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MANUAL PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA MICRO-

ALGAL EN CONDICIONES DEINVERNADERO

MICROALGAE BIOMASS PRODUCTION MANUAL TO UNDER
GREENHOUSE CONDITIONS

Alberto Oscanoa*, Miguel Cervantes, Priscilla Febrero

RESUMEN

Oscanoa A, Cervantes M, Febrero P. 2016. Manual para la produccion de biomasa microalgal en condiciones de inver-
nadero. Inf Inst Mar, Per. Inf. 43(especial): 000-000.- El presente Manual para la produccién de biomasa micro-
algal en condiciones de invernadero esta basado en la experiencia y resultados obtenidos durante siete afios
de trabajos de investigacion realizados en el Laboratorio Invernadero y Sala de Procesos del Area funcional
de Investigaciones en Acuicultura, Direccion General de Investigaciones en Acuicultura, del Instituto del
Mar del Pert. Este manual presenta aspectos basicos del cultivo masivo de microalgas en tanques y bio-
rreactores, y pretende servir de guia para el inicio del desarrollo del cultivo de microalgas. En general, este
documento proporciona el marco tedrico de técnicas y metodologias y su aplicacion con base en las caracte-
risticas de la infraestructura que posee el Imarpe. El manual estd estructurado en secciones que detallan los
diferentes procesos; donde se describe el objetivo y el alcance, los materiales requeridos, el procedimiento a
realizar en forma de instrucciones numeradas, todo con la debida ilustracion. Al final se agregan los Anexos,
con un glosario de términos, formatos de colecta de datos, instrucciones para presentacion de resultados y,
referencias bibliograficas de apoyo.

ParLaBRAS cLAVE: Acuicultura; microalgas; cultivo; biorreactores; Pert.

ABSTRACT

Alberto Oscanoa, Miguel Cervantes, Priscilla Febrero. 2016. Microalgae biomass production manual to under green-
house conditions. Inf Inst Mar, Per. Inf. 43(especial): 000-000 . The present Manual para la produccion de bio-
masa microalgal en condiciones de invernadero is based in seven years of the experiences and shows results
obtained by Laboratorio Invernadero y Sala de Procesos del Area funcional de Investigaciones en Acui-
cultura, Direccién General de Investigaciones en Acuicultura, del Instituto del Mar del Pert. This manual
describe basic aspects of micro algae massive culture in tanks and bioreactors, and is projected as a guide
for initial develop of micro algae culture. In general, this document provides a framework of techniques and
methodologies and their application grounded on the infrastructure characteristics. The work is structured
in sections that detail the every processes; and remarks the objective and scope, the materials required, the
procedure to be performed in the form of numbered instructions, all with proper illustration. At the end,
Annexes contain a glossary, data collection formats, instructions for presentation of results and bibliogra-
phical references of support.

Keyworps: Aquaculture; Microalgae; culture; Bioreactors; Peru.

PRESENTACION

El interés en el cultivo de microalgas para lograr
cultivos masivos a fin de obtener compuestos de
interés por el potencial biotecnologico que repre-
sentan llevo al Instituto del Mar del Pertt IMARPE)
a desarrollar investigaciones en estos organismos.
Con el apoyo del Fondo para la Innovacién, Cien-
cia y Tecnologia (FINCyT) en el afio 2008 se logrd
el acondicionamiento del Laboratorio de Inverna-
dero y Sala de procesos, y el equipamiento del La-
boratorio de Andlisis Instrumental, y se iniciaron
las investigaciones para la produccién de biomasa

microalgal y la determinacion de metabolitos de
interés cientifico. Basados en nuestras experiencias
elaboramos el Manual para la producciéon de bioma-
sa microalgal en condiciones de invernadero, donde
se muestra informacion sobre las técnicas utilizadas
en la produccion de microalgas y la descripcion de
cada proceso.

Cada proceso se estructura en secciones; se co-
mienza con el objetivo y el alcance para facilitar la
comprension del proceso, luego se indican los ma-
teriales que se requieren, se contintia con el procedi-
miento a realizar en forma de instrucciones nume-

*aoscanoa@imarpe.pe. Laboratorio Invernadero y Sala de Procesos del Area funcional de Investigaciones en Acuicul-
tura, Direccion General de Investigaciones en Acuicultura, del Instituto del Mar del Peri.
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radas, que se complementan con figuras. De igual
forma, encontraran en este manual los Anexos, con
instrucciones para expresion de resultados y forma-
tos de llenado de datos, asi como las referencias bi-
bliograficas de apoyo. En este documento, también
se proporciona el marco tedrico de dichas técnicas y
metodologias y su aplicacion con base en las carac-
teristicas de la infraestructura que presenta el Labo-
ratorio Invernadero y Sala de procesos del IMARPE.

INTRODUCCION

Las microalgas constituyen un grupo diverso de
microorganismos que presentan un amplio espec-
tro de formas y tamanos que varian de 1 a 200 pm;
tienen pigmentos fotosintéticos como clorofila (a, b
y €) y carotenos, y su forma de vida puede ser uni-
celular o colonial, (Mapican et al. 2004). Fijan mas
del 40% del carbon de la tierra, ofrecen a la bidsfera
una considerable proporcion de oxigeno. Su impor-
tancia ecologica esta basada en su abundancia, su
extrema biodiversidad y la habilidad de sobrevi-
vir en una variedad de ambientes (BErc et al. 2002;
Norron et al. 1996). Para su desarrollo requieren de
CO,, nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio y otros
nutrientes menores.

El potencial de las microalgas es considerable, sobre
todo si tomamos en cuenta que existen varios mi-
llones de especies, en comparacion con las 250000
especies de plantas terrestres (BRENNAN y OWENDE
2010). Se han descrito hasta el momento 40000 espe-
cies de microalgas, pero solo 1% de estas han sido
estudiadas para la obtencion de sustancias bioac-
tivas. Son una gran reserva de nuevos compuestos
Gnicos e interesantes (Yamacucur 1997). A media-
dos del siglo pasado, fue cuando realmente la bio-
tecnologia de microalgas comenz6 a desarrollarse y
por eso, hoy en dia existen numerosas aplicaciones
comerciales de las microalgas.

Sin embargo, y a pesar de las primeras expectativas,
la explotacion comercial de las microalgas se ha vis-
to limitada a un nimero reducido de especies y a
paises con un gran potencial tecnologico, donde se
realizan cultivos altamente tecnificados y relativa-
mente costosos (Purz y Gross 2004). El cultivo de
microalgas es una actividad que atin no se encuen-
tra desarrollada, con niveles de produccion limita-
dos debido por una serie de factores (MENDOZA et
al. 2011). A pesar de estas circunstancias, el cultivo
de microalgas a gran escala, en grandes tanques de
cultivo a cielo abierto es una actividad que ha pro-
piciado la aparicién de grandes y rentables explo-
taciones.

