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PRESENTACION

En las Ultimas décadas, a nivel mundial, las microalgas han demostrado potencial biotecnoldgico,
generando el desarrollo de cultivos masivos a fin de obtener compuestos de interés. En nuestro pais,
el Instituto del Mar del Perd - Imarpe, es una de las instituciones pioneras que tiene afios de
experiencia en el cultivo de microalgas; cuenta con Banco de Germoplasma, Laboratorio de
Alimento Vivo, donde se mantienen para la alimentacién de los primeros estadios larvales de
diferentes organismos acudticos; ademds, del Laboratorio de invernadero y Sala de procesos, y el
Laboratorio de Andlisis instrumental, donde se realiza la produccién de biomasa microalgal y la
determinacion de metabolitos de interés cientifico, respectivamente.

Los laboratorios mencionados, fueron acondicionados y equipados, desde el 2002 hasta el 2012 por
la Asignacion Presupuestal que No Resultan en Productos (APNOP); desde el 2013 hasta el 2016
por el Presupuesto por Resultados (PpR) y en los afios 2008 v 2013 por el financiamiento de parte
del Fondo para la Innovacion, Ciencia y Tecnologia (FINCyT).

Como consecuencia de las experiencias realizadas en los laboratorios sefialados, elaboramos el
siguiente “Instructivo para la produccién de biomasa microalgal de cepas nativas del género
Desmodesmus colectadas en zonas altoandinas del Perd”, donde se podrd encontrar informacién con
respecto a las técnicas mads comunes utilizadas para la produccién de microalgas.

Cada proceso estd estructurado en secciones que comprenden: objetivo, alcance, los materiales que
se requieren, el procedimiento a realizar en forma de instrucciones numeradas y anexos, con
instrucciones para expresion de resuttados y formatos de llenado de datos, asf como las referencias
bibliograficas de apoyo.

El formato en el que se presenta este documento tiene como referencia la estructura documentaria
de los protocolos e instructivos de metodologias de ensayos y muestreos que se vienen aplicando
en los laboratorios del Area funcional de Investigaciones en Acuicultura, Direccion General de
Investigaciones en Acuicultura, Instituto del Mar del Perd, Perd.
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Desmodesmus (Chodat) An, Friedl &
Hegewald, 1999

Las microalgas clorofitas del género Desmodesmus se encuentran en agua dulce, son cosmopolitas.
An et al. (1999) empleo la regidn ITS-2 como marcador molecular que apoyd la separacion del

género Scenedesmus.

Se encuentran agrupadas en colonias de 2,4, 6 y 8 células dispuestas de lado a lado con células
aproximadamente ovoides, (a veces es posible encontrarlas en colonias de hasta 32 células). La
mayoria de las especies de este género tienen en las paredes de las células espinas (Hegewald, 2000;
Johnson et al., 2007), otra caracteristica de este género es la presencia de ornamentaciones como
verrugas y/o rosetas en la pared celular (Hegewald, 1978; Ann et al., 1999).

Desmodesmus asymmetricus (Schréder) Desmodesmus armatus (Chodat)
E. Hegewald E. H. Hegewald
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RESUMEN

Proyecto: “BUSQUEDA, CARACTERIZACION Y CULTIVO DE
MICROALGAS DE ZONAS ALTO ANDINAS DEL PERU
POTENCIALMENTE UTILES EN LA INDUSTRIA COSMETICA”

CONVENIO DE SUBVENCION N° 201-2015-FONDECyYT

El objetivo general del proyecto fue identificar microalgas de zonas altoandinas
cultivables a mayor escala, cuyos metabolitos fueran potencialmente Utiles como
materia prima de ingredientes naturales de cosméticos. Los resultados de este proyecto
han permitido:

- Evaluar tres (3) zonas altoandinas del Perd (Puno, Ayacucho y Huancavelica),
nunca antes estudiadas a nivel ficolégico (estudio de microalgas)

- Fortalecer el Banco de Germoplasma de Organismos Acudticos del Imarpe
(obteniendo 212 cepas de microalgas altoandinas); ninguna otra entidad tiene

este acervo genético nacional.

- Formar especialistas a nivel de pregrado: un licenciado en Ingenieria Pesquera y
una licenciada en Biologfa.

- Evaluar los compuestos que la empresa Cosmo Ingredients S.A.C (entidad
colaboradora), determiné como favorable para el campo de la cosmética.
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I. OBJETIVO

Establecer las pautas a seguir para el
aislamiento y la obtencion de cepas del
género Desmodesmus provenientes de las
lagunas de zonas alto andinas del Peru
(Ayacucho y Puno).

2. ALCANCE

Este procedimiento es aplicable en
diferentes muestras de agua continental
(lagos, lagunas y rios)

3. TERMINOS Y DEFINICIONES

» Lavado celular: proceso por el que se
traspasa una célula microalgal en
diferentes gotas de medio de cultivo
estéril hasta lograr que solo quede una
sola célula libre de contaminantes
como protozoos, bacterias, u otras
especies de microalgas.

> Medio de cultivo: solucion acuosa,
solida o semisdlida estéril con
nutrientes  necesarios  para el
crecimiento y desarrollo de las
microalgas.

» Microalgas: organismos unicelulares
o pluricelulares cuyas células realizan
todas las funciones vitales de forma
independiente mediante la fotosintesis,
miden entre | y 100 micras, pueden
ser autétrofos o heterotrofos.

4. MATERIALES, INSUMOS Y
EQUIPOS

4.1. MATERIALES
¢ Guantes quirurgicos descartables
e Camara de cultivo con multipocillos

de policarbonato
e Cubreobjetos de 12 mm x 12 mm
¢ Jebe de succion
¢ Aspirador de manguera

e Beaker estéril de 50 mL

e Matraz de 100 y 250 mL

¢ Micropipetas estériles

e Pipetas Pasteur de vidrio estéril

¢ Plumon indeleble punta fina

¢ Portaobjetos de 76 mm x 26 mm

e Tubos de vidrio con tapa rosca
estériles de 16 mm X [50 mm

¢ Caja térmica

e Tubo falcon de 50 mL

¢ Malla de fitoplancton de 20 pm

e Cuaderno bitacora

4.2.INSUMOS

e Agua destilada

e Alcohol de 70%

¢ Medio enriquecido (Chu modificado)

4.3. EQUIPOS

e Campana de flujo laminar

e Camara climatica de condiciones
controladas.

