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RESUMEN 

El aumento de la demanda energética, el agotamiento de las reservas de combustibles 

fósiles y sus efectos ambientales negativos, han impulsado la producción mundial de 

biodiésel. Tradicionalmente, este biocombustible se obtiene de aceites de semillas 

comestibles, lo que compite con la producción de alimentos. Las microalgas oleaginosas, 

que almacenan altos contenidos de lípidos neutros (LN), específicamente triglicéridos 

(TAG), emergen como una fuente potencial para biodiésel.  Esta tesis evalúa el potencial 

uso de la diatomea marina Halamphora coffeaeformis, aislada del estuario de Bahía 

Blanca, como una fuente sustentable de aceites para biodiésel bajo un concepto de 

biorrefinería. Los objetivos específicos incluyeron: 1) determinar condiciones óptimas de 

crecimiento a escala de laboratorio para el escalamiento a cielo abierto; 2) desarrollar 

cultivos en piletas raceways a cielo abierto; 3) definir estresores para la acumulación de 

TAG; 4) determinar cantidad y calidad de lípidos; 5) estimar propiedades del biodiésel; 

6) realizar un seguimiento ultraestructural de la acumulación de TAG en cultivos a cielo 

abierto y 7) analizar las paredes celulares o frústulos para aplicaciones biomédicas. Bajo 

condiciones de laboratorio, H. coffeaeformis mostró ser euritolerante, con un rango de 

tolerancia de 5ºC a 30°C y de 5‰ a 95‰ de salinidad, y con un crecimiento óptimo entre 

20-25 ºC y una salinidad de 20‰. El estrés salino a 45‰ incrementó la acumulación de 

LN y el porcentaje del ácido graso palmitoleico (C16:1ω-7), un ácido graso 

monoinsaturado preciado para la producción de biodiésel por brindar ventajas 

relacionadas con su viscosidad cinemática, especialmente en climas fríos. La relación 

Si:N de 0,5 favoreció el crecimiento de la cepa, mientras que una relación Si:N de 0,125 

promovió una rápida acumulación de LN. Para el escalamiento de los cultivos a piletas 

de tipo raceways se prepararon inóculos en fotobiorreactores. Los cultivos en piletas 

raceways a cielo abierto, realizados en verano y primavera del 2021, se basaron en agua 

de mar, obtenida del estuario de Bahía Blanca, enriquecida con un biofertilizante y 

silicatos. La velocidad de crecimiento y productividad de biomasa fueron similares en 

ambas estaciones del año. El contenido de lípidos totales alcanzó aproximadamente 45% 

y 36% del peso seco libre de cenizas en verano y primavera, respectivamente. La salinidad 

fue el principal estresor que aceleró la acumulación de TAG. El perfil de ácidos grasos 

de esta especie cumple con estándares internacionales para biodiésel, asegurando buen 

rendimiento en climas fríos. Adicionalmente, la productividad lipídica (~25,6 kg ha-1 día-

1) superó al cultivo de soja. El análisis ultraestructural y de fluorescencia realizado a lo 

largo del cultivo de primavera permitió efectuar un seguimiento del origen y formación 

de los puntos de acumulación de TAG a nivel celular. La principal acumulación de TAG 

ocurrió en gotas lipídicas citoplasmáticas, durante la fase estacionaria tardía; mientras 

que los plastoglóbulos representaron sitios de acumulación cloroplástica de TAG. 

Finalmente, se evaluaron las propiedades fisicoquímicas y la biocompatibilidad de las 

paredes celulares o frústulos de H. coffeaeformis para aplicaciones biomédicas. Frústulos 

de cultivos en fotobiorreactor (F-FBR) y piletas raceway (F-RAC) fueron sometidos a 

oxidación y calcinación, mostrando cambios significativos en composición y propiedades 

superficiales. Los F-FBR y F-RAC a 300ºC tuvieron mayor área BET, y los F-FBR 

presentaron mejor estabilidad en medio acuoso. Las pruebas de fragilidad osmótica 

mostraron que los frústulos de la cepa estudiada presentan una buena compatibilidad con 

eritrocitos humanos, crucial para su uso en aplicaciones biomédicas, como la 

administración de medicamentos. En conclusión, los cultivos de H. coffeaeformis 

representan una fuente sustentable y renovable de TAG de calidad para la producción de 

biodiésel y de sílice biogénico con potenciales aplicaciones biomédicas. Bajo un concepto 

de biorrefinería, este estudio aporta resultados de base para avanzar hacia la optimización 
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de cultivos bioenergéticos, particularmente en regiones áridas y/o semiáridas, con acceso 

a agua de mar.  
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ABSTRACT 

The increase in energy demand, the depletion of fossil fuel reserves and the negative 

environmental effects associated with their use have driven global biodiesel production. 

Traditionally, this biofuel is obtained from edible seed oils, which competes with food 

production. Oleaginous microalgae, which store high contents of neutral lipids (NL), 

specifically triglycerides (TAG), emerge as a potential biodiesel source. This thesis 

evaluates the potential use of the marine diatom Halamphora coffeaeformis, isolated from 

the Bahía Blanca estuary, as an oil sustainable source f for biodiesel under a biorefinery 

concept. The specific objectives included: 1) determining optimal growth conditions at 

the laboratory scale for scaling up to outdoor systems; 2) developing cultures in outdoor 

raceway ponds; 3) defining stressors for TAG accumulation; 4) determining lipid quantity 

and quality; 5) estimating biodiesel properties; 6) performing ultrastructural monitoring 

of TAG accumulation in outdoor cultures; and 7) analyzing cell walls or frustules for 

biomedical applications. Under laboratory conditions, H. coffeaeformis proved to be 

eurytolerant, with a tolerance range of 5ºC to 30ºC and salinity from 5‰ to 95‰, and 

optimal growth between 20-25ºC and a salinity of 20‰. Saline stress at 45‰ increased 

NL accumulation and the percentage of palmitoleic acid (C16:1ω-7), a monounsaturated 

fatty acid valued for biodiesel production due to its kinematic viscosity advantages, 

especially in cold climates. The Si:N ratio of 0.5 favored strain growth, while a Si:N ratio 

of 0.125 promoted rapid NL accumulation. The scaling up of cultures to raceway ponds 

was carried out in photobioreactors. Open-air pond cultures, conducted in the summer 

and spring of 2021, were based on seawater obtained from the Bahía Blanca estuary, 

enriched with a biofertilizer and silicates. Biomass growth rate and productivity were 

similar in both seasons. Total lipid content reached approximately 45% and 36% of the 

ash-free dry weight in summer and spring, respectively. Salinity was the main stressor 

accelerating TAG accumulation. The fatty acid profile of this species meets international 

biodiesel standards, ensuring good performance in cold climates. Additionally, lipid 

productivity (~25.6 kg ha-1 day-1) surpassed that of soybean cultivation. Ultrastructural 

and fluorescence analysis conducted throughout the spring culture allowed tracking the 

origin and formation of TAG accumulation points at the cellular level. The main 

accumulation of TAG occurred in cytoplasmic lipid droplets during the late stationary 

phase, while plastoglobules represented TAG accumulation sites at the chloroplastic 

level. Finally, the physicochemical properties and biocompatibility of H. coffeaeformis 

cell walls or frustules for biomedical applications were evaluated. Frustules from 

photobioreactor cultures (F-FBR) and raceway ponds (F-RAC) were subjected to 

oxidation and calcination, showing significant changes in composition and surface 

properties. F-FBR and F-RAC at 300ºC had a higher BET surface area, and F-FBR 

showed better stability in an aqueous medium. Osmotic fragility tests showed that the 

frustules of the studied strain present good compatibility with human erythrocytes. In 

conclusion, H. coffeaeformis cultures represent a sustainable and renewable source of 

high-quality TAG for biodiesel production and biogenic silica with potential biomedical 

applications. Under a biorefinery concept, this study provides baseline results to advance 

towards the optimization of bioenergy crops, particularly in arid and/or semi-arid regions 

with access to seawater.  
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ESCRITURA DE LA TESIS  

En el Capítulo 1 se realiza una introducción general de la temática desarrollada en esta Tesis. Se 

aborda brevemente la situación energética mundial, enfatizando en el creciente interés global por 

las energías alternativas y renovables, y particularmente en los biocombustibles. Dentro de ellos, 

el biodiésel de tercera generación a partir de la producción de aceites microalgales, se presenta 

como una vía alternativa que no compite por alimentos ni agua para consumo humano. Se hace 

mención a las características generales de las microalgas, y se destacan las principales ventajas 

de las microalgas oleaginosas como materia prima para la producción de biodiésel. Se desarrolla 

el concepto de biorrefinería y sus ventajas para aumentar la rentabilidad de procesos de 

producción de biomasa microalgal. Además, se detalla la importancia de la diatomea marina 

Halamphora coffeaeformis, aislada del estuario de Bahía Blanca, como potencial fuente de 

materia prima para la obtención de aceites para biodiésel y sílice amorfa como un co-producto de 

valor agregado. Finalmente, se presenta el objetivo general y los objetivos específicos de esta 

Tesis. Las hipótesis de trabajo se detallan en cada capítulo según corresponda. 

En el Capítulo 2 se detallan los materiales y métodos comunes al desarrollo de la Tesis.  

En el Capítulo 3 se evalúan los efectos de diferentes condiciones ambientales (temperatura, 

salinidad y relación Si:N) sobre la velocidad de crecimiento y el contenido y la calidad lipídica 

de H. coffeaeformis, analizando el contenido de lípidos totales, clases y fracciones lipídicas y la 

composición de los ácidos grasos.  

En el capítulo 4 se realiza una evaluación de los efectos de variables ambientales y fisicoquímicas 

sobre cultivos estacionales de H. coffeaeformis en piletas raceway a cielo abierto. Se analizan, el 

crecimiento de la cepa, la productividad de biomasa y lípidos, la calidad lipídica y el momento 

óptimo de cosecha. Además, se realiza una comparación de las propiedades de biodiésel, 

estimadas a partir del perfil de ácidos grasos de H. coffeaeformis cultivada a cielo abierto, con las 

propiedades del biodiésel obtenido a partir de aceites de cultivos de soja. 

En el capítulo 5 se realiza un estudio con microscopio electrónico de transmisión y microscopio 

confocal de fluorescencia y para evaluar la acumulación de lípidos neutros y el estado fisiológico 

de las células de H. coffeaeformis cultivada a cielo abierto. 

En el capítulo 6 se realiza una caracterización de las paredes celulares o frústulos de H. 

coffeaeformis, provenientes de cultivos en fotobiorreactor y pileta raceway, abarcando los 

siguientes aspectos: análisis ultraestrucural con microscopio electrónico de barrido, composición 

elemental, área superficial, grupos funcionales, potencial z, diámetro hidrodinámico, 

polidispersión y biocompatibilidad con eritrocitos humanos. Dicha información es usada para 

evaluar el potencial de los frústulos en aplicaciones nanotecnológicas, particularmente en 

aplicaciones biomédicas, y proponer su aprovechamiento en un proceso de biorrefinería para 

aumentar la rentabilidad del proceso.  

Finalmente, en el Capítulo 7, se presentan una síntesis y conclusiones generales donde se 

destacan los hallazgos más relevantes de esta Tesis, y se plantean lineamientos para seguir 

avanzando en futuros estudios en este campo.  
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Capítulo 1 – Introducción 

1.1. Problemática 

El crecimiento constante de la población mundial y la expansión de las 

economías han generado un aumento sin precedentes en la demanda de los 

recursos no renovables, especialmente de los combustibles fósiles (Awosusi et 

al. 2022). Por su parte, el uso de estos combustibles representa la principal 

fuente de gases de efecto invernadero (GEI) (Wang & Azam 2024), con un gran 

impacto sobre el cambio climático global (Naik et al. 2010 Zheng et al. 2019). A 

medida que las temperaturas globales aumentan debido a estas emisiones, la 

sequía y la desertificación en algunas áreas reducen la disponibilidad de agua 

dulce y tierras cultivables (Wang & Azam 2024).  

En la actualidad, la demanda energética global se satisface 

principalmente mediante la explotación y producción de combustibles fósiles, 

que representan el 82,3% del total, distribuidos en carbón (26,9%), petróleo 

(30,1%) y gas natural (24,4%), mientras que la energía hidroeléctrica y otras 

fuentes renovables constituyen solo el 6,76% y el 6,71% de la matriz energética, 

respectivamente (Fig. 1.1) (BP 2022). En Argentina, en particular, la 

dependencia de los combustibles fósiles es aún más pronunciada, alcanzando 

el 86% del total, siendo el gas natural (48%) y el petróleo (35,9%) los principales 

contribuyentes, seguido por energía hidroeléctrica y otras fuentes renovables 

con el 5,25% y 5,83%, respectivamente (BP 2022).  
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Figura 1.1 A) Consumo mundial de energía entre 2000 y 2021. B) Porcentaje de 

consumo de energía primaria según el tipo de energía entre 2000 y 2021. Fuente: 

modificado de BP 2022. 

Bajo este escenario, la viabilidad a largo plazo de los combustibles fósiles 

ha ido disminuyendo en los últimos años (Holechek et al. 2022). Argentina se 

comprometió en su Segunda Contribución Determinada a Nivel Nacional (NDC, 

por su sigla en inglés) a una meta absoluta e incondicional, que consiste en no 

exceder la emisión neta de 359 MtCO2e en el año 2030. Esto implica una 

disminución total del 19% de las emisiones en comparación con el máximo 

histórico alcanzado en 2007 (MAyDS 2020). La transición energética es el 

camino hacia un nuevo modelo, con el fin de sustituir la energía proveniente de 

combustibles fósiles altamente contaminantes, como el carbón o el petróleo, por 

energías renovables rentables y amigables con el medioambiente (Demirbas 

2009, Chen et al. 2019). A nivel mundial, se están introduciendo gradualmente 

tecnologías más sustentables para producir distintas fuentes de energía y 

productos químicos a partir de materias primas renovables, destacándose entre 

ellas la biomasa. En particular, las biorrefinerías son sistemas productivos 

orientados al aprovechamiento integral de la biomasa destinada a 

biocombustibles y co-productos de valor agregado, con el fin de hacer procesos 

redituables y ambientalmente amigables (MinCyT 2013). La optimización de 

estos procesos y la selección de biomasa adecuada, podría resultar en 
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estrategias sustentables para complementar la demanda global de energías 

renovables, la cual debería duplicarse hacia el año 2035 (World Energy Outlook 

2023). 

1.2. Biocombustibles 

Dentro del ámbito de las energías renovables, se destacan los 

biocombustibles. En un sentido amplio, se pueden definir como aquellos 

combustibles que se obtienen por o a partir de organismos vivos renovables 

(Ruan et al. 2019). La biomasa, por su parte, es la materia orgánica de origen 

biológico obtenida directa o indirectamente por el proceso de fotosíntesis 

(Bonechi et al. 2017).  Es una fuente de energía que proviene de materiales no 

fósiles, como pueden ser los cultivos energéticos, los desechos agrícolas y 

forestales y diferentes desechos animales (Ruan et al. 2019). La energía 

producida mediante el uso de biomasa recibe el nombre de bioenergía, y ésta 

puede emplearse para generar electricidad, para generar calor o para generar 

movimiento, entre otros, tanto en ámbitos domésticos, industriales o de 

transporte (Bonechi et al. 2017; Rojas-Flores et al. 2020). Los biocombustibles 

presentan una serie de beneficios, como incentivar la utilización de recursos 

energéticos locales (Russo et al. 2012), impulsar el desarrollo y la inversión 

agrícola (Pradhan et al. 2014), diversificar la oferta de combustibles (Pradhan et 

al. 2014), reducir la dependencia energética de las importaciones (Russo et al. 

2012; Alaswad et al. 2015), crear empleos (Pradahan et al. 2014; Alaswad et al. 

2015) y promover el desarrollo económico rural. A pesar de las ventajas de los 

biocombustibles, su uso aún no está tan extendido, en parte porque siguen 

compitiendo con los combustibles convencionales que se encuentran en el 

mercado, y porque aún falta generar más conocimiento frente a la gran 

diversidad de potenciales fuentes de biomasa (Ambaye et al. 2021). De acuerdo 

con el estado de comercialización de las tecnologías de biocombustibles, estos 

pueden ser clasificados en biocombustibles convencionales y biocombustibles 

avanzados o alternativos (Ruan et al. 2019) (Fig. 1.2).  
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Figura 1.2. Biocombustibles clasificados de acuerdo al estado de comercialización de 

sus tecnologías. Modificado de Ruan et al. (2019). 

Además, según las fuentes de materia prima, los biocombustibles se 

categorizan en biocombustibles de primera, segunda y tercera generación 

(Saladini et al. 2016, Nanda et al. 2018). De todos ellos, los biocombustibles de 

primera generación son los que principalmente se comercializan en los 

mercados internacionales. Los biocombustibles de primera generación se 

producen a partir de cultivos alimentarios, utilizando almidones, azúcares y 

aceites vegetales comestibles, como el maíz, aceite de palma, entre otros 

(Saladini et al. 2016; Puricelli et al. 2021). Aunque las tecnologías de producción 

de este tipo de biocombustibles están muy desarrolladas, el uso de cultivos 

alimentarios y forrajeros para la producción de energía genera una competencia 

de “alimentos vs. energía” que podría aumentar los precios de los alimentos y 

disminuir su disponibilidad (Puricelli et al. 2021). Además, se debe tener en 

cuenta que, en el futuro, los efectos del cambio climático podrían reducir los 

rendimientos de los cultivos alimentarios (Nanda et al. 2018; Puricelli et al. 2021).  
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Los biocombustibles de segunda generación se producen a partir 

biomasa no alimentaria, como, por ejemplo, biomasa lignocelulósica proveniente 

de cultivos agrícolas y forestales, incluidos residuos agrícolas y de 

procesamiento de alimentos (Saladini et al. 2016). Aunque evitan la competencia 

alimento-combustible, estos combustibles requieren pasos adicionales para su 

producción, como procesos de conversión BtL (biomasa a líquidos), procesos 

catalíticos (por ejemplo, reacciones de Fischer-Tropsch) y rutas bioquímicas (por 

ejemplo, conversión de polisacáridos en monosacáridos) (Ganguly et al. 2021), 

lo que conlleva costos operativos más elevados (Nanda et al. 2018, Puricelli et 

al. 2021). Por último, los biocombustibles de tercera generación se producen a 

partir de biomasa algal, en particular de microalgas y de otros microorganismos 

(Leong et al. 2018; Puricelli et al. 2021) y su implementación está en una etapa 

de investigación y desarrollo (I&D) (Saladini et al. 2016; Ruan et al. 2019). En 

particular, algunas especies microalgales presentan un gran potencial debido a 

su elevada tasa de crecimiento, capacidad de acumular aceites o almidones 

adecuados para la producción de biodiésel y etanol, respectivamente y a su 

condición de no competir por alimento ni agua para consumo humano. En 

particular, esta última característica se asocia con la tolerancia de algunas 

microalgas de crecer en aguas marinas y/o residuales. Sin embargo, a pesar de 

las ventajas expuestas, los biocombustibles de primera generación son los 

únicos que se producen a escala industrial y se comercializan a nivel global 

(Hirani et al. 2018), mientras que los de segunda generación, por ej. 

provenientes de aceites reciclados, se comercializan a pequeña escala 

(Foteines et al. 2020; Van Grinsven et al. 2020). 

1.3. Biodiésel 

Dentro de los biocombustibles líquidos, el biodiésel se define como el 

éster monoalquílico de cadena larga de triglicéridos (TAG) obtenido por la 

transesterificación de un alcohol y de TAG (Fig. 1.3) derivados de recursos 

renovables (Knothe 2005), tales como aceite vegetal puro, grasa animal, sebo, 

aceite vegetal no comestible y aceite de cocina usado (Gebremariam & Marchetti 

2018). Este biocombustible es adecuado para su uso en motores tipo diésel 

(Knothe 2005). Además, de esta reacción se obtiene glicerol que puede ser 
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usado para la industria química, textil, alimenticia, productos de cuidado 

personal y aplicaciones terapéuticas, entre otros (Monteiro et al. 2018). Nuestro 

país tiene como fuente principal de biodiésel comercial al aceite de soja (Hilbert 

& Galligani 2014) y es el sexto productor de biodiésel a nivel mundial con una 

producción de 1.792 millones de litros promedio anuales entre 2020 y 2022 

(OCDE-FAO 2023). Su precio puro se sitúa en U$D 1,24 L-1 (Departamento de 

energía de Estados Unidos 2024), y su comercialización se basa en blends 

(Hilbert & Galligani 2014), es decir, mezclas con diésel de petróleo, las cuales 

deben contener al menos un 5% de biodiésel (B5) en Argentina (Ley 

27640/2021, Marco regulatorio de biocombustibles, Art. 8., Argentina, 2021). La 

soja posee ciertas limitaciones como materia prima para biodiésel, dado que 

requiere de tierras de cultivo con irrigación elevada y se relaciona con cambios 

en el uso de la tierra que generan problemas ambientales (Correa et al. 2019; 

Gohin 2019; Gas & Gundimeda 2022). Considerando las limitaciones que implica 

el uso del aceite de soja para biodiésel, la obtención de nuevas fuentes de 

materias primas resulta indispensable para asegurar una diversificación de la 

matriz energética, con el fin de reducir la competencia “alimento vs. energía” y 

lograr una mayor sustentabilidad en la provisión de biocombustibles. 

 

Figura 1.3 Producción de biodiésel a partir de una reacción de transesterificación. 

1.4. Cultivos de microalgas con fines bioenergéticos  

Las microalgas han despertado  especial  interés como materia prima para la 

producción de biodiésel de tercera generación a nivel mundial debido a las 

siguientes características: 1) son organismos microscópicos (2-200 µm) que 
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poseen un crecimiento exponencial que les permite, en términos de horas, 

duplicar su biomasa; 2) pueden producir biomasa por fotosíntesis a partir de 

recursos simples (agua, luz y nutrientes); 3) algunas especies, llamadas 

oleaginosas, pueden acumular contenidos de TAG de hasta un 40% de su peso 

seco; 4) pueden ser cultivadas en aguas salobres o marinas, sobre tierras no 

cultivables; 5) no compiten con la producción de alimentos, forrajes y otros 

productos derivados de la agricultura; 6) son excelentes captadoras de CO2, el 

cual puede provenir de la atmósfera, de gases industriales o de carbonatos 

solubles; 7) en relación a las emisiones de GEI, el ciclo de vida de la producción 

de biomasa microalgal presenta un valor de emisión de CO2 de -183 KgCO2/MJ, 

siendo el más negativo respecto a los otros bioenergéticos; 8) no requieren del 

uso de herbicidas o pesticidas para su cultivo; 9) pueden crecer en aguas 

residuales, usando los nutrientes para su crecimiento y consecuentemente 

provocando un efecto de biorremediación; y 10) su composición de aceites 

puede ser regulada variando las condiciones ambientales o las unidades de 

cultivo (Brennan & Owende 2010; Huntley et al. 2015; Sanchez-Rizza et al. 2017; 

Zuccaro et al. 2020).  

Si bien la producción de biodiésel a partir de aceites microalgales es 

técnicamente factible (Hannon et al. 2010; Rogers et al. 2014; Hegel et al. 2017; 

Popovich et al. 2019), su implementación a escala comercial sigue siendo 

costosa (Norsker et al. 2011 Casanova et al. 2022) (Fig. 1.2.). Actualmente, los 

mayores esfuerzos de investigación están enfocados en:  la selección de 

especies robustas para el desarrollo de cultivos masivos; el tipo y gasto 

energético de los reactores; el uso de medios de cultivo económicos; la 

ubicación, condiciones climáticas y topografía del lugar de emplazamiento, los 

métodos de cosecha (Acién Fernández et al. 2019) y la y la ingeniería genética 

de microalgas para mejorar su producción de TAG (Fayyas et al. 2020). En 

Argentina, las investigaciones en este campo aún se encuentran en una etapa 

de I&D (Damiani et al. 2010;2014; Popovich et al. 2012a; 2012b; 2019;2020; 

Bongiovani et al. 2013; 2019; Barnech Bielsa et al. 2016; Martín et al. 2016; 

2018; Hegel et al. 2019) y requieren de respaldo institucional y económico para 

pasar a una etapa demostrativa.  En nuestro país, la Ley 26190, promueve el 

interés nacional por la generación de energía eléctrica a partir del uso de fuentes 
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de energía renovables, incluyendo entre ellas a la energía de biomasa. Por lo 

tanto, la posibilidad de subsidios o precios diferenciales para el combustible 

microalgal podría representar una estrategia para aumentar su rentabilidad. 

Con respecto al tipo de reactores, las microalgas pueden ser cultivadas 

en sistemas cerrados o sistemas abiertos a cielo abierto (Zuccaro et al. 2020). 

Los primeros, denominados fotobiorreactores (FBR), se pueden clasificar en 

tubulares, columnares y planos. Estos sistemas permiten producir biomasa bajo 

condiciones ambientales controladas (Chanquia et al. 2021) y también permiten 

evitar problemas de contaminación (Chang et al. 2017). Sin embargo, el 

funcionamiento de estos equipos requiere de costos operativos elevados debido 

al mantenimiento de la iluminación, temperatura, circulación y homogeneización 

del cultivo.  Por su parte, los sistemas abiertos aprovechan la luz solar y están 

ampliamente expuestos al medio ambiente, siendo afectados por diferentes 

variables climáticas como la luz, la temperatura, las precipitaciones, entre otras. 

Dentro de estos sistemas, las piletas de tipo raceway son ampliamente usadas 

por su fácil construcción y sistemas de circulación con paletas (Zuccaro et al. 

2020). Este tipo de piletas demanda una baja inversión inicial en comparación 

con los sistemas cerrados, dado que presentan una baja profundidad (entre 30 

y 40 cm) y se pueden construir de hormigón o tierra compactada cubierta por 

membrana (Chisti et al. 2016). Su instalación no requiere el uso de tierras 

cultivables, pero sí del uso de agua, siendo en general el agua de mar o agua 

residual el medio seleccionado para cultivos masivos (Herrera et al. 2020). La 

productividad de biomasa de estos sistemas, es en general menor que la de los 

FBR, sin embargo, son adecuados para biorrefinerías destinadas a la obtención 

de aceites para biocombustible a escala industrial.  Alguno de los factores que 

afectan la productividad de estos sistemas, se relacionan con las condiciones 

climáticas y estacionales del lugar (Ishika et al. 2018; Echenique-Subiabre et al. 

2023). Por otro lado, la productividad de la biomasa en estos reactores abiertos 

también puede verse influenciada por la competencia frente a organismos 

contaminantes, como hongos, bacterias, virus, rotíferos, y copépodos, entre 

otros (Zuccaro et al. 2020).  El uso de agua de mar o salobre con salinidades 

elevadas es una estrategia para disminuir la contaminación, dado que el 

desarrollo de competidores es menos probable (Bartley et al. 2013).  Por esta 
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razón, uno de los primeros pasos para el éxito de un cultivo bioenergético a cielo 

abierto es la selección de especies microalgales nativas y euritolerantes, con el 

propósito de que estén adaptadas a las condiciones climáticas del lugar y que 

presenten un amplio rango de tolerancia a la temperatura y la salinidad (Ishika 

et al. 2017; Borowitzka & Vonshark 2017). 

1.5. Biorrefinerías 

El concepto de biorrefinería es similar al de las tradicionales refinerías de 

petróleo, pero en este caso, la principal materia prima no es el petróleo crudo, 

sino que es la biomasa, es decir, cualquier materia orgánica obtenida de 

organismos vivos o recientemente vivos, que puede utilizarse con fines 

industriales (Espinoza Pérez et al. 2017). En consecuencia, dependiendo de la 

materia prima utilizada, existen numerosas posibilidades de conversión de la 

misma, lo que multiplica los posibles tipos de biorrefinerías que se pueden 

desarrollar (Espinoza Pérez et al. 2017). 

En 1998, el programa Aquatic Species Program (Departamento de 

Energía de los Estados Unidos) reconoció a las microalgas como una fuente 

potencial de aceites para biocombustibles (Sheehan et al. 1998) y desde 

entonces se han logrado grandes avances en esta disciplina, como la 

optimización del cultivo de varias especies y su producción lipídica, mejora de 

tecnologías de cultivo, eficiencia ambiental, y modelado bioeconómico 

(Borowitzka and Moheimani 2013; Moshood et al. 2021; Chhandama et al. 2021; 

Marques Casanova et al. 2023; Liu et al. 2024). Sin embargo, la mayoría de los 

antecedentes han sido basados en cultivos a escala de laboratorio o a supuestos 

provenientes de modelos matemáticos (Jorquera et al. 2010; Gallagher 2011; 

Acién Fernández et al. 2019). Si bien todas las microalgas son capaces de 

producir lípidos, la cantidad y calidad lipídica varía con las especies y cepas 

utilizadas, como también de las condiciones ambientales y estrategias de cultivo 

(Hu et al. 2008, Morales et al. 2021; Khoo et al. 2023). Las especies microalgales 

oleaginosas, son aquellas capaces de sintetizar y acumular altos contenidos de 

lípidos, particularmente lípidos neutros, entre los cuales se destacan los TAG, 

considerados la materia prima ideal para la producción de biodiésel (Hu et al. 

2008). Estas especies, en general, acumulan lípidos como una estrategia de 



10 
 

reserva de energía bajo condiciones desfavorables para el crecimiento, tales 

como deficiencia de nutrientes, cambios de intensidad de luz, temperatura, 

salinidad, envejecimiento, entre otras (Morales et al. 2021). Por lo tanto, otro 

desafío para lograr cultivos bioenergéticos con altos contenidos de TAG, es 

importante seleccionar especies oleaginosas y además dilucidar qué factores 

son estresores para su crecimiento (Morales et al. 2021; Yang et al. 2023).  

Otro aspecto a tener en cuenta al momento de diseñar una biorrefinería 

para biodiésel es el tipo de co-productos que pueden obtenerse en forma 

simultánea con la producción de los aceites (Wang et al. 2022). Estos co-

productos pueden recuperarse luego del proceso de extracción lipídica (Fig. 1.4) 

(Sarma et al. 2021). Las microalgas pueden producir ácidos grasos 

poliinsaturados omega 3 y 6, vitaminas, aminoácidos, esteroles o pigmentos 

antioxidantes (Chew et al. 2017; Gifubi et al. 2018; Koutra et al. 2020), con 

importantes aplicaciones en las industrias nutracéutica, cosmética, agrícola y 

alimentaria. Sin embargo, la síntesis de todas estas biomoléculas no es 

aleatoria, sino que requiere de una selección adecuada de las especies 

microalgales, de un conocimiento profundo de su biología y fisiología, y de un 

análisis riguroso de las estrategias de cultivo. 
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Figura 1.4. Representación esquemática de varios productos derivados de biomasa de 

microalgas o biomasa de microalgas luego de extraer sus lípidos. 

El proceso de escalado de cultivos microalgales con fines comerciales se 

encuentra bien desarrollado para la obtención de productos de alto valor 

agregado, como el cultivo de Spirulina como fuente de proteínas en Estados 

Unidos (Shimamatsu 2013) y Sur de África (Grobbelaar 2009) y el cultivo de 

Dunaliella salina, como fuente de carotenos en Australia (Borowitzka 2013) e 

Israel (Ben-Amotz 2004). Por su parte, si bien el proceso de escalado para la 

obtención industrial de aceites para biodiésel, ha sido emprendido por algunas 

empresas, como por ejemplo Sapphire Energy Inc. en los Estados Unidos (White 

& Ryan 2015), la descripción detallada de los procesos de escalado se mantiene 

bajo resguardo, lo cual dificulta reproducir las experiencias o adaptarlas a nuevas 

instalaciones o regiones geográficas (Borowitzka & Vonshak 2017).   

Bajo este escenario, es claro que para un escalado a nivel industrial se 

requiere de un gran conocimiento y dominio de múltiples factores, que abarcan 

aspectos inherentes al cultivo, tanto a escala de laboratorio como a campo 

(White & Ryan 2015; Borowitzka & Vonshak 2017), como son: a) tipo de especie 

microalgal a usar, b) su grado de tolerancia ambiental y c) la capacidad de 

competencia frente a organismos extraños. También es importante dilucidar los 
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factores extrínsecos que afectan al cultivo como son: 1) la variación ambiental 

(temperatura; radiación solar; precipitación; entre otros), 2) los aspectos de 

funcionamiento de los reactores (uso de fotobiorreactores o de piletas tipo 

raceway, sistema de suministro de CO2, mezcla, consumo de energía, etc) 

(Borowitzka & Vonshak 2017) y 3) el sistema de cosecha (White & Ryan 2015). 

Desde hace algunas décadas, el número de trabajos científicos relacionados con 

el desarrollo de cultivos microalgales con fines bioenergéticos ha crecido 

exponencialmente, en particular bajo condiciones controladas (Chisti et al. 2016; 

Choudhary et al. 2022; Marques Casanova et al. 2023). Sin embargo, son 

escasos los estudios de cultivos bioenergéticos microalgales a cielo abierto bajo 

un concepto de biorrefinería (Bhattacharya & Goswami et al. 2020; Okeke et al. 

2022; Mehariya et al. 2023). 

Dentro de la gran diversidad de microalgas, las diatomeas son organismos 

unicelulares pertenecientes a la división Ochrophyta y clase Bacillariophyceae 

(Cavalier-Smith 1986; Adl et al. 2005), que ocupan una posición clave como 

productores primarios en los ecosistemas marinos del planeta (Serôdio & 

Lavaud 2022). Además, tienen la capacidad de sintetizar naturalmente lípidos 

neutros, en particular TAG, como sustancia de reserva en gotas lipídicas 

citoplasmáticas (Leyland et al. 2020). Estas características las transforman en 

excelentes candidatas para el desarrollo de cultivos bioenergéticos orientados a 

la producción de biodiésel. Sin embargo, la mayoría de las investigaciones en 

este campo se basan en la selección de microalgas verdes o de la división 

Chlorophyta, siendo muy pocos los trabajos científicos orientados al uso de 

diatomeas.  Además, las diatomeas pueden producir metabolitos de gran 

impacto comercial como: a) ácidos grasos esenciales poliinsaturados de cadena 

larga (AGPI o PUFA por su sigla en inglés) de la serie ω-3, como el ácido 

eicosapentaenoico (EPA) y de la serie ω-6, como el ácido araquidónico (ARA) 

Tyagi et al. 2024), b) polisacáridos, como la crisolaminarina y sustancias 

poliméricas extracelulares (EPS) (Barnech Bielsa et al. 2016; Popovich et al. 

2020), c) pigmentos antioxidantes, como la fucoxantina, diadinoxantina y 

diatoxantina (Popovich et al. 2020; Yang et al. 2020), d) ácidos grasos 

monoinsaturados (AGM o MUFA), como el ácido palmitoleico de la serie ω-7 

(C:16-1), el cual ha sido considerado óptimo para la producción de biodiésel de 
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buena calidad (Knothe 2008; Hildebrand et al. 2014; Saranya & Ramachandra 

2020) y e) sílice amorfa hidratada nanoporoso (SiO2 [n.H2O]), el cual forma parte 

de las paredes celulares o frústulos de las diatomeas (Mitchell & Voelcker 2009; 

Mal et al. 2021; Sardo et al. 2021).  A pesar de la gran potencialidad que 

presentan los metabolitos provenientes de este grupo de microalgas, su 

aplicación dependerá de las condiciones de cultivo usadas. Bajo este contexto, 

una biorrefinería a base de diatomeas podría representar una fuente novedosa 

y renovable de TAG para la producción de biodiésel en forma simultánea con la 

producción de sílice amorfa proveniente de sus paredes celulares o frústulos. 

Con respecto a este último punto, la nanotecnología de diatomeas se ha 

transformado en una disciplina de gran interés en áreas de la biología, 

bioquímica, biotecnología, física, química, ciencia de los materiales e ingeniería 

(Gordon et al. 2009), debido a las diferentes aplicaciones que se le pueden dar 

a sus frústulos. Por ejemplo, en soportes catalíticos, dispositivos ópticos, 

microsensores, filtros y aplicaciones biomédicas como transportadores de 

drogas (Sardo et al. 2021). Si bien los frústulos han atraído un gran interés a 

nivel mundial en las últimas décadas (Townley 2011; Korsunsky et al. 2020; 

Tramontano et al. 2020; Yang et al. 2023), su potencial aplicación aún requiere 

de pruebas experimentales. Esto se debe a la gran variedad en las formas, 

subestructuras y propiedades físico-químicas de los frústulos. Además, no 

existen hasta el momento, estudios relacionados con cultivos de diatomeas en 

raceways a cielo abierto orientados a la obtención simultánea de aceite para 

biodiésel y sílice amorfa nanoporosa.  

1.6. Selección de la diatomea nativa Halamphora coffeaeformis 

para el desarrollo de cultivos bioenergéticos a cielo abierto 

Como se ha mencionado, en Argentina, el campo relacionado con el uso 

de microalgas para desarrollos bioenergéticos aún se encuentra en una etapa 

de investigación I&D. En particular, el grupo de investigación del Laboratorio de 

Estudios Básicos y Biotecnológicos en Algas (LEBBA), perteneciente al 

CERZOS (CONICET-UNS), en donde se desarrolló este trabajo de Tesis, ha 

puesto a punto procesos de cultivo y producción de biodiésel a partir de aceites 

de especies microalgales nativas y provenientes de ceparios internacionales, 
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bajo condiciones controladas (Damiani et al. 2010; Leonardi et al. 2011; 

Popovich et al. 2012a y b; Baldisserotto et al. 2016; Damiani et al. 2014; Barnech 

Bielsa et al. 2016; Martín et al. 2016; 2018; 2020; Bongiovani et al. 2019; 

Popovich et al. 2019). Si bien estos resultados han sido necesarios para la 

bioprospección de las especies y diseños de escalado, no han podido aportar 

información sobre las desviaciones que pueden sufrir los procesos de 

producción de biomasa y lípidos bajo condiciones naturales a cielo abierto.  