En Per1i, son escasas las industrias dedicadas a esta
actividad, por este motivo, el presente manual tie-
ne por objetivo, proporcionar una guia practica
que permita establecer las nociones basicas para el
manejo adecuado que requieren los cultivos de mi-

croalgas, teniendo como fuente de produccion prin-
cipal las especies: microalgas marinas; Nannochlo-
ropsis oceanica, Isochrysis galbana, Chaetoceros gracilis,
Phaeodactylum tricornutum, Nannochloris maculata, y
las de agua dulce Desmodesmus quadricauda y Chlo-
rella vulgaris, entre otras microalgas que pueden ser
adaptadas al flujo de cultivo.

La metodologia a aplicar en cada uno de los proce-
sos, se basa en los trabajos de cultivo realizados du-
rante casi siete afios en el Laboratorio de Invernade-
ro y Sala de Procesos (Laboratorio de Biotecnologia
Acuatica) en sede central de IMARPE, informacion
que se pone a disposicion de todos aquellos que
quieran incursionar en esta actividad. El creciente
interés por invertir en esta industria en Pert, nos
compromete a seguir mejorando los procesos de
produccién en los diferentes niveles de cultivo, lo
que permitird proporcionar informacion a futuro,
que conlleve a una actividad menos costosa y mas
rentable, teniendo como base principal el mitigar
cualquier impacto negativo al medio ambiente. Por
este motivo el presente manual pretende servir de
base para el desarrollo de la produccién de biomasa
microalgal en condiciones de invernadero en la cos-
ta central y por extension, a todo el litoral peruano,
rico en lugares idoneos y en especies aptas para su
cultivo.

MARCO TEORICO

Las microalgas han sido durante mucho tiempo ob-
jeto de un gran interés como una fuente alternativa
de alimentos y sustancias bioactivas. Si bien en un
primer momento fueron consideradas como una
fuente de proteinas (proteina unicelular), al menos
tan buena como otros vegetales y mucho mas bara-
ta, los estudios realizados a lo largo de la década de
los ochenta demostraron que la productividad y los
costes de los cultivos intensivos de microalgas dista-
ban de ser plenamente competitivos con la agricul-
tura tradicional (SpoLaoRE et al. 2006). En la actuali-
dad son consideradas una fuente potencial, atin no
suficientemente explorada, de sustancias bioactivas
de interés en la industria alimentaria, farmacéutica
y energética (Cru 2012; CLaRrssoN et al. 2007).

Estas sustancias alcanzan un gran valor en el mer-
cado internacional y su demanda va en aumento
al mismo ritmo que el desarrollo de la tecnologia
industrial, la biotecnologia y la demanda interna-
cional de nuevos medicamentos y compuestos de
alimentacion (SkjaNEs, REBOURS, & LiNBLAND 2013).
Las microalgas constituyen un grupo de microor-
ganismos cuyos usos potenciales ain no han sido
suficientemente estudiados. Se han descrito mas de
40000 especies de microalgas, sin embargo, menos
del 1% ha sido sometido a trabajos de screening
para la identificacion de nuevas sustancias bioacti-
vas o potenciales aplicaciones industriales o agra-




rias (MENDOzA et al. 2011). Las microalgas constitu-
yen una de las mas importantes reservas de nuevos
productos y aplicaciones, lo que justifica el alto inte-
rés que en la actualidad atin despiertan.

Los primeros trabajos sobre la explotacion comercial
de las microalgas datan de la década de los cincuenta
del siglo pasado. Es en ese entonces cuando aparece
el primer trabajo recopilatorio sobre el cultivo a gran
escala de microalgas para consumo humano: Algal
culture fromlaboratory topilotplant (BurLew 1953).
Desde entonces, han sido diversos los usos potencia-
les atribuidos a las microalgas y grandes las expec-
tativas que se han forjado en torno a su cultivo, asi
tenemos, su utilizaciéon como piensos para animales,
obtencién de hormonas como las auxinas y gibereli-
nas, su utilizacién como biofertilizantes, o en el tra-
tamiento de aguas residuales (MExDoOzA et al. 2011).

Los factores que son mencionados (MExDOzA et al.
2011) como limitantes en el cultivo de microalgas son:

¢ Las microalgas tienen una baja eficiencia fo-
tosintética en condiciones de alta irradiacion
luminosa asi como un estrecho margen de res-
puesta a las variaciones de irradiacion, lo que
repercute en tasas de crecimiento bajas y en la
dificultad de optimizar su cultivo a gran escala.

e Los cultivos en grandes tanques a cielo abierto,
aunque baratos y sencillos, son sumamente vul-
nerables a la contaminacion con microdepreda-
dores e incluso con algas oportunistas, también
resultan sumamente sensibles a las variaciones
de las condiciones ambientales. Esto dificulta
el control y la estabilidad de los cultivos a gran
escala en este tipo de sistemas, reduciendo a un
escaso nuimero las especies cultivables, aquellas
altamente adaptadas a condiciones de cultivo
extremas que dificultan la contaminacién con
organismos competidores o depredadores.

e Los sistemas de cultivos cerrados (fotobiorreacto-
res) aunque permiten alcanzar mayores produc-
ciones resultan costosos y complejos. A la larga ven
mermada su eficiencia productiva por contamina-
cion o perdida de superficie iluminada, por efectos
de adherencias organicas, precipitados, astillados

o0 arafiazos o la existencia de espacios muertos de
baja turbulencia o de renovacién.

Para el cultivo de microalgas es necesario el conoci-
miento de la cinética de crecimiento de cada especie
en un determinado volumen. Independientemen-
te de cada especie y el volumen al que se cultiva se
puede reconocer el patrén estandar de crecimiento
(fases: lag o fase de adaptacion, exponencial, declina-
cion relativa de crecimiento, estacionaria y de muer-
te). Ademas, tener en consideracion lo siguiente:

SISTEMAS DE CULTIVO

Existen dos tipos basicos para la produccion a gran
escala de microalgas. Un tipo, son aquellos deno-
minados sistemas abiertos en los que el cultivo estd
expuesto a las condiciones ambientales externas y
otros son los sistemas cerrados en los cuales los cul-
tivos microalgales tienen escasa o nula interacciéon
con las condiciones ambientales externas.

Sistemas cerrados.- Los sistemas cerrados gracias a
su disefno presentan una serie de ventajas respecto
de los sistemas abiertos, asi por ejemplo se reduce
al minimo la contaminacién bioldgica garantizando
monocultivos, permiten un mejor control sobre los
parametros fisicos quimicos, reduccién de pérdidas
de CO,, presentan mayores productividades y ade-
mas permiten produccién de metabolitos complejos
(PaLoMmiNoO ET AL. 2010; SHING y SHARMA 2012). Como
ejemplos de sistemas de cultivos cerrados tenemos:
Fotobiorreactor tubular vertical, fotobiorreactor tu-
bular horizontal y fotobiorreactor de columna verti-
cal (Ucwu et al. 2008) (Figura 1).

Sistemas Abiertos.- Son en general los de mayor
demanda en la realizacion de cultivos comerciales
asi por ejemplo tenemos lagos, lagunas y estanques
tanto naturales como artificiales, la razén de su ma-
yor empelo radica en que son menos costosos y mas
practicos de construir y operar, su disefio general-
mente esta ligado a las condiciones y disposicién
de materiales locales (RicimonD 1999; BEcker 1994;
Sun y Leg 2003) (Figura 2).

