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1. Introduccién a las Microalgas

1.1. Aspectos biolégicos generales

Las microalgas son organismos unicelulares, plancténicos y autétrofos, cuyo
tamaRo es de 2-100 u. Constituyen el primer eslabdn de la cadena alimentaria,
por lo cual son producidas como alimento directo de organismos acudticos:
moluscos bivalvos (fitéfagos durante todo su ciclo de vida), crustdceos
(primeros estadios larvales) y zooplancton (rotiferos y Artemia) utilizado en el
cultivo larval de peces marinos. Ademds contribuyen a la estabilidad fisico-
quimica del agua.

También se consideran microalgas las algas filamentosas y coloniales de un
nimero pequefio de células. ,

La importancia del cultivo de microalgas se debe a la posicién que ocupan en la
pirdmide alimentaria, constituyendo el “cuello de botella” en operaciones de
acuicultura. : '

En la Figura 1 se observa un esquema que representa el cultivoy las posibles
aplicaciones de las microalgas.
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Figura 1. Esquema que representa el cultivo y las aplicaciones de las microalgas.
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1.2. Reproduccion

La reproduccién de microalgas se lleva acabo en condiciones dptimas por ciclos
de divisién celular mediante mitosis (biparticién o fisién binaria), seguidos de
aumento del volumen celular. Asf a partir de una célula madre se genera una
poblacién de células genéticamente idénticas o clones. En condiciones
especiales las células pueden reproducirse por meiosis, resultando células que
funcionan como gametos. Estos se fusionan dando una célula o cigoto, el cual
puede formar células de resistencia o una célula normal que entra en nuevos

ciclos de divisién celular (Figura 2).

Existen numerosas variantes de este ciclo dependiendo de cada especie.

Crecimiento

O O Fision binaria Fusion celular

Mitosis Meiosis

Gametos

Figura 2. Esquema de los ciclos de reproduccién asexual (fisién binaria) y
sexual (fusién celular) de las microalgas en general.

1.3. Fotosintesis

La fotosintesis algal es bdsicamente el mismo proceso que ocurre en las plantas
terrestres. La luz con 400-700 nm de longitud de onda que activa el primer
paso del proceso es absorbida por varios pigmentos fotosintéticos
responsables del color caracteristico del fitoplancton, siendo el principal la
clorofila-a que puede absorber hasta un mdximo de 670 a 695 nm de longitud
de onda. Los pigmentos accesorios absorben luz de menor longitud, para pasar
la energia luminica a la clorofila-a.

La fijacién fotosintética es responsable de la generacién inicial de los
compuestos orgdnicos en el mar. Los hidratos de carbono, lipidos y proteinas
son todos sintetizados y la cantidad de carbono o de energia fijada forma la
produccion primaria bruta.




Ecuacién general
6 CO2 + 6 H20 —> 6 C6H120+6 02

La adicién de CO2 permite mantener el pH del medio, el cual reacciona con el
agua formando dcido carbdnico que se ioniza dando hidrogeno carbonato que
estabiliza el pH (CO2 + H20 «—» CO3H2 «—=,CO3H -)

La deficiencia de CO2 produce un aumento de pH: con valores superiores a 8-
9 el fésforo precipita y se transforma en un nutriente limitante del
crecimiento de las microalgas.

1.4. Aplicaciones en la Acuicultura

El desarrollo de la acuicultura viene condicionada por la disponibilidad de larvas
de aquellas especies que el mercado demanda y que por lo tanto han de
desarrollarse en cantidad y calidad suficiente.Por ello, uno de los factores
limitantes de esta actividad es sin duda el relativo a la
nutricion,principalmente en sus fases iniciales o larvarias, de tal forma que una
adecuada alimentacién va a ser la base del éxito de cualquier cultivo.Dentro del
fitoplancton, las microalgas, constituyen el primer eslabén de la cadena trofica
acudtica, tanto de agua salada como dulce.

Las especies mds utilizadas pertenecen a los grupos de Crisoficeas,
Bacilaroficeas y Cloroficeas, las cuales poseen caracteristicas nutricionales
excepcionales, principalmente gracias a su alto contenido en proteinas y
relativamente fuertes en dcidos grasos poliinsaturados, ambos componentes
esenciales para la alimentacién de los animales marinos.

En funcién de los criterios de seleccién se pueden establecer relaciones entre
microalgas y consumidores.

El confenido de dcidos grasos polinsaturados de cadena larga (HUFA) son
indispensables para las larvas de peces marinos, principalmente el 20:5n3 y
22:6n3. Las microalgas mds utilizadas en este caso son Nannochloropsis sp. e
Isochrysis galbana.

