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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue determinar el efecto que produce la aplicacion del agua de mar con sanguaza
en la produccién de biomasa micro alga de Nannochloropsisoceanica en condiciones de laboratorio. en la
metodologia se realizo una investigacion explicativa experimental. La poblacion estuvo conformada por la
microalga clorofila Nannochloropsisoceanica. La muestra fueron alicuotas del cultivo de
Nannochloropsisoceanica tomadas diariamente por un tiempo de 10 dias, a las cuales se les evalu6 pH,
temperatura y conteo celular. Nos dio como resultado las concentraciones del medio heterotréfico
sanguaza/agua de mar 5,0% y 10% v/v los cuales presentaron el mayor numero de células/ml producidas en 144
horas de crecimiento. En conclusién se demuestra la potencialidad de uso del medio heterotréfico
sanguaza/agua de mar en estudios escalables a nivel piloto de produccion de biomasa micro alga de
Nannochloropsisoceanica.
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ABSTRACT

The objective of the research was to determine the effect produced by the application of seawater with sanguaza
in the production of microalgae biomass of Nannochloropsisoceanica under laboratory conditions. In the
methodology, an experimental explanatory research was carried out. The population consisted of the microalga
chlorofila Nannochloropsisoceanica. The samples were aliquots of the Nannochloropsisoceanica culture taken
daily for a period of 10 days, at which pH, temperature and cell count were evaluated. We obtained as a result the
concentrations of the heterotrophic sanguaza/ seawater 5.0% and 10% v/ v which presented the highest number
of cells / ml produced in 144 hours of growth. In conclusion, the potential use of the heterotrophic sanguaza /
seawater in pilot scale studies of microalgae biomass production of Nannochloropsisoceanica is demonstrated.
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INTRODUCCION

En un mundo donde los requerimientos econdmicos
para la expansion cambian rapidamente, el petrdleo se
encuentra en el centro de estos cambios; para paises
como Chinay otros, las fuentes del petroleo son el factor
dominante en sus economias (Song et al. 2008).

Debido al agotamiento de las reservas de petréleoy alas
consecuencias ambientales del uso excesivo de los
combustibles fésiles, la produccién de combustibles
alternativos posee gran atencion (Ma y Hanna 1999;
Chisti 2007; Song et al. 2008; Meng et al. 2008;
Kalia&Purohit 2008). Actualmente las fuentes existentes
de energia son: energia termonuclear, solar, edlica,
geotérmica (Veziroglu y Barbir 1992).

De entre los reemplazos a los combustibles fosiles, el
Biodiesel es uno de los mas importantes (Ma y Hanna
1999), ya que puede ser producido a partir de aceites
vegetales, grasa de cocina reciclada, aceites de
desecho, grasa animal y de lipidos provenientes de
microalgas (Van Gerpen 2005; Song et al. 2008).

Las algas (macro y microalgas) han sido utilizadas por
centurias por diferentes civilizaciones en la alimentacion
humana y animal. Las microalgas o algas
microscoépicas, vienen siendo cultivadas de manera
industrial para la produccion de proteinas, vitaminas y
otros suplementos nutritivos; son empleadas en
simbiosis con las bacterias para la remocién de fosfatos
y nitratos de aguas residuales, como biofertilizantes
(Mora et al., 2005). Su cultivo se ha visto incrementado
por ser fuente de acidos grasos insaturados, minerales,
pigmentos, enzimas, aceites esenciales, antibioticos y
otros metabolitos biolégicamente activos (Bermejo et al.,
2002).

Algunos autores han mencionado que las diatomeas
(Bacillariophyta), los dinoflagelados (Dinoflagellata), las
Haptophyta y las algas verdes (Chlorophyta) podrian
contar aproximadamente por el 40, 10 y 6% de las
especies de eucariotas presentes en el fitoplancton
marino actual, mientras que la suma de otros grupos
contribuiriaun 2% (Simon et al., 2009).

Las microalgas son organismos unicelulares que
pueden ser cultivadas muy rapidamente (Chisti 2008), a
diferencia de las plantas poseen una estructura
unicelular sin tallos, hojas o raices permite que la
extraccion de los productos sea mas facil (Avagyan
2008); del cultivo de estas, la obtencién de biomasa es el
principal objetivo, ya que esta es la forma mas comun de
energia renovable, ya que posee un gran potencial para
resolver problemas como el agotamiento de los recursos
no renovables (Miao y Wu 2004; Li et al. 2008).

