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Resumen

La Universidad Tecnoldgica Nacional (UTN) Mar del Plata posee un programa interdisciplinario
destinado al desarrollo de procesos ambiental y econdmicamente sustentables para el cultivo
masivo de microalgas para biodiesel. EI mismo implica un reemplazo de insumos costosos por el
aprovechamiento de pasivos ambientales y la utilizacion de microalgas marinas para minimizar el
consumo de agua potable. Con dicho propdsito, se implementd un sistema de abastecimiento y
tratamiento de agua marina proveniente del sistema de refrigeracion de una central termoeléctrica
cercana. En una primera etapa, se evalud el cultivo masivo de Nannochloropsis oculata,
microalga seleccionada por su elevado contenido de aceites. En un mddulo de produccion
sencillo y de bajo costo, con luz solar y temperaturas impuestas por el ambiente, se realizaron
cultivos en el exterior y bajo invernadero en las cuatro estaciones del afio. Durante un afio, se
monitorearon parametros ambientales (temperatura y flujo de luz) y de los cultivos (pH, salinidad
y temperatura). EI pH fue corregido regularmente a valores entre 7.5 y 8.0 y la salinidad en el
rango 28-30 %o. A su vez, se determinaron a diario parametros relacionados con la productividad,
como densidades celulares promedio y maximas mensuales y velocidades de duplicacion. Los
valores maximos para dichos parametros se produjeron en primavera, seguidos por el invierno y
el otofio, mientras que las temperaturas elevadas del verano produjeron los menores valores. El
invernadero protegié a los cultivos de los frios extremos, pero ocasion6 una filtracion
considerable de los rayos solares en los meses de menor flujo luminoso, lo cual probablemente
fue la causa de la disminucion de las densidades celulares bajo invernadero en el invierno. Por
ualtimo, al comparar cultivos de igual volumen (1,500 litros), se evidencié que los tanques
rectangulares produjeron densidades celulares maximas entre 15 y 20% mayores que los tanques
circulares. Como resultado, se gané informacion invaluable que permitio establecer un
procedimiento basico de cultivo masivo de N. oculata con productividades aptas para la
produccion de biodiesel. Se proponen y discuten posibles mejoras y futuras lineas de
investigacion.
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Evaluation of an outdoor mass culture system of the marine microalga
Nannochloropsis oculata, in a temperate oceanic region of Argentina

Abstract

The National Technological University of Mar del Plata (UTN) has undertaken a scientific
interdisciplinary program focused on the development of processes, environmentally and
economically sustainable, for the mass culture of microalgae for biodiesel generation. This
program involves a replacement of high cost consumables by making use of environmental
liabilities, such as industrial waste and sewage sludge. In addition, it is focused on the use of
marine microalgae with the idea of conserving drinking water. For this purpose, we have
established a system for the provision and treatment of marine water coming from the
refrigeration of a nearby thermoelectric power plant. At a first stage, we evaluated the culture of
Nannochloropsis oculata, selected by its high oil content, at a production facility made with
simple, low cost materials. With light and temperature imposed by the environmental conditions,
we have cultured N. oculata in the four seasons. For a whole year, we have monitored
environmental (temperature, irradiance) and culture (pH, salinity, temperature) parameters. The
pH was regularly controlled to values between 7.5 and 8.0 and the salinity within the range of 28-
30 %o. In addition, maximum and average cell densities and duplication rates were determined.
Both parameters reached their maximum values in spring, followed by winter and autumn,
whereas the high temperatures of the summertime produced the lowest values. The greenhouse
was useful at protecting the cultures from extremely low temperatures, but produced a significant
filtration of the solar rays during the months with the lowest light fluxes. This was probably the
reason for the reduced cell densities in the greenhouse during the wintertime. When comparing
cultures of identical volumes (1,500 liters), it was found that rectangular tanks (raceway)
produced maximum cell densities 15 to 20 % higher than circular tanks. In summary, highly
valuable information was gained in order to establish basic processes for the mass culture of N.
oculata that yield productivities suitable for biodiesel generation. Possible improvements and
future lines of research are proposed.
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1. Introduccién a partir de microalgas se presenta como una

_ _ opcion con gran perspectiva a nivel local y
El mercado creciente de produccién de mundial. Esto es debido a que estos
biodiesel a partir de aceites vegetales organismos no requieren de tierra fértil para
comestibles  origina  situaciones  poco su crecimiento y no son utilizadas
sustentables a mediano y largo plazo, como masivamente como fuente de alimento
la deforestacién, el uso de agua dulce para humano. Ademas, pueden duplicar su
riego,  los  monocultivos y el biomasa en un plazo de tiempo relativamente
empobrecimiento de tierras fértiles. Por ello, corto (horas o difas, dependiendo de las
es fundamental el desarrollo de materias condiciones) 'y poseen un elevado
primas alternativas que puedan suplir en rendimiento de aceite por hectarea (Raja et
parte esta demanda creciente (Liu & Zhao, al., 2008; Posten & Schaub, 2009). A pesar

2007; Chisti, 2008). La obtencion de aceites
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de ello, la tecnologia para la produccion de
biodiesel a partir de microalgas esta ain en
etapa de desarrollo, ya que enfrenta grandes
desafios que hara falta sortear para que
pueda lograrse una produccién a escala
comercial de manera rentable (Loera-
Quezada & Olguin, 2010). Entre los retos
mas importantes podemos mencionar la
dificultad para mantener productividades
elevadas en el tiempo y el requerimiento de
un suministro constante de dioxido de
carbono. Las estrategias que se estan
siguiendo para enfrentar estos desafios son
muchas: desde la biologia celular se enfatiza
en la seleccion de cepas salvajes o
modificadas genéticamente con mayores
productividades de biomasa y de lipidos.
Desde el area de los bioprocesos se trata de
optimizar los cultivos, utilizar insumos
menos costosos 0 pasivos ambientales y
aumentar el rendimiento y la eficiencia
energética de los procesos de cosecha y
ruptura celular y de extraccién de aceites,
entre otros (Beckman et al., 2009;
Radakovits et al., 2010; Wang et al., 2010).