¢ Multiparametro de campo

o GPS

¢ Radiometro

e Camara fotografica

e Microscopio invertido con contraste
de fases

5. PROCEDIMIENTO DE
OPERACION

5.1. COLECTA DE MUESTRAS

a. Seleccione zonas de muestreo (lagos,
lagunas y rios).

b. Registre la ubicacién del lugar de
colecta con ayuda del GPS y los
parametros fisicos quimicos del cuerpo
de agua (pH, temperatura, salinidad,
oxigeno e intensidad luminica) en el
cuaderno de bitacora de campo.
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Realice la captura fotografica del lugar.
Tome la muestra con malla de
fitoplancton o directamente con un
frasco dependiendo de la profundidad
del cuerpo de agua.

Separe de la muestra de fitoplancton
organismos como cladoceros,
copépodos, anfipodos, larvas de
insectos etc., con ayuda de una pipeta,
con la finalidad de evitar que estos
filtren las microalgas o generen materia
organica en descomposicion.

Codificar los frascos con muestra y
colocar en una caja de frio para ser
llevados a laboratorio.

5.2. RECEPCION DE MUESTRAS

a.

EN LABORATORIO Y SU
ACONDICIONAMIENTO
Registre en un cuaderno de bitacora el
ingreso de las muestras al laboratorio.
Evalie y registre los parametros
fisicos-quimicos de temperatura, pH y
salinidad de cada frasco con muestra.
Coloque en una lamina portaobjeto
una gota de la muestra de fitoplancton,
observe bajo microscopio y registre en
el cuaderno de bitdcora las especies
encontradas.

Divida las muestras de fitoplancton en
dos beakers de 100 mL de capacidad,
donde una décima parte serad
traspasada a un beaker con medio de
cultivo Chu modificado, en funcion del
pH de la muestra, para su crecimiento
y adaptacion en el cepario, mientras
que la muestra sobrante sera colocada
en otro beaker para su aislamiento a la
brevedad posible; codifique ambos
recipientes en funcidén al lugar de
origen y fecha.

Lleve la muestra diluida al cepario por
aproximadamente una semana, para su
adaptacion a condiciones constantes

de: temperatura, intensidad luminica y
fotoperiodo para luego proceder con
la técnica de aislamiento celular.

5.3. TI'ECNI'CA DE AISLAMIENTO Y
O'BTENCION DE CEPA DEL
GENERO Desmodesmus

a.

b.

La metodologia empleada se basa en
los procedimientos planteados por
Anderson et al. (2005).

Prepare el material de trabajo para el
aislamiento por lavado celular, el
medio de cultivo Chu (elaborado de
acuerdo al anexo |), y limpiar el area
de trabajo con alcohol al 70%.
Coloque una gota de la muestra de
fitoplancton traida de campo en una
placa portaobjeto y con ayuda del
microscopio invertido identifique las
microalgas del género Desmodesmus,
extraiga la célula seleccionada con la
ayuda de una micropipeta y transfiera
a otro portaobjeto con las gotas de
medio Chu estéril.

Realice la transferencia celular a otras
gotas con medio de cultivo estéril de
forma  sucesiva, hasta eliminar
contaminantes como otras especies de
microalgas, protozoarios, bacterias y
materia organica.

Transfiera la gota con la célula limpia
de contaminacion a una camara de
cultivo celular con medio de cultivo
Chu estéril.

Rotule la cdmara de cultivo celular con
las células aisladas, con datos de la
fecha de aislamiento y medio utilizado.
Llevar al cepario a 80 umol. s'.m?,
temperatura de |7 °C y fotoperiodo
de 12:12 (horas luz: oscuridad).

Revise las camaras de cultivo celular
con la célula aislada cada semana bajo
microscopio invertido, una vez
observado el crecimiento libre de




5.4.

PR()I-MI-?RCPEOLO DGIA/LISP/P-01.01/AOD
AISLAMIENTO Y OBTENCION DE CEPAS DEL GENERO | v~ 0.
Desmodesmus Fecha: Mayo 2018
Pagina 3de3
contaminantes, el pocilo con la 6. BIBLIOGRAFIA

microalga de la camara sera rotulado
para su transferencia a un tubo con
medio de cultivo.

Coloque los tubos inoculados en el
cepario a condiciones controladas por
una a dos semanas hasta el siguiente
procedimiento.

Tome una muestra del cultivo
proveniente del tubo de |5 mL y
observe bajo microscopio a distintos
aumentos Yy distintas técnicas de
microscopia, las estructuras
caracteristicas de la microalga con la
finalidad de clasificar por morfologia la
especie. Asigne un nuevo codigo.

PREPARACION DE INOCULO
DE 250 mL

Dentro de la camara de flujo laminar,
en funcionamiento, transfiera el
cultivo proveniente del tubo de 15 mL
a un matraz de 100 mL, que
previamente debera contener 70 mL
de medio de cultivo, y rotule con la
fecha y codigo de la cepa. Lleve al
cepario por una semana para su
crecimiento a condiciones
controladas.

Observe al microscopio el
crecimiento del matraz de 100 mL, a
la semana de cultivo, transfiera el
cultivo a un matraz de 250 mL con 130
mL de medio de cultivo. Deje crecer
en el cepario por una semana.

A la semana de cultivo, evaliue el
cultivo de microalga del matraz de 250
mL, para luego ser entregado al
laboratorio de alimento vivo como
inoculo para los siguientes niveles de
produccion.
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I. OBJETIVO

Establecer las pautas a seguir para el
cultivo y mantenimiento de microalgas
continentales del genero Desmodesmus,
bajo condiciones controladas.