De acuerdo a la información obtenida en el LEBBA y considerando que 

las diatomeas son el grupo de microalgas dominantes en el estuario de Bahía 

Blanca (Popovich et al. 2008; Popovich & Marcovecchio 2008; Guinder et al. 

2010), en este trabajo de Tesis se ha seleccionado a la diatomea bentónica 

Halamphora coffeaeformis para realizar cultivos a escala piloto a cielo abierto. 

Esta especie fue aislada del estuario mencionado y estudiada en FBR y pileta 

tipo raceway, bajo condiciones controladas de laboratorio (Martín et al. 2016, 

2018). La selección se basó en que es una especie nativa, adaptada a las 

condiciones locales, es robusta, crece en agua de mar y además produce altas 

concentraciones de TAG bajo condiciones desfavorables (34% respecto a la 

biomasa seca libre de cenizas) (Martín et al. 2016). Además, estudios realizados 

en el LEBBA indican que el biodiésel producido por métodos supercríticos a 

partir de aceites de H. coffeaeformis (Hegel et al. 2019), cumple con las normas 

de calidad impuestas por los estándares comerciales, alentando la optimización 

de cultivos masivos de esta especie a cielo abierto. Adicionalmente, H. 

coffeaeformis presenta un frústulo compuesto por sílice amorfa con potenciales 

usos industriales que no han sido evaluados hasta la actualidad. Es importante 

destacar, que los cultivos de esta cepa nativa se llevarán a cabo con agua de 

mar proveniente del estuario de Bahía Blanca, por lo que su cultivo no compite 

con agua dulce, un recurso preciado para consumo humano.  

1.7. Objetivo general 

Esta Tesis tiene como objetivo general realizar un estudio integral de las 

variables biológicas y ambientales que afectan la producción de biomasa y 

lípidos de la diatomea marina H. coffeaeformis en fotobiorreactores y piletas tipo 

raceway a cielo abierto, con el fin de lograr un escalamiento piloto demostrativo, 
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estandarizado y reproducible bajo un concepto de biorrefinería. Dichos cultivos 

serán orientados a la producción de aceites óptimos para biodiésel y de sílice 

amorfa como un co-producto de valor agregado. 

1.8. Objetivos específicos 

1 - Determinar el rango de tolerancia y los valores óptimos de temperatura y 

salinidad a escala de laboratorio. 

2 - Definir las condiciones ambientales y el diseño de cultivo en 

fotobiorreactores, que inducen y optimizan la producción de biomasa para 

la obtención de inóculos funcionales a piletas de 250L.   

3 - Definir las condiciones ambientales y el diseño de cultivo en piletas tipo 

raceways de 250 L, que inducen y optimizan la producción de biomasa rica 

en triglicéridos (TAG) aptos para biodiésel.  

4 - Seleccionar un estimador rápido y preciso para la determinación del 

período de cosecha.  

5 - Determinar y evaluar la cantidad y calidad de lípidos totales, fracciones 

lipídicas (neutros y polares) y perfil de ácidos grasos de cada fracción, a 

través de métodos usados a escala de laboratorio y a través del método de 

Soxhlet, con el fin de aplicar un método usado a nivel industrial.  

6 - Determinar las propiedades del biodiésel a partir del perfil de ácidos grasos 

obtenidos. 

7 - Realizar un seguimiento ultraestructural de la acumulación de TAG en 

cultivos a cielo abierto para detectar el estado fisiológico de la célula y la 

localización y desarrollo de puntos de acumulación de lípidos neutros 

(PALN), como plastoglóbulos y gotas lipídicas citoplasmáticas. 

8 - Analizar la composición elemental, condición estructural y funcionalidad de 

la superficie de las paredes celulares silíceas con el fin de evaluar su 

posible rol como material en aplicaciones biomédicas. 

1.9. Hipótesis 

1 - H. coffeaeformis es capaz de crecer en un amplio rango de temperaturas y 

salinidades. 
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2 - La biomasa obtenida en FBRs columnares (25L) bajo condiciones 

favorables de crecimiento, se presenta como un inóculo adecuado a los 

requerimientos volumétricos de piletas de 250 L.  

3 - El agua de mar enriquecida con biofertilizantes y silicatos es un medio 

sustentable para piletas de 250L.  

4 - Considerando que H. coffeaeformis es una diatomea que crece a bajas 

intensidades de luz, la temperatura representa el factor ambiental más 

crítico para su crecimiento.  

5 - La especie tiene la capacidad de acumular TAG en respuesta a un 

agotamiento natural de los nutrientes disueltos. 

6 - El monitoreo de la cinética de los TAG con técnicas espectrofluorométricas 

con Rojo Nilo permite establecer el tiempo de acumulación y optimiza la 

determinación del tiempo de cosecha. 

7 - Los hábitos bentónicos de la especie y su capacidad de autoflocular y 

formar biofilms sobre el fondo de la pileta, facilitan la cosecha y reducen su 

costo a mayores volúmenes.  

8 - La calidad de los aceites varía de acuerdo a la estación del año en la cual 

se realiza el cultivo. 

9 - La calidad del biodiésel de cultivos a cielo abierto cumple con las normas 

de los estándares comerciales. 

10 - Los estudios ultraestructurales permiten detectar el estado fisiológico de las 

células, así como también la presencia de puntos de acumulación de lípidos 

neutros (PALN), como plastoglóbulos y gotas lipídicas citoplasmáticas, 

aportando conocimiento al análisis integral de la cinética de TAG y al 

momento apropiado para la realización de la cosecha en cultivos 

bioenergéticos de diatomeas. 

11 - Las paredes celulares silíceas pueden recuperarse íntegramente luego de 

la extracción de aceites y representan un residuo de valor agregado con 

potenciales aplicaciones industriales. 
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Capítulo 2 – Materiales y Métodos comunes en esta 

Tesis 

En este capítulo se describe la metodología común a diferentes secciones de la 

Tesis 

2.1. Especie seleccionada y condiciones de mantenimiento 

La especie seleccionada para desarrollar esta Tesis fue la diatomea oleaginosa 

marina Halamphora coffeaeformis (C. Agardh) Lekov. Esta especie fue aislada 

del estuario de Bahía Blanca (38° 45′ S, 62° 22′ O) por la Dra. Cecilia Popovich 

en abril del 2010, quien la identificó morfológicamente hasta el nivel de especie 

(Martín et al. 2016). Por su parte, Sala et al. (2020) realizaron una caracterización 

molecular y toxicológica de la cepa. Cultivos clonales1 y no axénicos de H. 

coffeaeformis se mantienen en cámaras de cultivo, bajo condiciones controladas 

(15 ºC ± 1 ºC, 21 μmol fotones.m2.s-1 de intensidad de luz y un fotoperíodo de 

12:12 horas de luz:oscuridad), en el Laboratorio de Estudios Básicos y 

Biotecnológicos en Algas (LEBBA), CERZOS-CONICET, Bahía Blanca, 

Argentina. Los cultivos stock destinados a esta Tesis se mantuvieron en forma 

líquida en tubos de vidrio estéril con tapa rosca, con 10 mL de medio de cultivo 

f/2 (McLachland 1973), preparado con agua de mar estéril del estuario de Bahía 

Blanca (EBB), a 33 ‰, la salinidad típica del estuario (Popovich & Marcovecchio 

2008). Los cultivos stock fueron agitados esporádicamente en forma manual 

para propiciar el contacto de las células con el medio nutritivo. Los repiques se 

realizaron semanalmente para evitar el agotamiento de los nutrientes y la 

proliferación bacteriana. Si bien no se usaron cultivos axénicos, siempre se 

trabajó bajo una campana adaptada, en condiciones de asepsia y con material 

esterilizado. La luz fue proporcionada por lámparas LED de color blanco frío. Se 

utilizó un radiómetro modelo 192SB de LI-COR para medir la radiación 

fotosintéticamente activa (PAR). Para la selección del fotoperíodo se consideró 

que en la región de Bahía Blanca (38°43′0″S 62°16′0″W), hay 9:25 horas de luz 

 
1 Los cultivos clonales de microalgas son poblaciones genéticamente idénticas derivadas de una única 

célula. 
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solar y 14:35 horas de oscuridad en el solsticio de invierno y 14:50 horas de luz 

solar y 9:10 horas de oscuridad en el solsticio de verano. De acuerdo a esta 

información se seleccionó un fotoperíodo promedio de 12h:12h luz:oscuridad 

para el presente estudio. 

2.2. Acondicionamiento del material de vidrio  

El acondicionamiento del material de vidrio utilizado para la preparación del 

medio de cultivo, el mantenimiento de los cultivos stock y la realización de los 

ensayos, fue de la siguiente manera:  

• Lavado: El material fue lavado con cepillo y detergente no iónico diluido al 

1% (v/v) y enjuagado con agua corriente. Para un segundo lavado se 

utilizó solución de HCl diluido al 10 % (v/v) y se enjuagó con agua 

destilada, varias veces.  

• Secado: el material acondicionado se colocó en estufa a 60°C. 

• Esterilizado: Se realizó por medio de calor húmedo mediante un autoclave 

a 120°C y 1 atm de presión, durante 20 minutos. 

2.3. Preparación de medios de cultivo 

El medio de cultivo usado para mantenimiento de cultivos stock y ensayos de 

crecimiento fue el medio convencional f/2 (McLachland 1973). Además, se 

analizó un medio de cultivo no convencional, con el fin de realizar cultivos de la 

especie a mayor escala de una manera más económica. Este medio fue 

preparado con agua de mar de Bahía Blanca, enriquecida con un biofertilizante 

líquido marca Bayfolan® 11-8-6 (N-P-K) (Bayer CropScience) y llamado en esta 

Tesis, medio de cultivo BAY.  

2.3.1. Filtración y esterilización del agua de mar 

Para la preparación de los medios f/2 y Bay se utilizó agua de mar colectada de 

la zona interna del Canal Principal del estuario de Bahía Blanca, mediante 

embarcación, por personal del Club de Pesca de General Daniel Cerri, Bahía 

Blanca. El agua fue transportada al CERZOS y almacenada en una cámara fría 

(4ºC) durante un mínimo de 2 meses, para lograr su envejecimiento. Luego, el 
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agua fue filtrada por un sistema de filtros en cadena, con porosidad decreciente 

hasta 1 μm y almacenada en una cámara fría. Antes de iniciar cada ensayo, se 

filtró un volumen determinado de agua de mar, previamente filtrada a 1 μm, a 

través de un filtro de nitrato de celulosa de 0,45 μm de poro (Gamafil SA), con el 

objetivo de eliminar el material más fino. El agua filtrada se colocó en botellas de 

vidrio, bidones de vidrio o Erlenmeyers, previamente acondicionados como se 

especifica en la Sección 2.2 y se esterilizó en autoclave a 1 atm de presión y 

120°C durante 15 minutos.  

2.3.2. Preparación del medio de cultivo f/2  

El medio de cultivo f/2 se preparó a partir de agua de mar filtrada y estéril, a la 

que se incorporó distintos macro y micronutrientes, vitaminas y buffer Tris de 

acuerdo con McLachlan (1973). Por cada litro de agua de mar, los nutrientes se 

agregaron por filtración empleando filtros estériles de acetato de celulosa 

Whatman de 0,2 μm de poro, de acuerdo con las concentraciones detalladas en 

la Tabla 2.1. 

Tabla 2.1 Medio de cultivo f/2. Composición y concentración final de los 

componentes del medio.  

 

Nutrientes
Volumen 

Incorporado

Macronutrientes

NaNO3 75 g.L dH2O-1 1 75 mg.L H2O-1 882,456 µM

NaH2PO4●H2O 5 g.L
 
dH2O

-1 1 5 mg.L
 
H2O

-1 36,229 µM

NaSiO3●9H2O 30 g.L
 
dH2O

-1 1 30 mg.L
 
H2O

-1 105,56 µM

Solución de Metales Traza (Micronutrientes):

CuSO4●5H2O  (9,8 g.L
 
dH2O

-1
) 1 ml.L

 
dH2O

-1 0,01 mg.L
 
H2O

-1 0,04 µM

ZnSO4●7H2O (22 g.L
 
dH2O

-1
) 1 ml.L

 
dH2O

-1 0,022 mg.L
 
H2O

-1 0,08 µM

CoCL2●6H2O (10 g.L
 
dH2O

-1
) 1 ml.L

 
dH2O

-1 0,01 mg.L
 
H2O

-1 0,04 µM

MnCL2●4H2O (180 g.L
 
dH2O

-1
) 1 ml.L

 
dH2O

-1 0,18 mg.L
 
H2O

-1 0,9 µM

Na2MoO4●2H2O (6,3 g.L
 
dH2O

-1
) 1 ml.L

 
dH2O

-1 0,006 mg.L
 
H2O

-1 0,03 µM

Na2EDTA●2H2O 5 g.L dH2O-1 5 mg.L H2O-1 11,7 µM

Solución de Vitaminas:

B12  (1 g.L dH2O-1) 1 ml.L dH2O-1 0,5 µg.L H2O-1

Biotin  (0,1 g.L dH2O-1) 10 ml.L dH2O-1 0,5 0,5 µg.L H2O-1

Tiamina HCl (B1-HCl)  (250 g.L dH2O-1) 0,2 g.L dH2O-1 0,1 µg.L H2O-1

TRIS 250 g.L dH2O-1 5 250 mg.L H2O-1

Concentración 

Final

Concentración 

Final

1

Solución Madre
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2.3.3. Preparación del medio de cultivo BAY  

El medio de cultivo BAY se preparó a partir de agua de mar filtrada y estéril, a la 

que se le incorporó por filtración (Filtros estériles Whatman de 0,2 μm de poro) 

0,28 ml de biofertilizante líquido Bayfolan® 11-8-6 (N-P-K) (Bayer CropScience) 

y metasilicato de sodio (NaSiO3), de acuerdo con las concentraciones necesarias 

para cada objetivo específico (ver Capítulos 3 y 4).  

2.4. Determinación de la densidad celular y de la velocidad de 

crecimiento 

La velocidad de crecimiento de H. coffeaeformis se determinó a partir de datos 

de densidad celular a lo largo del tiempo (Guillard 1973). Los recuentos celulares 

se realizaron diariamente por duplicado con una cámara tipo Sedgwick-Rafter 

(volumen: 1mL) a partir de alícuotas de 1mL por duplicado. Para el cálculo de la 

velocidad de crecimiento (k) (divisiones por día; div.d-1) se seleccionaron las 

densidades celulares (N=células.mL-1) correspondientes a la fase de crecimiento 

exponencial. Estas densidades, transformadas logarítmicamente (Y= log N), se 

trataron por el método de mínimos cuadrados con el fin de hallar la regresión de 

Y en función del tiempo (t), siendo la pendiente de la recta la constante de 

crecimiento (K10). A partir de este último valor, se calculó la velocidad de 

crecimiento (k) como: 

𝑘 (  𝑣       .  í −1) = 3,322 × 𝐾10                                       (Ecuación 2.1) 

 

en donde el valor 3,322 representa el factor de conversión de log10 a log2. 

Los cálculos se realizaron utilizando Microsoft Excel 2019. 

2.5. Determinación del peso seco y del peso seco libre se 

cenizas 

2.5.1. Determinación del peso seco 

La biomasa microalgal fue estimada a partir del peso seco (PS). Para ello se 

filtraron muestras de entre 10 y 20 mL por duplicado, a través de filtros de fibra 

de vidrio previamente secados en estufa a 60°C por 2h y pesados (Whatman 
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GF/F) (Fig. 2.1), mediante el uso de una bomba de vacio (Marca: Czerwent). Los 

filtros con el material retenido fueron lavados con 10 mL de agua destilada para 

eliminar las sales. Luego se secaron en estufa a 60 °C durante 24 horas, se 

enfriaron en un desecador y finalmente se pesaron. El proceso de secado se 

repitió hasta alcanzar un peso constante y se dividió por el volumen de la muestra 

(Peso seco [PS]: g.L-1). Para las mediciones se usó una balanza analítica a la 

cuarta cifra decimal (Marca: Kern). 

 

Figura 2.1. Filtros conteniendo células retenidas luego del proceso de filtración al 
vacío.  

2.5.2. Determinación del peso seco libre se cenizas 

Se centrifugaron muestras de cultivo (10 minutos a 3600 g), se descartó el 

sobrenadante y se obtuvieron los pellets de biomasa. Los pellets se lavaron con 

un buffer de NaCl al 0,9 % (pH 7) y se centrifugaron durante 10 minutos a 800 g 

a 10 °C. Se descartó el sobrenadante y se conservaron las muestras de biomasa. 

Las muestras de biomasa fueron secadas a 100°C hasta llegar a valores de peso 

constante. Fueron enfriadas en un desecador y pesadas para obtener el peso 

seco (PS). A continuación, las muestras se quemaron en un horno de mufla a 

450 °C durante 8 horas, se enfriaron en un desecador y se pesaron. La diferencia 

entre el PS de las muestras y el peso de las muestras calcinadas es conocido 
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como el peso seco libre de cenizas (PSLC). Los pesajes fueron realizados en 

balanza analítica a la cuarta cifra decimal (Marca: Kern). 

2.6. Determinación de la cinética de fluorescencia de la 

clorofila-a y Rojo Nilo 

2.6.1. Detección de la intensidad de fluorescencia de la 

clorofila-a 

La cinética de la autofluorescencia de la clorofila-a (IF-Cla) se utilizó como un 

indicador del crecimiento celular y estado fisiológico del cultivo. Para ello, se 

tomaron diariamente muestras de 5 mL por duplicado de cultivos 

homogeneizados. La muestra se sonicó en un ultrasonido Bransonic 5 durante 3 

segundos, con el fin de disgregar cúmulos de células. La IF-Cla se midió con un 

espectrofluorómetro (Shimadzu RF-5301PC) y se expresó en unidades 

arbitrarias de fluorescencia (u.a.). La longitud de onda de excitación se fijó en 

430 nm y la longitud de onda de emisión se escaneó de 600 a 750 nm (modo 

espectro con rendijas de excitación y emisión fijadas en 5 nm). Se seleccionó la 

longitud de onda de emisión máxima en 680 ± 5 nm.  

2.6.2. Detección de la intensidad de fluorescencia del Rojo 

Nilo 

El Rojo Nilo (RN) es un fluorócromo usado para detectar lípidos neutros (LN). 

Así, en esta Tesis, la cinética de la intensidad de fluorescencia del RN fue usada 

como un indicador de la acumulación de LN en cultivos de H. coffeaeformis. Para 

ello, se tomaron muestras de cultivo de 5 mL por duplicado, en forma diaria, a 

las cuales se les agregó 5 μL de RN [(9-dietilamino-5H-benzo (α) fenoxazina-5-

ona] en acetona (1 mg.mL-1). Las muestras se sonicaron en un ultrasonido 

Bransonic 5 durante 3 segundos, con el fin de disgregar cúmulos de células. 

Después de 5 minutos, se midió la intensidad de fluorescencia del RN (IF-RN) 

utilizando un espectrofluorómetro (RF-5301PC Shimadzu), con una longitud de 

onda de excitación de 480 nm. Los picos de fluorescencia se detectaron en el 

espectro de emisión entre 450 y 750 nm. El pico principal se detectó a 577 ± 5 

nm, que corresponde al espectro de emisión de lípidos neutros (Mendoza-
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Guzmán et al. 2008). La IF-RN se midió en unidades arbitrarias de fluorescencia 

(u.a.). 

2.6.3. Relación entre el Rojo Nilo y la clorofila-a 

La cinética de la relación entre la IF-RN y la IF-Cla (IF-RN:IF-Cla) fue usada 

como un indicador del desbalance entre la acumulación de LN y el crecimiento 

de acuerdo con Bongiovani et al. (2013). En particular, valores de IF-RN:IF-Cla 

≥ 40 fueron considerados como característicos de una etapa en donde la 

acumulación de LN superó significativamente a la etapa de crecimiento y 

consecuentemente, fue usado como un criterio para determinar el período de 

cosecha. 

2.7. Extracción de lípidos totales, fraccionamiento y 

caracterización del perfil de ácidos grasos 

El análisis lipídico abarcó tres etapas: 1) la extracción de los lípidos totales (LT); 

2) el fraccionamiento de los LT en lípidos neutros (LN), glicolípidos (GL) y 

fosfolípidos (FL); y 3) la metilación y caracterización del perfil de los ácidos 

grasos en la fracción neutra y polar (sumatoria de GL y FL).  

2.7.1. Extracción de lípidos totales 

La extracción de LT se llevó a cabo siguiendo el protocolo modificado de Folch 

(1957), asistido por ultrasonido de acuerdo con Popovich et al. (2012). La 

biomasa cosechada, fue lavada con una solución buffer de NaCl al 0,9% y 

liofilizada durante 48 horas a una temperatura de entre -40 y -50°C y una presión 

de 0,0097 mm Hg con un liofilizador Rificor modelo L-A-B3-C. Muestras de 

aproximadamente 200 mg de biomasa liofilizada se colocaron en tubos de 

centrífuga de vidrio (Fig. 2.2 A) con 4 mL de cloroformo:metanol (2:1, v:v) (Fig. 

2.2 B), se agitaron en un vórtex por unos segundos (Fig. 2.2 C) y se sonicaron 

utilizando un baño de ultrasonidos (Brandsonic 220) durante 15 minutos a 

temperatura ambiente (Fig. 2.2 D). Luego, el material se centrifugó a 3000 rpm 

por 5 minutos (centrífuga Rolco 2070) (Fig. 2.2 E). El sobrenadante, compuesto 

por solventes y lípidos (Fig. 2.2 J-L), fue separado del pellet (Fig. 2.2 J-M), filtrado 

(Fig. 2.2 F) y colocado en una ampolla de decantación (Fig. 2.2 F-H). Estos pasos 
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se repitieron 4 veces hasta que el pellet mostró una apariencia blanquecina (Fig. 

2.2 M). Al extracto total se le agregaron 4 mL de NaCl 0,9%, y se lo agitó para la 

obtención de un sistema bifásico (Fig. 2.2 I). El sistema se mantuvo en reposo 

30 minutos. Luego se descartó la fase superior, se volvieron a agregar 4 mL de 

NaCl 0,9% y se volvió a agitar para formar nuevamente un sistema bifásico. El 

sistema se mantuvo en reposo durante un mínimo de dos horas. La fase superior 

fue descartada nuevamente, y la fracción inferior fue recuperada en viales 

acondicionados. Luego se utilizó Na2SO4 anhidro para retener el contenido 

acuoso que pudiera haber quedado en la fracción inferior. La fracción inferior fue 

filtrada nuevamente, para eliminar el Na2SO4. y almacenada en frascos color 

caramelo (Fig. 2.2 N). Por último, las muestras fueron secadas bajo corriente de 

N2 (Fig. 2.2 Ñ y O). El contenido lipídico se determinó gravimétricamente y las 

muestras fueron selladas en los frascos con parafilm y almacenadas a -18ºC. 
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Figura 2.2. Extracción de lípidos totales por el método de Folch (1957), asistido con 

ultrasonido. A. Biomasa liofilizada. B. Biomasa suspendida en cloroformo:metanol. C. 

Vórtex. D. Sonicado de la muestra.  E. Centrifugado de la muestra. F. Filtrado de la 

muestra y colocado en ampolla de decantación. G. Primer filtrado en ampolla de 

decantación. H. Cuarto filtrado en ampolla de decantación. I.  Formación de fases 

lipídica e hídrica con buffer de NaCl (0,9%). J-L Sobrenadante y pellet luego de: J. la 

primera; K. la segunda y L. la cuarta centrifugación. M. Pellet residual. N. Fracción 

inferior lipídica almacenada en frascos color caramelo. Ñ y O. Secado de muestras con 

nitrógeno. 
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2.7.2. Fraccionamiento  

El fraccionamiento de los LT en lípidos neutros (LN), glicolípidos (GL) y 

fosfolípidos (FL) se realizó por duplicado utilizando cartuchos de sílica Sep-Pack 

(SP) de 1000 mg (J. T. Baker Inc., Phillipsburg, N.J.), de acuerdo a Popovich et 

al. (2012). Después de acondicionar los cartuchos de sílica con 30 mL de 

cloroformo (Fig. 2.3 A), se disolvieron aproximadamente 20 mg de LT en 1 mL 

de cloroformo (Fig. 2.3 B) y se cargaron en el cartucho (Fig. 2.3 C). Para la 

recuperación de los LN, GL y FL, se realizaron las siguientes eluciones de 

manera secuencial: (a) 15 mL de una solución de cloroformo/ácido acético (9:1, 

v/v) (Fig 2.3 D); (b) 20 mL de una solución de acetona/metanol (9:1, v/v) (Fig 2.3 

E) y (c) 20 mL de metanol (Fig 2.3 F). Las fracciones, de LN (Fig. 2.3 G), GL (Fig. 

2.3. H) y FL (Fig. 2.3 I), se recogieron, disueltas en sus respectivos solventes, en 

viales cónicos previamente pesados (Fig 2.3 G - I) y se evaporaron hasta 

sequedad bajo un flujo de nitrógeno.  Por último, los viales fueron pesados 

nuevamente con balanza analítica (Marca: Kern) a la cuarta cifra decimal. De 

acuerdo con Hegel et al. (2019), los TAG son la principal fuente de ácidos grasos 

en los lípidos neutros de la cepa estudiada. 
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Figura 2.3. Fraccionamiento de lípidos totales en lípidos neutros, glicolípidos y 

fosfolípidos A. Acondicionamiento de cartucho de sílica con cloroformo. B. Solución de 

muestra de LT en cloroformo C. Carga de muestra en cartucho de sílica. D. Elución de 

LN con una solución de cloroformo/ácido acético. E. Elución de GL con una solución de 

acetona/metanol. F. Elución de FL con metanol. G. Recuperación de LN en una solución 

de cloroformo/ácido acético. H. Recuperación de GL en una solución de 

acetona/metanol. I. Recuperación de FL en metanol. 
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2.7.3. Determinación del perfil de ácidos grasos 

Los extractos lipídicos obtenidos del fraccionamiento (LN y Lípidos polares [LP: 

suma de GL y FL]) fueron transmetilados, de acuerdo al protocolo descripto por 

Morrison & Smith (1964). Como resultado se obtuvieron los ésteres metílicos de 

los ácidos grasos (EMAGs o FAME, por sus siglas en inglés: Fatty Acid Methyl 

Esters) que posteriormente fueron analizados por cromatografía gaseosa. A 

cada uno de los viales que contenían las fracciones lipídicas (LN y LP), se les 

agregó 2 mL de una solución de KOH:metanol (10 % p/v) y se agitó  

vigorosamente en un vórtex por 1 minuto. Los viales fueron purgados con un flujo 

de nitrógeno, y llevados a un baño de agua a 80°C durante 45 minutos. Luego 

de enfriar a temperatura ambiente, se agregó a cada uno de los frascos 2 mL de 

éter de petróleo, se agitó en un vórtex. La fase superior se descartó mediante el 

empleo de pipeta Pasteur y la fase inferior se recuperó. Este procedimiento se 

repitió dos veces. Se colocaron los frascos en un baño frío y se agregó 0,5 mL 

de HCl concentrado y 2 mL de éter de petróleo a cada uno de los extractos, se 

agitó vigorosamente en vórtex durante 1 minuto y se recuperaron los ácidos 

grasos de la fase superior. Este procedimiento se repitió dos veces. Los extractos 

de éter de cada fracción se secaron con un flujo de nitrógeno. Se agregó en cada 

frasco 1.5 mL de una solución de trifluoruro de boro (BF3, Sigma Aldrich) disuelto 

en metanol al 10% v/v, se agitó vigorosamente en un vórtex por 1 minuto y se 

llevó a corriente de nitrógeno durante un minuto aproximadamente para purgar 

el aire. Los frascos se llevaron a un baño de agua a 80 °C durante 30 minutos. 

Luego de enfriar los frascos a temperatura ambiente, se agregó en cada uno 2 

mL de éter de petróleo, se agitaron con vórtex y con pipeta Pasteur, se recuperó 

la fase superior conteniendo los ésteres metilados. Los FAME fueron separados 

en tubos de ensayo acondicionados. Este procedimiento se repitió dos veces. 

Cuando los extractos no fueron transparentes, se agregó Na2SO4 anhidro y se 

filtró para eliminar residuos de agua. Por último, se evaporó hasta sequedad con 

un flujo de nitrógeno. Finalmente, se agregó hexano (grado de cromatografía) 

hasta un volumen acorde a la concentración de FAME. 

Los FAME se analizaron con un cromatógrafo de gases HP Agilent 4890D, 

equipado con un detector de ionización de llama a una temperatura de 260 °C, 
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un inyector de división/división de flujo (175 °C) y una columna capilar SP–2560 

(100 m, 0,25 mm y 0,2 μm; Supelco Inc., Bellefonte, PA). El gas portador fue 

hidrógeno de alta pureza a 18 cm/s. El horno GC se mantuvo inicialmente a 140 

°C durante 5 min. Luego, la temperatura se incrementó a 4 °C/min hasta 240 °C 

y se mantuvo isoterma durante 15 min. El límite de detección del método 

cromatográfico se estableció en 0,01 %. Se utilizó el software HP 3398A GC 

Chemstation (Hewlett Packard 1998) para el análisis cromatográfico. La 

identificación de los FAME se realizó mediante comparación con material 

estándar certificado, Supelco FAME 10 mix 37 (Bellefonte, USA), de acuerdo con 

el Método Oficial AOCS Ce 1b-89 (Popovich et al. 2012a). Se realizaron dos 

réplicas de cada análisis de FAME. Todos los solventes utilizados fueron de 

grado analítico. 
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Capítulo 3 – Evaluación del efecto de la temperatura, la 

salinidad y la relación Si:N sobre el crecimiento y la 

acumulación de lípidos neutros en Halamphora coffeaeformis 

3.1. Introducción 

La generación de energías renovables, ecológicas y rentables es un aspecto 

prioritario dentro de los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) de la Agenda 

2030 para el Desarrollo Sostenible, adoptada por Naciones Unidas en 2015 a 

escala global como también por la Comisión Nacional Interinstitucional de 

Implementación y Seguimiento de los ODS 

(https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_pais_baja.pdf.), 

implementada  por la República Argentina (Decreto No. 499-2017 de Argentina).  

En el caso particular del biodiésel, los aceites comerciales usados para su 

producción compiten con industrias alimentarias, por lo que las empresas 

bioenergéticas trabajan en la selección de aceites alternativos que sean 

sustentables y permitan reducir las emisiones de CO2 y SOx (Hsieh & Felby 

2017; Zhou et al. 2020). Como se ha comentado, algunas especies de 

microalgas oleaginosas parecen ser una fuente prometedora de aceites para 

biodiésel, debido a sus altas tasas fotosintéticas y sus altos contenidos de lípidos 

neutros, en particular triglicéridos (TAG), necesarios para la producción de este 

biocombustible (Hu et al. 2008; Chandama et al. 2021; Andeden et al. 2021). Sin 

embargo, la producción de biomasa microalgal aún requiere de estrategias 

sustentables para lograr procesos rentables a escala industrial. Por ejemplo, los 

cultivos de microalgas en agua de mar (Arora et al. 2019) o efluentes residuales, 

se presentan como posibles alternativas para reducir los costos y huellas 

hídricas, al no competir con agua para consumo humano. El uso de 

biofertilizantes, para aportar macro y micronutrientes al cultivo, es otra estrategia 

para promover la producción de biomasa de una manera sostenible (Koley et al. 

2019; Fernández-Linares et al. 2019). Por su parte, los cultivos bioenergéticos a 

base de microalgas bajo un contexto de biorrefinerías, aseguran la obtención de 

co-productos o residuos de valor agregado, que aumentan la rentabilidad del 

proceso. 

https://www.argentina.gob.ar/sites/default/files/informe_pais_baja.pdf
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Las diatomeas son microalgas fotosintéticas unicelulares de gran interés debido 

a su capacidad de almacenar naturalmente altos contenidos de TAG (Levitan et 

al. 2014). Además, existe una gran diversidad de diatomeas marinas y algunas 

especies son tolerantes a las aguas residuales (Datta et al. 2019). Es importante 

también destacar, que el biodiésel analizado a partir de aceites de diatomeas, ha 

mostrado propiedades que cumplen con los estándares internacionales de 

calidad (ASTM D6751-08 y EN 14214) (Jayakumar et al. 2021; Hegel et al. 2019). 

Sin embargo, para que estas ventajas puedan ser canalizadas a nivel comercial, 

aun se requieren estudios relacionados con la selección de especies de 

diatomeas oleaginosas y su grado de tolerancia a las condiciones ambientales. 

Esta información es necesaria para diseñar estrategias de cultivos masivos a 

cielo abierto, para responder a las condiciones climáticas del sitio de 

emplazamiento y dar el salto de escala necesario para un nivel comercial (Correa 

et al. 2019). 

Durante décadas, las diatomeas han sido cultivadas en sistemas de cultivo a 

cielo abierto con fines alimenticios para acuicultura, debido a su riqueza en 

ácidos grasos esenciales omega 3 y 6 (Hildebrand et al. 2014). Sin embargo, el 

estado de arte de cultivos de diatomeas con fines bioenergéticos no es tan bien 

conocido (Matsumoto et al. 2017; Kannan & Venkat 2018; Indrayani et al. 2019) 

o bien, las empresas que los desarrollan se encuentran bajo compromisos de 

confidencialidad. Para lograr los rendimientos de aceites necesarios para la 

transesterificación, se debe lograr una optimización de la producción de biomasa 

y de TAG. Sin embargo, estos procesos no ocurren en forma simultánea, dado 

que los factores que promueven el crecimiento difieren de aquellos que estimulan 

la producción de TAG. En diatomeas, los TAG representan sustancias de reserva 

que se acumulan en el citoplasma a medida que las condiciones desfavorables 

aumentan. Por lo tanto, para lograr un adecuado rendimiento de biomasa rica en 

TAG, es necesario conocer qué factores estimulan cada proceso y cuál es el 

grado de tolerancia de la especie seleccionada (Suparmaiam et al. 2023) 

Algunos de los principales factores ambientales que afectan la producción de 

biomasa en diatomeas son: la luz, temperatura, salinidad y disponibilidad de 

nitrógeno (N), fósforo (P) y silicatos (Si) (Yu et al. 2018; Borowitzka 2013; 

Borowitzka 2016). En particular, los silicatos están involucrados en la formación 
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de las paredes celulares o frústulos de las diatomeas (Korsunsky et al. 2020). 

Una adecuada disponibilidad de nutrientes, indicada por una relación de Si:N:P 

de 16:16:1 de acuerdo con Redfield (1958) y Brzezinski (1985)  (Xu et al. 2009), 

en combinación  con una adecuada intensidad de luz y temperatura, influye en 

la velocidad de crecimiento y producción de biomasa (Suparmaiam et al. 2023). 

Por su parte, la salinidad afecta los procesos de regulación osmótica y 

homeostasis de las células (Steele et al. 2014; Bussard et al. 2016). Por el 

contrario, el déficit de nutrientes, indicado por concentraciones de N <1,6 μM, P 

<1,2 μM y Si <3,9 μM. de acuerdo a Sarthou et al. (2005), y de salinidades sub-

óptimas (Ishika et al. 2018; Indrayani et al. 2019), pueden actuar como 

estresores, estimulando la producción de TAG ricos en ácidos grasos saturados 

(AGS) y monoinsaturados (AGMI) (Popovich et al. 2012a; Martín et al. 2016; 

Barnech Bielsa et al. 2016). Las fases de crecimiento también pueden influir en 

la calidad y cantidad de lípidos en diatomeas; por ejemplo, la producción de 

lípidos polares (fosfolípidos y glicolípidos) suele asociarse con la fase 

exponencial de crecimiento, cuando la disponibilidad de nutrientes y de luz es 

adecuada (Artamonova et al. 2017); mientras que los TAG suelen acumularse 

durante la fase estacionaria, en respuesta a la deficiencia nutricional y/o 

envejecimiento celular (Popovich et al. 2012a; Zulu et al. 2018). Además, se debe 

considerar que la velocidad de crecimiento y la acumulación lipídica varían a 

nivel específico y de cepas (Singh et al. 2016).  

Una adecuada productividad de lípidos ricos en TAG es un requisito necesario 

para lograr buenos rendimientos en la producción de biodiésel (Grifffiths & 

Harrison et al. 2009; Doan et al. 2011), dado que los TAG son los únicos 

fácilmente convertibles a biodiésel (Nascimiento et al. 2012). Esta productividad 

lipídica se logra con una combinación adecuada entre la productividad de 

biomasa y el contenido de lípidos que posee esa biomasa (Doan et al. 2011).  Es 

importante que los lípidos utilizados como materia prima tengan un porcentaje 

bajo de lípidos polares (fosfolípidos y glicolípidos), dado que éstos reducen el 

rendimiento en la formación de ésteres de ácidos grasos durante la 

transesterificación (Iyer 2016; Morales et al. 2021). Además, la calidad del 

biodiésel es un reflejo del perfil de ácidos grasos encontrados en los TAG 

(Knothe et al. 2008; Hoekman et al. 2012; Talebi et al. 2013). Los AGMI y los 
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AGS son los más deseables para la producción de biodiésel, dado que 

garantizan una mejor calidad debido a que optimizan propiedades como el 

número de cetano, la viscosidad cinemática y el valor calorífico superior, 

mientras que los ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) son los menos deseables, 

dado que disminuyen la estabilidad oxidativa de este biocombustible (Hoekman 

et al. 2012; Stansell et al. 2011). Así, un conocimiento profundo de cómo los 

factores ambientales afectan el crecimiento, cantidad y calidad de los lípidos en 

una especie seleccionada, es esencial para diseñar las estrategias de sus 

cultivos a cielo abierto y para evaluar el potencial de esta cepa como materia 

prima para la producción de aceites para biodiésel.  

