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Presentacion

El Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) es un organismo técnico especializado adscrito al Ministerio
de Desarrollo Agrario y Riego (MIDAGRI), que desarrolla actividades de investigacion, transferencia tecnoldgica,
aprovechamiento y conservacion de los recursos genéticos y produccién de semillas, plantones y reproductores
de alto valor genético.

El INIA, a través de la Direccidn de Servicios Estratégicos Agrarios (DSEA), viene ejecutando el proyecto
de inversion “Mejoramiento de los servicios de investigacidén y transferencia tecnoldgica en el manejo y
recuperaciéon de suelos agricolas degradados y aguas para riego en la pequefia y mediana agricultura en los
departamentos de Lima, Ancash, San Martin, Cajamarca, Lambayeque, Junin, Ayacucho, Arequipa, Puno y
Ucayali”, con CUI N° 2487112, el cual tiene como uno de sus objetivos evaluar practicas alternativas para el
manejo de suelos y agua en la produccién agricola.

En este contexto, se ha indentificado la necesidad de implementar practicas agricolas mas sostenibles en
entornos con suelos y aguas contaminados por uso excesivo de fertilizantes sintéticos. Por ello, los biofertilizantes
elaborados a partir de microalgas se han convertido en una alternativa innovadora y respetuosa con el medio
ambiente para mejorar la productividad agricola.

El presente documento ofrece una guia practica para la produccién de biofertilizantes a base de microalgas.
Se destacan los métodos y técnicas de elaboracion, los beneficios asociados a su aplicacion, asi como casos de
éxito de su uso en la agricultura. Este manual esta dirigido a profesionales del sector agropecuario y publico
en general interesado en mejorar la calidad y productividad de los suelos.

M. Sc. Jorge Juan Ganoza Roncal
Presidente Ejecutivo
Instituto Nacional de Innovacion Agraria
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1. Introduccion

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos, pertenecientes al grupo de las algas verdes
(Chlorophyta), con una alta capacidad de adaptacion a distintos ambientes y una notable eficiencia en la
conversién de energia solar en biomasa (Ortiz-Moreno et al., 2019; Gdmez-Luna, 2007). Su crecimiento
rapido, su riqueza en compuestos bioactivos como lipidos, carbohidratos, proteinas, vitaminas y pigmentos,
asi como su habilidad para fijar nitrégeno atmosférico, las posicionan como una fuente de interés creciente
en la biotecnologia agricola y ambiental (Gémez-Luna et al., 2022).

Desde una perspectiva agroecolégica, las microalgas han cobrado especial relevancia como biofertilizantes
debido a su capacidad para mejorar la fertilidad del suelo, incrementar la disponibilidad de nutrientes
esenciales (nitrogeno, fésforo y potasio) y promover el crecimiento vegetal mediante la produccion
de fitohormonas como auxinas, giberelinas y citoquininas (Collahuazo-Reinoso y Araujo-Abad, 2019,
citando a Tarakhovskaya et al., 2007). La aplicacién de biofertilizantes de microalgas no solo optimiza
el rendimiento agricola, sino que también contribuye a la sostenibilidad de los sistemas productivos, a
través de la reduccién del uso de fertilizantes quimicos y la minimizacién de los impactos ambientales
asociados a su uso intensivo (Ali et al., 2021; Osorio-Reyes et al., 2023). Ademds, el cultivo de microalgas
en sistemas abiertos o cerrados ofrece beneficios ecoldgicos adicionales, como la captura de diéxido de
carbono atmosférico y la generacion de oxigeno, ayudando a mitigar los efectos del cambio climatico
(Gémez-Luna, 2007).

