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RESUMEN 

Las microalgas se han convertido en una fuente importante de materia 

prima para la producción de diversos productos de interés biotecnológico. 

Su capacidad de crecimiento y baja demanda de nutrientes lo convierten 

en un recurso muy valioso y atractivo. En esta investigación nos 

planteamos el siguiente objetivo: Aislar e identificar microalgas con 

potencial biotecnológico. Para ello, se realizó colecta de muestras en 

diferentes tipos de hábitats, como aguas estancada, charcos y reservorios. 

Se utilizó una red fitoplanctónica de 2 a 20 µm, para atrapar las microalgas; 

estas fueron cultivadas en medio BG11 hasta que presentaron densidades 

celulares superiores. El aislamiento se realizó por pipeteo, aislamiento por 

diluciones seriadas y aislamiento en placas con Agar. Los géneros 

identificados fueron Scenedesmus sp., Chlamydomona sp., Pediastrum sp. 

y Pandorina sp. La identificación se realizó por microscopía, observando 

las características morfológicas a 40 X. Se determinó la biomasa por 

diferencia de peso seco, y la extracción de lípidos totales se realizó 

mediante uso de solventes cloroformo: metanol (2:1). La extracción de 

proteínas se realizó mediante métodos colorimétricos, al igual que los 

polifenoles. Los resultados obtenidos muestran que Scenedesmus sp. 

presentó el más alto valor en producción de biomasa, lípidos y proteínas 

con valores por encima de 127 mg/L, 25 %, y 41 % respectivamente. La 

microalga que tuvo una mayor producción de polifenoles fue 

Chlamydomonas sp. con 5 %.  

Palabras claves: Microalgas, biotecnología, aislamiento, biomasa 

microalgal. 
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ABSTRACT 

Microalgae have become an important source of raw material for the 

production of various products of biotechnological interest. Their growth 

capacity and low nutrient demand make them a very valuable and attractive 

resource. In this research we set the following objective: To isolate and 

identify microalgae with biotechnological potential. For this purpose, 

samples were collected in different types of habitats, such as stagnant 

waters, pools and reservoirs. A phytoplanktonic net of 2 to 20 µm was used 

to trap the microalgae, which were cultured in BG11 medium until they 

presented higher cell densities. Isolation was performed by pipetting, 

isolation by serial dilutions and isolation on Agar plates. The genus identified 

were Scenedesmus sp., Chlamydomona sp., Pediastrum sp., Pandorina 

sp., and Pandorina sp. The identification was performed by microscopy, 

observing the morphological characteristics at 40 X. Biomass was 

determined by dry weight difference, total lipid extraction was performed 

using chloroform: methanol (2:1) solvents. Protein extraction was carried 

out by colorimetric methods as well as polyphenols.  

The results obtained show that Scenedesmus sp. presented the highest 

value in biomass, lipid and protein production with values above 127 mg/L, 

25%, and 41%, respectively. The microalgae with the highest polyphenol 

production was Chlamydomonas sp. with 5 %.  

Key words: Microalgae, Biotechnology, Isolation, microalgal bioma
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Capítulo I: Marco teórico 

1.1 Antecedentes del estudio 

 

La colecta, identificación y cultivo de microalgas son pasos fundamentales 

que se deben ejecutar adecuadamente en la búsqueda de especies 

promisorias que pueden convertirse en materia prima para desarrollar 

procesos biotecnológicos. En primer lugar, es necesario identificar los 

requerimientos nutricionales que estos microorganismos necesitan para 

desarrollar sus funciones vitales. Por ejemplo, estudios realizados sobre el 

cultivo de la microalga Dunaliella salina produjo muy buenos resultados, 

afirmando que esta especie crece satisfactoriamente en condiciones de 

cultivo seleccionadas de salinidad alrededor de 35 gL-1, con un pH de 7,5 y 

con agitación continua, empleando el medio (F/2) modificado, logrando 

valores superiores 104 mL-1, (1). Pero la productividad en biomasa no es 

suficiente para conseguir un elevado contenido en lípidos, lo que sí se 

puede obtener con la microalga Chlorella, la cual por medio de agitación 

por aireación y un valor de pH inicial de 7,5. Las investigaciones nos 

muestran que se puede lograr inducir un factor de estrés en su crecimiento, 

lo que se traduce en una mayor producción de lípidos (2). 

Existen diferentes métodos para el aislamiento de cepas puras o cultivos 

unialgales. Entre los más utilizados están el aislamiento con micropipetas, 

de diluciones seriadas, aislamiento en medio sólido (tanto por extensión en 

placas petri como por aspersión) y por fototropismo. Los métodos a utilizar 

dependen principalmente de las dimensiones de las microalgas, de su 

motilidad o no, así como de su carácter filamentoso o unicelular. 

Generalmente se logran los mejores resultados mediante una combinación 

de varios de estos métodos (3). Los diversos medios de cultivo, utilizados 

para el mantenimiento de las cepas microalgales, nos muestran resultados 

muy prometedores (4). Por ejemplo, cuando se realizó el estudio sobre el 

aislamiento, caracterización y potencial biotecnológico de microalgas 

nativas de la Amazonía peruana, lograron aislar especies como 

Ankistrodesmus sp., Hematococcus pluviales, Scenedesmus sp. y 
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Chlorella sp., los cuales mostraron propiedades que pueden ser utilizadas 

en la producción de biodiesel y nutracéuticos (5). 

El aislamiento de la microalga Ankistrodesmus falcatus, proveniente de la 

laguna Boro II, en la región Lambayeque, utilizando el sistema Guillar, con 

la finalidad de ser utilizada con fines de biorremediación de malos olores 

de las aguas residuales. Obteniendo resultados de reducción de valores de 

352 mg/L a 74,3 mg/L. Teniendo en cuenta que los valores máximos 

permisibles son 100 mg/L para efluentes de aguas residuales domésticas 

(6). La identificación morfológica y molecular de cepas microalgales 

aisladas de tres ríos de la amazonía peruana (Amazonas. Itaya y Nanay), 

y la determinación de los transcriptomas y perfiles bioquímicos mostraron 

que son aptas para fines biotecnológicos, como lo son: la producción de 

biodiesel, la biosíntesis de nutrientes para humanos y de compuestos 

promotores para la salud (7). 