Para el desarrollo de cultivos bioenergético a base de agua de mar, el uso de 

especies euritolerantes, capaces de crecer y sobrevivir dentro de amplios rangos 

ambientales, en particular de salinidad, es importante a la hora de una 

bioprospección. La diatomea estuarina y bentónica H. coffeaeformis, aislada del 

estuario de Bahía Blanca, en la costa sudoeste de la costa bonaerense, ha sido 

previamente cultivada en piletas tipo raceway bajo condiciones controladas 

(indoor), con un medio de cultivo convencional (f/2), con el fin de evaluar su 

potencial para producir lípidos para biodiésel (Martín et al. 2016; 2018). Estos 

estudios han demostrado la capacidad de la especie para acumular LN en la fase 

estacionaria tardía en forma natural. Además, Hegel et al. (2019) informaron 

sobre la producción de biodiésel a partir de esta misma cepa argentina, mediante 

extracción con etanol y posterior transesterificación supercrítica con 

rendimientos de ésteres de ácidos grasos de un 80% con respecto a los LN, 

elevado número de cetano (>54), alto poder calorífico (40 Mj/kg) y con un punto 

nube relativamente bajo (-4,6 °C). Estos avances son un estímulo para la 

continuidad de los estudios con miras a estandarizar cultivos de la especie a cielo 

abierto (outdoor). Bajo este escenario, en este capítulo se analizará el rango de 

tolerancia de H. coffeaeformis a la temperatura y salinidad; y el efecto que tiene 

la salinidad en la cantidad y calidad lipídica de la especie, con especial énfasis 

en la acumulación de TAG. El rango de tolerancia de una especie microalgal, es 

un intervalo referido a distintas condiciones ambientales, dentro del cual la 

población puede sobrevivir y reproducirse (Begon et al. 2006). Dentro de este 

intervalo, se encuentran las condiciones óptimas que maximizan la velocidad de 
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crecimiento (k). Esta variable se utiliza convencionalmente para establecer los 

rangos ambientales de una especie, dado que k generalmente disminuye a cero 

en los límites superiores e inferiores del intervalo. También se analizarán 

distintas concentraciones de silicatos junto con el biofertilizante Bayfolan®, con 

el fin de evaluar su efecto sobre el crecimiento y acumulación de lípidos neutros 

en la especie estudiada. Trabajos previos han demostrado que el uso de este 

biofertilizante con una relación Si:N en la proporción 1:1 no fue efectivo para 

estimular la producción de lípidos neutros en  H. coffeaeformis (Popovich et al. 

2020). 

De acuerdo con este escenario, el objetivo general del presente capítulo fue 

evaluar el efecto de las condiciones de salinidad, temperatura y relación Si:N 

sobre el crecimiento, cantidad y calidad de lípidos en cultivos de H. 

coffeaeformis, bajo condiciones controladas de laboratorio, con el fin de sentar 

las bases para el escalado y desarrollo de cultivos de la especie a cielo abierto.  

Los objetivos del presente capítulo fueron: 1) Evaluar el efecto de la salinidad 

y la temperatura sobre el crecimiento y la acumulación de lípidos neutros en 

cultivos de H. coffeaeformis a escala de laboratorio. 2) Analizar el efecto de la 

salinidad sobre el contenido de lípidos totales, fracciones y clases lipídicas, y 

perfil de ácidos grasos. 3) Determinar el efecto de la salinidad y la relación Si:N 

sobre el crecimiento y acumulación de LN, utilizando un medio de cultivo 

alternativo y más económico.  Los rangos experimentales de temperatura fueron 

seleccionados de acuerdo con las variaciones promedio de temperatura del 

clima de la región de Bahía Blanca y la salinidad fue ajustada de acuerdo a 

rangos de salinidad típicos del estuario de Bahía Blanca, en donde la especie 

fue aislada. 

 Resumen: Se realizaron cultivos de H. coffeaeformis a escala de laboratorio, 

con el fin de evaluar los efectos de la temperatura, la salinidad y la relación Si:N 

sobre el crecimiento y la acumulación de lípidos neutros de esta especie. Se 

realizaron muestreos diarios para determinar la densidad celular, la velocidad de 

crecimiento (k), la cinética de la clorofila-a y la acumulación de los lípidos neutros 

in vivo. Además, se evaluó el efecto de la salinidad sobre la cantidad y calidad 

de los lípidos. Las hipótesis de trabajo consideradas en este capítulo fueron que: 

el estudio de la temperatura y la salinidad permiten determinar condiciones 
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óptimas para el crecimiento de la especie; la salinidad es un estresor que afecta 

la acumulación, cantidad y calidad de los lípidos neutros; la relación Si:N afecta 

el crecimiento y acumulación de lípidos neutros. 

Parte de los resultados que componen el siguiente capítulo fueron publicados en: 

 -Navarro, F.E., Damiani, M.C., Leonardi, P.I., Popovich C.A. Temperature and 
salinity effect on tolerance and lipid accumulation in Halamphora coffeaeformis: 
an approach for outdoor bioenergy cultures. Bioenerg. Res. 15, 1545–1554 
(2022). https://doi.org/10.1007/s12155-021-10349-2 

3.2. Materiales y Métodos 

3.2.1. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento 

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento (k) de 

H. coffeaeformis se seleccionaron las siguientes temperaturas: 5 °C, 10 °C, 20 

°C, 25 °C y 30 °C [± 0.5 °C].  El rango de temperatura fue seleccionado de 

acuerdo a la variabilidad térmica de la región de Bahía Blanca entre 2009 y 2019. 

El conjunto de datos de temperatura utilizado se recopiló de la Estación 

Meteorológica ubicada en el campus del Centro de Recursos Naturales 

Renovables de la Zona Semiárida (https://meteobahia.com.ar, CERZOS-

CONICET).  

Previamente al inicio de cada ensayo, se adaptaron los cultivos a las diferentes 

temperaturas. Para ello, cultivos stock fueron separados, transferidos a tubos de 

ensayocon medio f/2 y sometidos a las distintas temperaturas durante 2 o 3 

generaciones. Una vez alcanzado el período de adaptación, se inició el escalado 

para la realización de los ensayos. Los ensayos se realizaron en Erlenmeyers 

estériles de 250 mL y con 150 mL de medio f/2 con una salinidad de 33‰ (Fig. 

3.1). La densidad inicial fue 10-20 × 103 células mL−1 y las condiciones 

ambientales fueron: 40 μmol-fotones m−2 s−1 de PAR y un fotoperíodo de 12 h:12 

h luz:oscuridad, en una cámara de cultivo. Los cultivos fueron mezclados 

manualmente dos veces al día. Todos los tratamientos se llevaron a cabo de 

forma independiente y por duplicado. La duración de los cultivos fue de 7 días, 

tiempo suficiente para estimar la velocidad de crecimiento de la especie. La 

determinación de la densidad celular y de la velocidad de crecimiento se realizó 

de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.4 del Capítulo 2. 

https://meteobahia.com.ar/
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Figura 3.1. Cultivos de H. coffeaeformis llevados a cabo en Erlenmeyers de 250 mL y 

con 150 mL de medio f/2 a una salinidad de 33 ‰ y a diferentes temperaturas (5 ºC, 10 

ºC, 20 ºC, 25 ºC y 30 ºC). 

3.2.2. Efecto de la salinidad sobre la velocidad de crecimiento 

Para evaluar el efecto de la salinidad sobre la velocidad de crecimiento (k) de H. 

coffeaeformis se seleccionaron las siguientes salinidades: 0‰, 5‰, 20‰, 25‰, 

35‰, 45‰, 60‰ y 95‰. Este rango de salinidades fue seleccionado con el fin 

de cubrir un amplio espectro de variación salina. Las diferentes salinidades se 

lograron mediante la adición de agua destilada o NaCl a agua de mar envejecida 

del EBB, con el fin de disminuir o aumentar la salinidad típica (33‰). Los cultivos 

fueron adaptados a las diferentes salinidades previamente al inicio de los 

ensayos. Para ello, cultivos stock fueron separados y transferidos a tubos de 

ensayo con medio f/2 a diferentes salinidades durante 2 o 3 generaciones. Los 

ensayos se realizaron en Erlenmeyers estériles de 250 mL y con 150 mL de 

medio f/2 con las salinidades correspondientes (Fig. 3.2). La densidad inicial fue 

10-20 × 103 células mL−1 y las condiciones ambientales fueron: 40 μmol-fotones 

m−2 s−1 de PAR y un fotoperíodo de 12 h:12 h luz:oscuridad., en una cámara de 

cultivo. Los cultivos fueron mezclados manualmente dos veces al día. Todos los 

tratamientos se llevaron a cabo de forma independiente y por duplicado. La 

duración de los cultivos fue de 7 días, tiempo suficiente para estimar la velocidad 

de crecimiento de la especie. La determinación de la densidad celular y de la 

velocidad de crecimiento se realizó de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.4 

del Capítulo 2. 
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Figura 3.2. Cultivos de H. coffeaeformis llevados a cabo en Erlenmeyers de 250 mL y 

con 150 mL de medio f/2 a 20 ºC y a diferentes salinidades (0‰, 5‰, 20‰, 25‰, 35‰, 

45‰, 60‰ y 95‰). 

3.2.3. Efecto de la salinidad sobre la acumulación, cantidad y 

calidad lipídica de la especie 

Se evaluó el efecto de la salinidad sobre: a) la acumulación de lípidos neutros 

(cinética del Rojo Nilo), b) el contenido de lípidos totales y c) la calidad de los 

lípidos en la biomasa obtenida de H. coffeaeformis, a 33‰ (como control), 20 ‰ 

y 45‰ (como tratamientos). El valor de salinidad del control se seleccionó de 

acuerdo a la salinidad típica del EBB. Los valores de salinidad de los tratamientos 

se seleccionaron como posibles variaciones ocurridas durante el transcurso de 

un cultivo a cielo abierto iniciado con agua de mar a 33‰, como consecuencia 

de eventos de precipitación o procesos de evaporación, respectivamente. Los 

experimentos se llevaron a cabo en botellones transparentes de 5 L (altura 20 

cm, diámetro 18 cm) con 4 L de medio f/2 para producir suficiente biomasa para 

el análisis lipídico (Fig. 3.3). Los cultivos se realizaron a 20 °C ± 0,5 °C, 60 μmol-

fotones m−2 s−1, con un fotoperiodo de 12 h:12 h luz:oscuridad y bajo aireación 

continua en una cámara de crecimiento. Para estos experimentos, se seleccionó 

una temperatura de 20 °C, temperatura a la cual la especie presentó su mayor 

valor promedio de k. Los cultivos se llevaron a cabo durante 17 días para 

alcanzar una fase estacionaria tardía y una adecuada producción de lípidos. 

La cinética de la intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo (RN) se realizó de 

acuerdo a lo detallado en la Sección 2.6.2. del Capítulo 2. 

La extracción de lípidos totales para el fraccionamiento de lípidos, el 

fraccionamiento de lípidos en lípidos neutros (LN), glicolípidos (GL) y fosfolípidos 
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(FL) y la determinación de ésteres metílicos y el análisis del perfil de ácidos 

grasos se realizó por duplicado de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.7 del 

Capítulo 2.  

 

 

Figura 3.3. Cultivos indoor de H. coffeaeformis en bidones con aireación continua, 20°C 

± 0,5 °C, intensidad de luz de 60 μmol-fotones m−2 s−1, fotoperiodo de 12 h:12 h 

luz:oscuridad y sometidos a una salinidad de 20 ‰, 33 ‰ y 45 ‰. 

3.2.4. Efecto de diferentes combinaciones de salinidad y relaciones 

Si:N sobre  la velocidad de crecimiento y la acumulación de 

TAG 

Los experimentos se realizaron por duplicado en Erlenmeyers de 500 mL con 

200 mL de medio BAY, con el fin de determinar la combinación óptima de 

salinidad y nutrientes (Si y N), necesaria para el desarrollo de cada etapa de un 

cultivo bioenergético, como es la producción de inóculos y la producción masiva 

de biomasa rica en LN. Así, se testearon dos salinidades: a) una salinidad óptima 

para el crecimiento (20‰) y b) una salinidad promedio de un ambiente marino, 

como el EBB (33‰), recomendada para dar inicio a cultivos masivos outdoor. 

Además, para cada salinidad, se testearon dos relaciones Si:N con el fin de 
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evaluar su rol sobre el crecimiento y acumulación de LN de la especie Las 

siguientes concentraciones de silicatos se testearon: 144 µM y 576 µM, para 

obtener relaciones Si:N de 0,125 y 0,5, respectivamente. Por lo tanto, las 

combinaciones (C) probadas fueron: C1 (20‰ y 0,125 Si:N); C2 (20‰ y 0,5 Si:N); 

C3 (33‰ y 0,125 Si:N); y C4 (33‰ y 0,5 Si:N). Los cultivos se ubicaron en 

cámaras de cultivo a 20 °C, 21 μmol-fotones m-2s-1 y un fotoperíodo de 12 h:12 

h luz:oscuridad. Se evaluaron la velocidad de crecimiento, la cinética de clorofila-

a (IF-Cla) y la acumulación de TAG (cinética de Rojo Nilo, IF-RN). Los 

experimentos se llevaron a cabo durante 9 días. La determinación de la velocidad 

de crecimiento se realizó de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.4 del Capítulo 

2. La cinética de clorofila-a (IF-Cla), la cinética de la intensidad de fluorescencia 

del Rojo Nilo (RN) y la relación entre el Rojo Nilo y la clorofila-a (IF-RN:IF-Cla) 

se determinaron de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.6 del Capítulo 2. 

3.2.5. Análisis Estadístico 

Los resultados del estudio fueron analizados utilizando análisis de varianza de 

una vía (ANOVA) y la prueba DMS. Se utilizó el software Infostat.3 (Balzarini et 

al. 2008). En todas las pruebas, el nivel de significancia fue α = 0,05. 

3.3. Resultados 

3.3.1. Efecto de la temperatura y la salinidad sobre la velocidad de 

crecimiento de H. coffeaeformis 

Las curvas de crecimiento de H. coffeaeformis a diferentes temperaturas se 

muestran en la Fig. 3.4 A. La especie creció desde 5 °C hasta 30 °C y alcanzó 

los valores máximos de densidad celular (DC) el día 3 a 20 °C y 25 °C, mientras 

que mostró los valores más bajos de DC a 5 °C. La velocidad de crecimiento de 

H. coffeaeformis (k, div. día-1) varió significativamente con la temperatura (F = 

9,47; p < 0,05) (Fig. 3.4 B), siendo 20 °C la temperatura óptima en donde se 

alcanzó un kmax de 1,47 div.día-1. Los valores más bajos de k se obtuvieron a 5 

°C y 10 °C (p > 0,05; DMS = 0,51 div.d-1). Considerando el comportamiento de k 

frente a la temperatura, se usaron funciones cuadráticas negativas, con el fin de 
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ajustar los datos y así poder explicar el comportamiento de este parámetro en 

función de temperaturas > 20°C (Ecuación 3.1) y < 20°C (Ecuación 3.2):  

𝑘 (≥  20 °C) =  −0,0012𝑥2 + 0,1008𝑥 − 0,0475; (Ecuación3.1) 

 

 𝑘 (≤  20 °C) =  −0,0078𝑥2 + 0,3404𝑥 − 2,2027   (Ecuación3.2) 

 

Los valores de k aumentaron significativamente con temperaturas de 5 °C a 20 

°C-25 °C y luego mostraron una disminución con temperaturas mayores, 

alcanzando un k igual a 0 div.día-1 a 35,7 ºC (de acuerdo con la Ecuación 3.2.).  

Las curvas de crecimiento de H. coffeaeformis a diferentes salinidades y a una 

temperatura constante de 20 °C (la temperatura óptima) se muestran en la Fig. 

3.4 C. La especie fue cultivada desde 5 ‰ hasta 95 ‰, alcanzando las DC 

máximas a 20 ‰. La especie no creció a 0‰. En la Fig. 3.4 D se muestra la 

relación entre k y la salinidad. La velocidad de crecimiento mostró diferencias 

significativas entre los tratamientos (F = 56,51; p < 0,01), siendo su valor máximo 

a 20 ‰ (k = 1,35 div.d-1) (p < 0,05; DMS = 0,18 div.d-1). Además, k a 20 ‰ > k 

25 ‰ = k 35 ‰ > k 5 ‰ = k 45 ‰ = k 60 ‰ = k 95 ‰. De acuerdo con estos 

valores, se usó una función cuadrática negativa para explicar el comportamiento 

de k desde 0 ‰ hasta 20‰:  

𝑘 =  −0,003𝑥2 + 0,1283𝑥 + 2 ∗ 10−15  (Ecuación3.3.) 

 

y una ecuación logarítmica negativa desde 20‰ hasta 95‰: 

𝑘 =  −0,418   (𝑥) + 2,5253 (Ecuación.3.4) 
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Figura 3.4. Efecto de la temperatura y salinidad sobre la velocidad de crecimiento de H. 

coffeaformis. A. Curvas de crecimiento a diferentes temperaturas; B: Velocidad de 

crecimiento (k) a diferentes temperaturas; C: Curvas de crecimiento a diferentes 

salinidades; D: Velocidad de crecimiento (k) a diferentes salinidades. Los datos se 

expresan como el promedio ± desviación estándar de dos réplicas. Los valores de k con 

una letra común no son significativamente diferentes (DMS, p > 0.05). 

Las Ecuaciones 3.1 y 3.2 fueron usadas para estimar cómo la temperatura de la 

ciudad de Bahía Blanca podría afectar la velocidad de crecimiento de cultivos de 

H. coffeaeformis creciendo bajo condiciones naturales, considerando que ningún 

otro factor ambiental limita el crecimiento. Las temperaturas para este análisis 

correspondieron a los promedios mensuales de Bahía Blanca de 2009 a 2019, 

obtenidos de la estación meteorológica del CERZOS-CONICET (https:// 

meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET) (Fig. 3.5). De acuerdo con este 

análisis, los valores de k de noviembre a marzo (primavera a verano) serían el 

doble (1,4 div.día-1 a 1,5 div.día-1) que los de junio y julio (otoño a invierno) (0,68 

div.día-1 a 0,75 div.día-1). Además, de mayo a septiembre, k sería inferior a 1 div. 

d-1 (Fig. 3.5). Esta información fue usada para determinar la época del año más 
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adecuada para realizar los cultivos de H. coffeaeformis en piletas a cielo abierto 

(ver Capítulo 4). 

  

 

Figura 3.5. Temperatura media mensual del aire en Bahía Blanca de 2009 a 2019 

(https:// meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET) y k estimado (div.día-1) de H. 

coffeaeformis según las Ecuaciones (3.1) y (3.2). Los datos de temperatura del aire se 

expresan como el promedio ± desviación estándar de n = 10. 

3.3.2. Efecto de la salinidad sobre la acumulación de lípidos 

neutros y la cantidad y calidad lipídica de H. coffeaeformis 

El contenido de los lípidos totales (LT) no difirió significativamente (p > 0,05) con 

las diferentes salinidades, aunque se observó una tendencia creciente a 

mayores salinidades. Los valores de LT fueron de 26,58 ± 1,99% del peso seco 

libre de cenizas (PSLC) a 20‰, 27,91 ± 0,49% PSLC a 33‰ (control) y 31,22 ± 

1,72% PSLC a 45 ‰ Sin embargo, la cinética de los lípidos neutros (LN) de H. 

coffeaeformis expresada como intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo (IF-RN) 

se vio afectada por los valores de salinidad (Fig. 3.6 A). La IF-RN a 45‰ presentó 

valores significativamente más altos que aquellos a 20‰ y 33‰ desde el día 11 

(F =38,01; p < 0,01); siendo las IF-RN a 20‰ las más bajas (F = 40,19; p < 0,01) 
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(DMS = 220,44; p < 0,05), lo que indica una acumulación más alta y más rápida 

de LN a 45‰. Además, la salinidad afectó el contenido de lípidos neutros [LN] (F 

= 25,29; p < 0,05). Los valores de LN a 45‰ (~85,5 %LT) fueron 

significativamente mayores que los obtenidos a 20‰ (76,8 %LT), pero no 

mostraron diferencias significativas con el control de 33‰ (83,28 %LT) (p < 0,05). 

Por su parte, si bien el contenido de lípidos polares (glicolípidos [GL] y 

fosfolípidos [FL]) no presentaron diferencias significativas con la salinidad (p > 

0,05), el porcentaje de FL a 45‰ fue menor (2,5 %LT) que a 20‰ (5 %LT) y 33‰ 

(2,95 %LT) (Fig. 3.6 B). 

Figura 3.6. Cultivos de H. coffeaeformis creciendo a 20‰, 33‰ y 45‰. A. Cinética de 

la intensidad de fluorescencia del RN expresada en unidades arbitrarias (u.a.). B. 

Fracciones de lípidos (% de Lípidos Totales) (LN, lípidos neutros; GL, glicolípidos; y FL, 

fosfolípidos). La flecha indica el comienzo de la acumulación de LN a 45‰. Los 

experimentos se realizaron a 20 °C; fotoperíodo de 12 h:12 h luz:oscuridad; 21 μmol-

fotones m-2s-1. Los datos se expresan como promedio ± desviación estándar de dos 

réplicas. (DMS, ns; p > 0,05; los valores con una letra diferente son significativamente 

diferentes, p < 0,05). 
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Las distintas clases de ácidos grasos (saturados [AGS], monoinsaturados 

[AGMI] y poliinsaturados [AGPI]) y los principales ácidos grasos (> 1% del total 

de ác. grasos) correspondientes a los LN de H. coffeaeformis a 20‰, 33‰ y 45‰ 

se muestran en la Fig. 3.7. Las clases dominantes fueron los AGS y AGMI, 

independientemente de las salinidades. El porcentaje de AGS a 20‰ fue 

significativamente más alto que a 33‰ y a 45‰ (39,4%, 34,3% y 34,5%, 

respectivamente), debido a un mayor contenido de ácido palmítico (C16: 0) (p < 

0,01), mientras que los AGMI a 33‰ (43,5%) y a 45‰ (43,7%) fueron 

significativamente más altos que a 20‰ (41,2%), principalmente debido a 

valores más altos de ácido palmitoleico (C16:1 ω-7). Por su parte, los AGPI 

fueron la clase más reducida, independientemente de la salinidad, siendo el 

ácido eicosapentaenoico o EPA (C20:5ω3) el más abundante (p < 0,01). 
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Figura 3.7. Cultivos de H. coffeaeformis creciendo a 20‰, 33‰ y 45‰. a) Clases de 

ácidos grasos (% de LN) (AGS, ácidos grasos saturados; AGMI, ácidos grasos 

monoinsaturados; AGPI, ácidos grasos poliinsaturados). b) Principales ácidos grasos de 

los LN (> 1% del total de ácidos grasos). Los experimentos se realizaron a 20 °C; 12 

h:12 h luz:oscuridad y 21 μmol-fotones m−2 s−1. Los datos se expresan como promedio 

± desviación estándar de dos réplicas. (DMS, ns; p > 0,05; los valores con una letra 

diferente son significativamente diferentes, p < 0,05). 
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Figura 3.8. Perfil de FAME de los LN de H. coffeaeformis cultivada a diferentes 

salinidades (A: 20‰, B: 33‰ y C: 45‰), por cromatografía gaseosa. 
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3.3.3. Efecto de diferentes combinaciones de salinidad y relación 

Si:N sobre el  crecimiento y la acumulación de lípidos neutros 

de H. coffeaeformis 

La velocidad de crecimiento (k) y la relación IF-RN:IF-Cla de cultivos de H. 

coffeaeformis creciendo en un medio BAY bajo diferentes salinidades  y 

relaciones Si:N [C1 (20‰ y 0,125 Si:N); C2 (20‰ y 0,5 Si:N); C3 (33‰ y 0,125 

Si:N); y C4 (33‰ y 0,5 Si:N)] se muestran en la Fig. 3.9. Se detectaron 

diferencias significativas para k (F = 14,95; p = 0,012), y no se encontró 

interacción entre la salinidad y las relaciones Si:N (F = 0,08; p = 0,786) (Fig. 3.9 

A). Independientemente de las relaciones Si:N, las células adaptadas a 20‰, 

(C1 = 0,125 relación Si:N y C2 = 0,5 relación Si:N), mostraron un k 

significativamente mayor (p < 0,05) que las adaptadas a 33‰, (C3 = 0,125 

relación Si:N y C4 = 0,5 relación Si:N) (kC1 = 1,43 div.d-1 ; kC2 = 1,63 div.d-1 ; kC3 

= 1,10 div.día-1 ; kC4 = 1,34 div.d-1). Además, C1 y C3 mostraron los valores de 

IF-RN:IF-Cla más bajos y más altos, respectivamente (Fig. 3.9 B). Por lo tanto, 

las células cultivadas a 20‰ y 0,5 Si:N mostraron la velocidad de crecimiento 

más alta; mientras que las células cultivadas a 33‰ y 0,125 Si:N presentaron la 

acumulación de TAG más alta. 
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Figura 3.9. Cultivos de H. coffeaeformis creciendo bajo diferentes combinaciones de 

salinidades y relaciones Si:N, en un medio con Bayfolan a 20 °C, ciclo de luz:oscuridad 

de 12 h:12 h y 21 μmol-fotones m-2s-1. C1 (20‰ y 0,125 Si:N); C2 (20‰ y 0,5 Si:N ); C3 

(33‰ y 0,125 Si:N ) y C4 (33‰ y 0,5 Si:N). (A) Velocidad de crecimiento (k). (B) Relación 

IF-RN:IFCla. Los datos se expresan como promedio ± desviación estándar de dos 

réplicas ± desviación estándar (DE). Las letras corresponden al análisis DMS, dos o más 

puntos con letras diferentes son significativamente diferentes. 

3.4. Discusión 

La comercialización de aceites microagales para producir biodiésel, requiere de 

cultivos a gran escala, en donde se obtenga una importante producción de 

biomasa enriquecida en TAG. Sin embargo, esto requiere de estrategias para 

hacer el proceso rentable. Algunas alternativas para disminuir los costos de 

producción de biomasa a escala masiva, consiste en usar reactores a cielo 

abierto con insumos sustentables. La especie seleccionada en este estudio, fue 

aislada del estuario de Bahía Blanca, por lo que se espera que el uso de agua 

de mar pueda sustentar el escalado de los cultivos. Además, el suplemento de 

biofertilizantes y silicatos, es una alternativa al uso de drogas comerciales. Sin 

embargo, el punto más importante, es determinar las condiciones que estimulan 

el crecimiento y la acumulación de TAG, necesarios para la producción de 

biodiésel. El crecimiento, se ve favorecido por condiciones favorables de 

concentración de nutrientes, temperatura y salinidad; mientras, que la 

acumulación lipídica responde a factores de estrés, como déficit de nutrientes, 

salinidades sub-óptimas, estado de envejecimiento celular, entre otros (D’Ippolito 
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et al. 2015; Indrayani et al. 2019). Considerando que la etapa de producción 

masiva de biomasa y lípidos neutros se debe realizar a cielo abierto, la 

identificación de estresores que favorezcan la acumulación lipídica es importante 

para evaluar el potencial de los cultivos bioenergéticos. El diseño del reactor 

(volumen, sistema de mezcla, profundidad, etc) y el clima del lugar también son 

importantes (Kumar et al. 2015). Así, un conocimiento integral de todos estos 

factores es necesario para lograr la viabilidad comercial de una biorrefinería de 

diatomeas destinada a la producción de biodiésel. 

La temperatura es uno de los principales factores ambientales que modula el 

crecimiento y el metabolismo de las microalgas (Yu et al. 2018), y su variación 

afecta la producción y la composición de la biomasa en cultivos a cielo abierto 

(Borowitzka 2013). En la presente Tesis, H. coffeaeformis creció en un amplio 

rango de temperaturas (5 °C a 30 °C) y mostró una velocidad de crecimiento 

óptima entre 20 °C y 25 °C. Un comportamiento similar ha sido observado en 

otras especies de diatomeas como Chaetoceros pseudocurvisetus, C. cf. 

wighamii, Skeletonema costatum y S. hantschii (Suzuki & Takahashi 1995; de 

Castro Araujo & Tavano García 2005). En el presente estudio, la velocidad de 

crecimiento de H. coffeaeformis se describió mediante dos ecuaciones 

cuadráticas negativas, una de 5 °C a 20 °C y la otra de 20 °C a 30 °C, con valores 

positivos de k hasta 35,7 °C. Esta información permite caracterizar el 

comportamiento euritérmico de la especie, y también puede ser útil para predecir 

su crecimiento en cultivos en piletas a cielo abierto, donde la variación de la 

temperatura es significativa. Las variaciones térmicas en sistemas tipo raceway 

suelen seguir las variaciones térmicas del aire, en particular debido a su baja 

profundidad (de 18 cm a 30 cm de profundidad, aproximadamente). Por lo tanto, 

teniendo en cuenta sólo la temperatura promedio del aire, el crecimiento de la 

especie estudiada en piletas a cielo abierto se maximizaría en los meses más 

cálidos en zonas templadas.  Los valores de k de noviembre a marzo (primavera 

a verano) deberían duplicar los de junio y julio (otoño a invierno). Además, de 

mayo a septiembre, el k debería ser menor que 1 div. día -1, lo que indica que la 

población de esta especie requeriría más de 24 horas para dividirse (Fig. 3.5). El 

aumento de la productividad de biomasa es uno de los factores más importantes 

que contribuyen a mejorar la rentabilidad del proceso de producción (Cruce et al. 
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2021). Por lo tanto, la alternancia de cultivos de H. coffeaeformis con cultivos de 

especies que crezcan mejor a temperaturas más bajas, podría ser una buena 

estrategia para garantizar la continuidad de la producción anual de biomasa en 

ambientes templados. Por ejemplo, la diatomea cosmopolita Skeletonema 

costatum, cuya composición lipídica es adecuada para la producción de biodiésel 

(Popovich et al. 2012a), se ha asociado con eventos de floraciones invernales 

(Guinder et al. 2021) y, por lo tanto, podría ser cultivada durante los meses fríos. 

Respecto a la salinidad, H. coffeaeformis creció en un amplio rango de 

salinidades desde 5‰ hasta 95‰, presentando una velocidad de crecimiento 

óptima a 20‰. La velocidad de crecimiento en función de la salinidad mostró una 

ecuación cuadrática negativa de 0‰ a 20‰; y una ecuación logarítmica negativa 

de 20‰ a 95‰. Esta información permite caracterizar el comportamiento 

eurialino de la especie, y también puede ser útil para predecir su crecimiento en 

cultivos en piletas a cielo abierto, donde la variación de salinidad es significativa 

debido a eventos de precipitación y procesos de evaporación (Ishika et al. 2018). 

Ishika et al. (2018) evaluaron el efecto del aumento de la salinidad en diferentes 

especies de microalgas. Por ejemplo, Amphora sp. mostró un aumento gradual 

en la productividad de biomasa hasta su salinidad óptima a 85‰. La 

Eustigmatophyta marina Nannochloropsis oculata mostró una disminución en su 

velocidad de crecimiento cuando la salinidad aumentó de 35‰ a 45‰ (Gu et al. 

2012). Estas respuestas diferentes indican que la salinidad es específica de la 

especie y de la cepa (Kirst 1990; Shikata et al. 2008). En un cultivo híbrido, 

consistente en una primera etapa de producción de inóculos y una segunda 

etapa de producción masiva de biomasa, la salinidad debe ser tenida en cuenta 

ya que es un factor que afecta el crecimiento de la cepa estudiada. En la etapa 

de producción de inóculos, en donde se requieren condiciones favorables para 

maximizar el crecimiento celular, una salinidad de 20‰ permitiría maximizar el k 

de H. coffeaformis. Por otra parte, en la etapa de producción masiva de biomasa 

a cielo abierto con agua de mar, salinidades cercanas o superiores a 40‰ 

deberían propiciar condiciones de estrés, disminuyendo el crecimiento.  

En particular, el estrés salino juega un rol importante en la acumulación de lípidos 

neutros en diatomeas (Zulu et al. 2018, Ishika et al. 2018). Halamphora 

coffeaeformis mostró una tendencia a aumentar la acumulación de LN en células 
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adaptadas a 45‰ en comparación con aquellas adaptadas a 20‰. Esta 

respuesta es similar a la de otras especies oleaginosas como Nannochloropsis 

salina (Bartley et al. 2013), N. oculata (Gu et al. 2012), Amphora sp. y Navicula 

sp. (Ishika et al. 2018). Cabe destacar que en H. coffeaeformis, una salinidad de 

20‰ optimizó el crecimiento y no estimuló la acumulación de LN; mientras que 

una salinidad de 45‰ provocó una disminución en la velocidad de crecimiento y 

una estimulación en la acumulación de LN. Esta compensación (trade-off) entre 

el crecimiento y la acumulación de LN frente a cambios de salinidad es una 

estrategia propicia para el desarrollo de cultivos bioenergéticos en la especie 

estudiada. Por otro lado, el contenido de lípidos totales de la biomasa cosechada 

a 20‰, fue similar al obtenido a 45 ‰; sin embargo, la acumulación de LN fue 

más lenta y el porcentaje de LN fue menor que a 33 y 45‰. Es importante 

destacar, que la acumulación de LN en H. coffeaeformis ocurrió en fase 

estacionaria, independientemente de la salinidad, al igual que en otras especies 

de diatomeas (Popovich et al. 2012a; Hildebrand et al. 2014).  Sin embargo, en 

la especie estudiada, un valor de salinidad de 45‰ tuvo un efecto sinérgico, 

adelantando el inicio del período de acumulación. Así un escenario, 

caracterizado por un incremento de la salinidad del medio, permitiría acortar el 

tiempo de cosecha en cultivos bioenergéticos de la especie a cielo abierto. 

Además, el contenido de fosfolípidos de H. coffeaeformis disminuyó con el 

aumento de la salinidad. Esta característica favorece una buena calidad de 

biodiésel, el cual debe presentar valores de fosfolípidos inferiores a 10 mg L-1 

(EN 14214) (Griffiths et al. 2011).  

En cultivos en piletas a cielo abierto, basados en agua de mar, pueden ocurrir 

variaciones importantes en la salinidad debido a cambios en el volumen del 

cultivo a través de procesos de precipitación y/o evaporación. De acuerdo con 

estos conceptos, en el presente trabajo se estimó la altura de la columna de agua 

y el nivel de salinidad que potencialmente podría alcanzar una pileta a cielo 

abierto bajo condiciones hipotéticas. Esta información puede ser útil para 

predecir las variaciones en la productividad de LN en cultivos bioenergéticos de 

H. coffeaeformis. En cultivos tipo batch, la cantidad de sal (CS) es constante e 

igual al producto entre la salinidad (S) (‰ = g. L−1) y el volumen del cultivo (V). 

Así:  
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𝐶𝑆 = 𝑆𝑖 . 𝑉𝐼   (Ecuación.3.5.) 

y 

𝐶𝑆 = 𝑆𝑥 . 𝑉𝑥  (Ecuación.3.6.) 

donde CS es la cantidad de sal; Si es la salinidad inicial del medio de cultivo; Vi 

es el volumen inicial del cultivo; Sx es la salinidad del medio de cultivo en el 

tiempo x; y Vx es el volumen del cultivo en el tiempo x. 

en consecuencia, 

𝑆𝑖 . 𝑉𝐼 = 𝑆𝑥 . 𝑉𝑥  (Ecuación.3.7.) 

 

El volumen del cultivo está definido por la altura (h) de la columna de agua, que 

es variable, y el área de la pileta (A), que es constante. De acuerdo con las 

ecuaciones (5 a 7), se obtuvieron las siguientes ecuaciones: 

(ℎ𝑖. 𝐴). 𝑆𝑖 = (ℎ𝑥 . 𝐴). 𝑆𝑥 (Ecuación.3.8.) 

 

ℎ𝑖. 𝑆𝑖 = ℎ𝑥 . 𝑆𝑥  (Ecuación.3.9.) 

 

(ℎ𝑖. 𝑆𝑖). 𝑆𝑥
−1 = ℎ𝑥 (Ecuación.3.10.) 

 

(ℎ𝑖. 𝑆𝑖). ℎ𝑥
−1 = 𝑆𝑥 (Ecuación.3.11.) 

 

donde hi es la altura del cultivo inicial; A es el área de la pileta; Si es la salinidad 

inicial; hx es la altura del cultivo en el tiempo x y Sx es la salinidad en el tiempo x. 