La productividad de cultivos de microalgas
depende de un gran namero de factores, no
solo de la especie, sino también de las
condiciones fisicoquimicas del cultivo. La
temperatura, intensidad y calidad de luz,
fotoperiodo, pH, salinidad y nutrientes son
factores que afectan marcadamente a los
procesos metabodlicos de las microalgas (Hu
& Gao, 2006; Sandnes et al., 2010).
Generalmente, los cultivos masivos de
microalgas presentan gran variabilidad en la
productividad,  principalmente  si  se
encuentran en el exterior, donde existen
importantes  fluctuaciones de intensidad
luminosa y temperatura. Ademas, existen
variaciones que dependen del sistema
utilizado. Los sistemas de crecimiento mas
comunes son los piletones abiertos. Los
mismos pueden ser circulares o en forma de
rectangulos con extremos redondeados
(“raceway”). Ambos disefios comparten
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muchas  propiedades (Oswald, 1988;
Richmond & Qiang, 1997). Sin embargo, la
forma afecta muchos de los parametros
hidrodindmicos del cultivo: la velocidad del
cultivo a igual agitacion, la formacién de
areas de turbulencia, la tendencia a la
decantacion, no son las mismas en tanques
circulares y en 6valos (Oswald, 1988).
Independientemente de los fines de uso de la
biomasa microalgal, de la especie y de las
condiciones y sistemas de cultivo, gran parte
del éxito en el desarrollo de un proceso
productivo radica en el establecimiento de
un protocolo o rutina de produccion que
debe ser cumplido de manera rigurosa para
obtener resultados reproducibles, que
permitan obtener conclusiones y realizar
escalamientos exitosos. Solo de esta manera
es posible encontrar patrones de respuesta
comunes a las variables ambientales,
detectar causas de variaciones y poder
modificarlas mediante nuevas operaciones.
La experiencia in situ, acompafiada por un
registro exhaustivo, es imprescindible.

El presente trabajo describe y evalGa el
sistema de produccion masiva de la
microalga marina Nannochloropsis oculata,
seleccionada por su elevado contenido de
aceites y su adaptacion al cultivo masivo
(Lopez et al.2007; Chiu et al., 2009),
implementado en la Universidad
Tecnoldgica Nacional (UTN) Mar del Plata,
Argentina. Se describe la captacion y
tratamiento del agua de mar, las condiciones
ambientales, las rutinas de -cultivo, las
experimentaciones referentes al uso de un
invernadero y a la forma y tamafio de los
recipientes de cultivo y los resultados de
productividad de biomasa. Ademas, se
discuten las posibilidades de obtener mejoras
en la productividad mediante modificaciones
en alguna de las etapas del proceso global.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Cepa de microalgas

Se utilizo la especie marina Nannochloropsis
oculata (Eustigmathophyta). La misma fue
obtenida como gentileza de la Dra. Isabel
Albarracin, Universidad Nacional San Juan
Bosco, Trelew, Pcia. de Chubut, Argentina.

2.2 Encuadramiento espacio-temporal

El cultivo se realiz6 en la Estacion de
Cultivo de Microalgas de la UTN Mar del
Plata, en la ciudad homénima. La misma
esta ubicada en el sudeste de la provincia de
Buenos Aires, en la Republica Argentina. El
cultivo fue realizado durante un ciclo anual
completo, entre julio de 2009 a junio 2010,

A
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que comprendié cuatro estaciones: invierno
(Julio, agosto y septiembre 2009); primavera
(octubre, noviembre y diciembre 2009);
verano (enero, febrero y marzo 2010) y
otofio (abril, mayo y junio 2010).

Se evalu6 el cultivo masivo de
Nannochloropsis oculata en la Estacion,
que consta de un area exterior parquizada
con tanques y un invernadero con tanques
bajo cubierta (Figura 1A). El cultivo de N.
oculata se llevo a cabo con temperaturas y
luz impuestas por el ambiente, en tanques
redondos con 200 y 1500 litros de cultivo y
en tanques rectangulares (“raceway”) de
1,500 litros de cultivo.

Figura 1.

Localizacién de la Estacién de cultivo de
microalgas de la Universidad Tecnolé-
gica Nacional (UTN), Mar del Plata.

(A) Vista de la zona exterior y del
invernadero del médulo de produccion de
microalgas de la UTN Mar del Plata. Al
fondo puede verse la Central Termo-
eléctrica 9 de Julio.

(B) Fotografia satelital de la zona donde se
encuentran la UTN Mar del Plata (1), la
Central Termoeléctrica 9 de Julio (2) y la
Escuela Nacional de Pesca (3). El agua
marina para los cultivos se toma de un
conducto subterraneo que parte del Puerto
de la ciudad y constituye el sistema de
refrigeracion de la Central Termoeléctrica.
Esto se realiza en el punto mas cercano a la
UTN, donde dicho conducto pasa por
debajo de la Escuela de Pesca.



Pérsico et al., 2011. Rev Latinoam Biotecnol Amb Algal 2(1):30-48

2.3  Caracteristicas del modulo de
produccion

El mddulo de cultivo consiste de un area
exterior parquizada y un area cubierta por un
invernadero. El invernadero consta de una
estructura metalica, es parabdlico, de 2.6 m
de altura de cumbrera, 6 m de ancho en una
sola nave y 12 m de longitud construido con
tubo de acero galvanizado de 1 pulgada de
didmetro. Posee sistema de ventilacion
cenital superior mediante abertura en
laterales opuestos. La cobertura es de
polietileno transparente de 200 micrones de
espesor para techo y laterales; el piso es de
cemento alisado. Los tanques usados en este
trabajo consistieron en 4 tanques redondos
de PRFV (Plastico Reforzado de Fibra de
Vidrio) de 2,500 L de capacidad (2 m de
didmetro y 0.80 m de altura), 4 tanques
rectangulares con bordes redondeados con
tabique central, de PRFV de 3,200 L de
capacidad (3.00 m de largo x 1.40 m de
ancho x 1.00 m de altura) y 12 tanques
redondos de PRFV de 300 L de capacidad
(1.0 m de didmetro x 0.70 m de altura).