1.5. Otras aplicaciones de las microalgas. Biocombustibles

El Sol constituye una fuente de energia casi inagotable, cuya radiacién solar se
aprovecha para producir cultivos como alimento y combustibles; pero la
superficie terrestre apta para cultivos es muy limitada. Las microalgas pueden
crecer en medio acuoso, en piletones ubicados en tierras dridas, no necesitan
herbicidas y permiten utilizar aguas subterrdneas, de rio o de mar. Se
destacan por su alta eficiencia fotosintética, rdpido crecimiento,

posibilidad de ser cultivadas en gran escala, costo asociado con su cultivo y
transporte relativamente bajo comparado con los cereales, crecer en
condiciones ho aptas o desfavorables para los cereales, ser capaces de



producir mucho mds a igual superficie y fijar grandes cantidades de €02,
lo que facilita su reduccién en la atmésfera. La microalga Spirulina es una
primitiva alga unicelular que contiene en promedio entre 60-70 por ciento de
proteinas de fdcil digestividad, 15-25 por ciento de hidratos de carbono, 7-13
por ciento de minerales y una importante cantidad de vitaminas. La spirulina en
polvo es un alimento integral. Por su valor nutritivo y bajo costo se la
recomienda para tratamientos de poblaciones con fuerte grado de
desnutricién. La necesidad de obtener aceite para biodiésel a gran escala
tecnolégica llevé a experimentar con distintas microalgas en condiciones
particulares para producir entre un 50-70 por ciento de su peso seco de
aceite.Hasta ese momento los algacultores trabajan en pequefia-mediana escala
fundamentalmente para elaborar productos farmacéuticos. Asi muchas
empresas cultivan spirulina y la comercializan como suplemento dietario de gran
valor nutricional.

Los altos precios mundiales de los combustibles sumados a los graves perjuicios
ambientales por la emanacién de diéxido de carbono (C02) constituyen un gran
estimulo para la bisqueda de alternativas energéticas a los combustibles
fésiles por parte de los especialistas. Entre las posibilidades mds
representativas se encuentra la produccién de biodiesel a partir del aceite
obtenido de las microalgas (Figura 3).
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Figura 3. Generaciény uso de biodiesel a partir de microalgas.

Las microalgas son mayoritariamente habitantes de distintos ambientes acudticos.
Las aproximadamente 50 especies estudiadas hasta el momento (sélo el 1,5 por
ciento de las existentes) dan origen, entre otros, a bioproductos relacionados con



la industria farmacéutica y cosmética, la alimenticia, la de produccién de
fertilizantes, el acondicionamiento de suelos para agricultura y la depuracié de
aguas residuales. r
Si comparamos en forma relativa, el volumen de aceite producido anualmente a
partir de una misma superficie, para distintas fuentes, tomando al maiz como 1,0, la
soja tendria un valor de 2,7, el girasol 6,6, la calza 7,0, la palma 35,2 y las
microalgas entre 270 y 850.
Las microalgas son capaces de producir mds de 25 veces la cantidad de aceite (por
afio por unidad de drea de tierra) cuando se la compara contra las mejores fuentes
terrestres productoras de aceite.
Las microalgas son fuentes alternativas de energia que pueden ser cultiva das en
agua salada de baja calidad o en aguas residuales cargadas de nutrientes, lugares
donde no hay cantidad o calidad de suelos para realizar los cultivos alimenticios .
convencionales. :
En la Tierra, el agua cubre un 71 por ciento de su superficie: el 97 por ciento es
agua de mar. A futuro debemos considerar no sélo un aumento en el consumo de
cereales debido al incrementa de la poblacion mundial, sino también la paulatina
fusién del hielo polar y un aumento del nivel del mar, responsable de la inundacién
de las regiones bajas fértiles con la consiguiente disminucién del drea cultivable.
Queda por analizar la conveniencia o no, seglin cada region, de desarrollar este tipo
de cultivos de modo de lograr mayor cantidad de aceite para incrementar la
produccién de biodiesel a nivel mundial.

2. Criterios de seleccién de microalgas. Clases y
especies mds utilizadas en Acuicultura

Las microalgas pueden ser procariontes (Reino Monera) o eucariontes (Reino
Protista). Las mds utilizadas en Acuicultura son algas verdes y diatomeas.

Su seleccién y uso depende de sus caracteristicas en cuanfo a valor nutritivo,
capacidad de crecimiento, ciclo de vida, tolerancia a variacién de factores
ambientales, digestibilidad, famafio, etc.



Figura 4 : Dunaliella sp., Skeletonema sp. y Nannach/apsis‘ oculata.

A continuacién se describen las caracteristicas de algunas de las microalgas
mds utilizadas en criaderos de Acuicultura tanto por su valor nutritivo,
facilidad de cultivo y tamafio; algunas se observan en la Figura 4.

Clase Bacillariophyceae

Skeletonema costatum: Es una diatomea plancténica marina y de aguas
salobres. Las células son de color café y con un didmetro promedio de 5-8
micras.Tiene una reproduccién sexual y asexual.Es euritermica, eurihalina y
tolera un amplio rango de intensidades de luz.Se cultiva a temperaturas de 15-
25 grados centigrados y a salinidades de 18-35 partes por mil.

Se utilizan ampliamente para alimentar los primeros estadios Idbreles de
crustdceos.

Clase Eustigmathophyceae

Nannochloropsis sp. : Es una pequefia microalga de 2-8 micras de didmetro.Son
células redondeadas, de color verdoso-amarillo, sin flagelos.Esta especie es
euritérmica, eurihalina y fdcilmente adaptable a condiciones ambientales
diferentes, lo cual es evidenciado por su frecuente dominancia en cultivo al
exterior.Su mdxima tasa de crecimiento se encuentra entre salinidades de 28-
30 partes por mil.Se ha probado que es un alimento confiable para productores
secundarios como rotiferos, copepodos etc.

Chlorophyceae

Chlorella sp. : Microalga de color verde de 8-10 micras de didmetro.Es
eurihalina y euritermica.Las condiciones optimas de cultivo se encuentran entre
18-25 grados centigrados y 20-28 partes por mil de salinidad.Por su fdcil
crecimiento en aguas dulces y salobres es una de las especies que se utiliza
para alimentar langostinos, camarones y rotiferos.