Por lo tanto, la altura del cultivo en el tiempo x se puede calcular utilizando la 

ecuación (3.10), independientemente del área de la pileta (A). De la misma 

manera, la salinidad del medio de cultivo en el tiempo x se puede calcular según 

la Ec. (3.11.). Por ejemplo, en una pileta a cielo abierto con una altura de cultivo 

inicial de 20 cm y una salinidad inicial de 33 ‰, tendría que llover 130 mm en 

poco tiempo para que la salinidad alcance el 20 ‰. Este valor de salinidad 
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provoca un incremento en el crecimiento de H. coffeaeformis y 

consecuentemente, un retraso en la acumulación de LN. Esta situación debería 

considerarse en regiones en donde este tipo de régimen pluvial es frecuente. Por 

otro lado, los procesos de evaporación podrían ser de particular importancia 

durante períodos cálidos y ventosos (Hisatake et al. 1993). Por ejemplo, en una 

pileta a cielo abierto con una altura de cultivo inicial de 20 cm y una salinidad 

inicial de 33‰, tendrían que evaporarse 53 mm de agua en un corto tiempo para 

que la salinidad alcance 45‰. Este escenario favorecería la acumulación de LN 

en cultivos de H. coffeaeformis. En la región de Bahía Blanca, las temperaturas 

máximas pueden alcanzar más de 40 °C; hay vientos frecuentes con una 

velocidad promedio de 16,2 km.h-1 y valores máximos de 92 km.h-1, la humedad 

promedio es de 44,7% y las precipitaciones son típicas de un clima semiárido, 

con una media anual de 563 mm (https:// meteobahia.com.ar CERZOS-

CONICET). Por lo tanto, debido al clima de la región, el aumento de salinidad, 

debería ser un fenómeno relativamente frecuente en cultivos a cielo abierto 

sustentados por agua de mar, representado así una estrategia para inducir la 

producción de lípidos neutros para biodiésel en la especie estudiada. 

 Las clases de lípidos y la composición de ácidos grasos de H. coffeaeformis 

también se vieron afectadas por la salinidad. Knothe (2005) menciona que el 

perfil de ésteres de ácidos grasos del biodiésel es relativamente consistente con 

el perfil de ácidos grasos del aceite con el que fue producido. Este autor ha 

indicado que aceites con una proporción dominante de AGMI, seguido por AGS 

y en menor medida por AGPI, son adecuados para obtener una buena calidad 

de biodiésel. En este trabajo, la calidad de los lípidos de H. coffeaformis presentó 

diferencias asociadas con la salinidad. Por ej, la cantidad de AGMI aumentó 

significativamente a 45‰, debido al incremento del ácido palmitoleico (C16: 1 ω-

7 = 36,4% de los ácidos grasos totales). El éster metílico de este ácido, el 

palmitoleato metílico, es de interés para la producción de biodiésel, dado que 

brinda ventajas relacionadas con su viscosidad cinemática, especialmente en 

motores sometidos a bajas temperaturas. Este éster metílico tiene un punto de 

fusión de -33,9 °C, que es 13,3 °C más bajo que el del metil oleato, un éster 

metílico derivado del ácido oleico y que es común en el aceite de soja (Knothe 

2008; 2010). Además, el ácido palmitoleico no es muy abundante en plantas 
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superiores, como la colza o la soja (<1% de los ácidos grasos totales), que son 

materias primas convencionales para biodiésel. Así, las altas salinidades 

representan un doble beneficio en los cultivos de H. coffeaeformis, ya que 

mejoran la cantidad y calidad de los ácidos grasos. 

Los resultados de este estudio mostraron que la salinidad es un factor clave que 

puede modular el crecimiento y la acumulación de TAG en H. coffeaeformis. Otro 

factor que afecta estas variables en las diatomeas es la disponibilidad de silicatos 

(Martin-Jézéquel et al. 2000). El Si es un elemento esencial para el crecimiento 

de las diatomeas, dado que forma parte de su pared celular o frústulo, y 

limitaciones en este elemento afectan su crecimiento y estimulan la acumulación 

de TAG (Martin-Jézéquel et al. 2000; Hildebrand et al. 2014). En este estudio, el 

uso de agua de mar a 20‰ enriquecida con Bayfoland con una buena 

disponibilidad de Si y N (Si:N de 0,5) permitió obtener la máxima velocidad de 

crecimiento, los valores más altos de IF-Cla y los valores más bajos de IF-RN:IF-

Cla. Esta mejora en el crecimiento y performance del cultivo es relevante para 

optimizar la producción de inóculos de esta especie, necesarios para el escalado 

a cultivos a cielo abierto. Por otro lado, el uso de agua de mar a 33‰, enriquecida 

con Bayfoland con una relación Si:N de 0,125, permitió obtener los valores más 

altos de IF-RN:IF-Cla en el día 7. Así, esta combinación fue considerada una 

buena estrategia para comenzar un cultivo outdoor de H. coffeaeformis tendiente 

a la producción de lípidos neutros. Se espera que el aumento de la salinidadpor 

eventos de evaporación, combinado con una disminución en la concentración de 

Si, incremente el rendimiento de LN, necesario para la producción de bioediésel 

en la especie estudiada.  

3.5. Conclusiones 

Los océanos comprenden más del 70% de la superficie de la Tierra y el agua 

dulce es un recurso valioso que debe ser cuidado para el desarrollo de la 

humanidad. Por lo tanto, los entornos costeros, estuarinos y de marisma se 

presentan como posibles lugares para instalar biorrefinerías de microalgas 

marinas a gran escala para la producción de biodiésel. En este contexto, los 

resultados obtenidos en este capítulo proporcionan información de base para el 

desarrollo de cultivos bioenergéticos de H. coffeaeformis. Así, para optimizar la 
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producción de inóculos se sugiere utilizar fotobioreactores a una temperatura de 

20 °C, una salinidad de 20‰ y una relación Si:N de 0,5; mientras que para inducir 

la acumulación de TAG en un tiempo más corto en piletas a cielo abierto, se 

sugiere iniciar los cultivos a 33‰ de salinidad (una salinidad típica del agua de 

mar) y una relación Si:N de 0,125. Durante el transcurso del cultivo se espera 

que la disminución de la salinidad, inducida por precipitaciones, incremente el 

crecimiento de la especie y retrase la acumulación de lípidos neutros, mientras 

que los aumentos de salinidad, inducidos por la evaporación, representen 

estresores del crecimiento. En particular, valores de salinidad superiores a 45‰ 

podrían ser útiles como señales de "alarma" para detectar períodos de 

acumulación de lípidos neutros a lo largo del tiempo. Además, como H. 

coffeaeformis tiene la capacidad de autoflocular y formar biofilms, una reducción 

en la altura de la columna de agua causada por evaporación no sería un 

impedimento para su supervivencia y por otra parte, el costo de la cosecha se 

reduciría sustancialmente. Bajo este contexto, la información obtenida en este 

capítulo resulta de utilidad para el diseño de cultivos a cielo abierto, necesarios 

para validar el comportamiento de la especie bajo condiciones naturales. 
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Capítulo 4 – Cultivo de Halamphora coffeaeformis a 

cielo abierto en pileta tipo raceway 

 

4.1. Introducción 

Países como Austria, Francia, Alemania, Italia, Malasia, España, Suecia y 

Estados Unidos son pioneros en la prueba, producción y uso de biodiésel en 

automóviles (Wiesenthal et al. 2009). En 2020, Estados Unidos se posicionó 

como el principal productor de biocombustibles a nivel mundial, registrando una 

producción aproximada al equivalente de 600.000 barriles de petróleo por día 

(Ya-wen 2021). 

La producción de biomasa microalgal a escala comercial es uno de los 

principales desafíos para el desarrollo de cultivos bioenergéticos destinados a la 

producción de aceites para biodiésel (Abomohra et al. 2016). Las piletas de tipo 

raceway son una buena alternativa para la producción masiva de microalgas 

(Borowitzka 2016), dado que presentan costos operativos y de inversión 

relativamente bajos. Además, pueden construirse en terrenos no cultivables, 

predios industriales y plantas de tratamiento de aguas residuales (Borowitzka & 

Moheimani 2013). Suelen ser construidas de hormigón, cemento, fibra de vidrio 

o membranas de PVC impermeables y con una altura de hasta 40 cm (Rayen et 

al. 2019), que contiene cultivos de 20 a 30 cm de profundidad (Borowitzka 2016). 

Típicamente poseen un sistema de agitación compuesto por una rueda de 

paletas que mezcla el cultivo, aunque también pueden contar con aireadores, 

hélices o bombas, entre otros (Borowitzka & Moheimani 2012). Existen empresas 

que han logrado modelos de negocios exitosos utilizando microalgas cultivadas 

en agua de mar. Por ejemplo, Cyanotech®, es una empresa líder en Hawaii, 

Estados Unidos, que desde 1983 realiza cultivos masivos de microalgas con 

fines comerciales para industrias nutracéuticas y alimenticias 

(https://www.cyanotech.com). Actualmente poseen 39 hectáreas donde se 

encuentra el área de cultivo, las instalaciones de procesamiento, una planta de 

extracción en el lugar y edificios de oficinas y de investigación (Fig. 4.1 A y B). 

https://www.cyanotech.com/
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Sus cultivos, realizados con agua de mar que bombean desde la costa, se basan 

en las microalgas Spirulina sp. y Haematococcus pluvialis (Fig. 4.1 C y D), de las 

que obtienen sus productos, Hawaiian Spirulina® y BioAstin® Hawaiian 

Astaxanthin (Fig. 4.1 E). Además, utilizan un sistema fotovoltaico de 684 KW 

para alimentar los motores de las piletas y así reducir las emisiones de gases de 

efecto invernadero. Cyanotech® ha logrado ser líder mundial en cultivo de 

microalgas, siendo Hawaiian Spirulina® y BioAstin® los productos más vendidos 

para sus categorías en Estados Unidos (https://www.cyanotech.com/our-

history/). 

Figura 4.1. A y B) Instalaciones de Cyanotech®. C) Cultivos de espirulina y 

Haematococcus pluvialis en piletas tipo raceway. D) Hawaiian Spirulina® E) Astaxantina 

BioAstin®. 

Sin embargo, los cultivos bioenergéticos de microalgas no han alcanzado una 

producción a gran escala debido a diversas barreras, como: métodos de cultivo 

no optimizados, baja tasa de retorno energético, altos costos de capital, y 

competencia con otros commodities (Beal et al. 2015). En los últimos años este 

tipo de análisis ha derivado en la necesidad de (I&D) con el fin de determinar la 

factibilidad de radicar biorrefinerías de biomasa microalgal para cubrir la brecha 

de rentabilidad y encontrar soluciones creativas para promover su 

sustentabilidad ambiental. Grandes compañías petroleras, como ExxonMobil, 

Chevron y Shell, asociadas con empresas de tecnología de algas han invertido 

https://www.cyanotech.com/our-history/
https://www.cyanotech.com/our-history/
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y realizado esfuerzos para la comercialización de biocombustibles basados en 

microalgas, pero solo han llegado a escala piloto (Singh & Gonzales-Calienes 

2021). A pesar de consistir en mercados diferentes, empresas como Cyanotech® 

demuestran que el desarrollo de cultivos masivos en ambientes costeros es 

posible, por lo que sus avances en el estado de arte pueden inspirar el desarrollo 

de cultivos bioenergéticos, a pesar de que la escala en este último caso sea 

necesariamente mayor para cubrir la rentabilidad del proceso.  

Bajo este contexto, una vez seleccionada la especie oleaginosa y evaluado su 

comportamiento a escala de laboratorio (ver Capítulo 3 de esta), el siguiente 

desafío es conocer su capacidad de escalado y su comportamiento bajo 

condiciones naturales. Para ello es importante considerar que los cultivos 

microalgales a cielo abierto en piletas tipo raceway están directamente afectados 

por el clima de la región y la disponibilidad de agua adecuada para el crecimiento 

de la especie (Borowitzka 2016). En estos sistemas abiertos, las condiciones 

físico-químicas del cultivo se encuentran fuertemente afectadas por las 

variaciones de temperatura y humedad del aire, velocidad del viento, régimen de 

precipitación, entre otras. En particular, dichos factores pueden modificar 

significativamente la temperatura, el pH, la salinidad y la solubilidad de los 

nutrientes del cultivo; como también la altura de la columna de agua, afectando 

directamente el crecimiento y metabolismo microalgal (Zhuang et al. 2018). 

Algunos estudios realizados con cultivos de diatomeas a cielo abierto con fines 

bioenergéticos, como por ejemplo con Fistulifera solaris y Mayamaea sp. en 

Kitakyushu, Japón (Matsumoto et al. 2017) y Amphora sp. en Perth, Australia 

(Indrayani et al. 2019), han demostrado que la acumulación de lípidos neutros 

es susceptible a la cepa seleccionada, ubicación geográfica, condiciones 

climáticas, escala del cultivo, producción del inóculo y momento de la cosecha, 

entre otros factores. Así un conocimiento integral de todos estos factores es 

necesario para definir el potencial uso de una microalga oleaginosa para el 

desarrollo de cultivos bioenergéticos.  

Como se ha demostrado en el presente estudio, H. coffeaeformis es una cepa 

euritolerante, que puede crecer bajo un amplio rango de temperaturas (5 °C a 30 

°C) y salinidades (5 ‰ a 95 ‰) (ver Capítulo 3 de esta Tesis). Los límites 

máximos de tolerancia de la cepa a escala de laboratorio fueron 35 °C y al menos 
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95 ‰ de salinidad. Además, se determinó que valores de salinidad superiores a 

45 ‰ son particularmente interesantes como estresores para la producción de 

lípidos neutros. Esta cepa creciendo en piletas raceways indoor y con medio 

convencional f/2 alcanzó contenidos de lípidos totales de hasta el 54,4 % de peso 

seco libre de cenizas (AFDW), y contenidos de lípidos neutros de hasta 34 % 

AFDW (Martín et al. 2016; 2018).  Bajo este contexto, en este capítulo se 

presenta por primera vez un estudio integral del cultivo de H. coffeaeformis a 

cielo abierto en piletas de tipo raceways con agua proveniente del estuario de 

Bahía Blanca. Ante la insuficiencia de información de procesos de este tipo a 

escala industrial, es necesario comenzar en planos menores al procurar evaluar 

la factibilidad operativa y técnica para luego poder abordar el plano económico.  

Los objetivos de este capítulo fueron: 1) Evaluar el crecimiento, la 

acumulación de TAG, el contenido de lípidos totales, de fracciones lipídicas y de 

clases de ácidos grasos de la cepa argentina H. coffeaeformis en piletas 

raceways  a cielo abierto, utilizando agua de mar del estuario de Bahía Blanca 

enriquecida con un biofertilizante  de marca reconocida; 2) Evaluar la relación de 

las variables fisicoquímicas y ambientales con las variables biológicas de los 

cultivos; 3) Determinar y evaluar la calidad de lípidos totales, fracciones lipídicas 

(neutros y polares) y perfil de ácidos grasos, a través de métodos usados a 

escala de laboratorio y cantidad de lípidos totales a través del método de Soxhlet, 

con el fin de aplicar un método usado a nivel industrial; 4) Estimar las 

propiedades del biodiésel a partir de los perfiles de ácidos grasos obtenidos.   

Resumen: Se realizaron cultivos de H. coffeaeformis en piletas tipo raceway a 

cielo abierto. La especie se cultivó en agua de mar enriquecida con biofertilizante 

Bayfolan® (Bayer CropScience) con la adición de silicatos. Se seleccionó el 

biofertilizante como un medio de cultivo económicamente viable a gran escala. 

Los experimentos se llevaron a cabo en verano y primavera, cuando las 

temperaturas medias de la región presentaban valores entre 14 °C y 24 °C; la 

velocidad del viento era de aproximadamente 22 km h-1; y había entre 12,0 y 

14,9 horas de luz diurna (https://meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET). 

Además, se compara el rendimiento y la calidad del aceite de cultivos de H. 

coffeaeformis con los aceites usados para producir biodiésel comercial, como la 
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soja. Esta instancia resulta de gran utilidad fáctica al momento de extrapolar los 

rendimientos hacia escalas mayores.  

Las hipótesis de trabajo consideradas en este capítulo fueron que: El cultivo 

estacional a cielo abierto de H. coffeaeformis en piletas tipo raceway utilizando 

agua de mar enriquecida con biofertilizante Bayfolan® con la adición de silicatos 

promoverá un crecimiento adecuado y una acumulación significativa de TAG, lo 

que lo convierte en una fuente prometedora para la producción de aceites para 

biodiésel; Las variables fisicoquímicas y ambientales, influirán significativamente 

en el crecimiento y la acumulación de lípidos en los cultivos de H. coffeaeformis 

en piletas tipo raceway a cielo abierto; Las propiedades de biodiésel estimadas 

a partir del perfil de ácidos grasos de H. coffeaeformis será comparable o 

superior a las estimadas a partir del aceite de soja. 

Parte de los resultados que componen el siguiente capítulo fueron publicados en: 

 -Navarro FE, Leonardi PI, Damiani MC, Martín LA, Martinez AM, Popovich C.A. 

(2023) Outdoor culture of Halamphora coffeaeformis in the semi-arid 

Pampa of Argentina: A comprehensive analysis of triacylglycerol 

production for biodiesel. Algal Research, 74: 103170. (2023) 

 

4.2. Materiales y Métodos 

4.2.1. Clima del área de estudio 

Se realizó un estudio del clima de Bahía Blanca (38° 43′ 0 ′′ S 62° 16′ 0′′ O) desde 

el año 2010 hasta el año 2021 para seleccionar las estaciones del año más 

adecuadas para el desarrollo de cultivos a cielo abierto de Halamphora 

coffeaeformis. El conjunto de datos utilizados (temperatura del aire, radiación 

fotosintéticamente activa [PAR], precipitaciones y velocidad del viento) fue 

obtenido de la base de datos de la Estación Meteorológica ubicada en el campus 

del CERZOS (CCT-CONICET Bahía Blanca) (https://meteobahia.com.ar 

CERZOS-CONICET). 

4.2.2. Producción de inóculo 

https://meteobahia.com.ar/
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Halamphora coffeaeformis fue cultivada de manera exponencial en un 

fotobiorreactor cilíndrico de vidrio de borosilicato de 25 L (FBR) (Marca FIGMAY 

S.R.L., Córdoba, Argentina) con el objetivo de obtener 12 L de inóculos para 

piletas tipo raceway con 158 L de medio de cultivo (Fig 4.2). El FBR está 

construido de vidrio borosilicato, tiene una altura de 70 cm, un diámetro interno 

de 25 cm y un diámetro externo de 26 cm (Fig. 4.2 A). En su parte superior posee 

una tapa bridada con 5 bocas roscadas y una central por donde pasa el eje de 

un agitador que permite la mezcla del cultivo. Las velocidades de agitación van 

desde 10 a 90 rpm. Posee robinetes para venteo de oxígeno, doble entrada para 

aire y CO2 en forma simultánea, válvulas de descarga, termómetro electrónico y 

tablero electrónico de comando. Además, posee cuatro paneles LED blancos 

dispuestos verticalmente alrededor del biorreactor (Fig. 4.2 A). El fotobiorreactor 

está situado en una cámara de cultivo con temperatura controlada, la que fue 

verificada diariamente mediante un termómetro de máximos y mínimos. 

Considerando las condiciones que maximizan el crecimiento de la cepa (ver 

Sección 2.3.2 del Capítulo 2), se utilizó el medio BAY con una salinidad de 20‰ 

y con una relación Si:N Redfield/Brzezinski  no limitante de 0,5  (Sarthou et al. 

2005). La producción del inóculo se llevó a cabo en el FBR durante 4 días a 20°C 

± 2°C (Fig. 4.2 B y C). La iluminación consistió en paneles LED blancos alrededor 

del FBR, con un PAR de 100 μmol fotones.m-2 s-1 y un fotoperíodo de 12:12 h de 

luz:oscuridad (Fig. 4.2 C). El cultivo se mantuvo bajo agitación continua mediante 

un sistema de paletas centrales (Fig. 4.2 C) y, mediante el uso de un mezclador 

de aire y CO2, se suministró aire con un 1 % de CO2 (v/v) cada 3 segundos 

durante 2 h por día (Fig. 4.2 D). Este tiempo fue seleccionado para evitar 

disminuciones excesivas del pH del medio. El cultivo se cosechó en fase de 

crecimiento exponencial para obtener células fotosintéticamente activas. Pasado 

4 días, el volumen total del FBR fue cosechado y utilizado como inóculo para los 

cultivos a cielo abierto. 
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Figura 4.2. Preparación de inóculos de H. coffeaeformis en fotobiorreactor cilíndrico. A) 

Fotobiorreactor cilíndrico de 25 L Figmay. B) Inicio del inóculo en fotobiorreactor. C) 

Crecimiento de inóculo en fotobiorreactor. D) Sistema de inyección de aire con un 1 % 

de CO2 (v/v). 

4.2.3. Cultivos a cielo abierto en piletas tipo raceway 

Los estudios de laboratorio indicaron que H. coffeaeformis puede crecer bien (≥ 

0,8 div.d -1) entre 10 °C y 30 °C (ver Capítulo 3). Por lo tanto, en base a una 

evaluación del clima durante 12 años en la región (https://meteobahia.com.ar 

CERZOS-CONICET), se realizaron dos experimentos de cultivo a cielo abierto 

https://meteobahia.com.ar/
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de la siguiente manera: a) el primer cultivo se llevó a cabo a finales del verano 

de 2021 (cultivo de verano), y b) el segundo cultivo se realizó a finales de la 

primavera de 2021 (cultivo de primavera). Se utilizaron piletas tipo raceway de 

PVC de aproximadamente 0,96 m2 (1,6 m de longitud y 0,6 m de ancho) y 0,3 m 

de altura. Las piletas fueron ubicadas en una parcela dentro del campus del 

CERZOS en el CCT-CONICET. Los cultivos se llevaron a cabo con agua de mar 

con una salinidad de 33 ‰, enriquecida con biofertilizante Bayfolan® 11-8-6 (N-

P-K) (Bayer CropScience) con la adición de Na2SiO3 en una relación 0,125 Si:N. 

Los estudios realizados en el Capítulo 3 de esta Tesis, demostraron que bajo 

estas condiciones los cultivos de H. coffeaeformis presentan una importante 

acumulación de TAG en pocos días. 

A esta escala de cultivo, el agua de mar envejecida y filtrada (1 μm Milliporo) fue 

clorada (1,1 mL de hipoclorito de sodio al 5 % por litro de agua) y se dejó reposar 

por un día, luego se sometió a un corto período de aireación y por último se 

neutralizó el hipoclorito de sodio con 0,15 g de tiosulfato de sodio Na2S2O3 por 

litro de agua.  Una vez neutralizado el hipoclorito de sodio, se incorporó el 

Bayfolan® y Na2SiO3 (Fig.  4.3 A). Luego se incorporó el inóculo (Fig. 4.3 B). La 

agitación fue producida por una rueda de paletas de PVC unida a un eje rotativo 

accionado por un motor eléctrico (37 W, 12 V y 5 A). Para obtener una turbulencia 

adicional, diariamente se burbujeó aire comprimido enriquecido con CO2 al 1 % 

(v/v) durante 2 horas, a través de un tubo de plástico perforado pegado al fondo 

de la pileta. Los valores de pH de los cultivos oscilaron entre 7,8 y 10,1. Los 

raceways comenzaron con una profundidad de cultivo de 0,2 m equivalente a un 

volumen de cultivo de 170 L, incluidos los 12 L de inóculo. El muestreo para 

analizar las condiciones fisicoquímicas, densidad celular, peso seco, cinéticas 

de clorofila, RN y nutrientes, se realizó en forma diaria a partir de una muestra 

de 500 mL tomada con una probeta de plástico (Fig. 4.3 C). A partir de esta 

muestra homogeneizada mediante un agitador (Marca: Precytec) se tomaron 

submuestras para las distintas variables (Fig. 4.3 D).   
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Figura 4.3. Inicio del cultivo de H. coffeaeformis a cielo abierto en pileta tipo raceway. 

A) agregado del Bayfolan® y silicatos al agua de mar acondicionada; B) Incorporación 

del inóculo, C) Muestra representativa de 500 mL; D) Submuestreos a partir de la 

muestra homogeneizada con un agitador e imán.  

 

La duración de los ensayos se determinó de acuerdo al momento de máxima 

producción de LN, a partir del cual se realizó la cosecha. Para fijar un criterio de 

máxima acumulación, se consideró una relación entre la intensidad de 

fluorescencia del Rojo Nilo (IF-RN) y la intensidad de fluorescencia de clorofila-

a (IF-Cla) mayor o igual a 40 (IF-RN:IF-Cla ≥40), de acuerdo a Bongiovani et al. 

(2013) (ver Sección 4.2.4). Este valor se utilizó como un indicador del 

desequilibrio a favor de la acumulación de lípidos neutros, lo que indicó el 

momento adecuado para la cosecha.  

En la Fig. 4.4 se muestra la progresión de un cultivo a cielo abierto tipo batch de 

H. coffeaeformis en piletas tipo raceway, desde su inicio (Fig. 4.4 A) hasta el 

momento de la cosecha (Fig 4.4 D). Para proceder a la cosecha (Fig. 4.5), se 

detuvieron las paletas y la aireación, y luego de un período de una hora, las 

células de H. coffeaeformis autoflocularon formando un biofilm en el fondo de la 

pileta (Fig. 4.5 A). El sobrenadante se retiró a través de una canilla, ubicada en 

un extremo de la pileta y se recuperó para su reciclaje (Fig. 4.5 B). Luego, el 

biofilm (Fig. 4.5 C) se cosechó raspando con una pala y recogiéndolo en frascos 

de plástico (Fig. 4.5 D). La biomasa se congeló a -80 °C o se liofilizó, según el 

análisis a realizar a posteriori. 
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Figura 4.4. Progresión de un cultivo batch a cielo abierto de H. coffeaeformis, llevado a 

cabo en verano de 2021, desde el inicio hasta el momento de la cosecha. A) Pileta con 

agua de mar, sin el agregado del inóculo; B) Día 2 del cultivo; C) Día 8 del cultivo; D) 

Día 13 del cultivo (día de cosecha).  

 

Figura 4.5. Cosecha de H. coffeaeformis en cultivo batch a cielo abierto, , llevado a cabo 

en verano de 2021. A) Autofloculación de células. B) Retiro y recuperación del 

sobrenadante. C) Biomasa húmeda sin sobrenadante. D) Cosecha de biomasa en 

frascos plásticos. 

 

4.2.4. Determinación de la cinética de la intensidad de fluorescencia 

de la clorofila-a y el Rojo Nilo. Cálculo de la relación Rojo Nilo 

y clorofila-a 

La cinética de la intensidad de fluorescencia de la clorofila-a (IF-Cla), del Rojo 

Nilo (IF-RN) y la relación de Rojo Nilo y clorofila-a (IF-RN:IF-Cla) se realizaron 

de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.6. del Capítulo 2. 
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4.2.5. Monitoreo de variables climáticas y fisicoquímicas 

El análisis de las variables climáticas y fisicoquímicas se realizó a lo largo de los 

cultivos de verano y primavera (Fig. 4.6). Datos diarios de temperatura del aire 

(°C) y precipitación (mm) se obtuvieron de la Estación Meteorológica ubicada en 

el campus del CERZOS en el CCT-CONICET Bahía Blanca 

(https://meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET). El PAR (μmol fotones.m-2. s-1) 

se midió con un radiómetro modelo LI-192SB de LICOR (Fig. 4.6 A). La 

temperatura del agua (°C) y la salinidad (‰) se midieron con un sensor digital 

multiparamétrico CONSORT C562, el pH se midió con un sensor de pH 

(POCKET PRO pH TESTER, HACH) (FiG. 4.6 C) y la profundidad de la columna 

de agua (cm) se midió con una regla fija a la pared interna de la pileta.  

 

 

Figura 4.6. Medición de variables climáticas y fisicoquímicas de un cultivo batch a cielo 

abierto de H. coffeaeformis. A) Medición de PAR con un radiómetro modelo LI-192SB 

marca LICOR. B) Medición de temperatura del aire y temperatura del cultivo. C) 

Medición de pH con un sensor de pH POCKET PRO pH TESTER, HACH. 

 

4.2.6. Determinación de la densidad celular y la velocidad 

de crecimiento 

 

La densidad celular (DC: células mL-1) y la velocidad de crecimiento (k) se 

determinaron de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.4 del Capítulo 2. Se 

requirió normalizar los valores de DC debido a los cambios en el volumen del 

https://meteobahia.com.ar/
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cultivo, provocado por la evaporación o las precipitaciones. Para normalizar los 

valores de DC, se multiplicaron por el volumen de la pileta en el momento del 

muestreo y se dividieron por el volumen inicial de la pileta (170 L), evitando así 

la sobreestimación o subestimación de la DC debido a los cambios de volumen. 

 

4.2.7. Determinación del peso seco y la productividad de 

biomasa 

2.1.1.1. Determinación del peso seco 

El peso seco (PS: g.L-1) se determinó de acuerdo a lo detallado en la Sección 

2.5 del Capítulo 2. De la misma manera que con la DC, los valores de PS fueron 

normalizados al volumen del cultivo. Para ello, los valores de PS se multiplicaron 

por el volumen de la pileta en el momento del muestreo y se dividieron por el 

volumen inicial (170 L). 

2.1.1.2. Determinación de la productividad volumétrica y áreal 

La productividad de biomasa (expresada en peso seco, PS) se estimó durante el 

período de crecimiento exponencial. Se determinaron la productividad 

volumétrica (PVB) y la productividad áreal (PAB), de acuerdo con las siguientes 

ecuaciones: 

 

PVBPS( . −1.  í −1) = 
PSFE(g. L-1) - PS0 (g. L-1) 

DFE(𝑑í𝑎𝑠)
                   (Ecuación 4.1.) 

 

 

PABPS(𝑘 . ℎ −1.  í −1) = PVBPS( . −1.  í −1) . 𝑉𝐼𝐶( ) . (
1

𝑎𝑟𝑒𝑎 (𝑚2)
) . (

𝑘𝑔

1.000 𝑔
) . (

10000 𝑚2

ℎ𝑎
)    

         (Ecuación 4.2) 

 

En donde, PS0 es el peso seco en el día 0; PSFE es el peso seco en el último día 

de la fase de crecimiento exponencial; DFE es la duración de la fase de 
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crecimiento exponencial. PABPS es igual a PVBPS multiplicado por el volumen 

inicial del cultivo (VIC), y dividido por el área del cultivo. 

4.2.8. Determinación de la cinética de nutrientes disueltos 

La concentración de los nutrientes inorgánicos disueltos del BAY (fosfato, 

amonio, nitrato y silicatos) se determinó diariamente. Para ello, se tomaron 

muestras de 20 mL, las cuales se filtraron a través de filtros Whatman GF/F. El 

filtrado se recuperó y conservó en un frasco plástico con tapa a rosca a -20°C 

hasta su análisis. Las concentraciones de los nutrientes disueltos: fosfato (PO4
3-

), amonio (NH4
+), nitrato (NO3

-) y silicatos (SiO4
4-) se determinaron mediante 

ensayos colorimétricos de acuerdo con Strickland et al. (1972). Las absorbancias 

se midieron con un espectrofotómetro UV/Vis Varian Cary 60 (Agilent, USA) a 

543 nm para NO3
-, 630 nm para NH4

+, 885 nm para PO4
3-, y 810 nm para SiO4

4-

. Las concentraciones de nutrientes disueltos se expresaron en μM. 

4.2.9. Extracción de lípidos totales 

Una vez que los cultivos alcanzaron o superaron un umbral de relación IF-RN: 

IF-Cla ≥ 40, independientemente de la duración del experimento, los cultivos 

fueron cosechados y se tomaron muestras de 4L para determinar el contenido 

de lípidos totales (LT), las fracciones lipídicas y el perfil de ácidos grasos. Para 

ello, las muestras fueron centrifugadas (10 minutos a 3600 g), los pellets se 

lavaron con un buffer de NaCl al 0.9 % (pH 7) para eliminar las sales, se 

centrifugaron durante 10 minutos a 800 g a 10 °C y se conservaron a -80 °C 

hasta su análisis.  

La extracción de LT se llevó a cabo en un equipo Soxhlet, con el fin de aplicar 

un método usado a nivel industrial. Para ello, muestras de 3 g de biomasa seca 

en estufa (48 horas a 60ºC) fueron mortereadas y colocadas en un cartucho de 

celulosa. Éstos se colocaron en un equipo Soxhlet, al cual se le cargó etanol. La 

extracción se realizó durante 12 horas. Durante este período, se llevaron a cabo 

aproximadamente 24 ciclos de evaporación/condensación/percolación del 

solvente en la cámara de extracción (Fig. 4.7). Después de la extracción, el 

solvente se evaporó a presión reducida (rotoevaporador Büchi Rotavapor R-110) 
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y la fracción de lípidos se secó hasta obtener un peso constante en un horno a 

60 °C. El contenido de lípidos se determinó gravimétricamente, expresado como 

un porcentaje del peso seco (% PS) y convertido a PSLC. Todos los productos 

químicos utilizados fueron de grado analítico.  

 

Figura 4.7. Extracción de lípidos totales por el método de Soxhlet. A) Equipo Soxhlet; 

B) Muestra de biomasa colocada en cartucho de celulosa; C) Percolación de etanol a 

través de la muestra de biomasa durante los primeros ciclos de extracción; D) 

Percolación de etanol a través de la muestra de biomasa durante los últimos ciclos de 

extracción; E) Recuperación de lípidos en balón de vidrio. 

La productividad lipídica se calculó como la productividad volumétrica de lípidos 

totales (PVLT) y la productividad áreal de lípidos totales (PATL) de acuerdo con 

las siguientes ecuaciones: 

 

PVLT( . −1.  í −1) = 
BF-PSLC (g .L-1) . LT (%𝑃𝑆𝐿𝐶)

TALN (𝑑í𝑎)
              (Ecuación 4.3) 

 

PALT(𝑘. ℎ −1.   𝑦−1) = VPLT( .  −1 .   𝑦−1) . 𝐼𝐶𝑉 ( ). (
1

𝑎𝑟𝑒𝑎  𝑚2
) . (

𝑘𝑔

1.000 𝑔
) . (

10000 𝑚2

ℎ𝑎
)  

(Ecuación 4.4.) 

 

En donde, BF-PSLC es el peso seco final de la biomasa libre de cenizas y TALN 

es el tiempo de acumulación de lípidos neutros calculado a partir de la cinética 

del Rojo Nilo (Damiani et al. 2014). En resumen, el tiempo de acumulación de 
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LN es el período durante el cual las señales de RN comienzan a aumentar 

significativamente hasta la cosecha. PATL es igual a PVTL multiplicado por el 

volumen inicial del cultivo (VIC), y dividido por el área del cultivo. 

4.2.10. Fraccionamiento de lípidos 

La extracción de lípidos totales para el fraccionamiento de lípidos y el 

fraccionamiento en lípidos neutros (LN), glicolípidos y fosfolípidos se realizó por 

duplicado de acuerdo a lo detallado en la Sección 2.7 del Capítulo 2. Los 

glicolípidos y fosfolípidos de la fracción de lípidos polares (LP) se recogieron y 

pesaron juntos en el mismo vial.  

4.2.11. Determinación del perfil de ácidos grasos  

La determinación del perfil de ácidos grasos se realizó de acuerdo a la Sección 

2.7.3 del Capítulo 2.  

4.2.12. Calidad del biodiésel a partir de perfiles de ácidos 

grasos 

A partir del perfil de ácidos grasos de la fracción neutra, se determinó la calidad 

del biodiésel que podría obtenerse por la transesterificación de estos ácidos 

grasos. Las propiedades estimadas fueron: el grado promedio de insaturación 

(GPI), el índice de yodo (IY, g I2/100 g de EMAG), el número de cetano (NC), el 

punto nube (PN, °C), la gravedad específica (GE, Kg/L), la viscosidad cinemática 

(VC, 40 °C mm2/s) y el valor calorífico superior (VCS, MJ/kg) según Hoekman et 

al. (2012). El factor de saturación de cadena larga (FSCL) y el punto de 

obstrucción del filtro en frío (POFF, °C) se estimaron según Talebi et al. (2013). 

Las ecuaciones respectivas fueron las siguientes: 

GPI= ∑ M Yi 

IY= 74,373 GPI + 12,71 

NC= -6,6684 GPI + 62,876 

PN= -13,356 GPI + 19,994 
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GE= 0,0055 GPI + 0,8726 

VC= -0,6316 GPI + 5,2065 

VCS= 1,7601 GPI + 38,534 

FSCL = (0,1 x C16:0 + 0,5 x C18:0 + 1 x C20:0) + 1,5 x (C22:0 + 2 x C24:0). 

POFF= (3,1417 x FSCL) – 16,477 

 

En donde, Yi es la fracción porcentual de cada componente de ácido graso (FA 

por sus siglas en ingés) y M es el número de enlaces carbono-carbono dobles 

en cada ácido graso. 

4.2.13. Análisis estadístico 

Para los análisis estadísticos se utilizó un análisis de varianza simple (ANOVA) 

y la prueba DMS mediante el software Infostat.3. En todas las pruebas, el nivel 

de significancia fue α = 0,05. 

4.3. Resultados 

4.3.1. Cinética de Cla y RN, velocidad de crecimiento y 

producción de biomasa 

La evolución temporal del crecimiento y la acumulación de lípidos neutros (LN) 

de los cultivos outdoor de verano y primavera de H. coffeaeformis se muestra en 

la Fig. 4.8. La velocidad de crecimiento y la productividad de biomasa de la 

especie fueron similares en los dos experimentos, aunque la acumulación de LN 

comenzó antes en el cultivo de verano. Durante el verano, la IF-Cla (Fig.4.8 A) 

aumentó desde el día 0 hasta el día 10; mientras que la IF- RN aumentó 

significativamente desde el día 8 (F = 19,69; p<0,05). Para determinar cuándo 

se produjo el desequilibrio a favor de la acumulación de TAG, se seleccionó el 

momento en el que la relación IF-RN:IF-Cla superó un umbral de 40. Así, la 

cosecha se realizó el día 13, cuando la relación IF-RN:IF-Cla alcanzó un valor 

de 60 (Fig. 4.8 A). El tiempo de acumulación de LN fue de 6 días (del día 8 al día 
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13). Durante el ensayo, la densidad celular de H. coffeaeformis (Fig. 4.8 B) 

mostró un crecimiento exponencial desde el día 0 hasta el día 3. La velocidad de 

crecimiento (k) fue de 1,39 div.día-1. Las productividades volumétricas y áreales 

de biomasa al final de la fase de crecimiento exponencial fueron 

aproximadamente de 0,039 g.L-1.día-1 y 68,25 kg.ha-1.día-1, respectivamente. 