2. ALCANCE

Este procedimiento es aplicable por
laboratorios que desarrollan técnicas de
cultivo de diversas microalgas de origen
continental en  laboratorio  bajo
condiciones  controladas de luz,
temperatura, nutrientes y CO,, cuyo fin
es evaluar el uso potencial de los cultivos
en distintas industrias.

3. TERMINOS YDEFINICIONES

» Microalgas: organismos
unicelulares o pluricelulares cuyas
células realizan todas las funciones
vitales de forma independiente
mediante la fotosintesis, miden entre
I a 100 micras, pueden ser
autotrofos o heterotrofos.

» Productividad:  biomasa  seca
microalgal expresada en g/L de
cultivo.

» Densidad celular: numero de
células por mililitro.

» Sembrar: introduccion de un
concentrado conocido de volumen
microalgal (indculo) a recipientes
con medio liquido. Esto marca el
inicio de la etapa de cultivo.

4. MATERIALES, INSUMOS Y
EQUIPOS

4.1. MATERIALES

e Matraces de 100, 250, 500 y 1000 mL

e Botellas de vidriode 2y 20 L

e Tanques transparente de 250 L

e Botellas de borosilicatode |,2y 5L

e Pipetas graduadas de 2, 5y 10 mL

e Pipetas Pasteur descartables de 3 mL

e Tapones de jebe

e Paliglobos

e Camara de Neubauer

e Laminas porta y cubre objetos

e Termometro de maxima y minima

e Camara de flujo laminar

e Mangueras siliconadas

e Llaves para la regulacion de entrada de
aire

e Viales de 20 mL para toma de muestra.

4.2. INSUMOS

e Medio Chu

¢ Nutriente agricola (Byfoland ®)
e Alcohol al 96%

e Extran (Detergente neutro)

e Aceite de inmersion

e Tiosulfato de sodio grado P.A

¢ Hipoclorito de sodio al 2,8%
e Etanol al 96%

4.3. EQUIPOS

e Blowers de 1,5 HP

e Bomba de vacio

e Campana de flujo laminar

e Sistema de esterilizacion UV
e Microscopio binocular

e Estufa

e Luxémetro

e Multiparametro de campo WTW.
e Autoclave

e Balanza analitica

5. PROCEDIMIENTO DE

OPERACION

5.1. CULTIVO MICROALGAL

a. Recepcionar las cepas al Banco de
Germoplasma de  Organismos
Acuaticos, en matraces de 250 mL, y
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mantenerlos durante 24 horas bajo Volumen
las condiciones de temperatura e Inéculo V9Iumen
intensidad luminica del laboratorio (L) Final (L)
para su adaptacion. 0,25 0,5
b. Prepare los reactivos stocks que 0,5 |
forman parte del medio Chu. I 7
c. Prepare el medio de cultivo 7 20
anadiendo | mL/L de cada reactivo
stock preparado anteriormente por 100 250
cada litro de agua destilada vy A
autoclave por 10 min a wuna 5.2. EXPRESION DE LOS
temperatura de 105 °C, deje enfriar RESULTADOS
hasta el inicio de la siembra. En cada nivel de cosecha se determina la
d. Dentro de la campana de flujo capacidad de carga y productividad.
laminar vierta 250 y 500 mL de
medio de cultivo en matraces de 500 a. Capacidad de carga
y 1000 mL respectivamente, Y e Tome la muestra (2-3 mL) en un vial y
proceda a esterilizar por 16 min con fijarla con una gota de lugol.
luz UV. e Coloque la muestra en la camara de
e. Para los cultivos a partir de 7L utilice Neubauer y lleve al microscopio.
agua potable tratada con hipoclorito e Realice el conteo en el cuadrante
de sodio al 2,8 % (I mL/L agua) por central y en linea diagonal para el caso
24 horas, anadir tiosulfato de sodio de microalgas menores a 6 u y los
al 24,8 % (0,5 mL/L agua) una hora cuadrantes externos para el caso de
antes de la siembra para eliminar microalgas mayores a 6 u (de acuerdo
restos de cloro. a anexo 5).
f. Para cultivos a partir de 7 L, anada
0,14 y 0,28 mL/L nutriente agricola b. Camara de Neubauer
Byfoland®, (para cultivos en botellas e Realice el conteo por triplicado.
y tanques). e Obtenga el promedio y lleve los datos
g. Agregue una cantidad del cultivo a las formulas (de acuerdo a anexo 5).

microalgal (inéculo), el mismo que
varia segun el volumen a cultivar. Al
iniciar el cultivo con el inéculo
proveniente del Banco de
Germoplasma, el volumen total es
trasvasado a un matraz de 500 mL.
Para los siguientes niveles de cultivo
tener en cuenta el siguiente cuadro:

Proporcion de in6culo
por nivel de cultivo

c. Curvay tasa de crecimiento
e Luego de cinco dias de cultivo se
realiza la curva de crecimiento y se
determina la tasa de crecimiento
celular segun la siguiente formula.

oo L ACT
= Cae

Donde:
K: Tasa de Crecimiento
Cf: Concentracion celular final
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ACF

Variacion de la concentracion celular

(Concentracién final- Concentracion inicial)
At: Variacién de tiempo (Tiempo final- Tiempo inicial)

d. Productividad: determinacion del
Peso seco

Donde:

Coloque el filtro GF/F dentro de
placas Petri, que han sido
previamente pesadas, las mismas
que contienen papel platino para
evitar el pegado sobre ellos, luego
colocarlos en la estufa por 4 h a 80
°C.

Lleve el filtro al deshumedecedor
hasta que alcance la temperatura
ambiente (25 min. como minimo) y
pese (repita el proceso de pesado
por triplicado observando la
constancia del peso).

Coloque filtro sobre soporte de
filtracion utilizando una pinza y
filtre 5 mL de microalgas.

Coloque el filtro con muestra en la
placa petri y péngalo en la estufa
por 4 h a 80 °C.