2.4 Obtencion y tratamiento del agua

Para los cultivos, se utiliz6 el agua de mar
natural proveniente del sistema de
refrigeracion de una usina termoeléctrica
cercana, la Central 9 de julio, que la capta
del puerto de la ciudad a través de una
tuberia subterranea que transita a unos 200
metros de la UTN. El transporte de esta agua
hasta el médulo de produccién de microalgas
se realizo con una bomba centrifuga de acero
inoxidable de 2 HP y una manguera de
impulsion de polietileno de 2% pulgadas de
diametro. El agua fue depositada en un
tanque de decantacion de 1,000 litros de
capacidad, luego reservada en dos tanques
de almacenamiento para finalmente ser
filtrada por filtros mecanicos de arena y
grava a presion y filtros de cartucho de
polietileno de 25 y 10 micrones. La
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esterilizacion  fue realizada mediante
cloracion con 20 ppm de hipoclorito de
sodio y decloracion con 1 g/g NaClO de
tiosulfato de sodio. La ausencia de cloro
remanente fue analizada con un kit de cloro
total (Hanna Instruments). Para determinar la
calidad del agua de mar captada se
realizaron analisis sobre la carga bacteriana
y la concentracion de metales que pudieran
resultar toxicos. Los analisis bacterioldgicos
realizados incluyeron: determinacion de
microorganismos aerobios mesofilos por la
técnica de recuento en placa, pruebas de
aislamiento e identificacion de Pseudomonas
aeruginosa por siembra en caldo tripteina
soja y repique en medio agar cetrimida,
presencia de coliformes totales y fecales por
la técnica de tubos mdltiples de fermentacion
(NMP). Estos analisis se repitieron en
muestras obtenidas luego del tratamiento de
esterilizacion del agua de mar, para
corroborar su efectividad. Los analisis de
cobre, zinc, plomo, cadmio, niquel y cromo
se realizaron por espectrofotometria de
absorcion atémica (EAA) modo Ilama aire-
acetileno y el de mercurio por EAA técnica
de vapor frio, segin métodos estandar
internacionales para el examen de aguas
potables y residuales (AWWA, APHA &
WEF, 1998).

2.5 Caracteristicas del cultivo

Se utilizO medio de cultivo Yashima
modificado. Brevemente, el agua de mar fue
enriquecida con 100 g/tonelada (g/t) de
NaNOs, 10 g/t de NaH,PO,, 15 g/t de urea 'y
50 g/t de Clewat 32 (mezcla de
micronutrientes). La  composicion  en
porcentaje de peso en peso (% p/p) de cada
componente del Clewat 32 es la siguiente:
0.385% FeCl,, 0.166% ZnCl,, 0.775%
MnCl;, 0.017% CoCl,, 0.007% CuSOs,,
0.632% (NH4)6M07044, 2.470% H3BOs,
0.005% EDTA. El cultivo inicial fue llevado
a escala de manera gradual. Una vez
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adaptado al modulo de produccién, fue
utilizado como in6culo para iniciar los
demas cultivos. Una vez que los cultivos
fueron establecidos, se siguié un régimen
semi-continuo, en el cual el indculo inicial
correspondia a  aproximadamente 20
millones de células por mililitro. Los
cultivos fueron aireados constantemente
mediante un blower 0 bomba de aire
trifasica, de 3 HP de 120 m%h de caudal. Los
tanques pequefios fueron aireados mediante
un tubo de 5 mm de didmetro interior
terminado en una piedra difusora; los
tanques grandes, tanto circulares como
rectangulares fueron aireados mediante dos
de estos tubos.

2.6 Rutina de cultivo

Se realiz6 un programa de trabajo diario de
monitoreo y control de los pardmetros del
cultivo, en la mafana y en la tarde,
reportando en planillas todos los datos
relevados y observaciones mas importantes.
La intensidad de luz y la temperatura fueron
impuestas por el ambiente. La temperatura
en el exterior, en el invernadero y en los
cultivos fue medida con un termémetro
digital (Delta OHM, Hd 9214). El flujo
luminoso (iluminancia) fue medido con un
luxémetro digital (V&A instrument, Ms
6610), dentro y fuera del invernadero.
Debido a los limites de deteccion del equipo,
los valores mayores a 50,000 lux fueron
registrados como > 50,000 y se usO este
valor para la determinacion de los
promedios. Si bien esto tiene sus
limitaciones, sirvio para comparar valores de
iluminancia promedio entre afuera y adentro
del invernadero, sobre todo en los meses con
menor flujo de luz solar. El estado del
tiempo fue registrado y clasificado en tres
amplias categorias: despejado (incluye dias
con bajo porcentaje de nubosidad), nublado
(dias de alta nubosidad) y lluvioso (dias con
cielo encapotado, con llovizna o lluvia). Los
registros fueron realizados 3 veces al dia; a
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cada dia fue computada aquella categoria
que mejor explicaba el estado climético del
mismo. Los datos de temperaturas maximas,
minimas y medias de la ciudad de Mar del
Plata, precipitaciones y horas de luz fueron
obtenidas de los datos publicados por la
Estacion Mar del Plata Aerédromo (Servicio
Meteoroldgico Nacional, 2010). La salinidad
fue medida cada tres dias con un
refractometro (Arcano, Fg-213) y corregida
a 28-30 %o con agua corriente tratada. El pH
fue medido diariamente con un pHmetro
digital (Hanna, pHep+) y corregido en el
rango entre 7.5 y 8.0 por adicion de dioxido
de carbono (CO). Se utiliz6 CO, puro
comercial almacenado en cilindros a 60
kg/m® de presion. EI CO, fue suministrado a
un flujo de 1 litro/min.