PARAMETROS DE CULTIVO:

Luz.- La luz ejerce influencia en la composicion

Figura 1. Sistemas de cultivos cerrados; i) Biorreactor tubular horizontal; ii) Biorreactor tubular
vertical.
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Figura 2. Sistemas de cultivos abiertos; i) Estanques circular; ii) Estanques Raceways.

bioquimica, celular de las algas fotosintéticas,
ademds promueve cambios en las propiedades
ultraestructurales, biofisicas y fisioldgicas, bus-
cando aumentar el crecimiento y fotosintesis de
las microalgas (Dusinsky et al. 1995).

Elnivel de lipidos de acidos poliinsaturados presen-
ta una relacion inversamente proporcional con el
nivel de la intensidad de luz (Conen 1999).

Temperatura.- La temperatura es uno de los factores
ambientales mas importantes a nivel de las reac-
ciones bioquimicas (Richmond 2003). Ejerce in-
fluencia en el grado de instauracién de los lipidos,
por tanto una disminucion de la temperatura de
crecimiento 6ptimo, aumenta el grado de instau-
racion de los lipidos (N1sHIDA y MURATA 1996).

pH.- Es importante para el crecimiento de las micro-
algas, el rango Optimo para el cultivo de las mi-
croalgas oscila entre 7y 9 (Ho et al. 2011). Los va-
lores de pH generan disociacion de ciertas sales
pudiendo tener efecto toxico o inhibitorio para el
desarrollo de las microalgas (RicimonD 1986).

Salinidad.- La salinidad puede causar efectos nega-
tivos en el crecimiento de microalgas, una sali-
nidad de 35% o superior puede conducir a una
reduccién en la tasa de crecimiento, la eficiencia
de la fotosintesis y la respiracion oscuro (Jacos et
al. 1991). La salinidad regula el crecimiento me-
diante la osmosis, siendo muy variable entre mi-
croalgas, pudiendo promover efectos letales en el
cultivo (BonEgy 1989).

Aireacion.- La aireacidn asegura la distribucién ho-
mogénea de las células y los nutrientes dentro
del cultivo, de esta manera se generara un mayor
aprovechamiento mejorando la distribucion de
la luz asegurando que permanezcan fotosintéti-
camente activas, evitando que sedimenten (Rica-
MOND 1986).

Nutrientes.- Los nutrientes son importantes para
el crecimiento de las microalgas, el mas impor-
tante es el carbono, cuya fuente principal es el
diéxido de carbono, que representa aproxima-

damente el 50% en peso seco (Cuist1 2007); el
nitrogeno representa entre 7 a 10%, en peso seco
constituyendo proteinas, clorofila entre otros; el
fosforo constituye el 1% en peso seco, e inter-
viene en procesos metabolicos en las microalgas
(RicumonD 1986).

TEcN1CcAS DE COSECHA DE MICROALGAS:

Las microalgas presentan diferentes tamanos, densi-
dad y diferentes fines comerciales, por tanto la elec-
cion del método de cosecha depende de las caracte-
risticas mencionadas anteriormente (Oraizora 2003).
Se cuenta con los siguientes métodos de cosecha:

Centrifugacion.- Método de cosecha probablemente
el mas eficaz, pero a su vez el mas costoso, ya que
requiere de gran consumo energético (MoLINA et
al. 2003; RicimMoND y BECKER 1996).

Filtracién.- Es un método que precisa de abundante
mano de obra y constante cambio de filtros (Bec-
KER Y VENKATARAMAN 1982)

Flotacién.- Proceso de separacién por gravedad, con-
siste en la captura de particulas mediante burbu-
jas de aire o de gas, que luego son transportados
a la superficie del liquido (ALvaREz y GALLARDO
1989). CreN et al. (1998) indican que la flotacién
es una técnica mas beneficiosa y efectiva que la
sedimentacion.

Sedimentacién.- Enfocada para cosecha de diato-
meas, ya que para microalgas con didmetros
menores que las diatomeas, la sedimentaciéon no
es rapida por tanto resulta ser poco eficaz (Rica-
MOND Y BECKER 1986; REYNOLDS 1984).

PROCESAMIENTO DE LA BIOMASA:

Obtencion de biomasa hiimeda.- La concentracion de
las microalgas o también llamada cosecha, es una
de las etapas claves para la viabilidad del proceso,
pues los cultivos de microalgas son muy diluidos,
del orden de 0.5-1 g/L, lo que dificulta mucho la re-
cuperacion de la biomasa. La eleccion de la técnica
de cosecha depende de las caracteristicas de las mi-




croalgas, por ejemplo, tamano, densidad, y el valor
de los productos de destino (Oraizora 2003).

Existen diversos procesos de recoleccion, pasando
desde procesos completamente mecanicos como la
centrifugacion a otros netamente bioldgicos como la
biofloculacién, ademas de flotacion por surfactantes
o floculacién con polielectrolitos artificiales o natu-
rales como el quitosano. El éxito de esta etapa de-
pende de varios factores, entre ellos el tipo de alga,
el proceso productivo, la presencia de otras algas,
la velocidad de produccidn, etc. (Osorio 2008). No
existe un solo método genérico aplicable a todos
los tipos de cultivo, sin embargo es posible afirmar
que los procesos tradicionales como la centrifuga-
ciéon o la floculacion quimica son recomendables
si el producto que se generard es de un alto valor
comercial, o si hay etapas previas de concentracién
(Osor1o 2008). La biomasa himeda, puede usarse
sin necesidad de secarla para obtener concentrados
de aminoacidos y bioetanol, lo que repercute en una
notable reduccién de costos (GArcia et al. 2012).

Otra técnica de obtencién de biomasa htimeda es
por medio del método de la Separacion fototdctica,
la cual se basa en la capacidad que tienen algunas
microalgas mdviles de desplazarse hacia una fuente
de luz de una determinada longitud de onda, este
sistema solo se ha realizado en tanques de peque-
fia superficie y algunos autores consideran que no
es aplicable a mayor escala debido a la alta viscosi-
dad del material a filtrar y por la presencia de otras
particulas en el cultivo que contaminan la biomasa
recogida (Reppy 2001). Un método alternativo de
caracter simple y econémico es la filtracion por gra-
vedad, el cual se realiza empleando filtros de arena
fina, tierra de diatomeas y fibras de celulosa. El me-
dio obtenido tras la filtracién puede ser reutilizado
de nuevo, cabe resaltar que las algas colapsan rapi-
damente el filtro, siendo necesario lavarlo con fre-
cuencia, el coste relativo de este sistema de cosecha
de células es magnitud mayor que el de la centrifu-
gacion (NUrpDoGaN y OswaLp 1996).

Obtencion de biomasa seca.- La biomasa cosechada es
un producto perecedero y debe tratarse con rapidez,
para evitar su deterioro, las técnicas de la deshidra-
tacion o secado se suele utilizar para ampliar la via-
bilidad en funcién del producto final requerido.