Diversos estudios han demostrado que la incorporaciéon de extractos o biomasa de microalgas en la
agricultura mejora significativamente parametros agronémicos como la altura de las plantas, el nimero
de hojas, la biomasa aérea y radicular, asi como el rendimiento de los cultivos (Garcia-Vasquez et al.,
2023; Rojas-Veramendi, 2023). Aplicaciones especificas en cultivos como maiz, tomate, cebolla, frejol y
aji han mostrado aumentos en la produccidn, calidad de frutos, y una mayor tolerancia a condiciones de
estrés abiotico como la salinidad y la sequia (Valdiviezo-Pérez, 2023; Tello-Hidalgo, 2018). Asimismo, se
ha documentado que las microalgas mejoran la estructura del suelo, incrementan la retencién de aguay
fomentan la formacién de biocostras, que estabilizan el sustrato y potencian la actividad microbioldgica
beneficiosa (Rad et al., 2022; Osorio-Reyes et al., 2023). La utilizacion de estas biomasas en formulaciones
liquidas, sdlidas o granuladas amplian la posibilidad de su aplicacion mediante aspersion foliar y la
aplicacion directa al suelo, adaptandose a distintos tipos de cultivos y sistemas de produccién agricola
(Ali et al., 2021; Gongalves, 2021).
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En este contexto, el presente manual ofrece alternativas viables para la produccidn agricola sostenible en
contextos afectados por la degradacion de suelos y la contaminacién de aguas, mediante la transferencia
de tecnologias limpias y eficientes. El objetivo del presente documento es describir de manera detallada
los procedimientos para la obtencién, purificacion, escalamiento y aplicacion de cultivos de microalgas,
y la evaluacion de los pardmetros criticos para su cultivo y cosecha. Esto con la finalidad de fortalecer las
capacidades técnicas de agricultores, investigadores y profesionales del sector agropecuario interesados
en implementar practicas agricolas mas sostenibles y resilientes.

m Manual para la produccién de biofertilizantes a base de microalgas









Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego | Instituto Nacional de Innovacién Agraria

2. Las microalgas

Las microalgas son organismos fotoautétrofos de rapido crecimiento y capacidad de adaptacion a diferentes
ambientes (Ortiz-Moreno et al., 2019). Ademas, son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos, con
tamafios entre los 2 a 200 um. Su papel ecolégico dentro de las cadenas troficas radica en la produccion
primaria de materia organica (Gonzales-Céspedes, 2015).

La composicion quimica de las microalgas (contenido en lipidos, carbohidratos y proteinas) es variable
y depende de la especie cultivada, pero puede ser manipulada mediante varios parametros durante el
proceso de su cultivo. En general, las cianobacterias tienen un contenido de hasta 20 % en lipidos, mientras
que el contenido lipidico de las algas procariotas oscila entre un 20 y 50 % en peso seco (Ynga y Nifio, 2019).

Jimenez-Escobedo y Castillo-Calderdn (2021), citando a Baltz et al. (2010), Barsanti y Gualtieri (2014) y
Algaebase (2020) indican que la morfologia de las microalgas del grupo Chlorophyta varian desde células
flageladas unicelulares hasta estructuras multicelulares complejas. Entre las especies mas representativas
se encuentran Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus, Spirogyra y Volvox.

La microalga Chlorella, perteneciente al grupo de las clorofitas o algas verdes, se encuentra en ambientes
de agua dulce y suelos. Su tamaiio oscila entre 2 y 10 um de diametro y se distingue por la ausencia de
flagelos. Su estructura celular incluye un nucleo, acompafiado de uno o mas cloroplastos, ademds de otras
organelas distribuidas dentro de su citoplasma (Castro-Bustamante, 2018) (Figura 1).

nucleo Pared celular

membrana celular
citoplasma

nucleolo

cloroplasto

pirenoide

Figura 1. Estructura de la microalga Chlorella (Castro-Bustamante, 2018)
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Las microalgas del género Chlorella poseen una alta tasa de crecimiento, son faciles de cultivar a gran
escala y tienen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, lo que las hace ideales para su aplicacién como
biofertilizantes (Ortiz-Moreno et al., 2019).

A partir de diferentes especies de microalgas se extraen sustancias como vitaminas, pigmentos, alcoholes,
aminodcidos, polisacaridos sulfatados, glicerol, acidos grasos poliinsaturados, enzimas, extractos acuosos
reguladores del crecimiento, ceras, biosurfactantes, fosfolipidos, lecitinas, betainas y precursores de
prostaglandinas, dependiendo de las que sean capaces de sintetizar (Gomez-Luna, 2007).

A partir de la biomasa de las microalgas se pueden extraer diferentes productos de interés biotecnolégico
utilizados principalmente en las industrias alimentaria, cosmética, farmacéutica, energética y en
la agricultura (Gémez-Luna et al., 2022). Asimismo, las microalgas clorofitas y cianofitas producen
polisacaridos (mucilago) que previenen la erosidn, mejoran la estructura y el contenido de materia organica
del suelo y aumentan la concentracion de iones en los cultivos (Ortiz-Moreno et al., 2019).