2.7 Determinacion de densidades celulares
y tiempos de duplicacion

Las densidades celulares se determinaron a
diario mediante conteo en hemocitémetro
Neubauer de 0.1 mm de profundidad,
expresandolas como nimero de células por
mililitro de cultivo. Estos datos fueron
utilizados para la confeccion de curvas de
crecimiento. Para la estimacion de la
productividad de un cultivo, se tomaron dos
datos de dichos graficos: los tiempos de
duplicacion (dias transcurridos para una
duplicacion celular en la fase lineal) y el
nimero maximo de células (densidad celular
en la fase estacionaria de cada cultivo). De
este Ultimo parametro surgen dos valores: los
promedios estacionales de las densidades
celulares en fase estacionaria de todos los
cultivos del periodo seleccionado (utilizado
en la Tabla 3) y las densidades celulares
méaximas alcanzadas en una determinada
estacion (utilizadas en las Figuras 6 y 7).
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2.8 Analisis estadisticos

Las pendientes de las curvas de crecimiento
fueron determinadas mediante las
respectivas ecuaciones de regresion lineal.
Para los tiempos de duplicacion y densidades
celulares méximas se calcularon los valores
promedios y las desviaciones estandar (SD).
La distribucién normal de los tiempos de
duplicacion y densidades celulares maximas
fue determinada mediante el test de
Kolmogorv-Smirnov. La igualdad de las
varianzas fue analizada mediante el test de
Levene. De acuerdo a este test, las muestras
resultaron heterocedasticas. Por ende, para
determinar si las diferencias entre valores
mensuales y/o estacionales eran signi-
ficativas, se aplico el test no paramétrico de
Kruskal-Wallis. Un valor de p < 0.05 fue
considerado significativo para las diferencias
en las medias aritméticas. Para los andlisis
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estadisticos, se utilizaron Microsoft Excel®
y Sofastat®.

3. Resultados

3.1 Calidad del agua de mar

Los cultivos se realizaron en agua marina
natural tratada proveniente del sistema de
refrigeracion de una central termoeléctrica
cercana (Figura 1B). Para evaluar la calidad
del agua utilizada, se realizaron analisis
microbioldgicos, antes y después de la
cloracion. Los datos obtenidos demostraron
que el tratamiento fue efectivo, ya que
redujo 21 veces el nimero de bacterias
aerobias mesofilas (Tabla 1). También se
realizaron andlisis de metales pesados. Los
valores de este grupo de metales se
encuentran muy por debajo de las
concentraciones letales descriptas para
microalgas (Tabla 2).

Tabla 1. Andlisis bacteriolégico del agua de mar utilizada en los cultivos

Ensayo

Antes de clorado

Después de clorado

Bacterias aerobias mesdfilas
Coliformes totales
Coliformes fecales
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

336 UFC/mL
NMP 21/100
NMP < 3/100 mL
Ausencia/100 mL
Ausencia/100 mL

16 UFC/mL
NMP 21/100 mL
NMP < 3/100 mL
Ausencia/100 mL
Ausencia/100 mL

UFC = Unidades Formadoras de Colonias
NMP = Numero Mas Probable

Tabla 2. Analisis de Cu, Zn, Cd, Pb, Ni, Cr y Hg del agua de mar utilizada para el cultivo de N. oculata.

Metal Concentracion (mg/L)

Cobre <0.02
Zinc <0.01
Plomo <0.10
Cadmio <0.01
Niquel <0.02
Cromo <0.1

Mercurio <0.001
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3.2 Registros ambientales y de los cultivos:
temperaturas

El clima de Mar del Plata responde al patron
oceanico, con veranos humedos y moderados
a calidos e inviernos relativamente frios, con
algunos episodios de masas de aire polar
provenientes de la Antartida. La Figura 2
muestra las temperaturas y precipitaciones
medias mensuales registradas en la Estacion
Meteoroldgica Aeroédromo de Mar del Plata
entre julio 2009 a junio 2010. Durante dicho

25
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periodo, se registraron temperaturas medias
bastante frias (menores o iguales a 10 °C)
durante el invierno (junio a septiembre), con
medias entre los 10 y 15 °C en los meses de
primavera temprana y otofio tardio (octubre,
abril y mayo) y por encima de los 15 °C
durante el resto de afio. Las maximas
precipitaciones se produjeron entre los
meses de diciembre y marzo, en pleno
verano, y coincidieron con los meses de
temperaturas promedio mas elevadas.
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Figura 2. Temperaturas y precipitaciones medias en la ciudad de Mar del Plata durante el periodo de estudio.
Se obtuvieron y graficaron las temperaturas (T) en °C y las precipitaciones (PP) en mm mensuales durante el periodo
comprendido entre julio de 2009 y junio de 2010 a partir de los datos informados por la Estacion Meteoroldgica

Aerédromo Mar del Plata.

En la Figura 3 se muestran los registros de
temperaturas maximas registradas en el
exterior y en el interior del invernadero de la
Estacion de Cultivo de Microalgas. Las
temperaturas maximas registradas en el
invernadero (Interior) fueron superiores a
aquellas del exterior en todas las estaciones
del afio. También se evidencia que las
mayores diferencias de temperatura entre el
exterior y el interior se produjeron en el
invierno y la primavera. Durante el mes de
enero, las temperaturas maximas exteriores
fueron cercanas a los 30 °C, y este valor fue
superado dentro del invernadero.

Las temperaturas de los cultivos en el
exterior y bajo invernadero reflejaron, en
general, los valores y tendencias de las

temperaturas ~ ambientales

mostrados).