Coloque la placa en
deshumedecedor por 25 minutos y
luego pese el filtro con la muestra
y llevar el resultado a la siguiente
formula.

Una vez obtenido el peso seco
llevar el resultado al volumen de |L
(de acuerdo a anexo 6).

Ps=Fm —Fs

Ps: Peso seco de microalga
Fm: Filtro con muestra filtrada
Fs: Filtro solo

e. Registro de Datos

Diariamente se registra la
temperatura e intensidad luminica
de la sala (de acuerdo a los anexos

2 y 3), las mismas que deben
mantenerse en un rango entre 18 a
20°Cy 1000 a 3000 lux.

Luego de haber realizado el
sembrado (medio nutrido e
inoculado), mantenga el cultivo por
un periodo de 168 h (tiempo para
alcanzar la maxima densidad),
posterior a este momento se
toman los parametros fisico-
quimicos (temperatura, OD, pH y
salinidad) segin el formato del
anexo 4.

BIBLIOGRAFIA
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I. OBJETIVO gravedad, provocando la

Establecer las pautas a seguir para
realizar la implementacion de sistemas
de cultivo, transporte, sembrado,
mantenimiento y obtencion de biomasa
hiumeda y seca, del cultivo de Ia
microalga del género Desmodesmus
cultivada en condiciones de invernadero.

2. ALCANCE

Este procedimiento se aplica a la
obtencion de biomasa, a partir de
cultivos de microalgas del género
Desmodesmus de origen continental y
cultivados en condiciones de
invernadero.

3. TERMINOS Y DEFINICIONES

» Biomasa: (1) peso, volumen o
equivalente energético total de los
organismos de un area dada, (2)
materiales  vegetales y restos
animales utilizados como fuente de
combustible o de otros productos
industriales.

» Biorreactor: son recipientes donde
se llevan a cabo reacciones
bioquimicas y/o bioprocesos, ya sea
con microorganismos, células
vegetales y animales, viables o no
viables. En términos generales, un
Biorreactor busca mantener ciertas
condiciones ambientales propicias
(pH, concentracion de oxigeno,
temperatura, etc.) al organismo o
sustancia quimica que se cultiva, en
funcion de los flujos de entrada y
salida.

» Centrifugacién: la centrifugacion
separa sélidos de liquidos de
diferente densidad mediante una
fuerza rotativa, la cual imprime a la
mezcla una fuerza mayor que la de la

sedimentacion de los soélidos o de las
particulas de mayor densidad. El
proceso es rapido y de gran
consumo energético, la recuperacion
de la biomasa depende de las
caracteristicas de sedimentacion de
las células, tiempo de residencia y la
solucion de fondo.

» Liofilizacién: es un proceso en el
que se congela el producto vy
posteriormente se introduce en una
camara de vacio para realizar la
separacion del agua por sublimacion.
De esta manera se elimina el agua de
estado solido al gaseoso sin pasar
por el estado liquido. Para acelerar el
proceso se utilizan ciclos de
congelacién-sublimacién con los que
se consigue eliminar practicamente la
totalidad del agua libre contenida en
el producto original, preservando la
estructura molecular de la sustancia
liofilizada.

4. MATERIALES, INSUMOS Y
EQUIPOS

4.1. MATERIALES

e Camara Neubauer

e Tanque de fibra de vidrio de 300 L,
para transporte y acopio de cultivo

e Manguera de |” x 100 m

e Mangueras siliconadas de 1/8" x m

e Pipetas Pasteur de 9” caja x 250 unid

¢ Portaobjetos caja x 50 unid

e Cubre objetos 22 x 22 mm caja x 100
unid

e Vial de 10 mL

e Esponja verde lavavajilla

¢ Guantes industriales de nitrilo Talla 9
x | par
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¢ Rollo de bolsa de polietileno x 60 kg
(200 bolsas)

e Modulo de metal para biorreactores
(120 x 180 cm)

e Piedras difusoras de airede 2 x |,5 cm
para acuario

¢ Plomos cilindricos para pesca de 50 g

e Gas carbonico CO, x 30 kg

e Agua destilada x | L

e Balde plastico de 20 L

e Malla tipo talega de Ip

eJarrasde | y2 L

e Bandeja  rectangular de acero
inoxidable de 38 x 36 x 3 cm

e Placa Petri de vidrio de 60 x |5; 100 x
20; 150 x 25 o 150 x 30 mm

e Espatula de plastico con mango de
madera de 20 cm

e Cuchara espatula de metal de 120 mm

e Mortero  C/pilon de porcelana,
capacidad de 400 g

e Bolsas plasticas con cierre hermético
(de 2,5x2,5238x41 cm.)

e Linterna de mano

e Pieza facial de media cara 3M caddigo
07025/2091

¢ Guantes quirurgicos descartables

4.2. INSUMOS

¢ Hipoclorito de sodio (lejia) x 2,5 L
e Lugol x IL

e Detergente granulado x 15 Kg

4.3. EQUIPOS

¢ Microscopio o6ptico binocular Leitz

e Carretilla hidraulica de 2 TM de
capacidad

e Bomba succionadora de agua | HP

e Bomba succionadora de agua 5 HP

e Selladora con alambre de Micrén

e Contémetro celular

e Multiparametro de campo WTW

e Sistema de esterilizacion por UV
(biofiltro, cunos porta filtro, lampara
uv)

e Sistema de aireacion

¢ Blower de alta presion de 3HP

e Luxémetro

e Sistema de inyeccion de CO,

e Termometro ambiental de pared

¢ Centrifuga de limpieza manual GEA
WESTFALIA modelo OTC2

e Bomba de succion Nemo

e Congeladora (Temperatura promedio
-20 °C)

¢ Balanza analitica y/o electrénica

¢ Calculadora

e Liofilizador LABCONCO de 18 L de

capacidad (Modelo:
7755042/790480401622, incluye
bomba de vacio)
5. PROCEDIMIENTO DE
OPERACION
5.1. MANIPULACION DE
INOCULO