2.1. Habitat y factores de crecimiento

Las microalgas de la clase Chlorophyta (Chlorophytaceae), crecen principalmente en agua dulce,
aunque también en habitats marinos y ambientes extremos (Jimenez-Escobedo y Castillo-Calderdn,
2021, citando a Baltz et al., 2010; Barsanti y Gualtieri, 2014; y Algaebase, 2020).

Este grupo de algas presentan un patrén de distribucidn amplio y es muy comun encontrarlas en
rios, arroyos y medios marinos. Ademads, su poblacion se correlaciona con la carga contaminante,
el caudal, la temperatura, el pH, la disponibilidad de oxigeno, luz y nutrientes del medio acuatico
(Gémez-Luna, 2007). Las algas son esenciales en los ecosistemas acuaticos, contribuyendo al balance
de oxigeno y al flujo de energia. Algunas especies resisten condiciones extremas, como desiertos,
hielos o aguas hipersalinas.

Por otro lado, las algas marrones (familia: Phaeophyceae) y rojas (familia: Rhodophyceae) estan
distribuidas en ecosistemas marinos y costeros. Las microalgas estdn ampliamente distribuidas
en ecosistemas marinos y de agua dulce. En el Peru, especies como Nannochloropsis oceanica,
Isochrysis galbana y Chlorella vulgaris se han cultivado con éxito en condiciones controladas
(Oscanoa et al., 2020).
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En ecosistemas naturales, su desarrollo depende de factores como la luz, la temperatura y los
nutrientes. En rios y arroyos, la flora fitoplancténica varia segun la profundidad, el caudal y la
contaminacion, predominando clorofitas, cianofitas y diatomeas. Asimismo, factores estacionales
y espaciales influyen en su distribucion, diferenciandose de los manantiales y otros ambientes
acuaticos (Gémez-Luna, 2007).

Finalmente, hay que tener en consideracién que la presencia de microalgas en los estanques esta
directamente relacionada con la disposicién de nutrientes en los mismos. La diferencia entre
la frecuencia de aparicidon de estas puede deberse a la metodologia de aislamiento a nivel de
laboratorio, mds que a su presencia en los estanques; esto significa que a pesar de que algunos
géneros o especies no sean detectados, podrian encontrarse en ellos (Villalobos y Scholz, 2013).

2.2.Fases de crecimiento

0

Lee et al. (2015) refiere que las microalgas presentan patrones de crecimiento tipicos de los
microorganismos, los cuales se pueden graficar en curvas sigmoideas como se presenta en la Figura
2. Este proceso refleja cdmo las microalgas responden a su entorno y a la disponibilidad de recursos
a lo largo del tiempo.

El crecimiento de las microalgas se divide en seis fases (Lee et al., 2015):

e Fase lag: no hay crecimiento, ya que las microalgas se estan adaptando a las nuevas condiciones
ambientales.

e Fase exponencial: el crecimiento comienza a aumentar progresivamente.

e Fase lineal: la poblacién crece a una tasa constante, modificando su entorno.

e Fase de declive de crecimiento: el crecimiento disminuye debido a que la luz y otras condiciones
ambientales pueden ser limitantes. La biomasa de algas se acumula una tasa constante hasta

gue los nutrientes e inhibidores limitan su crecimiento.

e Fase estacionaria: el crecimiento se detiene porque los nutrientes o la luz se agotan, alcanzando
el umbral de supervivencia celular.
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e Fase de muerte: la poblacién comienza a disminuir, dependiendo de la duracién de la fase
estacionaria y del tipo de organismo.

El crecimiento depende de factores como la luz, los nutrientes y el pH, los cuales pueden optimizarse
en sistemas controlados (Osorio-Reyes et al., 2023).

