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RESUMEN

Objetivo: Determinar las especies mas representativas de microalgas clorofitas aisladas e
identificadas de la bahia de Huacho con potencial aplicaciéon para la produccion de biodiesel.
Métodos: Fue una investigacion explicativa experimental. La poblacién estuvo conformada por
flora marina o sea el fitoplancton donde se encuentran las microalgas clorofitas. La muestra fue de
tipo no estadistico tomada en tres puntos de muestreo. Se evaluaron cuatro métodos de
aislamiento y purificacion: rayado en placas de agar, diluciones sucesivas y subcultivos repetidos,
pipeteo capilar y cultivo en fotobiorreactores en medios liquidos. Para la identificacion se
realizaron preparados humedos de las colonias de microalgas clorofitas aisladas utilizando el
microscopio de campo claro para la observacion. Resultados: Se obtuvieron cuatro cepas
unialgales de clorofitas: Nannochloropsis sp., Chlorella sp., Navicula sp. y Spirulina sp.;
correspondiendo al Nannochloropsis sp. quien presentd mayor densidad poblacional en el medio
de cultivo sélido F/2 Guillard-Ryther. Conclusién: Las muestras de fitoplancton marino
presentaron poca cantidad de microalgas clorofitas (algas verdes) confirmando lo mencionado por
algunos autores.

Palabras clave: Fitoplancton, microalgas clorofitas, cultivo heterotrofico, fotobiorreactor.

ABSTRACT

Objetive: Determine the most representative species of chlorophytes microalgae isolated and
identified of the Huacho bay with potential application in the production of biodiesel. Methods: It
was an experimental explanatory research. The population consisted of marine plant or
phytoplankton is where the chlorophytes microalgae. The statistical sample was not taken in kind
three sampling points. Four methods of isolation and purification were evaluated: agar plates
striped, successive dilutions and repeated subcultures, capillary pipetting and liquid culture media
photobioreactors. For identification were performed wet preparations algae Chlorophyta colonies
isolated using the light microscope for observation. Results: four unialgal chlorophytes strains
were isolated: Nannochloropsis sp., Chlorella sp., Navicula sp. and Spirulina sp.; Nannochloropsis
sp. corresponding who presented the highest population density in the solid medium F/2Guillard-
Ryther. Conclusion: marine phytoplankion samples showed little amount of chlorophytes
microalgae (green algae) confirming mentioned by some authors.

Keywords: Phytoplankton, microalgae chlorophytes, heterotrophic culture, photobioreactor.

' Facultad de Ciencias. Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrion. Huacho, Perd.
? Facultad de Ingenieria Pesquera. Universidad Nacional José Faustino Sanchez Carrién. Huacho, Peru.

Infinitum... (Huacho) 8(2) 2018 [5] _




Luis Alberto Huayna D., José Luis Romero B., William Guzman S., Adelfio Bacilio A., Ricardo Alor Z., Jean Piere Quiliche D.

INTRODUCCION

Debido al agotamiento de las reservas de
petréleo y a las consecuencias ambientales
del uso excesivo de los combustibles fosiles,
la produccién de combustibles alternativos
posee gran atencién (Ma y Hanna, 1999;
Chisti, 2007; Song, Fuy Shi, 2008; Meng et al.,
2008; Kalia y Purohit, 2008). Actualmente las
fuentes existentes de energia son la energia
termonuclear, solar, edlica, geotérmica
(Veziroglu y Barbir, 1992). De entre los
reemplazos a los combustibles fésiles, 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 2005y Song et al., 2008).

Algunos autores han mencionado que las
diatomeas (Bacillariophyta), los
dinoflagelados (Dinoflagellata), las
Haptophyta y las algas verdes (Chlorophyta)
podrian contar aproximadamente por el 40,
40, 10 y 6% de las especies de eucariotas
presentes en el fitoplancton marino actual,
mientras que la suma de otros grupos
contribuiria un 2% (Simon et al., 2009). Las
algas microscopicas han merecido
considerable atencion 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 obtencién de los biocombustibles
como son la soja, cafia de azucar, maiz, palma
aceitera, colza, grasas animales, residuos de
grasas, entre los mas representativos (Knothe
Dunn y Bagby 1997; Lee, 1997 y Garibay et
al., 2009).