Los métodos que han sido adaptados y desarrolla-
dos, ademas de ser los mas utilizados son; el secado
al sol que permite obtener biomasa seca con menos
de 10% de humedad y biolégicamente es catalogada
como de buena calidad, ademas es el método mas
barato, pero las principales desventajas son los lar-
gos tiempos de secado, necesidad de grandes super-
ficies, y el riesgo de pérdida de material (PrakasH et
al. 1997) y el secado por aspersion, el cual es utiliza-
do para la extraccién de productos de alto valor, sin
embargo es relativamente caro y se corre el riesgo

de causar un importante deterioro de algunos pig-
mentos (DesmorIEUX et al. 2006).

Otras técnicas utilizadas son; el secado en tambo-
res o rodillos (Prakash et al. 1997), es uno de los
métodos de secado mas eficientes en términos de
consumo de energia y es muy efectivo para secar
liquidos con una alta viscosidad, consiste en espar-
cir una capa ligera sobre la superficie exterior de un
par de tambores que se encuentran girando y que
estan siendo calentados por dentro mediante vapor;
el secado en lecho fluido (LeacH et al. 1997), implica
secado, enfriamiento, aglomeracién, granulaciéon y
revestimiento de los materiales en granulos, es ideal
para una amplia gama de productos sensibles y no
sensibles al calor; la tecnologia de secado Refractance
Window™ (Ninpo et al. 2007) esta técnica ofrece una
temperatura en el interior del producto de menos
de 70 °C y tiempos de secado cortos, el material a
secar se coloca sobre una pelicula de plastico que es
transparente a la radiacion infrarroja, la pelicula flo-
ta en la superficie de agua caliente de modo que la
energia térmica para la evaporacion de humedad se
transfiere desde el agua caliente para el material ht-
medo principalmente a través de la radiacion infra-
rroja y otras técnicas como la liofilizacién, es igual-
mente costosa, especialmente para las operaciones
a gran escala, pero facilita la extraccion de aceites
y que los elementos intracelulares, como los acei-
tes son dificiles de extraer de la biomasa htiimeda
con disolventes sin interrupcion de la célula, pero
se extraen mas facilmente de la biomasa liofilizada
(Movrina et al. 1994).

PROCESOS DE CULTIVO

GESTION DE CULTIVOS

Objetivo.- Establecer pautas a seguir para realizar la
implementacién de sistemas, transporte, sembrado
y mantenimiento de cultivo de microalgas a nivel
masivo y en condiciones de invernadero.

Alcance.- Este procedimiento se aplica a microalgas
de origen marino y continental.

Equipos.-

®  Microscopio éptico binocular Leitz

¢ Traspaleta de 2 TM de capacidad.

e Bomba succionadora de agua 1 HP.

® Bomba succionadora de agua 5 HP.

¢ Selladora con alambre de Micrén

e Contémetro celular

® Multiparametro de campo WTW

e Sistema de esterilizacion por UV (biofiltro, cu-
nos porta filtro, lampara UV)

e Sistema de aireacion
e Blower de alta presion de 3HP.

e Luxdémetro
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Sistema de inyeccion de CO,
Termdmetros de maxima y minimo.
Moédulo de metal para biorreactores.

Materiales

Hipoclorito de sodio (lejia) x 2.5 L
Lugol

Detergente granulado x 15 kg
Céamara Neubauer

Tanque de fibra de vidrio de 300 L, para trans-
porte y acopio de cultivo.

Tanque de fibra de vidrio para siembra
Manguera de 17 x m

Mangueras siliconadas de 1/8" x m
Pipetas Pasteur caja x 1000
Portaobijetos caja x 100

Cubre objetos

Vial de 10 mL

Esponja verde lavavajilla

Guantes industriales x 1 par

Rollo de bolsa de polietileno x 60 kg (200 bolsas)
Moddulo de metal para biorreactores

Piedras difusoras de aire de 2 x 1.5 cm para
acuario

Plomos cilindricos para pesca de 50 g
Gas carbonico CO, x 30 kg

Agua destiladax 1 L

Balde plastico de 20 L

Malla tipo talega de 1nt

Jarrasde 1y 2 L.

IMPLEMENTACION DE LOS SISTEMAS DE CULTIVO

Sistema de biorreactores tubulares de 30 L.-

a.

Cortar laminas de polietileno (de 8 um de espe-
sor y 25 cm de ancho) aproximadamente 2.30 m
de largo (Figura 3a).

Forme un ojal doblando 35¢cm en un extremo
(Figura 3b), luego proceda a sellar, repetir el
sellado tres (03) veces hasta formar un ojal re-
sistente (Figura 3c y 3d), de manera analoga se
dobla 10cm del extremo opuesto de la bolsa, el
sellado de preferencia realice solo dos (02) ve-
ces, al final se obtiene una bolsa de 180cm de
alto y coloque por parte de los ojales en los mo-
dulos (Figura 3e).

Para la implementacion de un biorreactor (Modu-
lo de cultivo) prepare y coloque 20 bolsas, ademas
instale mangueras siliconadas de 1/8”, con una
piedra difusora de aire para acuario en un extre-
mo con un plomo cilindrico para pesca de 50 g, la
manguera permitira el ingreso de aire y CO,.

Sistema de tanques.-

a.

b.

Mezcle en una jarra de dos (02) litros, 100 mL
de agua potable, 200 mL Hipoclorito de sodio
(lejia) 4.5% P/V y 10 g de detergente industrial
granulado, homogenice toda la mezcla (Figura
4a,byc).

Vierta la mezcla al tanque (Figura 4d), coléque-
se guante de jebe industrial y con la ayuda de
esponja lava vajilla, proceda a limpiar toda la
superficie interna del tanque (Figura 4e).

Finalmente, enjuague con abundante chorros
de agua el interior y bordes del tanque, Para la
implementacion del sistema de cultivos en tan-
que, prepare y coloque de acuerdo al volumen a
cultivar, luego instale mangueras siliconadas de
1/8”, con una piedra difusora de aire para acua-
rio en un extremo con un plomo cilindrico para
pesca de 50 g, la manguera permitira el ingreso
de aire y CO, (Figura 4f).

TRANSPORTE Y RECEPCION DE INOCULO

El indculo es proporcionado por el Laboratorio
de la Sala de Microalgas (Cultivos intermedios)
en tanques tipo cilindrocénicos de 250 L, antes
de iniciar con el transporte, verifique la calidad
del cultivo con la ayuda de un microscopio (ve-
rificar si hay presencia de protozoarios, bacterias
y/o hongos) (Figura 5a).

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 cilindrocénico al tanque de fibra de
vidrio, el cual estard sobre un carro hidraulico
para facilitar el transporte (Figura 5b y c).

Acopie todo el inoculo en un tanque de fibra de
vidrio, con el objetivo de homogenizar el cultivo
(Figura 5d), finalmente tome una alicuota del in6-
culo, fije en Lugol y proceda con la determinacion
de la densidad celular por la técnica de conteo en
camara de Neubauer (de acuerdo Anexo 2).

