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Resumen

El presente articulo se constituye en un avance de resultados
obtenidos del proyecto de investigacion denominado ‘Montaje y
puesta en funcionamiento de un Banco de Cepas de Microalgas
Nativas para procesos de biorremediacion, bioensayos y
bioproductos’, que surge como respuesta a necesidades
regionales en materia de investigacién y desarrollo tecnoldgico,
las cuales pretenden ser atendidas con el funcionamiento
de un laboratorio acondicionado que permita el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de especies nativas.

Con esta orientacién, se sigui6 una metodologia en cuyos
aspectos mas destacados se encuentra el muestreo vy filtrado
(35um y 90um); aislamiento por pipeteo y rayado en agar; el
medio de cultivo éptimo resultd ser una composicion de Conway
modificado. Como resultado se obtuvo las siguientes especies
de microalgas de agua dulce: Clorella sp.; Haematococcus sp.;
Fragilaria sp.; Scenedesmus sp. (1); Scenedesmus sp. (2);
Clamydomonas sp.; y Orococus sp. En cuanto a especies marinas
se identificaron: Cyclotella sp.; y Nitzchia sp., utilizando las claves
de Crawford y col. (1990), Prescott (1970) y Brunel (1962).

Para el desarrollo de las posteriores fases es recomendable la
consolidaciéon de alianzas estratégicas con instituciones para
establecer rutas de cooperacion fortaleciendo los ejercicios
de caracterizacion, cultivo y distribucién de las especies
identificadas.

Palabras clave:
Aislamiento de Microalgas, banco de microalgas, cepas,
microalgas.
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Abstract

This article constitutes an advance of the reached results in
the research project entitled "Installation and Operation of a
Native Microalgae strains Bank for Bioremediation, Bioassays
and Bioproducts". It is a response to regional needs for
research and technological development, which are intended
to be serviced with the operation of a conditioned laboratory
that allows the isolation, identification and characterization
of native species.

With this orientation, it was kept a methodology whose
highlights is the sampling and filtering (35 pm y 90 pm) was
followed; isolation agar pipetting and scratch; the optimum
culture medium turned out to be a composition of modified
Conway. As a result the following species of freshwater
microalgae were obtained: Chlorella sp; Haematococcus
sp.; Fragilaria sp.; Scenedesmus sp.(1); Scenedesmus sp.
(2); Clamydomonas sp .; and Orococus sp.As for marine
species they were identified: Cyclotella sp .; and Nitzschia
sp., using keys Crawford et al. (1990), Prescott (1970) and
Brunel (1962). For the development of subsequent phases
is recommended consolidating strategic alliances with
institutions to establish routes of cooperation, strengthening
exercises characterization, cultivation and distribution of the
species identified.

Keywords:
Microalgae isolation, microalgae bank, strain, microalgae.
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Introduccion

En virtud de la reciente tendencia
global por el uso de biotecnologia
con microorganismos (Chacén-
Lee & Gonzalez-Marifio, 2010;
Gallagher, 2011; Hernandez-
Pérez & Labbé, 2014; Kheshgi,
Prince, & Marland, 2000;
Williams & Laurens, 2010), se
credun proyecto para el montaje
y puesta en funcionamiento del
Banco de Cepas de Microalgas
del Centro Internacional
Nautico Fluvial y Portuario
que empezd a funcionar en
el primer trimestre de 2015
con el Grupo de Investigacion
SENA - Centro Internacional
Nautico Fluvial y Portuario
(CINAFLUP), susemillero SENAIN
y con la financiacién del Sistema
de Investigacion, Desarrollo
Tecnolégico e Innovacion del
SENA (SENNOVA) para atender
las necesidades regionales
en materia de formacion,
investigacion y desarrollo
industrial en procesos de
biorremediacion, bioensayos vy
bioproductos.
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Este articulo se constituye en
una presentacién de avances
del proyecto, se destacan los
procedimientos y  métodos
empleados para el aislamiento
de las cepas y su posterior
identificacion.

Al término de esta iniciativa
se espera contar con la
adecuacion de un laboratorio

de biotecnologia acuatica vy
microalgas, permita aislar e
identificar diez especies nativas
de microalgas marinas y de agua
dulce para su propagacion y
adaptacién al medio de cultivo,
ademds de caracterizar su
crecimiento por cuantificacion
celular en las diferentes fases
del cultivo.

