braune, 1997). La Figura 1
muestra un esquema de la morfologia celular y el ciclo de vida (de

Cremades & Directiva, n.d.)
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Figura 1. Ciclo celular del Hematococcus pluvialis.

3. PARAMETROS DE CRECIMIENTO

El crecimiento de una microalga viene determinado por una
gran cantidad de parametros que no siempre controlables en su
totalidad. ElI medio de cultivo, la temperatura, pH, luz y CO2, son
parametros que requieren ser controlados en un cultivo en laboratorio.
Seguidamente se describen algunos de los medios de cultivo y los
valores de temperatura, pH, luz y CO, procedentes de una breve

revision bibliografica.

2.1. MEDIO DE CULTIVO

Existen una gran variedad de medios de cultivo para

Haematococccus fluvialis. Entre los mas utilizados se encuentran:
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BBM (Bold Basal Medium), BG11, RM (Rudic’s Medium) y el
medio de Waris-H, donde ha sido cultivado el inoculo de H. pluvialis,
procedente de la Coleccion de Cultivos del Banco Espafiol de

Microalgas (Canarias).

A continuacion, se incluyen las soluciones y componentes de

cada uno de los medios indicados.

2.1.1. Bold’s Basal Medium (BBM)

1 NaNOs 25.00 10 ml
2 CaCl2 2H:0 2.50 10 ml
3 MgSO:4 7H20 7.50 10 ml
4 K2HPO4 7.50 10 ml
5 KH2PO4 17.50 10 ml
6 NacCl 2.50 10 ml
7 Solucién alcalina de EDTA 1ml
EDTA (Titriplex II) 50
KOH 31
8 Solucién de Hierro acido 4.98 iml
FeSO4 7 H20 1mil
H2S0a4
9 Solucién de Boro 11.42 iml
H3:BOs
10 Solucién de Metales Traza 1ml
ZnS0s4 7TH20 8.82
MnClz ‘4H-0 1.44
MoOs 0.71
CuSO0s 5H20 1.57
Co(NOs)2 6H20 0.49

Preparacion de solucién de cultivo.

Afadir reactivos y soluciones stock como se inidca arriba a 1000 ml de
agua destilada. El pH final debe ser 6.6.




2.1.2. BG11 Medium

A
A1 A
St

Universidad
Politécnica
de Cartagena

Componente Soluciones stock Adicion por litro de medio
(g . L dH:0) de cultivo
1 NaNOs 159
2 K2HPO4 - 3H20 40.00 1mi
3 MgSOa4" 7H0 75.0 1mi
4 CaClz 2H:0 36.0 1ml
5 Acido citrico 6.0 1 ml
6 Citrato de amonio de 6.0 1ml
Hierro
7 MgNa;EDTA "H,O 1.0 1 mi
8 Na:2COs 20 1ml
9 Metales Traza 1ml
Preparaciéon de Solucion de Metales Traza
1 HsBOs 2.86¢g
2 MnClz" 4H-0 1.81¢
3 ZnS04+ 7H=0 0.22 g
4 Na:MoQO- " 2H-0 0.39g
4 CuSO0: 5H0 0.08 g
6 Co(NQs)2 6H=0 0.05¢g

Preparaciéon de solucién de cultivo.

Afiadir reactivos y soluciones stock como se inidca arriba a 1000 ml de agua

destilada. El pH final debe ser 7.4, ajustar con NaOH y autoclavar.

2.1.3. Medio Rudic

Componentes del Medio Rudic (por litro):

300 mg NaNO3

1.5 mg MnSO4.-H20

20 mg KH2PO4

0.08 mg CuS0O4-5H20

80 mg K2HPO4

0.3 mg H3BO3

20 mg NacCl

0.3 mg (NH4)6M07024.4H20

47 mg CaCl2

17 mg FeCI3-6H20

10 mg MgS0O4.7H20

0.2 mg Co(NO3)2-H20

0.1 mg ZnS0O4.7H20

7.5 mg EDTA.
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2.1.4. Waris-H Medium

Componente Solucion stock Adicion por litro de
Adicion por litro de medio
solucién stock
1 KNOs 100.00 g 1ml
2 MgSOs 7 H20 20.00 g 1ml
3 (NH4):HPO. 20.00 g 1ml
4 Ca(NOs): " 4 H.0 100.00 g 1ml
5 HEPES 238.31 g 1ml
6 Metales P-II 1ml
7 Fe-EDTA 1ml
8 Vitaminas 1ml
9 Extracto sélido 10 ml

Preparacién de Solucién de Metales P-II

Componente Solucion stock

Adicién por litro de solucion stock

1 EDTA (Titriplex I1I)* 3.00¢g
2 HsBOs 1149
3 MnClz * 4 H.0 0.144 g
4 ZnS0Os " 7 H.0 0.021 g
5 CoCl2* 6 H20 0.004 g

Preparacion de solucion Fe-EDTA

Componente Concentracién de solucién stock

Adicién por litro de solucién stock

1 EDTA (Titriplex I1)* 5.22 ¢
2 FeSO4+ 7 H.0 4.98 g
3 1 N KOH 54.00 ml

EDTA (Titriplex 1) y FeSO4 x 7 H20 se calientan durante 30 minutos (100 ° C); Se afiade
KOH a la mezcla enfriada.
Preparacién de la solucién de vitaminas.

