UNIVERSIDAD NACIONAL DE MOQUEGUA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA PESQUERA

DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE
BIOMASA HUMEDA Y HARINA DE TRES ESPECIES
DE MICROALGAS MARINAS: Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata, EN EL
LABORATORIO DE LA UNAM - FILIAL ILO,
DURANTE EL 2017,

TESIS

PRESENTADO POR:

YESICA ALVAREZ MEZA

Para optar el Titulo Profesional de:
INGENIERO PESQUERO
MOQUEGUA - PERU
2017



ACTA DE SUSTENTACION

El jurado suscribiente, ha calificado el trabajo de TESIS:

TlTULADO“DeTeQH'N”C'ONDGLCOW&M'DOPDOT&‘CODEB'OH’*SAHU/”GO”'
S HpRivA ne Tees especies D€ Microalens Marinas: Chlorella
Avlgaris. s Nannochloepsis owlaay. Tetagelmis ghicta,
B0 €L LARRNIORID, PELa UNAM —~ FlLwl Tlo.

PRESIDENTE ING, AL%)RNOP«O Manceto Ga\)zA(_o,f; UADGA‘B

.................................................

MIEMBROS........................—.!—.:.'.\.’.@ Hoeio Rute CHooue

.........................................................................................................................
.............................................................................................................................................................................

Presentado por el (la) Bachiller: ..........ou...... V G‘SCAA\VA%ZHQ’ZA ................................
Participando en calidad de asesor (es): D‘ZA SHQDA He/uD?,Z ’GJ‘NOCA

_ Pteo. ISARCL Da, CARMEN esp)woza Peynoa@
Después de las preguntas respectivas y habiendo el jurado tomado el tiempo para la deliberacién

de la misma.

SE DECLARA APROQADO ....(APROBADO/DESAPROBADO)

PO e DNANIMICAD | (UNANIMIDAD/MAYORIA), con el calificativo de
JRLEMNG. .......... [EXCELENTE/MUY BUENO/BUENO/REGULAR/DEFICIENTE), equivalente

, quedando expedito para que se le confiera el Titulo Profesional de:

llo, 27 de Diciembre del 2017

INGENIERO PESQUERO

mogiegia 0 6 JUL. 2018

i
o



DEDICATORIA

A Dios por llenarme de bendiciones, demostrandome que con
esfuerzo, dedicatoria y valentia se pueden vencer todos los obstaculos, y
sobre todo agradecerle por permitir que mi padre hoy en dia se encuentra

vivo y pueda acompafiarme en esta nueva etapa de mi vida.

A mis padres y hermanas quienes me han acompafado en este largo
caminar brindandome su apoyo incondicional y confianza durante toda mi
vida, quienes me animaron a seguir adelante a pesar de las adversidades

que transcurrieron.

Y en especial a la persona que me acomparfo durante estos ultimos
7 afios, quien con sus ocurrencias siempre me saca una sonrisa, gracias a
mi novio que siempre me acompafia en los momentos buenos y malos

sobre todo por los consejos que dia a dia me brinda.

Gracias a todos por todo.



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de Moquegua por el financiamiento con fondos
de Canon minero, Sobre canon y Regalias mineras por permitir la ejecucion

de la presente investigacion.

A las sefioritas Lucia y Yenni personal de la oficina de la Direccion de
Gestion de la Investigacion, por su apoyo incondicional, ya que sin ellas

hubiera sido imposible culminar la investigacion.

Al Laboratorio Costero de IMARPE - llo, por las facilidades logisticas

brindado para el cumplimiento de la presente investigacion.

Al bidlogo Yhordan Gianfranco Vizcarra Piérola por su tiempo y apoyo
incondicional, brindado en el transcurso del proyecto. Ya que sin él hubiera

sido imposible ejecutar la investigacion.

A la Dra: Sheda Méndez Ancca, asesora de mi tesis, por su orientacion y
apoyo en el desarrollo de la investigacion y el tiempo dedicado.
A la Blga. Isabel del Carmen Reynoso Espinoza por su apoyo en las

innumerables revisiones de esta tesis.

A Luis Enrigue Sosa Anahua, quien me acompafio desde el principio de la
ejecucion de la investigacion y me alentd a no rendirme. Y a todos mis

amigos que me acompanfaron e hicieron que este afio sea inolvidable.



RESUMEN
La investigacion se desarrollo en el laboratorio de microalgas de la
Universidad Nacional de Moquegua — Filial llo, su propdésito fue determinar
el contenido proteico de biomasa humeda y harina de tres especies de
microalgas marinas Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata y
Tetraselmis striata. Las especies fueron cultivadas en agua de mar
enriquecida con el medio F/2 Guillard, se elabor6 la curva de crecimiento y
se determiné el dia de maxima concentracion celular; se obtuvo biomasa
por centrifugacion del cultivo y harina por liofilizacion de la biomasa,
posteriormente los productos fueron analizados proximalmente.
Observandose que la especie C. vulgaris presenté su mayor concentracion
celular en un lapso de 3 a 4 dias de cultivo y la especie N. oculata obtuvo
la menor concentracion celular y su maximo crecimiento de 4 a 5 dias. El
analisis proximal de biomasa humeda mostr6 que la C. vulgaris y T. striata
presenté el contenido mas alto de proteina 30,52% y 27,73%; mientras que
N. oculata obtuvo 9.59%; En el andlisis proximal de harina se encontré que
la N. oculata obtuvo el méas alto contenido proteico de 30.30%, T. striata y
C. vulgaris presentaron 23.76% Yy 16.93% de proteina respectivamente. Sin
embargo, al obtenerse mayor cantidad de biomasa y harina de C. vulgaris
se concluy6 que esta microalga seria la especie mas conveniente a cultivar

como insumo humedo en la elaboracion de “pellets” para peces.

Palabras claves: Microalgas, Biomasa himeda, Inoculo, Liofilizado



ABSTRACT

The research was developed in the microalgae laboratory of the National
University of Moquegua - Subsidiary llo, its purpose was to determine the
protein content of wet biomass and flour of three species of marine
microalgae Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata and Tetraselmis
striata. The species were cultivated in sea water enriched with the Guillard
F / 2 medium, the growth curve was elaborated and the day of maximum
cell concentration was determined; biomass was obtained by centrifugation
of the crop and flour by lyophilization of the biomass, later the products were
analyzed proximally. Observing that the species C. vulgaris presented its
highest cellular concentration in a period of 3 to 4 days of culture and the
species N. oculata obtained the lowest cell concentration and its maximum
growth of 4 to 5 days. The proximal analysis of humid biomass showed that
C. vulgaris and T. striata had the highest protein content 30.52% and
27.73%; whereas N. oculata obtained 9.59%; In the proximal flour analysis,
it was found that the N. oculata obtained the highest protein content of
30.30%, T. striata and C. vulgaris presented 23.76% and 16.93% protein
respectively. However, when obtaining greater amount of biomass and flour
of C. vulgaris it was concluded that this microalgae would be the most
convenient species to be cultivated as a wet input in the elaboration of
pellets for fish.

Keywords: Microalgae, Wet Biomass, Inoculum, Lyophilized
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INTRODUCCION

Es conocido que uno de los cuellos de botella para el desarrollo de la
acuicultura es la alimentacion de los peces con “pellets”, que son
producidos con elevadas proporciones de harina de pescado, insumo que
no sélo es costoso sino que contribuye a incrementar la presion de la
pesqueria de la anchoveta (Engraulis ringens), recurso cuya biomasa esta
disminuyendo drasticamente. Por ello, surge la necesidad imperante de
buscar alternativas equivalentes a la harina de pescado, que tengan
similares cualidades proteicas, y econdmicas que la reemplacen (FAO.,

2013).

Con ese propoésito el presente estudio investigd si es posible reemplazar
total o parcialmente la harina de pescado, en la fabricacién de los “pellets”,
con biomasa humeda y seca de tres especies de microalgas: Chlorella
vulgaris, Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata, Objetivo que se
dilucidé determinando el analisis bioquimico de las biomasas obtenidas en

la investigacion.

Las microalgas representan una fuente proteinica con posibles aplicaciones
en la nutricibn humana y como complemento de piensos animales, debido
basicamente a sus elevados contenidos proteicos, lipidos, almidén, glicerol,
pigmentos naturales o biopolimeros y bajos valores de acidos nucleicos en
comparacién con otras fuentes de proteina unicelular. (Morris, 1999),

(Goémez, 2007).



El género Chlorella se comercializa como suplementos alimentarios,
también algunas especies se comercializan por su valor medicinal, protege
contra la insuficiencia renal y promocién del crecimiento de Lactobacillus
intestinales. Ademas favorece la disminucion en concentraciones de
colesterol sanguineo. (Morris, 1999), (Brennan, L., & Owende, P, 2010),

(Mendoza, H., Jara, A., & Portillo, E, 2011).

Morris, Quintana, Almarales, & Hernandez, (1999), Andrade, Torres,
Montes, & Fernandez, (2007) estudiaron la composicion bioquimica de la
biomasa seca (harina), de la microalga Chlorella vulgaris, cultivada en
régimen autotréfico, evidenciandose un elevado contenido de proteina
bruta y verdadera, entre 30 %, y 56,25 %, y concluyeron que puede ser
utilizada como suplemento nutricional por tener un buen nivel de
aminoacidos esenciales, digestibilidad de la biomasa, con un valor de 75,9
%, y el contenido relativamente bajo de aminoacidos sulfurados. Asimismo,
Morris et al., (1999) menciona ser una alternativa de facil accesibilidad,

bajo costo y alto rendimiento,

Segun Morris et al., (1999) la utilizacion de la biomasa autotréfica de
Chlorella vulgaris como materia prima en la formulacién de suplementos
dietéticos y preparados bioestimulantes, en virtud de su composicion
bioquimica y calidad proteica. (Rincon et al., 2012), sugiere que la harina

de pescado puede ser sustituida parcialmente por la harina de la microalga



Spirulina maxima hasta en un 30% en la elaboracién de dietas para la

alimentacion de alevines de tilapia roja.

(IMARPE, 2008), (Aguilar, 2011), (Ynga Huamén, 2011), (Liza Sal y Rosas,
2015), (Méndez, 2017), desarrollaron el cultivo de varias cepas de
microalgas: Chaetoceros gracilis, Chaetoceros muelleri, Phaeodactylum
tricornutum, Navicula salinicola, Chlorella ellipsoidea, Chlorella vulgaris,
Tetraselmis striata, Isochrysis galbana, Pavlova lutherii (Monochrysis
lutherii),  Nannochloropsis  maculata, = Nannochloropsis  oculata,
Nannochloropsis spp., en sistemas controlados aplicando diversas técnicas

de cultivo.

Por ello, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar
el contenido proteico de la biomasa hiumeda y de la harina de tres especies
de microalgas en condiciones semi controladas, y obtener la microalgas con
mayor contenido proteico, esta es una base que permitira en el futuro usar
como fuente nutritiva a las microalgas para la elaboracién de alimento para
peces “pellets” que tenga un alto contenido de proteinas que equipare a la

harina de pescado.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Es conocido que uno de los punto criticos para el desarrollo
de la acuicultura es la alimentacion de los peces, y las empresas que
producen “pellets” alimentos para peces, usan como insumo
principal la harina de pescado, hecha en base a la anchoveta,
recurso cuya biomasa esta disminuyendo drasticamente por la pesca
excesiva, por ello estamos frente a una realidad en la que ya no
puede seguir usandose el recurso referido como materia prima

primordial para la produccion de harina de pescado.

Otro de los problemas del uso de la harina de pescado son sus
costos elevados por ellos se debe investigar otras alternativas que
tengan similar contenido proteico a la harina de pescado, esto como

insumo principal para producir alimento para peces.

Ante esta realidad problematica surge la idea de complementar las
dietas alimenticia de peces (pellets), por una harina alternativa hecha
en base a la biomasa himeda y seca de microalgas, pretendiendo
con ello fortalecer la alimentacién en la acuicultura, con esa intencion
el presente trabajo consiste en determinar el contenido proteico de

la biomasa humeda y seca procedente de un cultivo de tres tipos de



microalgas, que tienen un alto contenido proteico ademas de lipidos
insaturados de alta calidad como son el omega 3 y omega 6,
requerimientos nutricionales necesarios que permiten el crecimiento

optimo de los peces en un cultivo.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1 INTERROGANTE GENERAL

¢ Cuél es el Contenido proteico de la biomasa hiumeda y de la
harina de tres especies de microalgas marinas; Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata cultivada en el
laboratorio de la Universidad Nacional de Moguegua durante el afio

20177

1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

La acuicultura es una actividad que estda en apogeo,
mostrando una tendencia en su crecimiento cada vez mas acelerada,
por ello se viene desarrollando en forma exitosa en diferentes paises,
no solo porque genera mayores ingresos para las empresas
dedicadas a esta actividad sino puestos de trabajo directo e indirecto
para las personas. Para que el grado de rentabilidad de estas
empresas sea el maximo, los costos en la produccion deben

reducirse al maximo, sobre todo en los precios del alimento “pellets”,



por cuanto este insumo representa el 50% del gasto total de las
empresas piscicolas. Y siendo que el alimento para peces “pellets”
estd hecho con harina de pescado, insumo costoso, es preciso
buscar una alternativa de insumo de similar contenido proteico que
aporte a la elaboracion de alimentos para peces. La produccion de
fuentes alternativas de alimentos es de suma importancia y el cultivo
de las microalgas Spirulina representa una de esas alternativas,
puesto que su velocidad de crecimiento es mayor a la de los cultivos
agricolas y muy similar a la de microorganismos como levaduras y

bacterias, duplicando su biomasa de 3 a 5 dias. (Jourdan, 1999).