SIEMBRA DE INOCULO

Luego del acopio del indculo proveniente de la
sala de microalgas (Cultivos intermedios), proce-
da con la siembra de las mismas ya sea marina o
de agua dulce, en biorreactores o tanques. Inicie
el cultivo, llenando las bolsas de los biorreactores
o tanques al 50% con agua filtrada a una micra y
pasada por radiacion UV, luego iguale los otros
50% con el inoculo (Figura 6). Agregue nutriente
foliar Bayfolan® en la dosis 0.07 mL/L.

Encienda la bomba aireadora y el sistema de in-
yeccion de CO,, cerciorandose que cada tanque
de cultivo o biorreactor tenga una correcta ai-
reacion (Figura 6b).




Figura 3. Implementacion de biorreac-
tores; a) Selladora y bolsa de polieti-
leno cortada; b) Formacion de ojal; c)

Sellado de ojal formado, d) Forma final

de ojal y sellado; e) Disposicion final de

los moédulos, las bolsas y (f) Sistema de

aireacion, implementando los sistemas

tipo biorreactores en condiciones de in-

vernadero (Laboratorio de Invernadero
y Sala de procesos).

Figura 4. Implementacion de
tanques de cultivo. a) Material
necesario para realizar lavado

de tanques de fibra de vidrio; b)

Dilucién de hipoclorito de so-
dio; c) Incorporacién de deter-
gente granulado; d) Vertido de

solucion para lavado de tanque;
ey f) Lavado y enjuague de
tanque de fibra de vidrio.
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Figura 5. a) Observacion microscdpica y determinacion de densidad celular; b) Biorreactores cilindrocénicos con ino-
culo; ¢) Traslado de inoculo; d) Acopio de microalgas, proveniente de la Sala de Microalgas (Cultivos intermedios)
en el Laboratorio de Invernadero y Sala de procesos.

Tras la siembra tome una muestra de los cultivos,
fije con Lugol y proceda con el conteo celular en
camara de Neubauer para la determinacion de la
densidad celular inicial (de acuerdo Anexo 2).

MANTENIMIENTO DE CULTIVO

Diariamente registre los parametros abidticos
(pH, temperatura de cultivo, oxigeno disuelto, sa-
linidad), con el empleo de un Multiparametro de
campo WTW i305, para lo cual sumerja los senso-
res en el cultivo (Figura 5a y Anexo 2). Mantenga
pH en 7 —7.5 con inyeccion de CO,, la temperatu-
rano debe superar los 35 °C ni ser menor de 16 °C.

También registre las condiciones medioambien-
tales dentro de Invernadero (intensidad lumini-
ca, radicacion fotosintética activa - PAR y tem-

peratura) con el empleo de un luxémetro, un
Fotémetro radiometro y termoémetros (Figura
7b, ¢, d y Anexo 4).

c. Finalmente, también tome muestras del cultivo
y revise parametros bioticos (Contaminacion y
tamarfio celular), fije con Lugol y proceda con el
conteo celular en cdmara de Neubauer para la
determinacion de la densidad celular diaria (de
acuerdo Anexo 2).

COSECHA Y OBTENCION DE BIO-
MASA HUMEDA
Objetivo.-

Establecerlas pautas a seguir para obtener biomasa
htimeda de microalgas marinas y de agua dulce, por
la técnica de centrifugacion.




Figura 6. a) Siembra en los médulos de biorreactores tubulares verticales b) Siembra en los tanques de fibra de vidrio, con la
adecuada aireacion, cultivos realizados en condiciones del laboratorio de Invernadero y Sala de procesos.

Figura 7. Medicion de parametros bidticos y abiéticos; a) Medicion de parametros abidticos de
cultivo; b) Medicion de la radiacion fotosintéticamente activa; c) Medicion de la temperatura del
ambiente; y d) Medicion de la intensidad luminosa.
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Alcance.-

Se aplica al proceso de centrifugacion a cultivos
microalgales marinos y continentales cultivados en
condiciones de Invernadero.

Equipos y materiales
Equipos

e Centrifuga de limpieza manual GEA WESTFA-
LIA modelo OTC2

e Bomba de succion Nemo®.

e Congeladora (Temperatura promedio -20°C).
e Balanza analitica y/o electronica.

e Calculadora

Materiales

* Bandeja rectangular de acero inoxidable de 38
x 36 x 3 cm.

e Placa Petri de vidrio de 60 x 15; 100 x 20; 150 x
25 6 150 x 30 mm.

¢ Espatula de plastico con mango de madera de
20 cm.

e Cuchara espatula de metal de 120 mm.

ACOPIO DE CULTIVOS

Acopie todo el cultivo a cosechar en un tanque de
300 6 600 L, para lo cual puede aplicar la técnica del
sifoneo (Figura 8).

ACONDICIONAMIENTO DE EQUIPO DE CENTRIFU-
GACION

a. Llene un recipiente de 80L de capacidad, con
agua potable y coloque en el las mangueras
de succién y de retorno de cultivo, que estan
conectadas a la bomba de succién Nemo ® (Fi-
gura 9), coloque la manguera de retorno en la
canaleta de desagiie, encienda la bomba Nemo
y empleando el variador de velocidad Allen
Bardley ajustelo a una velocidad media de sali-
da de 20 L/h, asi se estard cebando y limpiando
la bomba, transcurrido 3 minutos apagar.

b. Arme la centrifuga de limpieza manual, api-
lando los discos en el eje del cabezal (Figura
10a), encima de ellos colocar el separador de
discos y seguidamente coloque el bow! (Figura
10b).

c. Enla parte superior del bowl acople el anillo ros-
cado (Figura 1la), para su correcto posiciona-
miento emplear dos llaves de gancho, con una
de ellas se fija el bow! y con la segunda llave de
gancho se enrosca el anillo roscado a la parte su-
perior del bowl para lo cual se gira la llave en sen-
tido antihorario (Figura 11b).

d. Seguidamente coloque la campana encima del
bowl (Figura 12a) y fijela empleando las 3 tuercas
de aseguramiento, para lo cual empleamos la lla-

-

—

ve de gancho, la cual presenta cuencas hexagona-
les (Figura 12b).

En la parte superior de la campana existe una
conexién empufiadora, disponer en ella la llave
de gancho, la cual posee una cavidad que calza
en la conexion empunadora (Figura 13a), segui-
damente introducir la llave tipo T, presione y
gire la llave de gancho en sentido antihorario
(Figura 13b).

El armado de la centrifuga concluye al enroscar
la tapa rosca en la conexion empuiadora (Figu-
ra 14).

Una vez armada la centrifuga de limpieza ma-
nual, proceda a encenderla, para lo cual ubi-
quese en el panel electrénico de la centrifuga,
gire la llave de encendido a 1 y pulse ON (Bo-
tén negro) (Figura 15a), esperar que centrifuga
alcance velocidad programada (32000 rpm). In-
mediatamente encienda bomba de succién, co-
loque manguera de succién dentro del tanque
de acopio de cultivo y elimine resto de agua po-
table mediante recirculaciéon por la manguera
de retorno de cultivo, observe salida de cultivo,
inmediatamente sumérjalo al tanque y continte
con la recirculacion (Figura 15b).