La duración del cultivo de primavera fue mayor que la del cultivo de verano. Esto 

se debió a que la acumulación de LN comenzó más tarde. Durante primavera, la 

IF-Cla (Fig. 4.8 C) aumentó hasta el día 3, permaneció en una fase estacionaria 

hasta el día 12 y luego disminuyó hasta el día 27. La IF-RN aumentó 

significativamente a partir del día 19 (F = 19,97; p<0,05) y la relación IF-RN:IF-

Cla solo superó el umbral de 40 el día 27, cuando se realizó la cosecha. Así, el 

tiempo de acumulación de LN fue de 9 días (del día 19 al día 27). Durante el 

ensayo, la densidad celular (Fig. 4.8 D) mostró una fase de crecimiento 

exponencial desde el día 0 hasta el día 4. El valor de k fue de 1,31 div.día-1. Las 

productividades volumétricas y áreales de biomasa al final de la fase de 

crecimiento exponencial fueron aproximadamente de 0,031 g.L-1.día-1 y 54,25 

kg.ha-1.día-1, respectivamente. Ninguno de los dos cultivos presentó una fase de 

retardo (fase lag) ni una fase de declinación marcada de la densidad celular o el 

peso seco (Fig. 4.8 B y D). Ambas características representan una ventaja a nivel 

de producción de biomasa. 
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Figura 4.8. Crecimiento y acumulación de lípidos neutros de cultivos a cielo abierto de 

H. coffeaeformis: (A y B) Cultivo de verano, (C y D) Cultivo de primavera. (A y C) 

Cinética de la intensidad de fluorescencia de la clorofila-a (IF-Cla), intensidad de 

fluorescencia del Rojo Nilo (IF-RN) y relación IF-RN:IF-Cla. La intensidad de 

fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias (ua). (B y D) Cinética de la densidad 

celular (CD) y producción de biomasa (peso seco, PS). La línea vertical punteada en las 

Figs. A y B indica el inicio de la fase de acumulación de LN. La línea horizontal punteada 

en las Figs. A y B indica el umbral de 40 de la relación IF-RN:IF-Cla Los datos se 

expresan como el promedio ± desviación estándar de 2 réplicas (n = 2). 

4.3.2. Clima y condiciones fisicoquímicas del cultivo 

durante los ensayos a cielo abierto 

Las variables fisicoquímicas de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis en 

relación con el clima se muestran en la Fig. 4.9. El cultivo de verano, se 

caracterizó por temperaturas medias del agua que oscilaron entre 13,3 ºC y 23,7 

ºC (Fig. 4.9 A), con valores máximos siempre por debajo del límite de tolerancia 
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de la especie (35,7 ºC) (ver Capítulo 2). EL PAR diario medio (Fig. 4.9 A) 

presentó valores relativamente constantes (~1300 μmol fotones.m-2.s-1) hasta el 

día 10, para luego disminuir a 161 μmol fotones.m-2.s-1, reflejando días nublados. 

La salinidad (Fig. 4.9 B) aumentó progresivamente desde 32,1 ‰ hasta 48,2 ‰, 

indicando la disminución en la profundidad (de 19,2 cm a 13,4 cm) debido a la 

evaporación del agua. Además, los valores de salinidad no se vieron 

significativamente afectados por los niveles de precipitación. El cultivo de 

primavera, se caracterizó por temperaturas medias del agua (Fig. 4.9 C) entre 

14,5 ºC y 26,3 ºC. Los valores máximos de temperatura del agua superaron a los 

valores de temperatura máxima del aire a partir del día 21. Estas temperaturas 

fueron más altas que el límite máximo de tolerancia de la especie (35,7 ºC) (ver 

Capítulo 2;). El PAR diario medio (Fig. 4.9 C) presentó importantes variaciones 

a lo largo del ensayo, en correspondencia con días lluviosos. La salinidad (Fig. 

4.9 D) aumentó desde 33,6 ‰ hasta 102,8 ‰, reflejando una disminución 

adicional en la profundidad (de 19,7 cm a 5,4 cm). Sin embargo, es importante 

destacar que durante los primeros 10 días del cultivo, la salinidad disminuyó 

desde 33 ‰ a 26,4 ‰ y el cultivo no mostró signos de estrés, compatibles con 

los valores de RN (Fig. 4.8 C). Además, los valores de salinidad fueron 

superiores a 40 ‰ recién a partir del día 14, alcanzando 102,8 ‰ en el día de la 

cosecha. 
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Figura 4.9. Clima y variables fisicoquímicas de los cultivos outdoor de H. coffeaeformis: 

(A y B) Cultivo de verano, (C y D) Cultivo de primavera. (A y C) Temperatura del aire 

(°C), temperatura del agua (°C) y PAR (μmol fotones.m-2.s-1). (B y D) Salinidad (‰), 

profundidad (cm) y precipitación (mm). El círculo en la Figura C indica temperaturas del 

agua que exceden el límite de tolerancia máximo de la especie. Las flechas en las 

Figuras B y D indican disminución en los valores de salinidad después de eventos de 

precipitación. 

4.3.3. Cinética de nutrientes inorgánicos disueltos 

La cinética de los nutrientes inorgánicos disueltos de los cultivos de H. 

coffeaeformis se muestra en la Fig. 4.10. Es importante destacar que el medio 

BAY presenta dos especies de N, nitrato y amonio y una fuente de P como 

fosfato, mientras que la fuente de Si fue incorporada como silicatos. En el cultivo 

de verano, el nivel de NO3
- (Fig. 4.10 A) disminuyó un 54 % a lo largo del 

experimento (de 469 μM a 214 μM). El nivel de NH4
+ (Fig. 4.10 A) disminuyó un 

97 % durante la fase de crecimiento exponencial (de 693 μM a 14 μM), y luego 

disminuyó gradualmente a 4 μM el día de la cosecha. Los niveles de fosfato y 
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silicato (Fig. 4.10 B) disminuyeron un 87 % (de 131 μM a 16,5 μM) y un 92 % (de 

184 μM a 13 μM), respectivamente, durante la fase de crecimiento exponencial, 

y luego permanecieron relativamente constantes hasta el día de la cosecha.  

En el cultivo de primavera, el nivel de NO3
- (Fig 4.10 C) presentó valores 

relativamente estables hasta el día 18, para luego disminuir un 95 % (de 377 μM 

a 19 μM) hasta el día de la cosecha. El nivel de NH4
+ (Fig. 4.10 C) disminuyó un 

90 % (de 984 μM a 99 μM) hasta el día 18, y luego disminuyó a 14,8 μM el día 

de la cosecha. Los fosfatos y silicatos (Fig. 4.10 D) presentaron un 

comportamiento más variable, pero con una tendencia decreciente. El fosfato 

disminuyó un 89 % (de 129 a 14 μM) y los silicatos disminuyeron un 92 % (de 

170 a 13 μM) durante los ensayos. En particular, las etapas de recuperación en 

el nivel de silicatos fueron coincidentes con días de intensa precipitación (Fig. 

4.10 D) en donde la salinidad del cultivo disminuyó (Fig. 4.9 D). Cabe destacar 

que ninguno de los dos cultivos (verano y primavera) alcanzaron valores de 

nutrientes limitantes del crecimiento en comparación con las concentraciones 

promedio indicadas por Sarthou et al. (2005) para el crecimiento de diversas 

especies de diatomeas (Fig. 4.10). 
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Figura 4.10. Cinética de nutrientes inorgánicos disueltos de cultivos a cielo abierto de 

H. coffeaeformis: (A y B) Cultivo de verano, (C y D) Cultivo de primavera. (A y C) Nitrato 

(μM) y amonio (μM) disueltos. (B y D) Fosfato (μM) y silicatos (μM) disueltos. Se 

muestran los valores promedio de limitación de nutrientes para el crecimiento de 

diatomeas (N < 1,6 ± 1,9 μM; P < 1,2 ± 2,5 μM y Si < 3,9 ± 5,0 μM) de acuerdo con 

Sarthou et al. (2005) (líneas discontinuas). Las flechas en la Figura D indican la 

recuperación de los niveles de silicatos después de eventos de precipitación. Los datos 

se expresan como el promedio ± desviación estándar de 2 réplicas (n = 2). 

4.3.4. Cantidad y calidad de lípidos 

Con el objetivo de conocer la cantidad de lípidos totales LT) de las células al 

comienzo de los cultivos, se determinó el contenido lipídico de los inóculos 

incorporados a las piletas el día 0 del cultivo outdoor. La producción de inóculos 

para los cultivos de verano y primavera se realizó bajo las mismas condiciones 

controladas en fotobiorreactor, siendo el contenido de LT de 9,8 (± 0,1) % de 

PSLC. Por su parte, el contenido de LT al final de los ensayos a cielo abierto, 

varió de acuerdo al escenario ambiental al que estuvieron sujetos los cultivos. 

Así, la biomasa cosechada en verano presentó un contenido de LT de 44,4 (± 

0,004) % PSLC en 14 días (4 veces superior al contenido de LT del inóculo); 
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mientras que la biomasa cosechada en primavera presentó un contenido de LT 

de 37,5 (± 0,015) % PSLC en 27 días (3,75 veces los LT del inóculo). Las 

productividades lipídica volumétricas fueron de 0,0153 g.L-1.día-1 en verano y 

0,0148 g.L-1.día-1 en primavera; mientras que las productividades lipídicas 

áreales fueron de 26,05 kg.ha-1.día-1 en verano y 25,22 kg.ha-1.día-1 en 

primavera.  

Con respecto a las fracciones lipídicas, los porcentajes de lípidos neutros [LN] y 

polares [LP] de la biomasa cosechada variaron significativamente con respecto 

a las fracciones lipídicas de los inóculos (F = 18,11; p < 0,01) (Fig. 4.11 A). Se 

observó un marcado aumento en la relación LN:LP en ambos cultivos; sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas entre estaciones . Los 

valores obtenidos fueron: LN (cultivo de verano = 72,3 % de LT; cultivo de 

primavera = 65,8 % de LT) y LP (cultivo de verano = 27,6 % de LT; cultivo de 

primavera = 34,2 % de LT).  

Con respecto al porcentaje de las clases de ácidos grasos presentes en los LN 

(Fig. 4.11 B), tanto la biomasa cosechada en verano como en primavera mostró 

un aumento significativo en el porcentaje de ácidos grasos saturados (AGS) (Fig. 

4.11 B) en comparación con los inóculos. Así los porcentajes de AGS de los 

cultivos de verano y primavera fueron de 31,36 % y 33,42 % de LN, 

respectivamente. Este aumento se debió al incremento del ácido mirístico 

(C14:0) (cultivo de primavera) y ácido palmítico (C16:0) (cultivos de verano y 

primavera) (Fig. 4.11 C). Por su parte, el cultivo de primavera presentó el mayor 

porcentaje de ácidos grasos monoinsaturados (AGMI) (47,85 % de LN), con un 

aumento del 26 % de LN respecto del inóculo (Fig. 4.11 B). Tanto los cultivos de 

verano como de primavera presentaron un aumento significativo del ácido 

palmitoleico (C16:1 ω-7), mientras que el ácido oleico (C18:1 ω-9c) fue el AGMI 

dominante en los inóculos (Fig. 4.11 C). Finalmente, los cultivos de verano y 

primavera mostraron una disminución significativa de ácidos grasos 

poliinsaturados (AGPI) de los LN con respecto al inóculo (AGPIinóculo: 34,5% 

AGPIVerano: 28,2 %, AGPIPrimavera y 18,7% %) (Fig. 4.11 B), debido en particular a 

una disminución del ácido eicosapentaenoico (C20:5 ω-3, EPA) (Fig. 4.11 C). 
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Figura 4.11. Fracciones lipídicas, clases de ácidos grasos y perfiles de ácidos grasos 

de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis. (A) Fracciones lipídicas (LN, lípidos 

neutros; LP, lípidos polares), expresadas como % de LT. Los datos representan un 

promedio ± desviación estándar de 2 réplicas (n = 2). (B) Clases de ácidos grasos (AGS, 

ácidos grasos saturados; AGMI, ácidos grasos monoinsaturados; y AGPI, ácidos grasos 

poliinsaturados), expresadas como % de LN. (C) Perfil de los principales ácidos grasos, 

expresados como % del total de ácidos grasos de los LN. Los datos representan un 

promedio ± desviación estándar de 4 réplicas (n = 4). 
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Figura 4.12. Perfil de FAME de los LN de H. coffeaeformis en cultivos a cielo abierto de 

verano (A) y primavera (B), obtenidos por cromatografía gaseosa. 
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4.3.5. Propiedades del biodiésel estimadas a partir del 

perfil de ácidos grasos 

Las propiedades del biodiésel de H. coffeaeformis y de la soja, estimadas a partir 

de sus perfiles de ácidos grasos, se detallan en la Tabla 4.1. El cultivo de verano 

mostró: (a) un mayor grado de insaturación (GPI); (b) un mayor poder calorífico 

(PCS); (c) una mejor viscosidad cinemática (VC); y (d) un mejor punto de 

obstrucción del filtro en frío (POFF) con respecto a las mismas propiedades del 

cultivo de primavera. Por su parte, el cultivo de primavera mostró un número de 

cetano (NC) más alto y un índice de yodo (IY) más pequeño que el cultivo de 

verano. Los valores medios de las propiedades del biodiésel GPI, IY, NC, GE, 

VC, PCS de H. coffeaeformis fueron similares a los de la soja, excepto por FSCL 

y POFF, que mostraron mejores valores en la diatomea. Los valores de FSLC 

(1,79 ± 0,202) y POFF (-10,82°C ± 0,635) del aceite de H. coffeaeformis, 

permitiría producir un biodiésel con mejores rendimientos a bajas temperaturas 

con respecto a un biodiésel producido a partir de aceite de soja, cuyos valores 

de FSLC y POFF fueron mayores. 
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Tabla 4.1. Propiedades del biodiésel estimadas a partir de los perfiles de ácidos grasos 

de H. coffeaeformis, cultivada en piletas tipo raceway a cielo abierto con agua de mar, 

y las correspondientes al aceite de soja. Grado de insaturación (GPI), índice de yodo 

(IY, I2/100g), número de cetano (NC), punto nube (PN, °C), gravedad específica (GE, 

Kg/L), viscosidad cinemática (VC, mm2/s), valor calorífico superior (VCS, MJ/Kg), factor 

de saturación de cadenas largas (FSCL) y punto de obstrucción del filtro en frío (POFF, 

°C). 

                                 Aceite de Halamphora coffeaeformis                  Aceite de Soja 

 

                                           [Este estudio] 

(Knothe et al. 

2018) 

(Ivanov et al. 

2010) 

  

Verano                                  

Media (± DE) 

(n=4) 

Primavera                               

Media (± SD) 

(n=4) 

Promedio (± DE) 

(Verano & Primavera) 

Rango 

(Múltiples 

valores) 

Promedio (± SD) 

(n=3) 

GPI 1,50 (± 0,085) 1,27 (± 0,047) 1,38 (± 0,137) 1,46 - 1,62* 1,44 (± 0,020) * 

IY  

(gI2/100g) 

124,16 (± 6,343) 107,15 (± 3,504) 115,68 (± 10,184) 
121,29 - 

133,19* 
119,74 (± 1,504) * 

NC 52,88 (± 0,568) 54,40 (± 0,314) 53,64 (± 0,913) 48 - 56 53,28 (± 0,135) * 

PN 

(°C)  

 -0,02 (± 1,139) 3,03 (± 0,629) 1,5 (± 1,829)  (-1,64) - 0,49* 0,77 (± 0,270) * 

GE 

(Kg/L) 

0,88 (±0,0004) 0,88 (± 0,0002) 0,88 (± 0,0007) 0,880-0,881* 0,88 (± 0,0001) * 

VC 

(mm2/s)  

4,26 (± 0,054) 4,40 (± 0,029) 4,33 (± 0,086) 4,0 - 4,3 4,29 (± 0,013) * 

VCS 

(MJ/Kg) 

41,17 (± 0,150) 40,77 (± 0,083) 40,97 (± 0,241) 41,1 - 41,38* 41,07 (± 0,035) * 

FSCL 1,98 (± 0,009) 1,59 (± 0,044) 1,79 (± 0,202) 4,6 - 6,2* 6,25 (± 1,034) * 

POFF 

(°C)  

 -10,21 (± 0,029)  -11,44 (± 0,139)  -10,82 (± 0,635) (-2) - 3 3,20 (± 3,247) * 

*Estos valores fueron calculados a partir de los valores de ácidos grasos reportados en los 

artículos citados. 
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4.4. Discusión 

El desarrollo de cultivos bioenergéticos de diatomeas con fines comerciales 

enfrenta muchos desafíos, al igual que con otras microalgas, incluyendo los 

costos de capital y mantenimiento (Wang & Seibert 2017). La selección de 

especies robustas, su adaptación a las condiciones climáticas del lugar y el uso 

de insumos económicos son algunos de los principales desafíos a resolver. En 

este estudio, se demostró que H. coffeaeformis puede crecer y acumular 

triglicéridos óptimos para la producción de biodiésel en piletas tipo raceway a 

cielo abierto mediante el uso de agua de mar enriquecida con un biofertilizante y 

Si. El estuario de Bahía Blanca es un estuario marino ubicado en el hemisferio 

sur, en la región semiárida de la Pampa argentina. El clima presenta variaciones 

estacionales y diarias típicas de regiones templadas, que son generalmente 

definidas como entornos con precipitaciones moderadas distribuidas a lo largo 

del año o parte del año, con sequías esporádicas, veranos suaves a cálidos e 

inviernos fríos (Simmons et al. 2015). La precipitación anual promedio en la zona 

estudiada entre 2010 y 2021 fue de 568,7 mm, un valor típico para regiones 

semiáridas (Kasanin-Grubin et al. 2018). Las estaciones más favorables para el 

cultivo de H. coffeaeformis fueron el verano y la primavera. Durante estos 

períodos, las temperaturas medias fueron moderadas, oscilando entre 10 °C y 

30 °C, sin alcanzar temperaturas medias superiores a 30 °C o inferiores a 5 °C, 

correspondiendo así al rango de temperatura tolerado por la especie (ver 

Capítulo 3 de esta Tesis;). Este rango térmico es mayor que el de otras 

diatomeas cultivadas a cielo abierto en latitudes similares. Por ejemplo, 

Fistulifera solaris y Mayamaea sp. presentaron rangos de crecimiento entre 20 

°C y 35 °C y entre 10 °C y 28 °C, respectivamente (Matsumoto et al. 2017). Por 

otro lado, cabe mencionar que H. coffeaeformis, a escala de laboratorio, presentó 

su velocidad de crecimiento más baja (0,43 div.d-1) a 5 °C (ver Capíputo 3;), por 

lo que se espera que cultivos desarrollados en otoño e invierno produzcan 

valores de biomasa más bajos. Sin embargo, H. coffeaeformis tiene una mayor 

tolerancia a bajas temperaturas que Mayamea sp. JPCCCTDA0820, la cual fue 

seleccionada para desarrollar cultivos bioenergéticos durante los meses 

invernales en Kitakyusyu, Fukuoka, Japón (Matsumoto et al. 2017). La 

temperatura de los cultivos en raceways a cielo abierto es afectada directamente 
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por la luz solar y la temperatura del aire, y este efecto depende del volumen de 

cultivo (Borowitzka 2016). A mayor volumen, es decir, mayor masa térmica, 

menor será el efecto del ambiente sobre la temperatura del cultivo (Borowitzka 

2016). Por lo tanto, cuanto más se reduzca el volumen del cultivo, debido a la 

evaporación, más se verá afectada su temperatura. Este efecto se observó en el 

cultivo de primavera desde el día 21, cuando el cultivo experimentó una 

disminución significativa en la profundidad, a menos de 8,4 cm, y las 

temperaturas del agua superaron los valores máximos de temperatura del aire. 

Por otro lado, las temperaturas del cultivo de verano siempre se presentaron por 

debajo de la temperatura máxima del aire. En este caso, la duración del cultivo 

fue más corta y, por lo tanto, el efecto de la evaporación fue menor.  Es 

importante no llegar a niveles de cultivo muy bajos, en donde el sistema raceway 

pierde su capacidad de moderar la temperatura del cultivo y esto puede llevar a 

un colapso de la producción (Rodríguez-Miranda et al. 2020). En este caso la 

robustez de la especie evitó el decaimiento del cultivo. 

Ante la creciente escasez de agua dulce para consumo humano, el cultivo de 

especies euritolerantes en agua de mar, se presenta como una alternativa 

interesante para la producción de aceites para biodiésel. El comportamiento 

euritolerante de H. coffeaeformis y el efecto estresor de la salinidad sobre el 

crecimiento y acumulación de lípidos neutros han sido analizados en el Capítulo 

3 de esta Tesis . En el cultivo de verano, el aumento de la salinidad se mantuvo 

desde el día 0, alcanzando un valor de 47 ‰ en 8 días. En el cultivo de primavera, 

la salinidad disminuyó considerablemente en varias ocasiones en coincidencia 

con niveles de precipitación de 37 mm a 40 mm, por lo que el aumento sostenido 

de la salinidad comenzó a partir del día 18. Fue posible observar una relación 

inversa entre la profundidad y la salinidad de los cultivos, es decir, una reducción 

en la profundidad debido a la evaporación generó un aumento en la salinidad, 

mientras que un aumento en la profundidad debido a las precipitaciones produjo 

una reducción en la salinidad. En coincidencia con estas tendencias de la 

salinidad, la acumulación de TAG comenzó a los 8 días y 19 días en verano y 

primavera, respectivamente. Así, valores de salinidad iguales o mayores a 45 ‰ 

produjeron síntomas de estrés en la especie, independientemente de la estación 

del año. Esta observación corrobora el comportamiento de la cepa estudiada 
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bajo condiciones controladas de laboratorio (ver Capítulo 2 de esta Tesis), en 

donde la acumulación de lípidos neutros aumentó en células adaptadas a 45 ‰ 

con respecto a aquellas que crecían a 20‰ y 33‰. Sin embargo, aunque el 

cultivo de primavera alcanzó condiciones hipersalinas (tres veces la del agua de 

mar), su contenido de lípidos neutros no superó el alcanzado por el cultivo de 

verano. Así, otros factores, pueden haber influido en el grado de acumulación de 

TAG en los cultivos de H. coffeaeformis. 

Como se ha mencionado, la acumulación de TAG en microalgas coincide con 

una disminución en el crecimiento, lo que puede deberse al envejecimiento 

celular o al estrés causado por diferentes factores, como la salinidad, intensidad 

de luz y deficiencia de nutrientes (Zulu et al. 2018; Aziz et al. 2020). En particular, 

las diatomeas alteran sus vías biosintéticas para la producción de lípidos neutros 

en respuesta a la edad del cultivo (Popovich et al. 2012; Martín et al. 2018; 

Marella et al. 2020), limitación de nitrógeno, silicio o fósforo (Hildebrand et al. 

2014; Levitan et al. 2014; Smith et al. 2016; Mourya et al. 2022), y variaciones 

en la salinidad del medio (Ishika et al. 2018). La acumulación de TAG en el cultivo 

de verano fue más rápida que en el de primavera, aunque no se observó 

envejecimiento celular ni una fase de declinación de la densidad celular como 

fue observada por Martín et al. (2018) para cultivos indoor de H. coffeaeformis. 

Sin embargo, el cultivo de verano mostró una utilización más eficiente o rápida 

de los nutrientes disueltos que el cultivo de primavera, lo que podría generar un 

estrés nutricio. En verano, tanto el amonio, fosfato y silicatos disminuyeron 

significativamente hasta el día 4, en relación con el crecimiento exponencial del 

cultivo; mientras que comparativamente, la disminución de los nutrientes en 

primavera requirió un mayor período (más de 15 días). En cuanto al nitrógeno, 

el biofertilizante Bayfolan® fue seleccionado para promover el crecimiento, 

debido a que contiene altas concentraciones de N (≥ 1000μM), provenientes de 

dos fuentes, nitrato y amonio. En presencia de estas dos especies de N, H. 

coffeaeformis mostró una preferencia selectiva por el amonio, 

independientemente de la estación del año, y este uso fue más eficiente en 

verano. En general, las microalgas pueden utilizar nitrato y amonio, sin embargo, 

si ambas formas están presentes, utilizan prioritariamente el NH4
+, dado que su 

absorción e incorporación a las rutas metabólicas es menos costosa 
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energéticamente que incorporar nitrato. Por el contrario, el NO3
- debe ser 

reducido a amonio, antes de ser utilizado, y esto demanda un gasto energético 

significativo para la célula (Gilbert et al. 2016). Además, el amonio puede 

acumularse espontáneamente en compartimentos celulares ácidos, como, por 

ejemplo, en tilacoides del cloroplasto (Cai et al. 2013; Gutierrez et al. 2016). En 

el presente estudio, la utilización de amonio fue más rápida en verano, sin 

embargo, no alcanzó valores limitantes [N < 1,6 ± 1,9 μM (Sarthou et al. 2005)]. 

Además, en ambos cultivos quedó un stock de nitrato disponible para el 

crecimiento, por lo que la fuente de N no se presentó como un potencial estresor 

de los cultivos.  

Por su parte, la escasez de silicio también puede inducir la acumulación de TAG 

en diatomeas (Popovich et al. 2012a; Levitan et al. 2014), al afectar la síntesis 

de la pared celular o frústulo y limitar de esa manera la división celular. Como se 

ha mencionado, el biofertilizante utilizado no presenta Si en su composición, por 

lo tanto el silicato fue incorporado en una proporción Si:N de 0,125. Esta 

proporción fue seleccionada con el fin de generar una temprana acumulación de 

TAG debido a la deficiencia de Si (ver Capítulo 3 de esta Tesis, ). En el cultivo 

de verano, los silicatos disminuyeron abruptamente con el crecimiento hasta el 

día 3, alcanzando valores cercanos al valor limitante para diatomeas [Si < 3,9 ± 

5,0 μM (Sarthou et al. 2005)]. Así, este nutriente cumpliría un rol clave, junto con 

la salinidad, en optimizar la acumulación de TAG en los cultivos de H. 

coffeaeformis. Por su parte, en los primeros quince días del cultivo de primavera, 

si bien los silicatos mostraron una tendencia negativa, en correspondencia con 

el crecimiento, también presentaron eventos de recuperación. Dichos eventos 

coincidieron con períodos de precipitación, en donde la salinidad disminuyó por 

debajo de 33‰. De acuerdo con Baek et al. (2009) la salinidad tiene un efecto 

inverso sobre la disolución de los silicatos y fosfatos y, en consecuencia, sobre 

la disponibilidad de estos nutrientes (Baek et al. 2009). Así, la disminución de la 

salinidad al comienzo del cultivo de primavera, en sintonía con los eventos de 

precipitación, podría haber aumentado la disolución del silicato y fosfato, y 

consecuentemente haber generado un alivio del estrés nutricio y un retraso en 

la acumulación de TAG en la especie estudiada. De acuerdo con este escenario, 

valores de precipitación ≥30 mm tendrían un efecto sinérgico en los cultivos de 
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H. coffeaeformis sustentados con agua de mar, disminuyendo la salinidad y 

aumentando la disponibilidad de silicatos y fosfato. Esta sinergia podría explicar 

el retraso en la acumulación de TAG en el cultivo de primavera. Considerando 

esta información para el desarrollo de cultivos bioenergéticos masivos de la cepa 

estudiada, la adición automatizada de pulsos de agua de mar podría ser una 

estrategia inteligente para optimizar la producción de lípidos neutros, 

compensando la pérdida de agua por evaporación, manteniendo el efecto 

amortiguador del agua sobre la temperatura, reduciendo la concentración de 

nutrientes por dilución y aumentando la salinidad.  

En el presente estudio, la relación IF-RN:IF-Cla constituyó un índice útil y rápido 

para determinar el grado de desbalance máximo entre el crecimiento (IF-RN:IF-

Cla <40) y la acumulación de lípidos neutros (IF-RN:IF-Cla >40) en los cultivos 

de H. coffeaeformis y, consecuentemente, para determinar el momento óptimo  

para realizar la cosecha. Valores de IF-RN:IF-Cla < 40 caracterizaron los 

primeros 10 días y 25 días de los cultivos de verano y primavera, 

respectivamente. Ambos cultivos mostraron prácticamente el mismo patrón de 

crecimiento, no presentaron fase lag y la fase de crecimiento exponencial fue 

corta y de unos pocos días, lo que indica una adecuada respuesta de la especie 

al medio nutricio seleccionado. Por su parte, la fase estacionaria fue prolongada 

y no se observó un decaimiento de la densidad celular, lo que indica que no 

existió un déficit nutricio agudo en ninguno de los dos cultivos, con excepción del 

Si en el cultivo de verano. La producción de biomasa también mostró un patrón 

similar en ambos cultivos, con valores de 0,3 g.L-1 y 0,45 g.L-1 en verano y 

primavera, respectivamente. Estos rendimientos de biomasa fueron más altos 

que los obtenidos en cultivos indoor con f/2 de la misma cepa (0,22 a 0,23 g.L-1) 

(Martín et al. 2016, 2018) y similares o ligeramente más altos que los obtenidos 

para otros cultivos bioenergéticos de diatomeas a cielo abierto, como Fistulifera 

solaris y Mayamaea sp. JPCC CTDA0820 (0,18 – 0,33 g.L-1 y 0,29 g.L-1, 

respectivamente) (Matsumoto et al. 2017; Sato et al. 2014). El aumento en la 

producción de biomasa en el presente estudio puede atribuirse a la robustez de 

la especie como también al biofertilizante utilizado. Por su parte, los valores de 

IF-RN:IF-Cla > 40 que caracterizaron la finalización del cultivo de verano (tres 

últimos días) y de primavera (último día), contribuyeron  a detectar la etapa neta 
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de acumulación de TAG y consecuentemente el momento óptimo para realizar 

la cosecha. 

Como se ha mencionado, para optimizar un cultivo bioenergético de microalgas 

es importante obtener altos porcentajes de aceites con una elevada proporción 

de LN respecto a los LP, y que esos LN presenten una mayor proporción de 

ácidos grasos saturados (AGS) y monoinsaturados (AGMI), que de ácidos 

grasos poliinsaturados (AGPI) (Knothe,2005 y 2008). Además, el perfil de los 

ácidos grasos es importante para estimar la calidad del biodiésel (Hoekman et 

al. 2012; Talebi et al. 2013). Los cultivos desarrollados en este estudio, 

independientemente de la estación del año, mostraron un aumento significativo 

de los LN (66%-72%) en relación con los aceites de los inóculos (LN~LP~50%), 

Además, los TAG presentaron porcentajes dominantes de AGS (~32 %) y AGMI 

(~44 %), en relación con los AGPI (~24 %). Los AGS estuvieron dominados por 

C14:0 y C16:0; los AGMI por C16:1 ω-7; y los AGPI por EPA. En forma 

comparativa, el aceite de soja, usado comercialmente para producir biodiésel 

comercial, presenta un alto porcentaje de AGPI (~60 %), dominado por los ácidos 

linoleico (C18:2 ω-6, 49–57 %) y linolénico (C18:3 ω-6, 6–9 %) (Knothe 2008), 

seguido por un ~20 % de AGS, dominado por C16:0 (10–12 %) y C18:0 (3–5 %) 

(Knothe 2008; Ivanov et al. 2010), y ~20 % de AGMI, representado 

principalmente por el C18:1 ω-9 (18–26 % de los ácidos grasos totales). De 

acuerdo con esta información, la calidad del biodiésel fue estimada. El número 

de cetano (NC) es un descriptor relacionado con la calidad de ignición de un 

combustible en motores diésel. Cuanto mayor sea este NC, mejor será la calidad 

de ignición del combustible (Knothe 2008). Los aceites con predominio de AGS 

y AGMI por sobre AGPI confieren un NC más alto al biodiésel (Knothe 2008; 

Hoekman et al. 2012). Por ejemplo, los ésteres metílicos predominantes en los 

LN de los aceites de H. coffeaeformis, cultivada en primavera y verano, fueron el 

palmitato de metilo (C16:0) y el palmitoleato de metilo (C16:1 ω-7), los cuales 

presentan un NC de 85,9 y 56,59, respectivamente. Por su parte, el éster metílico 

predominante del aceite de soja es el linoleato de metilo (C18:2 ω-6), que tiene 

un NC de 38,2. Así, el NC del biodiésel producido a partir de aceites de H. 

coffeaeformis debería presentar un mejor punto de ignición que el biodiésel 

obtenido a partir del aceite de soja. Además, el aceite de H. coffeaeformis 
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presentó valores de FSCL y POFF inferiores a los de la soja, indicando que un 

biodiésel producido por este aceite presentaría cualidades superadoras a bajas 

temperaturas (Knothe 2008). Por su parte, el IY, VC y GE calculados para los 

aceites de H. coffeaeformis cumplen con los estándares establecidos por Europa 

(EN 14214) y los EE. UU. (ASTMD 6751–08).  

Los rendimientos lipídicos de H. coffeaeformis fueron superiores en comparación 

con otras microalgas como, Scenedesmus accuminatus (Koley et al. 2019), 

Chlorella sorokiniana (Menegazzo et al. 2020), Chlorella minutissima (Sonkar et 

al. 2020) y Amphora coffeaeformis RR03 (Rajaram et al. 2018), pero similares a 

Amphora sp. MUR258 (Indrayani et al. 2019) y S. obliquus (Turpin) Kützing GA 

45 (Bagchi et al. 2019). Los cultivos argentinos de soja tienen un rendimiento 

anual de biomasa estimado de 2591 kg. ha-1 y un rendimiento anual de aceite de 

471–487 kg.ha-1 (Panichelli et al. 2008). Proyectando el rendimiento lipídico 

diario de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis a dos meses, se 

obtendría un rendimiento de aceites de 636 kg. ha-1. Es importante aclarar que 

esta proyección no fue anualizada, ya que esto habría requerido información más 

detallada sobre el comportamiento de los cultivos de esta especie durante los 

meses menos favorables. Sin embargo, dado que en dos meses H. coffeaeformis 

mostró valores de rendimiento de aceites más altos que los de la soja durante 

todo el año, incorporar datos correspondientes a los meses desfavorables sólo 

aumentaría la diferencia a favor de la cepa estudiada. Por su parte, el cultivo de 

soja presenta una fuerte estacionalidad con un ciclo de seis meses, dejando el 

suelo en barbecho durante el invierno. En contraste, H. coffeaeformis puede ser 

cultivada durante la mayor parte del año, ya que puede crecer cuando la 

temperatura del agua es de aproximadamente 5ºC o más alta (Ver Capítulo 3;). 

Además, los cultivos bioenergéticos convencionales, como los de soja o palma, 

generan cambios directos e indirectos en el uso de la tierra (Correa et al. 2019, 

Uusitalo et al. 2014). Estos cambios afectan los sumideros naturales de carbono, 

como los bosques, generando grandes emisiones netas de carbono relacionadas 

con el cambio en el uso de la tierra de bosque a tierra cultivada (Correa et al. 

2019). Además, la capacidad de autoflocular de H. coffeaeformis genera un 

ahorro energético a la hora de realizar la cosecha, y también permite recuperar 
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el agua para su posterior reutilización, disminuyendo la huella hídrica del 

proceso. 

Por último, luego del proceso de extracción de lípidos de la biomasa de H. 

coffeaeformis, se obtuvieron residuos conformados por las paredes celulares. 

Debido a su naturaleza silícea, las paredes celulares pudieron recuperarse 

íntegramente y analizarse para evaluar su potencial uso. En particular, las 

industrias nanotecnológicas y de materiales se presentan como candidatas 

debido a su interés en la obtención renovable de sílice amorfa nanoporosa (Bayu 

et al. 2020). Así, en el Capítulo 6 de esta Tesis se analizarán las propiedades de 

sus paredes celulares con el fin de evaluar su potencial uso comercial.  

4.5. Conclusión 

La implementación de cultivos masivos de microalgas para la producción de 

biodiésel a escala regional requiere principalmente de selección de cepas 

oleaginosas, robustas y adaptadas a las condiciones climáticas del lugar. 