Por ello, el presente trabajo de investigacibn es una base que
permitird en el futuro usar como fuente nutritiva a las microalgas para
la elaboracion de alimento para peces “pellets” que tenga un alto

contenido de proteinas que equipare a la harina de pescado.

1.4. OBJETIVO

1.4.1 Objetivo General

Determinar el contenido proteico de biomasa humeda y harina de
tres especies de microalgas marinas; Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata, cultivadas en el
laboratorio de la Universidad Nacional de Moquegua — filial llo,

durante el 2017.



1.4.2 Objetivos Especificos

a) Cultivar las microalgas marinas en laboratorio de Microalgas en
la UNAM - Filial llo hasta la obtencion de biomasa humeda y
harina de microalgas.

b) Evaluar el crecimiento de las tres especies de microalgas
marinas en laboratorio.

c) Determinar el andlisis proximal como biomasa humeda y como
harina de microalgas comparando los valores obtenidos de

proteinas por cada una de las especies de microalgas

1.5. FORMULACION DE HIPOTESIS

1.5.1 Hipotesis general

Las especies de microalgas seleccionadas presentan
diferente contenido proteico tanto en las condiciones de biomasa
himeda como en la harina cultivadas en el laboratorio de Microalgas

de la Universidad Nacional de Moquegua - Filial llo.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

El andlisis proximal de la microalga Spirulina se encuentra bien
estudiado, es notorio su enorme porcentaje proteico entre 65y 71%,
ademas de la presencia de aminoacidos esenciales necesarios para
la dieta de cualquier individuo vivo en desarrollo (El-Sayed AM,
1991).

Se estudié la composicion bioquimica de la microalga Chlorella
vulgaris, cultivada en régimen autotréfico, donde se evaluo la calidad
de proteina de la biomasa seca, se evidencid un elevado de
contenido de proteina bruta y verdadera, superiores al 40 y 30 %,
concluyendo que puede ser utilizada como suplemento nutricional.

(Humberto J. Morris Quevedo, 1999).

Pequefias cantidades de Spirulina en la dieta de peces produce
efectos significativos sobre el crecimiento, la utilizacién del alimento,
la condicion fisiolégica, la respuesta al estrés, la resistencia a
enfermedades, asi como en la calidad de la carne en cuanto al
contenido de grasa y coloracion (Coverti A, Lodi A, Del Borghi A,

Solisio C., 2006), (Ramirez L, 2006).



En la investigacion de obtencion de harina a partir del cultivo de
Chlorella vulgaris y su andlisis proteico; asi mismo la obtencion de
proteina a partir organismos unicelulares es una alternativa de facil
accesibilidad, bajo costo y alto rendimiento. Cultivando la microalga
Chlorella vulgaris a nivel de laboratorio, transformandola en harina,
determinando la composicidon bioquimica y las caracteristicas del
perfil de aminoacidos esenciales. Las mediciones de concentracion
de proteina bruta revelaron valores relativamente altos, 56,250%,
con un buen nivel de aminoacidos esenciales. (Ricardo D. Andrade,
2006).

IMARPE - llo 2008. Informe anual “Condicionamiento de
reproductores y obtenciéon de semillas de concha de abanico
Argopecten purpuratus (Lamarck, 1819), en un sistema controlado
experimental en el puerto de ll0”, las cuales contiene la aplicacién de
técnicas de cultivo de microalgas donde se trabajaron con 07 cepas
de microalgas: Chaetoceros gracilis, C. muelleri (México),
Phaeodactylum tricornutum (Espafia), Isochrysis galbana var.
tahitiana, Pavlova lutherii (Monochrysis lutherii), Nannochloropsis
maculata y N. oculata. (IMARPE, 2008).

Las microalgas presentan caracteristicas atractivas para la
obtencién de proteinas. Estan pueden cultivarse en dos tipos de
sistema: sistemas abiertos, pueden ser viveros 0 estanques y

sistemas cerrados, como el caso de los fotobioreactores,



proporcionan a las microalgas un ambiente controlado para su
crecimiento; sin embargo, los costos de produccion son mas
elevados, que podrian reducirse si se colocan cerca de industrias
gue emitan gran cantidad de COz2, con la finalidad de favorecer el
secuestro de carbono y paralelamente un incremento en el
crecimiento. (Garibay-Hernandez, 2009).

La harina de pescado puede ser sustituida parcialmente por la
harina de la microalga Spirulina maxima hasta en un 30% en la
elaboracion de dietas para la alimentacion de alevines de tilapia roja,

segun (Rincon DD, 2012).

2.2BASES TEORICAS

2.2.1 Microalgas

Las microalgas pueden definirse como organismos
unicelulares eucariotas y fotosintéticos. Las microalgas son
esenciales en la produccion primaria dentro de la cadena tréfica, que
es al mismo tiempo, la primera formadora de materia organica.
Poseen un tamaio promedio de entre 5 y 50 ym, lo que las hace
facilmente digeribles por muchos organismos cuya principal fuente
alimenticia es el fitoplancton, poseen clorofila-a lo que les da un
aspecto verdoso similar al de las plantas, por lo cual necesitan de la

luz para desarrollarse y crear materia organica. (Morales & A, 2015).
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2.2.2 Tipo de Condiciones de Cultivo de microalgas

Hay cuatro grandes tipos de condiciones de cultivo de microalgas

siendo estas (Bermeo, 2011):

Fotoautroficos: Los sistemas de cultivo fotoautroficos cuando
se usa la luz solar como fuente de energia y el carbono
inorganico para formar energia a través de la fotosintesis.
Heterotrofos: Los cultivos en condiciones heterotréficas
significa que ciertas especies de microalgas pueden crecer en
presencia de carbono organico (como la glucosa, acetato,
glicerol, fructosa, sacarosa, lactosa, galactosa) y bajo
condiciones de oscuridad.

Mixotréficos: Los cultivo de microalgas mixotréficos las
microalgas son capaces de vivir en cualquiera de las condiciones
fototroficas o heterotricas.

Fotoheterotroficos: Los cultivos fotoheterotréficos necesitan la

luz y compuestos organicos como fuente de carbono.

2.2.3 Formas de Cultivo

Existen dos tipos basicos de cultivo de microalgas y estas son:
Cultivos abiertos : son los cuales la biomasa se encuentra
expuesta a las condiciones del ambiente (Hernandez-Pérez A. &

Labbé, 2014).
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- Cultivos cerrados: (también llamados fotobiorreactores) en los
gue es posible aislar la biomasa de factores ambientales tales
como contaminacion y la lluvia. (Hernandez-Pérez A. & Labbé,

2014).

2.2.4 Descripcion de Chlorella vulgaris

Es un género de alga verde unicelular, sus células tienen
forma esférica y miden de 2 a 10 ym de diametro, no poseen flagelo.
Es una especie de microalga que se reproduce rapidamente através
de la fotosintesis en medios autotréficos, heterotroficos vy
mixotroficos. La Chlorella vulgaris es una de las especies mas
estudiadas e investigadas como un recurso para reemplazar los

combustibles fosiles y para alimento. (Bermeo, 2011).

Taxonomia

Imperio ; Eukaryota

Reino : Plantae

Phylum : Chlorophyta

Clase : Trebouxiophyceae

Orden : Chlorellales

Familia : Chlorellaceae

Género : Chlorella

Especie : Chlorella vulgaris
(Beyerinck)

Fuente: (Alagabase, 2017).
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http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=86701
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=1
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=97241
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4356
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4515
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=4961
http://www.algaebase.org/browse/taxonomy/?id=6964

2.2.5 Descripcion de Nannochloropsis oculata
Nannochloropsis son algas marinas unicelulares de flotacion

libre, con células subesférica, de 2 - 4, micras del diametro. O

cilindrica, 3 - 4 x 1.5 micras. Cloroplasto pariental amarillo — verde.

(Antia, N. 3. & Cheng, J. Y, 1982).

Taxonomia
Imperio Eukaryota
Reino : Chromista
Phylum Ochrophyta
Clase : Eustigmatophyceae
Orden : Eustigmatales
Familia Monodopsidaceae
Genero Nannochloropsis
Especie : Nannochloropsis  oculata

(Droop) D.J.Hibberd
Fuente : (Algabase, 2017).
2.2.6 Descripcion de Tetraselmis striata
Tetraselmis striata es una microalga unicelular de color verde
que forma pequefias colonias, cada una cuenta con su propia
envoltura y mucilago transparente, agrupandose en 2 células de
forma sub esféricas, y su tamafio celular es de alrededor de 10 pm.

de didmetro. (Ohse, y otros, 2008).
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Taxonomia

Imperio Eukaryota

Reino ; Plantae

Phylum Chlorophyta

Clase : Chlorodendrophyceae

Orden ; Chlorodendrales

Familia Chlorodendraceae

Género Tetraselmis

Especie Tetraselmis striata
(Butcher)

Fuente: (Algaebase, 2017).

2.2.7 Microalgas con mayor contenido de proteinas
En cuanto la informacion nutricional con mayor contenido

proteico de microalgas, tenemos: (Cuadro 01)

Tabla |. Contenido de proteinas en microalgas

Especie Proteinas
(% en peso base seca)
1. Espirulina maxima 60-70
2. Espirulina platensis 46 — 63
3. Chlorella vulgaris 51 -58
4. Nannochloropsis sp. 12 - 53
5. Tetraselmis maculata 52

Fuente: (Mata, 2010).
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2.2.8 Biomasa de microalgas

La biomasa de las microalgas contiene tres componentes
principales: las proteinas, cuyo porcentaje sobre el peso seco puede
variar del 46-63%; los carbohidratos, con porcentajes generalmente
entre el 10-17%; y los lipidos, con porcentajes que varian del 4-61%.
En menor medida; se encuentran los acidos nucleicos. De todas
ellas, los lipidos son las biomoléculas de mayor interés en el proceso
de obtencion de biocombustibles. La biomasa que presentan los
cultivos de microalgas, son para saber cuél es la proporcion de

alimento que se va a suministrar. (Richmond, 2004).

2.2.9 Crecimiento de microalgas

Esta plasticidad metabdlica les permite adaptarse a diferentes
ecosistemas y procesos biotecnolégicos, generando biomasa que puede
ser usada en la producciéon de alimentos, concentrados, compuestos
bioactivos, biocombustibles, en la biorremediaciéon y la produccion de

biofertilizantes.

En el cultivo de microalgas se hace necesario el conocimiento de la
cinética de crecimiento de cada especie en cada determinado volumen
independientemente de la especie y el volumen al que es cultivada se
reconoce un patron estandar de crecimiento indicado por las siguientes

fases (Thake, Fogg G E and B, 1987). (Figura 1). Siendo estas:
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Fase de adaptacion: En donde no ocurre incremento en el nimero de
células pudiendo incluso llegar a disminuir en nimero con respecto al
inoculo inicial.

Exponencial: Ya una vez adaptadas al medio de cultivo las microalgas
comienzan a multiplicarse puesto que la division da lugar a nuevas
células que son capaces de dividirse el aumento en nuimero de
microalgas se acelera continuamente en forma exponencial.

De declinacion relativa de crecimiento: En este caso conforme el
cultivo va creciendo se da una disminucion de nutrientes cambios de
pH y alteracién de otros factores como consecuencia del incremento
de la poblacion de ahi que las microalgas disminuyan su tasa de
division celular.

Estacionaria: Cuando ya no se aprecia una division celular neta esto
es que el numero de células alcanzado se mantiene constante por
cierto periodo de tiempo debido al balance entre la natalidad y la
mortalidad que presenta la poblacién en cultivo.

De muerte: Las células pueden durar en fa fase anterior semanas e
incluso meses aunque lo mas normal es que comiencen a morir es

entonces cuando se presenta esta fase.
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Figura 1. Curva representativa de crecimiento de un cultivo estéatico
de microalgas (Modificado de Thake 1987)

Densidad
cejular 2

Tiempo

1. Fase de adaptacién 2. Fase de crecimiento exponencial 3. Fase de

declinacion relativa de crecimiento 4. Fase estacionaria 5. Fase de muerte

2.2.10 Reproduccién de microalgas

La reproduccion es la manera de asegurar la sobrevivencia de
una especie a lo largo del tiempo, y en buena medida es
responsable de la biodiversidad del planeta. Existen dos tipos de
formas de reproduccion: la asexual y la sexual. La primera es la
mas sencilla y se presenta entre organismos como las bacterias y
las amebas; la segunda involucra la union de células reproductivas
0 gametos a lo que se le conoce como fecundacién. (Karim, 2001).

Entre ellas tenemos:

Reproduccién Asexual: suele ser por division simple,

originAndose dos a mas células si estan provistas de flagelos
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tienen movilidad y se le denomina zoosporas y las que no tienen

flagelos se les denomina aplanosporas.