Concentraciéon de soluciéon stock
Adicion por litro de solucion stock

Vitaminas

1 Vitamina Bz 0.20 mg
2 Biotina 1.00 mg
3 Thiamina-HCI 100.00 mg
4 Niacinamida 0.10 mg

Preparacién de extracto solido

Se mezclan 10 g de suelo de jardin con 120 ml de agua bidestilada y se hierven durante 10 minutos.
Luego se centrifuga durante 10 minutos (baja velocidad) y el sobrenadante se filtra a través de una serie
de filtros de membrana de 1,2 pm a 0,1 um de tamafio de poro. El filtrado restante se ajusta a 100 ml con

agua bidestilada. Se almacenan alicuotas de 10ml congeladas. El suelo no debe haber sido fertilizado

recientemente y no debe contener demasiado humus..
Preparacién de solucién de cultivo.
Agregue 1 ml de soluciones madre (1-8) a 1000 ml de agua bidestilada. Agregue 10 ml de
extracto de suelo descongelado (= solucién madre 9), ajuste el pH a 7.0 y autoclave

* Titriplex Il - Acido etilendinitrilotetraacético - CioHisN2Os
* Titriplex 1l - Acido etilendinitrilotetraacético sal hidratada disddica- CioHuN2Na.Osx 2 H.0



®, Universidad
y. Politécnica
»  de Cartagena

Para optimizar los costes de produccion, sera necesario utilizar
compuestos alternativos mucho mas econdémicos tales como abonos
procedentes de la agricultura, y poder formular un medio de cultivo
Optimo con componentes de bajo coste.

2.2. TEMPERATURAY PH

El rango Optimo de temperatura para el crecimiento de H.
fluvialis se encuentra entre 25 y 30 °C, debiendo establecerse tras la
realizacion de experimentos en laboratorio y en fotobiorreactor, la
temperatura Optima de crecimiento, dependiendo de otros factores
como el medio de cultivo a utilizar o la luz a la que estard sometido el

cultivo.

En cuanto al pH, se debe de controlar, pero segun la
bibliografia no es excesivamente exigente y por tanto determinante para

la produccién de biomasa (Hanan et al., 2013).

2.3. LuzyCO2

La intensidad luminica es uno de los factores mas importantes
tanto en el crecimiento de la célula como en la acumulacion de
astaxantina. Diferentes estudios concluyen en que la intensidad de luz

optima esta directamente relacionada con la cepa seleccionada.

Mientras que unas cepas pueden sufrir inhibicion en el
crecimiento, otras pueden alcanzar velocidades de crecimiento
elevadas para la misma fuente de irradiacion. Por esta condicion, las
cepas deberan aclimatarse a las diferentes condiciones luminicas en
condiciones de laboratorio, para conocer el parametro de crecimiento

optimo (Ramirez Landinez, 2013).
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Utilizando el CO, como fuente de carbono se ha encontrado en
la bibliografia que con concentraciones del 1% en volumen en el aire se

optimiza el crecimiento de H. pluvialis (Kaewpintong et al., 2007).

2.4. RESUMEN DE PARAMETROS DE CRECIMIENTO

De estos resultados se desprende que Hematococcus fluvialis
es una especie con 6ptimo de crecimiento a temperaturas elevadas (25-
30 °C), el pH no parece afectarse decisivamente en su crecimiento a los
rangos de los medios de cultivo descritos, es necesario regular a luz en

funcién de la cepa seleccionada.

4. RECEPCION Y ACLIMATACION DEL CULTIVO

Las microlagas se recibieron el 7 de diciembre procedentes del
Banco Espafiol de Algas de Canarias. El envio incluia 10 tubos con 15
ml de inoculo del microalga Haematococcus pluvialis y un litro de medio

Waris-H en el que estan inoculadas.

Se realiz6 una comprobacion del estado de las H. pluvialis de
cada uno de los tubos con la observacion al microscopio invertido,
comprobando la supervivencia de las cepas y que las células se

encontraban en estado de “palmella”, es decir, sin flagelos.
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Figura 2. Cultivos recibidos en el laboratorio.