También, cuando se realizó bioprospección de microalgas autóctonas en 

una represa de embalse en Argentina, se logró aislar la especie Chlorella 

sp., el cual demostró excelente crecimiento y reportó dentro de su 

composición bioquímica elevados niveles de proteína (32,22 % p/p) y 

lípidos (35,05 % p/p), pero bajos niveles de carbohidratos (1, 75 % p/p). Así 

mismo, se evidenció elevados niveles de carbohidrato (β-caroteno y la 

antoxantina), biomoléculas que pueden ser utilizadas en la industria 

cosmética (8). 

Cuando se realizó un estudio sobre la variedad de microalgas presentes en 

diferentes hábitats lenticos en Indonesia, se encontró microalgas 

pertenecientes a 4 divisiones: Cyanophyta, Chlorophyta, Euglenophyta y 

Bacillariophyta. Entre las especies más representativas podemos 

mencionar a Scenedesmus sp., Oedogonium sp., Microspora sp., 

Coleochaete sp., Closterium sp., Cymbella sp., Navicula sp., Pinnularia sp., 

Synedra sp., Euglena sp., Phacus sp., Trachelomonas sp. Cabe mencionar 

que las microalgas se encontraron en un hábitat léntico muy afectado por 

factores físicos como la temperatura, el pH y la intensidad de la luz (9). 
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Uno de los aspectos importantes que presentan las microalgas es su 

contenido de lípidos, el mismo que puede ser controlado en función de las 

condiciones del medio de cultivo, como es el caso de la diatomea C. 

calcitrans, además ofrece las posibilidades de obtener subproductos 

(biopolímeros, pigmentos, biogás, antitoxinas, fármacos y nutracéuticos) de 

alto valor agregado, una vez extraída la fracción lipídica de la biomasa (10). 

Así mismo, la producción de nutrientes primarios con potencial para 

promover la salud humana, como son los aminoácidos esenciales, ácidos 

grasos (ácido eisosapentaenoico), compuestos fenólicos y actividad 

antioxidante, fueron encontrados en cepas nativas de la amazonía cuando 

se evaluó el potencial nutricional y promotor de la salud humana de 

compuestos biosintetizados por miciroalgas nativas de la amazonía 

peruana (11).  

Las microalgas como las diatomeas Actinocyclus normanii, Neodelphineis 

pelágica y Cyclotella glomerata presentan tasas de crecimiento diferentes 

dependiendo del medio de cultivo. Pueden presentar crecimiento altamente 

significativo (p< 0,05) en F/2 comparado con el medio Conway (12). Así 

mismo, el uso de medio base Allen & Arnon en el cultivo de la especie 

Scenedesmus obliquus, aislada del embalse de Salto Grande en Argentina, 

con la finalidad de producir componentes bioactivos, dio como resultado 

para carotenoides totales 473,85 ±11,00 mg β-caroteno/g ms; proteínas 

totales 7,09 ±0,23 mg ASB/g ms y de fenoles totales, 16,78 ± mg EAG/g 

ms, mientras en Costa Rica cuando evaluaron metabolitos secundarios en 

microalgas no encontraron diferencias significativas en sus resultados 

(13,14). 

Aproximadamente el 90 % del peso seco de las microalgas se conforman 

de proteínas, carbohidrato y lípidos. Los porcentajes dentro de las células 

pueden variar dependiendo de las cepas, las condiciones del cultivo y el 

tipo de medios en las que se cultivan las microalgas. Se han reportado 

composiciones de las cepas de Chlorella como Chlorella protothecoides y 

Chorella sp., las cuales contienen entre 15,2% y 25,6%, carbohidrato 11% 

y 16,1% y lípidos 11,4% y 18,4% en peso seco. Además, la biomasa 
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obtenida de las microalgas suele contener lípidos, tales como los ácidos 

grasos libres, triglicéridos (TAG), fosfolípidos y glucolípidos que son materia 

prima para la producción de biodiesel (15). 

Un aspecto fundamental en el cultivo de microalgas, es que son capaces 

de crecer en aguas residuales provenientes de industrias o de uso 

doméstico. Cultivos iniciados con un inóculo de 1,0×106 cel./mL de la 

microalga Scenedesmus, en tanques de asbesto, de 600 L de capacidad, 

conteniendo un volumen de 150 L de medio de cultivo y manteniéndose 

bajo condiciones de iluminación y fotoperiodo natural, y una temperatura 

que osciló entre los 30±4°C, con un máximo de 34°C en horas del mediodía 

(12:00am a 2:00pm). Tuvieron como resultados que el crecimiento de 

Scenedesmus sp. tanto en agua residual de pescadería, muestran un 

crecimiento exponencial, indicando la rápida adaptación de la microalga al 

medio residual en condiciones mixotróficas. De igual manera, la curva de 

crecimiento en ambos tratamientos son similares y en la fase estacionaria, 

toman valores de densidades celulares alcanzadas sin diferencia 

significativa (p>0,05), de 8,05±0,55×106 cel/ml y 7,39±0,18×106 cel./mL 

comparando el cultivo con el agua residual de pescadería y el grupo control, 

respectivamente (16). 

Los mayores retos en el desarrollo de procesos para la producción de 

biodiesel con microalgas consisten en seleccionar las mejores cepas y 

establecer estrategias de cultivo para que se logre el máximo posible de 

productividad de biomasa y de lípidos, a pesar de las condiciones de estrés 

fisiológico a los que son sometidos (17). 