Se mencionan las siguientes fases:

a) Division mitotica

b) Formacién de zoosporas o aplanosporas
c) Produccion de autoesporas

d) Fragmentacion

e) Acinetos

- Reproduccion sexual; en este ciclo se unen dos células llamadas
gametos para dar como producto una célula encargada de

perpetuar a la especie. Se mencionan las siguientes fases:

a). Isogamia: Gametos morfolégicamente idénticos

b). Anisogamia: (heterogamia), gametos diferentes en tamafo o

en morfologia interna.

c). Oogamia: Es un caso extremo de anisogamia,el gameto
femenino no posee flagelos (oosfera), los gametos masculinos

son moviles (anterozoidez).

d). Citogamia: Fusion de contenido celular por un puente de

fusion.
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2.2.11 Fases del Cultivo microalgal, IMARPE-Sede llo

- Fase de Cepario

Las cepas aisladas, seran mantenidas en medio liquido (contenidas
en tubos de ensayo) y en medio sélido (placas petri),
proporcionandoles nutrientes, condiciones de iluminacion constante
y temperatura (20 £1 °C), factores necesarios para su crecimiento.
Se transferiran 3 gotas de in6culo de la cepa antigua en tubos de 10
ml, utilizando una micropipeta estéril previamente flameada en el

mechero y en condiciones de estricta asepsia. (IMARPE, 2008).

- Fase Inicial

En esta fase los cultivos se desarrollaran en matraces de 250 y 500
mL de capacidad, los cuales contienen 150 y 300 mL de agua de mar
esterilizada y enriquecida, respectivamente. En los matraces de 250
mL, se inocularan 50 mL de la especie de interés, flameando la boca
del matraz en el momento del repique. Se rotulard colocando el
nombre de la especie, fecha y se tapara con papel aluminio.

Luego, seran colocados en la estanteria bajo temperatura y luz
constante 'y renovados dos veces por  semana.
En los matraces de 500 mL se inocularan 50 a 100 mL de la especie
de interés provenientes de la produccién obtenida en los matraces

de 250 mL, flameando la boca del matraz en el momento del repique,
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teniendo cuidado de no transferir las células sedimentadas (concho).
Se rotula (nombre de la especie y fecha) disponen de un tapén
provisto de un capilar para el suministro de aire y son ubicados en
Su estanteria con temperatura y luz constante. Su renovacion

depende de la produccion requerida. (IMARPE, 2008).

- Fase de Cultivo Intermedio

Los cultivos de microalgas se desarrollaran en volimenes que van
desde 1 a 5 L. Estos se dispondran en matraces de 1000 mL (con
800 mL de agua de mar esterilizada y enriguecida), en los cuales se
adicionan 100 mL del inéculo de la especie de interés. Se rotularan
y se les coloca el tapdn y capilar para disponerlos en su estanteria
con temperatura y luz constante.

Las botellas de 5 L de capacidad, son “cebadas” con agua de mar
esterilizada (3 repeticiones), para evitar la acumulacién de residuos
contenidos en el agua potable. En estas botellas se vierten 4 L de
agua de mar filtrada (1), irradiada por UV y “envejecida”. Luego, se
adicionan 0.13 mL de Proline F/2 AlgaeFood (Part A y Part B) por
cada litro de agua de mar esterilizada. Posteriormente se inoculan
con cultivos procedentes de los matraces de 1L. Finalmente, se
colocan las tapas y el capilar para el suministro de aire y se colocan

en estanteria bajo temperatura y luz constante, se registrara
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diariamente la temperatura, intensidad luminica y semanalmente el

oxigeno disuelto, pH y salinidad. (IMARPE, 2008).

- Fase de cultivo masivo

Los volumenes de cultivo van de 20 a 150 L. Las bombonas de 20 L
son cebadas 3 veces con agua de mar esterilizada, para evitar la
acumulacion de residuos contenidos en el agua potable. Se
suministra 15 L de agua de mar filtrada (1), irradiada por UV y
‘envejecida” y se adicionan 0.13 mL de Proline F/2 Algae Food
(PartA y Part B) por cada litro de agua de mar esterilizada y solo en
el caso de diatomeas 0.0l1g de Metasilicato de Sodio.
Posteriormente, se inocula con cultivos procedentes de las botellas
de 5 L que presenten las mejores caracteristicas de crecimiento
(color caracteristico y morfologia 6ptima). Se coloca papel aluminio
y el capilar para el suministro de aire. Inmediatamente se les ubica
en la estanteria bajo temperatura y luz constante. Los tanques
verticales de fibra de vidrio (250 L de capacidad) son cebados con
agua de mar micro filtrada hasta 1y e irradiada con UV, con flujo

bajo. Posteriormente se les agrega 130 L de agua esterilizada.

Luego, se adicionan 0.13 mL de Proline F/2 Algae Food (Part Ay
Part B) por cada litro de agua de mar esterilizada y 0.01g de

Metasilicato de Sodio solo en el caso de diatomeas. Se suministra

21



aire constante y moderado para agitar la columna de agua y se
inocula con la especie de interés procedente de las bombonas de
20L (02 bombonas por tanque). Las botellas de 20 L deben
permanecer sin aire (1 hora aproximadamente) antes de su
inoculacién, para que sedimenten las células muertas (que
conforman el “concho”) y no se transfirieran al tanque vertical. Se
rotulan los tanques (especie objetivo y fecha de inoculacion) y se

mantienen bajo temperatura y luz constante. (IMARPE, 2008).

2.3DEFINICION DE TERMINOS

2.3.1 Microalga

Las microalgas son microorganismos unicelulares marinos o de
agua dulce microscopicos, que tienen la capacidad de realizar la
fotosintesis. Ademas, tienen una mejor disponibilidad para asimilar
Carbono en forma de Didxido de Carbono y otros nutrientes del
medio acuoso. Microalgas son fotoautotrofos (fotosintéticas).

(Borowitzka, 2010).

2.3.2 Contenido proteico total de microalgas

Los componentes organicos principales de la biomasa

microalgal son las proteinas los que varian, dentro de una misma
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especie, segun las condiciones de nutricion, y temperatura a las que

se somete el cultivo. (MORRIS, 2002).

2.3.3 Biomasa humeda de microalgas

La biomasa humedad es la cantidad de agua que contiene la
microalga; es la diferencia entre el peso total de la microalga, VY el
contenido en agua.
Las microalgas estan presentes en cualquier medio natural donde
exista una fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con
un intervalo apropiado de temperatura. Hasta la fecha se han

descrito mas de 40.000 especies. (Elliott, 2012).

2.3.4 Liofilizado de microalgas

La liofilizacion consiste en desecar un producto previamente
congelado, lograndose la sublimacién del hielo bajo vacio. Por lo
tanto el paso directo del hielo (solido) a gas (vapor), que en ningun
momento aparezca el agua en su estado liquido. (Eider Eraza

Moreno, 2017).

2.3.5 Centrifugacion
Aparato diseflado para acelerar las separacion de particulas
sélidas suspendidas en liquidos, la velocidad la cual sedimenta

depende del tamafo de particula viscosidad de liquido y fuerza
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gravitacional.. La célula se ve sujeta a dos fuerzas en sentido
opuesto una al fondo del tubo y otra opuesta a la viscosidad del

medio. (Rubio, 2001).

2.3.6 Céamara Neubauer

Es un instrumento de precision hecho de vidrio Optico
especial. Se utiliza para contar células u otras particulas en
suspensiones bajo el microscopio. (GOMEZ CASTILLO, 2012)

Y esta presenta dos camaras. En la cara superior del
portaobjetos se encuentran cuatro canales longitudinales y un canal
transversal central a cuyos lados superior e inferior existen grabados
dos cuadros de 9 mm? de superficie subdivididos a su vez en una

cuadricula mas fina. (PINERA, 2002).
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CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

3.1LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo de investigacién se desarrollé durante el afio
2017, en el laboratorio de la Universidad Nacional de Moquegua—
Filial llo ubicada en Ciudad Jardin s/n, distrito de Pacocha, provincia
de llo, departamento de Moquegua, Perd; la posicion de
coordenadas georreferenciadas: latitud de sur 17°36.092 y longitud

oeste 71°20.437 (Figura 2,3,4).

Figura 2. Macro localizacién Figura 3. Micro localizacion
del proyecto del proyecto
® —
Ecuador /\ \L, \
S L atanales
e // Platanal
9\\// e >

Pacocha
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¢ ©
kf Boliviamar
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Fuente: Google Maps (2017) Fuente: Google Maps (2017)
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Figura 4. Universidad Nacional de Moquegua (Laboratorio de

Microalgas)
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3.2TIPO Y DISENO

Descriptivo - Cuasi Experimental

El disefio de la investigacion es cuasi experimental, puesto que
para la obtencion de los resultados finales, se controlan todos los
factores y se realizara las observaciones de crecimiento de las
microalgas.

Cuasi Experimental: Poseen aparentemente todas las
caracteristicas de los experimentos verdaderos. La principal
diferencia con estos es segun los casos, en la imposibilidad de
manipular la variable independiente y/o asignar aleatoriamente los

sujetos a las condiciones experimentales. (Stanley, 1966).
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3.3NIVEL DE INVESTIGACION

Comparativo

3.40PERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.4.1 Variable independiente

Especie de microalgas

Indicadores:

Peso de biomasa humeda de microalgas (gr.)

Peso de harina de microalgas (gr.)

3.4.2 Variable dependiente

Contenido proteico

Indicadores:

3.5POBLACION Y/O MUESTRA DE ESTUDIO

3.5.1 Lapoblacién

La poblacion estard constituida por la poblacién total de

microalgas cultivadas en el laboratorio de las instalaciones de la
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Universidad Nacional de Moquegua — Filial de llo, para tener tres

poblaciones de microalgas comparativas en su crecimiento.

3.5.2 Muestra

Son todas las microalgas centrifugadas que constituyen la poblacion

3.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA RECOLECCION DE

DATOS

3.6.1 Técnicas
Para la recoleccion de informacion se realiz6 como técnicas
de recoleccion de datos, el recuento celular y los analisis de

determinacién de porcentaje de proteinas

3.6.2 Disefio experimental

El disefio es cuasi experimental, para ello se aplicaron tres
tratamientos cada uno con sus repeticiones respectivas, para
determinar el andlisis proximal de las tres especies de microalgas
como biomasa humeda y como harina de microalgas. Como se

muestra en la siguiente (Figura 5).
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Figura 5: Disefio cuasi experimental

Contenido .
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Fuente: Elaboracion propia (2017)

T1: Cepa 1 (Chlorella vulgaris)

T2: Cepa 2 (Nannochloropsis oculata)

Ts: Cepa 3 (Tetraselmis striata)

R1, R2, Cultivo en fotobiorrectores
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3.7MATERIALES Y EQUIPOS

3.7.1 Materia Prima
e Cepas de tres especies de microalgas (Chlorella
vulgaris, Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata)
e Agua de mar esterilizada y enriquecida
3.7.2 Equipo
e Céamara de Neubauer de vidrio
Marca : HBG/SUPERIOR (4mm x 30mm x 70 mm)
Procedencia : Aleman

e Multiparametro

Marca WTW
Modelo : 3630 IDS
Serie : 16370594

e Microscopio,

Marca : MICROS AUSTRIA
Modelo : MC20i
Serie : 2-102935

e Centrifugadora

Marca : GEA
Modelo :0OTC3-02-137
Serie 19074 - 117
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Autoclave

Marca : BOECO Germany
Modelo : BTE - 23D

Serie : E57074823D2B21110Y
Luxdmetro

Marca : CONTROL COMPANY
Modelo 13251

Serie : 170020752

Sellador

Marca : SAFARI IMPORT
Modelo : PFS - 300

Serie : KS - 300

Blower

Marca : RESUM

Modelo : ACO - 003

Potencia : 35 Watts

Bomba de agua

Marca : AQUAMAX
Modelo : TCPI58
Serie : AZ016030285

Balanza de precision
Marca : A & D COMPANY, LIMITED

Modelo :GR -200
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Serie : 14246028
Capacidad : Min 10 mg
Max 210 gr.

e Refrigerador

Marca : BOSH
Modelo :ECO-TT260
Serie :656040078382000250

e Fluorescentes
Marca : PHILIPS

Potencia : 36 Watts

3.7.3 Materiales de laboratorio
e Matraz Erlenmeyer de 250 ml
e Matraz Erlenmeyer de 500 ml
e Matraz Erlenmeyer de 1000 ml
e Matraz Erlenmeyer de 2000 ml
e Botella transparente de 1000 ml
e Botella &mbar de 1000 ml
e Pipetade 1 ml
e Pipetade 10 ml
e Pipeta Pasteur
e Tubos de ensayo

e Placa Petri de 15 X 100
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Probeta de 250 ml

Mechero de alcohol

Parafilm 4™

Asa kolle con mango de aluminio
Piceta de 250 ml

Aspersor de alcohol de 500 mi
Mangueras silicona transparente

Pali globos blanco

Gradillas

Papel aluminio

Papel toalla

Papel tisu

Vélvulas de plastico de 5 mm diametro
Uniones de manguera de 5 mm diametro
Algodén

Ligas

Escobillas

Bombillas de jebe

Chupones de jebe

3.7.4 Insumos

Productos quimicos (F/2 Medio Guillard)
Agar Agar

Lugol 5%

33



e Alcohol 70%

e Agua destilada
e Jabodn neutro

e Detergente

e Hipoclorito de sodio 10%

3.7.5 Indumentaria de trabajo
e Guardapolvo
e Guantes de latex

e Mascarillas descartables

e Toca
e Botas
3.7.6 Otros

e Fotobioreactores metalicos

e Contador manual

e Andamio metélico

e Botellas de plastico transparente de 7 L

e Bolsas transparentes de polietileno de 35 cm de
didmetro, 0.25 ml de grosor

e Tachode 50y 200L

e Manquerade 1
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3.8 METODOS Y TECNICAS PARA PRESENTACION Y ANALISIS

DE DATOS

3.8.1 Metodologia para la determinacion del contenido
proteico de biomasay harina de microalgas
En la Figura 6, se muestra la metodologia utilizada para llevar

a cabo esta prueba.