Para reactivar los inéculos se procedi6 como se explica a

continuacion:

Se duplicaron cada uno de los 10 tubos en dos nuevos (Figura
3). Uno con medio Waris-H y otro con medio BBM para acondicionarlas
al nuevo medio, mas simple, sin vitaminas méas cercano al de

crecimiento en el en el biorreactor.

1ml indéculo + 9 ml Waris-H

1mlindculo + 9 ml BBM

Figura 3. Cultivos duplicados en dos medios distintos.

Los tubos se introdujeron en el incubador para su aclimatacién
a las nuevas condiciones. Se inocularon ademas 2 matraces de 250ml
de capacidad de cuello ancho, que, al igual que los tubos, se inoculan
con medio BBM y medio Waris-H. En la Figura 4 se puede apreciar
como en los primeros dias de cultivo las células en medio Waris-H

(derecha) crecieron mas rapidamente que las de BBM (izquierda).



A
y
4&»
Y4

Universidad
Politécnica
de Cartagena

Figura 4. Cultivos en matraces en dos medios diferentes.

La camara de cultivo, estd dotado con luces LED de 4000

lumen, con un total de 4 lAmparas, dos en la parte superior y dos en la

parte inferior. Se colocaron 3 rejillas a distintas alturas creando

condiciones distintas de intensidad luminica de 200, 250 y 360 HE m? s’

1

Tanto los tubos con las cepas, como los matraces se

encuentran inicialmente en las condiciones que se muestran en la Tabla

1.

Tabla 1. Condiciones ambientales de la caAmara de incubacion.

Medio de Cultivo | Temperatura (2C) | Luz pE m?s? | Ciclo de luz
Waris-H 22 200 12:12
BBM 22 200 12:12

11
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5. CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO

Para caracterizar le crecimiento se realizaron curvas a partir de

la densidad celular utilizando una camara de recuento Thoma.

La superficie total de la cuadricula de recuento es de 1 mm?, y
se trata de un cuadrado grande central dividido en 16 cuadrados
medianos cada uno de ellos en su interior con 25 cuadrados pequefios,
9 de los cuales estan divididos por la mitad. La suspension celular que
queda tras poner la muestra bajo el cubreobjetos tiene una altura de 0,1
mm. Considerando el cuadrado grande central, el volumen contenido es
de:

1mmx Immx 0.1mm = 0.1 mm3 = 10~* ml
Se han realizado desde el dia 10 de diciembre los recuentos de
cada uno de los matraces. Con esto se pretende establecer la tasa de

crecimiento y tiempo de duplicacién. La Figura 5 muestra una fotografia

de las células sobre la camara de recuento.

12
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Figura 5. Células sobre la cAmara de recuento.

Las microalgas presentan un crecimiento rapido cuando se
inoculan en un medio de cultivo no limitante y se mantienen en las
condiciones adecuadas. Las diferentes fases de crecimiento describen
la forma en la que varia la concentracion celular. Para ello se utilizaron
dos parametros tales como la tasa especifica de crecimiento () y el
tiempo de duplicacion (T,) que expresa el tiempo que tardaria la

poblacién en duplicarse.

La Tasa de crecimiento (i) se calcula como:

_ lnNt - lnNO

" t

y el tiempo de duplicacion como

Tras un periodo de aclimatacién en el incubador se realizaron
conteos de densidad celular para elaborar una primera curva de
crecimiento. La Tabla 2 muestran los resultados obtenidos hasta la

fecha.
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Tabla 2. Datos recopilados de los recuentos celulares en los dos medios de cultivo.

Inéculo: 4,5ml

Cepa: Haematococcus pluvialis

Medio: 60 ml Medio Waris-H Medio BBM
Densidad Densidad
Fecha Horas Dias celular Tasacrecimiento p(d-1) celular Tasacrecimiento u(d-1)

(cel/mL) (cel/mL)

07.12.2018 0 00 250000 1666,6

10.12.2018 24 1,0 25000,0 0,00 1666,6 0,00

12.12.2018 72 3,0 105000,0 1,44 17500,0 2,35

13.12.2018 | 120 4,0 142250,0 0,30 25000,0 0,36

La Figura 6 muestra las curvas obtenidas.

160000,0
140000,0
120000,0
100000,0
80000,0
60000,0
40000,0

densidad celular (mg/L)

0,0

Curva de Crecimiento de
Haematococcus pluvialis

F

~

20000,0 T

5,0

Dias

—e— Medio Waris-H

Medio BBM

Figura 6. Representacion gréfica de la curva de crecimiento de la cepa en cada uno de los
medios de cultivo hasta hoy.

Los resultados obtenidos muestran que las tasas de crecimiento

parecen tender a igualarse en los dos medios de cultivo con 0.30 y 0.36

d* para los medios Waris-H y BBM con tiempos de duplicacién de 2.31
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y 1.92 dias para cada medio respectivamente, tras el primer retardo

(lag) del crecimiento.
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