Dunaliella sp. : son células ovoides de 6 micras de didmetroy de 9 a 11 de largo;
color verde amarillento y con dos flagelos méviles .Son microalgas eurihalinas
que crecen en un rango optimo de temperatura de 28 +1 °C, a un pH de 7.5-8y



salinidad de 20-23 partes por mil. Debido a su adaptabilidad a
condiciones extremas y su flexibilidad en relacién al régimen quimico de
nutrientes, se le considera como un buen alimento para bivalvos, crustdceas,
microinvertebrados y ciertos peces de agua dulce.

Clase Haptophyceae

Isochrysis galbana : son células de 6-8 micras de tamafio y con 2 flagelos
méviles .Su crecimiento optimo se encuentra a una temperatura que varia de
16-20 grados centigrados , a una salinidad de 25-28 partes por mil y una
iluminacién de 4000 lux.Su alto valor nutritivo la sitla entre las especies mas
importantes para la alimentacién de bivalvos marinos.

3. Instalaciones y procedimientos generales para el
cultivo de microalgas

3.1. Instalaciones

a. Sala o Laboratorio de Cultivo: Se recomienda para fines de
mantenimiento de cepas, transferencias sucesivas de cultivos,
crecimiento de cultivos en pequefos y medianos volimenes.

« Laboratorio con temperatura controlada 18-20°C.

« Paredes y pisos de azulejo en color blanco.

« TInstalaciones para el cepario y cultivo intermedios con lamparas
de luz blanca fria fluorescente (20W-37W).

« Instalaciones tipo invernadero (ventanas de cristal o pldstico
con temperatura controlada).

b. Cuarto de Siembra: Puede instalarse dentro del mismo laboratorio
una cabina con campana de flujo laminar o bien una simple mesa de
laboratorio con instalacién de gas para dos mecheros para la
inoculacién en condiciones asépticas.

c. Sala de Produccidn: Para volimenes de 100 | o mds, se requieren
recipientes de materiales pldsticos no téxicos y transparentes. En
este tipo de instalacién la luz puede ser artificial o natural, la cual
es recomendable pues el uso de la luz artificial es de muy
alto costo y se requiere ademds de equipos para mantener la
temperatura a 18-20°C. En zonas de clima templado se pueden
desarrollar éstos a la intemperie, cubriendo los recipientes en caso
de lluvia.




Figura 5. Cultivo masivo de Nannochloropsis oculata en tanques de fibra de
vidrio dentro del invernadero de microalgas de la Universidad Tecnoldgica
Nacional Mar del Plata.

3.2. Procedimiento general en el cultivo de microalgas

SRR

Mantenimiento de cepas (stocks)
Cultivo inicial

Cultivo intermedio

Cultivo masivo

1. Las cepas se mantienen en pequefios volimenes, en medio liquido (tubos de

ensayo, erlenmeyers) y/o en medio sélido: agar (en cdpsulas de Petri).
Esta etapa tiene cardcter de cultivo axénico y por lo tanto es de madximo
cuidado para evitar la contaminacién. Estos cultivos se guardan en cdmara
o incubador, 0 en una pequefia sala con condiciones de temperatura e
iluminacién constantes y de esterilidad (500-1000 lux; 15-18°C).

El cultivo inicial se desarrolla en erlenmeyers de 500 ml con 250 ml de
medio de cultivo. Luego de la inoculacién se ubican en estanterias
iluminadas (1500-2000 lux) Se deben agitar manualmente en forma
periddica y suave.

Esta etapa se desarrolla en recipientes de 1-2 litros con medio de cultivo
que ocupe el 60 % aproximadamente de la capacidad total. A éstos se
transfieren los cultivos iniciales (un 80-90 %). Hasta un litro de cultivo
se pueden agitar manualmente. La intensidad de luz se puede ajustar
entre 2000-2500 lux. Estos sirven de indculo para recipientes de mayor
capacidad (10-20 litros). La temperatura se debe mantener entre 18-
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20°C; La intensidad luminosa puede llevarse hasta 5000 lux. Hasta
esta etapa todo el material y medios de cultivo deben ser esterilizados,
el aire filtrado y las condiciones de temperatura e iluminacién controladas.

Figura 6. Ejemplos de Laboratorios de mantenimiento de cepas y cultivos
iniciadores e intermedios.

Figura 7. Recipientes con cultivos de microalgas a escala intermedia: A - Matraces
redondos de 20 | de capacidad: B - Botellones de 15 a 20 | de capacidad

Esta etapa se desarrolla con cultivos en recipientes mayores de 10-20 litros, con
iluminacién natural o artificial, en salas internas y/o externas, con aireacion y
controles diarios de T, $%°, pH y observaciones microscépicas para detectar
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contaminacién y determinar la densidad de los cultivos. Es importante tener en
cuenta la adicién de CO2 si fuera necesario. Dependiendo del tipo de cultivo de
microalgas a implementar segiin la forma de cosechar, se deberdn tener recipientes
con suficiente agua y estéril para iniciar nuevos cultivos o reponer volumen de
cultivo. En esta etapa los medios de cultivo utilizados son generalmente mds
sencillos, en cuanto a su composicién y preparacién. El agua se esteriliza por
cloracién. La intensidad luminosa en el caso de ser artificial se coloca en la parte
superior de los recipientes, pudiendo estar entre 4000-5000 lux.

z ;
E ?