 

1.2 Bases teóricas 

 

Generalidades de las microalgas 

Las microalgas constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos 

fotosintéticos unicelulares que comprenden organismos eucariotas y 

cianofíceas procariotas (cianobacterias). Se consideran un grupo de 

organismos versátiles en términos de tamaño, forma y función ecológica y 
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se localizan en hábitats diversos tales como aguas marinas, dulces, 

salobres, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de temperatura, 

pH y disponibilidad de nutrientes. De la misma manera que las plantas, ellas 

convierten la energía solar en energía química mediante la fotosíntesis (38). 

Clasificación de las microalgas 

Las clases más importantes de algas son: las algas verdes (Chlorophyta), 

las algas rojas (Rhodophyta) y las diatomeas (Bacillariophyta). Las algas 

pueden ser autótrofas o heterótrofas; las primeras requieren únicamente 

compuestos inorgánicos como el CO2, sales y la luz como fuente de energía 

para el crecimiento, mientras las segundas son heterótrofas por lo que 

requieren una fuente externa de compuestos orgánicos, así como de 

nutrientes como fuente de energía. Algunas algas fotosintéticas son 

mixotróficas, es decir, tienen la capacidad tanto de realizar la fotosíntesis 

como de utilizar nutrientes exógenos orgánicos. Para las algas autótrofas, 

la fotosíntesis es un componente clave de supervivencia, porque convierte 

la radiación solar y el CO2 absorbido por los cloroplastos en adenosin 

trifosfato (ATP) y O2, utilizable a nivel celular para la respiración y para 

producir energía en sus actividades de crecimiento (39). 

Ciclo de vida de las microalgas 

Las microalgas durante el día respiran (consume O2 y libera CO2 como 

producto) y realizan la fotosíntesis, captando la luz solar, consumiendo CO2 

que utiliza para producir energía y liberando O2 en el proceso. Durante la 

noche, el alga respira y no hace fotosíntesis, por lo que necesita O2 (que 

ha producido durante el día) y libera CO2 (que consumirá durante el día con 

la fotosíntesis) (18). Como consecuencia, una vez iniciado el cultivo, estas 

algas pueden automantenerse en un sistema cerrado donde únicamente se 

deben controlar factores ambientales como temperatura o pH (19).  

Importancia de las microalgas 

Las microalgas contribuyen a la sostenibilidad del planeta, principalmente 

transformando el CO2 en O2. Son los principales productores de biomasa 
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para los sistemas acuáticos, por lo que sustentan la vida en la Tierra. 

Además, actualmente se utilizan microalgas para la producción de abono 

para agricultura, el tratamiento de aguas residuales, producción de 

alimentos para humanos y animales, productos cosméticos y para la salud, 

etc. (20).  

Técnicas de aislamiento de las microalgas 

Las técnicas de aislamiento de las microalgas tienen como objetivo obtener 

una población de microalgas partiendo de un solo individuo o clon (células, 

filamentos, colonias y/o quistes), logrando cultivos monoalgales o 

unialgales (cultivos con una sola especie de microalga). El método de 

aislamiento a usar depende de las dimensiones de la microalga, de su 

movilidad y su morfología, no obstante, es recomendable combinar los 

diferentes métodos. Los métodos de aislamiento más utilizados son: el 

aislamiento con micropipeta, el aislamiento en placas de agar y el 

aislamiento con diluciones seriadas (21). 

Cultivo de microalgas 

Existen dos diseños básicos para el cultivo de microalgas; los cultivos en 

sistemas abiertos y los cultivos en sistemas cerrados. En el primero los 

microorganismos están expuestos a las condiciones ambientales, mientras 

que en los sistemas cerrados existe un mayor control de las condiciones de 

cultivo. El uso de cualquiera de estos sistemas depende mucho de la 

biología de las especies a cultivar; las formas de cultivo, requerimientos 

nutricionales, aspectos lumínicos y resistencia al estrés (22). 

Biotecnología de microalgas 

Las microalgas son un recurso muy valioso, ya que ellos, además de 

brindarnos servicios ecosistémicos, pueden ser utilizados como 

plataformas para obtener diversos productos biotecnológicos. De las 

microalgas se pueden obtener proteínas, lípidos, vitaminas y metabolitos 

secundarios de alto interés comercial, como la producción de alimentos y 

piensos, productos para la cosmecéutica, la elaboración de biomateriales, 
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productos relacionados con la agricultura, biocombustibles y la prestación 

de servicios como el tratamiento de aguas residuales y la limpieza de gases 

industriales (23). Aproximadamente, la producción de microalgas se calcula 

en 20 kt/año, el cual es utilizado principalmente en productos alimentarios 

y en insumos para la elaboración de piensos. En el mercado mundial, el 

precio fluctúa entre 15 y 25 € / kg en promedio (24). Una de las aplicaciones 

más modernas de las microalgas es que puede ser utilizado también como 

productos químicos intermediarios para el sector petroquímico, 

bioplásticos, bioqueroseno y diversos compuestos bioactivos (25). 

1.3 Definición de términos básicos 

 

Microalgas 

Las microalgas son aquellos microorganismos que contienen clorofila-A y/u 

otros pigmentos similares, que les permiten realizar fotosíntesis oxigénica. 

En este contexto, las cianobacterias o algas verde-azules, procariotas, se 

han considerado tradicionalmente dentro del grupo de las microalgas. 

Asimismo, según esta definición, quedan excluidas las bacterias 

fotosintéticas, ya que no contienen clorofila-A y realizan fotosíntesis 

anoxigénica (4). 

Aislamiento 

Procesó que consiste en la extracción de un microorganismo de su hábitat 

natural, mediante técnicas o procedimientos estandarizados con la finalidad 

de realizar investigaciones, Tiene como finalidad conseguir una población 

de microalgas, partiendo de una única célula. Las técnicas de aislamiento 

a utilizar dependen de las características funcionales de cada especie 

microalgal (21). 