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. Arias, Martinez y
Canizares (2013) e Hirata et al. (2001)
sefialaron que entre las microalgas de
potencial importancia para la produccién de
biocombustibles (biodiesel) que existen en los
cuerpos de agua marina es que poseen una
apreciable cantidad de lipidos (en base seca):
Chlorella minutissima (57%), Chlorella

vulgaris (57%), Nannochloris sp. (40%),
Nannochloropsis oculata (8%-54%),
Nannochloropsis sp. (24% - 60%) y
Tetraselmis suecica (20% - 54%).

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
paratransformarlos (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 sanguaza y 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 produccion de biomasa algal evitaria
la contaminacién de puertos. La “sanguaza”
contiene cantidades apreciables de proteinas
(6,3%), grasas (3,2%), sélidos solubles e
insolubles (3,5%), sales minerales (1,8%) y
otros, las cuales podrian ser aprovechadas
parala produccién de la biomasa algal (Blas et
al., 2011).

El Perd como pais que se encuentraenlaorilla
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 produccién
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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 investigacién como IMARPE y en
universidades como Universidad Nacional de
Trujillo, Universidad Nacional 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 producciéon de
biodiesel.

El objetivo del trabajo de investigacion fue
determinar qué factores biolodgicos y
fisicoquimicos influyen en el aislamiento de
microalgas clorofitas de la bahia de Huacho.

MATERIALY METODOS

La poblacién estuvo conformada por flora
marina (fitoplancton donde se encuentran las
microalgas clorofitas oleaginosas) que estan
en las aguas marinas de la bahia de Huacho.
Se tomaron muestras de agua marina en tres
puntos de muestreo o estaciones
oceanograficas de la bahia de Huacho con
ayuda de un bote con motor el dia 03 de
Diciembre del 2015. Los tres puntos de
muestreo se obtuvieron las coordenadas con
un GPS Garmin; estando el primer punto de
muestreo o estacion oceanografica ubicado
aproximadamente a 850 m del muelle
ENAPU, el segundo a 500 m del primero y el
tercero a 500 m del segundo con direccidon
hacia el norte; donde las microalgas que
forman parte del fitoplancton fueron filtradas
por arrastre impulsado en bote con motor de
40 HP a velocidad de 5 nudos por periodos de
10 minutos en los 3 puntos de muestreo,
mediante una red de fitoplancton de 65 a 86
micras. Las muestras fueron colectadas en
recipientes de plastico de 100 ml rotulados y
conservados en el recipiente cooler en
refrigeracion para reducir el crecimiento
bacteriano, hasta llegar al laboratorio de
Biotecnologia de la Escuela Profesional de
Biologia con mencién en Biotecnologia donde
se realizdé el trabajo de aislamiento,
purificaciéon e identificacion de las microalgas
clorofitas. Se determiné en el laboratorio el
analisis fisicoquimico del agua de mar.

Se aplicaron métodos para una colecta natural
de microalgas clorofitas para producir cultivos
monoespecificos o axénicos. Aunque tales
métodos son sencillos, sin embargo, la
preparacion de cultivos axénicos requirid
paciencia y perseverancia. Los medios de
cultivo enriquecidos usados para fines de
aislamiento, purificacidon y conservacion
fueron los siguientes: Medio Guillard F/2
(Guillard y Ryther 1963) y el medio Abonofol,
ya sea en medios liquidos y sélidos (con 15 g/l
de agar-agar) a pH 7,6 y temperatura
ambiental de laboratorio entre 23 °C a 28,5 °C.

Entre los métodos de aislamiento y
purificacion que se utilizaron fueron los
siguientes: 1) rayado repetidos en placas de
agar con solucién nutritiva para microalgas: se
transfirieron pequefas gotas de fitoplancton
con un asa de siembra, extendiendo por
estrias (rompiendo un poco el agar); 2)
diluciones sucesivas hasta 10° y subcultivos
repetidos en medios sélidos y liquidos. Se
establecieron un total de tres placas y tres
tubos por cada dilucion; 4) pipeteo capilar y
lavados sucesivos en placa escavada
multipocillos y subcultivos repetidos en
medios solidos y liquidos; 5) cultivo en
fotobiorreactores con aire, luz artificial y CO,
constantes en medios liquidos de Guillard F/2
y Abonofol (150 ml) y 15 ml de muestra de
fitoplancton. Luego se hicieron estudios
morfolégicos de los cultivos microalgales
puros para su identificaciéon, utilizando el
microscopio o6ptico compuesto y guias de
identificacion de algas marinas.