Figura 6. Diagrama de flujo de la metodologia para la determinacion

del contenido proteico de biomasa y harina de microalgas.
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Fuente: Elaboracion propia (2017)
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3.8.2 Cultivo de microalgas marinas en el laboratorio; en

condiciones semi controladas (Ver Anexo 3)

3.8.2.1 Obtencién y acondicionamiento de las cepas de

microalgas

Las cepas de las especies de microalgas C. vulgaris y T.
striata N. oculata fueron entregadas por el Laboratorio Costero de
llo del Instituto del Mar del Pera IMARPE (Figura 7) en tubos de
ensayo de 20 ml y se procedié a cubrir con el papel aluminio y
acondicionandole ice pack, fue trasladado en cooler al laboratorio de
Microalgas de la UNAM- Filial llo.

En el laboratorio se acondicionaron y se preservaron a
temperatura de refrigeracion por las mafianas y de noche se
acondiciono en los estantes con iluminacion artificial continua por
tubos de fluorescentes de 36 Watts, cuya temperatura fue de 19+1°C
este proceso se mantuvo durante una semana con la finalidad de

adaptar las microalgas a su nuevo ambiente.
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Figura 7. Cepas del laboratorio costero de

llo del Instituto del Mar del Peru

Fuente. Elaboracion propia (2017)

3.8.2.2 Abastecimiento de agua de mar

El agua de mar es sumamente importante, por ello se obtuvo
agua de mar esterilizada y enriquecida del Laboratorio Costero de
llo del Instituto del Mar del Peri IMARPE, esto con la finalidad de
obtener monocultivos. Una vez traslada el agua de mar a las
instalaciones de la Universidad Nacional de Moquegua, se procedi6
a bombear el agua de mar utlizando una Bomba (Marca:

AQUAMAX). Como se muestra en la (Figura 8).
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Figura 8. Bombeo de agua de mar

Fuente. Elaboracion propia (2017)

3.8.2.3 Preparaciéon del medio F/2 modificado Guillard

Para ello se emple6 el medio F/2 modificado Guillard (Guillard,
1975); que tiene wuna composicibn de macronutrientes,
micronutrientes y vitaminas (ver composicion en ANEXO 2),
disueltas en agua destilada, previamente auto clavada.

Este proceso se realizd en condiciones asépticas. Para la
preparacion del medio se utiliz6 una balanza de precision (Marca:
A&D COMPANY, LIMITED), se inicié con el pesado de los insumos,
usando ldminas de papel aluminio seguidamente se va agregando
cada insumo directamente en la botella de 1000 ml (Marca: BOECO
Germany) a la medida que se avance con el pesado, se va

preparando el medio F/2 modificado Guillard y finalmente agitar
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hasta notar su dilucion completamente (Figura 9) y almacenandolos

en refrigeracion.

Figura 9. Medio F/2 modificado (Guillard 1975)

Fuente. Elaboracion propia (2017)

3.8.24 Limpiezay desinfeccién de materiales

Todo el material utilizado en las diferentes areas (laboratorio
e invernadero), como material de vidrio, material de plastico,
mangueras, deben ser lavados con abundante agua potable. En
cuanto el lavado del material de vidrio, como matraz erlenmeyers de
250, 500 y 1000 ml, tubos de ensayo, asi como probetas, pipetas,
etc., se realiz0 de la siguiente manera (ver Anexo4):

Se enjuaga el material de vidrio con abundante agua potable,
son depositados en recipiente con jabon neutro y agua potable en
relacion de (1ml /1L) este proceso se realiza por un dia de reposo;

al dia siguiente se remueve Yy retira la suciedad con ayuda de las
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escobillas para su posterior enjuague con abundante agua potable y
finalmente con agua destilada; y siguiendo el proceso se realiza el
auto clavado para ser almacenados en gavetas limpias para su
posterior uso.

En cuanto las llaves tipo tee, uniones, valvulas, los capilares
y mangueras usados para suministrar aire a los envases de diversos
volimenes son lavados con jabdn neutro y agua potable (1ml /1L),
posteriormente son enjuagados con abundante agua potable para
ser almacenados y usados nuevamente. (Zeballos Feria, 2010) .

En caso de los materiales de plastico, son lavados con
detergente y desinfectados con hipoclorito de sodio y se enjuagaba
con abundante agua potable para retirar cualquier resto de

detergente o residuo y finalmente con agua destilada.

3.8.25 Esterilizacion de materiales y agua de mar

El material vidrio utilizado durante todas la fases en el cultivo,
luego de haber sido lavado se realiz6 el esterilizado, para evitar
posible contaminacion cruzadas de un cultivo a otro. La esterilizacion
del material se realizd en la autoclave (Marca : BOECO Germany)
(Figura 10), poniendo todo el material que se va a esterilizar dentro
de ella incluyendo el agua de mar que se utilizé en los cultivos, con
una envoltura de papel aluminio, asegurado con ligas. El autoclave

se cierra herméticamente y se enciende, una vez que el manémetro
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ha alcanzado la zona de esterilizacion (121°C) se le dan entre 20 y
30 minutos; al término de este tiempo se apaga el autoclave y se
deja enfriar el material, después se retirar se cubre con papel
aluminio y papel kraft; las pipetas y tubos de ensayo fueron envueltas
en su totalidad con papel kraft y finalmente se almacenaron en

gavetas limpias.

Figura 10. Autoclave (Marca: BOECO Germany)

Fuente: Elaboracién propia (2017)

3.8.2.6 Fase Cepario

Las cepas fueron mantenidas en medio liquido (contenidas en
tubos de ensayo de 10 ml) y en medio sélido (placas petri), IMARPE,
2008).

Para el procedimiento del medio liquido (ver Anexos 5), se

trabaj6 en 02 tubos de ensayo de 10 ml por cada especie,
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agregandole agua de mar auto clavada, y enriquecida con el
nutriente (medio F/2 modificado Guillard), utilizando una pipeta
Pasteur estéril donde se transfirieron 3 gotas de indculo de la cepa
obtenidas del Laboratorio Costero de llo del Instituto del Mar del
Peru IMARPE. Proporcionandoles las condiciones de iluminacion
constante y temperatura (19 £1 °C), factores necesarios para su
crecimiento. Durante esta fase se realiza la renovacion mensual de

los tubos ensayo. (Figurall).

Figura 11. Acondicionamientos de cepas

Fuente: Elaboracién propia (2017)

El mantenimiento de las cepas de microalgas en medio sélido,
se realiza por periodos mas extensos. Se emplean placas con 20 ml
de Agar Agar preparado en agua de mar estéril y enriquecida con el

Medio F/2 modificado Guillard (Zeballos Feria, 2010) (Figura 12).
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Durante todo el proceso el mechero se mantuvo encendido
(ver Anexos 6), se las acondiciono para su preservacion y
conservacion de las cepas

Para estos dos tipos de medios es importante rotular los
recipientes con el nombre y fecha de inoculacion del cultivo. En esta
fase de cultivo es necesario mantener las medidas asépticas y en el

control del cultivo de microalgas.

Figura 12.Preparacion del medio solido

Fuente: Elaboracion propia (2017)

3.8.2.7 Fase Inicial

En esta fase el cultivo se desarroll6 en matraces de 250 y 500
ml de capacidad, los cuales contienen 150 y 300 ml de agua de mar

esterilizada y enriquecida, respectivamente. (IMARPE, 2008)
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En los matraces de 250 ml, se inoculan con el cultivo anterior
de la fase cepario de las tres especies, flameando la boca del matraz
en el mechero encendido, esto en el momento del escalamiento y
repigue. Al término de esta fase se hace la rotulacion colocando el
nombre de la especie y la fecha y se tapa con papel aluminio
asegurando con ligas. Luego son colocados en la estanteria bajo
temperatura ambiente e iluminacion constantes, y estan son
renovadas después de 5 dias. Los matraces de 250 ml deben ser
agitados de forma manual, en forma diaria para evitar la

sedimentacion. (Figura 13).

Los matraces de 500 ml se inoculan 100 ml de cada una de la
tres especies, procedentes de los matraces de 250 ml, flameando la
boca del matraz en el momento del escalamiento y repique, teniendo
cuidado de no transferir las células sedimentadas (concho). Al
término se procede a rotularlos colocando el nombre de la especie y
la fecha de inoculacion; en este nivel se le agrega el capilar
(paliglobo) para el suministro de aire permanente y son ubicados en
Su estanteria con temperatura ambiente e iluminacién constante, y
estas son renovadas luego de 5 dias, esto se dio cuando las

microalgas alcanzaron su fase estacionaria. (Figura 14)
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En esta fase se trabajé con el formato N° 01 (control del cultivo

de microalgas) (ver Anexo 7)

Figura 13. Matraces de 250 ml inoculados con microalgas

Fuente: elaboracion propia (2017)

Figura 14. Matraces de 500 ml inoculados con microalgas

Fuente: elaboracion propia (2017)

3.8.2.8 Fase Intermedio

Los cultivos se desarrollaron en matraz de 1000 ml a botellas
de 7 L debidamente esterilizados, conteniendo 800 mly 5 L de agua

de mar, donde son transferidos el 90% del indculo del cultivo anterior
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agregando el medio F/2 Guillard. A los envases se le coloca el
capilar (paliglobo) para el suministro de aire permanente y se cubren
con papel aluminio asegurandolas con ligas y finalmente ubicarlos
en estantes bajo temperatura ambiente de 19 £1 °C, e iluminacién
artificial y aireacion permanente para evitar la sedimentacion de las
células. Se rotulan los envases consignando la fecha y la especie de
cultivo. (Figura 15)

Solo en caso de botellas de 7 L se realiza un cebado con agua
de mar, este proceso se da en tres repeticiones, y se procede con el
escalamiento. Realizando el conteo celular en la cdmara Neubauer
para las tres especies, esto se realizO después de un dia del
escalamiento.

La aireacion se realizd con 01 Blower (Marca: RESUM,
Modelo: ACO - 003 y con una potencia de 35 Watts), esto para toda
la fase inicial e intermedio; las cuales proporcionaban la cantidad de
aire necesaria en el medio para evitar la sedimentacion de las
microalgas.

A partir de esta etapa se inicio el control de los parametros
fisico quimicos tales como: pH, temperatura ambiente, temperatura
del cultivo, O2, salinidad y conductividad, donde se utilizé un
multipardmetro de Marca: WTW, y para la intensidad luminica se us6

un luxémetro (Marca: CONTROL COMPANY).
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En esta fase se trabaj6 con el formato N° 01 (control del cultivo
de microalgas) asi mismo con el formato N° 03 (Control de

parametros de cultivo) (ver Anexo8)

Figura 15. Matraces de 1000 mly 7 L inoculados con microalgas

Fuente: elaboracion propia (2017)

3.8.2.9 Fase Masivo

El cultivo masivo se realizd en el invernadero de cultivo de
microalgas de la Universidad Nacional de Moquegua — Filial llo, bajo
condiciones semi controladas, en fotobiorrectores verticales que
estdn compuestos por una estructura metalica de 160 L de
capacidad por cada fotobiorreactor, que constan de 8 bolsas de
polietileno cada uno (Figura 16), selladas por la parte inferior

utilizando una selladora manual (Marca: SAFARI IMPORT).
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Donde se sembraron las diferentes especies de microalgas a
partir de inoculos procedentes de las botellas de 7 L. Antes del
escalamiento los inoculos de las botellas de 7 L deben de
permanecer sin aire antes de su inoculacion, con la finalidad de que
se sedimente las microalgas muertas; luego se procede a agregar a
cada bolsa 18.5 L de agua de mar estéril y enriquecida con F/2
Guillard, adicionandole 1.5 L de inoculo por cada bolsa; rotulandolas
con sus respectivos nombres, fecha de inoculaciony se le suministra
aire constante, ademas estara sujeto a las condiciones ambientales
locales, tales como temperatura, intensidad luminica, y toma de sus
respectivos parametros fisico quimicos; los mismos que seran
registrados en los formatos establecidos. Formato N° 01 (control del
cultivo de microalgas) (ver Anexo 7), asi mismo con el formato N° 03
(Control de parametros de cultivo) (ver Anexo 8)

Para la aireacion se utilizé 6 Blower (Marca: RESUM, Modelo:
ACO - 003 y con una potencia de 35 Watts), por cada sistema de
cultivo (Fotobiorreactor), suministrando la aireacion necesaria para
Su crecimiento.

