'\uumtn rT‘ s Fecha dg .w_‘rct\'ucmr‘uj_

Ty Hﬁ]g\ 25 MAR 2014 |

g _. - o

> INIDEP
o vecaen |
ey CIRECCHIN DE INFORMAGION OPERAGIONES ¥ TEGNOLOGLA

INFORME DE (=

Marguhury y Bologla §ipeamental

INVESTIGACION

i adizd
KMARI 4. Manlenimignto de copas de microalgas y escalamento Llrr_::ﬂL:n;;M‘!
bago fecha.

MAMTENIMIENTO DE CEPAS DE MICROALGAS ¥ ESCALAMIENTO FHDD@_QTI@;

BAJO TECHO

El miarlaniniients de las cepas-de microelgas a5 de suma imeaancis ya quis de esla seccitn gy of m\}'ﬁm & todd BrOCESD i

produtciae par meds de un sslema de escalamients en volimenes, E! raoajo guega realiza en nf%ﬂ!—ﬂn I Comling y

w0 FEUigin di eegues Sondianlag, revidgdn de s cullivas, re-aisalmiento encagar y en medic figuido ohtERE: resguardas da
[ 0% mismos & dplemas condisanas

Las cepas de IﬂinG-a'l:lEIi an mid liquido fergn Mipceday 0 i lrgo dal ofo B4 vaoes ol | Wlgmenes da 10200 ¢ 400 m
IMENTRniERDS anton 2 4 Copasopan las aspocws Nannochoaeonsis oodaly, Titiaseimis SiE a‘r'jﬁ.s\bﬂiﬂt_mn

En ruants:al escalamionto productive Baoe teahn, e higeron madilicesanes eseudlirales v deNgmnegs o los wnlindnes g
INArsaGHn "h.i"l I optimizacion de los culivgs &n cdndims de VB0 kthos, Coamnin es.";g;se }"blg1&rhl'l nhlaner aONEeASHINGES @l
los 4580 x10% cetml en un fiarpe do 10 ding. cuando se emplearon nfculc-s-;l:-r Lﬂqa I Jcﬁr irdculo-yolimean tolal ds 102,
dizminuyendo los tempos do eagaa paea ki cosesha linal, Mareniords una nru;r‘fl.lltﬂ]?p conliaba can al ezquama da ascalamlants
Progéntindo s poode disporad do un volumen diaric da 383 lios a8 85« alimilgie, que coresponde & una capandad. dF
P liu'm'-l a1 sy mmitdma e BN00 lirgs @ esa misma concenithcidn. & lq.;s al Sale deBET reatst antre un 10-20% por posiblag
pardidan por contaminaEss o0 protozoas, o pasal de las modifeagicnes raﬁmm mé \orar la cafdad de Bous v del aire.

Ciear Tewdiermdi i Teante B comtensdo no debe ser reproducido totilhe parcigbmente i La express confomidad del INIDEP |

Il

Lerki s

SOLICITTADO POR | o Anstizknalk Jeda Programa Marcullura y Biotogg

L i | =
1 SR

PREPARADO POR J M'Rl){-\ }m I’

r’

Flrma /
LGPEZ
Moprhre: VICTORIA "
A
7
Fiem

BOCCANFUSD, JUAN,
Momhre: JOSE {

/
WOHLER
fr. 1 Tfl-l;l__. e

Drirgsshis I3 Theh, ﬁ‘ﬂ?“;ﬁﬁ"?

Direcun el INIDEP




’% Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo Pesquero

Mantenimiento de cepas de microalgas y escalamiento productivo
bajo techo

Lépez, Andrea Victoria y Boccanfuso, Juan José

INTRODUCCION

Lépez y Boccanfuso (2012), informaron que el cepario tiene la finalidad de
mantener las lineas genéticas originales de las distintas especies de microalgas,
evitando la contaminacion y produciendo, por sucesivos repiques, los inéculos que
estén en mejores condiciones fisiologicas. Esto es de suma importancia ya que de
esta seccién se da origen a todo el proceso de produccion microalgal por medio de un
sistema de escalamiento en volimenes. Este cepario incluye en la actualidad cepas de
las microalgas Nannochloropsis oculata, Tetraselimis sp e Isochrysis galbana, que se
mantienen en forma liquida y en 4gar para ser utilizadas cuando sea necesario. El
trabajo que se realiza en el cepario es de forma continua y se requiere de repiques
constantes, revision de los cultivos, re-aislamiento en-agar y en medio liquido hasta
obtener resguardos de los mismos en éptimas condiciones.

