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INTRODUCCIÓN 
 
 

López y Boccanfuso (2012), informaron que el cepario tiene la finalidad de 
mantener las líneas genéticas originales de las distintas especies de microalgas, 
evitando la contaminación y produciendo, por sucesivos repiques, los inóculos que 
estén en mejores condiciones fisiológicas. Esto es de suma importancia ya que de 
esta sección se da origen a todo el proceso de producción microalgal por medio de un 
sistema de escalamiento en volúmenes. Este cepario incluye en la actualidad cepas de 
las microalgas Nannochloropsis oculata, Tetraselimis sp e Isochrysis galbana, que se 
mantienen en forma líquida y en ágar para ser utilizadas cuando sea necesario. El 
trabajo que se realiza en el cepario es de forma continua y se requiere de repiques 
constantes, revisión de los cultivos, re-aislamiento en agar y en medio líquido hasta 
obtener resguardos de los mismos en óptimas condiciones. 

En el informe mencionado anteriormente, también se explica que de la última 
fase de producción intermedia se obtienen inóculos que son trasladados a la terraza 
para dar inicio a la producción masiva en el exterior. La necesidad de contar con 
microalgas para cubrir posibles problemas de contaminación ambiental en la terraza  
planteó la reorganización y reforma de la sala interior de cultivos intermedios para 
estudiar y estandarizar la producción en cilindros de 180 l como complemento de la 
producción a cielo abierto. 

Se presentan en este informe los resultados obtenidos de la optimización del 
crecimiento y de la capacidad de producción de la microalga N. oculata en condiciones 
controladas de luz y temperatura en biorreactores o cilindros de policarbonato.  
 
 
 MATERIALES Y MÉTODOS 

 
 

Cepas de microalgas: se mantuvieron en forma continua con repiques 
quincenales inóculos de mantenimiento y cultivos iniciadores de la producción 
intermedia de las especies Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp e Isochysis 
galbana según la metodololgía descripta anteriormente (López y Boccanfuso, 2012).   
Para repicar continuamente los inóculos, se prepara previamente agua de mar tratada 
por los procesos de  filtración, desinfección con ultra-violeta, cloración, autoclavado y 
re-filtración por 0.45 µ de poro, además del lavado y esterilizado de todo el material de 
vidrio y la preparación continua de medio de cultivo Walne para fitoplancton (López y 
Boccanfuso, 2012) 
 

Producción intermedia: Como primer paso se reacomodó la disposición de 8 
cilindros tubulares de policarbonato montados en dos líneas de 4 unidades/ línea, (Fig. 
1); luego se ubicaron los sistemas de luces de a pares en carcazas de plástico 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  día. 
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Figura 1. Sala de cultivos interiores. Se observa la nueva distribución de los cilindros de 180 
litros, el sitema de aireación e iluminación. 

 
 

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

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

Se reemplazaron las piedras difusoras por un sistema de  aireación de PVC 
con perforaciones en el caño por cada centímetro de manera de obtener un tamaño de 
burbuja más 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 (López y 
Boccanfuso, 2013). Además, se determinaron diariamente la temperatura, salinidad, 
pH, concentración celular y agregado de medio, entre otros parámetros.    
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Figura 2. Filtro de carbon activado. 

 

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

 

 
Figura 4. Sistema de aireación 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 producción: si bien se empleó el método de escalonamiento 
descripto anteriormente (López y Bocanfuso, 2012), en el presente informe se evaluó, 
en primer mediada, la incorporación de un paso intermedio, previo al inicio de los 
cilindros, compuesto por una línea de cuatro tanques de 100 l cada uno (Fig. 5). Estos 
tanques se iniciaron con un volumen de 60 l (40 l de agua y 20 l de inóculo), con 
agregado de medio de cultivo al día 5to y entre los días 8vo o 9no, estando aún en 
fase de crecimiento exponencial, se agregó agua (30 litros) y medio de cultivo, 
diluyendo el mismo un 25%.   

Por otro lado, se evaluó el uso de estos inóculos (90 litros) como cultivos 
iniciadores de los cilindros de 150 litros, comparándolos con el sistema empleado 
tradicionalmente donde los inóculos a tiempo cero para estos mismos cilindros 
provenían de un tanque de 20 l o de dos tanques (40 l). Se ensayarán el empleo de 
tres volúmenes de inóculos (20,40 y 90 l) a una concentración promedio entre 40-45 x 
106 cél/ml, como cultivos iniciadores de los cilindros (Tabla 1). Si bien el empleo de 
inóculos de 20 y 40 l son los que habitualmente se usan en la metodología de 
producción, para la presente experiencia se repitió el esquema de escalonamiento 
para obtener inóculos nuevos de 20 y 40 l junto con los de 90 l. Diariamente se 
registraron el número de células/ml y al final de las experiencias se graficaron las 
curvas de crecimiento para cada caso.  
 
 
Tabla 1. Relación inóculo: agua correspondiente a cada dilución del inóculo en 
tanques de 180 l. 
 

Volumen de inoculo (l) Volumen de agua (l) Relación inóculo: agua 
20 160 1:9 
40 140 1:4,5 
90 90 1:2 
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RESULTADOS Y DISCUSION 
 
Cepas de microalgas 
 

A lo largo del año 2013 las cepas de microalgas de las especies-
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis sp y Isochrysis galbana se repicaron 24 veces 
en volúmenes 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 sólo de las 
especies N. oculata y Tetraselmis habiendo en stock dos cepas de cada una en medio 
sólido. 
 
 
 
 
Producción de volúmenes intermedios de  N. oculata en tanques de 100 l. 
 