Concentracion de células de microalgas
Concentracién de nutrientes

Tiempo

Figura 2. Fases del crecimiento de las microalgas en cultivo liquido. 1) Fase lag, 2) fase exponencial,
3) fase lineal, 4) fase de declive de crecimiento, 5) fase estacionaria y 6) fase de muerte. Adaptado
de Lee et al. (2015), citando a Kim (2015), Mata et al. (2010) y Richmond y Hu (2013)

2.3. Factores que influyen en el crecimiento y produccion de microalgas

En sistemas de produccién de microalgas, existen diversos factores que influyen en su crecimiento
y productividad. Las microalgas requieren para su crecimiento CO,, nitrégeno, fésforo, potasio,
magnesio y otros micronutrientes, como ciertos metales, que son esenciales al actuar como
cofactores de enzimas clave en su metabolismo. Ademas, factores como la temperatura, la intensidad
luminosa, la salinidad, la disponibilidad de nutrientes y el pH éptimo juegan un papel crucial en
su produccidn, variando significativamente entre diferentes especies (Gonzales-Céspedes, 2015;
Martinez de la Cruz et al., 2022, citando a Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y Agricultura [FAQ], 1991).

Por tanto, se hace imperativo optimizar y mantener estos parametros durante el proceso de cultivo.
Los parametros generalizados y sus rangos dptimos se muestran a continuacion en la Tabla 1.
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Tabla 1. Parametros que afectan el crecimiento microalgal

Parametros
Temperatura °C 16-27 18-24
Salinidad glL? 12-40 20-24
Intensidad de la luz umol m2s? 1 000-10 000 2 500-5 000
(|Ecz)f§§$;iczjda%) - - Hed liafim)
24:0 (maximo) - - 24:0 (minimo)
pH = 7-9 8.2-8.7

Martinez de la Cruz et al. (2022), citando a FAO (1991).

Por su parte, Garcia-Blasquez et al. (2017) refieren que los requerimientos de las microalgas en
cultivo deben contar con valores éptimos de acuerdo con la Tabla 2.

Tabla 2. Requerimiento fisicoquimico de las microalgas

Factores fisicos

Temperatura 15a22°C
Fotoperiodo 12:12 (luz : oscuridad)
Intensidad luminica 60 - 80 umol m2 s
Salinidad 0-37%
pH 7a9
Nutrientes C,0,H, N, P, S, Na, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, B, Br, Si, Cu, Co, Cl, Sr
Vitaminas Bz, tiamina, biotina

Adaptado de Garcia-Blasquez et al. (2017).
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Los factores quimicos resultan importantes en la decisién del medio de cultivo a utilizar en la
produccion de microalgas. Entre los medios mas utilizados en el cultivo de microalgas se citan:

e Medio F/2: disefiado para microalgas marinas como dinoflagelados, diatomeas y clordfitas.
Se prepara afiadiendo soluciones stock de macronutrientes, micronutrientes, silicato (para
diatomeas) y Tris en agua de mar filtrada y esterilizada. Posteriormente, se enriquece con una
solucién de vitaminas mediante filtracién estéril (Garcia-Blasquez et al., 2017, citando a Guillard,
1975 y Andersen, 2005)

e Medio Chu: destinado a microalgas de agua dulce, su formulacién incluye citrato férrico,
macronutrientes y micronutrientes, agregados a una solucion de agua destilada y esterilizados
antes de su uso (Garcia-Blasquez et al., 2017, citando a Andersen, 2005).

e Medio basal de Bold: formulaciéon utilizada para el crecimiento de microalgas y cianobacterias
en condiciones controladas. Contiene macronutrientes esenciales como nitrato de sodio
(NaNO,), cloruro de sodio (NaCl), fosfato dipotasico (K,HPO,), fosfato monopotésico (KH,PO,)
sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,-7H,0) y cloruro de calcio dihidratado (CaCl,-2H,0),
fundamentales para el metabolismo celular. Incluye acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
y KOH para mejorar la disponibilidad de nutrientes, junto con sulfato ferroso heptahidratado
(FeSO,-7H,0) y acido sulfdrico (H,SO,) para la absorcion de hierro. Ademas, aporta acido borico
(H,BO,) y micronutrientes como Zn, Mn, Mo, Cu y Co, asegurando un crecimiento 6ptimo de los
microorganismos (Ardilla-Alvarez et al., 2017).
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3. Uso de las microalgas en la agricultura

Los biofertilizantes preparados con extractos de microalgas son una alternativa sostenible en el
mejoramiento, produccién y proteccion de los cultivos agricolas, siendo uno de los campos por explorar
y mas prometedores de la biotecnologia y la bioingenieria (Collahuazo-Reinoso y Araujo-Abad, 2019,
citando a Tarakhovskaya et al., 2007). Es importante comprender que diferentes compuestos de las
microalgas pueden actuar como: mejoradores del suelo, proteccién de los cultivos contra factores de
estrés bidticos y abidticos, y estimulacion directa del crecimiento (Gongalves, 2021).