(datos  no

3.3 Registros ambientales: luz solar

La luz presentd variaciones propias de la
estacionalidad del periodo en estudio y del
estado del clima. Para tratar de reflejar la
complejidad de este parametro de una
manera sencilla, que permita analizar el
efecto de la luz sobre la productividad de los
cultivos 'y su interaccion con otros
parametros (por ej. las temperaturas) se
determinaron  los  siguientes  valores:
iluminancia o flujo luminoso (medida en
lux) (Figura 4A), horas de luz (Figura 4B) y
estado del clima (despejado, nublado,
lluvioso) (Figura 5).
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Figura 3. Temperaturas maximas mensuales registradas en la Estacion de Microalgas UTN Mar del Plata.
Se muestran las temperaturas maximas mensuales en °C en el exterior (barras gris claro) y bajo invernadero (Interior,

barras gris oscuro) durante el periodo en estudio.
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Figura 4. Anélisis de la cantidad de luz
solar en la Estacion de Microalgas UTN
Mar del Plata durante el periodo en
estudio.

(A) Flujos de luz (iluminancias, en lux)
mensuales promedio en el area de los tan-
ques exteriores (Exterior) y en el centro
del invernadero (Interior) al mediodia (12
pm). Aquellos valores diarios mayores a
50,000 Ilux fueron computados como
50,000 para los calculos de los promedios
(ver Materiales y Métodos).

(B) NUmero de horas de luz promedio
mensuales durante el periodo de estudio en
la ciudad de Mar del Plata. Para los
calculos de los promedios, se utilizaron los
valores de horas de luz diarios desde la
salida hasta la puesta del sol, registrados
en la Estacion Meteorolégica Aer6dromo
Mar del Plata.
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Para la iluminancia, se muestran los valores
obtenidos cercanos al mediodia, ya que se
espera que a esta hora se produzcan los
valores diarios méaximos. La Figura 4A
muestra las  iluminancias  mensuales
promedio en el interior y el exterior del
invernadero. Como era de esperar, los
valores obtenidos en el exterior resultaron
superiores a los obtenidos en el interior del
invernadero en todas las estaciones del afio.
Las mayores diferencias se observaron en el
invierno, sugiriendo que los rayos solares
fueron mas eficientemente filtrados por la
cubierta del invernadero en esta estacion.

De enero a marzo, los valores de iluminancia
en el interior del invernadero resultaron
menores al los del exterior (Figura 5)
principalmente debido a la presencia de una
mediasombra gue se coloco en la cubierta ya
que, en su ausencia, los valores de
iluminancia eran practicamente los mismos
afuera y adentro (datos no mostrados). Los
datos de los promedios mensuales de horas
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de luz (Figura 4B) reflejan las caracteristicas
de la region bajo estudio. EI mes con mayor
numero de horas de luz promedio fue enero,
coincidente con el hecho de que el 21 de
diciembre es el dia més largo del afo. Por el
contrario, el mes con menor nimero de horas
de luz fue julio, siendo el 21 de junio el dia
mas corto del afio.

El estado del clima, si bien presenta un
rango de variaciones muy complejo, fue
arbitrariamente dividido para su simplicidad
en: despejado, nublado y lluvioso. Este
parametro también muestra una
estacionalidad, reflejada por ejemplo en el
hecho de que enero y febrero presentaron el
mayor porcentaje de dias despejados,
mientras que la mayor proporcion de dias
nublados o lluviosos se dieron en invierno
(Figura 5). Sin embargo, muchos de los dias
analizados escaparon a dicha estacionalidad
y presentaron caracteristicas mas
individuales y acotadas en el tiempo (datos
no mostrados).
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Figura 5. Estado general del tiempo en la Estacion de Microalgas de la UTN Mar del Plata durante el periodo
de estudio. El estado del tiempo fue registrado y clasificado en tres amplias categorias: despejado (incluye dias con
bajo porcentaje de nubosidad), nublado (dias de alta nubosidad) y lluvioso (dias con cielo encapotado, con llovizna o
lluvia). A cada dia le fue computada una de las tres categorias dependiendo del estado del clima durante la mayor
parte del mismo. El estado del clima mensual es reflejado en el grafico en porcentajes de dias despejados, nublados

y lluviosos.
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3.4 Registros de los cultivos: salinidad

La salinidad del agua de mar utilizada para
los cultivos se encontrd en el rango de 33-34
%0 y fue corregida cada tres dias dentro de
los valores optimos de N. oculata, entre 28-
30 %o.. Las mayores fluctuaciones de
salinidad de los cultivos se produjeron en la
estacion estival debido a la evaporacion.
Lluvias copiosas de larga duracion
ocasionaron la pérdida de algunos cultivos
exteriores, en los cuales se registraron
valores de salinidad tan bajos como 11 %e.
En el interior del invernadero, los tanques de
200 litros de cultivo utilizados como inoculo
fueron los que estuvieron sujetos a los
mayores aumentos de salinidad debido a su
menor volumen (datos no mostrados).

3.5 Registros de los cultivos: densidad
celular en el exterior y bajo invernadero

El sistema semi-continuo de N. oculata
produjo en general densidades celulares
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méaximas compatibles con la produccion
masiva, en las cuatro estaciones del afio. Las
excepciones  ocurrieron  en  cultivos
contaminados o al cabo de lluvias copiosas,
en cuyos casos los cultivos fueron
eliminados e iniciados nuevamente. Para
descartar posibles efectos del disefio y
tamafo de los tanques sobre el crecimiento,
las comparaciones entre tanques en el
exterior y el interior fueron hechas sélo para
los tanques rectangulares (raceway), con una
capacidad de 2,500 litros y un promedio de
1,500 litros de cultivo.

Con el objeto de determinar las densidades
celulares maximas de cada estacion, se
realizaron comparaciones mensuales. Las
densidades celulares maximas del invierno,
la primavera y el otofio fueron superiores a
los 70 millones de células/mL, tanto en el
interior como en el exterior (Figura 6).
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Figura 6. Densidades celulares maximas mensuales alcanzadas en el exterior y bajo invernadero en la
Estacién de Microalgas de la UTN Mar del Plata. Con los datos de densidad celular diaria de los cultivos de N.
oculata, se determinaron las densidades celulares maximas alcanzadas en cada mes del periodo en estudio. Los
valores, en millones de células por mililitro de cultivo, correspondientes a tanques ubicados en la zona exterior
(Exterior) fueron comparados con aquellos provenientes de tanques bajo invernadero (Interior).