Figura 8. Cultivo masivo de icroalgas en tanques barrow de
fibra de vidrio dentro del invernadero de la UTN Mar del Plata.

3.3. Métodos de cultivo
Segiin la forma de cosechar las microalgas los cultivos se clasifican en:

Cultivos Continuos: La poblacion algal, las caracteristicas quimicas del medio,
la temperatura y finalmente la luz son mantenidas en un valor constante por
periodos prolongados, procurando un flujo sostenido de requerimientos y de salida
del producto.

Cultivos Batch: Estos cultivos son intermitentes,se implementan de una sola vez
y son cosechados completamente despues que la produccion algal alcanza un nivel

apropiado. En el momento de la cosecha el cultivo debe estar en la fase exponencial.

Cultivos Semicontinuos: Aqui se cosecha una parte del medio segln la produccion
y se renueva el volumen cosechado por medio de un cultivo fresco.
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3.4. Aislamiento y purificacién de microalgas
1. Aislamiento

2. Purificacidn

1. Entre los métodos mds utilizados se encuentran: pipeta capilar, rallado en
agar (Figura 10), diluciones sucesivas (Figura 9), etc.

muestr dilucion diluciones sucesivas
Y

Figura 9.Técnica de aisalmiento de diluciones sucesivas. -

Aguje
de

Mtcroscom'ou Hooking

.—*.—*é

o — |- 2",;"; chrcpnpeta

/
B TR .._,}_:j/ N ﬁ ‘A
| original  dilucida L—Zt{ 1-&-4; Q—’

cultives sucesivos
Figura 10. Técnica de rallado en agar.




. La presencia de microorganismos contaminantes pueden eliminarse o

inhibirse in situ mediante procedimientos quimicos. Pueden utilizarse
antibiéticos (penicilina, estreptomicina). Deben realizarse pruebas
bacteriolégicas y chequear los cultivos después de 2-3 semanas de
crecimiento. Debe tenerse en cuenta el tiempo de exposicién de las algas al
tratamiento.

3.5. Desinfeccidén y Esterilizacion

Desinfeccién significa reduccién del nimero de bacterias hasta un nivel
aceptable (bacteriostdtico).

Esterilizacién significa inactivacién de todos los microorganismos
(bactericida). ‘

Desinfectantes no voldtiles: formaldehido, fenol, alcohol al 70%, hipoclorito,
eilich _

Mecanismos de esterilizacién: .

El calor hiimedo es la forma mds utilizada, para medios y materiales que

de presidn).

. Autoclavado: el tiempo requerido varia segin el volumen a
autoclavar: 100 ml requieren 107; 2 litros, 20"y 5 litros
aproximadamente 35°. Todo el aire debe salir del autoclave.

- BaPo en agua hirviendo: sélo para emergencias

- Filtracién: volimenes de medios para cultivos iniciales e infermedios
pueden esterilizarse con unidades de filtracién al vacio y membrana
de 05u de didm. de poro. Para grandes volimenes, de 125 mm de
didm. de poro.

- Cloracién: utilizada para volimenes de agua mayores de 10 litros.

- Esterilizacién del agua de mar por cloracion

Para esterilizar grandes volimenes de agua uno de los métodos mds
prdcticos es esterilizar con cloro. Es necesario tener el agua en un
recipiente grande (bolsas de pldstico, tanques o piscinas). Sobre el agua se
vierte una cierta cantidad de cloro y se deja durante un cierto tiempo para
que se produzca el efecto esterilizador deseado. El tiempo dependerd de
su concentracién. Luego se neutraliza con fiosulfato que no dafia a los
organismos a culfivar.
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& Para clorar agua de mar se determina primero la cantidad de cloro que
se quiere utilizar (ppm)

Se utiliza lavandina en cuyo envase estdn indicado los gramos de cloro por
litro que contiene (generalmente 55g/1, 80 g/1 0 100g/1),

Para clorar un tanque de 60 litros de agua a 10ppm con lavandina que
contiene 55g/! se realizardn los siguientes cdleulos:

55 g = 55000mg de cloro 1 litro= 1000 ml de lavandina
10 ppm= 10 mg de cloro x=0,18 ml *
1 litro 0,18 ml
60 litros x = 10,8 m| de lavandina

Se necesitardn entonces 10,8 ml de lavandina a 55 g/1 para clorar un
tanque de 60 litros a 10 ppm.

- Decloracion con tiosulfato

Para declorar se colocan tantas partes de tiosulfato como de Cloro. Entonces:

1000 ml de lavandina 55 g Cloro
10,8 ml de lavandina x = 0,6 g de tiosulfato

En este caso el fanque debe airearse para facilitar la decloracién.
Antes de utilizar el agua se realiza la prueba de Cloro total con el reactivo quimico
correspondiente, para estar seguros que la decloracién fue efectiva.

- Lavado de material de vidrio de laboratorio:

- Acido clorhidrico al 10 %
- Enjuague con agua corriente
- Detergente biodegradable
- Enjuagues con agua corriente
- Enjuagues con agua destilada
- Invertir cada recipiente para que escurray luego tapar.
. Secado en estufa. Esterilizacién en estufa a 140 °C - 2 hs.

- Lavado de tangues
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Los tanques de cultivo masivo de microalgas deben lavarse bien para volver a
ser utilizados, con lavandina y agua corriente, cepillar bien las paredes y el fondo,
utilizar mangueras para enjuagar, varias veces, y dejar secar al sol en lo posible.

