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RESUMEN

El aumento de la demanda energética, el agotamiento de las reservas de combustibles
fosiles y sus efectos ambientales negativos, han impulsado la produccion mundial de
biodiésel. Tradicionalmente, este biocombustible se obtiene de aceites de semillas
comestibles, lo que compite con la produccion de alimentos. Las microalgas oleaginosas,
que almacenan altos contenidos de lipidos neutros (LN), especificamente triglicéridos
(TAG), emergen como una fuente potencial para biodiésel. Esta tesis evalla el potencial
uso de la diatomea marina Halamphora coffeaeformis, aislada del estuario de Bahia
Blanca, como una fuente sustentable de aceites para biodiésel bajo un concepto de
biorrefineria. Los objetivos especificos incluyeron: 1) determinar condiciones éptimas 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 acumulacién de
TAG; 4) determinar cantidad y calidad de lipidos; 5) estimar propiedades del biodiésel,
6) realizar un seguimiento ultraestructural de la acumulacion de TAG en cultivos a cielo
abierto y 7) analizar las paredes celulares o frastulos para aplicaciones biomédicas. Bajo
condiciones de laboratorio, H. coffeaeformis mostrd ser euritolerante, con un rango de
tolerancia de 5°C a 30°C y de 5%o a 95%o de salinidad, y con un crecimiento éptimo entre
20-25 °C y una salinidad de 20%o. El estrés salino a 45%o increment6 la acumulacion de
LN y el porcentaje del acido graso palmitoleico (Cl16:1lw-7), un acido graso
monoinsaturado preciado para la produccion de biodiésel por brindar ventajas
relacionadas con su viscosidad cinematica, especialmente en climas frios. La relacion
Si:N de 0,5 favorecio el crecimiento de la cepa, mientras que una relacion Si:N de 0,125
promovid una rapida acumulacion de LN. Para el escalamiento de los cultivos a piletas
de tipo raceways se prepararon inéculos 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 Bahia Blanca, enriquecida con un biofertilizante y
silicatos. La velocidad de crecimiento y productividad de biomasa fueron similares en
ambas estaciones del afio. EI contenido de lipidos totales alcanz6 aproximadamente 45%
y 36% del peso seco libre de cenizas en verano y primavera, respectivamente. La salinidad
fue el principal estresor que acelerd la acumulacion de TAG. El perfil de &cidos grasos
de esta especie cumple con estandares internacionales para biodiésel, asegurando buen
rendimiento en climas frios. Adicionalmente, la productividad lipidica (~25,6 kg ha™* dia
1) supero al cultivo de soja. El analisis ultraestructural y de fluorescencia realizado a lo
largo del cultivo de primavera permitié efectuar un seguimiento del origen y formacion
de los puntos de acumulacion de TAG a nivel celular. La principal acumulacion de TAG
ocurrio en gotas lipidicas citoplasmaticas, durante la fase estacionaria tardia; mientras
que los plastoglobulos representaron sitios de acumulacion cloroplastica de TAG.
Finalmente, se evaluaron las propiedades fisicoquimicas y la biocompatibilidad de las
paredes celulares o frastulos de H. coffeaeformis para aplicaciones biomédicas. Frustulos
de cultivos en fotobiorreactor (F-FBR) y piletas raceway (F-RAC) fueron sometidos a
oxidacion y calcinacidn, mostrando cambios significativos en composicién y propiedades
superficiales. Los F-FBR y F-RAC a 300°C tuvieron mayor area BET, y los F-FBR
presentaron mejor estabilidad en medio acuoso. Las pruebas de fragilidad osmotica
mostraron que los frastulos de la cepa estudiada presentan una buena compatibilidad con
eritrocitos humanos, crucial para su uso en aplicaciones biomédicas, como la
administracion de medicamentos. En conclusion, los cultivos de H. coffeaeformis
representan una fuente sustentable y renovable de TAG de calidad para la produccion de
biodiésel y de silice biogénico con potenciales aplicaciones biomédicas. Bajo un concepto
de biorrefineria, este estudio aporta resultados de base para avanzar hacia la optimizacién




de cultivos bioenergéticos, particularmente en regiones aridas y/o semiéridas, con acceso
a agua de mar.



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 Bahia 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 5°C to 30°C and salinity from 5%o to 95%o, and
optimal growth between 20-25°C and a salinity of 20%o. Saline stress at 45%o increased
NL accumulation and the percentage of palmitoleic acid (C16:1®-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 Bahia 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* day?) 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 300°C 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.




AGRADECIMIENTOS

A mi directora, la Dra. Cecilia A. Popovich por aceptarme bajo su direcciéon durante estos
afos, por su predisposicion para enseflarme y guiarme en mi formacioén profesional, por
la paciencia y por los enriquecedores intercambios que tuvimos.

A mi co-director, el Dr. Miguel D. Sanchez, por ayudarme a comprender con facilidad
ideas que escapan a mi disciplina de base.

A la Doctoras Mariela Agotegaray, Fernanda Horst y Ana M. Martinez por ayudarme
durante desarrollo de esta tesis.

A la Comision de Investigaciones Cientificas de la provincia de Buenos Aires (CICpBA)
y al Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) por
haberme otorgado las becas para realizar mi doctorado y llevar a cabo esta Tesis.

Al Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, de la Universidad Nacional del
Sur, y al Centro de Recursos Naturales Renovables de la Zona Semiarida (CERZOS)
por brindarme los medios necesarios y el lugar de trabajo para el desarrollo de esta
Tesis.

A la Dra. Patricia |. Leonardi por sus consejos, revisiones y buena predisposicion.
Al Dr. Lucas A. Martin y a Jorge Oyola por sus consejos, sus charlas y su ayuda.

A la Dra. M. Cecilia Damiani quien me acompafio y me brind6 su ayuda en varios de los
experimentos llevados a cabo a lo largo de esta tesis.

A todos mis comparieros del LEBBA, Delfi, Melanie, Pao(la), Pao(lo), Anita y Pablo por
sus charlas y momentos compartidos a lo largo de estos afios.

A mis compafieros becarios del CERZOS, especialmente a mis amigos Juan y Cielo
guienes me acompafiaron gran parte de mi carrera de grado y afortunadamente pude
coincidir con ellos durante este tiempo.

A mi familia y amigos por bancarme durante estos afios y aceptar los momentos en los
gue desapareci de sus vidas concentrado en proyectos personales y el desarrollo de
esta tesis.

A mi papéa Jorge E. y a mi mama M. Fernanda por su apoyo durante todos estos afios.
Llegar hasta aca hubiera sido imposible sin todo lo que hicieron por mi. Los quiero
mucho.

A mi hermano Ivan, por ser un compafiero y un estimulo, impulsandome a ser mas
curioso, detallista y preciso es mis ideas.

A Virginia, por el amor y compaifiia que me da.

Esto habria sido mas dificil sin todos ellos.



ESCRITURA DE LA TESIS

En el Capitulo 1 se realiza una introduccion general de la temética desarrollada en esta Tesis. Se
aborda brevemente la situacion energética mundial, enfatizando en el creciente interés global por
las energias alternativas y renovables, y particularmente en los biocombustibles. Dentro de ellos,
el biodiésel de tercera generacion a partir de la produccion de aceites microalgales, se presenta
como una via alternativa que no compite por alimentos ni agua para consumo humano. Se hace
mencidn a las caracteristicas generales de las microalgas, y se destacan las principales ventajas
de las microalgas oleaginosas como materia prima para la produccion de biodiésel. Se desarrolla
el concepto de biorrefineria y sus ventajas para aumentar la rentabilidad de procesos de
produccién de biomasa microalgal. Ademas, se detalla la importancia de la diatomea marina
Halamphora coffeaeformis, aislada del estuario de Bahia Blanca, como potencial fuente de
materia prima para la obtencién de aceites para biodiésel y silice amorfa como un co-producto de
valor agregado. Finalmente, se presenta el objetivo general y los objetivos especificos de esta
Tesis. Las hip6tesis de trabajo se detallan en cada capitulo segun corresponda.

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

En el Capitulo 3 se evaltan los efectos de diferentes condiciones ambientales (temperatura,
salinidad y relacion Si:N) sobre la velocidad de crecimiento y el contenido y la calidad lipidica
de H. coffeaeformis, analizando el contenido de lipidos totales, clases y fracciones lipidicas y la
composicion de los &cidos grasos.

En el capitulo 4 se realiza una evaluacion de los efectos de variables ambientales y fisicoquimicas
sobre cultivos estacionales de H. coffeaeformis en piletas raceway a cielo abierto. Se analizan, el
crecimiento de la cepa, la productividad de biomasa y lipidos, la calidad lipidica y el momento
Optimo de cosecha. Ademas, se realiza una comparacion de las propiedades de biodiésel,
estimadas a partir del perfil de &cidos grasos de H. coffeaeformis cultivada a cielo abierto, con las
propiedades del biodiésel obtenido a partir de aceites de cultivos de soja.

En el capitulo 5 se realiza un estudio con microscopio electrnico de transmision y microscopio
confocal de fluorescencia y para evaluar la acumulacion de lipidos neutros y el estado fisiolgico
de las células de H. coffeaeformis cultivada a cielo abierto.

En el capitulo 6 se realiza una caracterizacion de las paredes celulares o frastulos de H.
coffeaeformis, provenientes de cultivos en fotobiorreactor y pileta raceway, abarcando los
siguientes aspectos: analisis ultraestrucural con microscopio electrénico de barrido, composicion
elemental, éarea superficial, grupos funcionales, potencial z, didmetro hidrodindmico,
polidispersion y biocompatibilidad con eritrocitos humanos. Dicha informacion es usada para
evaluar el potencial de los frastulos en aplicaciones nanotecnolégicas, particularmente en
aplicaciones biomédicas, y proponer su aprovechamiento en un proceso de biorrefineria para
aumentar la rentabilidad del proceso.

Finalmente, en el Capitulo 7, se presentan una sintesis y conclusiones generales donde se
destacan los hallazgos més relevantes de esta Tesis, y se plantean lineamientos para seguir
avanzando en futuros estudios en este campo.
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Capitulo 1 — Introduccion

1.1. Problematica

El crecimiento constante de la poblacion mundial y la expansién de las
economias han generado un aumento sin precedentes en la demanda de los
recursos no renovables, especialmente de los combustibles fosiles (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 climatico global (Naik et al. 2010 Zheng et al. 2019). A
medida que las temperaturas globales aumentan debido a estas emisiones, la
sequia y la desertificacion en algunas areas reducen la disponibilidad de agua
dulce y tierras cultivables (Wang & Azam 2024).

En la actualidad, la demanda energética global se satisface
principalmente mediante la explotacion y produccion de combustibles fosiles,
gue representan el 82,3% del total, distribuidos en carbdén (26,9%), petréleo
(30,1%) y gas natural (24,4%), mientras que la energia 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 fésiles es ain mas pronunciada, alcanzando
el 86% del total, siendo el gas natural (48%) y el petrdleo (35,9%) los principales
contribuyentes, seguido por energia 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 energia entre 2000 y 2021. B) Porcentaje de
consumo de energia primaria segun el tipo de energia entre 2000 y 2021. Fuente:
modificado de BP 2022.

Bajo este escenario, la viabilidad a largo plazo de los combustibles fosiles
ha ido disminuyendo en los ultimos afios (Holechek et al. 2022). Argentina se
comprometid en su Segunda Contribucién Determinada a Nivel Nacional (NDC,
por su sigla en inglés) a una meta absoluta e incondicional, que consiste en no
exceder la emision neta de 359 MtCOze en el afio 2030. Esto implica una
disminucién total del 19% de las emisiones en comparacion con el maximo
historico alcanzado en 2007 (MAyDS 2020). La transicion energética es el
camino hacia un nuevo modelo, con el fin de sustituir la energia proveniente de
combustibles fosiles altamente contaminantes, como el carbon o el petrdleo, por
energias renovables rentables y amigables con el medioambiente (Demirbas
2009, Chen et al. 2019). A nivel mundial, se estan introduciendo gradualmente
tecnologias méas sustentables para producir distintas fuentes de energia y
productos quimicos a partir de materias primas renovables, destacandose entre
ellas la biomasa. En particular, las biorrefinerias 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 optimizacién de

estos procesos y la seleccion de biomasa adecuada, podria resultar en



estrategias sustentables para complementar la demanda global de energias
renovables, la cual deberia duplicarse hacia el afio 2035 (World Energy Outlook
2023).

1.2. Biocombustibles

Dentro del ambito de las energias 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 organica de origen
biolégico obtenida directa o indirectamente por el proceso de fotosintesis
(Bonechi et al. 2017). Es una fuente de energia que proviene de materiales no
fosiles, como pueden ser los cultivos energéticos, los desechos agricolas y
forestales y diferentes desechos animales (Ruan et al. 2019). La energia
producida mediante el uso de biomasa recibe el nombre de bioenergia, y ésta
puede emplearse para generar electricidad, para generar calor o para generar
movimiento, entre otros, tanto en ambitos domésticos, industriales o de
transporte (Bonechi et al. 2017; Rojas-Flores et al. 2020). Los biocombustibles
presentan una serie de beneficios, como incentivar la utilizacién de recursos
energéticos locales (Russo et al. 2012), impulsar el desarrollo y la inversion
agricola (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 econdmico rural. A pesar de las ventajas de los
biocombustibles, su uso aun no esta tan extendido, en parte porque siguen
compitiendo con los combustibles convencionales que se encuentran en el
mercado, y porque aun falta generar mas conocimiento frente a la gran
diversidad de potenciales fuentes de biomasa (Ambaye et al. 2021). De acuerdo
con el estado de comercializacidon de las tecnologias 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 comercializacion de

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

Ademas, segun las fuentes de materia prima, los biocombustibles se
categorizan en biocombustibles de primera, segunda y tercera generacion
(Saladini et al. 2016, Nanda et al. 2018). De todos ellos, los biocombustibles de
primera generacion son los que principalmente se comercializan en los
mercados internacionales. Los biocombustibles de primera generacion se
producen a partir de cultivos alimentarios, utilizando almidones, azucares y
aceites vegetales comestibles, como el maiz, aceite de palma, entre otros
(Saladini et al. 2016; Puricelli et al. 2021). Aunque las tecnologias de produccion
de este tipo de biocombustibles estan muy desarrolladas, el uso de cultivos
alimentarios y forrajeros para la produccion de energia genera una competencia
de “alimentos vs. energia” que podria aumentar los precios de los alimentos y
disminuir su disponibilidad (Puricelli et al. 2021). Ademas, se debe tener en
cuenta que, en el futuro, los efectos del cambio climatico podrian reducir los

rendimientos de los cultivos alimentarios (Nanda et al. 2018; Puricelli et al. 2021).



Los biocombustibles de segunda generacion se producen a partir
biomasa no alimentaria, como, por ejemplo, biomasa lignocelulésica proveniente
de cultivos agricolas y forestales, incluidos residuos agricolas y de
procesamiento de alimentos (Saladini et al. 2016). Aunque evitan la competencia
alimento-combustible, estos combustibles requieren pasos adicionales para su
produccién, como procesos de conversion BtL (biomasa a liquidos), procesos
cataliticos (por ejemplo, reacciones de Fischer-Tropsch) y rutas bioquimicas (por
ejemplo, conversion de polisacaridos en monosacaridos) (Ganguly et al. 2021),
lo que conlleva costos operativos mas elevados (Nanda et al. 2018, Puricelli et
al. 2021). Por ultimo, los biocombustibles de tercera generacion 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 implementacion esta en una etapa
de investigacion y desarrollo (1&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 produccion de biodiésel y etanol, respectivamente y a su
condicion de no competir por alimento ni agua para consumo humano. En
particular, esta uUltima caracteristica 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 generacion son los
unicos que se producen a escala industrial y se comercializan a nivel global
(Hirani et al. 2018), mientras que los de segunda generacion, por ej.
provenientes de aceites reciclados, se comercializan a pequefia escala
(Foteines et al. 2020; Van Grinsven et al. 2020).

1.3. Biodiésel

Dentro de los biocombustibles liquidos, el biodiésel se define como el
éster monoalquilico de cadena larga de triglicéridos (TAG) obtenido por la
transesterificacion 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). Ademas, de esta reaccion se obtiene glicerol que puede ser



usado para la industria quimica, textil, alimenticia, productos de cuidado
personal y aplicaciones terapéuticas, entre otros (Monteiro et al. 2018). Nuestro
pais 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
produccién de 1.792 millones de litros promedio anuales entre 2020 y 2022
(OCDE-FAO 2023). Su precio puro se sitia en U$D 1,24 L* (Departamento de
energia de Estados Unidos 2024), y su comercializacion se basa en blends
(Hilbert & Galligani 2014), es decir, mezclas con diésel de petréleo, 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 irrigacion 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 obtencion de nuevas fuentes de
materias primas resulta indispensable para asegurar una diversificacion de la
matriz energética, con el fin de reducir la competencia “alimento vs. energia” y

lograr una mayor sustentabilidad en la provisién de biocombustibles.
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Figura 1.3 Produccion de biodiésel a partir de una reaccion de transesterificacion.
1.4. Cultivos de microalgas con fines bioenergéticos

Las microalgas han despertado especial interés como materia prima para la
producciéon de biodiésel de tercera generacion a nivel mundial debido a las

siguientes caracteristicas: 1) son organismos microscépicos (2-200 um) que
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poseen un crecimiento exponencial que les permite, en términos de horas,
duplicar su biomasa; 2) pueden producir biomasa por fotosintesis 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 produccion de alimentos, forrajes y otros
productos derivados de la agricultura; 6) son excelentes captadoras de COo, el
cual puede provenir de la atmésfera, de gases industriales o de carbonatos
solubles; 7) en relacion a las emisiones de GEl, el ciclo de vida de la produccion
de biomasa microalgal presenta un valor de emision de CO- de -183 KgCO>/MJ,
siendo el mas 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 biorremediacion; y 10) su composicion 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 produccion 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 implementacion a escala comercial sigue siendo
costosa (Norsker et al. 2011 Casanova et al. 2022) (Fig. 1.2.). Actualmente, los
mayores esfuerzos de investigacion estan enfocados en: la seleccion de
especies robustas para el desarrollo de cultivos masivos; el tipo y gasto
energético de los reactores; el uso de medios de cultivo econdémicos; la
ubicacion, condiciones climaticas y topografia del lugar de emplazamiento, los
meétodos de cosecha (Acién Fernandez et al. 2019) y la y la ingenieria genética
de microalgas para mejorar su produccion de TAG (Fayyas et al. 2020). En
Argentina, las investigaciones en este campo aun se encuentran en una etapa
de 1&D (Damiani et al. 2010;2014; Popovich et al. 2012a; 2012b; 2019;2020;
Bongiovani et al. 2013; 2019; Barnech Bielsa et al. 2016; Martin et al. 2016;
2018; Hegel et al. 2019) y requieren de respaldo institucional y econémico para
pasar a una etapa demostrativa. En nuestro pais, la Ley 26190, promueve el

interés nacional por la generacion de energia eléctrica a partir del uso de fuentes



de energia renovables, incluyendo entre ellas a la energia de biomasa. Por lo
tanto, la posibilidad de subsidios o precios diferenciales para el combustible

microalgal podria 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 contaminacion (Chang et al. 2017). Sin embargo, el
funcionamiento de estos equipos requiere de costos operativos elevados debido
al mantenimiento de la iluminacion, temperatura, circulacidon y homogeneizacion
del cultivo. Por su parte, los sistemas abiertos aprovechan la luz solar y estan
ampliamente expuestos al medio ambiente, siendo afectados por diferentes
variables climéaticas como la luz, la temperatura, las precipitaciones, entre otras.
Dentro de estos sistemas, las piletas de tipo raceway son ampliamente usadas
por su facil construccion y sistemas de circulacion con paletas (Zuccaro et al.
2020). Este tipo de piletas demanda una baja inversion inicial en comparacion
con los sistemas cerrados, dado que presentan una baja profundidad (entre 30
y 40 cm) y se pueden construir de hormigon o tierra compactada cubierta por
membrana (Chisti et al. 2016). Su instalacion no requiere el uso de tierras
cultivables, pero si 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 biorrefinerias destinadas a la obtencion
de aceites para biocombustible a escala industrial. Alguno de los factores que
afectan la productividad de estos sistemas, se relacionan con las condiciones
climaticas 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, rotiferos, 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 contaminacién, dado que el

desarrollo de competidores es menos probable (Bartley et al. 2013). Por esta



razon, uno de los primeros pasos para el éxito de un cultivo bioenergético a cielo
abierto es la seleccion de especies microalgales nativas y euritolerantes, con el
propésito de que estén adaptadas a las condiciones climaticas 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. Biorrefinerias

El concepto de biorrefineria es similar al de las tradicionales refinerias de
petréleo, pero en este caso, la principal materia prima no es el petréleo crudo,
sino que es la biomasa, es decir, cualquier materia organica obtenida de
organismos Vvivos 0 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 conversion de la
misma, lo que multiplica los posibles tipos de biorrefinerias que se pueden

desarrollar (Espinoza Pérez et al. 2017).

En 1998, el programa Aquatic Species Program (Departamento de
Energia de los Estados Unidos) reconoci6é 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
optimizacion del cultivo de varias especies y su produccion lipidica, mejora de
tecnologias de cultivo, eficiencia ambiental, y modelado bioeconémico
(Borowitzka and Moheimani 2013; Moshood et al. 2021; Chhandama et al. 2021;
Marques Casanova et al. 2023; Liu et al. 2024). Sin embargo, la mayoria de los
antecedentes han sido basados en cultivos a escala de laboratorio 0 a supuestos
provenientes de modelos matematicos (Jorquera et al. 2010; Gallagher 2011;
Acién Fernandez et al. 2019). Si bien todas las microalgas son capaces de
producir lipidos, la cantidad y calidad lipidica varia 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
lipidos, particularmente lipidos neutros, entre los cuales se destacan los TAG,
considerados la materia prima ideal para la produccién de biodiésel (Hu et al.

2008). Estas especies, en general, acumulan lipidos como una estrategia de
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reserva de energia 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
desafio para lograr cultivos bioenergéticos con altos contenidos de TAG, es
importante seleccionar especies oleaginosas y ademas 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 disefiar una biorrefineria
para biodiésel es el tipo de co-productos que pueden obtenerse en forma
simultanea con la produccién de los aceites (Wang et al. 2022). Estos co-
productos pueden recuperarse luego del proceso de extraccion lipidica (Fig. 1.4)
(Sarma et al. 2021). Las microalgas pueden producir acidos grasos
poliinsaturados omega 3 y 6, vitaminas, aminoacidos, esteroles o pigmentos
antioxidantes (Chew et al. 2017; Gifubi et al. 2018; Koutra et al. 2020), con
importantes aplicaciones en las industrias nutracéutica, cosmeética, agricola y
alimentaria. Sin embargo, la sintesis de todas estas biomoléculas no es
aleatoria, sino que requiere de una seleccion adecuada de las especies
microalgales, de un conocimiento profundo de su biologia vy fisiologia, y de un

analisis riguroso de las estrategias de cultivo.
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microalgas o biomasa de microalgas luego de extraer sus lipidos.

El proceso de escalado de cultivos microalgales con fines comerciales se
encuentra bien desarrollado para la obtencion de productos de alto valor
agregado, como el cultivo de Spirulina como fuente de proteinas en Estados
Unidos (Shimamatsu 2013) y Sur de Africa (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
obtencion 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 descripcion detallada de los procesos de escalado se mantiene
bajo resguardo, lo cual dificulta reproducir las experiencias o adaptarlas a nuevas

instalaciones o regiones geograficas (Borowitzka & Vonshak 2017).

Bajo este escenario, es claro que para un escalado a nivel industrial se
requiere de un gran conocimiento y dominio de multiples 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 extrafios. También es importante dilucidar los
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factores extrinsecos que afectan al cultivo como son: 1) la variacién ambiental
(temperatura; radiacion solar; precipitacion; 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 energia, etc)
(Borowitzka & Vonshak 2017) y 3) el sistema de cosecha (White & Ryan 2015).
Desde hace algunas décadas, el nUmero de trabajos cientificos 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 biorrefineria (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 division Ochrophyta y clase Bacillariophyceae
(Cavalier-Smith 1986; Adl et al. 2005), que ocupan una posicion clave como
productores primarios en los ecosistemas marinos del planeta (Serédio &
Lavaud 2022). Ademas, tienen la capacidad de sintetizar naturalmente lipidos
neutros, en particular TAG, como sustancia de reserva en gotas lipidicas
citoplasmaticas (Leyland et al. 2020). Estas caracteristicas las transforman en
excelentes candidatas para el desarrollo de cultivos bioenergéticos orientados a
la produccién de biodiésel. Sin embargo, la mayoria de las investigaciones en
este campo se basan en la seleccion de microalgas verdes o de la division
Chlorophyta, siendo muy pocos los trabajos cientificos orientados al uso de
diatomeas. Ademas, las diatomeas pueden producir metabolitos de gran
impacto comercial como: a) acidos grasos esenciales poliinsaturados de cadena
larga (AGPI o PUFA por su sigla en inglés) de la serie w-3, como el acido
eicosapentaenoico (EPA) y de la serie w-6, como el acido araquidonico (ARA)
Tyagi et al. 2024), b) polisacaridos, 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) acidos grasos
monoinsaturados (AGM o MUFA), como el acido palmitoleico de la serie w-7

(C:16-1), el cual ha sido considerado 6ptimo para la produccion de biodiésel de
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buena calidad (Knothe 2008; Hildebrand et al. 2014; Saranya & Ramachandra
2020) y e) silice amorfa hidratada nanoporoso (SiO2 [n.H20]), el cual forma parte
de las paredes celulares o frastulos 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
aplicacion dependeré de las condiciones de cultivo usadas. Bajo este contexto,
una biorrefineria a base de diatomeas podria representar una fuente novedosa
y renovable de TAG para la produccion de biodiésel en forma simultdnea con la
produccién de silice amorfa proveniente de sus paredes celulares o frustulos.
Con respecto a este Ultimo punto, la nanotecnologia de diatomeas se ha
transformado en una disciplina de gran interés en areas de la biologia,
bioquimica, biotecnologia, fisica, quimica, ciencia de los materiales e ingenieria
(Gordon et al. 2009), debido a las diferentes aplicaciones que se le pueden dar
a sus frustulos. Por ejemplo, en soportes cataliticos, dispositivos oOpticos,
microsensores, filtros y aplicaciones biomédicas como transportadores de
drogas (Sardo et al. 2021). Si bien los frdstulos han atraido un gran interés a
nivel mundial en las dltimas décadas (Townley 2011; Korsunsky et al. 2020;
Tramontano et al. 2020; Yang et al. 2023), su potencial aplicacion aun requiere
de pruebas experimentales. Esto se debe a la gran variedad en las formas,
subestructuras y propiedades fisico-quimicas de los frustulos. Ademas, no
existen hasta el momento, estudios relacionados con cultivos de diatomeas en
raceways a cielo abierto orientados a la obtencion simultanea de aceite para

biodiésel y silice amorfa nanoporosa.

1.6. Seleccion 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 aln se encuentra en una etapa
de investigacién I&D. En particular, el grupo de investigacion del Laboratorio de
Estudios Basicos y Biotecnologicos en Algas (LEBBA), perteneciente al
CERZOS (CONICET-UNS), en donde se desarrollé este trabajo de Tesis, ha
puesto a punto procesos de cultivo y produccién 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; Martin et al. 2016; 2018; 2020; Bongiovani et al. 2019;
Popovich et al. 2019). Si bien estos resultados han sido necesarios para la
bioprospeccion de las especies y disefios de escalado, no han podido aportar
informacién sobre las desviaciones que pueden sufrir los procesos de

produccién de biomasa y lipidos bajo condiciones naturales a cielo abierto.

De acuerdo a la informacion obtenida en el LEBBA y considerando que
las diatomeas son el grupo de microalgas dominantes en el estuario de Bahia
Blanca (Popovich et al. 2008; Popovich & Marcovecchio 2008; Guinder et al.
2010), en este trabajo de Tesis se ha seleccionado a la diatomea bentonica
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 (Martin et al. 2016,
2018). La seleccion se basO en que es una especie nativa, adaptada a las
condiciones locales, es robusta, crece en agua de mar y ademas produce altas
concentraciones de TAG bajo condiciones desfavorables (34% respecto a la
biomasa seca libre de cenizas) (Martin et al. 2016). Ademas, estudios realizados
en el LEBBA indican que el biodiésel producido por métodos supercriticos a
partir de aceites de H. coffeaeformis (Hegel et al. 2019), cumple con las normas
de calidad impuestas por los estandares comerciales, alentando la optimizacion
de cultivos masivos de esta especie a cielo abierto. Adicionalmente, H.
coffeaeformis presenta un frdstulo compuesto por silice amorfa con potenciales
usos industriales que no han sido evaluados hasta la actualidad. Es importante
destacar, que los cultivos de esta cepa nativa se llevaran a cabo con agua de
mar proveniente del estuario de Bahia Blanca, por lo que su cultivo no compite

con agua dulce, un recurso preciado para consumo humanao.
1.7. Objetivo general

Esta Tesis tiene como objetivo general realizar un estudio integral de las
variables biolégicas y ambientales que afectan la produccién de biomasa y
lipidos 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 biorrefineria. Dichos cultivos

seran orientados a la produccion de aceites 6ptimos para biodiésel y de silice

amorfa como un co-producto de valor agregado.