Se realizé el conteo celular en camara de Neubauer para

obtener la curva de crecimiento de cada especie.
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Figura 16. Fotobiorreactor vertical del Invernadero de microalgas de
la UNAM — FILIAL ILO

Fuente: Elaboracién propia (2017)

3.8.2.10 Determinacion del crecimiento de las tres especies de

microalgas marinas en laboratorio.

Para realizar el recuento microalgal, se utiliza la camara de
Neubauer, esta camara se encuentra dividida en 25 cuadrantes de
0,2 mm, sin embargo solo en 5 cuadrantes se efectla el recuento de
células (Figura 17) debido al registro de células muy similar en cada
cuadrante; se obtiene el promedio de los 5 cuadrantes muestreados,

gue es multiplicado por 5 (nimero total de cuadrantes en que esta
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seccionada la cdmara) y por 10000 (volumen de la cAmara 1*10ml),
para obtener las concentraciones de microalgas en células por ml
(Villafafie y Reid 1995) (Zeballos Feria, 2010)

La concentracion celular se cuantifico de forma diaria, esto a
partir del segundo dia de inoculacién, mediante la camara Neubauer
de vidrio (Marca :HBG/SUPERIOR) y un Microscopio Compuesto
(Marca: MICROS AUSTRIA) sacando 1 ml. de muestra del cultivo de
microalgas, fijandolas con una gota de lugol y con ayuda de una
bombilla de pipeta Pasteur homogenizarlas, para ser observada y
empezar con el recuento celular, para ello se realizd 06 repeticiones
de conteo por cada especie de microalgas promediando el conteo

utilizando la férmula empleada por (R., Andersen, 2005)

Ecuacion [1]. Concentracién celular

Concentracion celular (cel/ml) = (Promedio del conteo X 5 X 10 000)

Media aritmética del
recuento

N° de células en un
volumen (cel / ml)

Esta fase se trabajo con el formato N° 02 (Recuento de microalgas)

(Ver Anexo 9)
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Figura 17. Recuento de microalgas
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Fuente: Elaboracion propia (2017)

3.8.2.11 Obtencién de biomasa humeda

La técnica consiste en concentrar el cultivo liquido a través de
una centrifuga separadora de limpieza manual. Esta se basa en
separar el liquido del medio donde crecen las células con la minima
destruccion, a fin de obtener un alto contenido de la biomasa

acumulada durante la etapa de cultivo. (IMARPE C. A., 2011)

Para la cosecha del cultivo de las tres especies de microalgas
(Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis striata). La
centrifugacion se realizé a los 30 dias (desde la fase inicial a la fase
masiva), empleando una centrifuga separadora manual (Marca:
GEA), la cual va conectada a una bomba de succion; colocando la

manguera de entrada al tanque de cosecha, empleando un tacho de
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200 L donde se deposita todo el inoculo de un fotobiorreactor, para
ello se utilizdé el medo gravimétrico para la determinacion del
volumen. Donde la centrifuga trabajo a una velocidad promedio de
salida de 110 a 120L/h. al término del tiempo de centrifugado, se
procede a retirar a biomasa humeda con la ayuda de una espatula
de plastico (Figura 18), colocandola en bandejas y sobre el papel
aluminio esparciéndola de manera homogénea, formando una capa
delgada. Para su posterior pesado, donde son rotuladas y
etiquetadas. Para su envio al Laboratorio. Esta fase se trabajo con
el formato N° 4 (obtencion de biomasa humeda vy liofilizada) (ver
Anexo 10)

Finalmente la biomasa se calcul6 de la siguiente forma:

Ecuacion [2]. Obtencion de Biomasa Humeda

BH=P1-P2

Donde:
e BH =Biomasa humeda (g)
e Pl =Peso total biomasa humeda (biomasa
hameda + peso del papel aluminio) (g).

e P2 = Peso del papel aluminio (g).

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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Figura 18. Extraccion de la biomasa humeda producida

Fuente: Elaboracién propia (2017)

3.8.2.12 Obtencidn de la harina de microalgas

Para este proceso las muestras de biomasa humeda fueron
trasladadas a la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas y Matematicas para
ser liofilizadas. Donde se esperd a que se alcancen las condiciones
de -80 °C y alrededor, para poder retirar las muestras del medio
refrigerante y colocarlas a liofilizar por 48 horas. Una vez culminado
el liofilizado se retir6 la biomasa seca (Harina) y se procedio a
homogenizarlos de manera manual, Para su posterior pesado
(Figura 19), almacenadas en bolsas herméticas, rotuladas y

etiquetadas. Para su respectivo analisis proximal.
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Esta fase se trabajé con el formato N° 4 (obtencién de

biomasa humeda vy liofilizada) (ver Anexo 10)

Finalmente la biomasa seca (harina) se calculé de la siguiente

forma:

Ecuacion [3]. Obtencion de Biomasa Humeda

[ BS=P1-P2 ]

Donde:
e BS =Biomasa Seca (g)

e P1 = Peso total biomasa seca (biomasa seca + peso del
papel aluminio) (g).

e P2 = Peso del papel aluminio (g).

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Figura 19. Pesado de la biomasa seca

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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3.8.2.13 Determinacion del analisis proximal como biomasa
humeda y como harina de microalgas comparando los
valores obtenidos de proteinas por cada una de las

especies de microalgas

Las muestras obtenidas durante las fases anteriormente
mencionadas tanto de la biomasa humeda como la harina de
microalgas fueron analizadas en la Universidad Catolica de Santa
Maria de Arequipa, Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnologia, correspondiente al Laboratorio de
Ensayo y Control de Calidad; en primera estancia para obtener el
analisis proximal y finalmente obtener la determinacion del
porcentaje proteico de ambos productos, utilizando el método de
Kjeldahl.

Este método se basa en la destruccién de la materia organica
con &cido sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que

en exceso de hidréxido de sodio libera amoniaco (A.O.A.C., 1995)

3.8.2.14 Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos se registraron en hojas de calculo de
Excel, para evaluar las concentraciones de crecimiento, del cultivo
de las tres especies de microalgas (Chlorella vulgaris,

Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata) a través del tiempo.
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Y el porcentaje de proteinas de la biomasa hiumeda y de la
harina de microalgas. Fueron realizadas con dos repeticiones por
tratamiento, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) (p=0.05), y
si el andlisis lo requiere se realiza la prueba de Tukey para

seleccionar el mejor tratamiento.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1RESULTADOS
4.1.1 Cultivo de microalgas marinas en laboratorio de
Microalgas en Filial llo de la UNAM hasta la obtencion de
biomasa humeda y su respectiva harina.
La investigacion se realiz6 durante el 2017, en Laboratorio de
Microalgas de la Universidad Nacional de Moquegua — Filial llo. Las
cepas empleadas fueron Chlorella vulgaris, Tetraselmis striata y

Nannochloropsis oculata obtenidos del IMARPE — llo.

4.1.1.1. Condiciones del cultivo de microalgas desde la Fase

Cepario hasta la Fase Masiva

Las condiciones en las cuales se logré estandarizar a las

microalgas durante las diferentes fases del cultivo se observan en

el Cuadro 1 obteniendo los siguientes resultados:
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especies de microalgas

Cuadro 1. Condiciones estandarizadas para el cultivo de las tres

Etapa

Parametros fisico
guimicos

Volumen

Tiempo
de
cultivo

Aireacion

Fase cepario

Intensidad luminica

Temperatura
ambiental

10 ml

5 dias

No

Fase inicial

Temperatura
ambiente

Intensidad luminica

250 ml

5 dias

Manual

Temperatura
ambiental

Temperatura de
cultivo

500ml

5 dias

Blower

Fase
intermedio

Temperatura
ambiental

Temperatura de
cultivo

Oxigeno disuelto

Salinidad

pH

Intensidad luminosa

Conductividad

1000mI -7 L

5 dias

Blower

Fase masivo

Temperatura
ambiental

Temperatura de
cultivo

Oxigeno disuelto

Salinidad

pH

Intensidad luminosa

Conductividad

160 L

5 dias

Blower

Fuente: Elaboracién propia (2017)

En el Cuadro 1 se aprecia las condiciones realizadas durante
todas las fases de cultivo, primero se observa la fase cepario donde
los Unicos parametros realizados fueron la temperatura ambiente
siendo esta de 19 #1 °C y la intensidad luminica se encontré en
3000 LUX, seguido de la fase inicial la cual consta de dos volimenes

que corresponden a los matraces de 250 ml y 500 ml en esta fase
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se realiza los mismos parametros que la fase cepario,
posteriormente se aprecia la fase intermedia donde se realizaron la
toma de parametros establecidos en el Cuadro 1, en cuanto
aireacion se realiz6 mediante un Blower que abastecio a la Fase
Inicial e Intermedio y de la misma forma se trabajo en la Fase Masiva
realizando la toma de los pardmetros y se trabajé con un Blower por

cada fotobiorreactor

Los valores obtenidos en los controles fisicos quimicos

durante las fases de cultivo fueron:

Cuadro 2. Parametros fisico quimicos de la fase intermedio de las

tres especies de microalgas

PARAMETREOS FISICO QUIMICO
Especie | TOmade | cutvo | Ambionte | O2 | Salinidad |Conductividad| \"ens1dad
Parametros o o mg/L m mS/cm
Chlorella INICIO 8.34 18.9 20.1 7.77 33.5 50.2 3000
vulgaris
FINAL 8.90 19.3 20 8.10 335 50.3 3000
Tetraselmis INICIO 8.50 19.0 20.1 7.67 335 50.3 3000
striata
FINAL 8.73 19.3 20 8.20 33.3 50.3 3000
Nannochloropsis| INICIO | 7.61 18.9 20.1 7.70 33.3 50.2 3000
oculata
FINAL 8.06 18.9 20.1 8.21 33.3 50.3 3000

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Del Cuadro 2 nos indica que el parametro que mas variacion

presento entre las tres especies es el pH, donde la Chlorella vulgaris

fue la especie que trabajo con pH més alcalinos y la Nannochloropsis

oculata fue la especie que tuvo el acercamiento a un pH mas neutro.

Cuadro 3. Parametros fisico quimicos de la fase Masiva de las tres

especies de microalgas

PARAMETREOS FISICO QUIMICO

Especie P:;ﬂigzs pH Cu.:-tivo Aml.)riente (mog;L) Saz:)i:ir:)ad co?;‘é?gr‘::;j g Il?ltjfrr:if:g::
°C) | (°C) (Lux)
Chiorella INICIO [ 890 | 183 | 203 | 820 | 330 50.3 4000
vulgaris FINAL | 980 | 198 | 21 | 921 | 331 51.02 3500
Tetraselmis | INICIO [882| 184 | 203 | 845 | 330 50.4 4000
striata FINAL 962 | 195 | 21 | 913 | 332 51.0 3500
Nannochloropsis| INICIO | 8.68 | 18.5 20.3 8.18 33.3 50.4 4000
oculata FINAL | 951 | 194 | 21 | 905 | 333 50.8 3500

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En el Cuadro 3 se aprecia los parametros de cultivo de la fase

masiva, esta fase es la primordial ya que de esta fase depende la

calidad de la harina, al igual que en la fase intermedio se observa

gue el pH para las tres especies fueron casi similares alcanzando

datos muy alcalinos, en cuanto a los otros parametros tuvieron la

misma relacion.
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41.1.2. Obtencion de Biomasa Himeda

Se centrifugd por 1 hora y medio aproximadamente el cultivo
de los fotobiorreactores que llegaron al término de la fase masiva,

obteniéndose los siguientes valores:

Cuadro 4. Obtencion de biomasa humeda de las tres especie

microalgas
OBTENCION DE BIOMASA HUMEDA DE MICROALGAS
Promedio
N° de Volumen | Biomasa de
ESPECIE Repeticiones | de cultivo | Humeda Biomasa
(R) (L) (9) Humeda
(@)
Chlorella vulgaris R1 160 16740 182,60
vulgari ,
. R2 160 197,80
R1 160 168,50
Tetraselmis striat. : 166,90
etraselmis striata R2 160 165.30
Nannochloropsis R1 160 140,70
144,31
oculata R2 160 147,92

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En el Cuadro 4 se observa los valores promedio, méas altos
de produccion de biomasa humeda, en donde el cultivo de la
Chlorella vulgaris ha obtenido 182.60 g; seguidamente de la
Tetraselmis striata que obtuvo 166.90 g. y el cultivo de la
Nannochloropsis oculata es el cultivo que mas baja produccién ha
presentado con respecto a las dos especies teniendo solo 140.31 g.

de biomasa humeda.
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Cuadro 5. Tabla ANOVA por bloques de biomasa humeda

Source SS dof MS F  p-value
Treatments ( especies) 1,481.941 2 7409747 5.01 .1664
Blocks (repeticion) 197.4561 1 197.4567 1.34 3673
Error 295.8081 2 147.0047
Total 1,975.213 5

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Del Cuadro 5 concluimos que, a un nivel de significancia de 0.05 no
existe diferencia significativa entre especies (tratamientos) para la
producciéon de biomasa de microalgas, es decir que las especies
Chlorella vulgaris, Tetraselmis striata y Nannochloropsis oculata
generan las mismas cantidades de biomasa humeda. De igual forma,
no existe diferencia significativa entre las réplicas de cosecha

(bloque).