Coloque manguera en la llave de ingreso hacia
centrifuga y abra llave de paso hacia la centrifu-

Figura 8. Acopio de cultivos en tanques de fibra de vidrio.

Flecha sefiala mangera de sifoneo.
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ga y cierre gradualmente llave de paso de man-
guera de retorno de cultivo (Figura 15c), depen-
diendo del tipo y tamafo de las microalgas el
flujo de salida de cultivo centrifugado varia en-
tre 120 — 200 L/hora (Figura 15d).

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

RETIRO DE BIOMASA HOMEDA.
Figura 10. a) Disposicion de discos sobre eje de centrifuga; b)

a. Prepare un envase con aproximadamente 80 L Posicion final de separador de discos y colocacién de colector.
de agua potable, antes que termine de centri-
fugar el cultivo, cierre llave de paso de man-
guera que ingresa cultivo a centrifuga y realice
recirculacion del equipo de succion con el agua
potable colectado, aproximadamente por cinco
(05) minutos y apague el variador de veloci-

';;\ & 4 ‘ 8 Yo 5 (b)

Figura 11. a) Ensamblaje de anillo enroscado a colector; b) Ajus-
te y posicién final de colector y anillo enroscado.

Figura 12. a) Disposicion de campana; b) Ajuste de tuercas de
seguridad.

Figura 13. a) Posicion correcta de llave gancho; b) Ajuste y
posicion final de llave gancho y llave tipo T.

e
W -

Figura 9. Disposicion final de sistema de recirculacion por bom-

ba de succién. (a) Manguera de retorno de cultivo, (b) Manguera Figura 14. a) Ajuste de tapa rosca; b) Posicion final de tapa
de succién centrifugacion rosca.

11
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Figura 15. Proceso de centrifugacion; a) A la derecha se ubica panel electrénico de la centrifuga y a la izquierda el varia-
dor de velocidad Allen Bardley; b) Sistema de recirculacién de cultivo, bomba de succién Nemo® (flecha roja), tanque de
acopio de cultivo para centrifugacion (flecha amarilla); c) Disposicion final de sistema de centrifugacion, ubicacion de
centrifuga de limpieza manual (flecha roja), ubicacion de bomba de succion (flecha amarilla), posicion final de llaves de
paso de sistema de recirculacion e ingreso de cultivo hacia centrifuga (circulo rojo); d) Posicién final de mangueras de
ingreso (flecha roja) y mangueras de salida después de centrifugacion (flecha amarilla).

dad, realice este procedimiento a fin de dejar
limpio el equipo de succion.

Cuando comience el enjuague del equipo de
succion, también apague la centrifuga, pulse
OFF (Boton 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 desar-
mado de la centrifuga proceda de manera inver-
sa al procedimiento de armado de centrifuga.

Una vez realizado el desarmado, retire el bowl
(Figura 16a), en seguida con la ayuda de una
espatula retire toda la biomasa colectada (Fi-
gura 16b), esparza la biomasa colectada en re-
cipientes, maximo espesor de 1.5 cm de altura,
finalmente limpie y lave los accesorios de la
centrifuga y materiales utilizados para la co-
lecta de la biomasa humeda.

Para terminar el proceso, pese y rotule el en-
vase donde fue colectado la biomasa hiimeda

12



Figura 16. a) Colector bowl con biomasa hiimeda colectado; b) Retiro de biomasa hiimeda; c) Biomasa htiimeda esparcida en envase
(bandejas de acero inoxidable de 38 x 36 x 3 cm); d) Limpieza de accesorios de centrifuga de limpieza manual (discos de separacién).

(Anexo 5). Para su conservacion y continuar
con el siguiente proceso coloque el envase en
una congeladora -20 °C.

SECADO Y OBTENCION DE BIO-
MASA SECA

Objetivo.-

Establecer las pautas a seguir para realizar la liofiliza-
cion de la biomasa hiimeda de microalgas de origen
marino y continental, por el método de sublimacion.

Alcance.-

Se aplica al proceso de liofilizacion de muestras de
microalgas de origen marino y continental.

Equipos y materiales

Equipos.-

e Liofilizador LABCONCO de 18 L de capacidad
(Modelo: 7755042/790480401622, incluye bomba
de vacio).

* Congeladora (Temperatura promedio -20°C).
e Balanza analitica y/o electrénica.

Materiales

* Bandeja rectangular de acero inoxidable de 38
x 36 x 3 cm.

e Placa Petri de vidrio de 60 x 15; 100 x 20; 150 x
25 6 150 x 30 mm.

e Espatula de plastico con mango de madera, 20
cm de longitud.

*  Mortero C/pilén de porcelana, capacidad de 400 g.

e Bolsas plasticas con cierre hermético (De 2.5 x
2.5a38 x 41 cm.).

13
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Linterna de mano.
Mascarilla de jebe C/Filtro para particulas.
Guantes quirtrgicos descartables.

ACONDICIONAMIENTO DEL LIOFILIZADOR

Antes de encender el liofilizador, limpie el cubi-
culo del StopperingTrayDryer (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 total-
mente cerrados, verifique el colector, la llave
central, que intercomunica ambas partes, y el
sistema de vacio, de manera que no tenga nin-
guna fuga (Figura 17).

Verifique que el equipo mantenga la programa-
cion establecida.

Stoppering Tray Dryer (Panel superior)

— Ubiquese con DISPLAY en MANUAL.

- LabconcoTraydry, version 104117D

— Modo manual, P1/Seg 1 Ramp 0.40°C/Mn,
Hold -35 °C, time 12.0.

Freeze dry systems

Figura 17. a) Liofilizador LABCONCO de 18 L. modelo 7755042 / 790480401622; b) Sistema de vacio, (M) Mani-

FreeZone ¢ Freeze Dry Systems 18L (Panel inferior)
— Presione MENU
— LabconcoFreezdry, versién 10411E

— Modoautomatico, Vacuum set point: 0.100
mbar, R5-232 Transmission Rate: 10 Seg.

En cada proceso de liofilizacién, antes de ini-
ciar, anote en formato las horas de uso tanto de
StopperingTrayDryer y del FreeZone (Figura 18 y
Anexo 6).

StopperingTrayDryer (Panel superior): Encien-
da el Switch, mediante boton DISPLAY ubique-
se en SET UP luego con el botéon ENTER pre-
sione hasta ubicar REFRIG TOTAL HOUR vy
SERVICE HOUR y anote.

FreeZone (Panel inferior) Encienda el Switch,
presione el botéon MENU hasta ubicar REFRIG
TOTAL HOUR y SERVICE HOUR, presionar
una vez mas y anotar REFRIG TOTAL HOUR
y VACUUM HOUR, las horas de VACUUM no
debe exceder las 1000 horas, caso contrario rei-
nicie conteo, presionando SELECT por 5 segun-
dos y luego aceptar reinicio.

folds (llaves cerradas observar posicion final parte lisa hacia arriba) y ¢) Bomba de vacio LABCONCO Modelo
195(A65412906) (M) Manguera de desagiie del colector.