Los biofertilizantes de microalgas pueden suministrar nitrogeno en formas disponibles para las plantas,
ademas de potenciar el desarrollo de los cultivos por medio de reguladores de crecimiento o fitohormonas
(auxinas, giberelinas y citoquinas) y a altos niveles de macro y micronutrientes (Collahuazo-Reinoso y
Araujo-Abad, 2019, citando a Tarakhovskaya et al., 2007).

Asimismo, el uso de suspensiones de microalgas tiene un impacto significativo en la microbiota del
suelo. Este tipo de fertilizacion contribuye a mejorar la capacidad del suelo para aumentar los niveles de
carbono y nitrogeno en su capa superficial, lo cual promueve la formacidn de biocostras, beneficiando asi
la estabilidad del suelo (Rad et al., 2022). Ademas, su aplicacién ha permitido reducir la dependencia de
fertilizantes sintéticos, promoviendo una agricultura mas sostenible y eficiente (Ali et al., 2021; Osorio-
Reyes et al., 2023).

Diversos estudios han demostrado que el uso de biofertilizantes a base de microalgas mejora
significativamente la productividad agricola, la absorcion de nutrientes y la resistencia de los cultivos
a factores de estrés abidtico. Garcia-Vasquez et al. (2023) reportan que el uso de biofertilizantes de
microalgas en cultivos de maiz (Zea mays L.) presenta beneficios en la mejora en las variables agronémicas
y productivas del cultivo, en términos de rendimiento. Ademas, estudios han demostrado mejoras en la
altura y el nimero de hojas en el cultivo de tomate, asi como en la produccion y la calidad del cultivo de
aji escabeche tras la aplicacidn de extractos de microalgas (Valdiviezo-Pérez, 2023). A continuacion, se
destacan algunas investigaciones sobre el uso de microalgas en la agricultura.
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3.1. Estudio de casos

Tello-Hidalgo (2018) evalud la respuesta agrondmica del fréjol (Phaseolus vulgaris L.) a un
biofertilizante elaborado con microalgas Chlorella y Scenedesmus. Los tratamientos con microalgas
presentaron una mejor altura de la planta, mayor nimero de flores y vainas; asimismo, favorecio
la longitud de raiz y de la vaina, asi como el peso seco en raiz y parte aérea. Ademas, mejord
el rendimiento del cultivo. Este efecto se atribuyd a la capacidad de las microalgas en producir
sustancias reguladoras del crecimiento (auxinas, giberelinas, citoquinonas, etileno y cido abscisico)
en cantidades apreciables que inducen el crecimiento.

Garcia-Vasquez et al. (2023) realizé un estudio sobre el efecto agrondmico y productivo de la
biofertilizacién a base de microalgas (Chaetoceros gracilis y Chlorella vulgaris) en el rendimiento y
crecimiento del cultivo de maiz. Los resultados mostraron que el tratamiento con 20 mg por planta
de Chaetoceros gracilis como biofertilizante, presenté los mejores resultados en altura de planta
(220.1 cm), longitud de mazorca (18.17 + 2.02 cm), nimero de hileras por mazorca (17.88 + 1.36),
numero de granos por mazorca (652.16 + 58.23), peso de la mazorca con tusa (295.03 +8.91 g) y
el mayor rendimiento (9 144.33 kg hal).

En el estudio realizado por Rojas-Veramendi (2023), en plantas de tomate, se utilizé un biofertilizante
a base de microalgas como fuente de nutrientes. El tratamiento de extracto de algas marinas a una
dosis de 430 g ha™ reportd mayor rendimiento con 37,23 t ha, superando al testigoenun 41 %y
con un mayor efecto que los tratamientos con aminodcidos y acidos fulvicos. Estos resultados se
asociaron a las sustancias bioactivas presentes en las algas marinas como vitaminas, minerales,
reguladores del crecimiento, compuestos orgdnicos y humectantes, coloides limosos (agar, acido
alginico y manitol).
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4. Métodos para la aplicacién de biofertilizantes de
microalgas y sus beneficios en la agricultura

Los biofertilizantes a base de microalgas pueden aplicarse de diversas formas segun el tipo de cultivo y
las condiciones del suelo. Las principales formas de aplicacidn incluyen aspersién foliar, aplicacién directa
al suelo en drench o via sistema de riego, cada una con beneficios especificos para mejorar la absorcién
de nutrientes, la estructura del suelo y la productividad de los cultivos (Ali et al., 2021; Osorio-Reyes et
al., 2023). Asimismo, se menciona el tratamiento de semillas (Habibi et al., 2019).