Medios de cultivo 

Es una técnica de laboratorio que puede ser de forma sólida o en una 

solución que contiene nutrientes necesarios para permitir, en condiciones 

favorables de pH y temperatura, el crecimiento de microorganismos como 

las microalgas. El medio de cultivo depende del tipo de microalga que se 
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va a cultivar, teniendo en cuenta factores como el pH, dureza, salinidad del 

agua, etc. (21). 

Biotecnología 

Es el conjunto de técnicas, procesos y métodos en donde se utilizan 

organismos vivos, como las bacterias, hongos y virus, partes de ellos o 

sistemas biológicos derivados de los mismos. Actualmente. las microalgas 

vienen siendo utilizadas en la producción de alimento humano y animal, 

productos cosméticos y de la salud, biocombustibles, bioproductos y en la 

remoción de contaminantes de aguas residuales y desechos industriales 

(26). 

Hábitat 

Un hábitat es el lugar que reúne las condiciones apropiadas para que viva 

un organismo, especie o comunidad animal o vegetal; más concretamente, 

es la colección de recursos y condiciones necesarias para su ocupación en 

un espacio y tiempo dado (27). 

Fotosíntesis 

La fotosíntesis es la conversión de materia inorgánica a materia orgánica 

gracias a la energía que aporta la luz del sol. En todas las clases de 

microalgas, la fotosíntesis es similar en principio a la de las plantas 

terrestres, que tienen lugar en los cloroplastos y requieren de los pigmentos 

para cosechar y utilizar la energía luminosa disponible (28).  

Charcos 

Agua, u otro líquido, detenida en un hoyo o cavidad de la tierra o del piso; 

es un pequeño cuerpo de agua, pero no es suficiente como para conformar 

un lago. Su formación se puede deber a depresiones en el suelo, ya sea de 

manera natural o artificial. El agua de los charcos también es conocida por 

ser el hábitat de muchos microorganismos (29). 
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Sustrato 

Se denomina sustrato a una superficie en la que vive un microorganismo, 

planta o animal, la cual puede estar compuesta por materiales bióticos o 

abióticos, orgánicos o minerales (30). 

Lípidos 

Los lípidos son un conjunto de moléculas orgánicas constituidas 

principalmente por átomos de carbono, hidrógeno y oxígeno (en menor 

medida), y otros elementos como nitrógeno, fósforo y azufre. Los lípidos 

son moléculas hidrófobas (insolubles en agua), pero son solubles en 

disolventes orgánicos no polares, como bencina, benceno y cloroformo 

(31). 

Polifenoles 

Son un grupo de sustancias químicas que se encuentran en plantas y 

caracterizadas por la presencia de más de un grupo fenol por molécula. Los 

polifenoles son generalmente subdivididos en taninos hidrolizables, que 

son ésteres de ácido gálico de glucosa y otros azúcares; y fenilpropanoides, 

como la lignina, flavonoides y taninos condensados (32). 

Proteínas 

Las proteínas son biomoléculas compuestas en su mayoría por carbono, 

hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. Dependiendo del tipo de proteína pueden 

contener azufre, fósforo, hierro y cobre entre otros elementos. Están 

compuestas por aminoácidos que son moléculas en donde un grupo amino 

(NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) se unen a un carbono que ocupa sus 

dos valencias restantes a un hidrógeno (33).  

Reservorios 

Depósitos o estanques de agua, que permiten el crecimiento de algunos 

microorganismos, entre ellos las microalgas (34). 
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Capítulo II: Planteamiento del problema. 

2.1 Descripción del problema 

En la actualidad, las microalgas han tomado mucha importancia, debido a 

que la biomasa puede ser empleada en diversas aplicaciones 

biotecnológicas (35), siendo utilizadas en la producción de alimentos, tanto 

para consumo humano (36) y piensos para los animales (37), productos 

farmacéuticos (38), compuestos orgánicos y los biocombustibles (39). El 

estudio de estos microorganismos es de mucha relevancia, ya que existen 

problemas ambientales que pueden ser resueltos por el bajo consumo 

energético que representa el cultivo de estos organismos microscópicos 

(40). 

Por tanto, es imperioso disponer de fuentes alternativas con potencial 

biotecnológico. Una opción es el uso de microalgas dulceacuícolas, por su 

alta eficiencia fotobiosintética de triglicéridos (41); presentan 

productividades mayores de 10 a 100 veces que los cultivos 

convencionales (42), actúan como sumideros de CO2 (43) y pueden usar 

aguas servidas para producir biodiesel (44). Pero aún existen varios 

obstáculos tecnológicos y económicos que deben solucionarse y uno de los 

mayores retos es el aislamiento, selección, identificación y cultivo de 

microalgas robustas que presenten óptimo contenido de triglicéridos (45), 

muestren altas tasas de crecimiento y no sean propensas a la 

contaminación por bacterias y hongos y que puedan ser utilizadas en 

aplicaciones biotecnológicas (46). Sin embargo, los estudios con 

microalgas de agua dulce solamente se han limitado a identificarlas 

morfológicamente. Por tanto, en esta investigación se propone realizar una 

búsqueda exhaustiva en reservorios, charcos, agua estancada y sustratos 

para aislar e identificar microalgas que presenten potencial biotecnológico. 

Por lo que tanto, nos planteamos la siguiente interrogante: ¿Es posible 

aislar e identificar microalgas con potencial biotecnológico? 
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2.2 Formulación del problema 

2.2.1 Problema general 

¿Es posible aislar e identificar microalgas con potencial biotecnológico? 

2.2  Problemas específicos 

¿Es factible colectar y aislar microalgas con potencial biotecnológico 

provenientes de distintos tipos de hábitats: reservorios, charcos, agua 

estancada y sustratos? 