También es importante diseñar procesos sustentables basados en el uso del 

agua, los aportes nutricios y las condiciones ambientales que promueven la 

acumulación de TAG, necesarios para la producción de biodiésel. Este estudio 

demuestra la capacidad de H. coffeaeformis de crecer y producir TAG en piletas 

tipo raceway a cielo abierto, sustentadas con agua de mar y un biofertilizante rico 

en N. Usando este medio de cultivo, se determinó que la salinidad es un factor 

que puede modular la acumulación de TAG en la especie, en particular en 

regiones áridas y/o semiáridas en donde los eventos de precipitación son 

escasos. Las precipitaciones por encima de los 40 mm relajaron el efecto 

estresante de la salinidad y deben tenerse en cuenta en los cultivos a cielo 

abierto para anticipar fluctuaciones en el rendimiento lipídico. Además, una 

relación Si:N <0,5 debe ser considerada al inicio del cultivo con el fin de acelerar 

el proceso de acumulación de TAG. Dado que H. coffeaeformis es cosmopolita, 

sería importante evaluar el comportamiento de otras cepas de esta especie, con 

el fin de evaluar su potencial uso para el desarrollo de cultivos bioenergéticos en 

otros entornos áridos o semiáridos, con acceso a agua de mar, de acuerdo con 

las consideraciones del presente estudio (Fig. 4.12) 



91 
 

 

Figura 4.12. Representación esquemática de los cultivos de verano y primavera de H. 

coffeaeformis, indicando su tasa de crecimiento (k), el nivel de precipitaciones, y la 

demora en el inicio de acumulación de TAG. 
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Capítulo 5 – Análisis ultraestructural de la acumulación 

de triglicéridos en Halamphora coffeaeformis cultivada 

a cielo abierto 

5.1. Introducción 

Las diatomeas se clasifican dentro de la división Ochrophyta (Cavalier-Smith 

1986; Adl et al. 2005) y como tales, poseen varias características 

ultraestructurales en común con otras algas de esta división. Las mitocondrias 

poseen crestas tubulares; los cloroplastos son complejos y están rodeados por 

cuatro unidades de membranas; y los tilacoides están dispuestos en lamelas 

tritilacoidales (Lepetit et al. 2012). En los organismos autótrofos, en general, el 

cloroplasto es una organela originada por un evento de endosimbiosis (Huang & 

Gogarten 2007), que cumple las funciones de fijar carbono y generar biomasa, 

mediante el proceso de fotosíntesis (Miller et al. 2020). En las diatomeas, en 

particular, el cloroplasto se originó como resultado de un evento de 

endosimbiosis secundaria, en donde una célula eucariota heterótrofa ancestral 

ingirió un alga roja, dejándola viva en su interior, de manera que el endosimbionte 

eucariota con el tiempo se convirtió en un nuevo cloroplasto, rodeado de cuatro 

membranas (Marechal et al. 2019; Scarsini et al. 2019). Como se ilustra en la 

Fig. 5.1, en el cloroplasto de las diatomeas se puede observar, desde el lumen 

del estroma hacia el citosol: la membrana interna de la envoltura plastidial (MIP), 

la membrana externa de la envoltura plastidial (MEP), la membrana periplastidial 

(MPP) y la membrana del retículo endoplasmático cloroplástico (MREC) (Flori et 

al. 2016; Maréchal et al. 2019). Además, la MREC (Fig. 5.1) es una continuidad 

de la membrana externa de la carioteca, lo que significa un contacto entre el 

cloroplasto y el sistema de endomembranas (Marechal et al. 2019, Scarsini et al. 

2019). Dentro de las diatomeas podemos encontrar dos grandes linajes: las 

diatomeas céntricas que poseen simetría radial y varios cloroplastos discoides 

por célula, y las diatomeas pennadas que poseen simetría bilateral y uno o dos 

cloroplastos parietales de gran tamaño por célula (Nonoyama et al. 2019) 
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Fig. 5.1. Esquema de la ultraestructura de una célula vegetativa de una diatomea 

pennada. Cloroplasto rodeado por cuatro unidades de membrana (4 M). Membrana del 

retículo endoplasmático cloroplástico (MREC); membrana periplastidial (MPP), 

membranas externa e interna de la envoltura plastidial (MEP y MIP); ribosomas (R); 

espacio periplastidial (EPP); pirenoide (P); lamelas tritilacoidales (L); lamela periférica 

(LP); tilacoides (T); estroma del cloroplasto (E); núcleo (N) y gotas lipídicas 

citoplasmática (GL). Fuente: modificado de Bellorín-Romero (2022). 

Las diatomeas, al igual que otras algas de la división Ochrophyta, almacenan 

crisolaminarina en vacuolas. Este glucano hidrosoluble, consiste en monómeros 

de glucosa unidos por enlaces β-1,3 con ramificaciones con uniones β-1,6 

(Caballero et al. 2016). Además, poseen la capacidad de almacenar grandes 

cantidades de lípidos neutros (LN), principalmente triglicéridos (TAG) (Marechal 

et al. 2019).  Los TAG son producidos en el cloroplasto y en el retículo 

endoplasmático rugoso (RE) (Fig. 5.2) bajo distintas condiciones de estrés, como 

lumínico, nutricio u osmótico (Goold et al. 2015; Rottet et al. 2015; Balamurugan 

et al. 2017). Debido a su alta hidrofobicidad, los TAG son almacenados 

principalmente en gotas lipídicas citoplasmáticas (GL) (Fig. 5.1) (Lupette et al. 

2019, Balamurugan et al. 2017). Las GL, bajo condiciones de estrés o 

envejecimiento, pueden cumplir dos funciones, acumular energía y actuar como 

centros de procesos metabólicos para la síntesis de nuevas membranas (Goold 
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et al. 2015; Walther et al. 2017). El modelo estructural actual de una GL consiste 

en un núcleo de lípidos neutros (principalmente TAG), rodeado por una 

monocapa de lípidos polares (LP) y proteínas asociadas (Goold et al. 2015; 

Marechal et al. 2019). Los TAG y LP representan alrededor del 90% del peso de 

las GL, mientras que las proteínas representan del 1% al 5% (Goold et al. 2015). 

Dependiendo de la especie, las GL también pueden contener ácidos grasos 

libres o carotenoides (Goold et al. 2015). Las GL aumentan en número y tamaño 

al ser expuestas a condiciones de estrés (Goold et al. 2015), y este aumento 

puede deberse a la acumulación de LN en una misma GL, como también a la 

fusión de diferentes GL (Beller et al. 2010). Estos procesos pueden revertirse 

una vez que las condiciones ambientales vuelven a ser favorables (Goold et al. 

2015; Murison et al. 2023). Se ha observado que las GL están en estrecho 

contacto con el cloroplasto y el sistema de endomembranas (Fig. 5.1), lo que 

sugiere una interconexión entre estos compartimentos celulares durante la 

respuesta al estrés y acumulación de LN (Lupette et al. 2019). Más 

específicamente, en diatomeas, las GL se encuentran íntimamente relacionadas 

con la membrana externa de la carioteca y con el cloroplasto a través de la MREC 

(Figs. 5.1 y 5.2) (Marechal et al. 2019).  

Los LN producidos en el interior de los cloroplastos también pueden ser 

almacenados en estructuras intraplastidiales llamadas plastoglóbulos (Pg) (Fig. 

5.2) (Balamurugan et al. 2017). Los Pg desempeñan un papel crucial durante 

situaciones de estrés, cumpliendo funciones de protección y reparación de las 

membranas contra daños oxidativos (Bréhélin & Kessler 2008; Rottet et al. 2015). 

Además, se los asocia con la acumulación de TAG dentro del cloroplasto 

(Balamurugan et al. 2017).  
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Figura 5.2. Representación esquemática de vías biosintéticas de TAG. Las siglas en 

rojo representan las enzimas; las siglas en negro representan los metabolitos. ACCase: 

acetil-CoA carboxilasa, MCAT: malonil CoA-acil transportador de proteínas transacilasa, 

KAS: 3-cetoacil-ACP sintasa; KAR: 3-cetoacil-ACP reductasa, HD: 3-hidroxiacil-ACP 

deshidratasa, ENR: enoil-ACP reductasa, FAT: tioesterasa de acil-ACP de cadena larga, 

LACS: sintetasa de acil-CoA de cadena larga, GPAT: glicerol-3-fosfato aciltransferasa, 

AGPAT: 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa, PAP: fosfatasa de ácido fosfatídico, 

DGAT: diacilglicerol aciltransferasa, G-3-P: glicerol-3-fosfato, LPA: ácido lisofosfatídico, 

PA: ácido fosfatídico, DAG: diacilglicerol, TAG: triglicérido, Pg: plastoglóbulo, GL: gota 

lipídica, RE: retículo endoplasmático rugoso. Fuente: modificado de Balamurugan et al. 

(2017). 

La estructura de los Pg consiste en un núcleo de LN (prenilquinonas, 

carotenoides y TAG), rodeado por una monocapa de lípidos polares con 

proteínas asociadas (Rottet et al. 2015). Esta monocapa suele presentarse 

contigua a la monocapa externa de las regiones curvas de la membrana de los 

tilacoides (Fig. 5.3) (Rottet et al. 2015). Los Pg pueden agruparse formando 
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redes extensas o cúmulos (Bréhélin & Kessler 2008). Los Pg pueden aumentar 

en tamaño y número, en respuesta a diferentes situaciones de estrés, como la 

presencia de metales pesados, estrés lumínico, deficiencia de nitrógeno y estrés 

osmótico, y esta situación puede revertirse bajo condiciones favorables (Bréhélin 

& Kessler 2008). Los cambios en el tamaño y cantidad de los Pg han sido 

asociados con la adaptación y supervivencia de las células en ambientes 

cambiantes (Bréhélin & Kessler 2008). 

Figura 3. Modelo de acoplamiento de plastoglóbulos a tilacoides. El enlace físico entre 

plastoglóbulos y tilacoides puede permitir el canalizado bidireccional (flechas dobles) de 

metabolitos lipídicos. Fuente: modificado de Bréhélin & Kessler 2008 

En general, los estudios relacionados con la acumulación de LN en diatomeas 

son referidos a su marcación con el fluorócromo Rojo Nilo con microscopía de 

fluorescencia (Wu et al. 2013; Yang lu et al. 2014; González-Fernández et al. 

2020); mientras que existen muy pocos estudios a nivel ultraestructural (Yang et 

al. 2013; Luppete et al. 2019; Bedoshvili et al. 2021), siendo estos últimos 

referidos a escala de laboratorio, bajo condiciones controladas.  

Bajo este contexto, el objetivo general de este capítulo fue realizar un estudio 

ultraestructural de la acumulación de TAG en cultivos de H. coffeaeformis a cielo 

abierto, destinados a la producción de biodiésel.  
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Resumen: En primavera de 2021 se realizó un cultivo de H. coffeaeormis a cielo 

abierto, en instalaciones del campus del CERZOS (ver Capítulo 4 de esta Tesis), 

en donde se efectuaron muestreos periódicos con el fin de evaluar la 

acumulación de TAG con microscopía electrónica de transmisión (MET) y 

microscopía confocal de fluorescencia (MCF). La hipótesis de trabajo 

considerada en este capítulo fue que los estudios ultraestructurales permiten 

detectar el estado fisiológico de la célula, así como la localización y el desarrollo 

de puntos de acumulación de lípidos neutros (PALN), como plastoglóbulos y 

gotas lipídicas citoplasmáticas, aportando conocimiento al análisis integral de la 

cinética de TAG y al momento apropiado para la realización de la cosecha en 

cultivos bioenergéticos de diatomeas. Como resultado, existirían cambios 

significativos en la formación de PALN en relación con las etapas de crecimiento 

de la especie, así como también con las condiciones meteorológicas y físico-

químicas del cultivo a cielo abierto. 

5.2. Materiales y Métodos 

Durante el cultivo de primavera (del 25-11-2021 al 22-12-2021), detallado en el 

Capítulo 4 de esta Tesis, se realizó un muestreo paralelo con el fin de analizar la 

formación de gotas lipídicas y plastoglóbulos, en distintas fases de crecimiento, 

mediante el uso de microscopía electrónica de transmisión y microscopía 

confocal de fluorescencia 

5.2.1. Estudio con microscopio electrónico de transmisión (MET) 

Se tomaron muestras de 5 ml cada 3 días del cultivo de H. coffeaeformis llevado 

a cabo en primavera del 2021 (para más detalle, ver Capítulo 4). Inmediatamente 

luego de su recolección, las muestras fueron fijadas con 2,5% de glutaraldehído 

en buffer cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4) con la adición de 0,25 M de sacarosa 

a 4°C. Se realizaron 4 lavados con buffer cacodilato de sodio 0,1 M con 

concentraciones decrecientes de sacarosa (0,25 M, 0,2 M, 0,1 M, 0 M) a 4ºC, 

con una duración de 10 minutos cada uno. Posteriormente se llevó a cabo una 

segunda fijación con 1% de OsO4 en buffer cacodilato de sodio 0,1 M durante 2 

horas a 4°C. A continuación, se realizaron 4 lavados con buffer cacodilato de 

sodio 0,1 M a 4°C, cada uno con una duración de 10 minutos. Las muestras 
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luego se deshidrataron en una serie creciente de acetona (30, 50, 70, 90, 95, 

100 y 100%) durante 10 minutos cada uno. La deshidratación se realizó a 4°C 

hasta acetona 70 y luego se continuó a temperatura ambiente. El material fue 

infiltrado en resina Spurr (25, 50, 75 y 100%) durante 4 días y polimerizado en 

cápsulas Beem a 70 °C durante 12 horas (Bedoshvili et al. 2007, 2009, Aboal et 

al. 2012, Giovanardi et al. 2013, Baldisserotto et al. 2014, 2016). Por último, se 

cortaron secciones del material fijado utilizando un ultramicrótomo Reichert Jung 

con cuchilla de diamante a 90 nm de espesor, se contrastaron con acetato de 

uranilo (1%) y citrato de plomo (3%) (Reynolds 1963). Las secciones se 

observaron y se realizaron micrografías en un MET JEOL 100CX-II, operado a 

80 Kv, en el Centro de Microscopía del CCT-Bahía Blanca. 

5.2.2. Estudio con microscopio confocal de fluorescencia (MCF) 

Se tomaron muestras de 5 ml cada 3 días. Las muestras fueron teñidas con Rojo 

Nilo (RN) (9-dietilamino-5H-benzo(α)fenoxazina-5-ona, Sigma) de acuerdo con 

Priscu et al. (1990). Para ello, se agregaron 5 μL de una solución de RN en 

acetona (1 mg mL-1) a 5 ml de muestra. Antes del agregado de RN, las muestras 

fueron sonicadas en un ultrasonido Bransonic 5 durante 10 segundos, con el 

objetivo de separar las células agregadas y mejorar el ingreso del RN a las 

células. Para garantizar una adecuada tinción, las suspensiones celulares con 

RN se incubaron entre 5 y 10 minutos antes de su observación. Las células se 

observaron y se realizaron micrografías con un MCF modelo TCS SP2 SE, con 

un filtro de excitación de 475 nm y un filtro de emisión de 580 nm. 

5.2.3. Estudio con microscopio electrónico de barrido (MEB) 

Con el fin de analizar el aspecto de células íntegras de H. coffeaeformis, el día 

27 se tomó biomasa de la cosecha del cultivo de primavera y se preparó para 

observaciones con un microscópio electrónico de barrido (MEB), como se detalla 

a continuación. Las muestras fueron fijadas en glutaraldehído 2,5 % en buffer 

fosfato 0,067 M (pH 7,2) y sometidas a concentraciones crecientes de alcohol 

etílico (25%, 50%, 75% v/v; cada paso 15 minutos) hasta llegar a 100 % (15 

minutos). Luego se deshidrataron en series crecientes de acetona (50/50; 15 

minutos) hasta llegar a 100% (60 minutos). Posteriormente se realizó el secado 
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por punto crítico (E3000, Polaron) empleando CO2. Las muestras fueron 

montadas sobre stubs y recubiertas con oro (300 Å), empleando una 

evaporadora de metales en plasma de Argón (91000 Model 3, Pelco). Las 

imágenes fueron tomadas con un microscopio electrónico de barrido marca LEO 

EVO 40 (Cambridge 2003) a un potencial de 7.0 kV, en el Centro de Microscopía 

del CCT-Bahía Blanca. 

5.2.4. Estimación del número y tamaño de puntos de acumulación 

de lípidos neutros en cultivos de H. coffeaeformis 

El número y tamaño de puntos de acumulación de LN (PALN) de color amarillo 

dorado, teñidos con RN, fue estimado a partir de micrografías realizadas con 

MCF con el sofware Image-J. Como los PALN observables al MCF muestran una 

forma aproximada a la de una esfera, se utilizó el diámetro de los mismos para 

estimar su tamaño. El número de PALN fue expresado en Nº PALN. célula-1. Se 

utilizaron 20 micrografías de MCF por fase de crecimiento (n=20).  

5.3. Resultados 

El estudio de la formación de GL y Pg con MCF y MET se llevó a cabo en tres 

fases de crecimiento del cultivo de primavera de H. coffeaeformis, definidas de 

acuerdo a datos de densidad celular (DC) e intensidad de fluorescencia de Rojo 

Nilo (IF-RN) y detalladas en el capítulo 4 de esta Tesis (Fig. 5.4). De acuerdo 

con esta información, se determinaron tres fases: 1) Una fase exponencial (FEx), 

entre los días 0 y 6, caracterizada por un aumento exponencial de la DC, valores 

de IF-RN entre 42 y 140 (ua), y salinidades de 28,4 ‰ y 33,6 ‰; 2) Una fase 

estacionaria temprana (FETem), entre los días 7 y 18, caracterizada por DC 

constantes, valores de IF-RN entre 96 y 201 (ua), y salinidades de 26,4 ‰ y 52,5 

‰; y 3) Una fase estacionaria tardía (FETar), entre los días 19  y 27,  caracterizada 

por una leve disminución de la DC, un aumento significativo de los valores de IF-

RN hasta 865 ua y salinidades de 55,7 ‰ a 103,8 ‰. El día 27 se realizó la 

cosecha.  
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Figura 5.4. Fases de crecimiento del cultivo de primavera de H. coffeaeformis en pileta 

raceway a cielo abierto (Resultados obtenidos en el Capítulo 4 de esta Tesis) 

Células de H. coffeaeformis en FEx al MET se muestran en la Fig. 5.5. Las 

células presentaron un cloroplasto parietal que ocupó gran parte del citoplasma 

(Fig. 5.5 A), en forma de “H” (Fig. 5.5 B), localizado en la región ventral y un 

pirenoide central alargado y fusiforme (Figs. 5.5 A, C y D), atravesado por una 

lamela tilacoidal (Fig. 5.5 C). Las células presentaron numerosas mitocondrias 

alargadas de tamaño considerable (Fig.5.5 E y F) y vacuolas de un tamaño 

relativamente pequeño (Fig. 5.5 A y D). El núcleo presentó posición central y un 

nucléolo (Fig.5.5 E). También pudo observarse la estrecha conexión entre el 

núcleo y el cloroplasto, debido a su vinculación a través de la carioteca con la 

MREC (Fig. 5.5 A y c). El cloroplasto presentó varios Pg pequeños (Fig. A, B y 

C), que en algunos casos llegaron a agruparse, formando cúmulos con un 

tamaño de 0,51 ± 0,25 µm (Fig. 5.5 B y E).  En esta etapa fue muy común 

encontrar células en división, con el núcleo con cromatina condensada (Fig. F), 

formación de las hipotecas y vesículas de deposición de sílice (VDS) (Fig. 5.5 G 

y H). 
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Figura 5.5 Ultraestructura de H. coffeaeformis en fase de crecimiento exponencial 

(FEx). A. Vista general de una célula. B. Detalle del cloroplasto en forma de H, próximo 

al núcleo. C. Detalle de la relación del núcleo y la MREC. D. Vista general de una célula 

en corte transversal. E. Detalle de mitocondrias. F. Detalle de perfil mitocondrial. G. 

Células en división. H. Detalle de clélulas en división. Las flechas blancas indican los 

plastoglóbulos (Pg) (A, B, C y D) o cúmulos de Pg (B y D). La flecha verde indica la 

lamela tilacoidal que atraviesa el pirenoide (C). La flecha roja indica la continuidad de la 

carioteca del núcleo con la MREC (C). Núcleo (N); nucléolo (NL); mitocondria (Ma); perfil 

mitocondrial (M); vacuola (V); cloroplasto (Cl); pirenoide (P); hipoteca (H); vesícula de 

deposición de sílice (VDS). Barra escala: A, B, D, G e H = 2µm; C, E y F = 1µm. 



102 
 

Células en FEx del cultivo de H. coffeaformis de primavera observadas con 

microscopio confocal de contraste de fases (MC) se muestran en las Fig. 5.6 A 

y C.  Las mismas células observadas con microscopio confocal de fluorescencia 

(MCF) se muestran en las Fig. 5.6 B y D. En ellas se evidencia el cloroplasto de 

color rojo, debido a su autofluorescencia, y puntos de acumulación de LN 

(PALN), de color amarillo dorado, debido a la tinción de los lípidos neutros (TAG) 

con el fluorocromo RN. En la Fig. 5.6 A se observa una célula en división, con 

dos cloroplastos y una célula vegetativa; mientras que en la Fig. 5.6 B se puede 

observar la presencia de PALN puntiformes de color amarillo dorado. En las Fig. 

5.6 C y D (día 6 del cultivo), se observa una célula con el cloroplasto en forma 

de “H”, con seis PALN de mayor tamaño, localizados cerca del núcleo, el cual 

presenta una ubicación central y una apariencia algo más opaca con el MC. 

Adicionalmente, en las Fig. 5.6 A y C pueden observarse proyecciones que 

corresponden a exopolisacáridos (EPS), característicos en diatomeas pennadas. 
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Figura 5.6 Células de H. coffeaeformis en FEx. A y B) Células en día 0; C y D) Células 

en día 6, observadas con microscopio confocal de contraste de fases (MC) (A y C) y 

MCF (B y D). A y C) Presencia de exopolisacaridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo 

y puntos de acumulación de LN (PALN) con coloración dorada característica.  Barra 

escala: 10 µm. 

En fase estacionaria temprana (FETem), día 8 (Fig. 5.7 A), las células presentaron 

vacuolas pequeñas, cúmulos de Pg entre los tilacoides, numerosos perfiles 

mitocondriales, y no se observaron GL. En el día 11 (Fig. 5.7 B), se observaron 

las primeras células con formación de pequeñas GL, relacionadas con la 

carioteca y la MREC del cloroplasto. También fue notoria la acumulación de Pg 

en el cloroplasto (Fig. 5.7 C), y la presencia de vacuolas de mayor tamaño (Fig. 

5.7 B). Hacia el día 15 (Fig. 5.7 D-E), las GL incrementaron de tamaño, y se 

ubicaron siempre alrededor del cloroplasto y el núcleo, asociadas a la carioteca 

y MREC. En esta fase de crecimiento aún se pudieron observar algunas células 

en división, con vesículas de deposición de sílice (Fig. 5.7 F-G).  
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Figura 5.7. Ultraestrucutra de H. coffeaeformis en fase estacionaria temprana (FETem). 

A) Células en día 8. B) Células en día 11.  B) Detalle de cúmulo de plastoglóbulos E, F, 

G y H) Células en día 15. Las flechas blancas señalan plastoglóbulos (Pg) y las flechas 

negras señalan gotas lipídicas (GL). Núcleo (N); perfil mitocondrial (M); vacuola (V); 

cloroplasto (Cl); pirenoide (P); vesículas de deposición de sílice (VDS). Barra escala: A, 

C, E, F: 2µm; B y D: 1µm. 

En la Fig. 5.8 se observan imágenes de MC (Fig. 5.8 A y C) y MCF (Fig. 5.8 B y 

D) de células de H. coffeaeformis durante la FETem. Las Figs. 5.8 A y C 

corresponden a días 11 y 15, respectivamente. En general, puede observarse 

que los PALN fueron más numerosos y de mayor tamaño. Las células 

presentaron varias proyecciones de EPS en esta fase (Fig. 5.8 A y C). 
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Figura 5.8. Células de H. coffeaeformis en FETem. A y B) células en día 11.  C y D) 

células en día 15, observadas con MC (A y C) y MCF (B y D). A y C) se observan 

exopolisacaridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo y PALN con coloración dorada 

característica.  Barra escala: 10 µm. 

En fase estacionaria tardía (FETar), las células se presentaron muy vacuoladas y 

con GL de considerable tamaño, ocupando gran parte del citoplasma (Fig. 5.9). 

A partir del día 20 (Fig. 5.9 A y B), las GL incrementaron de tamaño con respecto 

a las observadas en células en FETem. Los Pg no mostraron diferencias con los 

observados en FETem, aunque algunos presentaron una menor coloración (Fig. 

5.9 B). En el día 27 (Fig. 5.9 C-F), se observó un aumento del tamaño y número 

de las GL, e incluso GL muy próximas entre sí (Fig. 5.9 C, D). Es importante 

resaltar, que algunas células presentaron GL en distinto grado de desarrollo. 

(Fig. 5.9 C-F).  
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Figura 5.9. Ultraestructura de H. coffeaeformis en fase estacionaria tardía (FETar). 

Células observadas con MET (A, B, C, E, F) y microscopio óptico, MO (D). Células en 

día 20 (A y B) y células en día 27 (C- F). Cl: cloroplasto; v: vacuola; las flechas blancas 

señalan plastoglóbulos; las flechas amarillas señalan gotas lipídicas. Barras de escala: 

A, C, D y E: 2 µm; B y F = 1 µm. 
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En la Fig. 5.10 se observan imágenes de MC (Fig. 5.10 A y C), MCF (Fig. 5.10 

B, D) y MEB (Fig. 5.10 E y F) de células de H. coffeaeformis durante la FETar. 

Las Fig. 5.10 A y C corresponden a días 20 y 27, respectivamente. En general, 

puede observarse que los PALN fueron de mayor tamaño con respecto a los 

observados en FETem. Además, las células presentaron mayor producción de 

EPS (Fig. 5.10 A y C), los cuales fueron observados al MEB en forma de 

proyecciones, en distintas partes del frústulo (Fig. 5.10 E y F). 
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Figura 5.10. Células de H. coffeaeformis correspondientes a la FETar (A y B: día 20; C, 

D: día 27) observadas con MC (A y C) y MCF (B y D). A y C) proyecciones de 

exopolisacáridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo y PALN con coloración dorada 

característica. (E y F) células en vista valvar del día 27 observadas con 

MEB.Proyecciones de exopolisacáridos (EPS) se presentan en distintas partes del 

frústulo. Las flechas negras señalan el rafe. Barras de escala: A, B, C y D = 10 µm; E y 

F = 4 µm. 

Los resultados de tamaño y cantidad promedio de los PALN, estimados a partir 

de micrografías de MCF, en las diferentes fases de crecimiento se presentan en 
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la Fig. 5.11. Las distintas etapas del cultivo mostraron diferencias significativas 

entre si (F = 129.51, p <0,01), siendo los PALN más pequeños en FEx, y los más 

grandes en FETar (tamaño de PALN: FEx 0,58 ± 0,15 µm; FETem 1,28 ± 0,43 µm; 

FETar 2,63 ± 0,78 µm) (F = 124,79, p < 0,01; DMS = 0,25, p < 0,05). En cuanto al 

número de PALN, las células en FEx presentaron números significativamente 

menores que las células en FETem y FETar (número de PALN: FEx 3,57 ± 1,39 

PALN célula-1, FETem 6,00 ± 1,22 PALN célula-1; FETar 6,09 ± 1,67 PALN célula-

1), mientras que no presentaron diferencias significativas entre FETem y FETar (F 

= 7,92, p < 0,01; DMS = 1,49, p > 0,05). Es interesante resaltar que en el MET 

no se encontraron GL durante la FEx. 

Figura. 5.11. Tamaño y número de PALN en el cultivo de primavera de H. coffeaeformis, 

estimados con microscopio confocal de fluorescencia (MCF). Los datos se expresan 

como el promedio ± desviación estándar de 20 réplicas (n = 20) 
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Discusión 

En diatomeas, las GL y, en menor medida, los Pg son sitios de acumulación de 

TAG relacionados con situaciones de estrés (Goold et al. 2015; Balamurugan et 

al. 2017), como el estrés lumínico, la deficiencia de nutrientes y el estrés 

osmótico, entre otros. Además, a medida que el período de estrés se prolonga, 

las GL pueden aumentar en cantidad y tamaño (Bréhélin & Kessler 2008; Rottet 

et al. 2015; Goold et al. 2015; Guzha et al. 2023; Leyland et al. 2020).  

En el presente estudio, el cultivo de primavera de H. coffeaeformis se caracterizó 

por una etapa exponencial (FEx) con una buena disponibilidad de nutrientes 

(NO3
-
: de 551 µm a 306 µm; NH4

+
: de 984 µm a 417 µm; PO4

3-
: de 173 µm a 13 

µm y SiO4
4-

: de 170 µm a 21 µm) y valores de salinidad (entre 28,4 ‰ y 33,6 ‰) 

similares o inferiores a la salinidad inicial del cultivo (33,6 ‰). Como se ha 

mencionado anteriormente, en el Capítulo 4 de esta Tesis, dichas condiciones 

ambientales estimularon el crecimiento de H. coffeaeformis, lo que se tradujo en 

un aumento significativo de la densidad celular. En forma coincidente, las células 

observadas al MET no mostraron presencia de GL, pero sí de Pg, aunque en 

menor cantidad y tamaño que en otras fases de crecimiento. Si bien los Pg 

alcanzaron un tamaño máximo de 0,2 µm, muy inferior al de las GL, pudo 

observarse la presencia de varios cúmulos de Pg con un tamaño de hasta 0,51 

± 0,25 µm. La ausencia de GL en las células observadas con el MET, sugiere 

que los pequeños PALN puntiformes de LN presentes en el MCF, podrían ser 

principalmente cúmulos de Pg. Además, las bajas intensidades de fluorescencia 

de RN obtenidas durante esta fase de crecimiento, indican una baja acumulación 

de TAG. Otra característica ultraestructural, como la condensación cromatínica, 

un signo evidente de división celular, también estaría indicando la falta de 

estresores en esta etapa. . Es importante destacar que las diatomeas poseen 

mitosis cerrada, por lo que la carioteca no se desorganiza durante la división 

nuclear. Las células presentaron un cloroplasto bien desarrollado, numerosas 

mitocondrias, vacuolas pequeñas y escasos EPS. También pudieron observarse 

células en división celular con presencia de vesículas de deposición de sílice, 

indicando formación del frústulo. Un comportamiento similar fue indicado en 

células de diatomeas en fase exponencial, como Synedra acus (Bedoshvili et al. 

2007), Thalassiosira pseudonana, Cyclotella cryptica (Heintze et al. 2020) y 
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Entomoneis cf. paludosa (Bedoshvili et al. 2021), donde no se encontraron GL 

durante la fase de crecimiento exponencial.  

Por su parte, la FETem se caracterizó por concentraciones de nutrientes más 

bajas (NO3
-
: de 555 µm a 271 µm; NH4

+
: de 283 µm a 66 µm; PO4

3-
: de 76 µm 

a 14 µm; SiO4
4-

: de 69 µm a 12 µm), pero no limitantes del crecimiento (Sarthou 

et al. 2005) y niveles de salinidad que oscilaron entre 26,4 ‰ y 52,5 ‰, debido 

a períodos de precipitación y evaporación. Bajo este escenario, en el MET se 

observaron células con formación de GL, en estrecha relación con la carioteca y 

la MREC, como también aumento del tamaño y el número de Pg; indicando 

señales de inestabilidad nutricia y osmótica. En concordancia con este 

comportamiento, el incremento en cantidad y tamaño de los Pg ha sido asociado 

a condiciones de estrés y funciones de protección de las membranas 

cloroplásticas (Rottet et al. 2015), bajo condiciones críticas de disponibilidad de 

nutrientes o aumento del estrés osmótico (Bréhélin & Kessler 2008). Por su parte, 

si bien hubo un aumento de cantidad y tamaño de GL, las mediciones con RN 

no mostraron un aumento significativo de TAG en comparación con los últimos 

días de la FEx. Esto indicaría que esta etapa inicial de acumulación de TAG en 

GL no sería aún lo suficientemente significativa para poder ser detectada 

mediante fluorimetría. Sin embargo, a nivel celular, el MET sería una herramienta 

adecuada para indicar que las células estarían comenzando a sufrir señales de 

estrés celular. La presencia de células en división y con numerosas mitocondrias, 

indicaría que esas condiciones ambientales aun no representarían un efecto 

estresor suficiente para maximizar la acumulación de TAG. Sin embargo, el 

mayor tamaño de vacuolas observado puede relacionarse con un posible 

incremento de almacenamiento de carbono en forma de crisolaminarina 

(Sayanova et al. 2017). Estos resultados coinciden con lo hallado por Popovich 

et al. (2020), quien indicó un aumento de la concentración de carbohidratos 

durante la fase estacionaria temprana de crecimiento en cultivos de H. 

coffeaeformis. Además, un incremento de proyecciones de EPS sobre la 

superficie de células de la especie estudiada en esta fase de crecimiento, puede 

asociarse con un aumento de estrés salino (Steele et al. 2014). 
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Por último, la FETar fue el escenario propicio para la formación y aumento de las 

GL. Los valores de IF-RN registrados a partir del día 19 mostraron un aumento 

significativo hasta el final del cultivo. Esta fase fue definida en el Capítulo 4 de 

esta Tesis como la fase de acumulación de lípidos neutros. Las GL tienen la 

capacidad de aumentar de tamaño, tanto por incremento de nuevos TAG, como 

también por la fusión con otras GL, debido a la presencia de proteínas de 

membrana asociadas a la monocapa que reconocen a otras GL (Beller et al. 

2010; Murphy 2012). De acuerdo con los resultados obtenidos, ambas 

estrategias estarían presentes en la especie estudiada. En esta etapa, las 

concentraciones de NO3
-
 y de NH4

+
 continuaron disminuyendo (NO3

-
: de 309 

µm a 19 µm; NH4
+

: de 41 µm a 14 µm; PO4
3-

: de 121 µm a 15 µm; SiO4
4-

: de 20 

µm a 12 µm), pero ningún nutriente alcanzó valores limitantes para la especie 

(Sarthou et al. 2005, Martín 2016, 2018, Popovich et al. 2020), mientras que la 

salinidad presentó un aumento significativo y sostenido desde 55,7 ‰ hasta 

103,8 ‰. Estos valores de salinidad han demostrado disminuir el crecimiento y 

aumentar la acumulación de TAG en H. coffeaeformis. En esta fase de 

crecimiento, los Pg no mostraron un aumento de tamaño ni cantidad, en 

coincidencia con el incremento de GL, sugiriendo una redirección de TAG a las 

GL citoplasmáticas. Además, el color más claro de algunos Pg sugiere la 

disminución en su contenido de pigmentos, como ha sido observado por otros 

autores (Rottet et al. 2015; Morelli et al. 2022). Además, el cambio de forma 

observado en el cloroplasto, podría relacionarse con el aumento de tamaño de 

las vacuolas y de las GL. Adicionalmente, se pudo observar un menor número 

de mitocondrias y un incremento de los EPS, lo que ha sido asociado en otras 

especies con condiciones críticas de estrés (van Creveld et al. 2015), en 

particular debido a estrés salino (Steele et al. 2014). Considerando que dos 

estresores importantes, como el incremento de salinidad y la disminución de 

nutrientes fueron progresivos con el desarrollo del cultivo (Capítulo 4 de esta 

Tesis,), los Pg y las GL aumentaron en cantidad y tamaño, coincidiendo con lo 

planteado por Rottet et al. (2015) y Goold et al. (2015), respectivamente. Los 

resultados del presente estudio concuerdan con lo reportado en otras especies 

de diatomeas pennadas como Phaeodactylum tricornutum (Murison et al. 2023) 

y Entomoneis cf. paludosa (Bedoshvili et al. 2021), las cuales no presentaron 
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formación de GL durante la fase de crecimiento exponencial (Bedoshvili et al. 

2021; Murison et al. 2023). En forma coincidente con los resultados obtenidos en 

el presente trabajo, dichos autores observaron un incremento en el número y 

tamaño de las GL y de los Pg durante la fase de crecimiento estacionaria 

(Bedoshvili et al. 2021).  

De acuerdo con los resultados obtenidos, el MCF fue el equipo más sensible a 

la hora de hacer un seguimiento de la acumulación de TAG en células teñidas 

con Rojo Nilo; sin embargo, para definir el período más productivo, esta 

información debe ir acompañada por un análisis fluorimétrico de la cinética de la 

intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo. El MET permitió obtener información: 

a) integral del estado de la célula en las distintas fases de crecimiento y b) de la 

localización y el desarrollo de los Pg y GL. En el Capítulo 4 de esta Tesis se 

reportó una concentración de lípidos totales de 37,5 (± 0,015) % PSLC (peso 

seco libre de cenizas), el día de la cosecha, e indicaron que el régimen de 

precipitaciones de primavera habría retrasado el proceso de acumulación de 

TAG, considerando que el aumento de IF-RN comenzó el día 19 de cultivo. En 

forma coincidente con los resultados de este capítulo, las células observadas a 

partir del día 20, presentaron su contenido citoplasmático ocupado por un gran 

porcentaje de GL. Además, el MET mostró que en FETar las células del cultivo de 

primavera aun presentaban formación de GL, cuando el cultivo de primavera aún 

no había alcanzado su contenido máximo de LN (ver Capítulo 4 de esta Tesis). 

Como ya ha sido mencionado, en el cultivo de primavera, los nutrientes no 

alcanzaron concentraciones limitantes del crecimiento y los valores de salinidad 

se vieron muy afectados por los períodos de precipitaciones, típicos de esta 

estación del año. Los valores de salinidad aumentaron en forma significativa (> 

50‰) a partir del día 19 y llegaron a 102,4 ‰ el día de la cosecha (día 27). Así, 

la presencia de GL de gran tamaño a partir del día 20, junto con un aumento del 

tamaño de las vacuolas, no sólo servirían como reservas de energía frente a 

condiciones de disminución de nutrientes, sino también como una estrategia de 

la especie para no sufrir colapso celular debido a la pérdida de agua frente al 

incremento de la salinidad (Noguchi et al. 2014; Muralidhar et al. 2015; Xu et al. 

2020). En sintonía con estos cambios morfológicos, la producción de EPS 

también puede interpretarse como una respuesta al estrés salino. 
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Comportamientos similares, como aumento del tamaño vacuolar, producción de 

EPS y formación de GL, han sido observados en otras microalgas frente al 

aumento de la salinidad (Farkas et al. 2023). Como ha sido mencionado en el 

Capítulo 3 de esta Tesis, H. coffeaeformis presenta condiciones favorables para 

el crecimiento a 20‰ de salinidad, pero su comportamiento eurihalino le permite 

sobrevivir hasta salinidades de 95‰ a través de la formación de GL, vacuolas y 

EPS. Así, el análisis ultraestructural corrobora que la salinidad es el principal 

estresor para el desarrollo de cultivos bioenergéticos de H. coffeaeformis.  