Una vez establecidas las primeras
poblaciones microalgales puras, ya sean en
medios liquidos o solidos fueron repicadas en
agares y medios liquidos con medios
enriquecidos con la solucién nutritiva para
microalgas. Se emplearon los medios de
cultivo: Medio Guillard F/2 (Guillard y Ryther,
1963), dandole las condiciones favorables
para el crecimiento de las microalgas
clorofitas.

RESULTADOS

Los tres puntos de muestreo o estaciones
oceanograficas en aguas abiertas de la bahia
de Huacho, se muestran en la Tabla 1,
mientras en la Tabla 2, se muestra el promedio
del analisis fisicoquimico de las muestras de
aguade mar.
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Tabla 1. Estaciones Oceanogréaficas en la bahia de Huacho.

ESTACION OCEANOGRAFICA LATITUD LONGITUD
E1 11°07°11.5” 77°37°26.6”
E2 11°06°56.1” 77°37°17.6”
E3 11°06°37.8” 77°37°19.2”

Tabla 2. Andlisis fisicoquimico de agua de mar.

COMPONENTE

CANTIDAD

Temperatura
pH
Salinidad
CO2
Amonio
Nitrito
Nitrato
Alcalinidad

22°C
75-78
35,0 ppm
15,0 ppm
0,05 ppm
0,05 ppm
0,25 ppm
120,0 ppm

Se trabajaron las tres muestras de fitoplancton
muestreados empleando los cuatro métodos
de aislamiento e identificacidon de microalgas
clorofitas, presentando resultados negativos
con los métodos: rayado repetidos en placas
de agar F/2 Guillard-Ryther a pH 7,6,
diluciones sucesivas hasta 10°y siembra en
agar F/2 Guillard-Ryther a pH 7,6 y pipeteo
capilar, lavados sucesivos y siembra en agar
F/2 Guillard-Ryther a pH 7,6; o sea no hubo
crecimiento de microalgas clorofitas. Mientras
que con el cuarto método: siembra en medios
liquidos F/2 Guillard-Rythery Abonofol a pH
7,6 (150 ml), con aireacién, CO,y luz artificial

constante a temperatura ambiente (25 °C a
28,5 °C) por 24 dias de incubacion utilizando
fotobiorreactores de 250 ml de capacidad.
Fueron positivos para las muestras de
fitoplancton M2 y M3 y negativo para la
muestra de fitoplancton M1; los cultivos
positivos presentaron las siguientes
caracteristicas: turbidez de color verde de
diferentes intensidades, que nos esta
demostrando presencia de microalgas
clorofitas. En la Figura 2 se muestran las
condiciones y resultados del crecimiento de
las microalgas clorofitas aisladas a partir de
muestras de fitoplancton.

Figura 2. Aislamiento de microalgas clorofitas utilizando fotobiorreactores en medios
liquidos (F/2 Guillard-Ryther y Abonofol a pH 7,6) a partir de muestras de fitoplancton.
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Luego los cultivos positivos del método cuarto
de 16 dias de incubacion; fueron resembrados
en medios solidos de F/2 Guillard-Ryther a pH
7,5 por duplicado a temperatura ambiente (26
°C a 28 °C)y luz artificial constante por 15 dias
de incubacién, para la purificacion de las
microalgas clorofitas. Se observé poco
crecimiento de microalgaclorofita (colonias de
color verde claro) en el medio sélido que

provenia del medio liquido Abonofol y de
regular a bastante crecimiento de microalgas
clorofitas (colonias de color verde claro y
verde oscuro) que provenia del medio liquido
F/2 Guillard-Ryther. En la Tabla 3 y Figura 3 se
presenta el crecimiento de las microalgas
clorofitas en medios liquidos y sélidos de F/2
Guillard-Ryther

Tabla 3. Purificacion de las microalgas clorofitas aisladas, en medios sdlidos de F/2 Guillard- Ryther.