1.8.

1-

1.9.

Objetivos especificos

Determinar el rango de tolerancia y los valores éptimos de temperatura y
salinidad a escala de laboratorio.

Definir las condiciones ambientales y el disefio de cultivo en
fotobiorreactores, que inducen y optimizan la produccion de biomasa para
la obtencion de indculos funcionales a piletas de 250L.

Definir las condiciones ambientales y el disefio de cultivo en piletas tipo
raceways de 250 L, que inducen y optimizan la produccion de biomasa rica
en triglicéridos (TAG) aptos para biodiésel.

Seleccionar un estimador rapido y preciso para la determinacion del
periodo de cosecha.

Determinar y evaluar la cantidad y calidad de lipidos totales, fracciones
lipidicas (neutros y polares) y perfil de acidos grasos de cada fraccion, 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.
Determinar las propiedades del biodiésel a partir del perfil de acidos grasos
obtenidos.

Realizar un seguimiento ultraestructural de la acumulacion de TAG en
cultivos a cielo abierto para detectar el estado fisioldgico de la célula y la
localizacion y desarrollo de puntos de acumulacién de lipidos neutros
(PALN), como plastoglobulos y gotas lipidicas citoplasmaticas.

Analizar la composicién elemental, condicion estructural y funcionalidad de
la superficie de las paredes celulares siliceas con el fin de evaluar su

posible rol como material en aplicaciones biomédicas.
Hipotesis

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

salinidades.
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10 -

11 -

La biomasa obtenida en FBRs columnares (25L) bajo condiciones
favorables de crecimiento, se presenta como un indculo adecuado a los
requerimientos volumeétricos de piletas de 250 L.

El agua de mar enriquecida con biofertilizantes y silicatos es un medio
sustentable para piletas de 250L.

Considerando que H. coffeaeformis es una diatomea que crece a bajas
intensidades de luz, la temperatura representa el factor ambiental mas
critico para su crecimiento.

La especie tiene la capacidad de acumular TAG en respuesta a un
agotamiento natural de los nutrientes disueltos.

El monitoreo de la cinética de los TAG con técnicas espectrofluorométricas
con Rojo Nilo permite establecer el tiempo de acumulacion y optimiza la
determinacion del tiempo de cosecha.

Los habitos bentonicos 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 volumenes.

La calidad de los aceites varia de acuerdo a la estacion del afio en la cual
se realiza el cultivo.

La calidad del biodiésel de cultivos a cielo abierto cumple con las normas
de los estandares comerciales.

Los estudios ultraestructurales permiten detectar el estado fisiologico de las
células, asi como también la presencia de puntos de acumulacion de lipidos
neutros (PALN), como plastoglobulos y gotas lipidicas citoplasmaticas,
aportando conocimiento al andlisis integral de la cinética de TAG vy al
momento apropiado para la realizacion de la cosecha en -cultivos
bioenergéticos de diatomeas.

Las paredes celulares siliceas pueden recuperarse integramente luego de
la extraccion de aceites y representan un residuo de valor agregado con

potenciales aplicaciones industriales.
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Capitulo 2 — Materiales y Métodos comunes en esta

Tesis

En este capitulo se describe la metodologia comun a diferentes secciones de la

Tesis
2.1. Especie seleccionaday 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 Bahia Blanca (38° 45' S, 62° 22' O) por la Dra. Cecilia Popovich
en abril del 2010, quien la identificé morfolégicamente hasta el nivel de especie
(Martin et al. 2016). Por su parte, Sala et al. (2020) realizaron una caracterizacion
molecular y toxicolégica de la cepa. Cultivos clonales! y no axénicos de H.
coffeaeformis se mantienen en camaras de cultivo, bajo condiciones controladas
(15 °C %= 1 °C, 21 umol fotones.m?.s* de intensidad de luz y un fotoperiodo de
12:12 horas de luz:oscuridad), en el Laboratorio de Estudios Basicos y
Biotecnolégicos en Algas (LEBBA), CERZOS-CONICET, Bahia Blanca,
Argentina. Los cultivos stock destinados a esta Tesis se mantuvieron en forma
liquida 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 Bahia
Blanca (EBB), a 33 %o, la salinidad tipica del estuario (Popovich & Marcovecchio
2008). Los cultivos stock fueron agitados esporadicamente 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
proliferacion bacteriana. Si bien no se usaron cultivos axénicos, siempre se
trabajo bajo una campana adaptada, en condiciones de asepsia y con material
esterilizado. La luz fue proporcionada por lamparas LED de color blanco frio. Se
utilizé un radiometro modelo 192SB de LI-COR para medir la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR). Para la seleccion del fotoperiodo se consideré
que en la region de Bahia Blanca (38°43'0"S 62°16'0"W), hay 9:25 horas de luz

! Los cultivos clonales de microalgas son poblaciones genéticamente idénticas derivadas de una Unica
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
informacién se selecciond un fotoperiodo 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 preparacion del
medio de cultivo, el mantenimiento de los cultivos stock y la realizaciéon de los

ensayos, fue de la siguiente manera:

e Lavado: El material fue lavado con cepillo y detergente no iénico diluido al
1% (v/v) y enjuagado con agua corriente. Para un segundo lavado se
utilizé solucién de HCI diluido al 10 % (v/v) y se enjuag6é con agua
destilada, varias veces.

e Secado: el material acondicionado se coloco en estufa a 60°C.

e Esterilizado: Se realizo por medio de calor himedo mediante un autoclave

a 120°C y 1 atm de presion, durante 20 minutos.
2.3. Preparaciéon 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). Ademas, se
analizo un medio de cultivo no convencional, con el fin de realizar cultivos de la
especie a mayor escala de una manera mas econdmica. Este medio fue
preparado con agua de mar de Bahia Blanca, enriquecida con un biofertilizante
liquido marca Bayfolan® 11-8-6 (N-P-K) (Bayer CropScience) y llamado en esta

Tesis, medio de cultivo BAY.
2.3.1. Filtracién y esterilizacion del agua de mar

Para la preparacion de los medios f/2 y Bay se utilizé agua de mar colectada de
la zona interna del Canal Principal del estuario de Bahia Blanca, mediante
embarcacién, por personal del Club de Pesca de General Daniel Cerri, Bahia
Blanca. El agua fue transportada al CERZOS y almacenada en una camara fria

(4°C) durante un minimo 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 ym y almacenada en una camara fria. Antes de iniciar cada ensayo, se
filtré un volumen determinado de agua de mar, previamente filtrada a 1 ym, a
través de un filtro de nitrato de celulosa de 0,45 ym de poro (Gamafil SA), con el
objetivo de eliminar el material mas fino. El agua filtrada se colocé en botellas de
vidrio, bidones de vidrio o Erlenmeyers, previamente acondicionados como se
especifica en la Seccion 2.2 y se esterilizé en autoclave a 1 atm de presion y
120°C durante 15 minutos.

2.3.2. Preparacion del medio de cultivo /2

El medio de cultivo f/2 se prepard a partir de agua de mar filtrada y estéril, a la
gue se incorporo 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 filtracion empleando filtros estériles de acetato de celulosa
Whatman de 0,2 ym de poro, de acuerdo con las concentraciones detalladas en
la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 Medio de cultivo f/2. Composicion y concentracion final de los

componentes del medio.

Volumen Concentracion Concentracion

Incorporado Final Final
ml de solucién madre

Nutrientes Solucion Madre

L de agua de mar

Macronutrientes

NaNO3 75 g.LdH,0* —> 1 75 mg.LH,0"' 882,456 uM
NaH2PO4eH20 5gLdH,0! — 1 5 mg.LH,0™ 36,229 puM
NaSiO3e9H20 30 g.LdH,0! —> 1 30 mg.LH,0" 105,56 uM

Solucion de Metales Traza (Micronutrientes):

CuSO4e5H20 (9.8 gLdH,0") 1 ml.LdH,0" 0,01 mg.LH,0™ 0,04 uM
ZnSO4e7H20 (22 gLdH,0") 1 ml.LdH,0" 0,022 mg.LH,0" 0,08 uM
CoCL2¢6H20 (10 g.LdH,0") 1 ml.LdH,0" 0,01 mg.LH,0™ 0,04 pM
MnCL2¢4H20 (180 g.LdH,0") 1 mlLdH,0* i ! 0,18 mg.LH,0™ 0,9 uM
Na2MoO4e2H20 (6,3 g.LdH,0") 1 mlLdH,0" 0,006 mg.LH,0" 0,03 uM
Na2EDTAe2H20 5gldH,0" | 5 mg.LH,0™ 11,7 uM
Solucién de Vitaminas: _

B12 (1 gLdH,0") 1 mlLdH,0" 0,5 ug.LH,0™

Biotina (01 gLdH,0%) 10 mlLdH,0" [~ 05 05 pg.LH,0™

Tiamina HCI (B1-HCI) (250 g.L dH,0™) 02 g.LdH,0" | 0,1 pg.LH,0"

TRIS 250 gLdH,0" —> 5 250 mg.L H,0™
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2.3.3. Preparacion del medio de cultivo BAY

El medio de cultivo BAY se preparé a partir de agua de mar filtrada y estéril, a la
que se le incorpor6 por filtracion (Filtros estériles Whatman de 0,2 ym de poro)
0,28 ml de biofertilizante liquido Bayfolan® 11-8-6 (N-P-K) (Bayer CropScience)
y metasilicato de sodio (NaSiOs), de acuerdo con las concentraciones necesarias

para cada objetivo especifico (ver Capitulos 3y 4).

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

crecimiento

La velocidad de crecimiento de H. coffeaeformis se determin¢ a partir de datos
de densidad celular a lo largo del tiempo (Guillard 1973). Los recuentos celulares
se realizaron diariamente por duplicado con una camara tipo Sedgwick-Rafter
(volumen: 1mL) a partir de alicuotas de 1mL por duplicado. Para el célculo de la
velocidad de crecimiento (k) (divisiones por dia; div.d') se seleccionaron las
densidades celulares (N=células.mL?) correspondientes a la fase de crecimiento
exponencial. Estas densidades, transformadas logaritmicamente (Y= log N), se
trataron por el método de minimos cuadrados con el fin de hallar la regresion de
Y en funcion del tiempo (t), siendo la pendiente de la recta la constante de
crecimiento (Kio). A partir de este ultimo valor, se calculd la velocidad de
crecimiento (k) como:

k (divisiones.dia™) = 3,322 x K, (Ecuacion 2.1)

en donde el valor 3,322 representa el factor de conversion de logio a logs.

Los calculos se realizaron utilizando Microsoft Excel 2019.

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

cenizas

2.5.1. Determinacion 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
repitié hasta alcanzar un peso constante y se dividié por el volumen de la muestra
(Peso seco [PS]: g.L ). Para las mediciones se us6 una balanza analitica a la

cuarta cifra decimal (Marca: Kern).

Figura 2.1. Filtros conteniendo células retenidas luego del proceso de filtracién al
vacio.

2.5.2. Determinacion del peso seco libre se cenizas

Se centrifugaron muestras de cultivo (10 minutos a 3600 g), se descarto 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 descarto 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 continuacion, 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 analitica a la cuarta cifra decimal (Marca: Kern).

2.6. Determinacion de la cinética de fluorescencia de la

clorofila-ay Rojo Nilo

2.6.1. Deteccion de la intensidad de fluorescencia de la

clorofila-a

La cinética de la autofluorescencia de la clorofila-a (IF-Cla) se utiliz6 como un
indicador del crecimiento celular y estado fisiolégico del cultivo. Para ello, se
tomaron diariamente muestras de 5 mL por duplicado de cultivos
homogeneizados. La muestra se sonico en un ultrasonido Bransonic 5 durante 3
segundos, con el fin de disgregar cumulos de células. La IF-Cla se midié con un
espectrofluorometro (Shimadzu RF-5301PC) y se expresO en unidades
arbitrarias de fluorescencia (u.a.). La longitud de onda de excitacion se fijo en
430 nm y la longitud de onda de emision se escane6 de 600 a 750 nm (modo
espectro con rendijas de excitacion y emision fijadas en 5 nm). Se seleccioné la

longitud de onda de emision maxima en 680 £ 5 nm.

2.6.2. Deteccion de laintensidad de fluorescencia del Rojo
Nilo

El Rojo Nilo (RN) es un fluor6cromo usado para detectar lipidos neutros (LN).
Asi, en esta Tesis, la cinética de la intensidad de fluorescencia del RN fue usada
como un indicador de la acumulacion 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 agrego 5 pL de RN [(9-dietilamino-5H-benzo (a) fenoxazina-5-
ona] en acetona (1 mg.mL1). Las muestras se sonicaron en un ultrasonido
Bransonic 5 durante 3 segundos, con el fin de disgregar cimulos de células.
Después de 5 minutos, se midié la intensidad de fluorescencia del RN (IF-RN)
utilizando un espectrofluorémetro (RF-5301PC Shimadzu), con una longitud de
onda de excitacion de 480 nm. Los picos de fluorescencia se detectaron en el
espectro de emisién entre 450 y 750 nm. El pico principal se detect6 a 577 £ 5

nm, que corresponde al espectro de emision de lipidos neutros (Mendoza-
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Guzman et al. 2008). La IF-RN se midi6 en unidades arbitrarias de fluorescencia

(u.a.).
2.6.3. Relacion entre el Rojo Nilo y la clorofila-a

La cinética de la relacion entre la IF-RN y la IF-Cla (IF-RN:IF-Cla) fue usada
como un indicador del desbalance entre la acumulacion de LN y el crecimiento
de acuerdo con Bongiovani et al. (2013). En particular, valores de IF-RN:IF-Cla
= 40 fueron considerados como caracteristicos de una etapa en donde la
acumulacién de LN superé significativamente a la etapa de crecimiento y
consecuentemente, fue usado como un criterio para determinar el periodo de

cosecha.

2.7. Extraccion de lipidos totales, fraccionamiento vy

caracterizacion del perfil de acidos grasos

El andlisis lipidico abarco tres etapas: 1) la extraccion de los lipidos totales (LT);
2) el fraccionamiento de los LT en lipidos neutros (LN), glicolipidos (GL) y
fosfolipidos (FL); y 3) la metilacion y caracterizacion del perfil de los acidos

grasos en la fraccion neutra y polar (sumatoria de GL y FL).
2.7.1. Extraccién de lipidos totales

La extraccion de LT se llevo 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 solucion buffer de NaCl al 0,9% y
liofilizada durante 48 horas a una temperatura de entre -40 y -50°C y una presion
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
centrifuga de vidrio (Fig. 2.2 A) con 4 mL de cloroformo:metanol (2:1, v:v) (Fig.
2.2 B), se agitaron en un vortex por unos segundos (Fig. 2.2 C) y se sonicaron
utilizando un bafio de ultrasonidos (Brandsonic 220) durante 15 minutos a
temperatura ambiente (Fig. 2.2 D). Luego, el material se centrifugé a 3000 rpm
por 5 minutos (centrifuga Rolco 2070) (Fig. 2.2 E). El sobrenadante, compuesto
por solventes y lipidos (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 decantacion (Fig. 2.2 F-H). Estos pasos
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se repitieron 4 veces hasta que el pellet mostré una apariencia blanquecina (Fig.
2.2 M). Al extracto total se le agregaron 4 mL de NaCl 0,9%, y se lo agit6 para la
obtencién de un sistema bifasico (Fig. 2.2 ). El sistema se mantuvo en reposo
30 minutos. Luego se descarto la fase superior, se volvieron a agregar 4 mL de
NaCl 0,9% y se volvié a agitar para formar nuevamente un sistema bifasico. El
sistema se mantuvo en reposo durante un minimo de dos horas. La fase superior
fue descartada nuevamente, y la fraccion inferior fue recuperada en viales
acondicionados. Luego se utilizd Na>SO4 anhidro para retener el contenido
acuoso que pudiera haber quedado en la fraccion inferior. La fraccion inferior fue
filtrada nuevamente, para eliminar el Na>SO4. y almacenada en frascos color
caramelo (Fig. 2.2 N). Por dltimo, las muestras fueron secadas bajo corriente de
N2 (Fig. 2.2 N y O). El contenido lipidico se determiné gravimétricamente y las

muestras fueron selladas en los frascos con parafilm y almacenadas a -18°C.
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Figura 2.2. Extraccién de lipidos totales por el método de Folch (1957), asistido con

ultrasonido. A. Biomasa liofilizada. B. Biomasa suspendida en cloroformo:metanol. C.
Vortex. D. Sonicado de la muestra. E. Centrifugado de la muestra. F. Filtrado de la
muestra y colocado en ampolla de decantaciéon. G. Primer filtrado en ampolla de
decantacion. H. Cuarto filtrado en ampolla de decantacion. I. Formacion de fases
lipidica e hidrica con buffer de NaCl (0,9%). J-L Sobrenadante y pellet luego de: J. la
primera; K. la segunda y L. la cuarta centrifugacion. M. Pellet residual. N. Fraccion
inferior lipidica almacenada en frascos color caramelo. Ny O. Secado de muestras con

nitrégeno.
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2.7.2. Fraccionamiento

El fraccionamiento de los LT en lipidos neutros (LN), glicolipidos (GL) y
fosfolipidos (FL) se realizo por duplicado utilizando cartuchos de silica 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 silica 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
recuperacion de los LN, GL y FL, se realizaron las siguientes eluciones de
manera secuencial: (a) 15 mL de una solucién de cloroformo/acido acético (9:1,
v/v) (Fig 2.3 D); (b) 20 mL de una solucién 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 1), se recogieron, disueltas en sus respectivos solventes, en
viales coénicos previamente pesados (Fig 2.3 G - ) y se evaporaron hasta
sequedad bajo un flujo de nitrogeno. Por ultimo, los viales fueron pesados
nuevamente con balanza analitica (Marca: Kern) a la cuarta cifra decimal. De
acuerdo con Hegel et al. (2019), los TAG son la principal fuente de acidos grasos

en los lipidos neutros de la cepa estudiada.
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Figura 2.3. Fraccionamiento de lipidos totales en lipidos neutros, glicolipidos y
fosfolipidos A. Acondicionamiento de cartucho de silica con cloroformo. B. Solucién de
muestra de LT en cloroformo C. Carga de muestra en cartucho de silica. D. Elucién de
LN con una solucion de cloroformo/acido acético. E. Elucién de GL con una solucion de
acetona/metanol. F. Elucién de FL con metanol. G. Recuperacién de LN en una solucion
de cloroformo/acido acético. H. Recuperacion de GL en una solucion de

acetona/metanol. I. Recuperacion de FL en metanol.
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2.7.3. Determinacion del perfil de 4cidos grasos

Los extractos lipidicos obtenidos del fraccionamiento (LN y Lipidos polares [LP:
suma de GL y FL]) fueron transmetilados, de acuerdo al protocolo descripto por
Morrison & Smith (1964). Como resultado se obtuvieron los ésteres metilicos de
los &cidos grasos (EMAGs o FAME, por sus siglas en inglés: Fatty Acid Methyl
Esters) que posteriormente fueron analizados por cromatografia gaseosa. A
cada uno de los viales que contenian las fracciones lipidicas (LN y LP), se les
agregdb 2 mL de una solucion de KOH:metanol (10 % p/v) y se agitd
vigorosamente en un vortex por 1 minuto. Los viales fueron purgados con un flujo
de nitrégeno, y llevados a un bafio de agua a 80°C durante 45 minutos. Luego
de enfriar a temperatura ambiente, se agrego a cada uno de los frascos 2 mL de
éter de petroleo, se agitd en un vortex. La fase superior se descartdo mediante el
empleo de pipeta Pasteur y la fase inferior se recuperd. Este procedimiento se
repitio dos veces. Se colocaron los frascos en un bafio frio y se agregd 0,5 mL
de HCI concentrado y 2 mL de éter de petrdleo a cada uno de los extractos, se
agitd vigorosamente en vortex durante 1 minuto y se recuperaron los acidos
grasos de la fase superior. Este procedimiento se repitid dos veces. Los extractos
de éter de cada fraccion se secaron con un flujo de nitrégeno. Se agrego en cada
frasco 1.5 mL de una solucion de trifluoruro de boro (BF3, Sigma Aldrich) disuelto
en metanol al 10% v/v, se agitd vigorosamente en un vortex por 1 minuto y se
llevé a corriente de nitrégeno durante un minuto aproximadamente para purgar
el aire. Los frascos se llevaron a un bafio de agua a 80 °C durante 30 minutos.
Luego de enfriar los frascos a temperatura ambiente, se agregd en cada uno 2
mL de éter de petrdleo, se agitaron con vortex y con pipeta Pasteur, se recuperé
la fase superior conteniendo los ésteres metilados. Los FAME fueron separados
en tubos de ensayo acondicionados. Este procedimiento se repiti6 dos veces.
Cuando los extractos no fueron transparentes, se agregé Na.SO4 anhidro y se
filtr6 para eliminar residuos de agua. Por ultimo, se evapor6 hasta sequedad con
un flujo de nitrégeno. Finalmente, se agregé hexano (grado de cromatografia)

hasta un volumen acorde a la concentracién de FAME.

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

equipado con un detector de ionizacion de llama a una temperatura de 260 °C,
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un inyector de division/division de flujo (175 °C) y una columna capilar SP—2560
(100 m, 0,25 mm y 0,2 ym; Supelco Inc., Bellefonte, PA). El gas portador fue
hidrogeno de alta pureza a 18 cm/s. El horno GC se mantuvo inicialmente a 140
°C durante 5 min. Luego, la temperatura se increment6 a 4 °C/min hasta 240 °C
y se mantuvo isoterma durante 15 min. El limite de deteccién del método
cromatografico se establecié en 0,01 %. Se utilizd el software HP 3398A GC
Chemstation (Hewlett Packard 1998) para el andlisis cromatografico. La
identificacion de los FAME se realizé mediante comparacion con material
estandar 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 andlisis de FAME. Todos los solventes utilizados fueron de

grado analitico.
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Capitulo 3 — Evaluacion del efecto de la temperatura, la
salinidad y larelacion Si:N sobre el crecimiento y la

acumulacion de lipidos neutros en Halamphora coffeaeformis

3.1. Introduccidn

La generacion de energias renovables, ecoldgicas 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 Comision Nacional Interinstitucional de

Implementacion y Seguimiento de los ODS

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

implementada por la Republica Argentina (Decreto No. 499-2017 de Argentina).
En el caso particular del biodiésel, los aceites comerciales usados para su
produccion compiten con industrias alimentarias, por lo que las empresas
bioenergéticas trabajan en la seleccibn 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 lipidos
neutros, en particular triglicéridos (TAG), necesarios para la produccion de este
biocombustible (Hu et al. 2008; Chandama et al. 2021; Andeden et al. 2021). Sin
embargo, la produccién de biomasa microalgal aun 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
hidricas, 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 produccion de biomasa de una manera sostenible (Koley et al.
2019; Fernandez-Linares et al. 2019). Por su parte, los cultivos bioenergéticos a
base de microalgas bajo un contexto de biorrefinerias, aseguran la obtencién de
co-productos o residuos de valor agregado, que aumentan la rentabilidad del

proceso.
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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). Ademas, 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 estandares 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 seleccion de especies de
diatomeas oleaginosas y su grado de tolerancia a las condiciones ambientales.
Esta informacion es necesaria para disefiar estrategias de cultivos masivos a
cielo abierto, para responder a las condiciones climaticas 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
acidos 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)
0 bien, las empresas que los desarrollan se encuentran bajo compromisos de
confidencialidad. Para lograr los rendimientos de aceites necesarios para la
transesterificacion, se debe lograr una optimizacion de la produccion de biomasa
y de TAG. Sin embargo, estos procesos no ocurren en forma simultanea, dado
gue los factores que promueven el crecimiento difieren de aquellos que estimulan
la produccion de TAG. En diatomeas, los TAG representan sustancias de reserva
gue 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 cual es el

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

Algunos de los principales factores ambientales que afectan la produccion de
biomasa en diatomeas son: la luz, temperatura, salinidad y disponibilidad de
nitrogeno (N), fosforo (P) y silicatos (Si) (Yu et al. 2018; Borowitzka 2013;
Borowitzka 2016). En particular, los silicatos estan involucrados en la formacion
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de las paredes celulares o fristulos de las diatomeas (Korsunsky et al. 2020).
Una adecuada disponibilidad de nutrientes, indicada por una relacién de Si:N:P
de 16:16:1 de acuerdo con Redfield (1958) y Brzezinski (1985) (Xu et al. 2009),
en combinacién con una adecuada intensidad de luz y temperatura, influye en
la velocidad de crecimiento y produccion de biomasa (Suparmaiam et al. 2023).
Por su parte, la salinidad afecta los procesos de regulacion osmotica 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 uM, P
<1,2 yM y Si <3,9 yM. de acuerdo a Sarthou et al. (2005), y de salinidades sub-
optimas (Ishika et al. 2018; Indrayani et al. 2019), pueden actuar como
estresores, estimulando la produccién de TAG ricos en &cidos grasos saturados
(AGS) y monoinsaturados (AGMI) (Popovich et al. 2012a; Martin et al. 2016;
Barnech Bielsa et al. 2016). Las fases de crecimiento también pueden influir en
la calidad y cantidad de lipidos en diatomeas; por ejemplo, la produccion de
lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos) 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). Ademas, se debe
considerar que la velocidad de crecimiento y la acumulacién lipidica varian a

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

Una adecuada productividad de lipidos ricos en TAG es un requisito necesario
para lograr buenos rendimientos en la produccion de biodiésel (Grifffiths &
Harrison et al. 2009; Doan et al. 2011), dado que los TAG son los Unicos
facilmente convertibles a biodiésel (Nascimiento et al. 2012). Esta productividad
lipidica se logra con una combinacion adecuada entre la productividad de
biomasa y el contenido de lipidos que posee esa biomasa (Doan et al. 2011). Es
importante que los lipidos utilizados como materia prima tengan un porcentaje
bajo de lipidos polares (fosfolipidos y glicolipidos), dado que éstos reducen el
rendimiento en la formacibn de ésteres de acidos grasos durante la
transesterificacion (lyer 2016; Morales et al. 2021). Ademas, la calidad del
biodiésel es un reflejo del perfil de acidos 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 més deseables para la produccién de biodiésel, dado que
garantizan una mejor calidad debido a que optimizan propiedades como el
namero de cetano, la viscosidad cinematica y el valor calorifico superior,
mientras que los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) son los menos deseables,
dado que disminuyen la estabilidad oxidativa de este biocombustible (Hoekman
et al. 2012; Stansell et al. 2011). Asi, un conocimiento profundo de como los
factores ambientales afectan el crecimiento, cantidad y calidad de los lipidos en
una especie seleccionada, es esencial para disefar las estrategias de sus
cultivos a cielo abierto y para evaluar el potencial de esta cepa como materia
prima para la produccion 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
bioprospeccion. La diatomea estuarina y benténica H. coffeaeformis, aislada del
estuario de Bahia 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 lipidos para biodiésel (Martin et al. 2016; 2018). Estos
estudios han demostrado la capacidad de la especie para acumular LN en la fase
estacionaria tardia en forma natural. Ademas, Hegel et al. (2019) informaron
sobre la produccion de biodiésel a partir de esta misma cepa argentina, mediante
extraccion con etanol y posterior transesterificacion supercritica con
rendimientos de ésteres de acidos grasos de un 80% con respecto a los LN,
elevado numero de cetano (>54), alto poder calorifico (40 Mj/kg) y con un punto
nube relativamente bajo (-4,6 °C). Estos avances son un estimulo para la
continuidad de los estudios con miras a estandarizar cultivos de la especie a cielo
abierto (outdoor). Bajo este escenario, en este capitulo se analizara el rango de
tolerancia de H. coffeaeformis a la temperatura y salinidad; y el efecto que tiene
la salinidad en la cantidad y calidad lipidica de la especie, con especial énfasis
en la acumulacion de TAG. El rango de tolerancia de una especie microalgal, es
un intervalo referido a distintas condiciones ambientales, dentro del cual la
poblacién puede sobrevivir y reproducirse (Begon et al. 2006). Dentro de este

intervalo, se encuentran las condiciones éptimas 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 limites superiores e inferiores del intervalo. También se analizaran
distintas concentraciones de silicatos junto con el biofertilizante Bayfolan®, con
el fin de evaluar su efecto sobre el crecimiento y acumulacion de lipidos neutros
en la especie estudiada. Trabajos previos han demostrado que el uso de este
biofertilizante con una relacion Si:N en la proporcién 1:1 no fue efectivo para
estimular la produccién de lipidos neutros en H. coffeaeformis (Popovich et al.
2020).