4. Crecimiento de una poblacién microalgal

4.1. Requerimientos fisico-quimicos

Luz

Tipos: natural (luz del sol) o artificial. Cada grupo de algas tiene un espectro de
luz favorable para su crecimiento, reproduccién y morfologia.

Periodo de exposicién: continuo (luz artificial) o periddico (luz artificial o ciclo
natural dia-noche). ‘

Una exagerada iluminacién es perjudicial, siendo la luz violeta y ultravioleta del
espectro las mds dafiinas.

Temperatura
El grado de fotosintesis es mayor cuando la tfemperatura sube al mdximo de

aceptacién, pero disminuye agudamente con elevados aumentos de
temperatura. Las temperaturas dptimas varian entre 15-22 °C. La radiacién
luminosa ya sea natural o artificial incrementa en unos grados la temperatura
del cultivo. El control de la misma puede realizarse con termostatos o cdmaras
de temperatura controlada.

Salinidad

La cantidad de material inorgdnico disuelto en el agua salada expresado como
peso en g/Kg. de agua salada se llama salinidad, generalmente llega a 35 g/Kg. y
se representa por 35 u.p.s. (Unidades prdcticas de salinidad). Los estudios
cuantitativos de los componentes del agua de mar han servido de base para
calcular y aproximar concentraciones de aquellos elementos necesarios para el
enriquecimiento nufricional de los medios de cultivo algales. El fésforo, por
ejemplo, aunque es un comporente menor del agua tiene gran importancia
biolégica sobre todo en acuicultura, porque es el elemenfo que mds
frecuentemente limita la productividad en un ecosistema natural o en un
estanque.

La tolerancia a las variaciones en salinidad de las especies marinas suele ser
amplia: 12-40 %o. Sin embargo existe un rango éptimo que debe ser
considerado al cultivar una determinada especie. La salinidad, al igual que todas’
las ofras variables fisicas, puede afectar la composiciény por lo tanto su valor
nutritivo.
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pH
El pH éptimo del medio de cultivo suele estar comprendido entre 7-8. Los
métodos para controlarlo incluyen: aireacion con aire/C0O2, adicién de
productos quimicos, uso de tampones (sistema carbonato-bicarbonato). La
fotosintesis provoca un aumento de pH que se ha de confrarrestar aumentando
el CO2: en la oscuridad el metabolismo de las células reduce el pH, por lo cual
se debe disminuir la cantidad o suspender la adicién a los cultivos de CO2.

Oxigeno

El recurso de oxigeno nafural mds importante en aguas nhaturales y estanques
es la fotosintesis. La profundidad en la cual el oxigeno producido mediante
fotosintesis iguala al consumido en la respiracién se llama “Profundidad de
Compensacién" y corresponde a la profundidad de la zona eufética. El punto de
compensacién en un estanque piscicola generalmente es menor de 1 m. Existe
una fluctuacién diaria de la concentracién de oxigeno disuelto, debido a la
mayor produccién de oxigeno disuelto durante el dia por fotosintesis. El
fenémeno se detiene por la noche y no asi los procesos respiratorios que
contintan consumiendo el oxigeno. Las mdximas concentraciones de oxigeno
ocurren durante la tarde y las minimas al amanecer. Por ello normalmente los
aireadores se encienden y los recambios de agua en los estanques se realizan
en estos momentos, para compensar el déficit de oxigeno disuelto existente.

La produccién de O2 durante una activa fotosintesis hace que el medio de
cultivo sea oxidante. Este medio no es siempre favorable al crecimiento y en
algunas especies cuando las concentraciones celulares son altas se hace
burbujear nitrégeno o alglin compuesto reductor (ej.sulfito sédico) para
equilibrar el potencial redox.

Todos estos factores no son independientes sino que se influyen mutuamente.

[ N° de células/ml
Cantidad de luz (w/cm2) salinidad, pH nutrientes
temperatura
A B @

Figura 11. Tipos de relaciones generales enfre crecimiento de las algas (N° de
células/ml) y variables de cultivo.
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4.2. Componentes del agua de mar

Los componentes mayores del agua ocednica (S= 35 UPS: pH =7.,8), se

muestran en la Tabla 1.

CONSTITUYENTES g/Kg.
Sodio 10,77
Magnesio 1,30
Calcio 0,412
Potasio 0,399
Estroncio 0,008
Cloruro 19,34
Sulfato 2,71
Bromuro 0.067
Carbono, bicarbonato 0,028

Tabla 1. Componentes mayores del agua de mar.

Los componentes menores del agua de mar (S= 35 ups) se observan en la

Tabla 2.