Cuadro 6. Relacion de biomasa humeda y crecimiento de

microalgas
RELACION DE BIOMASA HUMEDA Y CRECIMIENTO DE MICROALGAS
Volumen | Biomasa Pr;:gﬁld;:ade Concentracion Celular
ESPECIE de cultivo | humeda X de Fase Masiva
Humeda . .
(L) (9) () ( fase estacionaria)
, 160 167,40
Chlorella vulgaris 160 197 80 182,60 1780000
Tetraselmis 160 168,50
striata 160 165,30 LA (s
Nannochloropsis 160 140,70
oculata 160 147,92 thsth ALY

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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En el Cuadro 6 se encuentra los datos obtenido de la biomasa
himeda y las concentraciones celulares de la fase masiva, en la

Figura 20 se aprecia la relacion de ambos datos.

Figura 20. Relacion de biomasa humeda y crecimiento de

microalgas
100000000 200,00
92 200 000
10000000 180,00
1 160,00
H0a000 1780 000 g 1 520000 140,00
100000 120,00
10000 100,00
182,60 ‘:166 =
" I 80,00
1000 ' [:144,31 ]
60,00
100
40,00
10 20,00
1 0,00
1 2 3 4 s 6
#¢Concentracion celular(cél. x ml) [JCantidad de Biomasa Humeda"

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la Figura 20 se observa las comparaciones del promedio
de biomasa humeda (g.) con la concentracion celular del crecimiento
de microalgas de la fase masiva, la cual fue centrifugada. De lo que
se deduce que la especie que contiene mayor cantidad de biomasa
himeda es la especie de microalga Chlorella vulgaris, en cuanto a
su crecimiento se dio al tercer dia, es decir en menor tiempo a
diferencia de las otras dos especies con una concentracion de

1.78x10° cel/ml y la que contiene menor cantidad de biomasa
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himeda es la especie de microalga Nannochloropsis oculata
144.31g; en un inicio se considerd que esta sea la especie presente
la mayor produccién de biomasa humedad debido a sus elevadas
concentraciones celulares siendo esta de 9.22x107 cel/ml, sin
embargo, en la presente investigacion se esta demostrado que esto
no es asi, esto se deben al tamafo de las tres microalgas en caso
de la Chlorella vulgaris esta llega a medir de 2 a 10 uym, la
Tetraselmis striata cuenta con un tamafo este de 10 um pero su
crecimiento es mas lento al de la Chlorella vulgaris y finalmente
Nannochloropsis oculata solo llega a alcanzar los 2 a 4 um esta es
la especie que tiene menor tamafio, por ende se observa en la
(Figura 20) las diferencias existentes entre las producciones de cada
aun de ellas en relacion a la biomasa humeda con las

concentraciones de crecimientos.

Cuadro 7. Tabla ANOVA por bloques de biomasa seca o harina

Source SS df MS F p-value
Treatments (especies) 117.4203 2 5871015 13.93 .0670
Blocks (repeticion) 38.3548 1 38.35482 9.10 0946
Error 8.4296 2 4.21482
Total 164.2048 5

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Del Cuadro 7 concluimos que, a un nivel de significancia de 0.05, no

existe diferencia significativa entre especies (tratamientos) para la
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produccion de biomasa seca 0 harina, es decir que las especies
Chlorella vulgaris, Tetraselmis striata y Nannochloropsis oculata
generan las mismas cantidades de biomasa seca o harina. De igual

forma, no existe diferencia significativa entre las réplicas (bloque).

4.1.1.3. Obtencion de la harina de microalgas

El liofilizado se realizd6 en la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco Facultad de Ciencias Quimicas, Fisicas y
Matematicas.

En el laboratorio de la UNAM — Filial llo, solo se realiz6 el
pesado, almacenado en bolsas herméticas, rotuladas y etiquetadas.
En el (Cuadro 8) se presentan los resultados de la obtencién de

harina (gramos) de las tres especies de microalgas:

Cuadro 8. Obtencion de Harina de las tres especies de microalgas

OBTENCION DE HARINA DE MICROALGAS
Volumen . Biomasa | Promedio de
Lk de Erizes Secao Biomasa
ESPECIE Repeticiones . Humeda .
R) cultivo () Harina Se:ca o
(L) (9) Harina (g)
Chlorella R1 160 167,40 44,60 48.75
vulgaris R2 160 197,80 52,90 ’
Tetraselmis R1 160 168,50 42,03 4411
striata R2 160 165,30 46,20 ’
Nannochloropsis R1 160 140,70 36,60 3795
oculata R2 160 147,92 39,30 ’

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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En el Cuadro 8 se observa que la especie que presenta mayor
cantidad de harina debido a la alta produccion de biomasa humeda
es la Chlorella vulgaris obteniendo 48.75 g; seguidamente de la
Tetraselmis striata que presenta 44.11 g. y la Nannochloropsis
oculata al contener la menor produccion de biomasa humeda solo

alcanzo a 37.95 g. de harina de microalgas.

4.1.2 Evaluacion del crecimiento de las tres especies de

microalgas marinas en laboratorio

La curva de crecimiento se elaboré con los datos obtenidos
por el recuento diario de las tres microalgas, en ella se observa las

fases del crecimiento de las microalgas siendo estas las siguientes:

4.1.2.1 Fase inicial

La microalga con mayor produccion en esta fase(volumen de
500ml),como se muestra en la (Figura 21) se encontr6 en la
microalga Nannochloropsis oculata, siendo estas la que presentd
mayor concentracion celular promedio en la fase estacionaria, hasta
un maximo de 8.98x107 cel/ml, alcanzando su maximo crecimiento
entre el tercer y cuarto dia seguido de la especie Chlorella vulgaris

con 6,11x10° cel/ml; alcanzando su maximo crecimiento entre el

67



tercer y cuarto dia y finalmente de Tetraselmis striata con un maximo

de 4.23x10°8cél/ml. Esto se realiz6 en condiciones controladas.

Figura 21. Curva de crecimiento de microalgas

(Fase Inicial)

Fase Inicial (0.5 ml)

1=
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e Chlorella v. e Tetraselmis s. Nannochloropsis o.

Fuente: Elaboracién propia

4.1.2.2 Faseintermedia

En esta fase correspondiente al volumen (1L) (Figura 22) mostro
gue la especie de microalga Nannochloropsis oculata presento
concentraciones promedio maximas de 9.20x107 cél/ml, seguida por
la Chlorella vulgaris con un 3.52x10° cél/ml y finalmente la
Tetraselmis striata que fue la que presento concentraciones
promedio bajas de 2.98x10% cél/ml. Alcanzando su maximo
crecimiento entre el tercer y cuarto dia, esto se dio para las tres

especies..
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Figura 22. Curva de crecimiento de microalgas

(Fase Intermedia de 1L)

Fase Intermedia (1.0 ml)
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Fuente: Elaboracion propia (2017)

Para cultivo de 7 L se determind las siguientes concentraciones
celulares promedio (Figura 23), de esta misma fase se mostro
gue la especie de microalga Nannochloropsis oculata obtuvo
concentraciones maximas de 4.38x107 cel/ml; seguida de la
Chlorella vulgaris con una concentracion promedio de
3.03x10°% cel/ml y finalmente la Tetraselmis striata con una
concentracion igual a 2.35x10° cel/ml. Toda la fase se llevd a cabo

en el laboratorio en condiciones controladas.
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Figura 23. Curva de crecimiento de microalgas
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4.1.2.3 Fase masiva
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En esta fase la concentraciones celulares entre las tres especies

fueron notablemente distintas (Figura 24); debido a que la especie

Nannochloropsis oculata presento mayor concentracion celular

promedio de 9.22x107cél/ml alcanzando su maximo crecimiento

recién en el cuarto dia esta especie tuvo una fase de adaptacién de

aproximadamente dos dias; seguidamente la Chlorella vulgaris fue

la especie que mostro el crecimiento en menor tiempo (al tercer dia)

con una concentracion promedio de 1.78x10°8 cél/ml indicando una

rapida adaptacion, finalmente la Tetraselmis striata alcanz6 una
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concentracion celular promedio de 1.59x10° cél/ml esto al cuarto

dia. Esta fase se realiz6 en condiciones semi controladas.

Figura 24. Curva de crecimiento de microalgas
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Fuente: Elaboracién propia (2017)

Cuadro 9. Tabla ANOVA para la curva de crecimiento

Source SS df MS F valtﬁﬁ:
Treatment 9,259.44784 2 4,629.723922 1040 .0024
Error 5,343.83453 12 445.319544
Total 14,603.28237 14

Fuente. Elaboracion propia (2017)
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Del Cuadro 9, concluimos que, a un nivel de significancia de 0.05,
existe diferencia altamente significativa entre las especies para las
concentraciones celulares, durante las fases de crecimiento. Estas
diferencias se observa en el (Cuadro 10), donde la especie
Nannochloropsis oculata es muy diferente a las demas. Esto se debe

a su tamanfo.

Cuadro 10. Comparacion de medias para la concentracion celular,

entre especies.

Tetraselmis Chlorella | Nannochloropsis
striata vulgaris oculata
p-values for pairwise t-tests (millones) (millones) (millones)

1.1830 1.3350 53.9640

Tetraselmis striata

(millones) 1.1830

Chlorella vulgaris

(millones) 1.3350 9911

Nannochloropsis oculata

(millones) 53.9640 .0019 .0020

Fuente. Elaboracion propia (2017)

4.1.3 Determinacion del

analisis proximal

como biomasa

himeda y como harina de microalgas comparando los

valores obtenidos de proteinas por cada una de las

especies de microalgas

4.1.3.1 Analisis Proximal

En el Cuadro 11y Cuadro 12 se muestran los componentes principales del

andlisis proximal tanto de la biomasa humeda y harina de microalgas
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Cuadro 11. Andlisis Proximal Biomasa humeda de microalgas

ANALISIS PROXIMAL

N° de , . .

. Proteina | Humedad| Fibra Grasa | Ceniza
ESPECIE Repe:kc)lones (%) (%) Cruda (%) | (%) (%)
Chiorella R1 3052 | 7340 | 004 | o2 | 818
vulgaris R2 5,57 74,37 0,09 023 | 231
Tetraselmis R1 21,73 73,40 6,73 3,34 9,24
striata R2 572 | 7555 | 009 | o046 | 758
Nannochloropsis R1 8,67 73,87 0,04 043 | 574
e R2 9,59 0,57 074 | 057 | 693

Fuente. Laboratorio de la Universidad Catdlica Santa Maria (2017)

El Cuadro 11 se muestra que las especies Chlorella vulgaris y
Tetraselmis striata son las que presentaron el contenido mas alto de
proteina 30,52% y 27,73% y los contenido mas altos de grasa entre
la réplica R1y Rz de las dos especies en mencion fue de 0.09% vy
3.34 % respectivamente y se obtuvo una humedad maxima entre los
dos meses siendo 74.37% y 75.55%. Mientras que la
Nannochloropsis oculata mostro porcentajes menores de proteinas,
con un 9.59%, asi como el contenido mas alto entre la réplica R1y
R2 de 0.57% de grasa respectivamente y esta especie es la que

obtuvo menor porcentaje de humedad siendo esta de 0.57%,
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Cuadro 12. Andlisis Proximal Harina de microalgas

ANALISIS PROXIMAL
2 Proteina | Fibra Cruda Ceniza
. 0
ESPECIE Repe::)lones (%) (%) Grasa (%) (%)
R1 16,93 0,07 0.19 21,25
Chlorella vulgaris :
R2 14,87 26,60 211 28,32
R1 23,76 33,51
Tetraselmis striata 1,61 004
R2 18,39 0,06 0,28 28,41
Nannochloropsis R1 30,30 22,10 2,40 22,75
oculata R2 23,82 23.90 280 27,53

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Como se detalla en el Cuadro 12 se muestra que entre las

tres microalgas marinas que se trabajo, la especie que contiene alto

contenido proteico en la harina de microalgas es la Nannochloropsis

oculata con 30.30%, presentando también el mayor porcentaje de

grasa con un 2.80, seguida de la Tetraselmis striata que presenta

un 23.76% de proteina, con un maximo de grasas segun lados

réplicas de 0.28% y finalmente la especie que presento un bajo

contenido de proteina es la Chlorella vulgaris con 16.93%,

alcanzando un valor maximo de grasa de 2.11% respectivamente.