De acuerdo con este escenario, el objetivo general del presente capitulo fue
evaluar el efecto de las condiciones de salinidad, temperatura y relacion Si:N
sobre el crecimiento, cantidad y calidad de lipidos 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 capitulo fueron: 1) Evaluar el efecto de la salinidad
y la temperatura sobre el crecimiento y la acumulacion de lipidos neutros en
cultivos de H. coffeaeformis a escala de laboratorio. 2) Analizar el efecto de la
salinidad sobre el contenido de lipidos totales, fracciones y clases lipidicas, y
perfil de acidos grasos. 3) Determinar el efecto de la salinidad y la relacion Si:N
sobre el crecimiento y acumulacion de LN, utilizando un medio de cultivo
alternativo y mas econémico. Los rangos experimentales de temperatura fueron
seleccionados de acuerdo con las variaciones promedio de temperatura del
clima de la regién de Bahia Blanca y la salinidad fue ajustada de acuerdo a
rangos de salinidad tipicos del estuario de Bahia 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 relacion Si:N
sobre el crecimiento y la acumulacion de lipidos 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 acumulacién de los lipidos neutros
in vivo. Ademas, se evaluo el efecto de la salinidad sobre la cantidad y calidad
de los lipidos. Las hipétesis de trabajo consideradas en este capitulo fueron que:
el estudio de la temperatura y la salinidad permiten determinar condiciones
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Optimas para el crecimiento de la especie; la salinidad es un estresor que afecta
la acumulacién, cantidad y calidad de los lipidos neutros; la relacién Si:N afecta

el crecimiento y acumulacion de lipidos neutros.

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

-Navarro, F.E., Damiani, M.C., Leonardi, P.l., 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 latemperatura 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 region de Bahia Blanca entre 2009 y 2019.
El conjunto de datos de temperatura utilizado se recopilo de la Estacion
Meteoroldgica ubicada en el campus del Centro de Recursos Naturales
Renovables de la Zona Semiarida (https://metecbahia.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 periodo de adaptacion, se inicio el escalado
para la realizacion 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%o (Fig.
3.1). La densidad inicial fue 10-20 x 10° células mL™" y las condiciones
ambientales fueron: 40 pmol-fotones m™2 s~' de PAR y un fotoperiodo de 12 h:12
h luz:oscuridad, en una camara de cultivo. Los cultivos fueron mezclados
manualmente dos veces al dia. Todos los tratamientos se llevaron a cabo de
forma independiente y por duplicado. La duracion de los cultivos fue de 7 dias,
tiempo suficiente para estimar la velocidad de crecimiento de la especie. La
determinacién de la densidad celular y de la velocidad de crecimiento se realizd

de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.4 del Capitulo 2.
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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 %o y a diferentes temperaturas (5 °C, 10
°C, 20 °C, 25 °Cy 30 °C).

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%o, 5%o, 20%o, 25%o,
35%o, 45%0, 60%0 y 95%0. Este rango de salinidades fue seleccionado con el fin
de cubrir un amplio espectro de variacion salina. Las diferentes salinidades se
lograron mediante la adicion de agua destilada o NaCl a agua de mar envejecida
del EBB, con el fin de disminuir o aumentar la salinidad tipica (33%o). 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 x 102 células mL™" y las condiciones ambientales fueron: 40 pmol-fotones
m~ s™' de PAR y un fotoperiodo de 12 h:12 h luz:oscuridad., en una camara de
cultivo. Los cultivos fueron mezclados manualmente dos veces al dia. Todos los
tratamientos se llevaron a cabo de forma independiente y por duplicado. La
duracion de los cultivos fue de 7 dias, tiempo suficiente para estimar la velocidad
de crecimiento de la especie. La determinacion de la densidad celular y de la
velocidad de crecimiento se realizé de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.4
del Capitulo 2.
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0 %o 45 %o 60 %o 95 %o

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 °C y a diferentes salinidades (0%o, 5%o, 20%o, 25%0, 35%o,
45%0, 60%o y 95%0).

3.2.3. Efecto de la salinidad sobre la acumulacion, cantidad y

calidad lipidica de la especie

Se evaluo el efecto de la salinidad sobre: a) la acumulacion de lipidos neutros
(cinética del Rojo Nilo), b) el contenido de lipidos totales y c) la calidad de los
lipidos en la biomasa obtenida de H. coffeaeformis, a 33%o. (como control), 20 %o
y 45%0 (como tratamientos). El valor de salinidad del control se seleccioné de
acuerdo a la salinidad tipica 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 precipitacion o procesos de evaporacion, respectivamente. Los
experimentos se llevaron a cabo en botellones transparentes de 5 L (altura 20
cm, diametro 18 cm) con 4 L de medio f/2 para producir suficiente biomasa para
el andlisis lipidico (Fig. 3.3). Los cultivos se realizaron a 20 °C + 0,5 °C, 60 ymol-
fotones m™2 s, con un fotoperiodo de 12 h:12 h luz:oscuridad y bajo aireacion
continua en una camara de crecimiento. Para estos experimentos, se selecciono
una temperatura de 20 °C, temperatura a la cual la especie presenté su mayor
valor promedio de k. Los cultivos se llevaron a cabo durante 17 dias para

alcanzar una fase estacionaria tardia y una adecuada produccion de lipidos.

La cinética de la intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo (RN) se realizd de

acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.6.2. del Capitulo 2.

La extraccion de lipidos totales para el fraccionamiento de lipidos, el

fraccionamiento de lipidos en lipidos neutros (LN), glicolipidos (GL) y fosfolipidos
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(FL) y la determinacion de ésteres metilicos y el andlisis del perfil de acidos
grasos se realiz6 por duplicado de acuerdo a lo detallado en la Seccién 2.7 del

Capitulo 2.

Figura 3.3. Cultivos indoor de H. coffeaeformis en bidones con aireacién continua, 20°C
+ 0,5 °C, intensidad de luz de 60 uymol-fotones m™2 s™, fotoperiodo de 12 h:12 h

luz:oscuridad y sometidos a una salinidad de 20 %o, 33 %o y 45 %o.

3.2.4. Efecto dediferentes combinaciones de salinidad y relaciones
Si:N sobre la velocidad de crecimiento y la acumulacién 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 combinacién Optima de
salinidad y nutrientes (Siy N), necesaria para el desarrollo de cada etapa de un
cultivo bioenergético, como es la produccién de inéculos y la produccion masiva
de biomasarica en LN. Asi, se testearon dos salinidades: a) una salinidad éptima
para el crecimiento (20%o) y b) una salinidad promedio de un ambiente marino,
como el EBB (33%o), recomendada para dar inicio a cultivos masivos outdoor.

Ademas, para cada salinidad, se testearon dos relaciones Si:N con el fin de
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evaluar su rol sobre el crecimiento y acumulacion de LN de la especie Las
siguientes concentraciones de silicatos se testearon: 144 uM y 576 uM, para
obtener relaciones Si:N de 0,125 y 0,5, respectivamente. Por lo tanto, las
combinaciones (C) probadas fueron: C1 (20%o. y 0,125 Si:N); C2 (20%0 y 0,5 Si:N);
C3 (33%0 y 0,125 Si:N); y C4 (33%0 y 0,5 Si:N). Los cultivos se ubicaron en
camaras de cultivo a 20 °C, 21 uymol-fotones m=2s y un fotoperiodo de 12 h:12
h luz:oscuridad. Se evaluaron la velocidad de crecimiento, la cinética de clorofila-
a (IF-Cla) y la acumulacién de TAG (cinética de Rojo Nilo, IF-RN). Los
experimentos se llevaron a cabo durante 9 dias. La determinacion de la velocidad
de crecimiento se realizo de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.4 del Capitulo
2. La cinética de clorofila-a (IF-Cla), la cinética de la intensidad de fluorescencia
del Rojo Nilo (RN) y la relacion entre el Rojo Nilo y la clorofila-a (IF-RN:IF-Cla)
se determinaron de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.6 del Capitulo 2.

3.2.5. Analisis Estadistico

Los resultados del estudio fueron analizados utilizando andalisis de varianza de
una via (ANOVA) y la prueba DMS. Se utilizé el software Infostat.3 (Balzarini et

al. 2008). En todas las pruebas, el nivel de significancia fue a = 0,05.
3.3. Resultados

3.3.1. Efecto de latemperaturay 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 crecié desde 5 °C hasta 30 °C y alcanzo6
los valores maximos de densidad celular (DC) el dia 3 a 20 °C y 25 °C, mientras
gue mostré los valores mas bajos de DC a 5 °C. La velocidad de crecimiento de
H. coffeaeformis (k, div. diat) varié significativamente con la temperatura (F =
9,47; p < 0,05) (Fig. 3.4 B), siendo 20 °C la temperatura 6ptima en donde se
alcanzé un kmax de 1,47 div.dia. Los valores mas bajos de k se obtuvieron a 5
°Cy 10 °C (p > 0,05; DMS = 0,51 div.d!). Considerando el comportamiento de k

frente a la temperatura, se usaron funciones cuadraticas negativas, con el fin de
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ajustar los datos y asi poder explicar el comportamiento de este parametro en
funcion de temperaturas > 20°C (Ecuacion 3.1) y < 20°C (Ecuacion 3.2):

k (= 20°C) = —0,0012x2 + 0,1008x — 0,0475; (Ecuacion3.1)

k (< 20°C) = —0,0078x?% + 0,3404x — 2,2027 (Ecuacion3.2)

Los valores de k aumentaron significativamente con temperaturas de 5 °C a 20
°C-25 °C y luego mostraron una disminucién con temperaturas mayores,

alcanzando un k igual a 0 div.dia* a 35,7 °C (de acuerdo con la Ecuacion 3.2.).

Las curvas de crecimiento de H. coffeaeformis a diferentes salinidades y a una
temperatura constante de 20 °C (la temperatura 6ptima) se muestran en la Fig.
3.4 C. La especie fue cultivada desde 5 %o hasta 95 %o, alcanzando las DC
maximas a 20 %.. La especie no crecid a 0%.. En la Fig. 3.4 D se muestra la
relacion entre k y la salinidad. La velocidad de crecimiento mostré diferencias
significativas entre los tratamientos (F =56,51; p < 0,01), siendo su valor maximo
a 20 %o (k = 1,35 div.d?) (p < 0,05; DMS = 0,18 div.d?). Ademas, k a 20 %o > k
25 %0 = K 35 %0 > k 5 %0 = k 45 %0 = k 60 %o = k 95 %.. De acuerdo con estos
valores, se us6 una funcién cuadratica negativa para explicar el comportamiento
de k desde 0 %o hasta 20%o:

k = —0,003x% +0,1283x + 2 * 10715 (Ecuacién3.3.)

y una ecuacion logaritmica negativa desde 20%o hasta 95%o:

k = —0,418 In(x) + 2,5253 (Ecuacion.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 + desviacion estandar de dos réplicas. Los valores de k con

una letra comun no son significativamente diferentes (DMS, p > 0.05).

Las Ecuaciones 3.1y 3.2 fueron usadas para estimar como la temperatura de la
ciudad de Bahia Blanca podria afectar la velocidad de crecimiento de cultivos de
H. coffeaeformis creciendo bajo condiciones naturales, considerando que ninguin
otro factor ambiental limita el crecimiento. Las temperaturas para este analisis
correspondieron a los promedios mensuales de Bahia Blanca de 2009 a 2019,
obtenidos de la estacibn meteorolégica del CERZOS-CONICET (https://
meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET) (Fig. 3.5). De acuerdo con este
analisis, los valores de k de noviembre a marzo (primavera a verano) serian el
doble (1,4 div.diat a 1,5 div.dia!) que los de junio y julio (otofio a invierno) (0,68
div.diata 0,75 div.dial). Ademas, de mayo a septiembre, k seria inferior a 1 div.

d? (Fig. 3.5). Esta informacion fue usada para determinar la época del afio mas
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adecuada para realizar los cultivos de H. coffeaeformis en piletas a cielo abierto
(ver Capitulo 4).

-@-k [ |Amp. Term
40+ ~O TMax —O—ToMedia - @- T°Min g
_ - 0
|e-* o 7

w
o
|

Temperatura del Aire (°C)
= N
o o

Figura 3.5. Temperatura media mensual del aire en Bahia Blanca de 2009 a 2019
(https:// meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET) y k estimado (div.dia®) de H.
coffeaeformis segun las Ecuaciones (3.1) y (3.2). Los datos de temperatura del aire se

expresan como el promedio * desviacion estandar de n = 10.

3.3.2. Efecto de la salinidad sobre la acumulacién de lipidos

neutros y la cantidad y calidad lipidica de H. coffeaeformis

El contenido de los lipidos totales (LT) no difirié significativamente (p > 0,05) con
las diferentes salinidades, aunque se observé 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%o, 27,91 £ 0,49% PSLC a 33%o (control) y 31,22 +
1,72% PSLC a 45 %o Sin embargo, la cinética de los lipidos 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%o. presento
valores significativamente mas altos que aquellos a 20%o y 33%o desde el dia 11
(F =38,01; p < 0,01); siendo las IF-RN a 20%o. las mas bajas (F = 40,19; p < 0,01)
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(DMS = 220,44; p < 0,05), lo que indica una acumulacidon mas alta y mas rapida
de LN a 45%0. Ademas, la salinidad afect6 el contenido de lipidos neutros [LN] (F
= 2529; p < 0,05). Los valores de LN a 45%. (~855 %LT) fueron
significativamente mayores que los obtenidos a 20%. (76,8 %LT), pero no
mostraron diferencias significativas con el control de 33%o (83,28 %LT) (p < 0,05).
Por su parte, si bien el contenido de lipidos polares (glicolipidos [GL] y
fosfolipidos [FL]) no presentaron diferencias significativas con la salinidad (p >
0,05), el porcentaje de FL a 45%o fue menor (2,5 %LT) que a 20%o (5 %LT) y 33%o
(2,95 %LT) (Fig. 3.6 B).

A
B 20% [33% [ |45%
1500
s 1200 -
3 900-
Z ]
Z 600
L 300
0123456 78 91011121314 15 16 17
Dia
B
S 100
= ] b B 20%. [33% [ |45%0
5 801
3 H60
S 40 ns
§ o W
S 0__  — —
LL T I

GL FL

Fraccion Lipidica

Figura 3.6. Cultivos de H. coffeaeformis creciendo a 20%o, 33%o0 y 45%o. A. Cinética de
la intensidad de fluorescencia del RN expresada en unidades arbitrarias (u.a.). B.
Fracciones de lipidos (% de Lipidos Totales) (LN, lipidos neutros; GL, glicolipidos; y FL,
fosfolipidos). La flecha indica el comienzo de la acumulacién de LN a 45%.. Los
experimentos se realizaron a 20 °C; fotoperiodo de 12 h:12 h luz:oscuridad; 21 ymol-
fotones m?2s!. Los datos se expresan como promedio * desviacién estandar 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 acidos grasos (saturados [AGS], monoinsaturados
[AGMI] y poliinsaturados [AGPI]) y los principales acidos grasos (> 1% del total
de ac. grasos) correspondientes a los LN de H. coffeaeformis a 20%o, 33%o y 45%o
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 mas alto que a 33%o y a 45%0 (39,4%, 34,3% y 34,5%,
respectivamente), debido a un mayor contenido de acido palmitico (C16: 0) (p <
0,01), mientras que los AGMI a 33%0 (43,5%) y a 45%. (43,7%) fueron
significativamente mas altos que a 20%. (41,2%), principalmente debido a
valores mas altos de &cido palmitoleico (C16:1 w-7). Por su parte, los AGPI
fueron la clase méas reducida, independientemente de la salinidad, siendo el

acido eicosapentaenoico o EPA (C20:5w3) el mas abundante (p < 0,01).
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Figura 3.7. Cultivos de H. coffeaeformis creciendo a 20%o, 33%o y 45%.. a) Clases de
acidos grasos (% de LN) (AGS, acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos
monoinsaturados; AGPI, acidos grasos poliinsaturados). b) Principales acidos grasos de
los LN (> 1% del total de acidos grasos). Los experimentos se realizaron a 20 °C; 12
h:12 h luz:oscuridad y 21 pmol-fotones m™ s™'. Los datos se expresan como promedio
+ desviacién estandar 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%o, B: 33%o y C: 45%o), por cromatografia gaseosa.
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3.3.3. Efecto de diferentes combinaciones de salinidad y relacion
Si:N sobre el crecimiento y laacumulacion de lipidos neutros

de H. coffeaeformis

La velocidad de crecimiento (k) y la relacion IF-RN:IF-Cla de cultivos de H.
coffeaeformis creciendo en un medio BAY bajo diferentes salinidades vy
relaciones Si:N [C1 (20%o y 0,125 Si:N); C2 (20%0 y 0,5 Si:N); C3 (33%0 y 0,125
SiiN); 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 encontrd
interaccion 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 relacion Si:N y C2 = 0,5 relacion Si:N), mostraron un Kk
significativamente mayor (p < 0,05) que las adaptadas a 33%., (C3 = 0,125
relaciéon Si:N y C4 = 0,5 relacién Si:N) (kci = 1,43 div.d? ; ke = 1,63 div.d™ ; kes
= 1,10 div.dia! ; kca = 1,34 div.dt). Ademas, C1 y C3 mostraron los valores de
IF-RN:IF-Cla mas bajos y mas altos, respectivamente (Fig. 3.9 B). Por lo tanto,
las células cultivadas a 20%. y 0,5 Si:N mostraron la velocidad de crecimiento
mas alta; mientras que las células cultivadas a 33%o y 0,125 Si:N presentaron la

acumulaciéon de TAG mas 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 ymol-fotones m2?s*. C1 (20%o y 0,125 Si:N); C2 (20%o y 0,5 Si:N ); C3
(33%0y 0,125 Si:N )y C4 (33%0 y 0,5 Si:N). (A) Velocidad de crecimiento (k). (B) Relacion
IF-RN:IFCla. Los datos se expresan como promedio *+ desviacion estandar de dos
réplicas + desviacion estandar (DE). Las letras corresponden al analisis DMS, dos 0 mas

puntos con letras diferentes son significativamente diferentes.

3.4. Discusion

La comercializacion de aceites microagales para producir biodiésel, requiere de
cultivos a gran escala, en donde se obtenga una importante produccion de
biomasa enriquecida en TAG. Sin embargo, esto requiere de estrategias para
hacer el proceso rentable. Algunas alternativas para disminuir los costos de
produccion 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 Bahia Blanca, por lo que se espera que el uso de agua
de mar pueda sustentar el escalado de los cultivos. Ademas, el suplemento de
biofertilizantes y silicatos, es una alternativa al uso de drogas comerciales. Sin
embargo, el punto mas importante, es determinar las condiciones que estimulan
el crecimiento y la acumulacién de TAG, necesarios para la produccion de
biodiésel. El crecimiento, se ve favorecido por condiciones favorables de
concentracion de nutrientes, temperatura y salinidad; mientras, que la
acumulacioén lipidica responde a factores de estrés, como déficit de nutrientes,

salinidades sub-6ptimas, estado de envejecimiento celular, entre otros (D’lppolito
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et al. 2015; Indrayani et al. 2019). Considerando que la etapa de produccién
masiva de biomasa y lipidos neutros se debe realizar a cielo abierto, la
identificacion de estresores que favorezcan la acumulacion lipidica es importante
para evaluar el potencial de los cultivos bioenergéticos. El disefio del reactor
(volumen, sistema de mezcla, profundidad, etc) y el clima del lugar también son
importantes (Kumar et al. 2015). Asi, un conocimiento integral de todos estos
factores es necesario para lograr la viabilidad comercial de una biorrefineria de
diatomeas destinada a la produccién 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 variacion
afecta la produccion y la composicion de la biomasa en cultivos a cielo abierto
(Borowitzka 2013). En la presente Tesis, H. coffeaeformis crecié en un amplio
rango de temperaturas (5 °C a 30 °C) y mostro una velocidad de crecimiento
optima 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 Garcia 2005). En el presente estudio, la velocidad de
crecimiento de H. coffeaeformis se describi6 mediante dos ecuaciones
cuadraticas negativas, unade 5 °C a 20 °Cy la otra de 20 °C a 30 °C, con valores
positivos de k hasta 35,7 °C. Esta informacién permite caracterizar el
comportamiento euritérmico de la especie, y también puede ser Gtil para predecir
Su crecimiento en cultivos en piletas a cielo abierto, donde la variacion 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 solo la temperatura promedio del aire, el crecimiento de la
especie estudiada en piletas a cielo abierto se maximizaria en los meses mas
célidos en zonas templadas. Los valores de k de noviembre a marzo (primavera
a verano) deberian duplicar los de junio y julio (otofio a invierno). Ademas, de
mayo a septiembre, el k deberia ser menor que 1 div. dia %, lo que indica que la
poblacién de esta especie requeriria mas de 24 horas para dividirse (Fig. 3.5). El
aumento de la productividad de biomasa es uno de los factores mas importantes

gue contribuyen a mejorar la rentabilidad del proceso de produccion (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 mas bajas, podria ser una buena
estrategia para garantizar la continuidad de la produccién anual de biomasa en
ambientes templados. Por ejemplo, la diatomea cosmopolita Skeletonema
costatum, cuya composicion lipidica es adecuada para la produccion de biodiésel
(Popovich et al. 2012a), se ha asociado con eventos de floraciones invernales

(Guinder et al. 2021) y, por lo tanto, podria ser cultivada durante los meses frios.

Respecto a la salinidad, H. coffeaeformis creci6 en un amplio rango de
salinidades desde 5%0 hasta 95%., presentando una velocidad de crecimiento
optima a 20%e.. La velocidad de crecimiento en funcion de la salinidad mostré una
ecuacion cuadratica negativa de 0%o a 20%o; y una ecuacién logaritmica negativa
de 20%. a 95%.. Esta informacién permite caracterizar el comportamiento
eurialino de la especie, y también puede ser Util para predecir su crecimiento en
cultivos en piletas a cielo abierto, donde la variacion de salinidad es significativa
debido a eventos de precipitacion y procesos de evaporacion (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. mostré un aumento gradual
en la productividad de biomasa hasta su salinidad o6ptima a 85%.. La
Eustigmatophyta marina Nannochloropsis oculata mostré una disminucion en su
velocidad de crecimiento cuando la salinidad aumentd de 35%o0 a 45%. (Gu et al.
2012). Estas respuestas diferentes indican que la salinidad es especifica de la
especie y de la cepa (Kirst 1990; Shikata et al. 2008). En un cultivo hibrido,
consistente en una primera etapa de produccion de inéculos y una segunda
etapa de produccion 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 produccion de in6culos, en donde se requieren condiciones favorables para
maximizar el crecimiento celular, una salinidad de 20%o. permitiria maximizar el k
de H. coffeaformis. Por otra parte, en la etapa de produccion masiva de biomasa
a cielo abierto con agua de mar, salinidades cercanas o superiores a 40%o

deberian propiciar condiciones de estrés, disminuyendo el crecimiento.

En particular, el estrés salino juega un rol importante en la acumulacién de lipidos
neutros en diatomeas (Zulu et al. 2018, Ishika et al. 2018). Halamphora
coffeaeformis mostro una tendencia a aumentar la acumulacion de LN en células
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adaptadas a 45%. en comparacion 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%o optimizo el crecimiento y no estimuld la acumulacién de LN; mientras que
una salinidad de 45%. provoco una disminucién en la velocidad de crecimiento y
una estimulacién en la acumulacion de LN. Esta compensacion (trade-off) entre
el crecimiento y la acumulacion 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 lipidos totales de la biomasa cosechada
a 20%o, fue similar al obtenido a 45 %o; sin embargo, la acumulacién de LN fue
mas lenta y el porcentaje de LN fue menor que a 33 y 45%.. Es importante
destacar, que la acumulacion de LN en H. coffeaeformis ocurrio 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 periodo de acumulacion. Asi un escenario,
caracterizado por un incremento de la salinidad del medio, permitiria acortar el
tiempo de cosecha en cultivos bioenergéticos de la especie a cielo abierto.
Ademas, el contenido de fosfolipidos de H. coffeaeformis disminuyé con el
aumento de la salinidad. Esta caracteristica favorece una buena calidad de
biodiésel, el cual debe presentar valores de fosfolipidos inferiores a 10 mg L
(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 precipitacion y/o evaporacion. De acuerdo con
estos conceptos, en el presente trabajo se estimé la altura de la columna de agua
y el nivel de salinidad que potencialmente podria alcanzar una pileta a cielo
abierto bajo condiciones hipotéticas. Esta informacion puede ser util 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) (%o = g. L™") y el volumen del cultivo (V).
Asi:
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CS =S5,V (Ecuacién.3.5.)
y

CS =S,V (Ecuacion.3.6.)
donde CS es la cantidad de sal; S es la salinidad inicial del medio de cultivo; V;
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,

S;. V=8,V (Ecuacién.3.7.)
El volumen del cultivo esta definido por la altura (h) de la columna de agua, que

es variable, y el area de la pileta (A), que es constante. De acuerdo con las

ecuaciones (5 a 7), se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

(h;.A).S; = (h,.A).S, (Ecuacion.3.8.)
h;.S; = h,.S, (Ecuacion.3.9.)
(hi-S).Sx* = hy (Ecuacion.3.10.)
(hi-Si). hx' = Sy (Ecuacion.3.11.)

donde hi es la altura del cultivo inicial; A es el &rea de la pileta; S 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
ecuacion (3.10), independientemente del area de la pileta (A). De la misma
manera, la salinidad del medio de cultivo en el tiempo x se puede calcular segun
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 %o, tendria 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 vy
consecuentemente, un retraso en la acumulacion de LN. Esta situacion deberia
considerarse en regiones en donde este tipo de régimen pluvial es frecuente. Por
otro lado, los procesos de evaporacion podrian ser de particular importancia
durante periodos célidos 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%o, tendrian que evaporarse 53 mm de agua en un corto tiempo para
que la salinidad alcance 45%.. Este escenario favoreceria la acumulacion de LN
en cultivos de H. coffeaeformis. En la regién de Bahia Blanca, las temperaturas
méximas pueden alcanzar mas de 40 °C; hay vientos frecuentes con una
velocidad promedio de 16,2 km.h'! y valores maximos de 92 km.h-1, la humedad
promedio es de 44,7% y las precipitaciones son tipicas de un clima semiarido,
con una media anual de 563 mm (https:// meteobahia.com.ar CERZOS-
CONICET). Por lo tanto, debido al clima de la region, el aumento de salinidad,
deberia ser un fendmeno relativamente frecuente en cultivos a cielo abierto
sustentados por agua de mar, representado asi una estrategia para inducir la

produccion de lipidos neutros para biodiésel en la especie estudiada.

Las clases de lipidos y la composicion de acidos grasos de H. coffeaeformis
también se vieron afectadas por la salinidad. Knothe (2005) menciona que el
perfil de ésteres de acidos grasos del biodiésel es relativamente consistente con
el perfil de acidos grasos del aceite con el que fue producido. Este autor ha
indicado que aceites con una proporcién 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 lipidos de H. coffeaformis presentd
diferencias asociadas con la salinidad. Por ej, la cantidad de AGMI aumenté
significativamente a 45%o, debido al incremento del &cido palmitoleico (C16: 1 w-
7 = 36,4% de los acidos grasos totales). El éster metilico de este acido, el
palmitoleato metilico, es de interés para la produccién de biodiésel, dado que
brinda ventajas relacionadas con su viscosidad cinemética, especialmente en
motores sometidos a bajas temperaturas. Este éster metilico tiene un punto de
fusion de -33,9 °C, que es 13,3 °C mas bajo que el del metil oleato, un éster
metilico derivado del &cido oleico y que es comun en el aceite de soja (Knothe

2008; 2010). Ademas, el acido palmitoleico no es muy abundante en plantas
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superiores, como la colza o la soja (<1% de los &cidos grasos totales), que son
materias primas convencionales para biodiésel. Asi, las altas salinidades
representan un doble beneficio en los cultivos de H. coffeaeformis, ya que
mejoran la cantidad y calidad de los acidos grasos.