En el informe mencionado anteriormente, también se explica que de la ultima
fase de produccion intermedia se obtienen inéculos que son trasladados a la terraza
para dar inicio a la produccion masiva en el exterior. La necesidad de contar con
microalgas para cubrir posibles problemas de contaminacion ambiental en la terraza
planted la reorganizacion y reforma de la sala interior de cultivos intermedios para
estudiar y estandarizar la produccion en cilindros de 180 | como complemento de la
produccién a cielo abierto.

Se presentan en este informe los resultados obtenidos de la optimizacion del
crecimiento y de la capacidad de produccién de la microalga N. oculata en condiciones
controladas de luz y temperatura en biorreactores o cilindros de policarbonato.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de microalgas: se mantuvieron en forma continua con repigues
quincenales in6culos de mantenimiento y cultivos iniciadores de la produccion
intermedia de las especies Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp e Isochysis
galbana segun la metodololgia descripta anteriormente (L6épez y Boccanfuso, 2012).
Para repicar continuamente los inoculos, se prepara previamente agua de mar tratada
por los procesos de filtracion, desinfeccion con ultra-violeta, cloracion, autoclavado y
re-filtracion por 0.45 p de poro, ademas del lavado y esterilizado de todo el material de
vidrio y la preparacion continua de medio de cultivo Walne para fitoplancton (Lopez y
Boccanfuso, 2012)

Produccion intermedia: Como primer paso se reacomodo la disposicion de 8
cilindros tubulares de policarbonato montados en dos lineas de 4 unidades/ linea, (Fig.
1); luego se ubicaron los sistemas de luces de a pares en carcazas de plastico que a
su vez se colocaron verticalmente dentro de cajones de madera asegurando un
intensidad luminosa en cada cilindro entre 1800 a 2000 luxes las 24 horas del dia.

Mantenimiento de cepas de microalgas y escalamiento productivo bajo techo
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Figura 1. Sala de cultivos interiores. Se observa la nueva distribucion de los cilindros de 180
litros, el sitema de aireacion e iluminacion.

El agua de mar, luego de filtrada y esterilizada por UV., fue clorada en el
tanque reservorio de la sala con una concentracion de hipoclorito de sodio de 100 ppm
aumentando la concentracion de 20 ppm empleada hasta el presente (LOpez y
Bocccanfuso, 2012), para asegurar su desfinfeccion ya que con cloraciones de 20 ppm
se observo turbiedad en el agua y masas filamentosas no identificadas

Se instal6 en la sala un equipo de ozono (PM1) con timer para mantener el aire
purificado (Fig. 2) y al mismo tiempo se instal6 un filtro casero de carbén activado (Fig.
3) echo con una maguera corrugada rellena con carbén activado y conectado por
ambos extremos con la linea del aire para retener las particulas que puedan provenir a
través de los sopladores industriales que llegan a la sala de cultivos interiores por las
caferias de PVC.

Se reemplazaron las piedras difusoras por un sistema de aireacion de PVC
con perforaciones en el cafio por cada centimetro de manera de obtener un tamafio de
burbuja mas homogéneo en todo el cilindro(Fig. 4).

Diariamente 'se tomaron muestras de los tanques y se observaron al
microscopio para- ser contados y la posible presencia de protozoos (Lépez y
Boccanfuso, 2013). Ademas, se determinaron diariamente la temperatura, salinidad,
pH, concentracion celular y agregado de medio, entre otros parametros.

Mantenimiento de cepas de microalgas y escalamiento productivo bajo techo
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Carbén

activado

Figura 2. Filtro de carbon activado.

Figura 3. Equipo de ozono para aire con timer en sala de cultivos interiores

4

2 CANO DE PVC
: ! PEFORADO

Figura 4. Sistema de aireacion de pvc empleado para los tanques de 180 litros. Vista desde
arriba.
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Figura 5. Tanques de policarbonato de 100 litros en la sala de cultivos interior

Metodologia de produccién: si bien se emple6 el método de escalonamiento
descripto anteriormente (L6pez y Bocanfuso, 2012), en el presente informe se evaluo,
en primer mediada, la incorporacién de un paso intermedio, previo al inicio de los
cilindros, compuesto por una linea de cuatro tanques de 100 | cada uno (Fig. 5). Estos
tanques se iniciaron con un volumen de 60 | (40 | de agua y 20 | de inéculo), con
agregado de medio de cultivo al dia 5to y entre los dias 8vo o 9no, estando aun en
fase de crecimiento exponencial, se agregdé agua (30 litros) y medio de cultivo,
diluyendo el mismo un 25%.