¿Qué géneros de microalgas con potencial biotecnológico se 

encuentran en cada tipo de hábitats, reservorios, charcos, agua 

estancada y sustratos? 

¿Cuál es la producción de biomasa, el contenido de lípidos totales, 

proteínas y polifenoles de las microalgas aisladas? 

2.3 Objetivos. 

2.3.1 Objetivo general. 

Aislar e identificar microalgas con potencial biotecnológico. 

2.3.2 Objetivos específicos. 

Colectar y aislar microalgas provenientes de distintos tipos de hábitats: 

reservorios, charcos, agua estancada y sustratos, que presenten 

potencial biotecnológico. 

Identificar géneros de microalgas encontradas en cada tipo de hábitats: 

reservorios, charcos, agua estancada y sustratos. 

Determinar la producción de biomasa, contenido de lípidos totales, 

proteínas totales y polifenoles de las microalgas aisladas. 

2.4. Hipótesis 

Existen géneros de microalgas con potencial biotecnológico que se 

encuentran en diferentes tipos de hábitats.   
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2.5. Variables 

2.5.1 Identificación de las variables 

2.5.1.1 Variable dependiente 

Diversos tipos de hábitats 

2.5.1.2 Variable independiente 

Microalgas con potencial biotecnológico 

2.5.2 Definición conceptual y operacional de las variables 

• Variable dependiente 

 Variedad de hábitats 

Son todos aquellos ambientes en los cuales se colectaron las 

muestras de agua y de donde se aislaron las células microalgales. 

• Variable Independiente 

 Microalgas con potencial biotecnológico 

 Son aquellas microalgas que presentaron características 

 funcionales que pueden ser aprovechadas en diversos procesos 

 biotecnológicos. 
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2.5.3 Operacionalización de las variables 

Variables Indicador Índices Instrumento 

Independientes 

(X)    

Microalgas con 

potencial 

biotecnológico 

- Densidad de 

cultivo 

microalgal. 

- Producción de 

biomasa. 

- Géneros de 

microalgas 

identificadas. 

- Contenido de 

lípidos totales 

- Producción 

proteínas y 

polifenoles 

Microalgas que 

presentan 

características 

de interés 

comercial  

Microscopio de luz 

invertida Leica, DMi1. 

Dependiente (Y)    

Variedad de 

hábitats 

 

- Reservorios. 
- Charcos. 
- Agua 

estancada. 
- Sustratos. 

Células 

microalgales 

aisladas 

- Redes 
fitoplanctónica 

- pHmetro 
- Agitador 

magnético 
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Capítulo III. Metodología 

3.1. Tipo y diseño de investigación 

La presente investigación fue de tipo cuantitativo observacional descriptivo, 

porque nos permitió aislar e identificar las microalgas de acuerdo a las 

variables planteadas. 

El diseño fue de carácter descriptivo, en el que se describieron las 

características morfológicas de las microalgas. 

3.2. Población y muestra 

3.3.1 Población: 

Estuvo conformada por todas las microalgas que se desarrollan en los 

puntos de colecta establecidos. 

3.3.2 Muestra 

Estuvo constituida por las microalgas colectadas de los puntos de 

muestreos establecidos. 

3.3 Técnicas, instrumentos y procedimientos de recolección de datos 

3.3.1 Técnicas de recolección de datos 

Para la colecta se utilizó la técnica de arrastre con red fitoplanctónica, 

con un diámetro de malla de 2 a 20 µm (47). La colecta se realizó 

preferentemente durante el día cuando no se presentaban climas 

lluviosos. 

El aislamiento, se realizó mediante la observación directa, el cual 

consistió en el uso de diversas técnicas, entre ellas: aislamiento con 

pipeta, aislamiento con diluciones seriadas y aislamiento con placas 

con agar. Para la identificación se realizó por microcopia y para la 

caracterización bioquímica se determinó la concentración de lípidos 

totales (48), proteínas (49) y polifenoles (50). 
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3.3.2 Instrumentos de recolección de datos 

Los instrumentos de recolección de datos que se utilizaron, fueron los 

siguientes:  

a) Fichas o guías de observación: Se utilizaron para registrar la 

información obtenida del crecimiento de las microalgas aisladas. 

b) Red fitoplanctónica de 2 a 20 µm de diámetro: se utilizó para atrapar 

las microalgas. 

c) Microscopio de luz invertida (Leica, DMi1), centrífuga temperada 

(Hettich Universal 320R), estufa (Ecocell LSI-B2V/EC55). Se utilizó 

para obtener los datos directos de aislamiento, cosecha, etc. 

3.3.3 Procedimiento de recolección de datos 

a) Colecta de microalgas 

Las microalgas fueron colectadas como muestras de agua superficial 

(47). Se tomó un volumen de 100 mL de la muestra de cada uno de los 

diferentes sitios de colecta (reservorios, charcos, agua estancada y 

sustratos). Las muestras fueron almacenadas en frascos transparentes 

estériles y transportadas al laboratorio. Luego, las microalgas fueron 

concentradas, lavadas y enriquecidas en medio de cultivo BG-11. 

Después, 100 µL del cultivo fue transferido y distribuido 

homogéneamente en placas de Petri con agar + medio BG-11 e 

incubadas de 1 a 2 semanas (hasta observar colonias verdes). Luego, 

una fracción de cada colonia fue analizada por microscopía en un 

microscopio de luz invertida (Leica, DMi1), para caracterizar 

morfológicamente las microalgas, utilizando claves taxonómicas. Las 

colonias de interés fueron sembradas en frascos Erlenmeyer con 100 

mL de medio BG-11 e incubadas por 2 a 3 semanas en agitación 

horizontal (120 rpm) bajo las condiciones de cultivo. Después, 3 a 4 

alícuotas de un mililitro del cultivo fueron criopreservadas (21).  
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b) Aislamiento con pipeta 

Este método se llevó a cabo para separar microalgas con tamaños 

mayores a 10 µm de diámetro, los cuales presentaban formas de 

quistes, células vegetativas, dinoflagelados, formas coloniales o 

filamentosas (21). Este método consistió en aislar una sola célula 

microalgal con la ayuda de una pipeta Pasteur con punta reducida y/o 

con un capilar. Se colocó una gota de la muestra en un portaobjeto y 

se observó bajo el microscopio, donde las células de interés fueron 

succionadas por capilaridad con la pipeta: seguidamente se pasó a un 

portaobjetos limpio con una gota de agua estéril. Este procedimiento se 

repitió, “lavando” la célula en medio o en agua estéril hasta cuando no 

se observaron contaminantes y la gota contenía un solo tipo de célula. 