5.1.1. Implementacion de los
sistemas de cultivo en
tanques

a. Coloquese guantes industriales vy
mezcle en una jarra de dos (2) litros,
|00 mL de agua potable, 200 mL
Hipoclorito de sodio (lejia) 4,5% P/V
y 10 g de detergente industrial
granulado, homogenice
manualmente toda la mezcla.

b. Vierta la mezcla al tanque, coloquese
guantes de jebe industrial y con la
ayuda de esponija lava vajilla, proceda
a limpiar toda la superficie interna del
tanque.

c. Finalmente, enjuague con abundante
chorros de agua el interior y bordes
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del tanque, para la implementacion
del sistema de cultivos en tanque.
Luego, instale mangueras siliconadas
de 1/8”, con una piedra difusora de
aire para acuario en un extremo con
un plomo cilindrico para pesca de 50
g, la manguera permitira el ingreso de
aire y CO,.

5.1.2. Transporte y recepcion de

inéculo

a. El inéculo es proporcionado por el
Laboratorio de la Sala de Microalgas
(Cultivos intermedios) en tanques
tipo cilindroconicos de 250 L, antes
de iniciar con el transporte, verifique
la calidad del cultivo con la ayuda de
un microscopio (presencia de
protozoarios, bacterias y/o hongos),
si observa contaminantes, descarte el
inoculo.

b. De no presentar contaminantes,
proceda con el transporte, para lo
cual con la ayuda de una bomba
hidraulica de 0,5 Hp, trasvase el
inoculo del tanque cilindroconico al
tanque de fibra de vidrio, el cual
estara sobre un carro hidraulico para
facilitar el transporte hacia el
invernadero.

c. Dentro del invernadero, acopie todo
el inéculo en un tanque de fibra de
vidrio, con el objetivo de
homogenizar el cultivo, finalmente
tome una alicuota del inoculo, fije en
Lugol 'y proceda con |a
determinacion de la densidad celular
por la técnica de conteo en camara
de Neubauer (de acuerdo anexo 5).

5.1.3. Siembra de inéculo
a. Luego del acopio del inoculo
proveniente de la sala de microalgas

C.

(Cultivos intermedios), proceda con
la siembra de las mismas, en tanques
previamente implementados. Inicie el
cultivo, llenando al 50% con agua
filtrada a una micra y pasada por
radiacion UV, luego llene el 50% con
el inoculo. Agregue nutriente foliar
Bayfolan® en la dosis de 0,28 mL/L.
Encienda la bomba aireadora y el
sistema de inyeccion de CO,,
cerciorandose que cada tanque de
cultivo o biorreactor tenga una
correcta aireacion.

Tras la siembra tome una muestra de
los cultivos, fije con Lugol y proceda
con el conteo celular en camara de
Neubauer para la determinacién de
la densidad celular inicial, registre en
formato correspondiente (segln
anexo 5).

5.1.4. Mantenimiento de cultivo

a.

Diariamente registre los parametros
abioticos (pH, temperatura de
cultivo, oxigeno disuelto, salinidad),
con el empleo de un Multiparametro
de campo WTW 305, sumerja los
sensores en el cultivo (Anexo 2).
Mantenga pH en 7 — 7,5 con
inyeccion de CO,, la temperatura no
debe superar los 35 °C ni ser menor
de 16 °C.

También registre las condiciones
medioambientales dentro del
invernadero (intensidad luminica,
radicacion fotosintética activa - PAR
y temperatura) con el empleo de un

luxometro, un fotometro,
radiometro y termémetros (Anexo
3).

Finalmente, tome muestras del
cultivo y revise parametros bidticos
(Contaminacion y tamano celular),
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fije con Lugol y proceda con el
conteo celular en camara de
Neubauer para la determinacion de
la densidad celular diaria, registre en
formato correspondiente (segln
anexo 5).

En caso de presentar contaminantes,
como protozoarios, puede inyectar
CO2 por 30 min en intervalos de 2
horas, hasta bajar a 4 el pH; de seguir
presentando contaminantes descarte
el cultivo.

5.2. COSECHA Y OBTENCION
DE BIOMASA HUMEDA
5.2.1. Acopio de cultivos

a.

Acopie todo el cultivo a cosechar en
un tanque de 300 o 600 L,
empleando la técnica del sifoneo (La
densidad de cosecha empleada vario
entre 3 — 6 x 10° cel/mL).

5.2.2. Acondicionamiento de

a.

equipo de centrifugacion

Llene un recipiente de 20L de
capacidad, con agua potable Yy
coloque en las mangueras de succién
y de retorno de cultivo, que estan
conectadas a la bomba de succion,
coloque la manguera de retorno en
la canaleta de desaglie, encienda la
bomba y empleando el variador de
velocidad ajustelo a una velocidad
media de salida de 20 L/h, asi se
estara cebando y limpiando la bomba,
transcurrido 3 minutos apague.
Arme la centrifuga de limpieza
manual, apilando los discos en el eje
del cabezal, encima de ellos colocar
el separador de discos Yy
seguidamente coloque el “bowl”.

En la parte superior del “bowl”
acople el anillo roscado, para su

correcto posicionamiento emplee
dos llaves de gancho, con una de ellas
se fija el “bowl!” y con la segunda llave
de gancho se enrosca el anillo
roscado a la parte superior del
“bowl” para lo cual, gire la llave en
sentido antihorario.

Seguidamente coloque la campana
encima del “bowl” y fijela empleando
las 3 tuercas de aseguramiento,
empleando la llave de gancho con
cuencas hexagonales.

En la parte superior de la campana
existe una conexion empunadora,
disponer en ella la llave de gancho, la
cual posee una cavidad que calza en
la conexion, seguidamente introducir
la llave tipo T, presione y gire la llave
de gancho en sentido antihorario.

El armado de la centrifuga concluye
al enroscar la tapa rosca en la
conexién empunadora.