Las algas microscépicas han merecido considerable
atencién por su potencialidad como fuente de biodiesel,
por la posibilidad de suplir de manera parcial la escasez
de suministro de petréleo y asimismo, se presentan
como una alternativa a los precios elevados de las
materias primas tradicionales, para la obtencion de los
biocombustibles como son la soja, cafia de azucar, maiz,
palma aceitera, colza, grasas animales, residuos de
grasas, entre los mas representativos (Knothet al., 1997;
Lee, 1997; Garibay et al., 2009; Rodolfi et al., 2009).

El uso de microalgas para la produccién de biomasa y
produccion de biodiesel es una alternativa ventajosa

Big Bang Faustiniano 2017; 6(4): Pag.5-10

debido al elevado contenido de lipidos que acumulan,
elevada eficiencia fotosintética, su capacidad de crecer
tanto en aguas marinas, dulces, residuales y salobres,
asi como a su alta velocidad de crecimiento (Garibay et
al., 2009; Xiaoling et al., 2006).

Para el incremento en la obtencién de lipidos el sistema
de cultivo debe poseer ciertas condiciones, entre estas
que el medio sea rico en nutrientes (Paerl et al. 2001;
Sellner et al. 2003; Liu et al.2008; Schenk et al. 2008),
ademas que exista una buena transferencia de la luz
(Sastre et al. 2007), dinamica del medio (Barbosa 2003),
tamafo de burbuja y su distribucién dentro del sistema
(Barbosa 2004), intercambio gaseoso (Eriksen et al.
2008) y la transferencia de masa (Molina Grima et al.
1999).

Se reporta que reunir solo la mitad de biodiesel que
necesita el transporte existente en EE.UU, requiere de
grandes areas de cultivo para producir mayor cantidad
de oleaginosas. En el caso de palma aceitera
(Elaeisguineensis) y jatropha (Jatrophapodagrica),
plantas de buen rendimiento, necesitarian que el 24% y
45% del total de tierra respectivamente, esté dedicado a
su cultivo para cubrir solamente 50% de la necesidad de
combustible de transporte.

Es evidente que en un futuro inmediato la contribucién
de los cultivos de oleaginosas no alcanzara para
reemplazar los combustibles liquidos, por lo que algunas
compafiias estan intentando comercializar biodiesel a
partir de la biomasa algal obtenida en cultivos (Knotheet
al., 1997; Lee, 1997).

Si se lograria implementar el uso de microalgas para
producir biodiesel, entre 1 y 3% del total de area de
cultivo de los EE.UU., serian suficientes para producir la
biomasa que satisfaga el 50% del combustible que
necesita el transporte (Sheehan et al., 1998) y su cultivo
no comprometeria la produccion de alimento, forraje y
otros productos.

Dependiendo de las especies, las microalgas producen
diferente tipos de lipidos, hidrocarburos y otros aceites
complejos (Alvarez y Zarco, 1989; Guschina y Harwood,
2006), de los cuales no todos son adecuados para
producir biodiesel.

La cantidad total de lipidos, asi como la tipologia de los
acidos grasos presentes, ademas de ser especifica para
cada especie, esta ligada a factores ambientales como
la intensidad luminosa, pH, salinidad, temperatura,
concentracion de nitrébgeno y otros nutrientes en el
medio de cultivo (Alvarez, 1989).

Arias et al. (2013) e Hirata et al. (2001) sefialaron que
entre las microalgas de potencial importancia para la
produccion de biocombustibles (biodiesel) que existen
en los cuerpos de agua marina, se encuentran (en
base seca, tienen lipidos): Chlorellaminutissima (57%),
Chlorellavulgaris (57%), Nannochlorissp. (40%),
Nannochloropsisoculata (8% — 54%),
Nannochloropsissp. (24% - 60%) y
Tetraselmissuecica(20% - 54%).

Para la produccién de biomasa algal marina se pueden
emplear: cultivo autotréfico pudiendo utilizar diferentes
fuentes nitrogenadas como urea, fosfato di amonico,
nitratos, nitritos, etc; y en cultivo heterotréfico como
ensilado de pescado puede metabolizar diversos

Octubre - Diciembre 2017 6



aminoécidos y vitaminas, sintetizar acidos grasos poli
insaturados (Bold y Wynne, 1985).