Se ha confirmado que el uso de microalgas y otros microorganismos, incluso en condiciones adversas
como el desierto, mejora las propiedades del suelo como la retencion de agua, la estabilidad general y
elimina contaminantes (Osorio-Reyes et al., 2023).

Entre los métodos y los beneficios de aplicacion de los biofertilizantes de microalgas, se citan los siguientes:

4.1. Aplicacion foliar

Consiste en pulverizar extractos liquidos de microalgas directamente sobre las hojas, lo que permite
una absorcidn rapida de nutrientes y bioestimulantes. Este método ha demostrado los siguientes
efectos en los cultivos:

e Mejora la absorcién de nutrientes en cultivos agricolas como arroz, trigo y espinaca (Osorio-
Reyes et al., 2023).

e Aumenta el drea foliar, didametro y peso del bulbo en cebolla (Allium cepa) (Dineshkumar et al.,
2018).

e Incrementa el rendimiento de cultivos horticolas, como el aji escabeche, con dosis dptimas de 6
a 8 L ha? (Valdiviezo-Pérez, 2023).

e Mejora la resistencia de las plantas a factores de estrés abiético, como la sequia y la salinidad
(Abideen et al., 2022; Sathasivam et al., 2017).
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4.2. Aplicacion directa al suelo
El uso de biofertilizantes microalgales en el suelo mejora su fertilidad de las siguientes formas:

e Aumenta la actividad microbiana beneficiosa y la disponibilidad de nutrientes esenciales
(Oscanoa et al., 2020).

e Reduce la erosién y mejora la estructura del sustrato, favoreciendo el crecimiento radicular
(Magro et al., 2021).

e Incrementa la retencidon de agua y mejora la absorcién de nutrientes en cultivos sometidos a
estrés hidrico (Najjar et al., 2021; Ortiz-Moreno et al., 2019).

e Enriquece de la microbiota del suelo y mejora la calidad del sustrato mediante el uso de biochar
enriquecido con cianobacterias, lo que permite una liberacién lenta de nitréogeno y fésforo
(Kholssi et al., 2018).

4.3. Fertirrigacién

La fertirrigacion permite distribuir biofertilizantes de microalgas de manera uniforme en cultivos
intensivos mediante el riego por goteo o aspersidn. Sus principales beneficios incluyen:

e Mejor absorcidn gradual de nutrientes, especialmente nitrégeno y fésforo (Turhan et al., 2022).

e Reduccién del uso de fertilizantes sintéticos, minimizando su impacto ambiental y optimizando
la productividad agricola (Slinksiené et al., 2022).

e Mayor disponibilidad de nutrientes esenciales en cultivos de alto rendimiento como hortalizas
y cereales (Gongalves et al., 2023).
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5. Produccion de microalgas

El procedimiento de obtencién de cepa, aislamiento y producciéon de microalgas se describe segun la
metodologia empleada en la Estacidon Experimental Agraria Bafios del Inca del Instituto Nacional de
Innovacién Agraria (INIA) para la produccion de biofertilizantes a partir de algas del género Chlorella.

5.1. Obtencién de cepas de microalgas

Se recomienda recolectar muestras en lugares donde se presuma la presencia de microalgas, ya
sea por antecedentes, experiencias previas, coloracion del agua, fundamentos tedricos o por la alta
probabilidad de su existencia. En el caso particular del estudio del INIA, se colectaron 5 litros de
agua residual provenientes del efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Celendin
(Figura 3).