Se requirieron cinco transferencias sucesivas. Una vez realizadas las 

transferencias, las células aisladas se colocaron en tubos de ensayo 

con 2 mL de medio de cultivo, para lograr su crecimiento. 

c) Aislamiento con diluciones seriadas. 

Se utilizaron células microalgales abundantes que medían menos de 

10 μm de diámetro. Para ello se tomó 1 mL de la muestra original y se 

agregó a un tubo de ensayo, el cual contenía 9 mL de medio de cultivo 

estéril, se homogenizó y se agregó 1 mL a un segundo tubo con 9 mL 

de medio, se homogenizó y así sucesivamente se realizó hasta cinco 

repeticiones. Seguidamente, los tubos fueron colocados en incubación 

bajo condiciones de laboratorio y después de siete días, se observó 

utilizando un microscopio de luz invertida a 40 X. Este proceso se 

realizó hasta que se obtuvieron cultivos unialgales. 

d) Aislamiento en placas con Agar 

Esta técnica se utilizó para purificar cultivos contaminados con otros 

microorganismos. Se preparó medio de cultivo al cual se le agregó agar 

(15 g de agar por L de medio de cultivo), y se esterilizó en autoclave 

(51). Seguidamente, se atemperó, y antes de que solidifique, se vació 
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en placa Petri estéril. Todo este trabajo se realizó dentro de la cabina 

de flujo laminar, para evitar contaminación. 

Se dejó enfriar por 1 hora aproximadamente y seguidamente, se realizó 

la siembra, la cual consistió en tomar una muestra (50 µL) de la 

microalga a inocular, y con la ayuda de un asa de siembra 

bacteriológico, se sembró por medio de barrido en forma de rayado 

dentro del medio de la placa Petri. La caja se cubrió con su tapa, se 

invirtió y se colocó en un ambiente con temperatura y luz controladas, 

se incubó durante una semana y posteriormente se observó al 

microscopio y con la ayuda del asa se seleccionaron las colonias libres 

de otros microorganismos, y se transfirió a otra placa Petri. El proceso 

se desarrolló bajo un estricto control de higiene y en un medio estéril. 

Esta actividad se realizó varias veces, hasta obtener las colonias 

unialgales (13). 

e) Identificación de los géneros microalgales 

Para la identificación de las microalgas se utilizó el microscopio de luz 

invertida (Leica, DMi1) y una guía de identificación taxonómica e 

iconográfica, el cual nos permitió guiarnos y por las características 

morfológicas observables, se pudo identificar a qué género pertenece. 

Para la observación microscópica, se utilizó el objetivo de 40 X (52). 

f) Determinación de la producción de biomasa 

La producción de biomasa se determinó por diferencia de peso de la 

placa de Petri con y sin biomasa seca. La tasa de crecimiento 

microalgal, se evaluó utilizando la técnica utilizada por Guillard 1975 

(53), la cual consistió en evaluar por medio de conteo directo usando 

una cámara Neubahuer, anotándose los datos en fichas de registros, 

los cuales luego fueron calculados mediante la siguiente fórmula:  
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N1=número de células o densidad óptica al tiempo final 

N0=número de células o densidad óptica al tiempo inicial 

T1=tiempo final 

T0=tiempo inicial. 

g) Cosecha de la biomasa microalgal 

Seguido de los 7 días de evaluación, se cosechó las microalgas como 

se indicó previamente: la biomasa obtenida fue secada a 50 °C por 24 

horas (54). 

h) Extracción y análisis de lípidos totales. 

La extracción de lípidos totales se realizó según Flores et al., (48). El 

cual consistió en pesar 25 mg de biomasa liofilizada y se extrajeron los 

lípidos con 3 mL de la mezcla de solventes cloroformo-metanol (1:1). 

Este proceso se realizó dos veces. Para mejorar la extracción se utilizó 

un baño de ultrasonido (Branson, 2510) con hielo, a una temperatura 

de 4 °C, por 30 min. Luego, se añadió 2,1 mL de cloruro de potasio 

0,88% (w/v) al extracto. La fase orgánica fue separada y evaporada con 

nitrógeno gaseoso para obtener el extracto seco de lípidos. Los 

extractos se almacenaron en vacío y oscuridad durante 14 h y luego se 

pesaron.  

i) Extracción de proteínas. 

La extracción de proteínas se realizó según el método de Lowry 

modificado por Hartree (49), el cual consistió en pesar 5 mg de biomasa 

liofilizada, al cual se hidrolizó con 5 mL de hidróxido de sodio NaOH 0,5 

N a una temperatura de 75 °C durante 60 min. Luego se tomó una 

alícuota de 500 µL de la solución y se adicionó 0,9 mL de reactivo A 

(hidróxido de sodio 0,5 N, carbonato de sodio anhidro 10 % y tartrato 

de sodio y potasio tetrahidratado 0,2 %), seguido de una incubación a 

50 °C durante 10 minutos, seguidamente se adicionó 0,1 mL de reactivo 

B (hidróxido de sodio 0,1 N, sulfato de cobre pentahidratado 1 % y 
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tartrato de sodio y potasio tetrahidratado 2 %) y finalmente se añadió 3 

mL de reactivo C (reactivo fenol según Folin-Ciocalteau: Agua 2:15 v/v). 