Los resultados de este estudio mostraron que la salinidad es un factor clave que
puede modular el crecimiento y la acumulacion 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 frastulo, y
limitaciones en este elemento afectan su crecimiento y estimulan la acumulacion
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 Siy N (Si:N de 0,5) permitid obtener la maxima velocidad de
crecimiento, los valores mas altos de IF-Cla y los valores mas bajos de IF-RN:IF-
Cla. Esta mejora en el crecimiento y performance del cultivo es relevante para
optimizar la produccion de inoculos de esta especie, necesarios para el escalado
a cultivos a cielo abierto. Por otro lado, el uso de agua de mar a 33%o, enriquecida
con Bayfoland con una relacion Si:N de 0,125, permitio obtener los valores mas
altos de IF-RN:IF-Cla en el dia 7. Asi, esta combinacion fue considerada una
buena estrategia para comenzar un cultivo outdoor de H. coffeaeformis tendiente
a la produccion de lipidos neutros. Se espera que el aumento de la salinidadpor
eventos de evaporacion, combinado con una disminucion en la concentracion de
Si, incremente el rendimiento de LN, necesario para la produccion de bioediésel

en la especie estudiada.
3.5. Conclusiones

Los océanos comprenden mas 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 biorrefinerias de microalgas
marinas a gran escala para la produccion de biodiésel. En este contexto, los
resultados obtenidos en este capitulo proporcionan informacion de base para el

desarrollo de cultivos bioenergéticos de H. coffeaeformis. Asi, para optimizar la
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produccion de in6culos se sugiere utilizar fotobioreactores a una temperatura de
20 °C, una salinidad de 20%o. y una relacion Si:N de 0,5; mientras que para inducir
la acumulacion de TAG en un tiempo mas corto en piletas a cielo abierto, se
sugiere iniciar los cultivos a 33%o0 de salinidad (una salinidad tipica del agua de
mar) y una relacion Si:N de 0,125. Durante el transcurso del cultivo se espera
qgue la disminucion de la salinidad, inducida por precipitaciones, incremente el
crecimiento de la especie y retrase la acumulacion de lipidos neutros, mientras
gue los aumentos de salinidad, inducidos por la evaporacion, representen
estresores del crecimiento. En particular, valores de salinidad superiores a 45%o
podrian ser (tiles como sefiales de "alarma" para detectar periodos de
acumulacién de lipidos neutros a lo largo del tiempo. Ademéas, como H.
coffeaeformis tiene la capacidad de autoflocular y formar biofilms, una reduccién
en la altura de la columna de agua causada por evaporacidn no seria un
impedimento para su supervivencia y por otra parte, el costo de la cosecha se
reduciria sustancialmente. Bajo este contexto, la informacién obtenida en este
capitulo resulta de utilidad para el disefio de cultivos a cielo abierto, necesarios

para validar el comportamiento de la especie bajo condiciones naturales.
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Capitulo 4 — Cultivo de Halamphora coffeaeformis a

cielo abierto en pileta tipo raceway

4.1. Introduccion

Paises como Austria, Francia, Alemania, ltalia, Malasia, Espafia, Suecia y
Estados Unidos son pioneros en la prueba, produccion y uso de biodiésel en
automoviles (Wiesenthal et al. 2009). En 2020, Estados Unidos se posicioné
como el principal productor de biocombustibles a nivel mundial, registrando una
produccion aproximada al equivalente de 600.000 barriles de petrdleo por dia
(Ya-wen 2021).

La produccion de biomasa microalgal a escala comercial es uno de los
principales desafios para el desarrollo de cultivos bioenergéticos destinados a la
produccion de aceites para biodiésel (Abomohra et al. 2016). Las piletas de tipo
raceway son una buena alternativa para la produccion masiva de microalgas
(Borowitzka 2016), dado que presentan costos operativos y de inversion
relativamente bajos. Ademas, pueden construirse en terrenos no cultivables,
predios industriales y plantas de tratamiento de aguas residuales (Borowitzka &
Moheimani 2013). Suelen ser construidas de hormigon, cemento, fibra de vidrio
0 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).
Tipicamente poseen un sistema de agitacion 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
gue han logrado modelos de negocios exitosos utilizando microalgas cultivadas
en agua de mar. Por ejemplo, Cyanotech®, es una empresa lider 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 hectareas donde se

encuentra el area de cultivo, las instalaciones de procesamiento, una planta de

extraccion en el lugar y edificios de oficinas y de investigacion (Fig. 4.1 Ay B).
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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 Cy D), de las
que obtienen sus productos, Hawaiian Spirulina® y BioAstin® Hawaiian
Astaxanthin (Fig. 4.1 E). Ademas, utilizan un sistema fotovoltaico de 684 KW
para alimentar los motores de las piletas y asi reducir las emisiones de gases de
efecto invernadero. Cyanotech® ha logrado ser lider mundial en cultivo de
microalgas, siendo Hawaiian Spirulina®y BioAstin® los productos mas vendidos
para sus categorias 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
produccion 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 ultimos afios este
tipo de andlisis ha derivado en la necesidad de (I&D) con el fin de determinar la
factibilidad de radicar biorrefinerias de biomasa microalgal para cubrir la brecha
de rentabilidad y encontrar soluciones creativas para promover su
sustentabilidad ambiental. Grandes compafiias petroleras, como ExxonMobil,

Chevron y Shell, asociadas con empresas de tecnologia de algas han invertido
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y realizado esfuerzos para la comercializacion 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 Ultimo 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 Capitulo 3 de esta), el siguiente
desafio 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 estan directamente afectados
por el clima de la region y la disponibilidad de agua adecuada para el crecimiento
de la especie (Borowitzka 2016). En estos sistemas abiertos, las condiciones
fisico-quimicas del cultivo se encuentran fuertemente afectadas por las
variaciones de temperatura y humedad del aire, velocidad del viento, régimen de
precipitacion, 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, Japon (Matsumoto et al. 2017) y Amphora sp. en Perth, Australia
(Indrayani et al. 2019), han demostrado que la acumulacién de lipidos neutros
es susceptible a la cepa seleccionada, ubicacidon geografica, condiciones
climaticas, escala del cultivo, produccion del in6culo y momento de la cosecha,
entre otros factores. Asi 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 %o a 95 %o) (ver Capitulo 3 de esta Tesis). Los limites
maximos de tolerancia de la cepa a escala de laboratorio fueron 35 °C y al menos
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95 %o de salinidad. Ademas, se determind que valores de salinidad superiores a
45 %o son particularmente interesantes como estresores para la produccion de
lipidos neutros. Esta cepa creciendo en piletas raceways indoor y con medio
convencional f/2 alcanz6 contenidos de lipidos totales de hasta el 54,4 % de peso
seco libre de cenizas (AFDW), y contenidos de lipidos neutros de hasta 34 %
AFDW (Martin et al. 2016; 2018). Bajo este contexto, en este capitulo 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
Bahia Blanca. Ante la insuficiencia de informacién 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 econémico.

Los objetivos de este capitulo fueron: 1) Evaluar el crecimiento, la
acumulacion de TAG, el contenido de lipidos totales, de fracciones lipidicas y de
clases de acidos grasos de la cepa argentina H. coffeaeformis en piletas
raceways a cielo abierto, utilizando agua de mar del estuario de Bahia Blanca
enriquecida con un biofertilizante de marca reconocida; 2) Evaluar la relacion de
las variables fisicoquimicas y ambientales con las variables biolégicas de los
cultivos; 3) Determinar y evaluar la calidad de lipidos totales, fracciones lipidicas
(neutros y polares) y perfil de acidos grasos, a través de métodos usados a
escala de laboratorio y cantidad de lipidos 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 acidos grasos obtenidos.

Resumen: Se realizaron cultivos de H. coffeaeformis en piletas tipo raceway a
cielo abierto. La especie se cultivd en agua de mar enriquecida con biofertilizante
Bayfolan® (Bayer CropScience) con la adicién de silicatos. Se seleccioné el
biofertilizante como un medio de cultivo econémicamente viable a gran escala.
Los experimentos se llevaron a cabo en verano y primavera, cuando las
temperaturas medias de la region presentaban valores entre 14 °C y 24 °C; la
velocidad del viento era de aproximadamente 22 km h'; y habia entre 12,0 y
14,9 horas de luz diurna (https://meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET).
Ademas, 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 factica al momento de extrapolar los

rendimientos hacia escalas mayores.

Las hipotesis de trabajo consideradas en este capitulo 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 adicion de silicatos
promovera un crecimiento adecuado y una acumulacién significativa de TAG, lo
gue lo convierte en una fuente prometedora para la produccion de aceites para
biodiésel; Las variables fisicoquimicas y ambientales, influiran significativamente
en el crecimiento y la acumulacion de lipidos en los cultivos de H. coffeaeformis
en piletas tipo raceway a cielo abierto; Las propiedades de biodiésel estimadas
a partir del perfil de acidos grasos de H. coffeaeformis serd comparable o

superior a las estimadas a partir del aceite de soja.
Parte de los resultados que componen el siguiente capitulo fueron publicados en:

-Navarro FE, Leonardi PI, Damiani MC, Martin 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. Climadel area de estudio

Se realiz6 un estudio del clima de Bahia Blanca (38°43'0 " S 62° 16’ 0" O) desde
el afio 2010 hasta el afio 2021 para seleccionar las estaciones del afio mas
adecuadas para el desarrollo de cultivos a cielo abierto de Halamphora
coffeaeformis. El conjunto de datos utilizados (temperatura del aire, radiacion
fotosintéticamente activa [PAR], precipitaciones y velocidad del viento) fue
obtenido de la base de datos de la Estacion Meteoroldgica ubicada en el campus
del CERZOS (CCT-CONICET Bahia Blanca) (https://meteobahia.com.ar
CERZOS-CONICET).

4.2.2. Produccion deinoculo
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Halamphora coffeaeformis fue cultivada de manera exponencial en un
fotobiorreactor cilindrico de vidrio de borosilicato de 25 L (FBR) (Marca FIGMAY
S.R.L., Cordoba, Argentina) con el objetivo de obtener 12 L de indculos para
piletas tipo raceway con 158 L de medio de cultivo (Fig 4.2). El FBR esta
construido de vidrio borosilicato, tiene una altura de 70 cm, un diametro interno
de 25 cm y un diametro 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 agitacion van
desde 10 a 90 rpm. Posee robinetes para venteo de oxigeno, doble entrada para
aire y CO2 en forma simultanea, valvulas de descarga, termometro electrénico y
tablero electrénico de comando. Ademas, posee cuatro paneles LED blancos
dispuestos verticalmente alrededor del biorreactor (Fig. 4.2 A). El fotobiorreactor
esta situado en una camara de cultivo con temperatura controlada, la que fue
verificada diariamente mediante un termometro de maximos y minimos.
Considerando las condiciones que maximizan el crecimiento de la cepa (ver
Seccion 2.3.2 del Capitulo 2), se utilizé el medio BAY con una salinidad de 20%o
y con una relacion Si:N Redfield/Brzezinski no limitante de 0,5 (Sarthou et al.
2005). La produccion del indculo se llevo a cabo en el FBR durante 4 dias a 20°C
+ 2°C (Fig. 4.2 By C). La iluminacién consistié en paneles LED blancos alrededor
del FBR, con un PAR de 100 umol fotones.m?s y un fotoperiodo de 12:12 h de
luz:oscuridad (Fig. 4.2 C). El cultivo se mantuvo bajo agitacién continua mediante
un sistema de paletas centrales (Fig. 4.2 C) y, mediante el uso de un mezclador
de aire y CO3, se suministro aire con un 1 % de CO: (v/v) cada 3 segundos
durante 2 h por dia (Fig. 4.2 D). Este tiempo fue seleccionado para evitar
disminuciones excesivas del pH del medio. El cultivo se cosech6 en fase de
crecimiento exponencial para obtener células fotosintéticamente activas. Pasado
4 dias, el volumen total del FBR fue cosechado y utilizado como in6culo para los

cultivos a cielo abierto.
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Figura 4.2. Preparacion de in6culos de H. coffeaeformis en fotobiorreactor cilindrico. A)
Fotobiorreactor cilindrico de 25 L Figmay. B) Inicio del in6culo en fotobiorreactor. C)
Crecimiento de inéculo en fotobiorreactor. D) Sistema de inyeccién de aire con un 1 %
de CO; (vIv).

4.2.3. Cultivos acielo 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 Capitulo 3). Por lo tanto, en base a una

evaluacion del clima durante 12 afios en la region (hitps://meteobahia.com.ar

CERZOS-CONICET), se realizaron dos experimentos de cultivo a cielo abierto
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de la siguiente manera: a) el primer cultivo se llevo a cabo a finales del verano
de 2021 (cultivo de verano), y b) el segundo cultivo se realiz6 a finales de la
primavera de 2021 (cultivo de primavera). Se utilizaron piletas tipo raceway de
PVC de aproximadamente 0,96 m? (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 %o, enriquecida con biofertilizante Bayfolan® 11-8-6 (N-
P-K) (Bayer CropScience) con la adicion de Na,SiOz en una relacion 0,125 Si:N.
Los estudios realizados en el Capitulo 3 de esta Tesis, demostraron que bajo
estas condiciones los cultivos de H. coffeaeformis presentan una importante
acumulacién de TAG en pocos dias.

A esta escala de cultivo, el agua de mar envejecida y filtrada (1 ym Milliporo) fue
clorada (1,1 mL de hipoclorito de sodio al 5 % por litro de agua) y se dejo reposar
por un dia, luego se sometidé a un corto periodo de aireacion y por ultimo se
neutralizo el hipoclorito de sodio con 0,15 g de tiosulfato de sodio Na>S>O3 por
litro de agua. Una vez neutralizado el hipoclorito de sodio, se incorporé el
Bayfolan® y Na»SiOz (Fig. 4.3 A). Luego se incorporo el inoculo (Fig. 4.3 B). La
agitacion fue producida por una rueda de paletas de PVC unida a un eje rotativo
accionado por un motor eléctrico (37 W, 12 Vy 5 A). Para obtener una turbulencia
adicional, diariamente se burbuje6 aire comprimido enriquecido con COz al 1 %
(v/v) durante 2 horas, a través de un tubo de plastico 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 in6culo. EI muestreo para
analizar las condiciones fisicoquimicas, densidad celular, peso seco, cinéticas
de clorofila, RN y nutrientes, se realizé en forma diaria a partir de una muestra
de 500 mL tomada con una probeta de plastico (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) Incorporacion
del inéculo, C) Muestra representativa de 500 mL; D) Submuestreos a partir de la

muestra homogeneizada con un agitador e iman.

La duracion de los ensayos se determind de acuerdo al momento de maxima
produccién de LN, a partir del cual se realizé la cosecha. Para fijar un criterio de
méxima acumulacion, se consideré una relacion 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 240), de acuerdo a Bongiovani et al.
(2013) (ver Seccion 4.2.4). Este valor se utilizO como un indicador del
desequilibrio a favor de la acumulacion de lipidos neutros, lo que indicé el
momento adecuado para la cosecha.

En la Fig. 4.4 se muestra la progresion 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 aireacién, y luego de un periodo 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 retird a través de una canilla, ubicada en
un extremo de la pileta y se recuperd para su reciclaje (Fig. 4.5 B). Luego, el
biofilm (Fig. 4.5 C) se coseché raspando con una pala y recogiéndolo en frascos
de plastico (Fig. 4.5 D). La biomasa se congel6 a -80 °C o se liofilizo, segun el

analisis a realizar a posteriori.
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Figura 4.4. Progresion 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 inéculo; B) Dia 2 del cultivo; C) Dia 8 del cultivo; D)
Dia 13 del cultivo (dia de cosecha).

Figura 4.5. Cosecha de H. coffeaeformis en cultivo batch a cielo abierto, , llevado a cabo

en verano de 2021. A) Autofloculacion de células. B) Retiro y recuperacion del
sobrenadante. C) Biomasa himeda sin sobrenadante. D) Cosecha de biomasa en

frascos plasticos.

424, Determinacién de la cinética de la intensidad de fluorescencia
de la clorofila-a 'y el Rojo Nilo. Célculo de la relacién 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 relacion de Rojo Nilo y clorofila-a (IF-RN:IF-Cla) se realizaron

de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.6. del Capitulo 2.
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4.2.5. Monitoreo de variables climaticas y fisicoquimicas

El andlisis de las variables climéticas y fisicoquimicas se realizé a lo largo de los
cultivos de verano y primavera (Fig. 4.6). Datos diarios de temperatura del aire
(°C) y precipitacion (mm) se obtuvieron de la Estacion Meteorolégica ubicada en
el campus del CERZOS en el CCT-CONICET Bahia Blanca
(https://meteobahia.com.ar CERZOS-CONICET). El PAR (umol fotones.m2. s1)
se midi6 con un radiémetro modelo LI-192SB de LICOR (Fig. 4.6 A). La

temperatura del agua (°C) y la salinidad (%o) se midieron con un sensor digital
multiparamétrico CONSORT C562, el pH se midié con un sensor de pH
(POCKET PRO pH TESTER, HACH) (FiG. 4.6 C) y la profundidad de la columna

de agua (cm) se midio con una regla fija a la pared interna de la pileta.

Figura 4.6. Medicién de variables climaticas y fisicoquimicas de un cultivo batch a cielo

abierto de H. coffeaeformis. A) Medicién de PAR con un radibmetro modelo LI-192SB
marca LICOR. B) Medicion de temperatura del aire y temperatura del cultivo. C)
Medicion de pH con un sensor de pH POCKET PRO pH TESTER, HACH.

4.2.6. Determinacion de la densidad celular y la velocidad

de crecimiento

La densidad celular (DC: células mL?) y la velocidad de crecimiento (k) se
determinaron de acuerdo a lo detallado en la Seccién 2.4 del Capitulo 2. Se
requirié normalizar los valores de DC debido a los cambios en el volumen del
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cultivo, provocado por la evaporacion 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 asi
la sobreestimacion o subestimacion de la DC debido a los cambios de volumen.

4.2.7. Determinacion del peso seco y la productividad de

biomasa

2.1.1.1. Determinacion del peso seco

El peso seco (PS: g.L?) se determin6 de acuerdo a lo detallado en la Seccién
2.5 del Capitulo 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. Determinacion de la productividad volumétricay areal

La productividad de biomasa (expresada en peso seco, PS) se estimé durante el
periodo de crecimiento exponencial. Se determinaron la productividad
volumétrica (PVB) y la productividad areal (PAB), de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:

-1y o (g, -1 .,
PVBps(g.L 1. dia™1) = PSFE(g‘IL)FE)(d:s)(g L) (Ecuacion 4.1.)

PABrs(kg. ha™.dia™) = PVBas(g L. dia™) VIC(L) . (mey) . () (2200

area (m?2) 1.000 g ha

(Ecuacion 4.2)

En donde, PSo es el peso seco en el dia 0; PSre es el peso seco en el dltimo dia

de la fase de crecimiento exponencial, DFE es la duracion 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 area del cultivo.

4.2.8. Determinacion de la cinética de nutrientes disueltos

La concentracion de los nutrientes inorganicos disueltos del BAY (fosfato,
amonio, nitrato y silicatos) se determind diariamente. Para ello, se tomaron
muestras de 20 mL, las cuales se filtraron a través de filtros Whatman GF/F. El
filtrado se recuperd y conservé en un frasco plastico con tapa a rosca a -20°C
hasta su andlisis. Las concentraciones de los nutrientes disueltos: fosfato (PO4*
), amonio (NH4"), nitrato (NOgs) y silicatos (SiO4*) se determinaron mediante
ensayos colorimétricos de acuerdo con Strickland et al. (1972). Las absorbancias
se midieron con un espectrofotometro UV/Vis Varian Cary 60 (Agilent, USA) a
543 nm para NOz", 630 nm para NH4*, 885 nm para PO4*, y 810 nm para SiOs*

. Las concentraciones de nutrientes disueltos se expresaron en uM.
4.2.9. Extraccion de lipidos totales

Una vez que los cultivos alcanzaron o superaron un umbral de relacion IF-RN:
IF-Cla = 40, independientemente de la duracidon del experimento, los cultivos
fueron cosechados y se tomaron muestras de 4L para determinar el contenido
de lipidos totales (LT), las fracciones lipidicas y el perfil de acidos grasos. Para
ello, las muestras fueron centrifugadas (10 minutos a 3600 @), 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 andlisis.

La extraccion de LT se llevé 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 60°C) fueron mortereadas y colocadas en un cartucho de
celulosa. Estos se colocaron en un equipo Soxhlet, al cual se le carg6 etanol. La
extraccion se realiz6 durante 12 horas. Durante este periodo, se llevaron a cabo
aproximadamente 24 ciclos de evaporacién/condensacion/percolacion del
solvente en la camara de extraccion (Fig. 4.7). Después de la extraccion, el

solvente se evapord a presiéon reducida (rotoevaporador Bichi Rotavapor R-110)
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y la fraccidn de lipidos se secé hasta obtener un peso constante en un horno a
60 °C. El contenido de lipidos se determiné gravimétricamente, expresado como

un porcentaje del peso seco (% PS) y convertido a PSLC. Todos los productos

quimicos utilizados fueron de grado analitico.

Figura 4.7. Extraccion de lipidos totales por el método de Soxhlet. A) Equipo Soxhlet;
B) Muestra de biomasa colocada en cartucho de celulosa; C) Percolacion de etanol a
través de la muestra de biomasa durante los primeros ciclos de extraccion; D)
Percolacion de etanol a través de la muestra de biomasa durante los ultimos ciclos de

extraccion; E) Recuperacion de lipidos en balon de vidrio.

La productividad lipidica se calculé como la productividad volumétrica de lipidos
totales (PV.1) y la productividad areal de lipidos totales (PAr.) de acuerdo con

las siguientes ecuaciones:

BF-PSLC (g .L'!) . LT (%PSLC)

PVLT(g L7 dia_l) - TALN (dia)

(Ecuacion 4.3)

PAui(k. ha™L.day™) = VPir(g. L . day™) . 1CV (1), (-2—) . (%) (220m)

area m? 1.000 g ha

(Ecuacion 4.4.)

En donde, BF-PSLC es el peso seco final de la biomasa libre de cenizas y TALN
es el tiempo de acumulacion de lipidos neutros calculado a partir de la cinética
del Rojo Nilo (Damiani et al. 2014). En resumen, el tiempo de acumulacion de
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LN es el periodo durante el cual las sefiales de RN comienzan a aumentar
significativamente hasta la cosecha. PAt. es igual a PVt multiplicado por el

volumen inicial del cultivo (VIC), y dividido por el &rea del cultivo.
4.2.10. Fraccionamiento de lipidos

La extraccion de lipidos totales para el fraccionamiento de lipidos y el
fraccionamiento en lipidos neutros (LN), glicolipidos y fosfolipidos se realiz6 por
duplicado de acuerdo a lo detallado en la Seccion 2.7 del Capitulo 2. Los
glicolipidos y fosfolipidos de la fraccion de lipidos polares (LP) se recogieron y

pesaron juntos en el mismo vial.
4.2.11. Determinacion del perfil de acidos grasos

La determinacion del perfil de acidos grasos se realizo de acuerdo a la Seccion
2.7.3 del Capitulo 2.

4.2.12. Calidad del biodiésel a partir de perfiles de acidos

grasos

A partir del perfil de acidos grasos de la fraccion neutra, se determiné la calidad
del biodiésel que podria obtenerse por la transesterificacion de estos acidos
grasos. Las propiedades estimadas fueron: el grado promedio de insaturacion
(GPI), el indice de yodo (1Y, g 12/100 g de EMAG), el niumero de cetano (NC), el
punto nube (PN, °C), la gravedad especifica (GE, Kg/L), la viscosidad cinematica
(VC, 40 °C mm2/s) y el valor calorifico superior (VCS, MJ/kg) segun Hoekman et
al. (2012). El factor de saturacién de cadena larga (FSCL) y el punto de

obstruccion del filtro en frio (POFF, °C) se estimaron segun Talebi et al. (2013).
Las ecuaciones respectivas fueron las siguientes:

GPI=Y 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 fraccion porcentual de cada componente de &cido graso (FA
por sus siglas en ingés) y M es el numero de enlaces carbono-carbono dobles

en cada acido graso.
4.2.13. Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos se utilizd un analisis de varianza simple (ANOVA)
y la prueba DMS mediante el software Infostat.3. En todas las pruebas, el nivel

de significancia fue a = 0,05.
4.3. Resultados

4.3.1. Cinética de Cla y RN, velocidad de crecimiento y

producciéon de biomasa

La evolucién temporal del crecimiento y la acumulacion de lipidos 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 acumulacién de LN
comenz6 antes en el cultivo de verano. Durante el verano, la IF-Cla (Fig.4.8 A)
aumentd desde el dia 0 hasta el dia 10; mientras que la IF- RN aumenté
significativamente desde el dia 8 (F = 19,69; p<0,05). Para determinar cuando
se produjo el desequilibrio a favor de la acumulacion de TAG, se seleccioné el
momento en el que la relacion IF-RN:IF-Cla superé un umbral de 40. Asi, la
cosecha se realiz6 el dia 13, cuando la relacién IF-RN:IF-Cla alcanz6 un valor
de 60 (Fig. 4.8 A). El tiempo de acumulacion de LN fue de 6 dias (del dia 8 al dia

71



13). Durante el ensayo, la densidad celular de H. coffeaeformis (Fig. 4.8 B)
mostro un crecimiento exponencial desde el dia 0 hasta el dia 3. La velocidad de
crecimiento (k) fue de 1,39 div.dia!. Las productividades volumétricas y areales
de biomasa al final de la fase de crecimiento exponencial fueron

aproximadamente de 0,039 g.L.dia! y 68,25 kg.ha'.dia!, respectivamente.

La duracién del cultivo de primavera fue mayor que la del cultivo de verano. Esto
se debi6 a que la acumulacién de LN comenz6 més tarde. Durante primavera, la
IF-Cla (Fig. 4.8 C) aument6 hasta el dia 3, permaneci6é en una fase estacionaria
hasta el dia 12 y luego disminuyé hasta el dia 27. La IF-RN aument6
significativamente a partir del dia 19 (F = 19,97, p<0,05) y la relacién IF-RN:IF-
Cla solo super6 el umbral de 40 el dia 27, cuando se realizé la cosecha. Asi, el
tiempo de acumulacién de LN fue de 9 dias (del dia 19 al dia 27). Durante el
ensayo, la densidad celular (Fig. 4.8 D) mostr6 una fase de crecimiento
exponencial desde el dia 0 hasta el dia 4. El valor de k fue de 1,31 div.dia®. Las
productividades volumétricas y areales de biomasa al final de la fase de
crecimiento exponencial fueron aproximadamente de 0,031 g.L*.dia' y 54,25
kg.hat.dia?l, respectivamente. Ninguno de los dos cultivos present6 una fase de
retardo (fase lag) ni una fase de declinaciéon marcada de la densidad celular o el
peso seco (Fig. 4.8 By D). Ambas caracteristicas representan una ventaja a nivel

de produccién de biomasa.
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Figura 4.8. Crecimiento y acumulacion de lipidos 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 relacion IF-RN:IF-Cla. La intensidad de
fluorescencia se expresa en unidades arbitrarias (ua). (B y D) Cinética de la densidad
celular (CD) y produccién de biomasa (peso seco, PS). La linea vertical punteada en las
Figs. Ay B indica el inicio de la fase de acumulacion de LN. La linea horizontal punteada
en las Figs. A y B indica el umbral de 40 de la relacién IF-RN:IF-Cla Los datos se

expresan como el promedio * desviacion estandar de 2 réplicas (n = 2).