Una vez armada la centrifuga de
limpieza  manual, proceda a
encenderla, en el panel electronico
de la centrifuga, gire la llave de
encendido a | y pulse ON (Botén
negro), esperar que alcance
velocidad programada (32000 rpm).
Inmediatamente encienda la bomba
de succion, coloque la manguera de
succién dentro del tanque de acopio
de cultivo y elimine el resto de agua
potable mediante recirculacién por
la manguera de retorno de cultivo,
observe la salida del cultivo e
inmediatamente sumérjalo al tanque
y continle con la recirculacion.
Coloque la manguera en la llave de
ingreso hacia la centrifuga y abra la
llave de paso hacia la centrifuga y
cierre gradualmente la llave de paso
de la manguera de retorno de
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cultivo, dependiendo de la densidad
celular de las microalgas, el flujo de
salida de cultivo centrifugado varia
entre 120 — 200 L/hora.

i. Verifique la retencion de microalgas,
observando la transparencia del agua
de salida o tome una muestra y
observe al microscopio, para
descartar la presencia de células.

5.2.3. Retiro de biomasa humeda

a. Prepare un envase con
aproximadamente 80L de agua
potable, antes que termine de
centrifugar el cultivo, cierre la llave
de paso de la manguera que ingresa
cultivo a la centrifuga y realice
recirculacion del equipo de succidn
con el agua potable colectado,
mantenga asi, aproximadamente por
cinco (5) minutos y apague el
variador de velocidad, realice este
procedimiento a fin de dejar limpio el
equipo de succion.

b. Cuando comience el enjuague del
equipo de succion, también apague la
centrifuga, pulse OFF (Botén Rojo) y
gire la llave de encendido a 0, espere
que el eje deje de girar. Cuando se
detenga, proceda con el guardado de
todas las mangueras de manera
ordenada. Para el desarmado de la
centrifuga proceda de manera
inversa a su procedimiento de
armado.

c. Una vez realizado el desarmado,
retire el bowl, en seguida con la
ayuda de una espatula retire toda la
biomasa colectada, esparza Ia
biomasa colectada en recipientes,
maximo espesor de |,5 cm de altura,
finalmente limpie y lave los
accesorios de la centrifuga y

materiales utilizados para la colecta
de la biomasa humeda.

. Para terminar el proceso, pese y

rotule el envase donde fue colectado
la biomasa humeda (Anexo 9). Para
su conservacion y antes de continuar
con el siguiente proceso coloque el
envase en una congeladora -15 °C
(como minimo 24 horas antes de
iniciar siguiente proceso).

5.3. SECADO Y OBTENCION DE
BIOMASA SECA
5.3.1. Acondicionamiento del

Liofilizador

a. Antes de encender el Liofilizador,

limpie el cubiculo del STOPPERING
TRY DRYER. (Panel superior) y el
colector del FREEZONE (Panel
inferior), con un trapo seco y suave
o un pedazo de papel, asegure que las
llaves (Manifolds) estén totalmente
cerrados, verifique el colector, la
llave central, que intercomunica
ambas partes, y el sistema de vacio,
de manera que no tenga ninguna fuga.

. Verifique que el equipo mantenga la

programacioén establecida.
- STOPPERING TRY DRYER. (Panel
superior)
Ubiquese con DISPLAY en
MANUAL.
Modo manual, Pl/Seg | Ramp
0.40°C/Mn, Hold -35°C, time 12.0.
- FREEZONE o6 FREEZE DRY
SYSTEMS [8L (Panel inferior)
Presione MENU: Modo
automatico, Vacuum set point:
0.100 mbar, R5-232 Transmission
Rate: 10 Seg.
En cada proceso de liofilizacion,
antes de iniciar, registre en el
formato correspondiente, las horas
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de uso tanto de STOPPERING TRY

DRYER y del FREEZONE (anexo

10).

- STOPPERING  TRY  DRYER.
(Panel superior): Encienda el
Switch, mediante boton DISPLAY
ubiquese en SET UP luego con el
boton ENTER presione hasta
ubicar REFRIG TOTAL HOUR y
SERVICE HOUR y registre
cantidad de horas.

- FREEZONE (Panel inferior)
Encienda el switch, presione el
boton MENU hasta ubicar REFRIG
TOTAL HOUR y SERVICE HOUR,
presionar una vez mas y registre
horas de REFRIG TOTAL HOUR y
VACUUM HOUR, las horas de
VACUUM no debe exceder las
1000 horas, caso contrario reinicie
conteo, presionando SELECT por
5 segundos y luego aceptar
reinicio.

5.3.2. Proceso de liofilizacion

a. Es importante resaltar que el equipo
tiene una capacidad maxima de dos
(2) kilogramos, para procesar
cualquier tipo de biomasa himeda
homogenizada, repartida entre sus
tres (3) parrillas, ademas cada una
tiene un sensor de temperatura.

b. Previo al proceso, registre el peso de
las bandejas y/o placas Petri vacias
(Anexo 9).

c. Esparza las muestras sobre las
bandejas de acero y/o placas Petri, y
pese nuevamente, registre el peso
obtenido (Anexo 9).

d. Verifique que el grosor de la biomasa
esparcida tenga como maximo 1,5
cm de espesor. Finalmente, congele
las muestras (- 20 °C). Realice este

proceso 24 horas antes de la
liofilizacion.

. Liofilizacion: Encienda el switch del

STOPPERING TRY DRYER. Anote
las horas de uso del equipo, con el
boton  DISPLAY  ubiquese en
MANUAL vy con el botédn
PROGRAM haga descender Ia
temperatura hasta -15°C y presione
ENTER.

Con  DISPLAY  ubiquese en
MONITOR, observe el descenso de
la temperatura. Comience con el
enfriamiento presionando
RUN/STORP. El modo de
funcionamiento del STOPPERING
TRY DRYER es manual (Led verde
encendido en MAN). El equipo
tardara tres (3) horas hasta llegar a
los -15 °C.

. Una vez encendido el panel superior,

continle con el panel inferior.

. Encienda el switch de FREEZONE,

anote horas de uso, luego presione
AUTO.