Mientras que los valores del componente de ceniza maximos, para

las tres especies fueron similares siendo estas 28.32% , 28.41% y

27.75%.
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4.1.3.2 Determinacion del porcentaje de proteinas

Figura 25. Contenido proteico de la biomasa himeda de las tres

especies de microalgas
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En la Figura 25 se observa que el porcentaje de proteina en la
biomasa humeda, segun las dos replicas realizadas en caso de las
especies Chlorella vulgaris y la Tetraselmis striata el contenido
proteico mas altos se dio en las réplicas R1 siendo estas de 30.52%
y 27.73% respectivamente; en caso de la réplica Rz se presenciaron
porcentajes similares para ambas especies estas de 5.57% y 5.72%.
En cuanto la especie Nannochloropsis oculata llego alcanzar a
8.67% en R1 y en R2 9.59% siendo el maximo contenido proteico

para esta especie.
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Cuadro 13. Tabla ANOVA por bloques de porcentaje de proteina

Source SS Df MS F p-value
Treatments 92.6024 2 46.30122 0.46 6842
Blocks 353.2803 1 353.28027 3.52 2014
Error 200.6142 2 100.30712
Total 646.4969 5

Fuente. Elaboracion propia (2017)

Del Cuadro 13 concluimos que, a un nivel de significancia de
0.05, no existe diferencia significativa entre especies (tratamientos)
para la produccién de proteina, es decir que las especies Chlorella
vulgaris, Tetraselmis striata y Nannochloropsis oculata generan las
mismas cantidades de proteina. De igual forma, no existe diferencia

significativa entre las réplicas (bloque).

Figura 26. Contenido proteico de la harina de las tres especies de

microalgas
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La Figura 26 se observa que en R1 se obtuvo la mayor
concentracion de proteinas en la harina de microalgas siendo la
Nannochloropsis oculata quien presenta el maximo contenido
proteico de 3.30%, a diferencia del contenido proteico de la biomasa
hiameda quien era la que presentaba menor contenido; la
Tetraselmis striata presenta 23.76% y finalmente se observa a la
Chlorella vulgaris es la que presento resultados inferiores a las dos
especies mencionadas siendo esta de 16.93%.

Durante el R2 se obtuvieron los datos mas bajos y esto
coincide con la temporada de clima donde la temperatura ambiente

era inestable.

Cuadro 14. Tabla ANOVA por bloques de determinacion proteica de

harina de microalgas

Source SS df MS F p-value
Treatments 124.7643 2 62.38215  23.60 0407
Blocks 32.2480 1 32.24802 12.20 0731
Error 5.2874 2 2.64372
Total 162.2998 5

Fuente. Elaboracion propia (2017)
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Del Cuadro 14, concluimos que, a un nivel de significancia de 0.05,
no existe diferencia significativa entre las réplicas (bloque). Entre
tanto, existe diferencia significativa entre especies (tratamientos)
para la determinacion proteica de harina de microalgas. Esta
diferencia se observa entre la especie Nannochloropsis oculata y la

Chlorella vulgaris, ver cuadro 5.

Cuadro 15. Comparacion de medias para la determinacién proteica

de harina de microalgas, entre especies.

p-values for pairwise t-tests

Tetraselmis | Nannochloropsis
Chlorella o. t 0.
15.90000 21.07500 27.06000
Chlorella v. 15.90000
Tetraselmis s. 21.07500 .0862
Nannochloropsis o. 27.06000 .0206 .0665

Fuente. Elaboracion propia (2017)
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4.2 DISCUSION

4.2.1 Cultivo de microalgas marinas en laboratorio de

Microalgas en condiciones controladas

Los valores de los parametros fiscos quimicos medios con los
cuales se trabajo durante todo el cultivo de la investigacion son:
- El pH fue uno de los parametros mas inestables para las tres

especies de microalgas que tuvo un rango minimo de 7.61 a 9.80
- Latemperatura se mantuvo entre 18 a 20 °C

Los valores publicados por (Garcia Cubero, 2009) ha verificado
gue C. vulgaris presenta una significativa tolerancia al pH, con
rendimiento 6ptimo a pH 7,5 y admitiendo valores de pH mas
extremos, como 6 0 9, sin que la productividad se redujera mas del
20%.

Segun la investigacion realizada se obtuvo un pH en rangos
fuera de lo que establece (Garcia Cubero, 2009) ya que la Chlorella
vulgaris mantuvo un pH de 8.34 a 9.80, siendo superiores.

Es por ello que se considera lo que dice (Hicks, 2001) donde
menciona que el pH tiene un efecto muy marcado que afecta la
configuracion de la proteina, la mayoria de las enzimas presentan
una actividad catalitica maxima a un determinado valor 6ptimo de

pH, la mayoria tiene un pH optimo entre 4 a 8, sobre o de bajo de
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este la actividad disminuye, en general, los pH extremos inactivan
las enzimas debido a la desnaturalizacion. Y de acuerdo a este autor
es que se deduce lo reflejado en los porcentajes de proteina de la

investigacion.

4.2.2 Evaluacion del crecimiento de las tres especies de

microalgas marinas en laboratorio

En el transcurso de la investigacion se tomaron los datos del
recuento de microalgas, la cual como resultado nos dio las curvas de

crecimiento.

4.2.2.1 Fase Masiva

La curva de crecimiento en la fase masiva, es el resultado
final del cultivo, ya que este dato es sumamente importante la cual
lleva a determinar cuanto de biomasa hiumeda se obtiene de esta
fase.

Las concentraciones celulares de la fase masiva obtenidas en la
investigacion fueron de:

- 1.78x108cel/ml para la especie Chlorella vulgaris

- 1.59x108cel/ml para la especie Tetraselmis striata

- 9.22x10’cel/ml para la especie de Nannochloropsis oculata
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(Lesly Tejeda Benitez, 2015) Determino que los picos maximos
de crecimiento, en la Chlorella vulgaris se presentd en un rango entre
2x107 y 2.6x107 células/mL?, esto bajo diferentes condiciones de

concentraciones de nitrogeno y pH.

Segun los resultados obtenidos en la Chlorella vulgaris presento
1.78x10%cel/ml, esto se debe a la falta de adicién del CO:2vy
nitrogeno. (Lesly Tejeda Benitez, 2015) También hace mencién que
a mayor valor de pH se presenta un bajo crecimiento celular. Es por
ello que los resultados presentados en esta investigacion son

inferiores.

(Liza Sal y Rosas, 2015) Durante su investigacion reporta un
crecimiento de la Tetraselmis striata donde alcanz6 una
concentracion celular de 1,21x108 cel.mL-1 en el dia 14.

En cuanto los resultados en la Tetraselmis striata fue de
1.59x10°8 cel/ml. Demostrando que es recomendable trabajar en
fotobiorreactores verticales, debido a la facilidad de recibir luz
evitando areas muertas, es por ello que en esta especie se encontrd

resultados favorables.
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(L6pez-Elias, 2003) Sostienen en su investigacion que las
concentraciones de las flageladas verdes Tetraselmis suecica, los
resultados variaron de 0.2 a 0.6 x 10° cél-ml2.

El estudio realizado determino que Tetraselmis striata obtuvo
1.59x108 cel/ml. En este caso los resultados si son superiores a la

gue presenta (L6pez-Elias, 2003)

4.2.3 Determinaciéon el analisis proximal como biomasa
humeda y como harina de microalgas comparando los
valores obtenidos por cada una de las especies de

microalgas.

4.2.3.1 Anélisis Proximal

(Humberto J. Morris Quevedo, 1999), segun el desarrollo de
su investigacion titulada “Composicion bioquimica y evaluacion de
la calidad proteica de la biomasa autotrofa de Chlorella vulgaris”,
tiene como resultados, los componentes bioquimicos Fibra cruda

con 8.20%, cenizas 8.90%:;

Los analisis realizados a las tres especies de microalgas, en

caso de la fibra cruda presento un rango de 0.04 a 0.09%,

encontramos por debajo de sus rangos, a diferencia del porcentaje
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de ceniza que son datos mas proximos a nuestra investigacion

siendo esta de 8.18%.

4.2.3.1.1 Determinacion del porcentaje de proteinas

Los resultados obtenidos del analisis de proteinas de la biomasa
hameda, el cual se muestra en el (Cuadro 16), se realizaron por
duplicado, los analisis fueron obtenidos en la Universidad Catolica
de Santa Maria de Arequipa, Facultad de Ciencias Farmacéuticas,
Bioquimicas y Biotecnologia, correspondiente al Laboratorio de

Ensayo y Control de Calidad.

Cuadro 16. Contenido de proteinas de biomasa humeda

DETERMINACION DE PROTEINA
N° de ‘ Proteina (%)
ESPECIE Repetglones Biomasa Himeda de
(R) Microalga

, R1 30,52
Chlorella vulgaris R2 5,57
Tetraselmis R1 27,73
striata R2 5,72
Nannochloropsis R1 8,67
oculata R2 9,59

Fuente: Elaboracién propias (2017)
- En el Cuadro 16 se observa los resultados obtenidos del
porcentaje de proteina maxima de la investigacion siendo la especie

Chlorella vulgaris la que presento mayor contenido proteico de
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(Humberto J. Morris Quevedo, 1999) Reporta un contenido de
proteina verdadera de 32.25 %, las cuales son préximos al valor

desarrollado en la investigacion siendo esta de 30,52% de proteina.

- Asi también se aprecia en el Cuadro 16 que los resultados
obtenidos en nuestra investigacion de la especie Tetraselmis

striata fue de un maximo de proteina de 27.73%.

(ACUINUGA, 2017), menciona que la Tetraselmis striata
contiene 19% de proteina, sosteniendo entonces que el valor de las
proteinas determinadas en el presente trabajo fueron superiores ya
gue los resultados presentados por esta investigacion fueron de
27.73%.

Por lo contrario (Carolina Montoya Vallejo, 2016), en su
investigacion de “Produccién de biomasa microalgal de Tetraselmis
sp en fotobiorreactor tipo columna de burbujeo” reporta que la
composicién proteica es de 55%. Estos resultados indican que la
microalga tiene una composicion adecuada para ser utilizada como
alimento en la acuicultura.

- Por ultimo en el Cuadro 16 de los resultados obtenidos por la
investigacion, se aprecia la especie de Nannochloropsis oculata

presento la menor cantidad de proteina de 9.59%.
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(Richmond, A. y Becker, E. W., 1986) En el perfil bioquimico de
las cepas marinas destinadas a la acuicultura con mayor contenido
proteinico y lipidico. Nos dice que la Nannochloropsis oculata posee
40% de proteinas, sosteniendo asi que el valor proteico de la
investigacion desarrollada se encuentra en rangos inferiores.

Debido a que los resultados obtenidos solo alcanzaron 9.59% de

contenido proteico.

Cuadro 17. Contenido de proteinas de la Harina de microalgas

DETERMINACION DE PROTEINA
Proteina
N° de (%)
ESPECIE Repeticiones . .
R Harina de Microalga
(R)
(9)
, R1 16,93
Chlorella vulgaris R 14,87
. R1 23,76
Tetraselmis striata R 18,39
Nannochloropsis R1 30,30
oculata R2 23,82

Fuente: Elaboracion propia (2017)
- En el (Cuadro 17) se observa el porcentaje maximo de la
proteina de la investigacion ejecutada donde la especie la Chlorella

vulgaris presenta 16.93 % de contenido proteico.

Mientras que (Liza Sal y Rosas, 2015) reporta que el

contenido de proteina del Chlorella ellipsoideaes es de 51.32% en
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biomasa seca, el cual nuestro resultado obtenido de 16.93% no se

encuentran dentro del rango mencionado por dicha autora.

- El porcentaje maximo de proteina segun la investigacion
ejecutada de la especie Nannochloropsis oculata fue la mayor a

diferencia de las otra dos especies presentando un 30.30%

- Como resultado de la investigacion ejecutada se obtuvo que
la especie de Tetraselmis striata presento un 23.76% como

porcentaje maximo de la proteina.

Donde (Liza Sal y Rosas, 2015) durante su investigacion
determind que el contenido de proteina de dicha especie presento
40.78% en biomasa seca, siendo esta superiores a la investigacion

ejecutada.
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CAPITULO V

CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Se cultivd las tres especies de microalgas marinas en
condiciones semi controladas; en fotobiorreactores verticales
lograndose concentraciones de biomasa significativas, por lo que
se concluye que los sistemas de cultivo cerrado
(fotobiorreactores) presentan ventajas en el desarrollo del cultivo
microalgal. La especie Chlorella vulgaris, en comparacion a las
otras especies, obtuvo una mayor producciéon de biomasa
himeda llegando a una cantidad méxima de produccion de
197.80 g., por cada 160 L de volumen de cultivo; en cuanto a la
produccién de biomasa seca (harina), obtuvo una produccion de

52.90 g. superior las demas especies.

Se evalud el crecimiento de las tres especies de microalgas
marinas determinando que la especie que presento una mayor
concentracion celular fue la Nannochloropsis oculata con
9.22x107 cel/ml., no obstante fue la especie produjo menor

cantidad de biomasa humeda 144.31 g. a diferencia de la

87



especie Chlorella vulgaris que presento mayor cantidad de
biomasa humeda llegando hasta 197.80 g. esto se debe a su
crecimiento la cual alcanzo su fase estacionaria en 3 a 4 dias,

con una concentracion de 1.78 x 108 cel/ml.

Se determin6é el analisis proximal de la biomasa humeda,
obteniéndose un valor maximo de proteina para el caso de la
Chlorella vulgaris llegando hasta 30.52% vy en el caso de la
harina microalgal se obtuvo un maximo de 30.30% de proteinas

para la especie de la Nannochloropsis oculata.