DIAS DE CULTIVO LIQUIDO RESULTADO DEL CRECIMIENTO EN
INCUBACION PROVENIENTE MEDIO SOLIDO F/2 GUILLARD-RYTHER
M2, Abonofol Poco crecimiento (+1)
M3, Abonofol Poco crecimiento (+1)
8 M2, F/2 Guillrad-Ryther ~ Crecimiento regular (+3)
M3, F/2 Guillrad-Ryther Poco crecimiento (+2)
M2, Abonofol Poco crecimiento (+1)
M3, Abonofol Poco crecimiento (+2)
12 M2, F/2 Guillrad-Ryther ~ Buen crecimiento (+4). Dos tipos de colonias
(verde claro y verde oscuro)
M3, F/2 Guillrad-Ryther  Crecimiento regular (+3). Colonias de color
verde claro.
M2, Abonofol Poco crecimiento (+1). Colonias de color
verde claro.
15 M3, Abonofol Poco crecimiento (+2). Colonias de color
verde claro.

M2, F/2 Guillrad-Ryther

M3, F/2 Guillrad-Ryther

Buen crecimiento (+5). Dos tipos de colonias
(verde claro y verde oscuro).

Crecimiento regular (+3) . Dos tipos de
colonias (verde claro y verde oscuro).

Figura 3. Crecimiento de las microalgas clorofitas en medios solidos de F/2 Guillard-Ryther a

15 dias de incubacion.
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De los medios so6lidos de F/2 Guillard-Ryther a
pH 7,5 sembrados, para la purificacién de
microalgas clorofitas; después de 15 dias de
incubacion se utilizaron para la identificacion
de las microalgas clorofitas a través de
preparados humedos observados al
microscopio de campo claro. Se identificd dos
tipos de colonias de microalgas clorofitas:

colonias de color verde claro
(Nannochloropsis sp), colonias de color verde
oscuro (Chlorella sp., Navicula sp y Spirulina
sp). Las microalgas clorofitas fueron
conservadas en el medio sélido F/2 Guillard-
Ryther. En la Tabla 4 y Figura 4 se presenta los
resultados de identificacion de las microalgas
clorofitas aisladas.

Tabla 4. Identificacion de las microalgas clorofitas aisladas.

M2, F/2 Guillard- 1 ~Verde claro Nannochloropsis sp.
Ryther 3 Verde claro Nannochloropsis sp.

M3, F/2 Guillard- 2 ~Verde oscuro Chlorella sp., Navicula sp.
Ryther 4 Verde oscuro Chorella sp., Spirulina sp.

Figura 4. Microalgas clorofitas aisladas en: (a) Nannochloropsis sp, (b) Chlorella sp y
Navicula sp y (c) Chlorella sp. y Spirulina sp.
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DISCUSION

Segun Alvarez (1994) y Barajas et al. (2011)
sefalaron que entre los métodos mas usados
para el aislamiento de microalgas clorofitas a
partir de muestras de fitoplancton
concentradas se encuentran: rallado en agar,
diluciones seriadas y pipeteo capilar; los
cuales no resultaron efectivas para nuestras
muestras de fitoplancton porque contuvieron
poca cantidad de microalgas clorofitas como
se reportd en el estudio. Esto también es
sefialado por Simon et al. (2009) que
menciona las diatomeas (Bacillariophyta), los
dinoflagelados (Dinoflagellata), las
Haptophyta y las algas verdes (Chlorophyta)
podrian contar aproximadamente por el 40,
40, 10 y 6% de las especies de eucariotas
presentes en el fitoplancton marino actual,
mientras que la suma de otros grupos
contribuiriaun 2%.

En este estudio se concluye que las muestras
se fitoplancton marino presentaron poca
cantidad de microalgas clorofitas (algas
verdes) y asimismo se podria utilizar el cultivo
en fotobiorreactores en medios liquidos para
el aislamiento de microalgas clorofitas para su
posterior purificacion e identificacion.
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