Elemento Abundancia mg/| Forma

N 05 NO3-, NO2-, NH4+, N2, comp.orgdnic.
F 1,3 F-

Al 0,01 AlSO4, Al+

Si 3 Si(OH)4, Si(OH)3°-

P 0,07 PO4H2, PO4H3,PO4 -
Mn 0,02 Mn2+, SO4Mn

Fe 0,01 Fe(OH)3

Co 0,0005 Co2+, SO4Co

Cu 0,003 Cu2+, SO4Cu

Zn 0,01 Zn2+, SO4Zn

Tabla 2. Componentes menores del agua de mar.
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- Formulas para el cdlculo de salinidad:

Se debe comprobar que la salinidad sea la adecuada para la especie que deseamcs
cultivar. Para trabajar con agua de mar de meror salinidad podemos calcular los
litros de agua dulce que debo agregar, aplicando la siguiente férmula:

Volumen _
agua dulce = (Volumen de agua x salinidad agua de mar) - Volumen agua dulce
Salinidad deseada

Ejemplo: Si deseo preparar 30 litros de agua a una salinidad de 28 %o, serd:

Volumen de agua dulce = 301 x 35 %0 - 301= 7,5 litros de agua dulce
28 %0 ,

4.3. Gases disueltos

Todos los gases estdn presentes y en solucién en el agua marina.
El oxigeno varia de 0-8,5 mg/l. Las concentraciones son mayores en aguas
frias por su mayor solubilidad que en las tropicales. Las algas disponen de una
fuente ilimitada de CO2, el cual estd presente como iones bicarbonato, CO2
'~ disuelto y CO3H2. A nivel de la superficie del mar el CO2 disuelto tiene a
equilibrarse con el atmosférico y asf los océanos actiian como reguladores de la
cantidad de CO2 de la atmésfera. El nitrégeno atmosférico es soluble en agua
y Se encuenfra en concentraciones desde 8,4-14,5 mg/l. Otras formas
inorgdnicas son el NO2-, NH3, NO3- y NH4+ . El nitrégeno junto con el fésforo
son elementos muy importantes para el crecimiento de las algas y junto con
ofros constituyentes esenciales son conocidos como nutrientes.  La
concentracién de los mismos es mayor en aguas profundas que en las
superficiales como resultado de la actividad bacteriana. El fésforo aunque es
un constituyente menor del agua es un limitante de la productividad en un
S ecosistema acudtico.

% ] 4 4. Medida del crecimiento del cultivo

Para determinar la densidad de células de una poblacién algal (N° de células /ml)
de un recipiente de cultivo y ademds poder establecer el grado de divisién
celular en un  determinado fiempo, se uftilizan cdmaras de conteo o
hematocitémetros. Los resultados permiten estimar la situacién de un cultivo y
relacionarlo con la  curva de crecimiento de la poblacién algal.
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Figura 12. Fases del desarrollo de un cultive de microalgas.

- Conteo del nimero de células de un cultivo

Para determinar la concentracién de fitoplancton en un cultivo hay que confar
las células que hay en un volumen determinado de agua (células/ml). Existen
varios métodos: recuentos al microscopio y recuentos automdticos. Uno de los
métodos mds utilizados para estimar la densidad de un cultivo microalgal es el
conteo microscépico de las células a fravés de un hematocitémetro (cémara
cuenta glébulos). Es una pieza de vidrio con tres plataformas: una central y
dos laterales en las que se apoya una ldmina de vidrio muy fina que se adhiere a
las plataformas laterales, ya que la altura de la plataforma central es una
décima de mm mds baja. Cada cédmara de cultivo tiene dos reticulas o dreas
rayadas, cada una con un volumen = 3mm x 3mm x 0,1 mm = 0,9ul. Cada lado

estd dividido en 12 partes, formdndose 12 x 12 cuadrados de 0,25 mm de lado.

‘Las cuatro divisiones cenirales de cada lado forman una especie de cruz, con la
parte central dividida en cuadrados de 0,05 x 0,05mm.



Materiales: microscopio estdndar, hemocitémetro de 0,1 mm de profundidad
con cubreobjeto, pipeta con bulbo (gotero), piceta con agua destilada, tubos de
ensayo o pequefios recipientes con muestras unialgales, solucién fijadora

(lugol).
- Uso del hematocitémefro
Agitar suavemente una muestra de microalgas para que se distribuyan

homogéneamente. Esperar unos segundos. Colocar un cubreobjetos limpio sobre
los pilares de soporte de la cdmara. Con una pipeta gotero fomar una muestra

del cultivo de algas y en dngulo de 45° depositar una gota en la ranura del

hematocitémetro para llenar la cdmara. Esperar unos minutos para que se
asienten las células.

Proceder al conteo siguiendo un orden en la secuencia de contaje para evitar
errores de suma. Se debe tener en cuenta el tamafio de las células al realizar el
conteo. Para células grandes (ej. Tetraselmis) se cuentan los cuatro cuadros, se
divide por cuatro y se multiplica por 10.000 para obtener la densidad de la
poblacién (N° de células/ml). v

Para células pequefias (ej. Nannochloropsis) se utilizan los cuadrados chicos
(centro de la cdmara).

Ejemplo: en un cuadrado grande (0,25 x 0,25) el volumen es igual a:

0,25 mm x 0,25 mm x 0,1 mm = 0,00625 ul (microlitros). Si contamos 40
células la concentracién en células/ml serd:

0,00625 ul ~----=----- 40 células
1000 ul (1 ml) ------ x = 6.400.000 células
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Figura 13. Diagrama de la rejilla marcada sobre un porta hematocitémeiro.
4.5. Medios de cultivo

En la preparacién de medios de cultivo debe tenerse en cuenta la calidad de los
materiales quimicos y la exactitud en el peso de los mismos. ' '

El agua para la preparacién de las soluciones stock de los distintos medios de
cultivo debe ser agua destilada.

Los medios de cultivo enriquecidos (agua fertilizada) pueden ser simples o
complejos de acuerdo a la cantidad de componentes agregados.  Un medio
complejo tienen una solucién bdsica de nutrientes, de metales traza y de
vitaminas.