4.3.2. Clima y condiciones fisicoquimicas del cultivo

durante los ensayos a cielo abierto

Las variables fisicoquimicas de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis en
relacion con el clima se muestran en la Fig. 4.9. El cultivo de verano, se
caracteriz6 por temperaturas medias del agua que oscilaron entre 13,3°Cy 23,7

°C (Fig. 4.9 A), con valores maximos siempre por debajo del limite de tolerancia
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de la especie (35,7 °C) (ver Capitulo 2). EL PAR diario medio (Fig. 4.9 A)
presento valores relativamente constantes (~1300 pmol fotones.m2.s!) hasta el
dia 10, para luego disminuir a 161 pmol fotones.m2.s%, reflejando dias nublados.
La salinidad (Fig. 4.9 B) aumentd progresivamente desde 32,1 %o hasta 48,2 %o,
indicando la disminucion en la profundidad (de 19,2 cm a 13,4 cm) debido a la
evaporacion del agua. Ademas, los valores de salinidad no se vieron
significativamente afectados por los niveles de precipitacion. El cultivo de
primavera, se caracterizd por temperaturas medias del agua (Fig. 4.9 C) entre
14,5°Cy 26,3 °C. Los valores maximos de temperatura del agua superaron a los
valores de temperatura maxima del aire a partir del dia 21. Estas temperaturas
fueron mas altas que el limite maximo de tolerancia de la especie (35,7 °C) (ver
Capitulo 2;). ElI PAR diario medio (Fig. 4.9 C) presento importantes variaciones
a lo largo del ensayo, en correspondencia con dias lluviosos. La salinidad (Fig.
4.9 D) aument6é desde 33,6 %o hasta 102,8 %o, reflejando una disminucién
adicional en la profundidad (de 19,7 cm a 5,4 cm). Sin embargo, es importante
destacar que durante los primeros 10 dias del cultivo, la salinidad disminuyo
desde 33 %o a 26,4 %o y el cultivo no mostro signos de estrés, compatibles con
los valores de RN (Fig. 4.8 C). Ademas, los valores de salinidad fueron
superiores a 40 %o recién a partir del dia 14, alcanzando 102,8 %o en el dia de la

cosecha.
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Figura 4.9. Clima y variables fisicoquimicas 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 (umol fotones.m?2.s1). (B y D) Salinidad (%o),
profundidad (cm) y precipitacion (mm). El circulo en la Figura C indica temperaturas del
agua que exceden el limite de tolerancia maximo de la especie. Las flechas en las
Figuras B y D indican disminucién en los valores de salinidad después de eventos de
precipitacion.

4.3.3. Cinética de nutrientes inorganicos disueltos

La cinética de los nutrientes inorganicos 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 NOs (Fig. 4.10 A) disminuyd un 54 % a lo largo del
experimento (de 469 uM a 214 uM). El nivel de NH4* (Fig. 4.10 A) disminuy6 un
97 % durante la fase de crecimiento exponencial (de 693 uM a 14 uM), y luego
disminuyé gradualmente a 4 pM el dia de la cosecha. Los niveles de fosfato y
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silicato (Fig. 4.10 B) disminuyeron un 87 % (de 131 yM a 16,5 uM) y un 92 % (de
184 uM a 13 uM), respectivamente, durante la fase de crecimiento exponencial,

y luego permanecieron relativamente constantes hasta el dia de la cosecha.

En el cultivo de primavera, el nivel de NOs (Fig 4.10 C) present6 valores
relativamente estables hasta el dia 18, para luego disminuir un 95 % (de 377 uM
a 19 uM) hasta el dia de la cosecha. El nivel de NH4* (Fig. 4.10 C) disminuy6 un
90 % (de 984 pM a 99 uM) hasta el dia 18, y luego disminuy6 a 14,8 uM el dia
de la cosecha. Los fosfatos y silicatos (Fig. 4.10 D) presentaron un
comportamiento mas variable, pero con una tendencia decreciente. El fosfato
disminuy6 un 89 % (de 129 a 14 yM) y los silicatos disminuyeron un 92 % (de
170 a 13 uyM) durante los ensayos. En particular, las etapas de recuperacion en
el nivel de silicatos fueron coincidentes con dias de intensa precipitacion (Fig.
4.10 D) en donde la salinidad del cultivo disminuyé (Fig. 4.9 D). Cabe destacar
gue ninguno de los dos cultivos (verano y primavera) alcanzaron valores de
nutrientes limitantes del crecimiento en comparacién 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 inorganicos disueltos de cultivos a cielo abierto de
H. coffeaeformis: (A y B) Cultivo de verano, (Cy D) Cultivo de primavera. (A y C) Nitrato
(MM) y amonio (uM) disueltos. (B y D) Fosfato (uM) y silicatos (uM) disueltos. Se
muestran los valores promedio de limitacidbn de nutrientes para el crecimiento de
diatomeas (N <16 19 uM; P<1,2+25 uMy Si< 3,9 £ 5,0 uM) de acuerdo con
Sarthou et al. (2005) (lineas discontinuas). Las flechas en la Figura D indican la
recuperacion de los niveles de silicatos después de eventos de precipitacion. Los datos

se expresan como el promedio + desviacion estandar de 2 réplicas (n = 2).
4.3.4. Cantidad y calidad de lipidos

Con el objetivo de conocer la cantidad de lipidos totales LT) de las células al
comienzo de los cultivos, se determind el contenido lipidico de los indculos
incorporados a las piletas el dia 0 del cultivo outdoor. La produccién de indculos
para los cultivos de verano y primavera se realizé bajo las mismas condiciones
controladas en fotobiorreactor, siendo el contenido de LT de 9,8 (x 0,1) % de
PSLC. Por su parte, el contenido de LT al final de los ensayos a cielo abierto,
vario de acuerdo al escenario ambiental al que estuvieron sujetos los cultivos.
Asi, la biomasa cosechada en verano presentd un contenido de LT de 44,4 (+

0,004) % PSLC en 14 dias (4 veces superior al contenido de LT del inéculo);
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mientras que la biomasa cosechada en primavera presenté un contenido de LT
de 37,5 (= 0,015) % PSLC en 27 dias (3,75 veces los LT del in6culo). Las
productividades lipidica volumétricas fueron de 0,0153 g.Lt.dia! en verano y
0,0148 g.L*dia? en primavera; mientras que las productividades lipidicas
areales fueron de 26,05 kg.hal.dia? en verano y 25,22 kg.hal.dia?l en

primavera.

Con respecto a las fracciones lipidicas, los porcentajes de lipidos neutros [LN] y
polares [LP] de la biomasa cosechada variaron significativamente con respecto
a las fracciones lipidicas de los indculos (F = 18,11; p < 0,01) (Fig. 4.11 A). Se
observé un marcado aumento en la relacion 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 acidos grasos presentes en los LN
(Fig. 4.11 B), tanto la biomasa cosechada en verano como en primavera mostro
un aumento significativo en el porcentaje de acidos grasos saturados (AGS) (Fig.
4.11 B) en comparacion con los inoculos. Asi los porcentajes de AGS de los
cultivos de verano y primavera fueron de 31,36 % y 33,42 % de LN,
respectivamente. Este aumento se debid al incremento del acido miristico
(C14:0) (cultivo de primavera) y acido palmitico (C16:0) (cultivos de verano y
primavera) (Fig. 4.11 C). Por su parte, el cultivo de primavera present6 el mayor
porcentaje de acidos grasos monoinsaturados (AGMI) (47,85 % de LN), con un
aumento del 26 % de LN respecto del indculo (Fig. 4.11 B). Tanto los cultivos de
verano como de primavera presentaron un aumento significativo del acido
palmitoleico (C16:1 w-7), mientras que el acido oleico (C18:1 w-9c) fue el AGMI
dominante en los inoculos (Fig. 4.11 C). Finalmente, los cultivos de verano y
primavera mostraron una disminucion significativa de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) de los LN con respecto al inéculo (AGPlinsculo: 34,5%
AGPlverano: 28,2 %, AGPlprimavera Y 18,7% %) (Fig. 4.11 B), debido en particular a
una disminucion del &cido eicosapentaenoico (C20:5 w-3, EPA) (Fig. 4.11 C).

78



A Il noculo B Il noculo
[ Jverano Verano
e 100+ [ lPrimavera %‘60— Primavera
€ g/ b a a £50 b b a
%) T (7]
S T 1 a b b 24041 b a a a b ¢
S 601 o
=3 O 304
5 )
401 g
§ T I ff,20~
o
2 204 ' 2101
Q
8 3
L 0- T T o 0- T T
LN LP AGS AGMI AGPI
C
> 40~ Il noculo[_]Vverano[__|Primavera
) baa
83 = abb
S % . cab
82 |bba
< 820
2 9
(&)
S o
= 0
o §101 b ba a ch bac
2o abb bab bba
§ \2 0- T T T - T T i—x—l“ -.‘—I—l T
.S Q N N N S &
o~ 3 <3 & o \9 Q- \9 >
< o & [ o o\’ Q;t\"’ 'v” &7 SRS .
N o o S S

Figura 4.11. Fracciones lipidicas, clases de acidos grasos y perfiles de acidos grasos
de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis. (A) Fracciones lipidicas (LN, lipidos
neutros; LP, lipidos polares), expresadas como % de LT. Los datos representan un
promedio *+ desviacion estandar de 2 réplicas (n = 2). (B) Clases de acidos grasos (AGS,
acidos grasos saturados; AGMI, acidos grasos monoinsaturados; y AGPI, 4cidos grasos
poliinsaturados), expresadas como % de LN. (C) Perfil de los principales acidos grasos,
expresados como % del total de 4cidos grasos de los LN. Los datos representan un

promedio + desviacion estandar de 4 réplicas (n = 4).
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4.3.5. Propiedades del biodiésel estimadas a partir del

perfil de acidos grasos

Las propiedades del biodiésel de H. coffeaeformis y de la soja, estimadas a partir
de sus perfiles de acidos grasos, se detallan en la Tabla 4.1. El cultivo de verano
mostrd: (a) un mayor grado de insaturacién (GPI); (b) un mayor poder calorifico
(PCS); (c) una mejor viscosidad cinematica (VC); y (d) un mejor punto de
obstruccion del filtro en frio (POFF) con respecto a las mismas propiedades del
cultivo de primavera. Por su parte, el cultivo de primavera mostré un nimero de
cetano (NC) mas alto y un indice de yodo (IY) mas pequefio que el cultivo de
verano. Los valores medios de las propiedades del biodiésel GPI, 1Y, 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
(4,79 + 0,202) y POFF (-10,82°C + 0,635) del aceite de H. coffeaeformis,
permitiria 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 &cidos grasos
de H. coffeaeformis, cultivada en piletas tipo raceway a cielo abierto con agua de matr,
y las correspondientes al aceite de soja. Grado de insaturacion (GPI), indice de yodo
(1Y, 12/100g), numero de cetano (NC), punto nube (PN, °C), gravedad especifica (GE,
Kg/L), viscosidad cinemética (VC, mm?/s), valor calorifico superior (VCS, MJ/Kg), factor
de saturacion de cadenas largas (FSCL) y punto de obstruccién del filtro en frio (POFF,
°C).

Aceite de Halamphora coffeaeformis Aceite de Soja
(Knothe et al. (Ivanov et al.
[Este estudio] 2018) 2010)
Verano Primavera Rango

Media (+ DE) ~ Media (+ SD) Promedio (+ DE) Promedio ( SD)

(Verano & Primavera) (Mdltiples

(n=4) (n=4) valores) (n=3)
GPI 1,50 (£0,085) 1,27 ( 0,047) 1,38 ( 0,137) 1,46-1,62% 1,44 (x0,020) *
1Y 121,29 -
124,16 (+ 6,343) 107,15 (£3,504) 115,68 (+ 10,184) “ - 119,74 (+ 1,504) *
133,19
(912/100g)
NC 52,88 (£ 0,568) 54,40 (+ 0,314) 53,64 (+ 0,913) 48 - 56 53,28 (% 0,135) *
PN
0,02 (+ 1,139) 3,03 (+0,629) 1,5 (+ 1,829) (-1,64) - 0,49% 0,77 (+0,270) *
(°C)
GE
0,88 (+0,0004) 0,88 (+ 0,0002) 0,88 (+ 0,0007) 0,880-0,881* 0,88 (+ 0,0001) *
(Kg/L)
VvC
4,26 (+0,054) 4,40 (+0,029) 4,33 (+ 0,086) 4,0-43 4,29 (+0,013) *
(mm2/s)
VCS
41,17 (£0,150) 40,77 (+ 0,083) 40,97 (+ 0,241) 41,1-41,38* 41,07 (+0,035) *
(MJ/Kg)
FSCL 1,98 (£0,009) 1,59 (0,044) 1,79 (+ 0,202) 4.6 - 6,2 6,25 (+ 1,034) *
POFF
-10,21 (+0,029) -11,44 (+0,139)  -10,82 (+ 0,635) 2)-3 3,20 (+ 3,247) *
(°C)

*Estos valores fueron calculados a partir de los valores de 4cidos grasos reportados en los

articulos citados.
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4.4. Discusion

El desarrollo de cultivos bioenergéticos de diatomeas con fines comerciales
enfrenta muchos desafios, al igual que con otras microalgas, incluyendo los
costos de capital y mantenimiento (Wang & Seibert 2017). La seleccién de
especies robustas, su adaptacién a las condiciones climaticas del lugar y el uso
de insumos econdmicos son algunos de los principales desafios a resolver. En
este estudio, se demostr6 que H. coffeaeformis puede crecer y acumular
triglicéridos 6ptimos para la produccion 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 Bahia Blanca es un estuario marino ubicado en el hemisferio
sur, en la region semiéarida de la Pampa argentina. El clima presenta variaciones
estacionales y diarias tipicas de regiones templadas, que son generalmente
definidas como entornos con precipitaciones moderadas distribuidas a lo largo
del afio o parte del afio, con sequias esporadicas, veranos suaves a calidos e
inviernos frios (Simmons et al. 2015). La precipitacion anual promedio en la zona
estudiada entre 2010 y 2021 fue de 568,7 mm, un valor tipico para regiones
semiaridas (Kasanin-Grubin et al. 2018). Las estaciones mas favorables para el
cultivo de H. coffeaeformis fueron el verano y la primavera. Durante estos
periodos, 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 asi al rango de temperatura tolerado por la especie (ver
Capitulo 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
°Cy 35°Cyentre 10 °C y 28 °C, respectivamente (Matsumoto et al. 2017). Por
otro lado, cabe mencionar que H. coffeaeformis, a escala de laboratorio, presentd
su velocidad de crecimiento mas baja (0,43 div.d!) a 5 °C (ver Capiputo 3;), por
lo que se espera que cultivos desarrollados en otofio e invierno produzcan
valores de biomasa mas bajos. Sin embargo, H. coffeaeformis tiene una mayor
tolerancia a bajas temperaturas que Mayamea sp. JPCCCTDAO0820, la cual fue
seleccionada para desarrollar cultivos bioenergéticos durante los meses
invernales en Kitakyusyu, Fukuoka, Japén (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 serd el efecto del ambiente sobre la temperatura del cultivo (Borowitzka
2016). Por lo tanto, cuanto més se reduzca el volumen del cultivo, debido a la
evaporacion, mas se vera afectada su temperatura. Este efecto se observé en el
cultivo de primavera desde el dia 21, cuando el cultivo experimentd una
disminucion significativa en la profundidad, a menos de 8,4 cm, y las
temperaturas del agua superaron los valores maximos de temperatura del aire.
Por otro lado, las temperaturas del cultivo de verano siempre se presentaron por
debajo de la temperatura maxima del aire. En este caso, la duracion del cultivo
fue mas corta y, por lo tanto, el efecto de la evaporacion 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 produccion (Rodriguez-Miranda et al. 2020). En este caso la

robustez de la especie evito 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 produccion de aceites para biodiésel. EI comportamiento
euritolerante de H. coffeaeformis y el efecto estresor de la salinidad sobre el
crecimiento y acumulacion de lipidos neutros han sido analizados en el Capitulo
3 de esta Tesis . En el cultivo de verano, el aumento de la salinidad se mantuvo
desde el dia 0, alcanzando un valor de 47 %o en 8 dias. En el cultivo de primavera,
la salinidad disminuy6 considerablemente en varias ocasiones en coincidencia
con niveles de precipitacion de 37 mm a 40 mm, por lo que el aumento sostenido
de la salinidad comenzé a partir del dia 18. Fue posible observar una relacién
inversa entre la profundidad y la salinidad de los cultivos, es decir, una reduccion
en la profundidad debido a la evaporacion generdé un aumento en la salinidad,
mientras que un aumento en la profundidad debido a las precipitaciones produjo
una reduccion en la salinidad. En coincidencia con estas tendencias de la
salinidad, la acumulacion de TAG comenzé a los 8 dias y 19 dias en verano y
primavera, respectivamente. Asi, valores de salinidad iguales o mayores a 45 %o
produjeron sintomas de estrés en la especie, independientemente de la estacion

del afio. Esta observacion corrobora el comportamiento de la cepa estudiada
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bajo condiciones controladas de laboratorio (ver Capitulo 2 de esta Tesis), en
donde la acumulacion de lipidos neutros aumentd en células adaptadas a 45 %o
con respecto a aquellas que crecian a 20%o0 y 33%0. Sin embargo, aunque el
cultivo de primavera alcanzé condiciones hipersalinas (tres veces la del agua de
mar), su contenido de lipidos neutros no superé el alcanzado por el cultivo de
verano. Asi, otros factores, pueden haber influido en el grado de acumulacién de

TAG en los cultivos de H. coffeaeformis.

Como se ha mencionado, la acumulacién de TAG en microalgas coincide con
una disminucién 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 vias biosintéticas para la produccién de lipidos neutros
en respuesta a la edad del cultivo (Popovich et al. 2012; Martin et al. 2018;
Marella et al. 2020), limitacion de nitrogeno, silicio o fosforo (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 acumulacién de TAG en el cultivo
de verano fue mas rapida que en el de primavera, aunque no se observo
envejecimiento celular ni una fase de declinacion de la densidad celular como
fue observada por Martin et al. (2018) para cultivos indoor de H. coffeaeformis.
Sin embargo, el cultivo de verano mostr6 una utilizacion mas eficiente o rapida
de los nutrientes disueltos que el cultivo de primavera, lo que podria generar un
estrés nutricio. En verano, tanto el amonio, fosfato y silicatos disminuyeron
significativamente hasta el dia 4, en relacién con el crecimiento exponencial del
cultivo; mientras que comparativamente, la disminucion de los nutrientes en
primavera requirié un mayor periodo (mas de 15 dias). En cuanto al nitrégeno,
el biofertilizante Bayfolan® fue seleccionado para promover el crecimiento,
debido a que contiene altas concentraciones de N (= 1000uM), provenientes de
dos fuentes, nitrato y amonio. En presencia de estas dos especies de N, H.
coffeaeformis mostr6 una preferencia selectiva por el amonio,
independientemente de la estacién del afio, y este uso fue mas eficiente en
verano. En general, las microalgas pueden utilizar nitrato y amonio, sin embargo,
si ambas formas estan presentes, utilizan prioritariamente el NH4*, dado que su

absorcién e incorporaciébn a las rutas metabdlicas es menos costosa
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energéticamente que incorporar nitrato. Por el contrario, el NOs debe ser
reducido a amonio, antes de ser utilizado, y esto demanda un gasto energético
significativo para la célula (Gilbert et al. 2016). Ademas, el amonio puede
acumularse espontdneamente en compartimentos celulares &cidos, como, por
ejemplo, en tilacoides del cloroplasto (Cai et al. 2013; Gutierrez et al. 2016). En
el presente estudio, la utilizacion de amonio fue méas réapida en verano, sin
embargo, no alcanzo valores limitantes [N < 1,6 + 1,9 uM (Sarthou et al. 2005)].
Ademas, en ambos cultivos qued6é un stock de nitrato disponible para el
crecimiento, por lo que la fuente de N no se presenté como un potencial estresor

de los cultivos.

Por su parte, la escasez de silicio tambiéen puede inducir la acumulacién de TAG
en diatomeas (Popovich et al. 2012a; Levitan et al. 2014), al afectar la sintesis
de la pared celular o frastulo y limitar de esa manera la division celular. Como se
ha mencionado, el biofertilizante utilizado no presenta Si en su composicion, por
lo tanto el silicato fue incorporado en una proporcion Si:N de 0,125. Esta
proporcion fue seleccionada con el fin de generar una temprana acumulacion de
TAG debido a la deficiencia de Si (ver Capitulo 3 de esta Tesis, ). En el cultivo
de verano, los silicatos disminuyeron abruptamente con el crecimiento hasta el
dia 3, alcanzando valores cercanos al valor limitante para diatomeas [Si < 3,9 +
5,0 uM (Sarthou et al. 2005)]. Asi, este nutriente cumpliria un rol clave, junto con
la salinidad, en optimizar la acumulacion de TAG en los cultivos de H.
coffeaeformis. Por su parte, en los primeros quince dias del cultivo de primavera,
si bien los silicatos mostraron una tendencia negativa, en correspondencia con
el crecimiento, también presentaron eventos de recuperacion. Dichos eventos
coincidieron con periodos de precipitacion, en donde la salinidad disminuy6 por
debajo de 33%.. De acuerdo con Baek et al. (2009) la salinidad tiene un efecto
inverso sobre la disolucion de los silicatos y fosfatos y, en consecuencia, sobre
la disponibilidad de estos nutrientes (Baek et al. 2009). Asi, la disminucién de la
salinidad al comienzo del cultivo de primavera, en sintonia con los eventos de
precipitacion, podria haber aumentado la disolucion del silicato y fosfato, y
consecuentemente haber generado un alivio del estrés nutricio y un retraso en
la acumulacion de TAG en la especie estudiada. De acuerdo con este escenario,

valores de precipitacion 230 mm tendrian 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 podria explicar
el retraso en la acumulacion de TAG en el cultivo de primavera. Considerando
esta informacién para el desarrollo de cultivos bioenergéticos masivos de la cepa
estudiada, la adicién automatizada de pulsos de agua de mar podria ser una
estrategia inteligente para optimizar la produccion de lipidos neutros,
compensando la pérdida de agua por evaporacién, manteniendo el efecto
amortiguador del agua sobre la temperatura, reduciendo la concentracion de

nutrientes por dilucién y aumentando la salinidad.

En el presente estudio, la relacion IF-RN:IF-Cla constituy6 un indice util y rapido
para determinar el grado de desbalance maximo entre el crecimiento (IF-RN:IF-
Cla <40) y la acumulacion de lipidos neutros (IF-RN:IF-Cla >40) en los cultivos
de H. coffeaeformis y, consecuentemente, para determinar el momento optimo
para realizar la cosecha. Valores de IF-RN:IF-Cla < 40 caracterizaron los
primeros 10 dias y 25 dias de los cultivos de verano y primavera,
respectivamente. Ambos cultivos mostraron practicamente el mismo patron de
crecimiento, no presentaron fase lag y la fase de crecimiento exponencial fue
corta y de unos pocos dias, lo que indica una adecuada respuesta de la especie
al medio nutricio seleccionado. Por su parte, la fase estacionaria fue prolongada
y no se observd un decaimiento de la densidad celular, lo que indica que no
existio un déficit nutricio agudo en ninguno de los dos cultivos, con excepcion del
Si en el cultivo de verano. La produccion de biomasa también mostré un patron
similar en ambos cultivos, con valores de 0,3 g.L' y 0,45 g.L'! en verano y
primavera, respectivamente. Estos rendimientos de biomasa fueron mas altos
gue los obtenidos en cultivos indoor con f/2 de la misma cepa (0,22 a 0,23 g.L ™)
(Martin et al. 2016, 2018) y similares o ligeramente mas 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* y 0,29 g.L?,
respectivamente) (Matsumoto et al. 2017; Sato et al. 2014). El aumento en la
produccién 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 finalizacion del cultivo de verano (tres

ultimos dias) y de primavera (Ultimo dia), contribuyeron a detectar la etapa neta
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de acumulacién de TAG y consecuentemente el momento Optimo 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 proporcién
de LN respecto a los LP, y que esos LN presenten una mayor proporcion de
acidos grasos saturados (AGS) y monoinsaturados (AGMI), que de &cidos
grasos poliinsaturados (AGPI) (Knothe,2005 y 2008). Ademas, el perfil de los
acidos 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 estacion del afio, mostraron un aumento significativo
de los LN (66%-72%) en relacion con los aceites de los indculos (LN~LP~50%),
Ademas, los TAG presentaron porcentajes dominantes de AGS (~32 %) y AGMI
(~44 %), en relacion con los AGPI (~24 %). Los AGS estuvieron dominados por
C14:0 y C16:0; los AGMI por C16:1 w-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 acidos
linoleico (C18:2 w-6, 49-57 %) y linolénico (C18:3 w-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 w-9 (18-26 % de los acidos grasos totales). De
acuerdo con esta informacion, la calidad del biodiésel fue estimada. El niumero
de cetano (NC) es un descriptor relacionado con la calidad de ignicidon de un
combustible en motores diésel. Cuanto mayor sea este NC, mejor sera la calidad
de ignicién del combustible (Knothe 2008). Los aceites con predominio de AGS
y AGMI por sobre AGPI confieren un NC mas alto al biodiésel (Knothe 2008;
Hoekman et al. 2012). Por ejemplo, los ésteres metilicos 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 w-7), los cuales
presentan un NC de 85,9y 56,59, respectivamente. Por su parte, el éster metilico
predominante del aceite de soja es el linoleato de metilo (C18:2 w-6), que tiene
un NC de 38,2. Asi, el NC del biodiésel producido a partir de aceites de H.
coffeaeformis deberia presentar un mejor punto de ignicion que el biodiésel

obtenido a partir del aceite de soja. Ademas, el aceite de H. coffeaeformis
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presentd valores de FSCL y POFF inferiores a los de la soja, indicando que un
biodiésel producido por este aceite presentaria cualidades superadoras a bajas
temperaturas (Knothe 2008). Por su parte, el 1Y, VC y GE calculados para los
aceites de H. coffeaeformis cumplen con los estandares establecidos por Europa
(EN 14214) y los EE. UU. (ASTMD 6751-08).

Los rendimientos lipidicos de H. coffeaeformis fueron superiores en comparaciéon
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) Kiatzing GA
45 (Bagchi et al. 2019). Los cultivos argentinos de soja tienen un rendimiento
anual de biomasa estimado de 2591 kg. ha' y un rendimiento anual de aceite de
471-487 kg.ha' (Panichelli et al. 2008). Proyectando el rendimiento lipidico
diario de los cultivos a cielo abierto de H. coffeaeformis a dos meses, se
obtendria un rendimiento de aceites de 636 kg. hal. Es importante aclarar que
esta proyeccion no fue anualizada, ya que esto habria requerido informacion mas
detallada sobre el comportamiento de los cultivos de esta especie durante los
meses menos favorables. Sin embargo, dado que en dos meses H. coffeaeformis
mostro valores de rendimiento de aceites mas altos que los de la soja durante
todo el afo, incorporar datos correspondientes a los meses desfavorables solo
aumentaria 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 afio, ya que puede crecer cuando la
temperatura del agua es de aproximadamente 5°C o mas alta (Ver Capitulo 3;).
Ademas, 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). Ademas, 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 reutilizacion, disminuyendo la huella hidrica del

proceso.

Por ultimo, luego del proceso de extraccién de lipidos de la biomasa de H.
coffeaeformis, se obtuvieron residuos conformados por las paredes celulares.
Debido a su naturaleza silicea, las paredes celulares pudieron recuperarse
integramente y analizarse para evaluar su potencial uso. En particular, las
industrias nanotecnoldgicas y de materiales se presentan como candidatas
debido a su interés en la obtencién renovable de silice amorfa nanoporosa (Bayu
et al. 2020). Asi, en el Capitulo 6 de esta Tesis se analizaran las propiedades de

sus paredes celulares con el fin de evaluar su potencial uso comercial.
4.5. Conclusion

La implementacion de cultivos masivos de microalgas para la produccion de
biodiésel a escala regional requiere principalmente de seleccion de cepas
oleaginosas, robustas y adaptadas a las condiciones climaticas del lugar.
También es importante disefiar procesos sustentables basados en el uso del
agua, los aportes nutricios y las condiciones ambientales que promueven la
acumulacion de TAG, necesarios para la produccion 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 determind que la salinidad es un factor
gue puede modular la acumulacion de TAG en la especie, en particular en
regiones aridas y/o semiaridas en donde los eventos de precipitacidon 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 lipidico. Ademas, una
relacion Si:N <0,5 debe ser considerada al inicio del cultivo con el fin de acelerar
el proceso de acumulacion de TAG. Dado que H. coffeaeformis es cosmopolita,
seria 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 aridos o semiaridos, con acceso a agua de mar, de acuerdo con

las consideraciones del presente estudio (Fig. 4.12)
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Figura 4.12. Representacion esquematica 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 acumulacion de TAG.
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Capitulo 5 — Anélisis ultraestructural de la acumulacién
de triglicéridos en Halamphora coffeaeformis cultivada

a cielo abierto

5.1. Introduccion

Las diatomeas se clasifican dentro de la division Ochrophyta (Cavalier-Smith
1986; Adl et al. 2005) y como tales, poseen varias caracteristicas
ultraestructurales en comudn con otras algas de esta division. Las mitocondrias
poseen crestas tubulares; los cloroplastos son complejos y estan rodeados por
cuatro unidades de membranas; y los tilacoides estan dispuestos en lamelas
tritilacoidales (Lepetit et al. 2012). En los organismos autoétrofos, 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 fotosintesis (Miller et al. 2020). En las diatomeas, en
particular, el cloroplasto se origin6 como resultado de un evento de
endosimbiosis secundaria, en donde una célula eucariota heterétrofa ancestral
ingirid un alga roja, dejandola viva en su interior, de manera que el endosimbionte
eucariota con el tiempo se convirtid 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 reticulo endoplasmatico cloroplastico (MREC) (Flori et
al. 2016; Maréchal et al. 2019). Ademas, 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 simetria radial y varios cloroplastos discoides
por célula, y las diatomeas pennadas que poseen simetria bilateral y uno o dos

cloroplastos parietales de gran tamafio por célula (Nonoyama et al. 2019)
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GL

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
reticulo endoplasmatico cloroplastico (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); nacleo (N) y gotas lipidicas

citoplasmaética (GL). Fuente: modificado de Bellorin-Romero (2022).