1. Marco conceptual

En términos generales, el
cultivo de microalgas inicia
con inéculos que son pequefios
cultivos puros que se transfieren
a un medio nutritivo de cultivo
para que actlen como elemento
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inicial de crecimiento. Cuando
el pequefo cultivo alcanza el
final de la fase exponencial,
se procede a trabajar en
condiciones semicontroladas
conmayoresvolimenesquese
alcanzan diluyendo el inéculo
con medio de cultivo (Devi,
Subhash, & Mohan,2012;
Markou&Georgakakis, 2011;
Provasoli, McLaughlin, &
Droop, 1957).

La productividad de las
microalgas esta determinada
principalmente por factores
como pH delmedio, salinidad,
disponibilidad y concentracién
de nutrientes; intensidad vy
tipo de luz; densidad celular
del cultivo, temperatura, y la
contaminacién o predacion por
otros organismos invasores
(Spolaore, Joannis-Cassan,
Duran, & Isambert, 2006;
Suali & Sarbatly, 2012).

Los medios de cultivo artificiales
se usan principalmente
para fines comerciales y de
investigacién porque brindan
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resultados constantes; las
principales féormulas utilizadas
van desde el Agua de Miquel
que data de 1910, desarrollada
por Allen-Nelson; el medio de
Schereiber, hasta férmulas
especificas para familias como
la férmula del Laboratorio
Haskins de Nueva York para
diatom eas. Las principales
formulaciones de los medios de
cultivo, tanto de mantenimiento
de cepas, como la produccién
masiva, estan descritas en la
literatura pero acorde con las
condiciones del agua y factores
medio ambientales, es necesario
realizar algunos ajustes en
los componentes.

2. Materiales y Métodos

En el Banco de Cepas de
Microalgas Nativas del
CINAFLUP, se preparan cultivos
monoespecificos y axénicos a
partir de muestreo del medio
natural en los cuerpos de
agua seleccionados para la
recoleccidon de las especies de
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agua dulce en el Embalse del
Guajaro (Atlantico), y para las
especies de mar de la Bahia de
Cartagena.

La técnica de muestreo del
fitoplancton es mediante Ia
filtracion de 50L a través
de una malla de 35 micras.
Posteriormente, para eliminar
la mayor parte del zooplancton
de la muestra se pasa por un
filtro de 90 micras (unidad de
longitud equivalente a milésima
parte de un milimetro). Las
muestras son colectadas en
frascos plasticos y refrigeradas
a una temperatura entre 5 a
8 grados centigrados para su
transporte hasta el laboratorio
de microalgas del CINAFLUP,
adecuado con los materiales e
instrumentacidonnecesaria para
los ejercicios de aislamiento e
identificacion (Figura 1).

De los métodos desarrollados y
utilizados para aislar y purificar
microalgas (Umebayashi, 1975)
se escogieron técnicas como el
aislamiento por pipeteo capilar,
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que consistente en separar
microalgas mayores de 10p
mediante una pipeta construida
con un tubo capilar. Con el
uso del microscopio oOptico se
‘pescan’ las células, se separan
colocdndose en pequefias
gotas de agua con nutrientes
en portaobjetos. También se
utilizd6 el método de rayado
de placas de agar que permite
transferir  pequefias  gotas
de plancton con una asa de
siembra, extendiendo mediante
la técnica microbiolégica por
estrias o agotamiento; después
de ocho dias pequefias colonias
aparecen sobre la superficie del
agar y pueden transferirse por
micropipeta a medios liquidos.

Figura 1. Laboratoriodeaislamiento
de cepas de microalgas.

Avances del Banco de Cepas de Microalgas en el Centro Internacional Nautico Fluvial y Portuario del

SENA. M. Torres, J. Sanchez.