Durante los meses de enero, febrero y marzo
(verano) se registraron los valores mas bajos,
tanto en el exterior como en el invernadero,
entre 46 y 60 millones de células/mL.
Durante los meses de abril, mayo y junio

(otofio) y julio (inicio del invierno) los
valores mas altos fueron cercanos a los 80
millones de células/mL en cultivos bajo
invernadero, y de 70 millones/mL en
cultivos en el exterior. Por el contrario,
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durante el resto del invierno (meses de
agosto y septiembre), las mayores
densidades celulares se observaron en
tanques en el exterior, llegando a valores de
100 millones de ceélulas/mL. Durante la
primavera, las densidades celulares méximas
fueron similares entre tanques interiores y
exteriores, llegando al méximo en el mes de
octubre (Figura 6), con 115 millones de
celulas/mL.

También se compararon los valores
promedio estacionales de tiempos de
duplicacion y de densidades celulares finales
(en fase estacionaria) para tanques ubicados
bajo invernadero. Los resultados, volcados
en la Tabla 3, mostraron que durante el
verano, no solo se llegd a densidades finales
promedio menores que en el resto de las
estaciones (53 millones de células/mL), sino
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que la velocidad de duplicacion promedio
fue considerablemente menor (6 dias por
duplicacion celular). La primavera fue la
estacion que dio los mejores resultados: el
tiempo de duplicacion promedio fue de 3
dias, y la densidad celular final promedio fue
de 93 millones de células/mL. Por otra parte,
durante el invierno y el otofio, los tiempos de
duplicacion fueron similares (3,5 y 3,9 dias,
respectivamente) y las densidades celulares
finales promedio de 75 y 66 millones de
células/mL, respectivamente). Si bien las
densidades celulares maximas obtenidas bajo
invernadero fueron similares entre el otofio y
el invierno (Figura 6, 80 millones de
células/mL), los promedios fueron diferentes
(Tabla 3, 66 y 75 millones de células/mL)
debido a que, en otofio, hubo més tanques
con densidades finales menores.

Tabla 3. Tiempos de duplicacion y densidades finales estacionales de cultivos de N. oculata bajo invernadero

Estacion

Tiempo de duplicacion

Densidad final

(dias) (millones de células/mL)
Invierno 3.5+0.7 75 £ 7.5*
Primavera 3+04 93 +12*
Verano 6 +0.2* 53 +4*
Otoifio 3.9+0.6 66 + 9*

Los valores corresponden a los promedios +

las desviaciones estandar (SD) de al menos tres

cultivos (n >3). Los asteriscos corresponden a aquellas muestras que resultaron ser
significativamente diferentes del resto de acuerdo al test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

3.6 Registros de los cultivos: densidad
celular vs. forma de tanques

Con el objeto de analizar posibles efectos del
tamaiio y la forma de los tanques sobre las
densidades celulares, los cultivos de N.
oculata fueron llevados a cabo en tres tipos
de tanques diferentes: circulares pequefios,
con un volumen promedio de 200 litros,

circulares grandes, con un volumen
promedio de 1,500 litros y rectangulares
grandes (en forma de “raceway”), con un
volumen promedio de 1,500 litros. Los
resultados de la comparacién del crecimiento
bajo invernadero en los distintos recipientes
se observan en la Figura 7.
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Figura 7. Densidades celulares méximas mensuales en tanques de distinto disefio y tamafio bajo invernadero
en la Estacion de Microalgas de la UTN Mar del Plata. Los cultivos de N. oculata bajo invernadero fueron
realizados en tanques circulares pequefios con 200 litros de medio (CiP), en tanques circulares grandes con 1,500
litros de medio (CiG) y en tanques rectangulares (raceway) con 1,500 litros de medio (ReG). Con los datos diarios de
densidad celular se determinaron las densidades celulares maximas alcanzadas en cada mes del periodo en estudio,

expresados en millones de células por mililitro de cultivo.

En general, los -cultivos realizados en
tanques rectangulares (ReG) alcanzaron
densidades celulares maximas iguales o
mayores que en los circulares de similar
tamafio (CiG) en las cuatro estaciones del
afio. Los tanques circulares de 200 litros de
cultivo (CiP) fueron utilizados como indculo
y produjeron densidades celulares mayores
en relacion a recipientes de mayor volumen
de igual o distinta forma en todo el periodo
de estudio (Figura 7). Los tiempos de
duplicacion siguieron un patron similar a las
densidades celulares méaximas, siendo
menores en tanques pequefios respecto de
grandes y en tanques rectangulares con
respecto a los circulares de igual capacidad
(datos no mostrados).

4. Discusion

Los resultados de los anélisis
microbiologicos mostraron que la cloracion
fue eficaz para reducir considerablemente la
carga de microorganismos. [Esto es
importante ya que, si bien los cultivos no son
axénicos, es conveniente limitar el
crecimiento de otros organismos que podrian

competir con las microalgas. Salvo contadas
excepciones, no se registraron problemas de
contaminacion con predadores y con otras
microalgas.

A concentraciones bajas, muchos metales
juegan un papel esencial en el metabolismo
de las microalgas, tal es el caso de los
metales Zn y Cu (Tadros et al., 1990). Sin
embargo, cuando las concentraciones son
altas, dan origen a condiciones de toxicidad
(Visviki & Rachlin, 1994a & 1994b;
Romero, 1999). En experiencias con
Tetraselmis chuii se determind que
concentraciones superiores a 0,1 mg/L de
plomo 'y mercurio produjeron una
disminucion del crecimiento apreciable. A su
vez, el nivel de toxicidad de los metales
siguio el orden Pb> Hg> Cd> Cu, siendo la
concentracion letal 50 (CL50) del Pb (0.4
mg/L) casi 3 veces menor que la del Hg (1.1
mg/L) y méas de 13 veces menor que la del
Cd (5.4 mg/L) y el Cu (6.4 mg/L) (Cordero
et al., 2005). Los resultados de los analisis
de metales realizados en el agua marina
utilizada en este trabajo muestra que la
concentracion de los mismos se encontrd
para todos ellos bien por debajo de sus CL50
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y aun por debajo del limite de toxicidad
descrito para el Pb y el Hg (0.1 mg/L).