Las diatomeas, al igual que otras algas de la division Ochrophyta, almacenan
crisolaminarina en vacuolas. Este glucano hidrosoluble, consiste en monomeros
de glucosa unidos por enlaces (3-1,3 con ramificaciones con uniones [(3-1,6
(Caballero et al. 2016). Ademas, poseen la capacidad de almacenar grandes
cantidades de lipidos neutros (LN), principalmente triglicéridos (TAG) (Marechal
et al. 2019). Los TAG son producidos en el cloroplasto y en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RE) (Fig. 5.2) bajo distintas condiciones de estrés, como
luminico, nutricio u osmaético (Goold et al. 2015; Rottet et al. 2015; Balamurugan
et al. 2017). Debido a su alta hidrofobicidad, los TAG son almacenados
principalmente en gotas lipidicas citoplasmaticas (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 energia y actuar como

centros de procesos metabdlicos para la sintesis 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 ndcleo de lipidos neutros (principalmente TAG), rodeado por una
monocapa de lipidos polares (LP) y proteinas 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 proteinas representan del 1% al 5% (Goold et al. 2015).
Dependiendo de la especie, las GL también pueden contener acidos grasos
libres o carotenoides (Goold et al. 2015). Las GL aumentan en nimero y tamafio
al ser expuestas a condiciones de estrés (Goold et al. 2015), y este aumento
puede deberse a la acumulacion de LN en una misma GL, como también a la
fusion 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 estan en estrecho
contacto con el cloroplasto y el sistema de endomembranas (Fig. 5.1), lo que
sugiere una interconexion entre estos compartimentos celulares durante la
respuesta al estrés y acumulacion de LN (Lupette et al. 2019). Mas
especificamente, en diatomeas, las GL se encuentran intimamente relacionadas
con la membrana externa de la carioteca y con el cloroplasto a través de la MREC
(Figs. 5.1y 5.2) (Marechal et al. 2019).

Los LN producidos en el interior de los cloroplastos también pueden ser
almacenados en estructuras intraplastidiales llamadas plastoglobulos (Pg) (Fig.
5.2) (Balamurugan et al. 2017). Los Pg desempefian un papel crucial durante
situaciones de estrés, cumpliendo funciones de proteccidn y reparacion de las
membranas contra dafios oxidativos (Bréhélin & Kessler 2008; Rottet et al. 2015).
Ademas, se los asocia con la acumulacion de TAG dentro del cloroplasto

(Balamurugan et al. 2017).
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Figura 5.2. Representacion esquematica de vias 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 proteinas 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 acido fosfatidico,
DGAT: diacilglicerol aciltransferasa, G-3-P: glicerol-3-fosfato, LPA: &cido lisofosfatidico,
PA: &cido fosfatidico, DAG: diacilglicerol, TAG: triglicérido, Pg: plastoglébulo, GL: gota
lipidica, RE: reticulo endoplasmatico rugoso. Fuente: maodificado de Balamurugan et al.
(2017).

La estructura de los Pg consiste en un nucleo de LN (prenilquinonas,
carotenoides y TAG), rodeado por una monocapa de lipidos polares con
proteinas 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 cumulos (Bréhélin & Kessler 2008). Los Pg pueden aumentar
en tamafio y nimero, en respuesta a diferentes situaciones de estrés, como la
presencia de metales pesados, estrés luminico, deficiencia de nitrdgeno y estrés
osmatico, y esta situacion puede revertirse bajo condiciones favorables (Bréhélin
& Kessler 2008). Los cambios en el tamafo y cantidad de los Pg han sido
asociados con la adaptacion y supervivencia de las células en ambientes
cambiantes (Bréhélin & Kessler 2008).

R o | bl
? ATP sintetasa .a"’\...é
E Fotosistemal é /,

o J\ 3_....‘/

i T )

Figura 3. Modelo de acoplamiento de plastoglobulos a tilacoides. El enlace fisico entre
plastoglébulos y tilacoides puede permitir el canalizado bidireccional (flechas dobles) de

metabolitos lipidicos. Fuente: modificado de Bréhélin & Kessler 2008

En general, los estudios relacionados con la acumulacion de LN en diatomeas
son referidos a su marcacion con el fluorécromo Rojo Nilo con microscopia de
fluorescencia (Wu et al. 2013; Yang lu et al. 2014; Gonzalez-Fernandez 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 ultimos

referidos a escala de laboratorio, bajo condiciones controladas.

Bajo este contexto, el objetivo general de este capitulo fue realizar un estudio
ultraestructural de la acumulacion de TAG en cultivos de H. coffeaeformis a cielo

abierto, destinados a la produccién de biodiésel.
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Resumen: En primavera de 2021 se realiz6 un cultivo de H. coffeaeormis a cielo
abierto, en instalaciones del campus del CERZOS (ver Capitulo 4 de esta Tesis),
en donde se efectuaron muestreos periddicos con el fin de evaluar la
acumulacién de TAG con microscopia electronica de transmision (MET) y
microscopia confocal de fluorescencia (MCF). La hipétesis de trabajo
considerada en este capitulo fue que los estudios ultraestructurales permiten
detectar el estado fisioldgico de la célula, asi como la localizacion y el desarrollo
de puntos de acumulacién de lipidos neutros (PALN), como plastoglébulos y
gotas lipidicas citoplasmaéticas, aportando conocimiento al analisis integral de la
cinética de TAG y al momento apropiado para la realizacion de la cosecha en
cultivos bioenergéticos de diatomeas. Como resultado, existirian cambios
significativos en la formacion de PALN en relacion con las etapas de crecimiento
de la especie, asi como también con las condiciones meteoroldgicas y fisico-

guimicas 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
Capitulo 4 de esta Tesis, se realizd un muestreo paralelo con el fin de analizar la
formacion de gotas lipidicas y plastoglobulos, en distintas fases de crecimiento,
mediante el uso de microscopia electrénica de transmisién y microscopia

confocal de fluorescencia
5.2.1. Estudio con microscopio electrénico de transmision (MET)

Se tomaron muestras de 5 ml cada 3 dias del cultivo de H. coffeaeformis llevado
a cabo en primavera del 2021 (para mas detalle, ver Capitulo 4). Inmediatamente
luego de su recoleccion, las muestras fueron fijadas con 2,5% de glutaraldehido
en buffer cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4) con la adicion 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 4°C,
con una duracion de 10 minutos cada uno. Posteriormente se llevo a cabo una
segunda fijacion con 1% de OsO4 en buffer cacodilato de sodio 0,1 M durante 2
horas a 4°C. A continuacion, se realizaron 4 lavados con buffer cacodilato de

sodio 0,1 M a 4°C, cada uno con una duracién 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 deshidratacion se realiz6 a 4°C
hasta acetona 70 y luego se continué a temperatura ambiente. EI material fue
infiltrado en resina Spurr (25, 50, 75 y 100%) durante 4 dias y polimerizado en
capsulas 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 ultimo, se
cortaron secciones del material fijado utilizando un ultramicrétomo 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 micrografias en un MET JEOL 100CX-Il, operado a

80 Kv, en el Centro de Microscopia del CCT-Bahia Blanca.
5.2.2. Estudio con microscopio confocal de fluorescencia (MCF)

Se tomaron muestras de 5 ml cada 3 dias. Las muestras fueron tefiidas con Rojo
Nilo (RN) (9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona, Sigma) de acuerdo con
Priscu et al. (1990). Para ello, se agregaron 5 uL de una soluciéon de RN en
acetona (1 mg mL?) 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 tincion, las suspensiones celulares con
RN se incubaron entre 5 y 10 minutos antes de su observacion. Las células se
observaron y se realizaron micrografias con un MCF modelo TCS SP2 SE, con

un filtro de excitacién de 475 nm y un filtro de emision de 580 nm.
5.2.3. Estudio con microscopio electrénico de barrido (MEB)

Con el fin de analizar el aspecto de células integras de H. coffeaeformis, el dia
27 se tomd biomasa de la cosecha del cultivo de primavera y se prepar6 para
observaciones con un microscopio electronico de barrido (MEB), como se detalla
a continuacién. Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido 2,5 % en buffer
fosfato 0,067 M (pH 7,2) y sometidas a concentraciones crecientes de alcohol
etilico (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 realiz6 el secado
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por punto critico (E3000, Polaron) empleando CO». Las muestras fueron
montadas sobre stubs y recubiertas con oro (300 A), empleando una
evaporadora de metales en plasma de Argén (91000 Model 3, Pelco). Las
imagenes fueron tomadas con un microscopio electronico de barrido marca LEO
EVO 40 (Cambridge 2003) a un potencial de 7.0 kV, en el Centro de Microscopia
del CCT-Bahia Blanca.

5.2.4. Estimacién del niumero y tamafio de puntos de acumulacion

de lipidos neutros en cultivos de H. coffeaeformis

El nimero y tamafio de puntos de acumulacion de LN (PALN) de color amarillo
dorado, tefiidos con RN, fue estimado a partir de micrografias realizadas con
MCF con el sofware Image-J. Como los PALN observables al MCF muestran una
forma aproximada a la de una esfera, se utilizé el diametro de los mismos para
estimar su tamafio. El nUmero de PALN fue expresado en N° PALN. célulal. Se

utilizaron 20 micrografias de MCF por fase de crecimiento (n=20).
5.3. Resultados

El estudio de la formacion de GL y Pg con MCF y MET se llevé 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 capitulo 4 de esta Tesis (Fig. 5.4). De acuerdo
con esta informacion, se determinaron tres fases: 1) Una fase exponencial (FEX),
entre los dias 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 %o y 33,6 %o; 2) Una fase
estacionaria temprana (FEtem), entre los dias 7 y 18, caracterizada por DC
constantes, valores de IF-RN entre 96 y 201 (ua), y salinidades de 26,4 %o y 52,5
%o; y 3) Una fase estacionaria tardia (FErar), entre los dias 19 y 27, caracterizada
por una leve disminucién de la DC, un aumento significativo de los valores de IF-
RN hasta 865 ua y salinidades de 55,7 %o a 103,8 %.. El dia 27 se realizo 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 Capitulo 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 ocup6 gran parte del citoplasma
(Fig. 5.5 A), en forma de “H” (Fig. 5.5 B), localizado en la regién 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 tamafio considerable (Fig.5.5 E y F) y vacuolas de un tamafio
relativamente pequeiio (Fig. 5.5 Ay D). El nucleo presentd posicion central y un
nucléolo (Fig.5.5 E). También pudo observarse la estrecha conexion entre el
nucleo y el cloroplasto, debido a su vinculacién a través de la carioteca con la
MREC (Fig. 5.5 Ay c). El cloroplasto present6 varios Pg pequefios (Fig. A, By
C), que en algunos casos llegaron a agruparse, formando cumulos con un
tamafio de 0,51 + 0,25 uym (Fig. 5.5 B y E). En esta etapa fue muy comun
encontrar células en divisiéon, con el nucleo con cromatina condensada (Fig. F),

formacion de las hipotecas y vesiculas de deposicién de silice (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, préximo
al nucleo. C. Detalle de la relacion del nacleo y la MREC. D. Vista general de una célula
en corte transversal. E. Detalle de mitocondrias. F. Detalle de perfil mitocondrial. G.
Células en division. H. Detalle de clélulas en division. Las flechas blancas indican los
plastoglébulos (Pg) (A, B, Cy D) o cumulos 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 nucleo con la MREC (C). Nucleo (N); nucléolo (NL); mitocondria (Ma); perfil
mitocondrial (M); vacuola (V); cloroplasto (Cl); pirenoide (P); hipoteca (H); vesicula de
deposicion de silice (VDS). Barra escala: A, B, D, Ge H=2um; C, Ey F = 1um.
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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 acumulacion de LN
(PALN), de color amarillo dorado, debido a la tincion de los lipidos neutros (TAG)
con el fluorocromo RN. En la Fig. 5.6 A se observa una célula en division, 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 (dia 6 del cultivo), se observa una célula con el cloroplasto en forma
de “H”, con seis PALN de mayor tamanio, localizados cerca del nucleo, el cual
presenta una ubicacion central y una apariencia algo mas opaca con el MC.
Adicionalmente, en las Fig. 5.6 A y C pueden observarse proyecciones que
corresponden a exopolisacaridos (EPS), caracteristicos en diatomeas pennadas.
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Figura 5.6 Células de H. coffeaeformis en FEx. A y B) Células en dia 0; C y D) Células

en dia 6, observadas con microscopio confocal de contraste de fases (MC) (Ay C) y
MCF (B y D). Ay C) Presencia de exopolisacaridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo
y puntos de acumulaciéon de LN (PALN) con coloracion dorada caracteristica. Barra

escala: 10 um.

En fase estacionaria temprana (FEtem), dia 8 (Fig. 5.7 A), las células presentaron
vacuolas pequefias, cumulos de Pg entre los tilacoides, numerosos perfiles
mitocondriales, y no se observaron GL. En el dia 11 (Fig. 5.7 B), se observaron
las primeras células con formacion de pequefias GL, relacionadas con la
carioteca y la MREC del cloroplasto. También fue notoria la acumulacién de Pg
en el cloroplasto (Fig. 5.7 C), y la presencia de vacuolas de mayor tamafo (Fig.
5.7 B). Hacia el dia 15 (Fig. 5.7 D-E), las GL incrementaron de tamario, y se
ubicaron siempre alrededor del cloroplasto y el nucleo, asociadas a la carioteca
y MREC. En esta fase de crecimiento aun se pudieron observar algunas células

en divisién, con vesiculas de deposicion de silice (Fig. 5.7 F-G).
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Figura 5.7. Ultraestrucutra de H. coffeaeformis en fase estacionaria temprana (FEvem).
A) Células en dia 8. B) Células en dia 11. B) Detalle de cimulo de plastoglobulos E, F,
G y H) Células en dia 15. Las flechas blancas sefialan plastoglébulos (Pg) y las flechas
negras sefalan gotas lipidicas (GL). Nucleo (N); perfil mitocondrial (M); vacuola (V);
cloroplasto (Cl); pirenoide (P); vesiculas de deposicion de silice (VDS). Barra escala: A,
C,E, F. 2um; By D: 1um.

En la Fig. 5.8 se observan imagenes de MC (Fig. 5.8 Ay C) y MCF (Fig. 5.8 By
D) de células de H. coffeaeformis durante la FEtem. Las Figs. 5.8 Ay C
corresponden a dias 11 y 15, respectivamente. En general, puede observarse
gue los PALN fueron més numerosos y de mayor tamafo. Las células

presentaron varias proyecciones de EPS en esta fase (Fig. 5.8 Ay C).
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Figura 5.8. Células de H. coffeaeformis en FEtem. A ¥y B) células en dia 11. C y D)

células en dia 15, observadas con MC (Ay C) y MCF (B y D). Ay C) se observan
exopolisacaridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo y PALN con coloracién dorada

caracteristica. Barra escala: 10 um.

En fase estacionaria tardia (FEvar), las células se presentaron muy vacuoladas y
con GL de considerable tamafio, ocupando gran parte del citoplasma (Fig. 5.9).
A partir del dia 20 (Fig. 5.9 Ay B), las GL incrementaron de tamafio con respecto
a las observadas en células en FEtem. LOS Pg no mostraron diferencias con los
observados en FEtem, aunque algunos presentaron una menor coloracion (Fig.
5.9 B). En el dia 27 (Fig. 5.9 C-F), se observé un aumento del tamafio y nimero
de las GL, e incluso GL muy proximas entre si (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 tardia (FErta).

Células observadas con MET (A, B, C, E, F) y microscopio optico, MO (D). Células en
dia 20 (A y B) y células en dia 27 (C- F). CI: cloroplasto; v: vacuola; las flechas blancas
sefialan plastoglébulos; las flechas amarillas sefialan gotas lipidicas. Barras de escala:
A C,DYE:2um;ByF =1 pm.
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En la Fig. 5.10 se observan imagenes de MC (Fig. 5.10 Ay C), MCF (Fig. 5.10
B, D) y MEB (Fig. 5.10 E y F) de células de H. coffeaeformis durante la FEra.
Las Fig. 5.10 Ay C corresponden a dias 20 y 27, respectivamente. En general,
puede observarse que los PALN fueron de mayor tamafio con respecto a los
observados en FEtem. Ademas, las células presentaron mayor produccion de
EPS (Fig. 5.10 A y C), los cuales fueron observados al MEB en forma de

proyecciones, en distintas partes del frustulo (Fig. 5.10 Ey F).
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Figura 5.10. Células de H. coffeaeformis correspondientes a la FE1a (A y B: dia 20; C,
D: dia 27) observadas con MC (A y C) y MCF (B y D). A y C) proyecciones de

exopolisacaridos (EPS); B y D) Cloroplastos color rojo y PALN con coloraciéon dorada

caracteristica. (E y F) células en vista valvar del dia 27 observadas con
MEB.Proyecciones de exopolisacaridos (EPS) se presentan en distintas partes del
frastulo. Las flechas negras sefialan el rafe. Barras de escala: A, B, Cy D =10 um; Ey

F=4pm.

Los resultados de tamafio y cantidad promedio de los PALN, estimados a partir
de micrografias 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 mas pequefios en FEX, y los mas
grandes en FErs (tamafio de PALN: FEx 0,58 + 0,15 um; FEtem 1,28 £ 0,43 um,;
FEtar 2,63 £ 0,78 um) (F = 124,79, p < 0,01; DMS = 0,25, p < 0,05). En cuanto al
namero de PALN, las células en FEx presentaron nameros significativamente
menores que las células en FEtem Yy FEtar (nUmero de PALN: FEx 3,57 = 1,39
PALN célula, FEtem 6,00 + 1,22 PALN célula!; FEta 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.
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Figura. 5.11. Tamafio y niumero de PALN en el cultivo de primavera de H. coffeaeformis,
estimados con microscopio confocal de fluorescencia (MCF). Los datos se expresan

como el promedio + desviacién estandar de 20 réplicas (n = 20)
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Discusion

En diatomeas, las GL y, en menor medida, los Pg son sitios de acumulacion de
TAG relacionados con situaciones de estrés (Goold et al. 2015; Balamurugan et
al. 2017), como el estrés luminico, la deficiencia de nutrientes y el estrés
osmatico, entre otros. Ademas, a medida que el periodo de estrés se prolonga,
las GL pueden aumentar en cantidad y tamafio (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 caracterizo
por una etapa exponencial (FEx) con una buena disponibilidad de nutrientes
(NOs™: de 551 pm a 306 um; NH.": de 984 pm a 417 pm; PO,*": de 173 um a 13
umy SiOs*: de 170 ym a 21 um) y valores de salinidad (entre 28,4 %o y 33,6 %o)
similares o inferiores a la salinidad inicial del cultivo (33,6 %0). Como se ha
mencionado anteriormente, en el Capitulo 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 si de Pg, aunque en
menor cantidad y tamafio que en otras fases de crecimiento. Si bien los Pg
alcanzaron un tamafo maximo de 0,2 pum, muy inferior al de las GL, pudo
observarse la presencia de varios cumulos de Pg con un tamafio de hasta 0,51
+ 0,25 um. La ausencia de GL en las células observadas con el MET, sugiere
gue los pequefios PALN puntiformes de LN presentes en el MCF, podrian ser
principalmente cumulos de Pg. Ademas, las bajas intensidades de fluorescencia
de RN obtenidas durante esta fase de crecimiento, indican una baja acumulacién
de TAG. Otra caracteristica ultraestructural, como la condensacion cromatinica,
un signo evidente de division celular, también estaria 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 division
nuclear. Las células presentaron un cloroplasto bien desarrollado, numerosas
mitocondrias, vacuolas pequefias y escasos EPS. También pudieron observarse
células en division celular con presencia de vesiculas de deposicion de silice,
indicando formacion del fristulo. 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 caracterizd por concentraciones de nutrientes mas
bajas (NO3: de 555 um a 271 pm; NH4*: de 283 pm a 66 pm; PO,>": de 76 pm
a 14 pm; Si04™": de 69 pm a 12 pm), pero no limitantes del crecimiento (Sarthou
et al. 2005) y niveles de salinidad que oscilaron entre 26,4 %o y 52,5 %o, debido
a periodos de precipitacion y evaporaciéon. Bajo este escenario, en el MET se
observaron células con formacion de GL, en estrecha relacion con la carioteca y
la MREC, como también aumento del tamafio y el nUmero de Pg; indicando
sefiales de inestabilidad nutricia y osmotica. En concordancia con este
comportamiento, el incremento en cantidad y tamafio de los Pg ha sido asociado
a condiciones de estrés y funciones de proteccion de las membranas
cloroplasticas (Rottet et al. 2015), bajo condiciones criticas de disponibilidad de
nutrientes o aumento del estrés osmotico (Bréhélin & Kessler 2008). Por su parte,
si bien hubo un aumento de cantidad y tamafio de GL, las mediciones con RN
no mostraron un aumento significativo de TAG en comparaciéon con los ultimos
dias de la FEx. Esto indicaria que esta etapa inicial de acumulacion de TAG en
GL no seria aun lo suficientemente significativa para poder ser detectada
mediante fluorimetria. Sin embargo, a nivel celular, el MET seria una herramienta
adecuada para indicar que las células estarian comenzando a sufrir sefales de
estrés celular. La presencia de células en division y con numerosas mitocondrias,
indicaria que esas condiciones ambientales aun no representarian un efecto
estresor suficiente para maximizar la acumulacién de TAG. Sin embargo, el
mayor tamafio 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 indicé un aumento de la concentracion de carbohidratos
durante la fase estacionaria temprana de crecimiento en cultivos de H.
coffeaeformis. Ademas, 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 ultimo, la FE~ar fue el escenario propicio para la formacién y aumento de las
GL. Los valores de IF-RN registrados a partir del dia 19 mostraron un aumento
significativo hasta el final del cultivo. Esta fase fue definida en el Capitulo 4 de
esta Tesis como la fase de acumulacion de lipidos neutros. Las GL tienen la
capacidad de aumentar de tamafio, tanto por incremento de nuevos TAG, como
también por la fusion con otras GL, debido a la presencia de proteinas 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 estarian presentes en la especie estudiada. En esta etapa, las
concentraciones de NO3™ y de NH4" continuaron disminuyendo (NO3™: de 309
Hm a 19 um; NH.": de 41 pm a 14 um; PO.,*": de 121 pm a 15 um; SiO.*: de 20
pm a 12 pm), pero ningun nutriente alcanzoé valores limitantes para la especie
(Sarthou et al. 2005, Martin 2016, 2018, Popovich et al. 2020), mientras que la
salinidad presenté un aumento significativo y sostenido desde 55,7 %o hasta
103,8 %o. Estos valores de salinidad han demostrado disminuir el crecimiento y
aumentar la acumulacion de TAG en H. coffeaeformis. En esta fase de
crecimiento, los Pg no mostraron un aumento de tamafio ni cantidad, en
coincidencia con el incremento de GL, sugiriendo una redireccion de TAG a las
GL citoplasméticas. Ademas, el color mas claro de algunos Pg sugiere la
disminucion en su contenido de pigmentos, como ha sido observado por otros
autores (Rottet et al. 2015; Morelli et al. 2022). Ademas, el cambio de forma
observado en el cloroplasto, podria relacionarse con el aumento de tamafo de
las vacuolas y de las GL. Adicionalmente, se pudo observar un menor nimero
de mitocondrias y un incremento de los EPS, lo que ha sido asociado en otras
especies con condiciones criticas 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 disminucion de
nutrientes fueron progresivos con el desarrollo del cultivo (Capitulo 4 de esta
Tesis,), los Pg y las GL aumentaron en cantidad y tamafio, 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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formacion 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 nimero y
tamafo 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 mas sensible a
la hora de hacer un seguimiento de la acumulacion de TAG en células tefiidas
con Rojo Nilo; sin embargo, para definir el periodo mas productivo, esta
informacion debe ir acompafiada por un andlisis fluorimétrico de la cinética de la
intensidad de fluorescencia del Rojo Nilo. EIl MET permitié obtener informacion:
a) integral del estado de la célula en las distintas fases de crecimiento y b) de la
localizacion y el desarrollo de los Pg y GL. En el Capitulo 4 de esta Tesis se
reportdé una concentracion de lipidos totales de 37,5 (x 0,015) % PSLC (peso
seco libre de cenizas), el dia de la cosecha, e indicaron que el régimen de
precipitaciones de primavera habria retrasado el proceso de acumulacion de
TAG, considerando que el aumento de IF-RN comenzé el dia 19 de cultivo. En
forma coincidente con los resultados de este capitulo, las células observadas a
partir del dia 20, presentaron su contenido citoplasmatico ocupado por un gran
porcentaje de GL. Ademas, el MET mostré que en FE+ar las células del cultivo de
primavera aun presentaban formacién de GL, cuando el cultivo de primavera aun
no habia alcanzado su contenido maximo de LN (ver Capitulo 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 periodos de precipitaciones, tipicos de esta
estacion del afio. Los valores de salinidad aumentaron en forma significativa (>
50%o) a partir del dia 19 y llegaron a 102,4 %o. el dia de la cosecha (dia 27). Asi,
la presencia de GL de gran tamafio a partir del dia 20, junto con un aumento del
tamafio de las vacuolas, no sélo servirian como reservas de energia frente a
condiciones de disminucion 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 sintonia con estos cambios morfolégicos, la produccién de EPS

también puede interpretarse como wuna respuesta al estrés salino.
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Comportamientos similares, como aumento del tamafio vacuolar, produccion de
EPS y formacién de GL, han sido observados en otras microalgas frente al
aumento de la salinidad (Farkas et al. 2023). Como ha sido mencionado en el
Capitulo 3 de esta Tesis, H. coffeaeformis presenta condiciones favorables para
el crecimiento a 20%o de salinidad, pero su comportamiento eurihalino le permite
sobrevivir hasta salinidades de 95%o. a través de la formacién de GL, vacuolas y
EPS. Asi, el andlisis ultraestructural corrobora que la salinidad es el principal

estresor para el desarrollo de cultivos bioenergéticos de H. coffeaeformis.

Considerando la informacién obtenida en este capitulo, la Fig. 5.13 muestra una
sintesis del proceso de acumulacion de TAG en H. coffeaeformis. Al principio de
la FEx se observo un reducido niumero de PALN, puntiformes, que aumentaron
en numero y tamafio hacia el ultimo dia de la FEx (dia 6). Durante la fase de
crecimiento estacionaria las Pg y GL continuaron incrementando en numero y
tamafio, y esta tendencia se mantuvo hasta el final del cultivo. En coincidencia,

se observo un incremento del tamafio vacuolar y formacion de exopolisacaridos.
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Fases de Crecimiento
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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 electrénico de transmisién (MET). Barras de escala:
MC y MCF: 10 pum; MET: 2 pm.