Tablero de mando del StopperingTrayDryer

® SETUP
@ car
DISPLAY  * MONITOR
* MANUAL

RUN MODE ENTER
STOP

REFRIG TOTAL HOUR: 4606
SERVICE HOUR o0y

Figura 18. Tableros de mando del Liofilizador LABCONCO de 18 L (Modelo 7755042/790480401622).

PROCESO DE LIOFILIZACION

Preparacién de la muestra.-

a.

Es importante resaltar que el equipo tiene una
capacidad maxima de dos (02) kilogramos, para
procesar cualquier tipo de biomasa himeda ho-
mogenizada, repartida entre sus tres (03) parri-
llas, ademas cada una tiene un sensor de tempe-
ratura (Figura 17a).

Previo al proceso, registre el peso de las bande-
jas y/o placas Petri vacias.

Esparza las muestras sobre las bandejas de ace-
ro y/o placas Petri, y pese nuevamente, registre
el peso obtenido.

Verifique que el grosor de la biomasa esparcida
tenga como maximo 1.5 cm de espesor (Figura
2la,byc).

Finalmente, congele las muestras (- 20 °C).

Realice este proceso 24 horas antes de pasar al
siguiente proceso de liofilizacion.

Liofilizacion.-

a.

b.

Encienda el switch del STOPPERING TRY DR-
YER.

Anote las horas de uso, y con el botén DISPLAY

ubiquese en MANUAL y con el boton PRO-
GRAM haga descender la temperatura hasta
-15°C y presione ENTER.

Finalmente con DISPLAY ubiquese en MONI-
TOR, observe el descenso de la temperatura.
Comience con el enfriamiento presionando
RUN/STOP. El modo de funcionamiento del
STOPPERING TRY DRYER es manual (Led ver-
de encendido en MAN) (Figura 19). El equipo
tardara tres (03) horas hasta llegar a los -15 °C.

Una vez encendido el panel superior, continte
con el panel inferior.

Encienda el switch de FREEZONE, anote horas
de uso, luego presione AUTO.

Observe el descenso de la temperatura del co-
lector, que varia entre -50 y -56 °C, luego de diez
(10) minutos se activara automaticamente el va-
cio, VACUUM.

Observe en el tablero el encendido de las luces
ambar y verdes, este tltimo cuando ya todo el
sistema este con la temperatura y vacio adecua-
do (0.022 - 0.070 mBar).

Todo este proceso demora treinta (30) minutos
(Figura 20).
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Cuando la zona del STOPPERING TRY DR-
YER, descienda hasta -15°C, en tres (03) horas,
coloque las muestras rdpidamente y con mucho
cuidado.

Espere una (01) hora mas hasta que las mues-
tras y parrillas estén a la misma temperatura,
observe el monitor.

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 equi-
po (Los valores de temperatura de colector y va-
clo, variaran en los rangos ya descritos, durante
todo el proceso) (Figura 21d).

Luego de seis (06) horas, ubiquese en STO-
PPERING TRY DRYER, y nuevamente con el
botén DISPLAY localice MANUAL y con el bo-
ton PROGRAM aumente la temperatura hasta 5
°Cy presione ENTER.

. Finalmente con DISPLAY ubiquese en MONI-
TOR y observe el aumento de la temperatura.

Luego de catorce (14) horas, nuevamente en
STOPPERING TRY DRYER y con el botén DIS-
PLAY ubiquese en MANUAL y con el boton
PROGRAM aumente la temperatura hasta 15
°Cy presionar ENTER por 3 horas.

Concluidas las 3 horas, aumente la temperatura
(para el secado final) hasta veinticinco (25) °C
por siete (07) horas.

En este punto, verifique cada una (01) hora y
con la ayuda de la linterna de mano, el proceso
de secado la muestra.

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

En el panel inferior, FREEZONE, presione VA-
CUUM, espere 10 segundos y presione AUTO.

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

Luego de eliminar el vacio, ubiquese en el panel
superior el STOPPERING TRY DRYER y presio-
ne RUN/STOP.

Con los pasos previos, se termina el proceso de
liofilizacién de la(as) muestras.

Finalmenteapague ambos switch.
. Retire las bandejas y/o placas Petri.

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

En el mortero realice el homogenizado de las
muestras.

aa.

ab.

ac.

ad.

ae.

Pese la smuestras.

Vierta la muestra homogenizada en bolsas plas-
ticas, con cierre hermético.

Una vez la muestra esté embolsada, pese nueva-
mente y anote el peso total.

Codifique y almacene la muestra para su poste-
rior analisis.

Asegtirese que las muestras se mantengan pro-
tegidas de la humedad y la luz.

Registre los datos obtenidos en el Formato de
Registro de Datos (Ver Anexo 8).

Temperatura promedio de los sensores

* SETUP

st * AUTO

DISPLAY ® MONITOR
* MANUAL

28 3= 20C | €
UAC=hi m
Modo de funcionamiento

del Stopering Try Dryer

- v

ENTER

PROGRAM

Figura 19. Tablero de mando del StopperingTrayDryer

AUTO  MAN
° y

‘ @ )

REFRIGERATION  VACUUM DEFROST PURCE

LABCONCO

0
o TEMP
.

VACUUM ~ »
~ . ®

SELECT

Figura 20. Tablero de mando del FreeZone, del Liofilizador

LABCONCO DE 18 L. Modelo 7755042/790480401622.
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Figura 21. a) Biomasa microalgal esparciéndose en bandeja de acero inox.; b y ¢) Biomasa htiimeda esparcida de 2 diferentes micro-
algas; d) Equipo realizando proceso de liofilizacién (flecha roja sefiala la posicion final de llave central, indica que vacio se realiza en
todo el equipo); e) Muestras en placas Petri de 150x25 mm; f y g) Muestras liofilizadas en bandejas de acero inox de 38 x36 x3 cm; h)

Homogenizacién mecanica de muestras; i) Muestras liofilizadas en placas Petri de 150x25 mm; j) Muestras embolsadas y rotuladas
para analisis o almacenamiento y k) Colector abierto para descongelamiento del agua que fue colectado durante el proceso de liofili-

zacion (Flecha roja sefiala el agua captada de las muestras en estado solido).
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Control de calidad.-

af. Verifique la calidad de la biomasa seca, reali-
zando un analisis de humedad al liofilizado.

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

ah. El rango de humedad aceptable para biomasa
con peso superior a un (01) kilogramo, esta en-
tre 5a 7%.

ai. Si el porcentaje de humedad es mayor o la
muestra no logre secar, proceda a congelar nue-
vamente y realice nuevamente la liofilizacion.
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ANEx0 1. GLOSARIO

Microalgas: Organismos microscopicos unicelulares, ca-
paces de convertir la energia solar en energia qui-
mica por medio de la fotosintesis. Contienen nu-
merosos compuestos bioactivos que ‘pueden ser
aprovechados para usos comercial.

Biomasa: biomasa sust. (1) peso, volumen o equivalente
energético total de los organismos de un -rea dada,
(2) materiales vegetales y restos animales utilizados
como fuente de combustible o de otros productos
industriales; (3) en biotecnologia, la materia micro-
biana del sistema.