Un sélo medio debe servir para la mayoria de las necesidades del cultivador.

Este es el caso del medio R. Guillard f/2 en el cual crece un gran nimero de
especies microalgales marinas (Tabla 3).
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Nutrientes Mayores : Solucidén Primaria

NaNos 7.5 % w/v
NGH2PO4.HZO 0.5 % w/v
NHCI 2.65 % w/v

% w/v (calentar

Na;SIO:9N:0 3 para disolver)

Usar un mililitro de estas soluciones por litro de agua de mar, para preparar el medio f/2.
Sugerencia: Preparar el NaNO3 junto con NaH,PO4 . H,0 en 100 mililitros. La solucidén de
silicatos se utiliza para el cultivo de diafomeas. '

Metales Traza Solucién Primaria
CuSO,BH,0 0.98 % w/v
ZnS04.7H0 5 22 %w/v

ZnCl, ' 105 o/;-w/v

@ CoCly.6H:0 1.0 %w/v

< MnCl,.4H,0 18 % w/v
Na,Mn0Os.2H,0 0.63 % w/v

Es conveniente hacer las soluciones primarias en forma individual. y conuna concentracidén
menor de 10° mds concentrada que en el medio f/2.

Tabla 3. Medio de cultivo £/2 utilizado parta el cultivo de microalgas marinas.




Equipos necesarios: autoclave, balanza analitica, balanza granera, pHmetro
para estabilizar soluciones y el medio final; calentador eléctrico con agitador
magnético para disolver compuestos, lavador automdtico de pipetas, baldes de
10-15 litros de capacidad, refrigerador-congelador para almacenar reactivos,
soluciones stock y vitaminas.

Cristaleria: \a vidrieria marca PIREX es de buena calidad. Se necesitan: pipetas
para medir varios voliimenes, tubos de ensayo con tapa rosca, botellas con tapa
para recativos, beakers de varias medidas, cilindros graduados, cdpsulas de
petri, erlenmeyers de distinta capacidad, termémetros, mecheros, embudos de
porcelana para filtracién, tubos para aireacion, enfre otros.

Agua de mar: debe provenir de mar afuera o de aguas costeras libres de
contaminacién y debe ser filtrada con membrana millipore(0,45um). Puede
conservarse en recipientes pldsticos (polietileno) o vidrio. Cuando es nuevo
debe ser curado con CIH varios dias y luego enjuagarse bien con agua de llave.
Para el material de vidrio pequefio con agua destilada como paso final del
enjuague. El agua debe almacenarse en lugar fresco y oscuro.

Las soluciones stock de los medios de cultivo se guardan en refrigerador en
botellas de vidrio o pldstico. En la preparacién de una solucién stock de trabajo
que contiene una mezcla de compuestos (sales, vitaminas, etc.) se disuelve cada
una por separado en un volumen minimo de agua destilada; luego se combinany
enrasan al volumen final correspondiente.

5. Experiencia de cultivo de la microalga marina
Nannochloropsis oculata con medios de cultivo
alternativos de bajo costo: barros cloacales
primarios.

Resumen

Los residuos cloacales se producen en grandes volimenes en Mar del Plata, por lo
cual éstos pueden ser un medio de cultivo alternativo para las microalgas por su
alto contenido de carbono, nitrégeno y fésforo. . Los barros cloacales pueden suplir
o los medios de cultivo masivos basados en fertilizantes agricolas y en otros
medios de cultivo orgdnicos ya probados, como extracto de gallinaza (8), ensilado
biolégico de pescado (4). Se cultivé Nannochloropsis oculata (Eustigmathophyta) en
lote hasta alcanzar la fase estacionaria. Las experiencias se realizaron en el mes



de abril del 2010, correspondiente a la estacién de otofio. Se compararon dos
medios de cultivo: uno usado como control (Tc), de origen inorgdnico probado para
el crecimiento de esta especie y otro alternativo basado en barros cloacales (Tb).
Las experiencias realizadas demostraron que la solucién de barros cloacales puede
ser utilizada como medio de cultivo alternativo y de bajo costo para el crecimiento
de la microalga marina Nannochloropsis oculata.

Materiales y métodos

Los cultivos se realizaron en un invernadero destinado al culfivo masivo de
microalgas marinas (desde ahora La Estacion),disafiado para proyectos de
investigacién y docencia en la Carrera Techicatura en Acuicultura y Procesamiento
Pesquero de la UTN Mar del Plata. Las experiencias prdcticas durante la pasantia
fueron realizadas dentro del Proyecto del que formo parte como becario de la
UTN.

La microalga marina elegida para llevar a cabo este trabajo fue Nannochloropsis
oculata (Eustigmathophyta), rica en aceites, por ser seleccionada candidata para el
Proyecto Microalgas como materia prima para biocombustibles.