Por otro lado, se evalu6 el uso de estos in6culos (90 litros) como cultivos
iniciadores de los cilindros 'de 150 litros, comparandolos con el sistema empleado
tradicionalmente donde los in6culos a tiempo cero para estos mismos cilindros
provenian de un tanque de 20 | o de dos tanques (40 ). Se ensayaran el empleo de
tres voliumenes de in6culos (20,40 y 90 I) a una concentracidon promedio entre 40-45 X
10° cél/ml, como cultivos iniciadores de los cilindros (Tabla 1). Si bien el empleo de
in6culos de 20 y 40 | son los que habitualmente se usan en la metodologia de
produccion, para la presente experiencia se repiti6 el esquema de escalonamiento
para obtener indculos nuevos de 20 y 40 | junto con los de 90 I. Diariamente se
registraron el nimero de células/ml y al final de las experiencias se graficaron las
curvas de crecimiento para cada caso.

Tabla 1. Relacion inéculo: agua correspondiente a cada dilucion del in6culo en
tanques de 180 I.

Volumen de inoculo (I) Volumen de agua (I) Relacion in6culo: agua

20 160 1:9
40 140 1:4,5
90 90 1:2

Mantenimiento de cepas de microalgas y escalamiento productivo bajo techo
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RESULTADOS Y DISCUSION
Cepas de microalgas

A lo largo del afio 2013 las cepas de microalgas de las especies-
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp y Isochrysis galbana se repicaron 24 veces
en volumenes de 100, 200 y 400 ml, manteniendo entre 2 y cuatro cepas de cada
especie. Asimismo se mantuvieron y repicaron cada dos meses en agar sélo de las
especies N. oculata y Tetraselmis habiendo en stock dos cepas de cada una en medio
sélido.

Produccién de volimenes intermedios de N. oculata en tanques de 100 .

Los tanques de 100 | se emplearon por primera vez en el esquema de
produccién en condiciones controladas de luz y tempertura. La diluciéon del cultivo
(25%) a los 8 dias de cultivo junto con el agregado de medio de culivo permitieron
reiniciar los mismos con concentraciones celulares entre 30,0 y 38,2 x 10° cel/ml.
Entre 6 y 7 dias después, los cultivos se hallaron nuevamente en fase exponencial y
registraron concentraciones cercanas a los 50x10° cel/ml, estando en condiciones de
ser cosechados.(Fig. 6). Los resultados ‘inidican que N. oculata tiene una buena
adaptacion en estos tanques y que se puede mantener el cultivo en fase exponencial
para ser cosechados en su totalidad luego de 15 dias.

60

dilucién 1/3: agregado de agua
y medio de cultivo

50

40 A

—<&—tanque 1
—&—tanque 2
----- tanque 3
—&—tanque 4

30

x10%el/ml

20 A

10 A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

dias

Figura 6. Crecimiento de la microalga N. oculata en tanques de 100 I.
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Produccion de N. oculata en cilindros de policarbonato de 180 |.

Los primeros ensayos fueron realizados con indculos de 20 |. La concentracion
inicial a tiempo cero en los cilindros fue entre 5,5 y 7x10° cel/ml. Se observo que a los
10 dias de cultivo se alcanzaron concentraciones entre los 25 y 35 x10° cel/ml. En dos
tanques (3 y 4), los cultivos fueron perdidos por completo por contaminacién con
protozoos. Los tanques 1y 2 se mantuvieron en el tiempo hasta los 26 dias. A partir
del dia 15, se registraron valores cercanos a 45 x 10° cel/ml manteniendo dicha
concentracion celular (fase estacionaria) para luego comenzar a declinar a partir del
dia 26 (Fig. 7).