Las absorbancias se midieron a una longitud de onda de 650 nm en el 

espectrofotómetro (UV Varian Cary 50 Bio) y se cuantificó el contenido 

de proteínas usando una curva de calibración con Albúmina Suero 

Bovino 300 μg/mL. 

j) Análisis de polifenoles totales 

El análisis de polifenoles se realizó según Singleton et al., (50), el cual 

consistió en pesar 50 mg de biomasa liofilizada y se extrajeron de 

manera secuencial los polifenoles con 6 mL de acetona 100% y 6 mL 

de agua ultrapura respectivamente. La fase de acetona se evaporó y 

resuspendió con etanol absoluto. Se separó una alícuota de 200 µL de 

cada fracción (orgánica y acuosa) y se añadió 1 mL de reactivo de 

Folin-Ciocalteu (1:10). Luego de 5 min se añadió 800 µL de solución 

saturada Na2CO3 (75 g/L) y se dejó reposar por 2 horas a temperatura 

ambiente en oscuridad. Las absorbancias se midieron a una longitud 

de onda de 765 nm en un espectrofotómetro (UV Varian Cary 50 Bio) y 

la cuantificación de los polifenoles se realizó mediante una curva de 

calibración con ácido gálico (AG). El contenido total de polifenoles se 

reportó como la suma de la fracción orgánica y acuosa. 

3.4 Procesamiento y análisis de datos 

Para determinar si existen diferencias significativas de la densidad de 

microalgas, se utilizó el ANOVA con prueba HSD de Tukey. Los análisis 

estadísticos mencionados se realizaron con el programa PASW 

Statistical v 20 y los gráficos fueron diseñados en el programa Excel de 

Microsoft office. 
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Capítulo IV. Resultados 

4.1. Colecta y aislamiento de microalgas con potencial biotecnológico 

 La colecta de las muestras se llevó a cabo en reservorios, aguas 

estancadas y charcos. Los lugares fueron seleccionados de acuerdo a las 

características y condiciones en donde se desarrollan las microalgas (ver 

figura 1). 

      
 

Figura 1. Colecta de microalgas en diferentes tipos de hábitats (A: Reservorios de 

agua, B: Charcos; C: Agua estancada; D: Charcos de agua). 

 

Una vez realizada la colecta, las muestras fueron selladas herméticamente 

y transportadas al Laboratorio para ser enriquecidas con medios de cultivo 

y puestas en condiciones de agitación constante durante siete días, con la 

finalidad de que las células microalgales puedan desarrollarse. 

 

 

A B 

C D

- 
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Tabla 1. Ubicación de lugares de colecta de muestras de agua 

Lugar de 

colecta 

Tipo de hábitat COORDENADAS        UTM  

N E 

Cementerio 

General 

 

Agua estancada 

 

9584642.50 

 

471623.70 

Cementerio 

General 

 

Reservorios 

 

9584581.10 

 

471623.69 

Parte baja, del 

Boulevard de 

Iquitos 

Charcos 9585248.50 695488.80 

 

El aislamiento de las microalgas se llevó a cabo utilizando distintos 

métodos: por capilaridad, cultivos líquidos y sólidos en placas de Petri, 

como se muestra en la figura 2. 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Métodos de aislamiento de microalgas utilizados en el desarrollo de la 

investigación  
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4.2. Identificación de géneros microalgales encontradas en cada tipo 

de hábitat. 

Los géneros microalgales que se colectaron fueron Chlamydomonas sp., 

Pediastrum sp., Scenedesmus sp., Pandorina sp., logrando obtener 

cultivos superiores a 1L en condiciones líquidas y cultivos sólidos en placas 

petri con agar, utilizando medio BG11 como sustrato. (Ver tabla 2) 

Tabla 2. Microalgas identificadas en los diferentes tipos de hábitats 

 
 
Las microalgas fueron identificadas utilizando un microscopio de luz 

invertida a 40 X y teniendo como guía tablas taxonómicas para la 

comparación morfológica de cada una de las células. (Ver figura 3). 

 

 

 

 

 

 
 

Hábitat de colecta Microalga identificada 

Reservorios 

Chlamydomonas sp. 

Pediastrum sp. 

Scenedesmus sp. 

 

Charcos 

Pediastrum sp. 

Chlamydomonas sp. 

Scenedesmus sp. 

 

Agua estancada 

Scenedesmus sp. 

Pandorina sp. 

Pediastrum sp 
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  A: Scenedesmus sp.    B: Chlamydomonas sp.              

   
 C. Pediastrum sp.    C: Pandorina sp. 

   

Figura 3. Microalgas aisladas (A: Scenedesmus sp.; B: Chlamydomona sp.; C: 

Pediastrum sp.; D: Pandorina sp.) 

 

4.3. Determinación de la producción de biomasa, contenido de lípidos 

totales, proteínas y polifenoles de microalgas. 

Los análisis bioquímicos realizados nos muestran que la producción de 

biomasa fue menor en Pandorina sp. con una producción de 65 ± 1 mg/L, 

mientras que Scenedesmus sp. tuvo la más alta producción con 127 ± 3 

mg/L. La producción de lípidos tuvo una mayor producción en la microalga 

Scenedesmus sp., mostrando valores superiores a 25,94 ± 0,85 %, 

mientras que Pediastrum sp. mostró el valor más bajo con 6,80 ±  %. (Ver 

tabla 3). 
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Tabla 3: Resultados de los análisis bioquímicos de las microalgas aisladas  

Microalga 

Biomasa 

en peso 

seco 

(mg/L) 

Lípidos 

(%) 

Proteínas 

nm. 