Considerando la información obtenida en este capítulo, la Fig. 5.13 muestra una 

síntesis del proceso de acumulación de TAG en H. coffeaeformis. Al principio de 

la FEx se observó un reducido número de PALN, puntiformes, que aumentaron 

en número y tamaño hacia el último día de la FEx (día 6). Durante la fase de 

crecimiento estacionaria las Pg y GL continuaron incrementando en número y 

tamaño, y esta tendencia se mantuvo hasta el final del cultivo. En coincidencia, 

se observó un incremento del tamaño vacuolar y formación de exopolisacáridos.  

 



115 
 

Figura 5.13. Células de H. coffeaeformis en diferentes etapas de crecimiento 

observadas con microscopio de contraste de fases (MC); microscopio confocal de 

fluorescencia (MCF) y microscopio electrónico de transmisión (MET). Barras de escala: 

MC y MCF: 10 µm; MET: 2 µm. 

5.4. Conclusión 

En este capítulo, una combinación de métodos microscópicos fue usada para 

analizar la acumulación de TAG en un cultivo bioenergético outdoor de H. 

coffeaeformis. En particular, este trabajo representa el primer estudio 

ultraestructural de acumulación de TAG en el género Halamphora, y constituye 

un gran aporte al reducido número de trabajos ultraestructurales realizados en 

cultivos bioenergéticos de microalgas a cielo abierto. El MET reveló la presencia 

y formación de cúmulos de Pg en el estroma cloroplástico; como también el 

desarrollo de las GL citoplasmáticas y su asociación con la carioteca y la MREC. 

Durante la FEx no se encontraron GL con el MET, pero si se hallaron PALN con 

el MCF, en coincidencia con la formación de cúmulos de Pg. Así, el análisis 

ultraestructural aporta información relacionada con la acumulación de LN, y 
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confirma que el período de FETar es el más adecuado para la cosecha de 

biomasa rica en TAG en cultivos bioenergéticos de Halamphora coffeaeformis.  
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Capítulo 6 - Caracterización de la pared celular de 

Halamphora coffeaeformis y su posible aplicación 

como transportador de drogas 

6.1. Introducción  

Las microalgas presentan una productividad de lípidos, en relación al área 

de cultivo, superior a cualquier otro cultivo terrestre, lo que las transforma en una 

fuente alternativa y prometedora de materia prima para biodiésel (S. Wang et al. 

2022). Como previamente se ha indicado, si bien los cultivos bioenergéticos de 

microalgas para biodiésel son técnicamente factibles, aun es necesario 

optimizarlos para alcanzar su rentabilidad a nivel industrial (Dias Hornes da Rosa 

et al. 2023). Una estrategia a aplicar es usar el concepto de biorrefinería 

microalgal, definida como un sistema de producción y aprovechamiento integral 

de la biomasa (Wang et al. 2022). Mediante este aprovechamiento integral se 

minimiza el flujo de residuos y se reduce sustancialmente las emisiones de GEI, 

lo que resulta en una producción ambiental y económicamente más sustentable. 

Así, la creación de procesos energéticamente eficientes para valorizar la 

biomasa en biocombustibles y co-productos de alto valor agregado es vital para 

la sostenibilidad a largo plazo (Reshmy et al. 2022). 

Las diatomeas, se destacan entre otras microalgas principalmente por la 

presencia de una pared celular llamada frústulo, formada por dos piezas o tecas 

que se solapan una con otra como las dos partes de una caja. El frústulo está 

compuesto principalmente por sílice amorfa hidratada u óxido de silicio (SiO2 

nH2O) (Round et al. 1990), secundado por otros elementos como C, N, P y S, 

relacionados con la presencia de proteínas y en menor cantidad por Mg, Na y Ca 

(Jiang et al. 2013, Lechner et al. 2015; De Sanctis et al. 2016, Xu et al. 2021). 

Morfológicamente, el frústulo presenta una pieza más grande llamada epiteca y 

otra pieza, ligeramente más pequeña y que encaja dentro de la epiteca, conocida 

como hipoteca (Fig. 6.1).  

https://sciprofiles.com/profile/2668519?utm_source=mdpi.com&utm_medium=website&utm_campaign=avatar_name
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Figura 6.1. Esquemas de la estructura básica de la pared celular de (A) diatomeas 

céntricas y (B) diatomeas pennadas rafídeas. Cada frústulo comprende dos tecas, una 

epiteca (E) y una hipoteca (H). Cada teca está compuesta por una valva y una serie de 

bandas pleurales, P). Las filas de poros (estrías) están orientadas radialmente en las 

diatomeas céntricas (A), y alrededor de un eje longitudinal de simetría en las diatomeas 

pennadas (B).  (Cox et al. 2014) 

Las tecas se encuentran finamente perforadas, con una ultraestructura 

nanométrica (Golubeva et al. 2023) y ornamentadas en patrones regulares y 

simétricos determinados genéticamente (Fig. 6.1)). En cada teca se reconocen 

dos partes: 1) una única placa, conocida como valva; y 2) varias bandas 

pleurales en los bordes, conocidas en su conjunto como cíngulo, a través del 

cual las tecas se solapan entre sí. Así, cada teca posee su propia valva y cíngulo, 

es decir, la epiteca posee una epivalva y epicíngulo y la hipoteca posee una 

hipovalva e hipocíngulo. En base a la simetría de las valvas, la clasificación 

tradicional (Simonsen 1979) divide a la clase Bacillariophyceae en orden 

Centrales, con simetría radial, fundamentalmente circulares, y orden Pennales, 

con simetría bilateral, con frústulos primariamente alargados, lanceolados o 

elípticos. Dentro de este último orden, las diatomeas que presentan un rafe en 

sus valvas son denominadas rafídeas (Fig.6.1 B) 
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El silicio, de número atómico 14 (Friedmann et al. 2005), es el octavo 

elemento más abundante en el sistema solar y constituye el 27.7% de la corteza 

terrestre por peso, siendo el segundo elemento más común después del oxígeno 

(46.6%) (Henstock et al. 2015). Es un elemento metaloide que puede 

presentarse en forma amorfa o cristalina (Martin 2013). Unido al oxígeno 

presenta diferentes formas solubles en agua, absorbibles y potencialmente 

biodisponibles, como el ácido ortosilícico (H4SiO4) (Martin 2013). Como se ha 

mencionado, el frústulo de las diatomeas está compuesto por sílice amorfa, por 

ende, estas microalgas necesitan absorber silicatos (SiO4
4-

) del medio en donde 

crecen para la síntesis de sus paredes. A nivel industrial, la sílice amorfa es 

producido de manera sintética y utilizado para diversas aplicaciones como, 

adsorbentes, catalizadores, separaciones cromatográficas, imágenes celulares, 

y vacunas, entre otros (Cui et al. 2020; Niculescu 2020). En los últimos años, ha 

llamado la atención por sus prometedores avances para la administración de 

fármacos (Li et al. 2019) y para la ingeniería de tejido óseo en procesos de 

reparación (Eivazzadeh-Keihan 2020). Una fuente natural de sílice ampliamente 

utilizada es la diatomita o tierra de diatomeas. Es una roca sedimentaria, formada 

principalmente por fósiles de frústulos de diatomeas y, en menor medida, por 

diferentes partículas clásticas y materiales orgánicos, considerados impurezas. 

Estas impurezas afectan su utilidad a nivel industrial (Harwood 1999). Las 

características que hacen que la diatomita resulte atractiva para usos industriales 

son su baja densidad, alta porosidad, baja conductividad térmica, alto punto de 

fusión (1400 °C a 1750 °C), solubilidad en soluciones alcalinas fuertes y ácido 

fluorhídrico, y ser químicamente inerte (Harwood 1999). Dentro de sus 

aplicaciones comerciales se destaca en materiales para filtros, agentes 

aislantes, abrasivos, absorbentes, materiales de construcción, rellenos 

minerales, pesticidas, suplementos para el suelo, catalizadores, recubrimientos, 

aditivos alimentarios, nanotecnología, agentes anti-aglomerantes y aplicaciones 

farmacéuticas o biomédicas, como la administración de fármacos (Harwood 

1999; Ghobara & Mohamed 2019). Sin embargo, la integridad de los frústulos de 

la diatomita no suele ser buena, ya que la presión en los depósitos subterráneos 

daña sus estructuras (Jiang et al. 2013).  Además, esta roca está formada por 

una mezcla de varias especies, obstaculizando la separación de los diferentes 

tipos de frústulos y el aprovechamiento de sus características particulares (Jiang 

file:///C:/Users/Cecilia/Documents/2-Becarios/2-Francisco/Francisco/2-Doctorado/1-Armando%20la%20tesis/Capítulo%20frústulo/Cui
https://doi.org/10.3389/fmats.2020.00036


120 
 

et al. 2013). La diatomita es un recurso fósil no renovable, y su minería y 

procesamiento pueden tener efectos negativos para la salud humana (Nattrass 

et al. 2015) y ambiental (Harwood 1999; Wantzen & Mol 2013); sin embargo, es 

un recurso explotado a nivel mundial (Cameron et al. 2014). En particular, en 

Argentina los yacimientos se encuentran en varias provincias, pero la mayoría 

se ubican en las proximidades de la localidad de Ingeniero Jaccobasi (Provincia 

de Río Negro) (Gozalvez et al. 2004, Fusé et al. 2013). 

En comparación con la diatomita, los frústulos de cultivos de diatomeas 

presentan mayor integridad, son más puros al no presentar partículas clásticas 

y son más homogéneos, ya que pueden provenir de cultivos de especies 

individuales (Jiang et al. 2013). Los frústulos son un material nanoporoso (Amoda 

et al. 2020) y muy diverso, dado que la morfología es específica a nivel de 

especies (Fu et al. 2022). Este último aspecto es muy importante, dado que las 

diatomeas comprenden un grupo muy diverso taxonómicamente presentando 

entre 12.000 y 30.000 especies (Malviya et al. 2016). Bajo este contexto, en los 

últimos años se vienen desarrollando numerosos estudios orientados al potencial 

uso de los frústulos en aplicaciones biomédicas, biotecnológicas, ambientales y 

nanotecnologícas como: celdas solares (Bandara et al. 2020), control 

hemostático (Wang et al. 2021), dispositivos fotoeléctricos y artefactos de 

protección UV (Li et al. 2021), remoción de fármacos y purificación de agua (Yan 

et al. 2021), reparación de huesos (Reid et al. 2021), biosensores y 

transportadores de drogas (Sardo et al. 2021), entre otros. Sin embargo, para 

que estas aplicaciones resulten sostenibles a nivel comercial, es importante 

optimizar aspectos relacionados con: la selección de especies robustas para su 

cultivo, métodos de purificación de los frústulos, compatibilización de los 

frústulos en pruebas ambientales, biomédicas y farmacológicas, entre otras.  

En cuanto a los métodos de purificación o limpieza de los frústulos, existen 

diferentes métodos físicos y químicos para eliminar la materia orgánica asociada 

a la estructura silícea. Entre los métodos físicos se puede mencionar el secado, 

autoclave, calcinación en estufa o calcinación con plasma (Van Eynde et al. 

2014; Jain et al. 2022). Es importante tener en cuenta que un aumento de la 

temperatura o del tiempo de calcinación pueden ayudar a remover una mayor 

cantidad de materia orgánica, aunque una temperatura elevada también puede 
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producir alteraciones en la estructura o composición de los frústulos (Umera et 

al. 2008; Jiang et al. 2013; Van Eyde et al. 2014). Entre los tratamientos químicos 

se puede mencionar, el uso de diferentes ácidos o sustancias oxidantes. Los 

más comunes son el ácido sulfúrico, el ácido clorhídrico, solución piraña 

(solución de ácido sulfúrico y peróxido de hidrógeno), el ácido nítrico y el 

peróxido de hidrógeno. Tanto la solución piraña como los ácidos sulfúrico y 

clorhídrico, son ácidos fuertes que tienen efectos muy agresivos, pueden llegar 

a dañar la estructura silícea del frústulo y requieren tratamientos posteriores para 

terminar de acondicionar el material (Sardo et al. 2021). Por otro lado, los 

tratamientos con peróxido de hidrógeno (H2O2) o ácido nítrico (HNO3) son menos 

peligrosos, aunque requieren un tratamiento adicional de alta temperatura para 

poder lograr una mayor eficiencia de oxidación (Sardo et al. 2021). 

Las nanopartículas de sílice mesoporosas (NPSMs o sus siglas en inglés 

MSNP’s), son partículas de origen artificial que se utilizan ampliamente como 

vehículos de administración de fármacos (Bharti et al. 2015), debido a sus 

notables propiedades físico-químicas que incluyen, resistencia mecánica, 

estabilidad química, biocompatibilidad y versatilidad sintética. La estructura 

mesoporosa única de la sílice facilita la carga eficaz de los fármacos y su 

posterior liberación controlada en el sitio objetivo. Entre las propiedades 

deseables para la utilización de sílice en sistemas de administración de drogas 

se puede mencionar: área superficial alta, volumen de poros grande y 

distribución estrecha del tamaño de los poros (Bharti et al. 2015). Además, el 

potencial zeta, los grupos funcionales en superficie y el rango de tamaño de las 

nanopartículas, deben ser tenidos en cuenta para garantizar la internalización, la 

absorción, la liberación controlada y la entrega dirigida de drogas, dado que 

influyen en la biodisponibilidad de las mismas (Bharti et al. 2015). La preparación 

de NPSMs fue comunicada por primera vez por científicos de la Mobil Company 

en 1992 y aunque inicialmente se desarrollaron para su uso como soportes de 

catálisis, pronto se descubrió su potencial aplicación, como sondas de imagen, 

sensores, materiales ópticos, fotocatálisis, pilas de combustible, sistemas 

eléctricos y, sobre todo, en el ámbito de la investigación médica (Llinàs & 

Sánchez-García 2013). La fabricación de NPSM´s requiere habilidades 

avanzadas, que a menudo implican el uso de productos químicos tóxicos, los 
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cuales pueden derivar en la formación de subproductos contaminantes no 

reutilizables, haciendo el proceso poco rentable y crítico ambientalmente 

(Delasoie & Zobi 2019). 

En la última década, los frústulos de las diatomeas han sido cada vez más 

reconocidos como un biomaterial prometedor para aplicaciones de 

administración de fármacos (Delasoie & Zobi 2019; Tramontano et al. 2020) El 

frústulo representa una fuente alternativa y económica de sílice mesoporoso 

altamente estructurada, biocompatible y con una superficie potencialmente 

modificable (Delasoie & Zobi 2019, Yang et al. 2023). Sus grupos funcionales 

son muy estables y abarcan:  silanol (Si-O), siloxano (Si-O-Si); hidroxilo (O-H) 

(generalmente asociado a grupos Si-OH), alcanos (C-H) y carbonilos (C=O) 

(Golubeva et al. 2023). Son materiales micro/nanoportadores ideales, ya que 

permiten retener la bioactividad y la naturaleza del fármaco cargado y son 

capaces de transportarlo al sitio de acción. Sus características químicas, la 

diversidad de sus morfologías, el tamaño y la porosidad, la funcionalización de 

la superficie ajustable y la biocompatibilidad hacen de los frústulos de las 

diatomeas una herramienta única en el campo de las aplicaciones de 

administración de fármacos (Delasoie & Zobi 2019). De acuerdo a este 

escenario, una amplia gama de propiedades, factores y condiciones de carácter 

físico, químico, biológico y fisiológico deben cumplirse con el fin de preparar 

NPSM´s a partir de frústulos de diatomeas para su utilización como una 

nanoplataforma biomédica. 

Frente a este escenario y bajo un concepto de biorrefinería, en el presente 

estudio hemos considerado la posibilidad de obtener sílice amorfa biogénica de 

una manera renovable a partir de frústulos de cultivos bioenergéticos de H. 

coffeaeformis, con el fin de aumentar la rentabilidad del proceso y valorizar la 

biomasa en forma integral.  

 

 

 

Objetivo general 

El objetivo general de este capítulo fue caracterizar las propiedades 

fisicoquímicas de los frústulos de Halamphora coffeaeformis y su 
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biocompatibilidad con el tejido sanguíneo, bajo dos condiciones de cultivo, con 

el fin de evaluar su potencial aplicación en el campo biomédico. 

 

 

Objetivos específicos 

 

Caracterizar los frústulos de H. coffeaeformis, obtenidos a partir de 

cultivos en fotobiorreactores y en piletas bioenergéticas a cielo abierto, mediante 

el análisis de: 

• Morfología y ultraestructura a partir de microscopía electrónica de barrido 

(MEB) 

• Estabilidad térmica (Análisis termogravimétrico) 

• Composición elemental superficial empleando espectrometría de 

fotoelectrones inducidos por rayos X (XPS) 

• Composición elemental con MEB-EED (SEM-EDS) 

• Área superficial (Área BET) 

• Potencial-Z y diámetro hidrodinámico  

• Grupos funcionales EITF (FTIR) 

• Evaluar la biocompatibilidad en muestras de sangre entera a partir del 

estudio del efecto hemolítico y la fragilidad osmótica. 

Resumen: En primavera de 2021 se realizó un cultivo de H. coffeaeormis a 

cielo abierto, en instalaciones del campus del CERZOS (ver Capítulo 4 de esta 

Tesis), y al final del mismo se cosechó la biomasa producida y parte de la 

misma se reservó para la caracterización de los frústulos. Adicionalmente se 

realizó un cultivo en fotobiorreactor para realizar una caracterización de los 

frústulos bajo condiciones controladas. La hipótesis de trabajo considerada en 

este capítulo fue que las propiedades fisicoquímicas y la biocompatibilidad con 

el tejido sanguíneo de los frústulos de H. coffeaeformis, son adecuadas para 

su aplicación en el campo biomédico. 
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6.2. Materiales y métodos 

6.2.1. Obtención de biomasa para análisis de frústulos 

Para la obtención de biomasa y caracterización de los frústulos, se 

realizaron ensayos bajo dos condiciones: 1) un cultivo realizado en un 

fotobiorreactor, bajo condiciones controladas, y 2) un cultivo realizado en pileta 

raceway a cielo abierto, bajo condiciones naturales. 

Para lograr condiciones controladas, se realizó un cultivo en un 

fotobiorreactor (FBR) cilíndrico de 25 litros de capacidad, marca Figmay). Se 

usaron16 litros de medio de cultivo f/2 (Guillart 1973), preparado a partir de agua 

de mar estéril y con una salinidad de 30‰. El FBR fue ubicado en un cuarto bajo 

condiciones controladas, a una temperatura de 20 ± 1 ºC, una intensidad de luz 

de 100 µmol de fotones m2 s-1 y un fotoperíodo de 12:12 hs luz:oscuridad. Luego 

de siete días, el cultivo fue cosechado. Para ello, se detuvo el sistema de paletas 

del FBR y se esperó un período de 4h para que las células autofloculen. Se 

retiraron aproximadamente 12 L de sobrenadante, y los 4 L de cultivo floculado 

fue centrifugado en una centrífuga Rolco 2070 a 3000 rpm durante 10 min. El 

pellet formado fue lavado dos veces con un buffer de NaCl al 0.9% (pH 7) y 

centrifugado nuevamente. El pellet resultante fue guardado en un freezer a -18ºC 

hasta su posterior utilización (Biomasa-FBR). 

Por otro lado, una muestra de biomasa obtenida durante el cultivo de 

primavera en pileta raceway a cielo abierto (Biomasa-RAC), de acuerdo con lo 

detallado en el Capítulo 4 de esta Tesis, fue separada y reservada para el 

análisis de sus frústulos.  

6.2.2. Limpieza de frústulos por oxidación y tratamiento 

térmico 

La limpieza o purificación de los frústulos se llevó a cabo primero por un 

tratamiento químico de oxidación de la biomasa, seguido por un tratamiento 

térmico de calcinación de los frústulos.  

Para la oxidación de la biomasa, 30 g de Biomasa-FBR y 30 g de 

Biomasa-RAC fueron colocados en vasos de precipitado de 250 ml con 100 ml 

de peróxido de hidrógeno (30 v v-1) (Fig 6.2 A) y sumergidos en un baño 
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termostatizado (FAC Ballus) a 80ºC durante 12 horas (Fig 6.2 B-C). Una vez 

cumplido el tiempo, el material fue centrifugado (10 min 3600 RPM) (Marca Rolco 

2070) y lavado con agua destilada hasta alcanzar un pH de 7 (Fig 6.2 D). Los 

frústulos (F) fueron ubicados formando una capa delgada en cajas de Petri (Fig 

6.2 E) y llevados a estufa a 60ºC durante 2 días (Fig 6.2 F). Los frústulos secos 

fueron conservados en tubos de centrifuga estériles con tapa rosca en un 

desecador hasta su análisis. Los frústulos provenientes de fotobiorreactor serán 

nombrados como F-FBR y los provenientes de la pileta tipo raceway como F-

RAC. 

 

Figura 6.2. Oxidación de biomasa de Halamphora coffeaeformis con peróxido de 

hidrógeno. A) Biomasa-RAC en vasos de precipitado de 250 ml con 100 ml de 

peróxido de hidrógeno (30 v v-1). B) Inicio de la oxidación de la biomasa en baño 

termostatizado a 80ºC. C) Fin de la oxidación de la biomasa en baño 

termostatizado. D) Biomasa oxidada (Frústulos). E) Frústulos húmedos en placa 

de Petri. F) Frústulos secos en placa de Petri. 
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Previamente al tratamiento térmico, se realizó un análisis 

termogravimétrico preliminar con los F-FBR, con el fin de determinar el efecto de 

la temperatura sobre el peso de los frústulos y de esta manera poder seleccionar 

las temperaturas adecuadas para el tratamiento de calcinación. Para ello, se 

colocaron submuestras de 30 mg en un Analizador Termogravimétrico TA 

Instruments Discovery TGA-5500 (Fig. 6.3), al cual se le aplicó un flujo de aire 

(25 mL min-1) hasta alcanzar 1000ºC a una velocidad de 10ºC min-1. 

De acuerdo con los resultados obtenidos con el análisis 

termogravimétrico, los frústulos fueron sometidos a tres tratamientos térmicos 

(300°C, 500°C y 800ºC), con el fin de completar su limpieza. Para ello, los 

frústulos tratados por el método de oxidación fueron llevados a una estufa con 

circulación de aire, la cual se ajustó a las temperaturas seleccionadas durante 1 

hora. También se reservó una parte de los frústulos de ambos cultivos sin 

calcinar (60ºC, temperatura de estufa de secado), con el fin de realizar futuras 

comparaciones. El material fue guardado en tubos de centrífuga estériles con 

tapa rosca y conservado en desecador hasta su posterior análisis.  

 
 

Figura 6.3. Analizador termogravimétrico (TGA 5500) utilizado para realizar el análisis. 

6.2.3. Composición elemental superficial  

El análisis de la composición elemental superficial de los frústulos se 

realizó mediante Espectroscopía Fotoelectrónica de Rayos X (XPS), con un 
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Espectrómetro ESCA PHI 548 (Fig. 6.4), equipado con un analizador cilíndrico 

de doble paso.  Esta técnica permite determinar el estado químico y la 

composición elemental de las primeras capas atómicas de un material 

(típicamente de entre 0.5 a 3 nm de profundidad) mediante la irradiación de la 

muestra con rayos X blandos (Briggs & Grant 2003). En este caso, se empleó la 

radiación no monocromática del ánodo de Al a 250 W (12.5 kV a 20 mA). Los 

espectros de resolución se adquirieron a una energía de paso de 50 eV, lo que 

proporcionó una resolución absoluta de aproximadamente ±0,5 eV. La presión 

base de operación se mantuvo por debajo de 5X10-9 Torr. La energía de ligadura 

del orbital 2p del siliciose utilizó como referencia de carga y se fijó en 102,6 eV. 

La deconvolución de las señales se llevó a cabo mediante suma de funciones 

Gaussianas y Lorentzianas y resta de fondo de tipo Shirley y. De esta forma, la 

estimación de las concentarciones atómicas de los elementos se llevó a cabo al 

relacionar las áreas de los picos luego de la sustracción del fondo, y se 

corrigieron en función de los factores de sensibilidad atómica correspondientes, 

dentro de un error absoluto aproximado del 20%. 

 

 

Figura 4. Espectrómetro ESCA PHI 548 
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6.2.4. Morfología y composición elemental 

El estudio de la morfología ultraestructural del frústulo y la composición 

elemental subsuperficial se llevó adelante con un Microscopio Electrónico de 

Barrido (SEM), equipado con un sistema de Rayos x de Energía Dispersiva 

(SEM-EDS). Este método mide la composición elemental en un rango entre 700 

y 1900 nm (Georget et al. 2021), abarcando la totalidad del frústulo. El estudio 

se realizó sobre 20 frústulos elegidos al azar, sobre los cuales se tomó una 

micrografía y se analizó tamaño y composición elemental. Para preparación del 

material, submuestras de frústulos tratados por oxidación y bajo las tres 

condiciones de calcinación fueron montadas en soportes de vidrio, secadas a 

temperatura ambiente y metalizadas con oro en un Equipo de Pulverización 

Iónica JEOL JFC-1100. Distintas submuestras fueron observadas en un 

microscopio LEO, EVO-40XVP (CCT-CONICET, Bahía Blanca). La terminología 

referida a la morfología del frústulo sigue la nomenclatura convencional de 

Anonymous (1975) y Round et al. (1990). Las micrografías fueron analizadas y 

separadas en capas con el programa Adobe Photoshop CS6. Las capas se 

vectorizaron con el programa Inkscape y fueron cargadas y ensambladas en el 

software. Los aspectos finales del modelo digital se moldearon en la página 

https://stephaneginier.com/sculptgl/. Finalmente se realizó una impresión 3D con 

una impresora CoLiDoTM 3.0. L, obteniendo una réplica tridimensional 

representativa de la morfología de H. coffeaeformis.  

6.2.5. Área superficial BET 

El método BET permite determinar la superficie de un sólido basándose 

en la adsorción de un gas inerte, generalmente N2, a baja temperatura. La 

ecuación ó isoterma BET, es la forma más común de determinar los valores de 

monocapa y área específica en diversas ramas de la físicoquímica (Naderi 2015). 

En este método, se utiliza la fisisorción de una monocapa de gas, que suele ser 

débil y reversible, sobre un sólido para realizar la medición. Es necesario enfriar 

el sólido y estimar la cobertura de la monocapa. A partir de la cobertura estimada, 

se puede calcular el área superficial del material. El cálculo del área cubierta 
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toma en consideración la cantidad de gas o vapor utilizado para formar la 

monocapa, así como las dimensiones y el número de moléculas involucradas en 

el proceso (Naderi 2015). 

El área superficial de los frústulos se midió con un Analizador de Área 

Superficial y Tamaño de Poro Nova 1200e (Fig. 6.5).  

 

Figura 6.5. Analizador de Área Superficial y Tamaño de Poro Nova 1200e. 

 

6.2.6. Presencia de grupos funcionales 

La presencia de grupos funcionales en los frústulos fue estudiada 

mediante Espectroscopía Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), 

utilizando un Espectrofotómetro Vertex 70 (Bruker). Para la adquisición de los 

espectros, se utilizó una resolución espectral estándar de 4 cm⁻¹ en el rango 

espectral de 4000 a 400 cm⁻¹, con 64 acumulaciones por muestra. 

6.2.7. Potencial Zeta   

La medición del potencial Zeta (ζ) de los frústulos en suspensión acuosa 

se realizó de acuerdo a la técnica de microelectroforesis láser Doppler 
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(Bhattacharjee 2016). Es una técnica indirecta que se basa en la determinación 

de la movilidad electroforética y en la aplicación de ecuaciones matemáticas para 

su cálculo. Cuando una partícula con carga eléctrica se dispersa en un medio 

acuoso, se produce una doble capa eléctrica (EDL) alrededor de ella como 

resultado de la interacción entre la carga de la partícula y las moléculas y iones 

del medio acuoso. Al aplicar un campo eléctrico a dicha dispersión, las partículas 

cargadas se mueven hacia el electrodo opuesto (electroforesis). El ζ se deduce 

de la movilidad electroforética de partículas cargadas bajo la acción del campo 

eléctrico. Refleja la diferencia de potencial entre la EDL de partículas 

electroforéticamente móviles y la capa dispersante que las rodea en el plano de 

deslizamiento. Para determinar este desplazamiento, se utiliza un haz láser 

incidente y se mide el cambio de su fase o frecuencia causado por el movimiento 

de las partículas. Esta medición es convertida matemáticamente en el valor del 

ζ por medio de la ecuación de Smoluchowski o Hückel, según el tamaño de la 

EDL. (Bhattacharjee 2016). Esta técnica permitió obtener información sobre la 

carga superficial de los frústulos a un pH 7.  

Para medir el ζ de los frústulos, se prepararon dispersiones con una 

concentración de 1 mg mL-1 y se sometieron a tratamiento ultrasónico durante 

30 minutos. Se utilizó NaCl 0,01M como electrolito soporte. Las mediciones del 

potencial zeta se realizaron usando un Malvern Zetasizer Nano ZS90. 

6.2.8. Diámetro hidrodinámico e índice de polidispersión 

El diámetro hidrodinámico y el índice de polidispersión de las partículas 

se analizaron de acuerdo a la metodología de Dispersión de Luz Dinámica (DLS).  

El diámetro hidrodinámico (DH), es una estimación del tamaño de las 

nanopartículas que tiene en cuenta su composición, carga, forma e interacción 

con el medio circundante. El índice de polidispersión (IPD) es una estimación de 

la polidispersión de las partículas en suspensión, es decir, la variabilidad en el 

tamaño de las partículas dentro de una muestra. Esto es particularmente 

importante en aplicaciones donde se requiere un tamaño de partícula 

homogéneo. Los valores de índice de polidispersión (IPD) obtenidos por DLS 

pueden indicar si una muestra es altamente monodispersa (IPD ≤ 0,1), 
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moderadamente monodispersa (0,1 < IPD ≤ 0,5) o polidispersa (IPD > 0,5) en el 

medio estudiado. (Bhattacharjee 2016) 

Esta técnica, se basa en la interacción de la luz con partículas en 

suspensión y en su movimiento browniano, expresada en una función de 

correlación (Bhattacharjee 2016). La función de correlación proporciona 

información sobre el tamaño de las partículas. Finalmente, los datos obtenidos 

de la curva de correlación son transformados en medidas de diámetro 

hidrodinámico y distribución de tamaños utilizando la ecuación de Stokes-

Einstein: 

  

𝐷𝐻 =
𝐾𝑇

6𝜋𝜂𝑅
       (Ecuación 6.1) 

 

Donde, DH es el diámetro hidrodinámico, K la constante de Boltzmann, T la 

temperatura absoluta, η la viscosidad del disolvente y R radio de la partícula 

esférica.  

Para llevar a cabo la medición del DH, se prepararon dispersiones de frústulos 

en agua destilada con una concentración cercana a 1 mg mL-1, las cuales fueron 

sometidas a un tratamiento ultrasónico de 30 minutos. Posteriormente, se tomó 

1 mL de la suspensión y se colocó en una celda de vidrio de 12 mm de camino 

óptico. Para realizar las mediciones, se empleó un instrumento Malvern Zetasizer 

Nano ZS90. 

6.2.9. Caracterización de hemoglobina libre media y 

fragilidad osmótica de eritrocitos  

Una vez obtenida la información relativa a la caracterización de los 

frústulos bajo ambas condiciones de cultivo, se analizaron los resultados y se 

procedió a la selección de los frústulos con tratamientos térmicos de 300 y 500ºC 

para la realización de las pruebas de biocompatibilidad con muestras de sangre. 

En este sentido, se evaluó el efecto sobre los glóbulos rojos en términos de 

hemólisis (determinación de hemoglobina libre) e integridad de la membrana 

plasmática (ensayo de fragilidad osmótica). Para el ensayo de hemoglobina libre 

se utilizaron solo los tratamientos F-FBR 300 y F-RAC 300 de manera preliminar. 
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Para el ensayo de fragilidad osmótica se utilizaron los tratamientos F-FBR 300, 

F-FBR 500, F-RAC 300 y F-RAC 500.  

Los ensayos en sangre se llevaron a cabo de acuerdo a las Guías de 

Buenas Prácticas Clínicas de la Declaración de Helsinki (ICH GCP Guidelines), 

a la disposición nacional argentina de ANMAT 6677/10 y a la ley N° 11044 de la 

Provincia de Buenos Aires bajo el consentimiento de los donantes. Las muestras 

fueron recolectadas por punción venosa empleando EDTA 5 mM como 

anticoagulante.  

6.2.10. Determinación de hemoglobina libre  

La determinación de hemoglobina libre brinda información acerca del 

efecto hemolítico de las sustancias estudiadas. En condiciones normales, la 

hemoglobina se encuentra en el interior de los eritrocitos. Frente a ciertas 

circunstancias inductoras de lisis, la misma se libera al plasma y la puede ser 

detectada analíticamente (Rosa et al. 2020). 

Los eritrocitos fueron tratados durante 1 hora con una concentración de 10 µg 

mL-1 de F-FBR 300 y de F-RAC 300. Para esto se preparó una suspensión de 3 

mg de frústulos de H. coffeaeformis en 3 ml de solución fisiológica (NaCl 0,9%). 

Luego se colocaron 0,5 ml de sangre en eppendorfs y se les agregó 0,5 ml de la 

suspensión de solución fisiológica y frústulos. Además, se realizó un control con 

solución fisiológica sin frústulos. Los eppendofrs fueron colocados en un agitador 

durante una hora a 40 rpm. Luego, cada muestra se incubó en NaCl (0,9%) a 

temperatura ambiente durante 30 minutos. Se realizó una centrifugación durante 

10 minutos a 6000 rpm con el objetivo de separar el plasma de las células no 

lisadas. Se agregaron 0,3 ml de plasma a 2,7 ml de Na2CO3 10 mg.dl-1 en tubos 

de ensayo y se midieron las absorbancias a 415 nm, 450 nm y 700 nm  

(espectrofotómetro synergy-HT Biotek). Estas absorbancias fueron utilizadas 

para estimar la Hb libre media utilizando la siguiente ecuación (Rosa et al. 2020) 

: 

𝐻𝑏   𝑏         (     −1) = 155. 𝐴𝐵𝑆415 − 130. 𝐴𝐵𝑆450 − 124𝐴𝐵𝑆700     

(Ecuación 6.1) 
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Donde ABS415, ABS450 y ABS700 son las absorbancias a 415 nm, 450 nm y 700 

nm, respectivamente. Cada tratamiento fue analizado por triplicado. 

6.2.11. Fragilidad osmótica 

La prueba de fragilidad osmótica se emplea para evaluar la resistencia de 

los eritrocitos a la ruptura por la acción de la presión osmótica sobre la membrana 

de los eritrocitos, cuando se colocan en soluciones salinas hipotónicas. Es un 

indicador de la relación volumen/superficie celular, utilizado para evaluar las 

propiedades de las membranas citoplasmáticas y el efecto sobre el volumen 

intracelular (Alonso-Geli et al. 2015) 

La evaluación de la fragilidad osmótica en los eritrocitos se llevó a cabo 

utilizando una serie de diluciones de NaCl. Los eritrocitos fueron tratados durante 

1 hora con una concentración de 10 µg mL-1 de cuatro de los tratamientos de 

frústulos seleccionados (F-FBR 300, F-FBR 500, F-RAC 300 y F-RAC 500). 

Luego, cada muestra se incubó en diluciones de NaCl (0–0,9%) a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Se realizó una centrifugación durante 10 minutos 

a 6000 rpm con el objetivo de eliminar las células no lisadas. El porcentaje de 

hemólisis se determinó espectrofotométricamente a 540 nm en un lector de 

placas múltiples (synergy-HT Biotek). Cada condición se realizó en triplicado y la 

hemólisis se expresó como % de la condición de hemólisis del 100% (0% NaCl) 

(Benson & Swallen 1964). Se analizó un control que consistió en el tratamiento 

de eritrocitos utilizando una serie de diluciones de NaCl sin el agregado de 

frústulos. 

6.3. Resultados 

6.3.1. Descripción morfológica del frústulo 

 Micrografias de células y frústulos de Halamphora coffeaeformis obtenidas con 

un microscopio electrónico de barrido (SEM) se muestran en la Fig. 6.6. Esta 

especie presenta células solitarias con frústulos complejos, similares a un tercio 

de una naranja, y con algunas desviaciones de la descripción tradicional de las 

diatomeas pennadas. Considerando su asimetría, presentan una vista ventral y 

una vista dorsal. En la Fig. 6.6 A se observan dos células enteras con su forma 
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típica preservada mediante la metodología de punto crítico. En la célula superior, 

en vista ventral, se observan las dos valvas, y en la célula inferior, en vista dorsal, 

se observan las numerosas bandas que conforman el cíngulo. Las valvas son 

semi-lanceoladas y asimétricas, con un margen dorsal convexo y un margen 

ventral de recto a ligeramente cóncavo, en donde se ubica el rafe. 