50

45 1

40

35

30 4 —e&—tanque 1

—A—tanque 2
—=—tanque 3

25 4
—X=—tanque 4

x10°%cel/ml

--®--tanque 5
—@—tanque 6

20 A

15 4 protozoos

10
protozoos

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
dias

Figura 7. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 litros obtenidas a partir de un
in6culo de 20 1.

En una segunda experiencia se evalud el uso de in6culos de 40 | para el inicio
de los tanques de policarbonato a tiempo cero En este caso la relaciéon inéculo-
volumen inicial fue de 1:4,5. En las curvas de crecimiento (Fig. 8) se puede ver que las
concentraciones iniciales en este caso correspondieron a valores entre 10,2 y 12,5
*10° cel/ml entre casi el doble de la experiencia anterior. En las curvas de crecimiento
se diferencian mejor las etapas del crecimiento microalgal observando la fase
exponencial y la estacionaria que corresponde en casi todos los casos a los dias 1y 7
respectivamente. Uno de los tanques también se debi6 eliminar por contaminacion con
protozoos, los cuales aparecen en forma espontanea predando sobre el cultivo y
colapsando el mismo en pocos dias.

La ultima experiencia consisti6 en emplear los in6culos de 90 | e iniciar los
cilindros con una concentracién inicial entre 20-25 x10° cel/ml. La relacién inéculo-
volumen fue de 1:2. Las curvas de crecimiento obtenidas permitieron observar que
entre los 8-11 dias de cultivo los tanques registraron valores entre 50 y 51 x 10° cel/ml

. . . . . 7
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(Fig. 9). La contaminacién con protozoos hizo perder dos tanques de cultivos
completos en pocos dias.

50
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Figura 8. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 | obtenidas a partir de un de
in6culo de 40 1.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 | obtenidas a partir de un de

in6culo de 90 1.

A partir de los resultados obtenidos con el empleo de distintos volimenes de
indculo, concluimos que la introduccion de un paso intermedio en la produccion de

. . . . . 8
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microalgas con el objetivo de aumentar la relacion in6culo: volumen inicial de 1:2 en
los cilindros de 180 litros permitié alcanzar a los 10 dias de cultivo concentraciones
superiores a los 45 millones de cel/ml; casi 7 dias antes que cuando se emplearon
in6culos de 20 | (relacion 1:9) y entre tres-cuatro dias antes de cuando se emplearon
in6culos de 40 | (relacion 1:4,5) reduciendo significativamente los dias de cultivo en la
ultima etapa del proceso de produccion en el interior.

Como resumen final se presenta en la siguiente tabla (Tabla 2) el resultado de
la metodologia aplicada con la inclusion del paso intermedio que corresponde a la
introduccion de los tanques de 100 | para la produccion de la microalga N. oculata en
condiciones controladas de luz y temperatura.

Tabla 2. Resumen de resultados obtenidos para el escalamiento de la microalga N. oculata en
laboratorio con la inclusion de los cultivos intermedios de 100 I.

Volumenes de Concentacién Concentracién final | Tiempo | Medio Agua
escalonamiento inicial (cel*ml‘l) (cel*ml'l) (dias) cultivo
Cultivos iniciadores (1 I) 8-9x10° 95-120 x 10° 11-15 [ t=0

5to dia B
Cultivos intermedios (3 It) t=0
Primera fase 6-7 x 10° 50-60 x 10° 12-14 | 5to dia -
Cultivos intermedios (20 I) . t=0
Segunda fase 15-20 x 10 50-60 x 10° 12-14 | 5to dia -
Cultivos intermedios (100 ) t=0
Tercera fase: V. inicial: 60 | 20-22 x 10° 40-45x 10° 10-12 5to y8vo dia | 30l al 8vo dia

V. final: 90 | 30-35 10° 45-50 x10° 5-6

Cultivos intermedios (180 [)
Fase final de produccion 20-25 x 10° 50-55 x 10° 10-12 t=0 -

Manteniendo una produccién continua en los cilindros de policarbonato con el
esquema presentado anteriormente, se puede disponer para ser cosechados
diariamente y ser empleados como alimento vivo un volumen de 360 I/dia a 25
x10°cel/ml, lo que corresponde a una capacidad producciéon maxima de 9000 | por
mes. Se calcula que se deben restar entre un 10-20% por posibles pérdidas por
contaminacién con protozoos, a pesar de las modificaciones realizadas para mejorar la
calidad del agua y del aire.
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