Las condiciones naturales de luz vy
temperatura permitieron cultivar N oculata
durante todo el afio tanto en el exterior como
bajo invernadero y se obtuvieron, en general,
productividades adecuadas para procesos
industriales y acordes a la ausencia de
suministro constante de CO,. Rodolfi et al.
(2009) determinaron que tres especies del
género Nannochloropsis presentaron las
mejores productividades de biomasa Yy
lipidos de entre varias cepas pertenecientes
a diversos generos de microalgas de agua
dulce y marina, en condiciones exteriores en
Italia. Dichos autores mencionaron que,
parte de los buenos resultados en
experiencias con miembros de este género,
se debe a su tolerancia y capacidad de
crecer por largos periodos de tiempo en
cultivos exteriores.

Si bien la mayoria de los estudios recientes
con esta microalga fueron realizados en
condiciones controladas de laboratorio, las
densidades celulares 'y tiempos de
duplicacion obtenidos en este trabajo se
encuentran en el rango observado por otros
investigadores (Chiu et al., 2009; Ferreira et
al., 2009; Das et al., 2011; Koberg et al.
2011; Sayegh et al., 2011; Simionato et al.,
2011). En uno de los reportes recientes,
cultivos semi-continuos controlados de N.
gaditana (luz elevada y 21°C, con medio de
cultivo enriquecido con vitaminas) se
obtuvieron densidades méximas que rondan
los 100 millones de células por mL de
cultivo, y solo se obtuvieron densidades
cercanas a los 200 millones cuando se
cosechaba y reemplazaba el 10-20% del
medio de cultivo a diario (Ferreira et al.,
2009). En otro trabajo, se estudio el efecto
de la aclimatacion de Nannochloropsis sp. a
diferentes regimenes de luz sobre la biomasa
y la acumulacion de lipidos, en condiciones
controladas. Las curvas de crecimiento
obtenidas mostraron que, en condiciones
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luminicas optimas, las células se duplicaron
cada 3-4 dias y se alcanzaron densidades
celulares maximas de alrededor de 35
millones de células por mililitro en
aproximadamente 15 dias (Simionato et al.,
2011).

Los menores valores de densidad celular
maxima y las menores tasas de crecimiento
fueron obtenidos en verano. Se ha
demostrado que las altas temperaturas y los
pHs elevados, combinados con la alta
irradiancia, constituyen los principales
factores de estrés que disminuyen la
capacidad fotosintética y, por ende, el
crecimiento de Nannochloropsis sp. (Rocha
et al., 2003; Sukenik et al. 2009; Sandnes et
al., 2010). En este trabajo, los pHs fueron
controlados diariamente. Por otra parte, si
bien las irradiancias en dias soleados fueron
elevadas, no se espera que tengan un efecto
muy marcado en sistemas semi-continuos,
donde los cultivos son relativamente densos
aun en su inicio (alrededor de 20 millones de
células/mL). Debido a esto, se puede sugerir
que el principal factor que afecto
negativamente al crecimiento de N. oculata
en la estacion estival fueron las altas
temperaturas.

Uno de los objetivos de este trabajo consistio
en comparar cultivos en el exterior y bajo
invernadero y determinar si la presencia de
dicha estructura poseia alguna ventaja
importante. La determinacion de las
temperaturas interiores y exteriores mostro
que el invernadero produjo un aumento de la
temperatura con respecto al exterior. Las
diferencias més significativas se dieron entre
los meses de agosto y diciembre (Figura 3).
Un analisis de los datos de estado del clima,
iluminancia y horas de luz mostr6 que el
“calentamiento” del invernadero dependio
principalmente de factores estacionales. Por
ejemplo, si se comparan las diferencias de
temperatura afuera-adentro entre los meses
de septiembre y junio, cuyas temperaturas
ambientales son similares (15 °C), se
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evidencia que en el mes de septiembre la
temperatura interna fue en promedio 6 °C
mayor que en junio (Figura 3, 23 °C versus
16 °C, respectivamente). Al analizar los
factores anteriormente mencionados, se
evidencio que septiembre tuvo, en promedio,
una hora mas de luz al dia y apenas un
porcentaje mayor de dias soleados. En este
caso, los datos de iluminancia mostraron que
la iluminancia exterior promedio fue menor
en junio que en septiembre y que el
invernadero actu6 como filtro de los rayos
solares mas eficientemente durante el mes de
transicion otofo-invernal. Esto no es de
sorprender, ya que en invierno los rayos
solares inciden con un &ngulo menor y
poseen, por ende, menor energia (Pidwirny,
2006). Cabe destacar que la determinacion
de iluminancia difiere de la de irradiancia: la
primera expresa la intensidad luminica sin
tener en cuenta la energia de la luz; la
irradiancia, por el contrario, toma en
consideracién la longitud de onda y, por
ende, la energia de los rayos. En este trabajo
no se determinaron valores de irradiancia.
Sin embargo, los valores aproximados de
irradiancia de la ciudad son conocidos y
responden a patrones tipicos de la latitud
(Schatten, 1993).

Varios factores hacen que el estado del clima
sea demasiado complejo como para poder
ser englobado en categorias amplias. El
estado “soleado” no contempla las
iluminancias e irradiancias de cada estacion.
El estado “nublado” incluye dias con
nubosidad muy variada; a su vez este
porcentaje se va modificando a lo largo del
dia. Algo similar ocurre con los dias
catalogados como “lluviosos”, ya que la
duracion de las lluvias es muy variable y la
iluminancia también varia considerable-
mente entre diferentes dias. El estado del
clima es util principalmente para establecer
comparaciones  puntuales entre  dias
comprendidos en una misma estacion, pero
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no para establecer comparaciones inter-
estacionales.