Observe el descenso de Ila
temperatura del colector, que varia
entre -50 y -56 °C, luego de diez (10)
minutos se activara automaticamente
el vacio, VACUUM.

Observe en el tablero el encendido
de las luces ambar y verdes, este
ultimo cuando ya todo el sistema
esté con la temperatura y vacio
adecuado (0,022 — 0,070 mBar).

. Todo este proceso demora treinta

(30) minutos aproximadamente.
Cuando la zona del STOPPERING
TRY DRYER, descienda hasta -15°C,
en tres (3) horas, coloque las
muestras.

. Espere una (I) hora mas, hasta que

las muestras y parrillas estén a la
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misma observe el

monitor.

temperatura,

n. Observe el panel y verifique que las

parrillas y muestras estén a la misma
temperatura e inmediatamente abra
la llave central (Abrir de derecha a
izquierda), con el objetivo que
comience la liofilizacion de las
muestras, el vacio se producira en
todo el equipo (Los valores de
temperatura de colector y vacio,
variaran en los rangos ya descritos,
durante todo el proceso) (Figura 19,
d).

0. Luego de seis (6) horas, ubiquese en

STOPPERING TRY DRYER, vy
nuevamente con el boton DISPLAY
localice MANUAL y con el botén
PROGRAM aumente la temperatura
hasta 5 °C y presione ENTER.

p. Finalmente con DISPLAY ubiquese

q. Luego de

en MONITOR y observe el aumento
de la temperatura.

catorce (14) horas,
nuevamente en STOPPERING TRY
DRYER y con el botéon DISPLAY
ubiquese en MANUAL y con el
boton PROGRAM aumente Ila
temperatura hasta quince (15) °Cy
presione ENTER, dejar por 3 horas.
Concluidas las 3 horas, aumente la
temperatura (para el secado final)
hasta veinticinco (25) °C y dejar por
siete (07) horas.

En este punto, con la ayuda de la
linterna de mano, verifique cada (I)
hora el proceso de secado Ia
muestra.

Luego de treinta y cuatro (34) horas,
tiempo que demora el proceso de
liofilizacion, inicie el apagado del
equipo.

u. En el panel inferior, FREEZONE,
presione VACUUM, espere 10
segundos y presione AUTO.

v. Abra 2 6 3 Manifolds (Partes lisas
hacia abajo) a fin de eliminar el vacio.

w. Luego de eliminar el vacio, ubique en
el panel superior el STOPPERING
TRY DRYER y presione RUN/STOP.

X. Con los pasos previos, se termina el

proceso de liofilizacion de Ia
muestra.

y. Finalmente apague ambos switch.

z. Retire las bandejas y/o placas Petri.

aa.Con la ayuda de las espatulas
remueva las muestras y paselas al
mortero.

bb.En el mortero realice el

homogenizado de las muestras.

cc. Vierta la muestra homogenizada en
bolsas plasticas, con cierre
hermético.

dd.Una vez la muestra esté embolsada,
pese nuevamente y anote el peso
total (de acuerdo a anexo || y 12).

ee. Codifique y almacene la muestra para
su posterior analisis.

ff. Finalmente con todos los datos
obtenidos, complete el formato de
acuerdo anexo |3.

5.3.3. Control de calidad

a. Verifique la calidad de la biomasa
seca, realizando un analisis de
humedad al liofilizado.

b. Emplee el método de estufa de aire
caliente (50 °C) por 5 horas, hasta
que el peso sea constante.

c. El rango de humedad aceptable para
biomasa con peso superior a un (01)
Kg, estd entre 5 a 7%.

d. Si el porcentaje de humedad es
mayor o la muestra no logre secar,
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nuevamente proceda a congelar y
realice la liofilizacion.

5.3.4. Analisis
muestras
a. De acuerdo a los analisis realizados,
se obtendra un andlisis proximal
segun anexo |4.

proximal de las

5.3.5. Conservacion de muestras

a. Codifique y almacene la muestra
para posteriores analisis, conserve
en congeladora a temperatura entre
-15 y -20 °C, de esa manera se
evitara la degradacion de algin
compuesto.
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ANEXOS
Anexo |. Medio de cultivo Chu

A 1000 mL de agua destilada esterilizada en autoclave, agregue asépticamente cada una de
las soluciones stocks siguientes (esterilizados previamente en autoclave) en las cantidades
que se indican:

mL Solucion stock g/500mL g/L
| CaCl, . 2H,0 18,35 36,7
| MgSO,. 7H,0O 18,45 36,9
| NaHCO; 6,3 12,6
| K,HPO, 4,35 8,7
| NaNO; 42,5 85
| Na,SiO,. 9H,0 14,2 28,4
I *Solucion de citrato férrico
I ** Solucion de micronutrientes
I T ris

e *Solucién de citrato férrico: A 1000 mL de agua destilada esterilizada en autoclave
agregue 3,35 g de acido citrico y disuelva completamente. Agregue 3,35 g de citrato
férrico y disuelva al poner en autoclave. Mantenga los envases envueltos en papel
aluminio.

e **Solucion de micronutrientes: A 1000 mL de agua destilada y esterilizada en autoclave,
agregue:

Compuesto g/L
Na,EDTA 0,05
H;BO; 0,618
CuSO,. 5H,0 0,0196
ZnSO,. 7H,O 0,044
CoCl,. 6H,0 0,02
MnCl,. 4H,0 0,0126
NaMoO, .2H,0 0.0126

o FTRIS
Por cada 200 mL agua destilada:
Agregar 50g de tris y 32mL de HCI
Anadir ImL de cada una de las soluciones por cada litro de medio de cultivo a preparar.