 
Los tanques de 100 l se emplearon por primera vez en el esquema de 

producción en condiciones controladas de luz y tempertura. La dilución del cultivo 
(25%) a los 8 días de cultivo junto con el agregado de medio de culivo permitieron 
reiniciar los mismos con concentraciones celulares entre 30,0 y 38,2 x 106 cel/ml.  
Entre 6 y 7 días después, los cultivos se hallaron nuevamente en fase exponencial y 
registraron concentraciones cercanas a los 50x106 cel/ml, estando en condiciones de 
ser cosechados.(Fig. 6). Los resultados inidican que N. oculata tiene una buena 
adaptación en estos tanques y que se puede mantener el cultivo en fase exponencial 
para ser cosechados en su totalidad luego de 15 días.  
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Figura 6. Crecimiento de la microalga N. oculata en tanques de 100 l. 
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Producción de N. oculata  en cilindros de policarbonato de 180 l. 
 
 

Los primeros ensayos fueron realizados con inóculos de 20 l. La concentración 
inicial a tiempo cero en los cilindros fue entre 5,5 y 7x106 cel/ml. Se observó que a los 
10 días de cultivo se alcanzaron concentraciones entre los 25 y 35 x106 cel/ml. En dos 
tanques (3 y 4), los cultivos fueron perdidos por completo por contaminación con 
protozoos. Los tanques 1 y 2 se mantuvieron en el tiempo hasta los 26 días. A partir 
del día 15, se registraron valores cercanos a 45 x 106 cel/ml manteniendo dicha 
concentración celular (fase estacionaria) para luego comenzar a declinar a partir del 
día 26 (Fig. 7).   
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Figura 7. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 litros obtenidas a partir de un 
inóculo de 20 l.  

 
 

En una segunda experiencia se evaluó el uso de inóculos de 40 l para el inicio 
de los tanques de policarbonato a tiempo cero En este caso la relación inóculo-
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 
*106 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 días 1 y 7 
respectivamente. Uno de los tanques también se debió eliminar por contaminación con 
protozoos, los cuales aparecen en forma espontánea predando sobre el cultivo y 
colapsando el mismo en pocos días.  
 

La última experiencia consistió en emplear los inóculos de 90 l e iniciar los 
cilindros con una concentración inicial entre 20-25 x106 cel/ml. La relación inóculo-
volumen fue de 1:2. Las curvas de crecimiento obtenidas permitieron observar que 
entre los 8-11 días de cultivo los tanques registraron valores entre 50 y 51 x 106 cel/ml 

protozoos 

protozoos 
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(Fig. 9). La contaminación con protozoos hizo perder dos tanques de cultivos 
completos en pocos días. 
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Figura 8. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 l obtenidas a partir de un de 
inóculo de 40 l. 
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Figura 9. Curvas de crecimiento de N. oculata en cilindros de 180 l obtenidas a partir de un de 
inóculo de 90 l. 
 

A partir de los resultados obtenidos con el empleo de distintos volúmenes de 
inóculo, concluimos que la introducción de un paso intermedio en la producción de 

protozoos 
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microalgas con el objetivo de aumentar la relación inóculo: volumen inicial de 1:2 en 
los cilindros de 180 litros permitió alcanzar a los 10 días de cultivo concentraciones  
superiores a  los 45 millones de cel/ml; casi  7 días antes que cuando se  emplearon 
inóculos de 20 l (relación 1:9) y entre tres-cuatro días antes de cuando se emplearon 
inóculos de 40 l (relación 1:4,5) reduciendo significativamente los días de cultivo en la 
última etapa del proceso de producción en el interior.  

 
Como resumen final se presenta en la siguiente tabla (Tabla 2) el resultado de 

la metodología aplicada con la inclusión del paso intermedio que corresponde a la 
introducción de los tanques de 100 l para la producción 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 inclusión de los cultivos intermedios de 100 l. 

 
Volumenes de 
escalonamiento 

Concentación 
inicial (cel*ml

-1
) 

Concentración final 
(cel*ml

-1
) 

Tiempo 

(dias) 

Medio 
cultivo 

Agua 

Cultivos iniciadores  (1 lt) 8-9 x 10
5
 95-120 x 10

6
 11-15 t=0 

5to dia 
_ 

Cultivos intermedios (3 lt) 
Primera fase 

       

           6-7 x 10
6
 

 
50-60 x 10

6
 

 
12-14 

t=0 
5to dia 

_ 

Cultivos intermedios (20 l) 
Segunda fase 

 

          15-20 x 10
6
 

 
50-60 x 10

6
 

 
12-14 

t=0 
5to dia 

_ 

Cultivos intermedios (100 l) 
Tercera fase: V. inicial: 60 l 
                       V. final: 90 l 

 

20-22 x 10
6
 

30-35 10
6
 

 

40-45x 10
6
 

45-50 x10
6
 

 

10-12 
5-6 

t=0 
5to y8vo dia     

 
30l al 8vo dia     
 

Cultivos intermedios (180 l) 
Fase final de producción 

 
         20-25 x 10

6
 

 
         50-55 x 10

6
 

 
10-12 
 

 
t=0 
 

_ 

 
 
  

 
Manteniendo una producción 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 l/dia a 25 
x106cel/ml, lo que corresponde a una capacidad producción máxima de 9000 l por 
mes. Se calcula que se deben restar entre un 10-20% por posibles pérdidas por 
contaminación con protozoos, a pesar de las modificaciones realizadas para mejorar la 
calidad del agua y del aire. 
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