El invernadero también produjo su efecto
sobre las densidades celulares estacionales,
tanto maximas como promedio y sobre los
tiempos de duplicacion. Si bien bajo
invernadero se  obtuvieron densidades
maximas muy similares en invierno y otofio
(alrededor de 80 millones de células/mL), en
otofio hubo un mayor nimero de tanques con
densidades finales menores, lo que origino
para esta estacion densidades finales
promedio menores que en invierno (66 y 75
millones de células/mL, respectivamente).
Ademéas, en invierno se obtuvieron
densidades mayores en el exterior, mientras
que en otofio, los mejores resultados se
obtuvieron bajo cubierta. Este fendmeno
puede estar basado en el hecho de que en
invierno las iluminancias fueron menores y
mas facilmente filtrables por la cubierta del
invernadero (Figura 4; 3,1600 Ilux de
promedio en el exterior y 21,000 adentro).
Esto puede haber producido en el interior
intensidades luminicas sub-6ptimas para el
crecimiento celular. Por el contrario, la
iluminancia promedio bajo invernadero en
otofio (Figura 4, 34000 lux) lleg6 a valores
cercanos al promedio exterior en invierno,
no siendo quizas tan limitante para el
crecimiento. De manera similar, Rodolfi et
al. (2009) observaron que la productividad
de biomasa de Nannochloropsis sp. en
fotobiorreactores tubulares en condiciones
exteriores naturales de Livorno, Italia,
disminuia marcadamente en dias de muy
baja irradiancia (menores a 10 MJ m? dia™).
Por otra parte, la importante filtracion de los
rayos de luz en dias invernales encapotados
es un fendmeno conocido por todos aquellos
que cultivan especies fotosintéticas bajo
invernadero (Badgery-Parker, 1999).
Intuitivamente, se tenderia a pensar que las
densidades méximas en el exterior deberian
haber sido mayores en otofio que en
invierno, debido a que las temperaturas
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fueron mas templadas en la primera estacion
y los flujos de luz en el exterior fueron
similares para ambas estaciones. Sin
embargo, en este trabajo se observé durante
el periodo de estudio que las densidades
celulares en el exterior  fueron
significativamente mas elevadas en el
invierno. Nuestra experiencia nos sugiere
que las células no alcanzaron su pleno
potencial en los cultivos de otofio, debido a
que fueron iniciados con células que venian
de una adaptacion previa a las condiciones
estresantes de temperatura de la temporada
estival.

El disefio de tanques que arrojé mejores
resultados fue el de tipo raceway. Los
valores de densidad celular méxima y de
velocidad de duplicacion en estos tanques en
el invernadero fueron similares o mayores
que en los tanques circulares. Esto esta de
acuerdo con los resultados obtenidos por
otros investigadores: los piletones de tipo
“raceway” poseen un disefio optimizado en
lo que se refiere a circulacién del cultivo, lo
gue permite una mejor aireacion y mezcla
que minimiza la sedimentacion y optimiza el
aporte de nutrientes y la eliminacion de
toxinas (Oswald, 1988; Koberg et al., 2011).
Los tanques circulares pequefios también
presentaron mayores productividades que los
tanques mas grandes con el mismo disefio.
Esto es en parte debido a que, a igual
aireacion, ésta resultdé mas efectiva en
tanques de menor volumen y menor area
superficial. Al llevar al cultivo a una escala
piloto, sera fundamental utilizar cantidades
de aire Optimas, dadas por el tipo de
aireacion y el numero de estaciones de
aireacion por metro lineal. Otro factor que
puede explicar la mayor productividad de
tanques pequerfios es que, debido a su menor
volumen, las células reciben en promedio
méas luz de los lados que en los tanques
grandes. Esto podria ser compensado
disminuyendo la altura de la columna de
liquido en tanques grandes.
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La administracion continua de CO, puro
genera altos costos que afectan la viabilidad
econdémica del proceso. En una segunda
etapa, se evaluaran formas de administracion
que garanticen productividades Optimas y se
experimentaran con fuentes residuales de
CO,. Se planea también continuar con el uso
de barros cloacales (Pérsico et al., 2010). Por
altimo, un enfoque a futuro se centrara en la
optimizacion de los procesos de cosecha,
ruptura celular y extraccion de aceites.

5. Conclusiones

La evaluacion del sistema de cultivo masivo
de N. oculata en la UTN Mar del Plata
permitié  establecer un proceso basico
adecuado para la zona templada oceénica del
sur de la provincia de Buenos Aires, con
densidades celulares méximas aptas para
procesos productivos. Sobre esta rutina
bésica se procedera a la optimizacion de las
distintas etapas que componen el proceso
global. El disefio de tanques que dio mejores
resultados fue el rectangular. Las tasas de
crecimiento resultaron acordes a la falta de
suministro continuo de CO, y éste sera uno
de los aspectos sobre los cuales se focalizara
la siguiente etapa.

La estacion més desfavorable fue el verano.
Una opcion para subsanar el problema de las
altas temperaturas a escala productiva podria
ser el uso de fuentes sustentables de
refrigeracion, como la recirculacion de agua.
Los mejores resultados se obtuvieron en
meses de alto flujo de luz y temperaturas
templadas a frescas, como la primavera. Sin
embargo, la adaptacion previa de los cultivos
a condiciones estresantes, como las altas
temperaturas del verano, puede afectar el
comportamiento de los cultivos en
estaciones propicias, como ocurrio en el
otofio.

El invernadero resulté dtil en la proteccion
de los cultivos de la lluvia, el polvo y el frio
extremo. Sin embargo, en invierno esta
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estructura ocasiono una filtracion parcial de
los rayos solares que produjo una
disminucion de las densidades celulares. Una
alternativa consiste en el recambio mas
frecuente de la cubierta o el uso de cubiertas
corredizas que se puedan quitar dependiendo
de las condiciones.
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