Comparando las tres especies de microalgas marinas en las
condiciones del liofilizado (harina) de la microalga C. vulgaris por
su mayor produccion, valor proteico y econdémico en
producciones a mayor escala y grado de digestibilidad, puede
ser considerada como insumo potencial que reemplace
parcialmente la harina de pescado, es decir, como un producto
complementario en la elaboracién de dietas alimenticias para

peces, en tanto se mejora su tecnologia
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5.2 RECOMENDACIONES

- Realizar un trabajo de investigacion aplicando la harina de
microalgas como fuente de proteina microalgal en la elaboracién

de dietas para peces.

- Usar la técnica del centrifugado por ser una de las técnicas
rapida y eficiente que se puede usar de forma continua. Esta
técnica del centrifugado juega un papel importante ya que con
adecuado centrifugado se obtiene una pasta (biomasa humeda),
con menor porcentaje de humedad la que con lleva a determinar

un mejor analisis de proteina.

- La conservacion de la biomasa humeda también influye para la
extraccién del liofilizado, es por ello que se recomienda trabajar
con capas delgadas de biomasa humedad que facilita un
adecuado liofilizado, evitando pérdidas para la obtencion de

harina.

- Desarrollar el cultivo de microalgas en temporada de invierno,
para trabajar en condiciones semi controladas adecuadas, esto
en cuanto a la temperatura, evitando asi el estrés de las

microalgas.
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- Es importante a adicionar el COz para poder tener un mejor
control en cuanto al pH, y dejar que las microalgas completen su

ciclo de crecimiento.

- Trabajar con Blower de mayor capacidad, para evitar la usencia

de aireacion en areas muertas de las bolsas de cultivo.

- Realizar otras investigaciones en la cual se compruebe la tasa
de crecimiento de especies que sean alimentadas con harina de

microalgas y harina de pescado.
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6. ANEXOS

ANEXO 1. Matriz de consistencia

PROBLEMAS

OBJETIWVOS

HIPOTESIS

VARIABLES E

INDICADORES

TECHNICAS E INSTRUMENTO

&Cudl es el Contenido
proteico de la biomasa
himeda y de la harina
de tres especies de
microalgas marinas;
Chiorella vulgaris,
Mannochloropsis
oculata vy Tetraselmis
striata cultivada en el
laboratorio de la
Universidad Macional
de Moquegua durante
el afip 20177

OBJETIVO GENERAL

Determinar el contenido
proteico de biomasa himeda
¥ harina de ires especies de
microalgas marinas;
Chlorella wvulgaris,
Mannochloropsis oculata v
Tetraselmis striata,
culiivadas en el laboratorio
de la Universidad Macional
de Moguegua — filial llo,
durante el 2017.

OBJETIVO ESPECIFICO

a) Cultivar las microalgas
marinas en laboratorio de
Microalgas en la UNAM -
Filial llo hasta la obtencién
de biomasa hidmeda v
harina de microalgas.

b) Ewvaluar el crecimiento de
las fres  especies de
microalgas marinas en
laboratorio.

ciDeterminar el analisis
proximal como  biomasa
himeda ¥ como harina de
microalgas comparando los
valores obtenidos de
proteinas por cada una de
las especies de microalgas

Las especies de

microalgas
seleccionadas
presentan diferente
contenido profeico
tanto en las
condiciones de

biomasa humeda como
en la harina culivadas
en el laboratorio de
Microalgas de la
Universidad Macional
de Moquegua - Filial
lo.

INDEPENDIENTE

INDEPENDIENTE

TECHICAS

Especie de
microalgas

Feso de
hiomasa
himeda de
microalgas
(gr.}

Peszo de harina
de microalgas

(gr.}

Para la recoleccion de informacion se
realizd como técnica de recoleccion
de datos, el recuento celular y los
andlisis de determinacion de
porcentaje de proteinas.

DEPENDIENTE

DEPENDIENTE

METODOS Y TECNICAS DE
PRESENTACION DE DATOS

Contenido
proteico

Forcentaje de
proteinas
(%)

Se realizd el analisis proximal para
la determinacion del porcentaje de
proteinas  utilizando el método
espectrofotométrico (Kjeldahl).

Los datos obienidos se registraron
en hojas de cdlculos de Excel, para
evaluar el crecimiento celular del
cultiivo de las tres especies de
microalgas a través del tiempao.

¥ el porcentaje de proteinas de la
biomasa humeda y de la harina de
microalgas. Fueron realizadas con
dos repeticiones por tratamiento, se
realizé un andlisis de wvarianza
(ANOVA) (p=0.0%). Posteriormente
se realizd la prueba de Tukey para
seleccionar &l mejor tratamiento.
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ANEXO 2

Preparacion del medio F/2 modificado (Guillard 1975) para

microalgas marinas

Macronutrientes g/L
KNO3 75.00
NaH-PO4 . 2 H>O 565
Micronutrientes a/L
EDTA Naa 4 360
FeCly . 6 HO 3.150
CusS0y4 . 5 H0 0.010
nsS0y4 . 7 H20 0.022
CoCl, . 6 HO 0.010
MnClz . 4 H20O 0.180
Na;MoOy4 . 2 H>O 0.006
Vitaminas a/l
Cyanocobalamina 0.002
Tamina HCI 0.100
Biotina 0.001
Reactivo 4 mL/L
Na>Si0Os . 5 H20 10.00
HaClOy4 5.00
ajustar a pH 8.0 con 1 M Na OH or HCI
Preparacion del Medio En 1 Litro
Reactivo 1 1.00 mL
Reactivo 2 1.00 mL
Reactivo 3 1.00 mL

Fuente: (Guillard, 1975)
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ANEXO 3

Diagrama del cultivo de microalgas en el laboratorio microalgas de la
UNAM - Filial llo

= { g i

10ml

1911

=)
9]

é

_;'h.
MOoO-NEMERD—=E0-0-

-

-
MO D - DD -

|.._______________

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 4

Diagrama del proceso del lavado de materiales de vidrio

Materiales

Escobillas v
Agua potable S
_— ler Lauat?n de
material
Jabon neutro
1 mlLT x 1dia
il .
Abundante agua
Potable — 2do Lavado
Argua Destilada
Enjuague
- Juag

Autoclave
121°C x 30 min

Secado/ |

esterilizacion

Almacenado

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 5

Proceso de preparacién del medio liquido

(Contenidas en tubos de ensayo de 10 ml)

El:0lgota | P 10 ml de agua
R2: 01 gota Agua de mar de mar
F3: 01 zota autoclavada
Tubo de ensayo
Micmlagas
03 gotas

Sellado
Parafilm |

de inoculacidon

- [Nn!]]breyf_ﬂcha]

Almacenado
I 18 +1°C

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 6.

Proceso de preparacion del Medio Solido

| Materiales I

: ar 30 gr. Pesado
Agar PLEK O
ApuadeMar 1L
Homogenizacion p— "
Dilucion de Aga
Agar con el Agua
Dilucion a fuego de Mar
lento . y
Mechero — .
Ebullicién | = Adicion g:lz } ﬁ x i i
- . X
& .
Auto clavado A Esterilizado
121°Cx 30 min | — %
’ Enfriado
37°C Aprox.
.Iﬂld- i R
S Fi:1mlx1L

Ycondicionamiento
en placas petri

20ml xcads

placa petri

Sembrado

Forma de sig - sag

Sellado / Rotulade
ratin

19 +1°C

R1: Macronutrientes
R2: Micronutrientes Medio Fi2 modificado (Guillard, 1975)
R3: Vitaminas

Fuente: Elaboracion propia (2017)

102



ANEXO 7.

Formato N° 01 Control del cultivo de microalgas

t‘ FORMATON" 01|

UNAM CONTROL DEL CULTIVO DEL FROYECTO DE MICROALGAS - 2017

CARRERA PROFESIONAL: INGENIERIA PESQUERA

DFETALLE IME LA MATERIALES DHSERVALIONEY TUENLD § HOHRA
FELHA ACTIVIDAD MARLKA] TARDE] Ko EH

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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ANEXO 8.

Formato N° 03 Control de parametros de cultivo

CA

UNAM

FORMATO N°03

CONTROL DE PARAMETROS DEL CULTIVO DEL PROYECTO DE
MICROALGAS - 2017

CARRERA PROFESIONAL! INGENIERLA PESUERA

FECHA

ESPECIES

MUESTRA
(L

LOTE DEL

CULTIVD

pH

Tl}
CULTIVD
]

T:
AMBIENTE
el

[mg/Lh

SALINIDAD
(ppor]

CONDUCTIVIDAD
[mS,em)

INTENSIDAD
LUMINCA
[LUK]

Chlarediz vulgaris

Tetraselmis strimta

Mannochlaransis annma

Chlarediz vulgans

Tetraselmis striméa

Mannochlaransis annma

Chlarediz vulgans

Tetraselmis striméa

Mannochloropsis amota

Chlarsiiz vulgaris

Tetraselmis strimta

Mannochloropsis amota

ChlareNiz vulgaris

Tetraselmis strimta

Mannochlaropsis acmeto

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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ANEXO 9.

Formato N° 02 Recuento de microalgas

CA

UNAM  RECUENTO DE MICROALGAS DEL PROYECTO DE MICROALGAS - 2017

CAHRERA PROFESIONAL: INGENIERIA PESQUERA

FORMATON® 02

=
4| a
ESPECIE N* DE MUESTRA EELIRENTL E ; CALCLLEY HECUHERTLD
REPLICAS (L} | E TOTAL
i
1
2
Chiorela
WEAGNS 3
a4
5
B
1
2z
Tetraselmis T
striata -
4
5
+
1
2
NoanocWoropss 3
oculafa
4
5
]
i
2
Chiorela =
WLAGTS -
4
5
&
1
2
Tetraselmis
striata 3
a4
5
B
1
2z
Wonnochloropss
cculato 3
El
5
&
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Formato N° 04 Obtencién de biomasa humeday liofilizada)

CA

UNAM

RS MBIl B S

CARRERA PROFESIONAL: INGENIERIA PESQUER

ANEXO 10.

DE MICROALGAS - 2017

FORMATO N° 04
REGISTRO DE OBTENCION DE BIOMASA HUMEDA Y LIOFILIZADO DEL PROYECTO

PESODEL | PESODELA PESD DE
LOTEDEL [MuEsTRy HORADE | HORADE | pyppy EIOMASA | PESOTOTAL| B84 | proMasapaga|  PESODEL
FECHA ESPECIES | cyirvo | @) INICIO | TERMINO | ,yovmvio | HuMEDA &) EL LIOFILZADo| LIOFILIZADO
CENTRIFUGADD | CENTRIFIRGADC (er)
(er) (er) (&)
Chiorella vuligaris

Tetroselmis striota

Nonnochloropsis
oculata

Chiorella vuligaris

Tetraselmis striota

Nonnochloropsis
oculata

Chiorella vuiigaris

Tetraselmis striota

Nonnochioropsis
oculaty

Chiorella vuligaris

Tetroselmis striota

Nonnochloropsis
oculata

Chiorella vuligaris

Tetroselmis striota

Nonnochloropsis
oculata

Fuente: Elaboracién propia (2017)
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ANEXOS 11
Produccidn del cultivo microalgas en el laboratorio microalgas

de la UNAM - Filial llo

4 Fase Cepario

Foto 1. Preparacion del medio Foto 2. Medio liquido

liquido (tubos de ensayo de 10 ml)

LR

Fuente: Elaboracién propia (2017) Fuente: Elaboracién propia (2017)
Foto 3. Preparacién del medio Foto 4. Medio solido
Solido

Fuente: Elaboracién propia (2017) Fuente: Elaboracién propia (2017
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v" Fase Inicial

Foto 5. Cultivo en matraz de 250 ml

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Foto 6. Escalamiento de matraz de 250 ml a 500 ml

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Foto 7. Cultivo en matraz de 250 ml

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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v' Fase Intermedia

Foto 8. Escalamiento a matraz de 1000 ml

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Foto 9. Cultivo en matraz de 1000 ml

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Foto 10. Escalamiento a botellas de 7 L

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Foto 11. Cultivo en matraz de 7 L

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Fase masiva

Foto 12. Escalamiento a fotobiorreactores

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Foto 13. Cultivo en fotobiorreactores (160 L)

/ - “
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4 <D 1 i 4
7 \{1 l—‘i .’,.‘f——:" \
ot —— 1 H = .
_N=h—— = ‘— -
[\ “- : -9 - J -— p—— '
EY § iy - ': “:;__‘» A ‘ .
| 4 —r f" i di 4
e 2
' - ‘ i
o v 3 B
o+ :
. 2
- [P i i {
3\‘4 L e : ¥ / r:“;E_ /I‘
Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 14.

Identificacién microscépica de microalgas

Foto 14. Chlorella vulgaris

Fuente: Elaboracién propia (2017)

Foto 15. Nannochloropsis oculata

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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Foto 16. Tetraselmis striata

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 13

Cosechay centrifugado de microalgas

Foto 17. Cosecha de las microalgas

8
L/

JML 9. TS

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Foto 17. Centrifugado de las microalgas

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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ANEXO 14

Biomasa humeday harina de microalgas

Foto 18. Biomasa himeda de microalgas

Fuente: Elaboracion propia (2017)

Foto 19. Harina de microalgas

Fuente: Elaboracion propia (2017)
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