Actualmente se realizan esfuerzos para la generacion de
nuevas metodologias ydesarrollo tecnolégico para la
produccion masiva de microalgas y sus derivados,
mediante el uso de medios de cultivos alternativos. Una
alternativa a los medios de cultivo tradicionales ya
estandarizados (puros y quimicamente definidos, como
el medio Guillard) son los sustratos
organicos,mayormente subproductos de otras industrias
y en cuya composicion se encuentran fuentes de C, N, P,
microelementos y oligoelementos. Utilizandose en la
actualidad diversas harinas (de pescado, soya, lombriz
de tierra, girasol), gallinaza, gas, aceites, melaza de
cafa, exudados gomosos y residuos pesqueros como la
sanguaza (Herreroetal., 1994).

En Peru, los residuos pesqueros se producen en grandes
cantidades como consecuencia de la intensa actividad
de la industria pesquera, que es una de las actividades
extractivas importantes del pais. Los residuos como
visceras, cabezas, piel, huesos y colas, se cuantifican
alrededor del 50% de la materia prima, resultando
finalmente en contaminantes al ser vertidos
indiscriminadamente al medio ambiente, provocando
problemas de contaminacion y enfermedades.

Un residuo de importancia es la “sanguaza”, efluente
constituido por agua, sangre y sélidos de pescado,
generado durante su almacenamiento en pozas y
transporte hacia los cocinadores en las fabricas de
pescado. Sin embargo, estos residuos pueden ser
aprovechados eficientemente si reciben un buen
tratamiento para transformarlos (Gonzales y Marin,
2005).

En nuestro medio existen industrias que generan fuentes
nitrogenadas residuales producto de su actividad,
especialmente la industria de la harina de pescado, la
cual produce liquidos residuales tales como: “agua de
cola”, “agua de bombeo” y “sanguaza”. La utilizacion de
la sanguaza constituye una alternativa de tecnologia
limpia de los ambientes pesqueros, pues una tonelada
métrica de pescado procesado produce 50 litros de
sanguazay a nivel nacional se han generado mas de 500
millones de litros, representando un verdadero problema
en las costas del Peru. Por lo tanto, su uso como medio
de produccién de biomasa algal evitaria la
contaminacién de puertos.La “sanguaza” contiene
cantidades apreciables de proteinas (6,3%), grasas
(3,2%), solidos solubles e insolubles (3,5%), sales
minerales (1,8%) y otros, las cuales podrian ser
aprovechadas para la produccion de la biomasa algal
(Blasetal., 2011).

El Perd como pais que se encuentra en la orilla del
Océano Pacifico y ademas poseedor de una fuerte
industria pesquera que elimina un buen volumen de
“sanguaza”, esta se podria utilizar en un futuro para la
propagacion de biomasa algal oleaginosa para la
produccion de biodiesel (biocarburante), ademas se
podrian obtener otros subproductos como la glicerina y
producir otros productos a partir de la biomasa algal
como alcohol y proteina unicelular. En el Peru se vienen
realizando trabajos de investigacion en la produccion de
biodiesel a partir de microalgas en institutos de
investigacion como IMARPE y en universidades como
Universidad Nacional de Trujillo, Universidad Nacional
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del Santa y otras. A nivel mundial paises como Chile,
Ecuador, Colombia, Brasil, México, Costa Rica, Estados
Unidos de Norteamérica, Espafia y otros, ya tienen
implementados plantas pilotos e industrias de
produccion de biodiesel.

Determinar el efecto que produce la aplicacion del agua
de mar con sanguaza en la produccién de biomasa
microalgal de Nannochloropsisoceanica en condiciones
de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

La poblacién estuvo conformada por la micro alga
clorofita Nannochlropsisoceanica que fue obtenida del
Laboratorio larval de camarones de la Facultad de
Ingenieria Pesquerade la UNJFSC.

Se tomaron muestras de cultivo de nannochloropsisoceanica
diariamente por un tiempo de 10 dias, a las cuales se le
evalud: pH, temperatura y conteo celular.

La sanguaza fue calentada a 70°C por 20 minutos en un
recipiente plastico tapado y luego se sedimentd a 4°C por
1 semana, se separ6 el sobrenadante para formular el
medio de cultivo con agua de mar. En las Figuras 1y 2 se
muestran el proceso de tratamiento de la sanguaza a
70°C por 20 minutos.

Figura 1.Tratamiento de la sanguaza a 70°c x 20 minutos

El agua de mar se sedimento6 por 10 horas y se filtré al
vacio con membrana filtrante de 0,45 um y luego se
esterilizé a 105°C por 10 minutos. En la Tabla 1 se
muestra el andlisis fisicoquimico del agua de mar.