Polifenoles 

(Ácido 

gálico) 

Scenedesmus sp.  127 ± 3 25,94 ± 0,85 41,76 ± 0,30 4,76 ± 0,76 

Chlamydomonas sp. 86 ± 0 21,40 ± 0,33 38,51 ± 0,64 5,07 ± 0,04 

Pediastrum sp. 75 ± 5 6,80 ± 1,01 35,53 ± 0,39 2,01 ± 06 

 

 

Pandorina sp. 65 ± 1 15,23 ± 0.21 39,03 ± 0,20 4,63 ± 0,41 

 

En el caso de la producción de proteínas, la menor producción presentó la 

microalga Pediastrum sp. con un 35,53 ± 0,39 %, mientras que 

Scenedesmus sp. obtuvo un valor de 41,76 ± 0,30 %, siendo esta la 

producción más alta. Con respecto a la producción de polifenoles, la mayor 

producción fue alcanzada por Chlamydomonas sp. con 5,07 ± 0,04 %, 

mientras que Pediastrum sp, solo un valor de 2,01 ± 06 %. 
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Capítulo V: Discusiones, conclusiones y recomendaciones 

5.1. Discusiones 

Las microalgas se han convertido en la actualidad en una importante fuente 

de materias primas que pueden ser utilizadas en diferentes procesos 

biotecnológicos. El primer paso en este proceso es la obtención de cepas 

microalgales Este proceso inicia con la colecta y posterior aislamiento de 

las microalgas. En este sentido, en esta investigación, los lugares de 

colecta que utilizamos, fueron reservorios, aguas estancadas y charcos, y 

el aislamiento se realizó mediante métodos de capilaridad y aislamiento en 

placas petri. 

 

Colecta y aislamiento de microalgas con potencial biotecnológico 

provenientes de distintos tipos de hábitats  

Con respecto a la colecta y aislamiento de las microalgas con potencial 

tecnológico, nuestros resultados son similares a los reportados por Cobos 

et al., en el 2019 (5), quienes realizaron colectas de muestras provenientes 

de ríos y lagos de la Amazonía peruana. De igual forma lo reporta Aguirre 

Tocas (6), en su tesis de grado, cuando realizó la colecta de aguas en la 

laguna Boro en la región Lambayeque. Así mismo, la bioprospección de 

microalgas realizada en una represa de embalse en Argentina dio como 

resultado el aislamiento de una microalga promisoria para su uso en 

biotecnología (8). 

 

Identificación de géneros microalgales encontradas en cada tipo de 

hábitat. 

Los géneros microalgales encontradas en cada tipo de hábitats estudiados, 

fueron; Chlamydomonas sp., Pediastrum sp., Scenedesmus sp, Pandorina 

sp. Estos resultados difieren en su gran mayoría a lo reportado por Cobos 

et al., (5), los cuales encontraron Ankistrodesmus sp., Hematococcus 

pluviales y Chlorella sp., concordando solo el género Scenedesmus sp., de 

igual forma con investigaciones realizadas por Amintarti et al., (9), quienes 
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también reportaron géneros distintas coincidiendo solamente con 

Scenedesmus sp. 

Determinación de la producción de biomasa, contenido de lípidos 

totales, proteínas y polifenoles de microalgas. 

Con respecto a la producción de biomasa, contenido de lípidos totales, 

proteínas y polifenoles de microalga, los resultados nos muestran que el 

género Scenedesmus sp. presentó el más alto valor en producción de 

biomasa, lípidos y proteínas con valores por encima de 127 mg/L, 25 % y 

41 % respectivamente. Para los polifenoles fue Chlamydomona sp. el que 

mostró valores por encima de 5 %. Estos resultados son diferentes a los 

reportados por Cobos et al. (5,11), quienes encontraron que 

Ankistrodesmus sp. con (39,5%) era la que presentaba un mayor contenido 

de lípidos y Chlorella sp. mostró la mayor producción de proteínas (31.2%). 

De igual forma fueron los resultados encontrados por Zapata en el 2022 et 

al.,(13) quienes reportaron que Scenedesmus obliquus fue la que presentó 

mayor cantidad de proteínas con valores de 7,09 ± 0,23 mg ASB/g. Así 

mismo, Sánchez (14), en su trabajo de obtención de grado; Búsqueda de 

mayor producción de metabolitos secundarios en el co-cultivo de 

microalgas dulceacuícolas Chlorella sorokiniana y Desmodesmus 

communis, reportó que no encontró diferencias significativas en sus 

resultados. 
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5.2. Conclusiones 

Las microalgas con potencial biotecnológico pueden ser aisladas de 

diferentes tipos de hábitats, tales como reservorios, charcos, agua 

estancada, etc. 

Durante el proceso de identificación microscópica de las microalgas se 

logró encontrar cuatro géneros distintos, las cuales pueden ser cultivadas 

en diferentes medios “de cultivo” que pueden ser sólidos o líquidos. 

Las microalgas identificadas muestran valores aceptables de producción de 

biomasa, contenido de lípidos totales y polifenoles, las cuales pueden ser 

utilizadas en procesos biotecnológicos como son la producción de piensos 

para animales de granja, producción de biodiesel y producción de 

suplementos antioxidantes para el ser humano.  
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5.3. Recomendaciones 

No descartar ningún lugar de colecta, donde crea sea posible, puedan 

desarrollarse las microalgas, porque son capaces de desarrollarse en 

diversos lugares. 

Si es posible, se pueden utilizar antibióticos o antifúngicos, con la 

finalidad de lograr obtener cultivos axénicos que nos permitan realizar 

análisis con mejores resultados. 

Se recomienda realizar investigaciones similares con la finalidad de 

lograr identificar géneros microalgales que presenten potencial 

biotecnológico y puedan ser utilizadas en la bioindustría. 
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ANEXO 1: Flujograma metodológico utilizado en la investigación 
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ANEXO 2: Informe de análisis bioquímicos 
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