Anexo 2. Formato de control de temperatura ambiental de la Sala de microalgas

8:00 AM 12:00 PM 16:00 PM
Fecha A® B Cc® A® B Cc® A® B () c®
Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min Max Min
(*). Puntos de toma de datos dentro de la sala de microalgas: A: matraces 500 mL; B: Matraces | L; C: Botellas de 7 y 20 L
Anexo 3. Formato de control parametros de la intensidad luminica de la Sala de microalgas
) ) ) )
Fecha Hora A B c D
pl p2 p3 p4 pl p2 p3 p4 pl p2 p3 p4 pl p2 p3 p4
(*): Puntos de toma de datos: A: Matraces 0,5 L; B: Matraces | L; C: Botellas de 7 y 20 L; D: Tanques; pl, p2, p3, p4: puntos dentro de cada nivel.
Anexo 4. Formato de control de parametros Fisico — Quimicos de los cultivos
A(*) B(*) ()
Fecha | Hora 0.5L IL 7L 20L 250L
T Salinidad oD T Salinidad oD T Salinidad oD T Salinidad oD T Salinidad
PRI co) | eem  [P7 ] ey [cO ] @om) [P | men [0 | Gom) [PP | men) || @em) [P [ (men) | O | pm)

(*): Puntos de toma de datos: A: matraces de 0,5 y | L; B: Botellas de 7 y 20 L; C: Tanques 250 L




Anexo 5. Formato de control de la capacidad de carga de los cultivos (Células mayores a é6u)

Cuadrantes b= M X10000
de conteo 4

Dénde:

Nay Nb:  Numero de células.

> Cel.Ca: Suma de células de la diagonal central de la cdmara de Neubauer

> Cel.Cb: Suma de células de los cuadrantes externos de la cdmara de Neubauer

Primer Segundo Tercer Cuarto . . Férmul N*
Fecha Conteo e e e S e —— cuacél:";mte Sumatoria Promedio a N Cxelllr(;:L
B
20
30
B
20
30

(*): Cuadrantes de la camara de Neubauer; 1°, 2° y 3°: Numero de repeticiones del conteo.



Anexo 6. Formato de control de la productividad de los cultivos

Fecha

Numero de
muestra

PF (g)

PT (g)

Prod x Vol muestra (g)

Prod x L

I o

20

30

Pf: Peso filtro solo.

PT: Peso filtro y muestra

Anexo 7. Formato de control parametros de los cultivos en condiciones de Invernadero

HORA
Punto 08:00 12:00 16:00
Fecha control oD Salinidad | Temp Salinidad | Temp Salinidad | Temp
*) P gy | eem) | o) | PP OP™ED | Tpm | o) | PH L OP™MED L oy | (o)

(*) Indica el lugar donde se toman los datos

Anexo 8. Formato de control parametros del Invernadero

Fecha

Punto
control

*)

Hora

Luminosidad
(lux)

PAR

(pmol/m?/seg)

Temperatura (°C)

Minima | Maxima

(*) Indica el lugar donde se toman los datos




Anexo 9. Obtencion del peso de biomasa humeda

Para obtener el peso himedo de la biomasa cosechada, emplee la siguiente formula:

BH = Pl - PZ
Doénde:
BH = Biomasa humeda en g.
Pi = Peso total de biomasa hiimeda en g (bandeja de acero y/o placa Petri de vidrio+ biomasa himeda)
P2 = Peso de la bandeja de acero y/o placa Petri de vidrio en g.

Anexo 10. Formato de control de horas de uso del Liofilizador

STOPPERING TRY

FREEZONE DRYER Usuart
suario .
Fecha REFRIGERACION VACIO REFRIGERACION *) Observaciones
TOTAL | SERVICIO | TOTAL | SERVICIO | TOTAL | SERVICIO
(h) (h) (h) (h) (h) (h)

(*)Usuario: Persona responsable de la anotacién de horas de uso del Liofilizador.



Anexo | 1. Obtenciéon del peso de biomasa seca y expresion de resultados
Para obtener el peso seco de la biomasa hiumeda, emplee las siguientes formulas:

BH=P1_P2
BSzp3_P4_
. _BSx100
-~ BH

Dénde:

BH = Biomasa hiumeda en g.

BS = Biomasa seca en g.

Pl = Peso total de biomasa himeda en g. (bandeja y/o placa petri +biomasa hiumeda)
P2 = Peso de la bandeja y/o placa petri en g.

P3 = Peso total de biomasa seca en g. (bolsa hermética + biomasa seca)

P4 = Peso de la bolsa hermética en g.

T = Porcentaje de conversion de biomasa humeda a seca

Anexo |12. Formato de registro de datos después de secado de biomasa microalgal

N° de Peso Peso % de Hora inicio Hora fin Usuario .
Fecha . e Ny A By - Observaciones
Muestra | himedo | seco | conversion | liofilizacion | liofilizacion (**)

(**)Usuario: Persona responsable del encendido y/o apagado del Liofilizador-.



Anexo |3. Formato final para evaluacion de producciéon de microalgas en condiciones de Invernadero

N°

Fecha
Ingreso

Litros
Inoculo

(L)

Capacidad
de carga
de inoculo
(cel/mL x
107)

Litros
sembrados

L)

Fecha
cosecha

codigo
de
muestra

Dias de
cultivo

Concentracion
Siembra
(cel/mL x 107)

Volumen Capacidad
de de carga
cosecha de cosecha
L (cel/mL x
10¢)

Biomasa
himeda

(g)

Biomasa
seca (g)

BH/BS
(%)

Productividad
(mg/L/dia)

Observaciones

Anexo 14. Registro de Perfiles proximales de lipidos, proteinas, carbohidr atos y humedad de dos cepas de microalgas
del género Desmodesmus; IMP-BG-214 e IMP-BG-249 en sistema de cultivo tipo Tanque (T), cultivados en condiciones
de Invernadero

e Humedad Lipidos Carbohidratos Proteinas Cenizas
Codigo de cepa % % % % %

IMP-BG-249 4,78 £ 0,16 13,28 £ 0,16 17,20 £ 1,22 26,13 £0,59 16,21 £ 0,84

IMP-BG-214 6,26 0,24 10,11 £0,8 10,60 * 0,80 33,16 £0,32 5,28 £ 0,08
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