Se utilizé agua de mar natural (que abastece a La Estacién a partir de una
conexién con la Central Termoeléctrica 9 de Julio lindante), tratada por
decantacién en dos tanques de 750 litros, luego por filtracién a través de filtros
mecdnicos de arena y grava a presién, luego por filtros de cartucho y finalmente
esterilizada con cloro (se utiliza lavandina de 55g/! marca Ayudin o Querubin) a 20
ppm durante 24 horas, sin aireacién; por dltimo la misma fue declorada con
tiosulfato utilizando las férmulas correspondientes. Los recipientes utilizados
fueron tanques de fibra de vidrio con volimenes de 200 litros, provistos de
aireacién: los tratamientos empleados por duplicado fueron: 1) Tratamiento control
preparado con nutrientes inorgdnicos y 2) Tratamiento alternativo de una solucién
orgdnico, preparada con barros cloacales primarios de la ciudad de Mar del Plata
(Tabla 4). '

medio control (Tc) solucién barros cloacales (Tb)
nitrato de sodio, urea, fosfato y metales traza
iml/l de cultivo 10 ml/] de cultivo

Tabla 4. Tratamientos utilizados durante la experiencia de cultivo de N. oculata.

El cultivo se realizé hasta llegar a la fase de crecimiento estacionaria; la
experiencia se realizé durante el mes de abril (otofo). La temperatura y la luz
fueron impuestas por el ambiente. El pH se controlo dentro del rango éptimo (8-9),
por adicién de diéxido de carbono.
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La densidad inicial de los cultivos de N. oculata para ambos tratamientos fue
de aproximadamente 20 millones de células por mililitro. Los indculos se obtuvieron
de un tanque de alta densidad celular en fase de crecimiento exponencial con las
mismas condiciones ambientales de cultivo.

Todos los datos y observaciones fueron volcados en planilles diarias, que
permitieron el registro y ordenamiento de los datos. Con los datos se realizaron
graficos, con el programa Microsoft office Excel o en tablas.

La temperatura se tomé diariamente con un termémetro digital (Delta OHM: md:
Hd 9214) La aireacién fue constante con aire no enriquecido con CO2. El pH se
verifico dos veces al dia (a media mafiana y a media tarde) con un pHmetro digital
(HANNA insrument; md: pHep+), La intensidad luminosa fue medida con un
luxémetro digital (V&A instrument; md: Ms 6610). La salinidad, con un
refractémetro (Arcano; md: Fg-213).

Todos los dias se realizé el conteo celular tomando muestras de cada réplica para
cada tratamiento, utilizando una cdmara de Neubauer de 0,1 mm de profundidad y
un microscopio (Instrumentalia). Los resultados se expresaron en nimero de
células por mililitro. Se utilizé la parte central de la cdmara (cuadrados chicos)
para el conteo de esta especie.

Resultados

- Condiciones ambientales -

En la Tabla 5 se muestran los resultados promedio de temperatura media, mdxima
y minitma (°C) y precipitaciones (mm) del mes de abril del 2010. Las temperaturas
promedio se corresponden con la estacién de otofio. Las precipitaciones, no
influyeron en los cultivos, pudiendo haber producido un aumento del volumen de los
tanques o una disminucién de la salinidad si no se hubieran protegido bajo el
invernadero.

Mes T ™ Tm C Pp

Abril 13,4 21,1 7.3 64,01

Tabla 5. Temperaturas ambientales media (T), temperatura mdxima (TM),
temperatura minima (Tm) y precipitaciones (Pp) promedio del mes de abril de 2010
en la ciudad de Mar del Plata, Argentina.

En el mes de abril dentro del invernadero las temperaturas mdximas registradas
(14 hs) fueron mayores que en el exterior y alcanzaron los 25°C. (Figura 14). Las
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temperaturas de los cultivos tuvieron amplias fluctuaciones durante el
transcurso de la experiencia, con valores mdximos cercanos a los 20 °C (Fig. 15).

La salinidad inicial de los cultivos fue de 28 %0 y se mantuvo en el rango de 28-30
%o0; Fue posible observar diferencias a simple vista de variacién en los volimenes

de los tanques por haberlos marcado con un fibrén en el nivel de 200 litros en cada
una de las réplicas.

Tamb vs Tinv abril 2010

1 3 57 9 11131517 19 2123 2527 29

dias

Figura 14. Registros de la temperatura ambiental y del
invernadero durante el mes de abril de 2010 en horas

En cuanto a la intensidad luminosa los valores registrados estuvieron comprendidos

entre 5400 y 54000 lux, con estados del tiempo que variaron entre despejado,
nublado, situaciones intermedias y lluviosos.
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Figura 15. Registro de la temperatura de los cultivos (promedio)
de réplicas) durante la experiencia de abril de 2010 para
el tratamiento control (Tc) y el de barros cloacales (Tb).
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- Crecimiento de los cultivos

En la experiencia el uso de una solucién de barros cloacales como medio de cultivo
alternativo dio muy buenos resultados, alcanzdndose densidades celulares mayores
que con el medio control, entre 80 y 90 millones de células por mililitro. No
superando los 45 millones en el tratamiento control. Se pueden observar las curvas
de crecimiento de ambos tratamientos por réplica para la experiencia realizada en
ia Figura 16.

barros vs control
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Figura 16. Curvas de crecimiento de N. oculataen ambos
tratamientos control (c1y c2) y barros (bl y b2) durante la experiencia.

Discusion y Conclusiones

Los barros cloacales obtenidos en la ciudad de Mar del Plata, pueden ser
utilizados para el cultivo masivo de M. oculata. Dependiendo de la época del afio
en esta ciudad con estacionalidad marcada, las densidades celulares mdximas
dependerdn de las condiciones ambientales de temperatura y luz, y de la
fuente de nutrientes, posibilitando las fuentes orgdnicas un crecimiento en
condiciones mixotréficas. En esta experiencia el estado del tiempo favorecié el
crecimiento de esta especie.
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