Biorreactor: Son recipientes en los cuales se llevan a cabo
reacciones bioquimicas y/o bioprocesos, ya sea
con microorganismos, células vegetales y anima-
les, viables o no viables. En términos generales, un
Biorreactor busca mantener ciertas condiciones am-
bientales propicias (pH, concentracion de oxigeno,
Temperatura, etc.) al organismo o sustancia quimica
que se cultiva, en funcién de los flujos de entrada y
salida.

Densidad: Numero de algas contenido en un volumen
determinado de cultivo.

Inéculo: Conjunto de microorganismos que se agregan a
un medio de cultivo para su crecimiento.

Centrifugacion: La centrifugacion separa solidos de liqui-
dos de diferente densidad mediante una fuerza ro-
tativa, la cual imprime a la mezcla una fuerza mayor
que la de la gravedad, provocando la sedimentacion
delos s6lidos o de las particulas de mayor densidad.
El proceso es rapido y de gran consumo energético,
la recuperacion de la biomasa depende de las carac-
teristicas de sedimentacion de las células, tiempo de
residencia y la solucién de fondo.

Cultivo masivo: Se aplica a las especies marinas que son
cultivadas en recipientes con una capacidad de vo-
lumen de 2,5; 15; 80, 1000 litros y volimenes supe-
riores.

Cosecha: Extraccién de microalgas del recipiente de cul-
tivo una vez que han alcanzado una densidad de-
seada.

Cepa: Cultivo puro de una especie determinada de mi-
croorganismos. (Manual para el cultico de microal-
gas.

Siembra: Introduccion de un concentrado conocido de
volumen microalgal (indculo) a recipientes con me-
dio liquido. Esto marca el inicio de la etapa de cul-
tivo.

Capacidad de carga: Tamafio maximo de una poblacion
de una especie biologica que el ambiente puede so-
portar indefinidamente en un periodo determinado.

Invernadero: Recinto cerrado, que se destina a la produc-
cién de cultivos, dotado habitualmente de una cu-
bierta exterior translticida de vidrio o plastico, que
permite el control de la temperatura, la humedad
y otros factores ambientales para favorecer el desa-
rrollo de los organismos acuaticos de agua de mar
y continental.

Bomba de succion: Encargada de proveer un caudal cons-
tante y controlado de cultivo a la centrifuga.

Liofilizacion: Es un proceso en el que se congela el pro-
ducto y posteriormente se introduce en una camara
de vacio para realizar la separacion del agua por su-
blimacioén. De esta manera se elimina el agua desde
el estado sdlido al gaseoso del ambiente sin pasar
por el estado liquido. Para acelerar el proceso se uti-
lizan ciclos de congelacion-sublimacion con los que
se consigue eliminar practicamente la totalidad del
agua libre contenida en el producto original, preser-
vando la estructura molecular de la sustancia liofi-
lizada.
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ANEXO 2. EXPRESION DE LOS RESULTADOS:

Para la evaluacion de la densidad celular de los cultivos se emplea la técnica de conteo de Neubauer para:

Células menores a 6L
N =(YCel. C, /5)*25000

Células mayores a6

N, = (£.Cel. C,/ 4) * 10000

Donde:

N,y N, = Numero de células por mL (cel/mL)

2.Cel.C = Suma de células en la diagonal central de la cimara de Neubauer

2.Cel.C,= Suma de células en 4 cuadrantes externos de la cimara de Neubauer

ANEXO 3. FORMATO DE CONTROL PARAMETROS DE LOS CULTIVOS

HORA
08:00 12:00 16:00
Punto
FECHA control Oxigeno - Oxigeno - Oxigeno .
*) pH | Disuelto S?:;:::;d T(f'g;’ pH | Disuelto Sa(:;:::;:d 1'(321)[) pH Disuelto S?g:::i')ad T(?,g")p
(g/L) (g/L) (g/L)
Promedio
Desvest
Promedio
Desvest
(*) Indica el lugar donde se toman los datos
ANEXO 4. FORMATO DE CONTROL PARAMETROS DEL INVERNADERO
Punto 2 TEMPERATURA (°C)
FECHA control | HORA | Luminosidad (lux) | AR (umol/m?
*) seg) Minima Maxima
Promedio
Desvest

(*) Indica el lugar donde se toman los datos
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ANEXO 5. OBTENCION DEL PESO DE BIOMASA HUMEDA
Para obtener el peso hiimedo de la biomasa cosechada, emplee la siguiente formula:
BH=P, -P,
Dénde:
BH=Biomasa htimeda en gramos

P, =Peso total de biomasa htimeda en g (bandeja de acero y/o placa Petri de vidrio+ biomasa htimeda)

P, =Peso de la bandeja de acero y/o placa Petri de vidrio en gramos.

ANEXO 6. FORMATO DE CONTROL DE HORAS DE USO DEL LIOFILIZADOR

FREEZONE STOPPERING TRY DRYER

Fecha REFRIGERACION VACIO REFRIGERACION Usuario (¥) Observaciones

TOTAL (h) | SERVICIO(h) | TOTAL(h) | SERVICIO(h) | TOTAL(h) | SERVICIO(h)

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

ANEXO 7. OBTENCION DEL PESO DE BIOMASA SECA Y EXPRESION DE RESULTADOS

Para obtener el peso seco de la biomasa hiimeda, emplee las siguientes formulas:

BH=P, -P,

BS=P -P,

T=(BS *100/ BH)%
Doénde:

BH = Biomasa hiimeda en gramos.

BS = Biomasa seca en gramos.

P1 = Peso total de biomasa himeda en gramos. (bandeja y/o placa petri +biomasa himeda)
P2 =Peso de la bandeja y/o placa petri en gramos.

Ps = Peso total de biomasa seca en gramos. (bolsa hermética + biomasa seca)

Ps=Peso de la bolsa hermética en gramos.

T = Porcentaje de conversion de biomasa hiimeda a seca.

ANEXO 8. FORMATO DE REGISTRO DE DATOS DESPUES DE SECADO DE BIOMASA MICROALGAL.

Fecha de N° de Peso Peso % de Hora inicio Hora fin Usuario

ol 2 . N sy Observaciones
analisis Muestra humedo seco conversion liofilizacién liofilizacién (**)

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

22



SaUOIOBAIaSqQ

(e1p/71/6w)
PEpIABONpOId

(%)
sa/Hg

(B) eoes
esewolg

(B)
epawiny
esewolg

(01 X Jw
/192) BY23s02
ap ebied ap
pepioede)

(1) eyoesod
ap uawnjop

(.01 xqw
/199) eiquialg
uogloeIUBdU0D

oApInd
ap seiq

eJjsonw
ap obipod

BYD3S0D BYda4

(1)
sopeiquas
sonr

(.01 x
/192) ojnaoul
ap ebieod ap

pepioede)

(77) oinoouy
sonr

osaibu| eyosay

OYAAVNYIAN] 4d SANOIDIANOD NI SVOTVOUIIN Hd NOIDINAOAUd 3d NOIDVNTVAI VIVd TVNIL OLVINIO{] ‘6 OXANY

23



Alberto Oscanoa et al. Manual para la produccion de biomasa microalgal

24