5.4. Conclusioén

En este capitulo, una combinacion de métodos microscopicos fue usada para
analizar la acumulacién de TAG en un cultivo bioenergético outdoor de H.
coffeaeformis. En particular, este trabajo representa el primer estudio
ultraestructural de acumulacion de TAG en el género Halamphora, y constituye
un gran aporte al reducido niumero de trabajos ultraestructurales realizados en
cultivos bioenergéticos de microalgas a cielo abierto. EI MET revel6 la presencia
y formacion de cumulos de Pg en el estroma cloroplastico; como también el
desarrollo de las GL citoplasméticas y su asociacion 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 formacion de camulos de Pg. Asi, el analisis

ultraestructural aporta informacion relacionada con la acumulacién de LN, y
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confirma que el periodo de FEtar s el mas adecuado para la cosecha de
biomasa rica en TAG en cultivos bioenergéticos de Halamphora coffeaeformis.
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Capitulo 6 - Caracterizacion de la pared celular de
Halamphora coffeaeformis y su posible aplicacion

como transportador de drogas

6.1. Introduccion

Las microalgas presentan una productividad de lipidos, en relacion al area
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 biorrefineria
microalgal, definida como un sistema de produccion 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 GEl,
lo que resulta en una produccion ambiental y econOmicamente mas sustentable.
Asi, la creacion 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 frastulo, formada por dos piezas o tecas
gue se solapan una con otra como las dos partes de una caja. El frastulo esta
compuesto principalmente por silice amorfa hidratada u éxido de silicio (SiO2
nH20) (Round et al. 1990), secundado por otros elementos como C, N, Py S,
relacionados con la presencia de proteinas y en menor cantidad por Mg, Nay Ca
(Jiang et al. 2013, Lechner et al. 2015; De Sanctis et al. 2016, Xu et al. 2021).
Morfol6gicamente, el fristulo presenta una pieza mas grande llamada epiteca y
otra pieza, ligeramente mas pequefiay que encaja dentro de la epiteca, conocida

como hipoteca (Fig. 6.1).
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Figura 6.1. Esquemas de la estructura basica de la pared celular de (A) diatomeas
céntricas y (B) diatomeas pennadas rafideas. Cada fristulo comprende dos tecas, una
epiteca (E) y una hipoteca (H). Cada teca esta compuesta por una valva y una serie de
bandas pleurales, P). Las filas de poros (estrias) estan orientadas radialmente en las
diatomeas céntricas (A), y alrededor de un eje longitudinal de simetria en las diatomeas
pennadas (B). (Cox et al. 2014)

Las tecas se encuentran finamente perforadas, con una ultraestructura
nanomeétrica (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 Unica placa, conocida como valva; y 2) varias bandas
pleurales en los bordes, conocidas en su conjunto como cingulo, a través del
cual las tecas se solapan entre si. Asi, cada teca posee su propia valva y cingulo,
es decir, la epiteca posee una epivalva y epicingulo y la hipoteca posee una
hipovalva e hipocingulo. En base a la simetria de las valvas, la clasificaciéon
tradicional (Simonsen 1979) divide a la clase Bacillariophyceae en orden
Centrales, con simetria radial, fundamentalmente circulares, y orden Pennales,
con simetria bilateral, con frastulos primariamente alargados, lanceolados o
elipticos. Dentro de este ultimo orden, las diatomeas que presentan un rafe en

sus valvas son denominadas rafideas (Fig.6.1 B)
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El silicio, de numero atdmico 14 (Friedmann et al. 2005), es el octavo
elemento mas abundante en el sistema solar y constituye el 27.7% de la corteza
terrestre por peso, siendo el segundo elemento mas comun después del oxigeno
(46.6%) (Henstock et al. 2015). Es un elemento metaloide que puede
presentarse en forma amorfa o cristalina (Martin 2013). Unido al oxigeno
presenta diferentes formas solubles en agua, absorbibles y potencialmente
biodisponibles, como el &cido ortosilicico (H4SiO4) (Martin 2013). Como se ha

mencionado, el frastulo de las diatomeas esta compuesto por silice amorfa, por

ende, estas microalgas necesitan absorber silicatos (SiOi’) del medio en donde
crecen para la sintesis de sus paredes. A nivel industrial, la silice amorfa es
producido de manera sintética y utilizado para diversas aplicaciones como,
adsorbentes, catalizadores, separaciones cromatograficas, imagenes celulares,
y vacunas, entre otros (Cui et al. 2020; Niculescu 2020). En los ultimos afios, ha
llamado la atencion por sus prometedores avances para la administracion de
farmacos (Li et al. 2019) y para la ingenieria de tejido 0seo en procesos de
reparacion (Eivazzadeh-Keihan 2020). Una fuente natural de silice ampliamente
utilizada es la diatomita o tierra de diatomeas. Es una roca sedimentaria, formada
principalmente por fosiles de fristulos de diatomeas y, en menor medida, por
diferentes particulas clasticas y materiales organicos, considerados impurezas.
Estas impurezas afectan su utilidad a nivel industrial (Harwood 1999). Las
caracteristicas que hacen que la diatomita resulte atractiva para usos industriales
son su baja densidad, alta porosidad, baja conductividad térmica, alto punto de
fusion (1400 °C a 1750 °C), solubilidad en soluciones alcalinas fuertes y acido
fluorhidrico, y ser quimicamente inerte (Harwood 1999). Dentro de sus
aplicaciones comerciales se destaca en materiales para filtros, agentes
aislantes, abrasivos, absorbentes, materiales de construccion, rellenos
minerales, pesticidas, suplementos para el suelo, catalizadores, recubrimientos,
aditivos alimentarios, nanotecnologia, agentes anti-aglomerantes y aplicaciones
farmacéuticas o biomédicas, como la administracién de farmacos (Harwood
1999; Ghobara & Mohamed 2019). Sin embargo, la integridad de los frastulos de
la diatomita no suele ser buena, ya que la presién en los depdsitos subterrdneos
dafia sus estructuras (Jiang et al. 2013). Ademas, esta roca esta formada por
una mezcla de varias especies, obstaculizando la separacion de los diferentes

tipos de frustulos y el aprovechamiento de sus caracteristicas particulares (Jiang

119


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

et al. 2013). La diatomita es un recurso fosil no renovable, y su mineria 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 mayoria
se ubican en las proximidades de la localidad de Ingeniero Jaccobasi (Provincia
de Rio Negro) (Gozalvez et al. 2004, Fusé et al. 2013).

En comparacion con la diatomita, los frastulos de cultivos de diatomeas
presentan mayor integridad, son mas puros al no presentar particulas clasticas
y son mas homogéneos, ya que pueden provenir de cultivos de especies
individuales (Jiang et al. 2013). Los frustulos son un material nanoporoso (Amoda
et al. 2020) y muy diverso, dado que la morfologia es especifica a nivel de
especies (Fu et al. 2022). Este ultimo aspecto es muy importante, dado que las
diatomeas comprenden un grupo muy diverso taxonémicamente presentando
entre 12.000 y 30.000 especies (Malviya et al. 2016). Bajo este contexto, en los
ultimos afos se vienen desarrollando numerosos estudios orientados al potencial
uso de los frastulos en aplicaciones biomédicas, biotecnologicas, ambientales y
nanotecnologicas como: celdas solares (Bandara et al. 2020), control
hemostatico (Wang et al. 2021), dispositivos fotoeléctricos y artefactos de
proteccion UV (Li et al. 2021), remocién de farmacos y purificacion de agua (Yan
et al. 2021), reparacion de huesos (Reid et al. 2021), biosensores y
transportadores de drogas (Sardo et al. 2021), entre otros. Sin embargo, para
gue estas aplicaciones resulten sostenibles a nivel comercial, es importante
optimizar aspectos relacionados con: la seleccion de especies robustas para su
cultivo, métodos de purificacion de los frdstulos, compatibilizacion de los

frastulos en pruebas ambientales, biomédicas y farmacoldgicas, entre otras.

En cuanto a los métodos de purificacion o limpieza de los frustulos, existen
diferentes métodos fisicos y quimicos para eliminar la materia organica asociada
a la estructura silicea. Entre los métodos fisicos se puede mencionar el secado,
autoclave, calcinacion en estufa o calcinaciéon 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 calcinacién pueden ayudar a remover una mayor
cantidad de materia organica, aunque una temperatura elevada también puede
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producir alteraciones en la estructura o composicion de los frustulos (Umera et
al. 2008; Jiang et al. 2013; Van Eyde et al. 2014). Entre los tratamientos quimicos
se puede mencionar, el uso de diferentes &cidos o sustancias oxidantes. Los
més comunes son el &cido sulfarico, el &cido clorhidrico, solucion pirafia
(solucion de acido sulftrico y peroxido de hidrogeno), el acido nitrico y el
peroxido de hidrogeno. Tanto la solucion pirafia como los &cidos sulfarico y
clorhidrico, son &cidos fuertes que tienen efectos muy agresivos, pueden llegar
a dafar la estructura silicea del frastulo y requieren tratamientos posteriores para
terminar de acondicionar el material (Sardo et al. 2021). Por otro lado, los
tratamientos con peréxido de hidrogeno (H202) o acido nitrico (HNO3) son menos
peligrosos, aunque requieren un tratamiento adicional de alta temperatura para

poder lograr una mayor eficiencia de oxidacion (Sardo et al. 2021).

Las nanoparticulas de silice mesoporosas (NPSMs o sus siglas en inglés
MSNP’s), son particulas de origen artificial que se utilizan ampliamente como
vehiculos de administracion de farmacos (Bharti et al. 2015), debido a sus
notables propiedades fisico-quimicas que incluyen, resistencia mecanica,
estabilidad quimica, biocompatibilidad y versatilidad sintética. La estructura
mesoporosa unica de la silice facilita la carga eficaz de los farmacos y su
posterior liberacion controlada en el sitio objetivo. Entre las propiedades
deseables para la utilizacion de silice en sistemas de administracion de drogas
se puede mencionar: area superficial alta, volumen de poros grande y
distribucion estrecha del tamafo de los poros (Bharti et al. 2015). Ademas, el
potencial zeta, los grupos funcionales en superficie y el rango de tamafio de las
nanoparticulas, deben ser tenidos en cuenta para garantizar la internalizacion, la
absorcion, la liberacion controlada y la entrega dirigida de drogas, dado que
influyen en la biodisponibilidad de las mismas (Bharti et al. 2015). La preparacion
de NPSMs fue comunicada por primera vez por cientificos de la Mobil Company
en 1992 y aungue inicialmente se desarrollaron para su uso como soportes de
catdlisis, pronto se descubrié su potencial aplicacion, como sondas de imagen,
sensores, materiales opticos, fotocatdlisis, pilas de combustible, sistemas
eléctricos y, sobre todo, en el ambito de la investigacibn médica (Llinas &
Sanchez-Garcia 2013). La fabricacion de NPSM’s requiere habilidades

avanzadas, que a menudo implican el uso de productos quimicos toxicos, los
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cuales pueden derivar en la formacion de subproductos contaminantes no
reutilizables, haciendo el proceso poco rentable y critico ambientalmente
(Delasoie & Zobi 2019).

En la dltima década, los frdstulos de las diatomeas han sido cada vez mas
reconocidos como un biomaterial prometedor para aplicaciones de
administracion de farmacos (Delasoie & Zobi 2019; Tramontano et al. 2020) El
frastulo representa una fuente alternativa y econdmica de silice 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=0)
(Golubeva et al. 2023). Son materiales micro/nanoportadores ideales, ya que
permiten retener la bioactividad y la naturaleza del farmaco cargado y son
capaces de transportarlo al sitio de accién. Sus caracteristicas quimicas, la
diversidad de sus morfologias, el tamafio y la porosidad, la funcionalizacion de
la superficie ajustable y la biocompatibilidad hacen de los frdstulos de las
diatomeas una herramienta Unica en el campo de las aplicaciones de
administracion de farmacos (Delasoie & Zobi 2019). De acuerdo a este
escenario, una amplia gama de propiedades, factores y condiciones de caracter
fisico, quimico, biolégico y fisiolégico deben cumplirse con el fin de preparar
NPSM’s a partir de frdstulos de diatomeas para su utilizacibn como una
nanoplataforma biomédica.

Frente a este escenario y bajo un concepto de biorrefineria, en el presente
estudio hemos considerado la posibilidad de obtener silice amorfa biogénica de
una manera renovable a partir de frastulos 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 capitulo fue caracterizar las propiedades

fisicoquimicas de los frastulos de Halamphora coffeaeformis y su
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biocompatibilidad con el tejido sanguineo, bajo dos condiciones de cultivo, con

el fin de evaluar su potencial aplicacién en el campo biomédico.

Objetivos especificos

Caracterizar los frdstulos de H. coffeaeformis, obtenidos a partir de
cultivos en fotobiorreactores y en piletas bioenergéticas a cielo abierto, mediante
el andlisis de:

e Morfologia y ultraestructura a partir de microscopia electronica de barrido
(MEB)

e Estabilidad térmica (Analisis termogravimeétrico)

e Composicion elemental superficial empleando espectrometria de
fotoelectrones inducidos por rayos X (XPS)

e Composicion elemental con MEB-EED (SEM-EDS)

e Area superficial (Area BET)

e Potencial-Z y diametro hidrodinamico

e Grupos funcionales EITF (FTIR)

e Evaluar la biocompatibilidad en muestras de sangre entera a partir del

estudio del efecto hemolitico y la fragilidad osmaotica.

Resumen: En primavera de 2021 se realizoé un cultivo de H. coffeaeormis a
cielo abierto, en instalaciones del campus del CERZOS (ver Capitulo 4 de esta
Tesis), y al final del mismo se cosechd la biomasa producida y parte de la
misma se reservo para la caracterizacion de los frustulos. Adicionalmente se
realizd un cultivo en fotobiorreactor para realizar una caracterizacion de los
frastulos bajo condiciones controladas. La hipotesis de trabajo considerada en
este capitulo fue que las propiedades fisicoquimicas y la biocompatibilidad con
el tejido sanguineo de los frastulos de H. coffeaeformis, son adecuadas para

su aplicacion en el campo biomédico.

123



6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Obtencién de biomasa para analisis de frastulos

Para la obtencién de biomasa y caracterizacion de los frastulos, 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 realiz6 un cultivo en un
fotobiorreactor (FBR) cilindrico de 25 litros de capacidad, marca Figmay). Se
usaronl6 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 °C, una intensidad de luz
de 100 pmol de fotones m? s y un fotoperiodo de 12:12 hs luz:oscuridad. Luego
de siete dias, el cultivo fue cosechado. Para ello, se detuvo el sistema de paletas
del FBR y se esperd un periodo 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 centrifuga 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 -18°C
hasta su posterior utilizacion (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 Capitulo 4 de esta Tesis, fue separada y reservada para el

andlisis de sus frustulos.

6.2.2. Limpieza de frustulos por oxidacion y tratamiento

térmico

La limpieza o purificacion de los frustulos se llevé a cabo primero por un
tratamiento quimico de oxidacion de la biomasa, seguido por un tratamiento
térmico de calcinacion de los frustulos.

Para la oxidacion 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 mi

de perdxido de hidrégeno (30 v v?!) (Fig 6.2 A) y sumergidos en un bafio
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termostatizado (FAC Ballus) a 80°C 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
frastulos (F) fueron ubicados formando una capa delgada en cajas de Petri (Fig
6.2 E) y llevados a estufa a 60°C durante 2 dias (Fig 6.2 F). Los frastulos secos
fueron conservados en tubos de centrifuga estériles con tapa rosca en un
desecador hasta su analisis. Los frastulos provenientes de fotobiorreactor seran
nombrados como F-FBR y los provenientes de la pileta tipo raceway como F-
RAC.

Figura 6.2. Oxidacién de biomasa de Halamphora coffeaeformis con perdxido de
hidrégeno. A) Biomasa-RAC en vasos de precipitado de 250 ml con 100 ml de
peréxido de hidrégeno (30 v v1). B) Inicio de la oxidacién de la biomasa en bafio
termostatizado a 80°C. C) Fin de la oxidacion de la biomasa en bafio
termostatizado. D) Biomasa oxidada (Frustulos). E) Frastulos hiumedos en placa

de Petri. F) Frustulos secos en placa de Petri.
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Previamente al tratamiento térmico, se realiz6 un andlisis
termogravimétrico preliminar con los F-FBR, con el fin de determinar el efecto de
la temperatura sobre el peso de los frustulos y de esta manera poder seleccionar
las temperaturas adecuadas para el tratamiento de calcinacion. Para ello, se
colocaron submuestras de 30 mg en un Analizador Termogravimétrico TA
Instruments Discovery TGA-5500 (Fig. 6.3), al cual se le aplicé un flujo de aire
(25 mL min!) hasta alcanzar 1000°C a una velocidad de 10°C min-'.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el analisis
termogravimétrico, los frastulos fueron sometidos a tres tratamientos térmicos
(300°C, 500°C y 800°C), con el fin de completar su limpieza. Para ello, los
frastulos tratados por el método de oxidacion fueron llevados a una estufa con
circulacion de aire, la cual se ajusto a las temperaturas seleccionadas durante 1
hora. También se reservé una parte de los frastulos de ambos cultivos sin
calcinar (60°C, temperatura de estufa de secado), con el fin de realizar futuras

comparaciones. El material fue guardado en tubos de centrifuga estériles con

tapa rosca y conservado en desecador hasta su posterior analisis.

Figura 6.3. Analizador termogravimétrico (TGA 5500) utilizado para realizar el analisis.
6.2.3. Composicion elemental superficial

El andlisis de la composicion elemental superficial de los frdstulos se

realiz6 mediante Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS), con un
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Espectrometro ESCA PHI 548 (Fig. 6.4), equipado con un analizador cilindrico
de doble paso. Esta técnica permite determinar el estado quimico y la
composicion elemental de las primeras capas atémicas de un material
(tipicamente de entre 0.5 a 3 nm de profundidad) mediante la irradiacion de la
muestra con rayos X blandos (Briggs & Grant 2003). En este caso, se empleé la
radiacion no monocromatica del anodo de Al a 250 W (12.5 kV a 20 mA). Los
espectros de resolucion se adquirieron a una energia de paso de 50 eV, lo que
proporciond una resolucion absoluta de aproximadamente +0,5 eV. La presion
base de operacion se mantuvo por debajo de 5X10° Torr. La energia de ligadura
del orbital 2p del siliciose utiliz6 como referencia de carga y se fijo en 102,6 eV.
La deconvolucion de las sefiales se llevo a cabo mediante suma de funciones
Gaussianas y Lorentzianas y resta de fondo de tipo Shirley y. De esta forma, la
estimacion de las concentarciones atomicas de los elementos se llevé a cabo al
relacionar las areas de los picos luego de la sustraccién del fondo, y se

corrigieron en funcién de los factores de sensibilidad atomica correspondientes,

dentro de un error absoluto aproximado del 20%.

Figura 4. Espectrometro ESCA PHI 548
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6.2.4. Morfologiay composicion elemental

El estudio de la morfologia ultraestructural del frdstulo y la composicion
elemental subsuperficial se llevd adelante con un Microscopio Electrénico de
Barrido (SEM), equipado con un sistema de Rayos x de Energia Dispersiva
(SEM-EDS). Este método mide la composicion elemental en un rango entre 700
y 1900 nm (Georget et al. 2021), abarcando la totalidad del frastulo. El estudio
se realizd sobre 20 frastulos elegidos al azar, sobre los cuales se tomd una
micrografia y se analiz6 tamafio y composicion elemental. Para preparacion del
material, submuestras de frastulos tratados por oxidacion y bajo las tres
condiciones de calcinacion fueron montadas en soportes de vidrio, secadas a
temperatura ambiente y metalizadas con oro en un Equipo de Pulverizacion
Ibnica JEOL JFC-1100. Distintas submuestras fueron observadas en un
microscopio LEO, EVO-40XVP (CCT-CONICET, Bahia Blanca). La terminologia
referida a la morfologia del frdstulo sigue la nomenclatura convencional de
Anonymous (1975) y Round et al. (1990). Las micrografias 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 pagina
https://stephaneginier.com/sculptgl/. Finalmente se realizé una impresion 3D con
una impresora CoLiDoTM 3.0. L, obteniendo una réplica tridimensional

representativa de la morfologia de H. coffeaeformis.
6.2.5. Areasuperficial BET

El método BET permite determinar la superficie de un sélido basandose
en la adsorciébn de un gas inerte, generalmente N>, a baja temperatura. La
ecuacion 0 isoterma BET, es la forma mas comun de determinar los valores de
monocapa y area especifica en diversas ramas de la fisicoquimica (Naderi 2015).
En este método, se utiliza la fisisorcion de una monocapa de gas, que suele ser
débil y reversible, sobre un sélido para realizar la medicion. Es necesario enfriar
el sélido y estimar la cobertura de la monocapa. A partir de la cobertura estimada,

se puede calcular el area superficial del material. El calculo del area cubierta
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toma en consideracion la cantidad de gas o vapor utilizado para formar la
monocapa, asi como las dimensiones y el nUumero de moléculas involucradas en

el proceso (Naderi 2015).

El area superficial de los fristulos se midié con un Analizador de Area
Superficial y Tamafo de Poro Nova 1200e (Fig. 6.5).

Figura 6.5. Analizador de Area Superficial y Tamafio de Poro Nova 1200e.

6.2.6. Presenciade grupos funcionales

La presencia de grupos funcionales en los frustulos fue estudiada
mediante Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
utilizando un Espectrofotdmetro Vertex 70 (Bruker). Para la adquisicion de los
espectros, se utilizé una resolucion espectral estdndar de 4 cm™ en el rango

espectral de 4000 a 400 cm™, con 64 acumulaciones por muestra.
6.2.7. Potencial Zeta

La medicion del potencial Zeta (¢) de los frustulos en suspension acuosa
se realiz6 de acuerdo a la técnica de microelectroforesis laser Doppler
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(Bhattacharjee 2016). Es una técnica indirecta que se basa en la determinacion
de la movilidad electroforética y en la aplicacion de ecuaciones matematicas para
su célculo. Cuando una particula con carga eléctrica se dispersa en un medio
acuoso, se produce una doble capa eléctrica (EDL) alrededor de ella como
resultado de la interaccion entre la carga de la particula y las moléculas y iones
del medio acuoso. Al aplicar un campo eléctrico a dicha dispersion, las particulas
cargadas se mueven hacia el electrodo opuesto (electroforesis). El ¢ se deduce
de la movilidad electroforética de particulas cargadas bajo la accion del campo
eléctrico. Refleja la diferencia de potencial entre la EDL de particulas
electroforéticamente maoviles y la capa dispersante que las rodea en el plano de
deslizamiento. Para determinar este desplazamiento, se utiliza un haz laser
incidente y se mide el cambio de su fase o frecuencia causado por el movimiento
de las particulas. Esta medicidon es convertida matematicamente en el valor del
¢ por medio de la ecuacion de Smoluchowski o Huckel, segun el tamafo de la
EDL. (Bhattacharjee 2016). Esta técnica permitio obtener informacion sobre la
carga superficial de los frdstulos a un pH 7.

Para medir el { de los frustulos, se prepararon dispersiones con una
concentracion de 1 mg mL! y se sometieron a tratamiento ultrasénico durante
30 minutos. Se utilizd NaCl 0,01M como electrolito soporte. Las mediciones del

potencial zeta se realizaron usando un Malvern Zetasizer Nano ZS90.
6.2.8. Diametro hidrodinamico e indice de polidispersion

El didmetro hidrodinamico y el indice de polidispersion de las particulas
se analizaron de acuerdo a la metodologia de Dispersion de Luz Dinamica (DLS).
El didmetro hidrodinamico (DH), es una estimacion del tamafio de las
nanoparticulas que tiene en cuenta su composicion, carga, forma e interaccion
con el medio circundante. El indice de polidispersién (IPD) es una estimacion de
la polidispersion de las particulas en suspension, es decir, la variabilidad en el
tamafio de las particulas dentro de una muestra. Esto es particularmente
importante en aplicaciones donde se requiere un tamafio de particula
homogéneo. Los valores de indice de polidispersion (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 interaccion de la luz con particulas en
suspensién y en su movimiento browniano, expresada en una funcion de
correlacion (Bhattacharjee 2016). La funcion de correlacion proporciona
informacién sobre el tamafio de las particulas. Finalmente, los datos obtenidos
de la curva de correlacion son transformados en medidas de diametro
hidrodinamico y distribucion de tamafos utilizando la ecuacion de Stokes-

Einstein:

KT

DH = (Ecuacion 6.1)
6TNR

Donde, DH es el diametro hidrodinamico, K la constante de Boltzmann, T la
temperatura absoluta, n la viscosidad del disolvente y R radio de la particula
esférica.

Para llevar a cabo la medicion del DH, se prepararon dispersiones de frustulos
en agua destilada con una concentracion cercana a 1 mg mL2, las cuales fueron
sometidas a un tratamiento ultrasénico de 30 minutos. Posteriormente, se tomo
1 mL de la suspension y se coloc6 en una celda de vidrio de 12 mm de camino
optico. Pararealizar las mediciones, se empled un instrumento Malvern Zetasizer
Nano ZS90.

6.2.9. Caracterizacion de hemoglobina libre media y

fragilidad osmaotica de eritrocitos

Una vez obtenida la informacion relativa a la caracterizacion de los
frastulos bajo ambas condiciones de cultivo, se analizaron los resultados y se
procedio a la seleccion de los frastulos con tratamientos térmicos de 300 y 500°C
para la realizacion de las pruebas de biocompatibilidad con muestras de sangre.
En este sentido, se evalud el efecto sobre los glébulos rojos en términos de
hemolisis (determinacion de hemoglobina libre) e integridad de la membrana
plasmatica (ensayo de fragilidad osmética). 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 osmatica 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 Guias de
Buenas Practicas Clinicas de la Declaracion de Helsinki (ICH GCP Guidelines),
a la disposicion 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 punciébn venosa empleando EDTA 5 mM como

anticoagulante.
6.2.10. Determinacion de hemoglobinalibre

La determinacion de hemoglobina libre brinda informacion acerca del
efecto hemolitico 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 analiticamente (Rosa et al. 2020).

Los eritrocitos fueron tratados durante 1 hora con una concentracién de 10 ug
mL* de F-FBR 300 y de F-RAC 300. Para esto se prepar6 una suspension de 3
mg de frustulos de H. coffeaeformis en 3 ml de solucion fisiologica (NaCl 0,9%).
Luego se colocaron 0,5 ml de sangre en eppendorfs y se les agrego 0,5 ml de la
suspension de solucion fisioldgica y frustulos. Ademas, se realizé un control con
solucion fisioldgica sin fristulos. Los eppendofrs fueron colocados en un agitador
durante una hora a 40 rpm. Luego, cada muestra se incubé en NaCl (0,9%) a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Se realizé una centrifugacién 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.dI* en tubos
de ensayo y se midieron las absorbancias a 415 nm, 450 nm y 700 nm
(espectrofotbmetro synergy-HT Biotek). Estas absorbancias fueron utilizadas

para estimar la Hb libre media utilizando la siguiente ecuacion (Rosa et al. 2020)

Hb lle‘e medla (mg dL_l) = 155.ABS415 - 130.ABS450 - 124’ABS700

(Ecuacion 6.1)
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Donde ABSa415, ABSas0 Y ABS700 son las absorbancias a 415 nm, 450 nm y 700
nm, respectivamente. Cada tratamiento fue analizado por triplicado.

6.2.11. Fragilidad osmaética

La prueba de fragilidad osmética se emplea para evaluar la resistencia de
los eritrocitos a la ruptura por la accion de la presion osmética sobre la membrana
de los eritrocitos, cuando se colocan en soluciones salinas hipoténicas. Es un
indicador de la relacién volumen/superficie celular, utilizado para evaluar las
propiedades de las membranas citoplasmaticas y el efecto sobre el volumen

intracelular (Alonso-Geli et al. 2015)

La evaluacion de la fragilidad osmotica en los eritrocitos se llevo a cabo
utilizando una serie de diluciones de NacCl. Los eritrocitos fueron tratados durante
1 hora con una concentraciéon de 10 ug mL™* de cuatro de los tratamientos de
frastulos seleccionados (F-FBR 300, F-FBR 500, F-RAC 300 y F-RAC 500).
Luego, cada muestra se incubd en diluciones de NaCl (0-0,9%) a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Se realizd una centrifugacion durante 10 minutos
a 6000 rpm con el objetivo de eliminar las células no lisadas. El porcentaje de
hemolisis se determinG espectrofotométricamente a 540 nm en un lector de
placas multiples (synergy-HT Biotek). Cada condicion se realizo en triplicado y la
hemolisis se expresé como % de la condicion de hemdlisis del 100% (0% NacCl)
(Benson & Swallen 1964). Se analiz6 un control que consistio en el tratamiento
de eritrocitos utilizando una serie de diluciones de NaCl sin el agregado de

frastulos.