Tabla 1. Anélisis fisicoquimico del agua de mar

COMPONENTE CANTIDAD
Temperatura 22°C
pH 75-7,8
Salinidad 35,0 ppm
CO, 15,0 ppm
Amonio 0,05 ppm
Nitrito 0,05 ppm
Nitrato 0,25 ppm
Alcalinidad 120,0 ppm

Equipo utilizado: Salt Water, Aquaculture test kit model
AQ-4, Code 3635-03 de la Companiia La Motte-USA.

Trabajos Pre-experimentales con cepa microalgal de
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Nannochloropsisoceanica.

Para las pruebas pre-experimentales se formul6 el
medio de cultivo con sanguaza y agua de mar el cual se
regulé a pH 7,6 y luego fue esterilizado a 105°C por 10
minutos.

En la tabla 2 se muestra el protocolo pre-experimental
que se utilizé para delimitar el efecto de la
concentraciéon sanguaza/agua de mar en la produccion
de biomasa de Nannochloropsisoceanica. La
concentracibn de sanguaza/agua de mar probadas
fueron: 2,5; 5,0;10,0; y 15,0 % (v/v), respectivamente.

Tabla 2. Protocolo pre-experimental de la composicion
de los medios de cultivo para la produccion de biomasa
de Nannochloropsisoceanica.

MEDIO DE CULTIVO
COMPONENTES
CONTROL P1 P2 P3 P4

SANGUAZA (ml) - 8375 16,75 335 50,25

AGU&?)E MAR 335,0 326,63 318,25 3015 284,75
MEDIO GUILLARD 175 ) i )

(ml)

INGCULO

Nannochloropsisocea 65,0 650 650 650 650

nica
(mi)
Los cultivos fueron trabajados a temperatura ambiente

y con iluminacién constante. La aireaciéon y la
dosificacion de CO2 fueron constantes.

La densidad celular se determind mediante el uso del
Hemocitbmetro o camara de Neubauer que es un
dispositivo mediante el cual se puede determinar el
numero de particulas suspendidas en un volumen
conocido y de esta manera saber el niumero en el
recipiente original. El recuento se realiz6 con un
microscopio 6ptico binocular con aumento de 400x.

Se utilizé un pH-metro portatil de mesa debidamente
calibrado, para medir el pH de los cultivos microalgales.

Se utilizé un termdémetro de -10°C a 100°C, para medir
la temperatura de los cultivos microalgales y la
temperatura ambiente.

RESULTADOS

Prueba Pre-experimental de la produccidén de biomasa
de Nannochloropsisoceanica utilizando diferentes
concentraciones de sanguaza/agua de mar.

La prueba pre-experimental nos ayud6 a conocer el
comportamiento de la cepa microalgal Nannochloropsisoceanica
en el medio heterotréfico sanguaza con agua de mar. Se evalud
la cantidad de células/ml producidas por unidad de tiempo.

En la Figura 3 y Tabla 3 se muestran las condiciones y
resultados de la prueba pre-experimental de la produccién
de biomasa microalgal de Nannochloropsisoceanica.
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Figura 3. Foto de la prueba Pre-experimental.

Tabla 3. Valores de la biomasa microalgal producida de
Nannochloropsisoceanica en base a la concentracion
de sanguaza/agua de mar probada.

Células /ml
P1: P2: P3: P4

TIEMPO (hr) CONTROL 2,5% 5,0% 10,0% 15,0%
v/v v/v v/v v/v

0 19 19 19 27 16

24 27 68 140 265 405

96 30 85 513 369 612

144 28 80 1050 1420 1050

165 32 120 200 390 530
191 100 110 230 390 890

De esta prueba pre-experimental se puede concluir que
entre las concentraciones de sanguaza/agua de mar:
P2 (5,0%v/v) y P3 (10,0%vV/v) se obtuvieron el mayor
numero de células/ml producidas a las 144 horas o sea
6 dias.

DISCUSION

Nuestro resultado del trabajo de investigacion
utilizando la concentracion de sanguaza/agua de mar
de 5,0y 10,0 %, se acerca al reportado por Silva (2011)
en cuanto al crecimiento maximo de Tetraselmissuecica
utilizando una concentracion de sanguaza/agua de mar
de 4,56% bajo sus condiciones de trabajo.

De los resultados de este estudio de investigaciéon se
demuestra la potencialidad de uso del medio
sanguaza/agua de mar en estudios escalables a nivel
piloto de produccion de biomasa microalgal de
Nannochloropsisoceanica, con miras a la produccién
de biodiesel, debiendose utilizar otro procedimiento de
esterilizacion de la sanguaza para evitar que se
precipiten las proteinas y dificultar la recuperacion de la
biomasa microalgal.
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