Llamativamente ambos rafes se observan en la misma vista ventral. Células en 

vista dorsal elípticas, con extremos rostrados cortos (Fig. 6.6 A). Valvas con 

extremos subcapitados (Fig. 6.6 C y G), excepto algunos especímenes más 

pequeños con extremos indiferenciados (Fig. 6.6 B), con un tamaño de 3,2 μm a 

7,8 μm de ancho y 15,3 μm a 39,6 μm de largo. Rafe débilmente arqueado, 

alineado y cerca del margen ventral de la valva (Fig. 6.6 C y G). Terminaciones 

proximales del rafe rectas (Fig. 6.6 D y H) y terminaciones distales levemente 

desviadas hacia el margen dorsal (Fig. 6.6 E y I). Rafe proximal interno recto con 

helictoglosas centrales fusionadas (Fig. 6.6 D); y extremos distales desviados 

ventralmente en helictoglosas poco desarrolladas (Fig.6.6 E). Estrías dorsales 

biseriadas (Fig. 6.6 D, E, H, I y J), las centrales bifurcadas (Fig. 6.6 D y H). 

Presentan 22,1 (± 0,17) estrías dorsales cada 10 μm, y 123 (± 4,5) areolas cada 

10 µm. En general, las areolas presentan un tamaño de 37,9 (± 9,46) nm. Cíngulo 

compuesto por varias bandas pleurales que rodean toda la cara valvar (Fig. 6.6 

F), más anchas dorsalmente, con dos filas de poroides (Fig. 6.6 L) y afinadas en 

la cara ventral, con una sola fila de poroides (Fig. 6.6 M). Presentan 44,6 (±1,5) 

poroides cada 10 μm (Fig. 6.6 L y M), con un tamaño de poroides de 91,4 nm (± 

24,6 nm).  
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Figura 6.6. Micrografias de microscopía electrónica de barrido (SEM) de Halamphora 

coffeaeformis. A) Células en vista ventral (superior) y dorsal (inferior); B) Vista externa 

de un espécimen pequeño; C–F)Vistas internas de las valvas; C) Valva completa; D) 

Detalle del área central y extremos proximales del rafe; E) Detalle del extremo de la 

valva; se observa el extremo distal del rafe y la helictoglosa; F) Detalle del extremo de 

la valva con bandas pleurales unidas a la valva; G–J) Vistas externas de las valvas; G), 

Valva completa; H) Detalle del área central y extremos proximales del rafe; I) Detalle del 

extremo de la valva; se observa el extremo distal del rafe; J) Detalle de estrías 

biseriadas; K) Vista externa de la valva rodeada de bandas pleurales dorsales y 

ventrales; L) Detalle de zona dorsal de banda pleural con doble fila de poroides; M) 

Detalle de zona ventral de banda pleural con una sola fila de poroides. Barra de escala: 

A = 4 μm; B–M = 2 μm. 
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La Figura 6.7 muestra los resultados obtenidos con el modelado tridimensional 

del frústulo de H. coffeaeformis. La representación de la morfología del frústulo 

fue exitosa partiendo de micrografías de SEM (Fig 6.7 A), vectorizadas, 

ensambladas (Fig. 6.7 B) y ajustadas (Fig. 6.7 C). El resultado final de la 

impresión 3 D del frústulo se observa en las Figs. 6.7 D, E y F. La Fig. 6.7 D 

muestra la impresión en vista ventral y la Fig. 6.7 E en vista dorsal. La Fig. 6.7 F 

muestra las dos tecas separadas, además de suslados interno y externo. 

 

Figura 6.7. Modelado tridimensional de H. coffeaeformis. A Vista interna de valva. B 

Imágenes vectorizadas del frústulo ensambladas en el software Tinkercad. C Modelo 

del frústulo ensamblado y ajustado en el sitio web https://stephaneginier.com/sculptgl/. 

D-F Impresiones 3-D de frústulos de H. coffeaeformis; D Vista ventral; E Vista dorsal; F 

Vistas interna y externa del modelo impreso de las tecas. Barras escala: A = 3 µm; D-F 

= 2 cm. 

  

https://stephaneginier.com/sculptgl/
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6.3.2. Análisis termogravimétrico 

La Figura 6.8 muestra los resultados del análisis termogravimétrico de los F-FBR 

de H. coffeaeformis. Los valores de temperatura relacionados con una mayor 

pérdida de peso, con respecto al peso inicial, fueron:  1) 50ºC (2%); 2) 300ºC 

(11%) y 3) 500ºC (9,5%). Por otro lado, a partir de 800ºC los valores de la 

derivada de pérdida de peso se redujeron a valores próximos a cero, por lo que, 

a partir de este punto, la masa se vuelve constante. 

Figura 6.8. Análisis termogravimétrico de frústulos de H. coffeaeformis obtenidos en 

fotobiorreactor (F-FBR). Porcentaje del peso inicial y derivada del porcentaje del peso 

inicial en relación con la temperatura. 

6.3.3. Composición elemental con XPS y EDS  

El análisis de la composición elemental superficial de los frústulos de H. 

coffeaeformis (F-FBR y F-RAC) mediante XPS puede observarse en las Fig. 6.9 

A y C. Hasta los 500ºC, los F-FBR (Fig. 6.9 A) mostraron una marcada 

disminución del porcentaje atómico de carbono (C) (40,4% a 15 %) y un aumento 

de silicio (Si) (18,4% al 26,4%) y de oxígeno (O) (40,2% a 57,7%). Además, se 

encontró ~ 1,5% de calcio (Ca) en todos los tratamientos, y 1,8% de nitrógeno 
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(N) en el tratamiento a 300ºC. En cuanto a los F-RAC, el C disminuyó hasta una 

calcinación de 500ºC (43,25% a 22,25%) y el Si y O aumentaron de 9% a 12% y 

de 40,2% a 55,8%, respectivamente. Además, se encontró presencia de Ca 

(3,36% a 4,27%) y P (4% a 5%) en todos los tratamientos (Fig. 6.9 C). 

El análisis de la composición elemental de los frústulos de H. coffeaeformis 

mediante EDS puede observarse en las Fig. 6.9 B y D. Los F-FBR (Fig. 6.9 B) 

mostraron una marcada disminución de C (40,9% a 29 %) hasta una calcinación 

de 500ºC, mientras que el Si subió de 18,6% a 21,1%, y el O aumentó de 31.7% 

a 42.6%. Se encontró alrededor de 3 % de Ca, 4,5 de sodio (Na) y 1% de 

magnesio (Mg) en todos los tratamientos de F-FBR. En cuanto a los F-RAC, el 

C disminuyó hasta una calcinación de 500ºC (24% a 21,3%), mientras que el Si 

aumentó levemente de 20% a 22.7% y el O varió entre 44.6% y 49.2%. (Fig. 6.9 

D). Adicionalmente, se encontró entre 2.6% y 3.9% de Ca, entre 5.2 y 6.1% Na 

y alrededor de 1.5 % de Mg en todos los tratamientos de F-RAC 

 

Figura 6.9. Resultados de la composición elemental (CE) de frústulos de H. 

coffeaeformis a diferentes temperaturas. CE superficial, medida por XPS (A y C) y CE 

medida por EDS (B y D).  F-FBR (A y B) y F-RAC (C y D)  

6.3.4. Presencia de grupos funcionales 

La Figura 6.10 muestra los espectros IF-RTA de los frústulos F-FBR (Fig. 6.10 

A) y F-RAC (Fig. 6.10 B) de H. coffeaeformis para cada tratamiento (60ºC, 300ºC, 
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500ºC y 800ºC). En todos los tratamientos para ambos cultivos, se observaron 

bandas de absorción correspondientes a: hidroxilos (O-H) de grupos Si-OH 

(3100 a 3500 cm-1), alcanos (C-H) (2939 and 2860 cm−1), O-H (1670 cm-1), silanol 

(Si-O) (956, 445 cm-1) y siloxanos (Si-O-Si) (1220 a 1050 cm-1, 805 cm-1). 

Además, en F-FBR 60ºC, F-FBR 300ºC y F-RAC 60ºC se observan grupos 

carbonilos (C=O) (1732cm-1). Estos grupos dejan de observarse a 500°C. De la 

misma manera, la intensidad de los picos correspondientes a alcanosC-H y Si-

OH disminuyeron su intensidad a 800°C. 
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Figura 6.10. Espectros IF-RTA de frústulos de H. coffeaeformis con diferentes 

tratamientos térmicos (60ºC, 300ºC, 500ºC y 800ºC) obtenidos en fotobiorreactor (A) y 

en pileta tipo raceway (B)   
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6.3.5. Área superficial BET 

La Figura 6.11 muestra los resultados de área superficial medidos con el método 

de Brunauer-Emmet-Teller (BET). Los F-RAC (Fig. 6.11 B) presentaron valores 

superiores de área BET comparado con los F-FBR (Fig. 6.11 A). Los F-FBR 

mostraron un valor máximo de 27 m2 g-1 con una calcinación a 300ºC, mientras 

que los F-RAC mostraron un valor máximo de 68.6 m2 g-1 también a 300ºC. Esta 

información coincide con el punto de mayor pérdida de peso por calcinación, que 

se encontró a 300ºC (Fig. 6.8). 

Figura 11. Resultados del área superficial BET de frústulos de H. coffeaeformis con 

diferentes tratamientos térmicos (60ºC, 300ºC, 500ºC y 800ºC) obtenidos en 

fotobiorreactor (A) y en pileta tipo raceway (B) 

6.3.6. Diámetro hidrodinámico (DH), índice de 

polidispersión (IPD) y potencial zeta (ζ)  

En la Tabla 6.1 se presentan los resultados correspondientes a DH, IPD y ζ de 

los frústulos de H. coffeaeformis para los diferentes tratamientos térmicos. Los 

F-FBR y F-RAC presentaron un DH entre 398,4 nm y 485,3 nm y entre 412,9 nm 

y 504.3 nm, respectivamente. El IPD indica que las partículas de los frústulos 

son moderadamente monodispersos (0,1 < IPD ≤ 0,5) (Bhattacharjee 2016). Los 

valores de potencial z de los F-FBR y F-RAC fueron del orden de -33 mV y -20 

mV, respectivamente; sugiriendo una mayor estabilidad de la dispersión en el 

medio acuoso y la presencia de no agregados en los F-FBR. 
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Tabla 6.1. Diámetro hidrodinámico (DH), índice de polidispersión y potencial zeta (ζ) por 

DLS (Dynamic Light Scattering) de frústulos de H. coffeaeformis obtenidos en FBR y 

piletas tipo raceway para diferentes tratamientos de temperatura (60ºC, 300ºC, 500ºC y 

800ºC). 

Tratamientos 
DH 

(nm) 
IPD 

ζ  

(mV) 

ζ Desviación           

(mV) 

F-FBR 60ºC - - -34,3 5,48 

F-FBR 300ºC 398,4 0,307 -33,1 4,63 

F-FBR 500ºC 485,3 0,462 -34,5 4,7 

F-FBR 800ºC 483,3 0,415 -33,6 5,04 

F-RAC   60ºC - - -20.2 3.89 

F-RAC 300ºC 504.3 0.412 -23.6 5.05 

F-RAC 500ºC 412.9 0.356 -23.2 4.82 

F-RAC 800ºC 429.6 0.337 -26.9 4.95 

 

6.3.7. Caracterización de hemoglobina libre media y 

fragilidad osmótica de eritrocitos  

La mezcla realizada entre la suspensión de frústulos en solución fisiológica y 

sangre (1 v v-1) no afectó la estructura de los eritrocitos, los cuales presentaron 

una apariencia lisa y un tamaño de 5,35 µm (± 0,14 µm) (Fig. 6.12). Los ensayos 

hematológicos relacionados con el efecto hemolítico de F-FBR y F-RAC a 300ºC 

no evidenciaron valores de Hb libre mayores a 10 mg.dl-1 (Fig. 6.13). Este 

resultado indica que los frústulos no indujeron hemólisis en las condiciones de 

estudio (Rosa et al. 2020). 

  



144 
 

Figura 12. Micrografías con MEB de una mezcla de frústulos de H. coffeaeformis con 

eritrocitos de sangre humana. A) Frústulos rodeados de eritrocitos. B) Valva y restos de 

cópulas próximos a eritrocitos. C) Vista externa de una valva con un grupo de eritrocitos. 

D) Detalle de vista exterior de una valva junto a un eritrocito. E) Vista interior de una 

valva con un grupo de eritrocitos. F) Detalle de vista interior de la valva mostrando 

estrías con poros y heliptoglosa central del rafe. Barra de escala: A = 30 μm; B, C y E = 

6 cm; D y F = 2 μm. 
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Figura 6.13. Hemoglobina (Hb) libre media en plasma sanguíneo sometida a 10 µg mL-

1 de frústulos de H. coffeaeformis calcinados a 300ºC y provenientes .de cultivos en FBR 

y pileta raceway.  La línea punteada indica el valor de referencia normal de hemoglobina 

libre en plasma: hasta 10 mg. dl-1. 

Con respecto a los resultados de fragilidad osmótica para los diferentes 

tratamientos (Fig. 6.14); en osmolaridades de 11%, 38%, 56%, 69% y 100% (F 

= 0,00, p > 0,05; F = 0,93, p > 0,05; F = 3,71, p > 0,05; F = 1,22, p > 0,05; F = 

1,63, p > 0,05, respectivamente), los F-FBR 300ºC, F-FBR 500ºC y F-RAC 500ºC 

no mostraron diferencias significativas con el control. Por otro lado, en 

osmolaridades de 60%, 64% y 73%, los F-FBR 300ºC mostraron valores 

significativamente mayores que los del control (F = 31,25, p < 0.05; F = 70,23, p 

< 0.01; F = 4,17, p < 0.01). En osmolaridades de 42%, 47% y 51%, los F-RAC 

300ºC presentaron valores significativamente mayores que los del control (F = 

7,57, p < 0,01; F = 8,99, p < 0,01; F = 20.96, p < 0,01). 
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Figura 6.14 Fragilidad osmótica expresada en porcentaje de hemólisis, inducida por un 

incremento de la osmolaridad de eritrocitos expuestos a 10 µg mL -1 de frústulos de H. 

coffeaeformis calcinados a 300ºC y 500ºC y provenientes de cultivos en FBR y pileta 

raceway. Los datos se expresan como el promedio ± desviación estándar de tres 

réplicas (DMS, ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01). 

6.4. Discusión. 

Como se indicó en la introducción de este capítulo, las características de los 

frústulos, como la morfología, composición elemental, presencia de grupos 

funcionales, área superficial BET, tamaño y carga eléctrica son importantes al 

momento de evaluar su potencial aplicación. Por otro lado, estas propiedades 

varían con la especie, tratamiento de limpieza utilizado, condiciones de cultivo, 

fases de crecimiento, entre otras. En el presente estudio, un método de oxidación 

con peróxido de hidrógeno a 80ºC durante 12 horas fue completado con un 

tratamiento térmico. En particular, el TGA fue una herramienta útil para definir 

las temperaturas que producen las mayores pérdidas de masa en los frústulos 
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de H. coffeaeformis y los tratamientos térmicos a utilizar. Los puntos de mayor 

pérdida de peso fueron a 60ºC, 300ºC y 500ºC; mientras que a partir de 800ºC 

la pérdida de masa registró valores muy bajos, por lo que se consideró que en 

estos valores la eliminación de agua y oxidación de otros compuestos fue 

despreciable. Los frústulos de otras diatomeas como Craspedostauros sp. 

(Soleimani et al. 2020) y Pinnularia sp. (Van Eynde et al. 2014) mostraron 

comportamientos similares frente a tratamientos térmicos, sugiriendo que los 

componentes de la pared celular de las diatomeas responderían de una manera 

similar al efecto de la temperatura. De acuerdo con datos de la literatura, la 

pérdida de peso observada hasta los 200ºC puede asociarse con la eliminación 

de agua adsorbida en el frústulo (Belmabkhout et al. 2010), mientras que la fuerte 

disminución de peso registrada entre 200°C y 550 °C, correspondería a la 

pérdida de biomoléculas como lípidos, proteínas y silanoles, presentes en la 

pared celular (Kadam et al. 2013; Bedoshvili et al. 2007).  

Con respecto a la composición de la pared celular de las diatomeas, el C, O y Si 

son los elementos más abundantes (Jiang et al. 2013, Leone et al. 2019, Xu et 

al. 2021) y su detección varía con la metodología utilizada para su determinación. 

En este estudio, el análisis con XPS mostró que los tratamientos térmicos 

generaron una reducción en el porcentaje superficial de C hasta temperaturas 

de 500ºC para los F-FBR y F-RAC, mientras que los porcentajes superficiales de 

Si y O aumentaron hasta los 500ºC. Esto podría deberse a que el tratamiento de 

oxidación elegido con peróxido de hidrógeno no fue suficiente para oxidar la 

totalidad del C que se encontraba en la superficie del frústulo, y que el 

tratamiento térmico fue un complemento importante para su reducción. A su vez, 

los F-RAC presentaron porcentajes de P y Ca superiores a los de los F-FBR. 

Estos iones presentes en los frústulos obtenidos en cultivos a cielo abierto, 

pueden relacionarse con el gran aumento de salinidad que sufrió el cultivo como 

consecuencia de la temperatura y la evaporación (ver Capítulo 4 de esta Tesis). 

Los frústulos de diatomeas tienen la capacidad de adsorber iones y han sido 

propuestos para captar Ar3+, Hg3+y Cd2+ (Yu et al. 2011; Zhang et al. 2015; Li et 

al. 2023). Así un aumento de iones Ca y P en el agua podrían haber sido 

adsorbidos por los frústulos de H. coffeaeformis. Los resultados de composición 

elemental obtenidos con EDS mostraron una tendencia similar que los obtenidos 
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con XPS, pero con una magnitud inferior, observándose una menor reducción en 

el C y un menor aumento en el porcentaje de Si y O. El análisis con EDS muestra 

una penetración en la muestra entre 900 nm y 1700 nm, mientras que el análisis 

con XPS es más superficial, con una penetración de hasta 3 nm, (Briggs & Grant 

2003, García et al. 2019; Georget et al. 2021). Así, la disminución de C 

observada en los frústulos de H. coffeaeformis es principalmente superficial. Es 

interesante resaltar, que la disminución de C y el aumento de Si coinciden con 

los valores de mayor pérdida de peso mostradas por el TGA. Esto se relaciona 

con que el esqueleto de sílice del frústulo está recubierto por sustancias 

orgánicas de la célula viva, aún después de los tratamientos de oxidación, por lo 

que es adecuado aplicar un tratamiento más agresivo al material si se desea 

obtener una mejor limpieza del mismo (Kadam et al. 2013; Bedoshvili et al. 2007). 

Los grupos funcionales típicos de las paredes celulares de las diatomeas 

comprenden: silanol (Si-O), siloxano (Si-O-Si), hidroxilo (O-H) (generalmente 

asociados a grupos Si-OH), alcanos (C-H) y carbonilos (C=O) (Golubeva et al. 

2023). El análisis de los frústulos de H. coffeaeformis indicó la presencia de 

grupos funcionales típicos de diatomeas como grupos Si-OH, O-H, Si-O y Si-O-

Si, relacionados principalmente con la estructura silícea del frústulo, compuesta 

por óxidos de silicio, y grupos C=O y C-H relacionados con moléculas orgánicas. 

La presencia de grupos silanol en la superficie podría permitir la funcionalización 

con medicamentos, agentes de imagen y de blanco en la superficie del material, 

como sucede en las nanopartículas de sílice mesoporosa (MSNPs) (Mohanan et 

al. 2023). Otras diatomeas, como Pinnularia sp. (Van Eynde et al. 2014) y 

Halamphora cf. salinicola (Goluveba et al. 2023), mostraron espectros similares 

con la presencia de los mismos grupos funcionales. Además, Halamphora 

coffeaeformis mostró la misma tendencia de disminución de intensidad en 

grupos C-H, C=O y Si-OH con un aumento de temperatura que Pinnularia sp. 

(Van Eynde et al. 2014), por lo que este efecto podría darse en las diatomeas en 

general.  En el tratamiento a 60 ºC pudo observarse una mayor intensidad de 

grupos C-H y C=O, en comparación con los tratamientos de mayor temperatura. 

Por su parte, la disminución en intensidad de los grupos C=O y C-H observada 

en los F- FBR y F-RAC coincide con la disminución de C, lo que indica que 

mayores temperaturas generan una oxidación de enlaces C-H y C=O, y en 
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consecuencia una disminución de moléculas orgánicas. De la misma manera, la 

disminución de los enlaces Si-OH puede explicarse por el aumento de 

temperatura (Potapov, & Zhuravlev 2005)  

El área superficial BET de las paredes celulares de las diatomeas es una medida 

de su superficie total, incluyendo sus cavidades, en relación a su peso (Walton 

et al. 2007). Los valores son específicos para cada especie, pero también 

pueden diferir con el tratamiento de limpieza usado (Van Eynde et al. 2014; Jain 

et al. 2022; Saad et al. 2020). En el presente trabajo, los frústulos de H. 

coffeaeformis, independientemente del origen, alcanzaron sus máximos valores 

de área superficial BET a 300°C, siendo 27 m2 g-1 para los F-FBR y 68,6 m2 g-1 

para los F-RAC. Esta información coincide con el punto de mayor pérdida de 

peso a 300ºC, en relación con la disminución de carbono. Además, el área 

superficial BET puede verse reducida por altas temperaturas debido a una 

reducción de su porosidad causada por transformaciones en la estructura del 

material (Galarneau et al. 2001; Naderi 2015, Liao et al. 2018). Como se ha 

mencionado, el área superficial BET varía con las especies, por ejemplo, los 

frústulos de Denticula sp. (tratados con HCl, H2O2, estufa o plasma), presentaron 

valores entre 16,5 m2 g-1 y 25,9 m2 g-1 (Jain et al. 2022), inferiores a los F-RAC 

a 60ºC, 300ºC y 500ºC, pero similares a los obtenidos en los F-FBR. Los frústulos 

de Pinnularia sp. (tratados con SDS/EDTA, H2O2, HNO3, secado o autoclavado) 

presentaron un amplio rango de valores de área superficial BET, entre 8 m2 g-1 y 

160 m2 g-1, dependiendo del tratamiento de limpieza utilizado (Van Eynde et al. 

2014). Por otro lado, especies de diatomeas tratadas con métodos de oxidación 

más agresivos, como Stephanodiscus hantzschii (Li et al. 2020), Phaeodactylum 

tricornutum, Thalassiosira weissflogii, Thalassiosira sp: (Gannavarapu et al. 

2019), Cyclotella cryptica (Wang et al. 2019), Amphora sp. (Rajendran et al. 

2019) y Chaetoceros sp. (Saadatalab et al. 2023) presentaron valores de área 

superficial BET superiores a los frústulos de H. coffeaeformis. Si bien el área 

superficial BET es específico para cada especie, los métodos de limpieza 

utilizados en estos estudios fueron más agresivos y peligrosos para el 

medioambiente que los aplicados en el presente estudio. Algunos ejemplos de 

estos tratamientos incluyeron, el método piraña (una mezcla de ácido sulfúrico 

[H2SO4], y peróxido de hidrógeno [H2O2]), el método con ácido sulfúrico y el 
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método con HCl. Estos métodos utilizan sustancias altamente contaminantes 

(Sipila et al. 2010; Zhang et al. 2018) que además necesitan tratamientos 

posteriores prolongados y pueden dañar el frústulo. Cuando se busca desarrollar 

procesos productivos amigables con el medio ambiente es necesario utilizar 

métodos eficientes y de bajo impacto ambiental (Yin et al. 2020). 

Tener conocimiento de la carga superficial de un material es importante por dos 

razones. En primer lugar, el valor del potencial zeta indica la estabilidad de una 

suspensión (Golubeva et al. 2023). Los sistemas estables y no agregativos se 

caracterizan por valores absolutos del potencial zeta mayores a ± 25 mV 

(Pryshchepa et al. 2020). Si las partículas tienen potenciales zeta más pequeños, 

es necesario agregar surfactantes para proporcionar más repulsiones 

electrostáticas (Gumustas et al. 2017). En segundo lugar, el potencial zeta 

determina las propiedades de adsorción de un material. Por ejemplo, una 

superficie cargada negativamente tendrá una mayor afinidad por compuestos 

catiónicos (Golubeva et al. 2023). En general, los F-FBR y F-RAC presentaron 

valores de electronegatividad relativamente elevados, siendo el potencial zeta 

de los F-FBR (-30mV) significativamente mayor que los F-RAC, el cual sólo 

superó -25mV a 800ºC. Bajo otras temperaturas los valores fueron cercanos a -

25mV. Esto indica una mayor estabilidad para los F-FBR. Estos valores de 

potencial z vuelven a los frústulos útiles para adsorber moléculas con carga 

positiva (Manciu et al. 2017; Golubeva et al. 2023). Los valores de potencial zeta 

obtenidos para H. coffeaeformis se asemejan a valores encontrados en la 

bibliografía para frústulos de otras diatomeas como Melosira nummuloides (Lee 

et al. 2020), Cocconeiopsis orthoneoides, Navicula avium, Navicula sp., 

Pleurosigma indicum (Wang et al. 2021) y Halamphora cf. salinicola (Golubeva 

et al. 2023). También se puede mencionar frústulos de Halamphora subturgida 

modificados en nanodendrítas metálicas (Bose et al. 2020) e incluso sílice 

amorfa para fines biomédicos (Hempt et al. 2020). Cabe destacar que el 

potencial zeta no depende solamente de las propiedades del material, y puede 

manipularse mediante cambios de pH y fuerza iónica de la solución, modificando 

las propiedades de sorción del material (Golubeva et al. 2023). En cuanto al DH, 

F-FBR 300ºC fue el más pequeño y homogeneo. Por otro lado, dentro de los F-

FBR, el DH mostró una tendencia a aumentar a mayores temperaturas (de 398,4 
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nm a 483,3 nm) y, dentro de F- RAC, el DH mostró una tendencia a disminuir 

(504,3 nm a 412,9 nm). Adicionalmente, el IPD indica que los tratamientos son 

moderadamente monodispersos (0,1 < IPD ≤ 0,5), por lo que el material en todos 

los tratamientos es relativamente homogéneo (Bhattacharjee 2016). 

Las nanopartículas de sílice mesoporosas (MSNP's) artificiales, se utilizan en 

sistemas de entrega controlada y dirigida de drogas (Bharti et al. 2015), debido 

a su baja toxicidad y alta capacidad de carga de medicamentos. Gracias al fuerte 

enlace Si-O, las MSNP’s son más estables a la degradación y estrés mecánico 

en comparación con otros transportadores de fármacos (Bharti et al. 2015). Los 

grupos silanol facilitan la funcionalización de la superficie para controlar la carga 

y liberación de medicamentos (Mohanan et al. 2023). La principal desventaja de 

las MSNP’s se atribuye a la densidad superficial de grupos silanol que podría 

interactuar con la superficie de los fosfolípidos de las membranas de los glóbulos 

rojos generando hemólisis (Bharti et al. 2015), aunque esta desventaja se ve 

reducida al unir silanoles con medicamentos (Mohanan et al. 2023). El diámetro 

hidrodinámico obtenido como resultado de someter los frústulos de H. 

coffeaeformis a un tratamiento ultrasónico, mostró valores entre 400 nm y 500 

nm aproximadamente, pudiendo ser considerados nanopartículas después de 

este proceso (Kohane 2006). De esta forma podríamos obtener nanopartículas 

de sílice biogénico, lo que podría significar una ventaja sobre la fabricación de 

MSNP’s de origen sintético (Delasoie & Zobi, 2019). 

La biocompatibilidad y el uso seguro de nuevos materiales en el campo 

biomédico, son temas cruciales en la ciencia de biomateriales (Cohn et al. 2017). 

Las pruebas de determinación de hemoglobina libre media y fragilidad osmótica 

son importantes para evaluar la biocompatibilidad sanguínea sobre los glóbulos 

rojos (Cavalu et al. 2018). Los resultados de hemoglobina libre media obtenidos 

de F-FBR 300ºC y F-RAC 300ºC no evidenciaron un efecto hemolítico en la 

concentración evaluada. El ensayo de fragilidad osmótica brinda información 

acerca de la integridad de la membrana plasmática. De acuerdo con los 

resultados obtenidos, ninguno de los frústulos produjo diferencias significativas 

respecto al control a excepción de F-RAC 300°C, donde se observa un leve 

corrimiento de la curva, atribuible a su forma de obtención y al tratamiento 

térmico.  
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6.5. Conclusión 

El estudio detallado de los frústulos de H. coffeaeformis revela su potencial 

utilidad en el campo biomédico en diversas aplicaciones. La aplicación de 

tratamientos de oxidación y calcinación a diferentes temperaturas demostró 

cambios significativos en la composición y propiedades superficiales de los 

frústulos. La persistencia de carbono en la superficie, incluso después de 

tratamientos agresivos, sugiere la presencia de sustancias orgánicas adheridas 

al esqueleto de sílice y destaca la importancia de métodos más intensivos si se 

requiere una limpieza más efectiva. Además, el potencial zeta mostró valores 

prometedores, especialmente para los frústulos obtenidos del cultivo en 

fotobiorreactor, generando suspensiones estables y no agregativas. La 

evaluación de la interacción de los frústulos con la sangre revela una baja 

alteración, respaldando su biocompatibilidad. Sin embargo, se observa que 

ciertas calcinaciones afectan la fragilidad osmótica de los glóbulos rojos, lo que 

resalta la importancia de considerar las condiciones de tratamiento para evitar 

posibles efectos adversos. En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial 

de los frústulos de H. coffeaeformis en aplicaciones biomédicas, pero señalan la 

necesidad de investigaciones adicionales para comprender y optimizar los 

procesos que permitan una adecuada aplicabilidad. 
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Capítulo 7 - Síntesis y conclusiones generales 

Las microalgas han ganado notable atención a nivel industrial debido que a 

través de ellas es posible obtener diversos productos como proteínas, lípidos 

pigmentos y sustancias antioxidantes, entre otros, que dan lugar a su uso 

potencial en diversas aplicaciones. En el sector energético las microalgas se 

presentan como una alternativa factible a los combustibles fósiles, ya que a 

través de ellas es posible la producción de distintos biocombustibles, dentro de 

ellos el biodiésel.  En la actualidad, el 82,3% de la demanda energética mundial 

se satisface mediante el consumo de combustibles fósiles, por lo que es 

necesario encontrar alternativas que ayuden a reducir su consumo a valores 

sostenibles. En este contexto, la investigación desarrollada en el marco de esta 

tesis se enfocó en evaluar el potencial uso de la diatomea Halamphora 

coffeaeformis como fuente de materia prima para la producción de aceites para 

biodiésel, teniendo en cuenta que la selección de cepas nativas tiene la ventaja 

de que estas especies están adaptadas a las condiciones locales, una 

característica importante para realizar cultivos masivos a cielo abierto. 

En primer término, se determinaron, a escala de laboratorio, las condiciones 

óptimas y el rango de crecimiento a diferentes temperaturas y salinidades 

posiblemente encontradas en cultivos outdoor. También se evaluó el efecto de 

diferentes salinidades en la acumulación, cantidad y calidad de lípidos, y se puso 

a prueba un medio de cultivo basado en agua de mar y biofertilizante carente de 

silicio (Si), con diferentes concentraciones de silicatos, siendo el Si un nutriente 

esencial para el cultivo de diatomeas. Este medio de cultivo se propuso como 

una alternativa económica a los medios convencionales de laboratorio y se 

denominó “medio BAY”. Los resultados obtenidos permitieron determinar que las 

épocas del año propicias para el cultivo a cielo abierto de H. coffeaeformis en la 

localidad de Bahía Blanca (38◦ 45′ S, 62◦ 22′ O) son los meses de primavera y 

verano. Además, para optimizar el crecimiento lo más adecuado es utilizar una 

temperatura de 20ºC, una salinidad de 20 ‰ y una relación Si:N de 0,5. Por otro 

lado, si lo que se busca es optimizar la acumulación de triglicéridos (TAG), 
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conviene que la diatomea crezca a una salinidad de 33 ‰ y a una relación Si:N 

de 0,125. Esta información sirvió como base para llevar a cabo la siguiente etapa 

de esta tesis, definiendo las condiciones óptimas para la generación de inóculo 

de rápido crecimiento, y condiciones adecuadas para maximizar la acumulación 

de TAG en piletas a cielo abierto. 

En segundo término, se evaluó el comportamiento de las variables 

climáticas, fisicoquímicas y biológicas en cultivos batch a cielo abierto de 

Halamphora coffeaeformis utilizando medio BAY. Los resultados obtenidos 

demuestran que la producción de inóculos puede ser optimizada mediante el uso 

de fotobioreactores con una temperatura de 20ºC, una salinidad de 20‰ y un 

medio de cultivo con una relación Si:N de 0,5. Bajo estas condiciones, se logró 

un rápido crecimiento y en cuatro días la especie llegó a una fase de crecimiento 

estacionaria, obteniendo inóculos fisiológicamente activos y adecuados para 

iniciar un escalamiento. Por otro lado, los cultivos en piletas raceway a cielo 

abierto se realizaron con agua de mar, con una salinidad inicial de 33 ‰, y una 

relación Si:N de 0,125 para maximizar la acumulación de TAG. Los resultados 

obtenidos muestran que, bajo estas condiciones, la salinidad fue el principal 

factor de estrés que estimuló la acumulación de TAG. Salinidades superiores a 

45‰ mostraron un aumento significativo de la señal de RN, fluorocromo utilizado 

para la detección de TAG, y salinidades inferiores no generaron el estrés 

suficiente, retrasando el inicio de la acumulación lipídica. En ese sentido, 

precipitaciones por encima de los 40 mm relajaron el efecto estresante de la 

salinidad y deben tenerse en cuenta en los cultivos a cielo abierto para anticipar 

fluctuaciones en el rendimiento lipídico. Adicionalmente, la salinidad tiene un 

efecto inverso sobre la disolución de los silicatos y fosfatos, generando un alivio 

del estrés nutricio y un retraso en la acumulación de TAG en la especie 

estudiada. 

La estimación de las propiedades del biodiésel a partir del perfil de ácidos grasos 

de la especie, indicó que un biodiésel producido por estos aceites presentaría 

características que cumplen con los estándares establecidos por Europa (EN 

14214) y los EE. UU. (ASTMD 6751–08). Este biodiésel mostraría mejor factor 
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de saturación de cadenas largas y punto de obstrucción del filtro en frío que el 

biodiésel producido a parir del aceite de soja. Además, la productividad lipídica 

del cultivo de H. coffeaeformis mostró ser al menos un 30% superior al cultivo de 

soja. 

El análisis ultraestructural en diferentes fases de crecimiento permitió observar 

el tiempo y los sitios de acumulación de TAG en la especie, como son las gotas 

lipídicas citoplasmáticas (GL) y los plastoglóbulos (Pg) ubicados en el 

cloroplasto. Además, en base al tamaño y cantidad de GL y el estado general de 

las células se pudo confirmar que la fase de crecimiento estacionaria tardía es el 

período más adecuado para la cosecha de biomasa rica en TAG en cultivos 

bioenergéticos de H. coffeaeformis. El estudio de la ultraestructura de esta 

especie no solo ha aportado conocimientos fundamentales sobre su biología 

celular, sino que también ha proporcionado directrices prácticas para la 

optimización de cultivos bioenergéticos. El MCF fue el equipo más sensible a la 

hora de hacer un seguimiento de la acumulación de TAG en células teñidas con 

RN; sin embargo, para definir el período más productivo, esta información debe 

ir acompañada por un análisis fluorimétrico de la cinética de la intensidad de 

fluorescencia del RN. La identificación de las fases críticas para la acumulación 

de TAG es esencial para maximizar la eficiencia y el rendimiento de la producción 

de biodiésel a partir de microalgas. 

Una estrategia que permite aumentar la rentabilidad de la producción de 

biocombustibles, es la de realizarla dentro de un esquema de biorrefinería. Para 

ello es necesario obtener al menos un co-producto que de valor agregado al 

proceso. En ese sentido, los resultados de este estudio posicionan al frústulo de 

H. coffeaeformis como un candidato importante para su uso en aplicaciones 

biomédicas. Bajo ciertas condiciones demostró tener una buena 

biocompatibilidad, la capacidad de generar suspensiones estables y no 

agregativas. Esta estabilidad es crucial para su uso en aplicaciones biomédicas, 

como la administración de medicamentos, donde la dispersión uniforme es 

esencial para la eficacia del tratamiento. Sin embargo, se requieren 

investigaciones adicionales para comprender plenamente los procesos y 



156 
 

optimizar las condiciones que permitan su aplicación efectiva y segura. La 

integración de los conocimientos obtenidos en esta tesis con futuras 

investigaciones podría abrir nuevas oportunidades para el uso de frústulos de 

microalgas en la biomedicina, contribuyendo así al desarrollo de tecnologías más 

avanzadas y sostenibles. 

La presente tesis aporta información valiosa para promover emprendimientos 

de base científico-tecnológica o spin-off en nuestro país. La producción de 

biodiésel, a diferencia de los combustibles de origen fósil, se puede realizar de 

un modo más descentralizado, lo cual permite un desarrollo de diversas 

instalaciones regionales de pequeña escala, capaces de complementar el 

mercado energético local. Por ejemplo, la zona interna del estuario de Bahía 

Blanca se caracteriza por extensas planicies de marea, no aptas para la 

agricultura y con potencialidad para el desarrollo de biorrefinerías microalgales 

(Fig. 7.1); es de fácil acceso; provee el agua salobre necesaria para el 

sostenimiento de los cultivos y presenta una zona portuaria que ofrece servicios 

ágiles, flexibles y adaptables a los requerimientos y cambios tecnológicos que 

exigen las economías internacionales. Aun cuando numerosos retos científico-

tecnológicos e institucionales deben resolverse para obtener biodiésel a partir de 

microalgas a un precio competitivo, la inminente crisis energética sigue 

motivando el desarrollo de estas investigaciones a nivel mundial con el fin de 

lograr una tecnología económicamente viable y amigable con el ambiente.
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Figura 7.1. Esquema de biorrefinería de H. coffeaeformis. 
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