6.3. Resultados

6.3.1. Descripcion morfoldgica del frastulo

Micrografias de células y frastulos de Halamphora coffeaeformis obtenidas con
un microscopio electrénico de barrido (SEM) se muestran en la Fig. 6.6. Esta
especie presenta células solitarias con frastulos complejos, similares a un tercio
de una naranja, y con algunas desviaciones de la descripcién tradicional de las
diatomeas pennadas. Considerando su asimetria, 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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tipica preservada mediante la metodologia de punto critico. 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 cingulo. Las valvas son
semi-lanceoladas y asimétricas, con un margen dorsal convexo y un margen
ventral de recto a ligeramente céncavo, en donde se ubica el rafe.
Llamativamente ambos rafes se observan en la misma vista ventral. Células en
vista dorsal elipticas, con extremos rostrados cortos (Fig. 6.6 A). Valvas con
extremos subcapitados (Fig. 6.6 C y G), excepto algunos especimenes mas
pequefios con extremos indiferenciados (Fig. 6.6 B), con un tamafio de 3,2 ym a
7,8 ym de ancho y 15,3 ym a 39,6 uym 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). Estrias 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) estrias dorsales cada 10 um, y 123 (£ 4,5) areolas cada
10 um. En general, las areolas presentan un tamafio de 37,9 (x 9,46) nm. Cingulo
compuesto por varias bandas pleurales que rodean toda la cara valvar (Fig. 6.6
F), mas 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 (x1,5)
poroides cada 10 ym (Fig. 6.6 L y M), con un tamafio de poroides de 91,4 nm (x
24,6 nm).
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Figura 6.6. Micrografias de microscopia electrénica de barrido (SEM) de Halamphora
coffeaeformis. A) Células en vista ventral (superior) y dorsal (inferior); B) Vista externa
de un espécimen pequefio; C-F)Vistas internas de las valvas; C) Valva completa; D)
Detalle del area 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 area central y extremos proximales del rafe; |) Detalle del
extremo de la valva; se observa el extremo distal del rafe; J) Detalle de estrias
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 =4pum; B-M =2 uym.
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La Figura 6.7 muestra los resultados obtenidos con el modelado tridimensional
del frastulo de H. coffeaeformis. La representacion de la morfologia del frastulo
fue exitosa partiendo de micrografias de SEM (Fig 6.7 A), vectorizadas,
ensambladas (Fig. 6.7 B) y ajustadas (Fig. 6.7 C). El resultado final de la
impresién 3 D del frastulo se observa en las Figs. 6.7 D, Ey F. La Fig. 6.7 D
muestra la impresion en vista ventral y la Fig. 6.7 E en vista dorsal. La Fig. 6.7 F

muestra las dos tecas separadas, ademas de suslados interno y externo.

i

S = A

Figura 6.7. Modelado tridimensional de H. coffeaeformis. A Vista interna de valva. B
Imagenes vectorizadas del frastulo ensambladas en el software Tinkercad. C Modelo

del frdstulo ensamblado y ajustado en el sitio web https://stephaneginier.com/sculptgl/.

D-F Impresiones 3-D de frastulos de H. coffeaeformis; D Vista ventral; E Vista dorsal; F
Vistas interna y externa del modelo impreso de las tecas. Barras escala: A = 3 um; D-F

=2cm.
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6.3.2. Analisis termogravimétrico

La Figura 6.8 muestra los resultados del analisis 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) 50°C (2%); 2) 300°C
(11%) y 3) 500°C (9,5%). Por otro lado, a partir de 800°C los valores de la
derivada de pérdida de peso se redujeron a valores préximos a cero, por lo que,

a partir de este punto, la masa se vuelve constante.
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Figura 6.8. Andlisis termogravimétrico de frustulos de H. coffeaeformis obtenidos en
fotobiorreactor (F-FBR). Porcentaje del peso inicial y derivada del porcentaje del peso

inicial en relacién con la temperatura.
6.3.3. Composicion elemental con XPSy EDS

El analisis de la composicion elemental superficial de los frastulos de H.
coffeaeformis (F-FBR y F-RAC) mediante XPS puede observarse en las Fig. 6.9
A y C. Hasta los 500°C, los F-FBR (Fig. 6.9 A) mostraron una marcada
disminucién del porcentaje atdmico de carbono (C) (40,4% a 15 %) y un aumento
de silicio (Si) (18,4% al 26,4%) y de oxigeno (O) (40,2% a 57,7%). Ademas, se
encontré ~ 1,5% de calcio (Ca) en todos los tratamientos, y 1,8% de nitrdgeno
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(N) en el tratamiento a 300°C. En cuanto a los F-RAC, el C disminuy6 hasta una
calcinacion de 500°C (43,25% a 22,25%) y el Siy O aumentaron de 9% a 12%y
de 40,2% a 55,8%, respectivamente. Ademas, se encontré presencia de Ca
(3,36% a 4,27%) y P (4% a 5%) en todos los tratamientos (Fig. 6.9 C).

El analisis de la composicion elemental de los frastulos de H. coffeaeformis
mediante EDS puede observarse en las Fig. 6.9 By D. Los F-FBR (Fig. 6.9 B)
mostraron una marcada disminucién de C (40,9% a 29 %) hasta una calcinacion
de 500°C, mientras que el Si subi6 de 18,6% a 21,1%, y el O aumenté de 31.7%
a 42.6%. Se encontro 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 disminuy0 hasta una calcinacion de 500°C (24% a 21,3%), mientras que el Si
aumento levemente de 20% a 22.7% y el O vari6 entre 44.6% y 49.2%. (Fig. 6.9
D). Adicionalmente, se encontro 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
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Figura 6.9. Resultados de la composicién elemental (CE) de frastulos de H.
coffeaeformis a diferentes temperaturas. CE superficial, medida por XPS (A y C) y CE
medida por EDS (By D). F-FBR (A y B) y F-RAC (Cy D)

6.3.4. Presenciade grupos funcionales

La Figura 6.10 muestra los espectros IF-RTA de los frustulos F-FBR (Fig. 6.10
A) y F-RAC (Fig. 6.10 B) de H. coffeaeformis para cada tratamiento (60°C, 300°C,
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500°C y 800°C). En todos los tratamientos para ambos cultivos, se observaron
bandas de absorcién correspondientes a: hidroxilos (O-H) de grupos Si-OH
(3100 a 3500 cm?), alcanos (C-H) (2939 and 2860 cm™), O-H (1670 cm?), silanol
(Si-O) (956, 445 cm™) y siloxanos (Si-O-Si) (1220 a 1050 cm™, 805 cm™).
Ademas, en F-FBR 60°C, F-FBR 300°C y F-RAC 60°C se observan grupos
carbonilos (C=0) (1732cm™). 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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en pileta tipo raceway (B)
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6.3.5. Areasuperficial BET

La Figura 6.11 muestra los resultados de area superficial medidos con el método
de Brunauer-Emmet-Teller (BET). Los F-RAC (Fig. 6.11 B) presentaron valores
superiores de area BET comparado con los F-FBR (Fig. 6.11 A). Los F-FBR
mostraron un valor maximo de 27 m? g con una calcinaciéon a 300°C, mientras
gue los F-RAC mostraron un valor maximo de 68.6 m? g* también a 300°C. Esta
informacién coincide con el punto de mayor pérdida de peso por calcinacion, que
se encontrd a 300°C (Fig. 6.8).
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Figura 11. Resultados del area superficial BET de frastulos de H. coffeaeformis con
diferentes tratamientos térmicos (60°C, 300°C, 500°C y 800°C) obtenidos en

fotobiorreactor (A) y en pileta tipo raceway (B)

6.3.6. Diametro hidrodinamico (DH), indice de

polidispersion (IPD) y potencial zeta ({)

En la Tabla 6.1 se presentan los resultados correspondientes a DH, IPD y C de
los frustulos de H. coffeaeformis para los diferentes tratamientos térmicos. Los
F-FBR y F-RAC presentaron un DH entre 398,4 nm y 485,3 nmy entre 412,9 nm
y 504.3 nm, respectivamente. El IPD indica que las particulas de los frustulos
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 dispersion en el

medio acuoso Y la presencia de no agregados en los F-FBR.
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Tabla 6.1. Diametro hidrodinamico (DH), indice de polidispersion y potencial zeta (¢) por
DLS (Dynamic Light Scattering) de frastulos de H. coffeaeformis obtenidos en FBR y
piletas tipo raceway para diferentes tratamientos de temperatura (60°C, 300°C, 500°C y
800°C).

F-FBR 60°C - - -34,3 5,48
F-FBR 300°C 398,4 0,307 -33,1 4,63
F-FBR 500°C 485,3 0,462 -34,5 4,7
F-FBR 800°C 483,3 0,415 -33,6 5,04
F-RAC 60°C - - -20.2 3.89
F-RAC 300°C 504.3 0.412 -23.6 5.05
F-RAC 500°C 412.9 0.356 -23.2 4.82
F-RAC 800°C 429.6 0.337 -26.9 4.95

6.3.7. Caracterizacion de hemoglobina libre media y

fragilidad osmaotica de eritrocitos

La mezcla realizada entre la suspension de frustulos en solucion fisiologica y
sangre (1 v v1) no afectd la estructura de los eritrocitos, los cuales presentaron
una apariencia lisa y un tamafio de 5,35 pum (x 0,14 um) (Fig. 6.12). Los ensayos
hematologicos relacionados con el efecto hemolitico de F-FBR y F-RAC a 300°C
no evidenciaron valores de Hb libre mayores a 10 mg.dl* (Fig. 6.13). Este
resultado indica que los frustulos no indujeron hemalisis en las condiciones de
estudio (Rosa et al. 2020).
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Figura 12. Micrografias con MEB de una mezcla de frastulos de H. coffeaeformis con
eritrocitos de sangre humana. A) Fristulos rodeados de eritrocitos. B) Valva y restos de
cbpulas préximos 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
estrias con poros y heliptoglosa central del rafe. Barra de escala: A=30 um; B,CyE =

6cm;DyF=2um.
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Figura 6.13. Hemoglobina (Hb) libre media en plasma sanguineo sometida a 10 ug mL"
! de frustulos de H. coffeaeformis calcinados a 300°C y provenientes .de cultivos en FBR
y pileta raceway. La linea punteada indica el valor de referencia normal de hemoglobina

libre en plasma: hasta 10 mg. dI2.

Con respecto a los resultados de fragilidad osmética 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 300°C, F-FBR 500°C y F-RAC 500°C
no mostraron diferencias significativas con el control. Por otro lado, en
osmolaridades de 60%, 64% y 73%, los F-FBR 300°C 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
300°C 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 osmatica expresada en porcentaje de hemolisis, inducida por un
incremento de la osmolaridad de eritrocitos expuestos a 10 ug mL™ de frastulos de H.
coffeaeformis calcinados a 300°C y 500°C y provenientes de cultivos en FBR y pileta
raceway. Los datos se expresan como el promedio = desviacién estandar de tres
réplicas (DMS, ns: p > 0,05; *: p < 0,05; **: p < 0,01).

6.4. Discusion.

Como se indico en la introduccién de este capitulo, las caracteristicas de los
frastulos, como la morfologia, composicion elemental, presencia de grupos
funcionales, area superficial BET, tamafio y carga eléctrica son importantes al
momento de evaluar su potencial aplicacién. Por otro lado, estas propiedades
varian con la especie, tratamiento de limpieza utilizado, condiciones de cultivo,
fases de crecimiento, entre otras. En el presente estudio, un método de oxidacion
con peréxido de hidrégeno a 80°C durante 12 horas fue completado con un
tratamiento térmico. En particular, el TGA fue una herramienta util para definir

las temperaturas que producen las mayores pérdidas de masa en los frastulos
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de H. coffeaeformis y los tratamientos térmicos a utilizar. Los puntos de mayor
pérdida de peso fueron a 60°C, 300°C y 500°C; mientras que a partir de 800°C
la pérdida de masa registro valores muy bajos, por lo que se consideré que en
estos valores la eliminacién de agua y oxidacion de otros compuestos fue
despreciable. Los frustulos 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 responderian de una manera
similar al efecto de la temperatura. De acuerdo con datos de la literatura, la
pérdida de peso observada hasta los 200°C puede asociarse con la eliminacion
de agua adsorbida en el fristulo (Belmabkhout et al. 2010), mientras que la fuerte
disminucion de peso registrada entre 200°C y 550 °C, corresponderia a la
pérdida de biomoléculas como lipidos, proteinas y silanoles, presentes en la
pared celular (Kadam et al. 2013; Bedoshvili et al. 2007).

Con respecto a la composicion de la pared celular de las diatomeas, el C, Oy Si
son los elementos mas abundantes (Jiang et al. 2013, Leone et al. 2019, Xu et
al. 2021) y su deteccion varia con la metodologia utilizada para su determinacion.
En este estudio, el andlisis con XPS mostré que los tratamientos térmicos
generaron una reduccion en el porcentaje superficial de C hasta temperaturas
de 500°C para los F-FBR y F-RAC, mientras que los porcentajes superficiales de
Siy O aumentaron hasta los 500°C. Esto podria deberse a que el tratamiento de
oxidacion elegido con peroxido de hidrégeno no fue suficiente para oxidar la
totalidad del C que se encontraba en la superficie del frdstulo, y que el
tratamiento térmico fue un complemento importante para su reduccion. A su vez,
los F-RAC presentaron porcentajes de P y Ca superiores a los de los F-FBR.
Estos iones presentes en los frastulos obtenidos en cultivos a cielo abierto,
pueden relacionarse con el gran aumento de salinidad que sufrié el cultivo como
consecuencia de la temperatura y la evaporacion (ver Capitulo 4 de esta Tesis).
Los frustulos de diatomeas tienen la capacidad de adsorber iones y han sido
propuestos para captar Ar3*, Hg3*y Cd?* (Yu et al. 2011; Zhang et al. 2015; Li et
al. 2023). Asi un aumento de iones Ca y P en el agua podrian haber sido
adsorbidos por los frastulos de H. coffeaeformis. Los resultados de composicion

elemental obtenidos con EDS mostraron una tendencia similar que los obtenidos
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con XPS, pero con una magnitud inferior, observdndose una menor reduccion en
el C y un menor aumento en el porcentaje de Siy O. El analisis con EDS muestra
una penetracion en la muestra entre 900 nm y 1700 nm, mientras que el analisis
con XPS es més superficial, con una penetracion de hasta 3 nm, (Briggs & Grant
2003, Garcia et al. 2019; Georget et al. 2021). Asi, la disminucién de C
observada en los frustulos de H. coffeaeformis es principalmente superficial. Es
interesante resaltar, que la disminucion 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 silice del frastulo estad recubierto por sustancias
orgéanicas de la célula viva, aun después de los tratamientos de oxidacion, por lo
gue es adecuado aplicar un tratamiento mas agresivo al material si se desea

obtener una mejor limpieza del mismo (Kadam et al. 2013; Bedoshvili et al. 2007).

Los grupos funcionales tipicos 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=0) (Golubeva et al.
2023). El analisis de los frustulos de H. coffeaeformis indicé la presencia de
grupos funcionales tipicos de diatomeas como grupos Si-OH, O-H, Si-O y Si-O-
Si, relacionados principalmente con la estructura silicea del frdstulo, compuesta
por 6xidos de silicio, y grupos C=0 y C-H relacionados con moléculas organicas.
La presencia de grupos silanol en la superficie podria permitir la funcionalizacion
con medicamentos, agentes de imagen y de blanco en la superficie del material,
como sucede en las nanoparticulas de silice 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. Ademas, Halamphora
coffeaeformis mostré la misma tendencia de disminucién de intensidad en
grupos C-H, C=0 y Si-OH con un aumento de temperatura que Pinnularia sp.
(Van Eynde et al. 2014), por lo que este efecto podria darse en las diatomeas en
general. En el tratamiento a 60 °C pudo observarse una mayor intensidad de
grupos C-H y C=0, en comparacioén con los tratamientos de mayor temperatura.
Por su parte, la disminucién en intensidad de los grupos C=0 y C-H observada
en los F- FBR y F-RAC coincide con la disminucion de C, lo que indica que

mayores temperaturas generan una oxidacion de enlaces C-H y C=0, y en
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consecuencia una disminucién de moléculas organicas. De la misma manera, la
disminucion de los enlaces Si-OH puede explicarse por el aumento de

temperatura (Potapov, & Zhuravlev 2005)

El area superficial BET de las paredes celulares de las diatomeas es una medida
de su superficie total, incluyendo sus cavidades, en relacién a su peso (Walton
et al. 2007). Los valores son especificos 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 frastulos de H.
coffeaeformis, independientemente del origen, alcanzaron sus maximos valores
de area superficial BET a 300°C, siendo 27 m? g* para los F-FBR y 68,6 m? g*
para los F-RAC. Esta informaciéon coincide con el punto de mayor pérdida de
peso a 300°C, en relacién con la disminucion de carbono. Ademas, el area
superficial BET puede verse reducida por altas temperaturas debido a una
reduccion 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 area superficial BET varia con las especies, por ejemplo, los
frastulos de Denticula sp. (tratados con HCI, H20>, estufa o plasma), presentaron
valores entre 16,5 m?2 g y 25,9 m? g (Jain et al. 2022), inferiores a los F-RAC
a 60°C, 300°C y 500°C, pero similares a los obtenidos en los F-FBR. Los frustulos
de Pinnularia sp. (tratados con SDS/EDTA, H202, HNOs3, secado o autoclavado)
presentaron un amplio rango de valores de area superficial BET, entre 8 m? gty
160 m? g, dependiendo del tratamiento de limpieza utilizado (Van Eynde et al.
2014). Por otro lado, especies de diatomeas tratadas con métodos de oxidacion
mas 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 area
superficial BET superiores a los frastulos de H. coffeaeformis. Si bien el area
superficial BET es especifico para cada especie, los métodos de limpieza
utilizados en estos estudios fueron mas agresivos y peligrosos para el
medioambiente que los aplicados en el presente estudio. Algunos ejemplos de
estos tratamientos incluyeron, el método pirafia (una mezcla de acido sulfarico

[H2S04], y peréxido de hidrégeno [H202]), el método con &cido sulfurico y el
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método con HCI. Estos métodos utilizan sustancias altamente contaminantes
(Sipila et al. 2010; Zhang et al. 2018) que ademas necesitan tratamientos
posteriores prolongados y pueden dafiar el frastulo. 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
suspensién (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 particulas tienen potenciales zeta mas pequenos,
es necesario agregar surfactantes para proporcionar mas repulsiones
electrostaticas (Gumustas et al. 2017). En segundo lugar, el potencial zeta
determina las propiedades de adsorcion de un material. Por ejemplo, una
superficie cargada negativamente tendra una mayor afinidad por compuestos
cationicos (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 sdlo
supero6 -25mV a 800°C. 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 frastulos utiles 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
bibliografia para frustulos 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 fristulos de Halamphora subturgida
modificados en nanodendritas metélicas (Bose et al. 2020) e incluso silice
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 i6nica de la solucion, modificando
las propiedades de sorcién del material (Golubeva et al. 2023). En cuanto al DH,
F-FBR 300°C fue el mas pequefio y homogeneo. Por otro lado, dentro de los F-

FBR, el DH mostr6 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 mostré 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 nanoparticulas de silice 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 mas estables a la degradacion y estrés mecanico
en comparacion con otros transportadores de farmacos (Bharti et al. 2015). Los
grupos silanol facilitan la funcionalizacién de la superficie para controlar la carga
y liberacion de medicamentos (Mohanan et al. 2023). La principal desventaja de
las MSNP’s se atribuye a la densidad superficial de grupos silanol que podria
interactuar con la superficie de los fosfolipidos de las membranas de los globulos
rojos generando hemolisis (Bharti et al. 2015), aunque esta desventaja se ve
reducida al unir silanoles con medicamentos (Mohanan et al. 2023). El diametro
hidrodindmico obtenido como resultado de someter los frustulos de H.
coffeaeformis a un tratamiento ultrasénico, mostré valores entre 400 nm y 500
nm aproximadamente, pudiendo ser considerados nanoparticulas despuées de
este proceso (Kohane 2006). De esta forma podriamos obtener nanoparticulas
de silice biogénico, lo que podria significar una ventaja sobre la fabricacion 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 determinacion de hemoglobina libre media y fragilidad osmotica
son importantes para evaluar la biocompatibilidad sanguinea sobre los glébulos
rojos (Cavalu et al. 2018). Los resultados de hemoglobina libre media obtenidos
de F-FBR 300°C y F-RAC 300°C no evidenciaron un efecto hemolitico en la
concentracion evaluada. El ensayo de fragilidad osmatica brinda informacién
acerca de la integridad de la membrana plasmatica. De acuerdo con los
resultados obtenidos, ninguno de los frastulos produjo diferencias significativas
respecto al control a excepcion de F-RAC 300°C, donde se observa un leve
corrimiento de la curva, atribuible a su forma de obtencién y al tratamiento
térmico.
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6.5. Conclusioén

El estudio detallado de los frastulos de H. coffeaeformis revela su potencial
utilidad en el campo biomédico en diversas aplicaciones. La aplicacién de
tratamientos de oxidacién y calcinacion a diferentes temperaturas demostré
cambios significativos en la composicién y propiedades superficiales de los
fristulos. La persistencia de carbono en la superficie, incluso después de
tratamientos agresivos, sugiere la presencia de sustancias organicas adheridas
al esqueleto de silice y destaca la importancia de métodos mas intensivos si se
requiere una limpieza méas efectiva. Ademas, el potencial zeta mostro valores
prometedores, especialmente para los frastulos obtenidos del cultivo en
fotobiorreactor, generando suspensiones estables y no agregativas. La
evaluacion de la interaccion de los frustulos con la sangre revela una baja
alteracion, respaldando su biocompatibilidad. Sin embargo, se observa que
ciertas calcinaciones afectan la fragilidad osmatica de los globulos rojos, 1o que
resalta la importancia de considerar las condiciones de tratamiento para evitar
posibles efectos adversos. En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial
de los frastulos de H. coffeaeformis en aplicaciones biomédicas, pero sefalan la
necesidad de investigaciones adicionales para comprender y optimizar los

procesos que permitan una adecuada aplicabilidad.
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Capitulo 7 - Sintesis y conclusiones generales

Las microalgas han ganado notable atencion a nivel industrial debido que a
través de ellas es posible obtener diversos productos como proteinas, lipidos
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 fosiles, ya que a
través de ellas es posible la produccién 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 fésiles, por lo que es
necesario encontrar alternativas que ayuden a reducir su consumo a valores
sostenibles. En este contexto, la investigacion desarrollada en el marco de esta
tesis se enfocd en evaluar el potencial uso de la diatomea Halamphora
coffeaeformis como fuente de materia prima para la produccion de aceites para
biodiésel, teniendo en cuenta que la seleccion de cepas nativas tiene la ventaja
de que estas especies estan adaptadas a las condiciones locales, una

caracteristica importante para realizar cultivos masivos a cielo abierto.

En primer término, se determinaron, a escala de laboratorio, las condiciones
optimas y el rango de crecimiento a diferentes temperaturas y salinidades
posiblemente encontradas en cultivos outdoor. También se evaluo el efecto de
diferentes salinidades en la acumulacién, cantidad y calidad de lipidos, 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 econdmica a los medios convencionales de laboratorio y se
denomino “medio BAY”. Los resultados obtenidos permitieron determinar que las
épocas del afio propicias para el cultivo a cielo abierto de H. coffeaeformis en la
localidad de Bahia Blanca (38- 45" S, 62- 22" O) son los meses de primavera y
verano. Ademas, para optimizar el crecimiento lo mas adecuado es utilizar una
temperatura de 20°C, una salinidad de 20 %o y una relacién Si:N de 0,5. Por otro

lado, si lo que se busca es optimizar la acumulacién de triglicéridos (TAG),
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conviene que la diatomea crezca a una salinidad de 33 %o y a una relaciéon Si:N
de 0,125. Esta informacion sirvio como base para llevar a cabo la siguiente etapa
de esta tesis, definiendo las condiciones 6ptimas para la generacion de inéculo
de rapido crecimiento, y condiciones adecuadas para maximizar la acumulaciéon

de TAG en piletas a cielo abierto.

En segundo término, se evalu6é el comportamiento de las variables
climaticas, fisicoquimicas y bioldgicas en cultivos batch a cielo abierto de
Halamphora coffeaeformis utilizando medio BAY. Los resultados obtenidos
demuestran que la produccion de in6culos puede ser optimizada mediante el uso
de fotobioreactores con una temperatura de 20°C, una salinidad de 20%o y un
medio de cultivo con una relacién Si:N de 0,5. Bajo estas condiciones, se logré
un rapido crecimiento y en cuatro dias la especie llegd a una fase de crecimiento
estacionaria, obteniendo in6culos fisiolégicamente 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 %o, y una
relacion Si:N de 0,125 para maximizar la acumulacién de TAG. Los resultados
obtenidos muestran que, bajo estas condiciones, la salinidad fue el principal
factor de estrés que estimul6 la acumulacién de TAG. Salinidades superiores a
45%0 mostraron un aumento significativo de la sefial de RN, fluorocromo utilizado
para la deteccion de TAG, y salinidades inferiores no generaron el estrés
suficiente, retrasando el inicio de la acumulacién lipidica. 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 lipidico. Adicionalmente, la salinidad tiene un
efecto inverso sobre la disolucién de los silicatos y fosfatos, generando un alivio
del estrés nutricio y un retraso en la acumulacién de TAG en la especie

estudiada.

La estimacion de las propiedades del biodiésel a partir del perfil de acidos grasos
de la especie, indicd que un biodiésel producido por estos aceites presentaria
caracteristicas que cumplen con los estandares establecidos por Europa (EN
14214) y los EE. UU. (ASTMD 6751-08). Este biodiésel mostraria mejor factor
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de saturacion de cadenas largas y punto de obstruccion del filtro en frio que el
biodiésel producido a parir del aceite de soja. Ademas, la productividad lipidica
del cultivo de H. coffeaeformis mostro ser al menos un 30% superior al cultivo de

soja.

El andlisis ultraestructural en diferentes fases de crecimiento permitié6 observar
el tiempo y los sitios de acumulacion de TAG en la especie, como son las gotas
lipidicas citoplasmaticas (GL) y los plastoglébulos (Pg) ubicados en el
cloroplasto. Ademas, en base al tamafio y cantidad de GL y el estado general de
las células se pudo confirmar que la fase de crecimiento estacionaria tardia es el
periodo mas 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 biologia
celular, sino que también ha proporcionado directrices practicas para la
optimizacion de cultivos bioenergéticos. EI MCF fue el equipo mas sensible a la
hora de hacer un seguimiento de la acumulacion de TAG en células tefidas con
RN; sin embargo, para definir el periodo mas productivo, esta informacion debe
ir acompafiada por un analisis fluorimétrico de la cinética de la intensidad de
fluorescencia del RN. La identificacion de las fases criticas para la acumulacion
de TAG es esencial para maximizar la eficiencia y el rendimiento de la produccién

de biodiésel a partir de microalgas.

Una estrategia que permite aumentar la rentabilidad de la produccion de
biocombustibles, es la de realizarla dentro de un esquema de biorrefineria. 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 frastulo de
H. coffeaeformis como un candidato importante para su uso en aplicaciones
biomédicas. Bajo ciertas condiciones demostrd 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 administracion de medicamentos, donde la dispersion uniforme es
esencial para la eficacia del tratamiento. Sin embargo, se requieren

investigaciones adicionales para comprender plenamente los procesos Yy
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optimizar las condiciones que permitan su aplicacién efectiva y segura. La
integracion de los conocimientos obtenidos en esta tesis con futuras
investigaciones podria abrir nuevas oportunidades para el uso de fristulos de
microalgas en la biomedicina, contribuyendo asi al desarrollo de tecnologias mas
avanzadas y sostenibles.

La presente tesis aporta informacion valiosa para promover emprendimientos
de base cientifico-tecnolégica o spin-off en nuestro pais. La produccién de
biodiésel, a diferencia de los combustibles de origen fosil, se puede realizar de
un modo mas descentralizado, lo cual permite un desarrollo de diversas
instalaciones regionales de pequefia escala, capaces de complementar el
mercado energético local. Por ejemplo, la zona interna del estuario de Bahia
Blanca se caracteriza por extensas planicies de marea, no aptas para la
agricultura y con potencialidad para el desarrollo de biorrefinerias microalgales
(Fig. 7.1); es de facil acceso; provee el agua salobre necesaria para el
sostenimiento de los cultivos y presenta una zona portuaria que ofrece servicios
agiles, flexibles y adaptables a los requerimientos y cambios tecnoldgicos que
exigen las economias internacionales. Aun cuando numerosos retos cientifico-
tecnologicos 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 tecnologia econdmicamente viable y amigable con el ambiente.

156



Biorrefineria de
Halamphora coffeaeformis

Biofertilizante
+

Silicatos

Agua de mar

Preparacién de inéculo

T Mercado

Biomasa residual Silice biogénico

Aplicaciones
biomédicas

Figura 7.1. Esquema de biorrefineria de H. coffeaeformis.
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