36 Revista SENNOVA (Colombia)
Vol. 2 No. 1 de 2016

Las principales formulaciones de realizar algunos ajustes en los
los medios de cultivo tanto de ingredientes, por este motivo
mantenimiento de cepas como se adopté el uso del medio
la produccion masiva, estdan Conway (Walne) modificado, cuya
descritas pero acorde a las composicién se ilustra en las
condiciones del agua y factores Tablas 1, 2y 3.

medio ambientales; es necesario

Composicion medio Conway modificado

FeCl36H20 26 gr
MnCI24H20 0.72 gr
H3BO3 67.2 gr
EDTA 90 gr
NaHPO42H20 40 gr
NaNO3 200 gr
Na2SiO 40 gr
Agua destilada 2L

Solucién de metales traza 2 ml

Solucién de vitaminas 100 ml

Figura: propia
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Solucidon de metales traza

ZnCl2 2.1 gr
CoCI26H20 2gr
(NH4)6M070244H20 0.9 gr
CuS045H20 2gr
Agua destilada 100 ml

Solucién de metales traza

Decamil compuesto 210 mg

Agua destilada 100 mg

Las técnicas anteriores permiten
purificar el cultivo a través
de las resiembras sucesivas;
periddicamente se utilizan
antibidticos para eliminar otros
microorganismos, generalmente
de tipo bacteriano, que estén
contaminando el cultivo de
microalgas y asi obtener cepas
puras y axénicas.
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Una vez se cuenta con las cepas
de microalgas puras se procede
con el ‘Sistema de Escalamiento’
para un cultivo de algas tipo
‘Batch Culture’, partiendo de la
Caja de Petri, tubo de ensayo,
fiola de 250ml hasta beaker
del1000 ml, donde el crecimiento
se presenta con cinco fases de
desarrollo descritas por Fogg y
Thake en 1987: Fase de ajuste
o adaptaciéon, Fase exponencial,
Fase de retardo o declinacidén,
Fase estacionaria y Fase de
muerte. Para la identificacion
taxondmica fueron empleadas
las claves de Round, Crawford,
y Mann (1990), Scott y Prescott
(1958), y Brunel (1962) (McNeill
et al., 2012).

3. Resultados y Discusion

A julio de 2015 se obtuvo el
aislamiento e identificaciéon de
microalgas a nivel de género.

La coleccion microbioldgica
cuenta con las siguientes
especies de microalgas:
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Clorella sp.; Haematococcus
sp.; Fragilaria sp. (1); Fragilaria
sp. (2); Scenedesmussp
(1); Scenedesmus sp. (2);
Clamydomonas sp.; Clorococcus
sp.; Cyclotellasp.; y Nitzchia sp.,
ocho especies de agua dulce

y dos de mar respectivamente
(VéaseFigura 2). Cabeanotarque
el'‘Banco de Cepas’ del CINAFLUP
cuenta ademads con seis cepas
de agua de mar donadas por
el Centro de Investigaciones

sp.;

CENIACUA: Tetraselmis
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Chaetoceros sp.; Nannocloropsis
sp.; Thalasiocira sp.; Isocr ysis
sp.; y Oscilatoria sp.

3.1 Conclusiones o
Recomendaciones

La implementacion de los
procedimientos reportados por la
literatura respecto al aislamiento
e identificacion de especies
de microalgas, resultaron ser
exitosos en el contexto de
la investigacién  propuesta;

FiguraZ2. Especies de microalgas identificadas en laboratorio.

a) Clamydomonas sp.
b) Scenedesmus sp. (1)
c) Cyclotella sp.

d) Nitzchia sp.
e) Scenedesmus sp. (2)
f) Haematococcus sp.

g) Fragilaria sp. (1);
h) Fragilaria sp. (2)
i) Clorella sp.
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se aislaron nueve cepas en
total con potencial para uso
académico e industrial, en este
sentido y teniendo en cuenta
la fase de desarrollo en que se
encuentra el proyecto, se estima
un aumento en el numero de
especies proyectadas al término
del proyecto.

Respecto a las limitaciones del
mercadolocalparalaconsecucion
de las vitaminas B12 y B1, y la
proporcion de silicato de sodio,
las modificaciones efectuadas
al medio de cultivo Conway
resultaron ser convenientes para
el crecimiento de las especies
hasta el momento aisladas.

Teniendo en consideracién los
ejercicios de caracterizacién
y cultivo, ademas de las fases
posteriores del proyecto,
concernientes al uso de
microalgas como insumo para
la industria en los procesos de
biorremediacion y bioproductos,
se recomienda la ampliacién y
equipamiento del laboratorio
dispuesto para este proyecto,
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asi mismo resulta necesario
establecer alianzas estratégicas
con otros centros de formacién
e investigacion.
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