Figura 3. Recoleccidon de muestras de microalgas

En el laboratorio, se toma un litro de la muestra sin agitacién. A partir de este volumen, se extrae una
gota, para su observacién al microscopio e identificacion de las microalgas. En el estudio del INIA, se
identificaron principalmente microalgas del género Chlorella sp., junto con otros microorganismos,
lo que justificd la necesidad de purificar las cepas presentes.
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5.2. Purificacion de cepas de microalgas

A partir de un litro de muestra de agua residual, se realizan diluciones seriadas en una proporcién
de 1:10, (se sugiere hasta cuatro diluciones seriadas). Para realizar las diluciones seriadas, se tomd
1 mL de la muestra original (Figuras 4 y 5) con una pipeta estéril y se transfirié a un primer tubo de
ensayo que contenia 9 mL de diluyente, obteniendo asi una dilucién 107, A partir de esta, se repitid
el proceso: 1 mL de la dilucidn 107" se transfirié a un nuevo tubo con 9 mL de diluyente (1072), y asi
sucesivamente hasta alcanzar la diluciéon 107 (Figura 6). Este procedimiento permite seleccionar
las diluciones mas adecuadas para la siembra en funcién del crecimiento microbiano observado,
optimizando asi el aislamiento de cultivos puros.

- i

Figura 5. Muestra inicial (1 mL) para realizar la dilucion seriada 1:10
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Figura 6. Dilucién seriada 1:10

Una vez diluida la muestra, se procede a la purificacion de las cepas. Para ello, las alicuotas de las
diluciones seriadas deben ser sembradas en placas con medio basal de Bold. Con la ayuda de un
asa de siembra, las alicuotas se distribuyen uniformemente sobre la superficie del medio (Figura
7). Aunque el uso de una cdmara de flujo laminar es altamente recomendable para mantener
condiciones asépticas y minimizar el riesgo de contaminacién, su utilizaciéon no es estrictamente
obligatoria en todos los casos. Si se trabaja en un ambiente limpio, con una correcta desinfeccion del
area de trabajo y el empleo adecuado de técnicas de siembra estériles, es posible obtener resultados
satisfactorios. No obstante, en contextos donde se requiere alta fidelidad en la pureza de las cepas
o cuando se manipulan microorganismos particularmente sensibles, el uso de la cdmara se vuelve
esencial. Posteriormente, las placas sembradas deben ser incubadas a una temperatura controlada
de 25 °C. Estas deben ser revisadas de forma diaria para verificar el crecimiento y desarrollo de las
colonias. Para garantizar la pureza, las colonias aisladas deben ser seleccionadas y resembradas
de manera sucesiva.
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Figura 7. Purificacion de cepas de microalgas. A) Insumos para la preparacién del medio de cultivo

(agua destilada, medio de cultivo Bold, placas Petri, asa de col), B) vertido del medio a las placas
Petri y C) siembra de la muestra de microalga
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Una vez sembradas las placas Petri, estas se sellan con parafilm para prevenir la contaminacién
cruzada con otros microorganismos presentes en el ambiente. Posteriormente, las placas se
envuelven en papel y se incuban de acuerdo con las especificaciones indicadas en el parrafo anterior
(Figura 8).

Figura 8. Incubaciéon de las muestras a 25°C

Es importante rotular correctamente las placas Petri para asegurar la trazabilidad de las muestras
y evitar su pérdida. Se recomienda incluir informacién relevante como el cédigo de la muestray la
fecha de siembra.

Transcurridos tres dias, se debe verificar el crecimiento de las microalgas, observando la coloracion, la
presencia de microorganismos contaminantes y otros aspectos que pudieran indicar contaminacién
de las muestras (Figura 9).

Figura 9. Verificacion del cultivo en las placas Petri
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Nota:

Es importante considerar la temperatura de incubacién de las microalgas durante el

proceso de purificacién de cepas, con el fin de evitar la fusion del medio solidificado
@ (cambio de estado a liquido), lo cual podria provocar la pérdida de las microalgas

propagadas.

5.3. Escalamiento de cultivos de microalgas

El escalamiento del cultivo debe realizarse considerando las fases de desarrollo celular de las
microalgas, asi como sus requerimientos nutricionales especificos en cada etapa, para garantizar
un crecimiento éptimo y sostenible. Se recomienda escalar las microalgas al sexto dia, ya que en
este periodo se encuentra en su fase de crecimiento exponencial (Colorado-Gémez et al., 2013).

Bajo las condiciones expuestas, se sugieren tres escalamientos a diferentes volimenes. El primero
se efectla en un volumen reducido, con el objetivo de adaptar las microalgas al nuevo medio y
favorecer su crecimiento. El segundo se lleva a cabo en un volumen intermedio, donde las microalgas
ya adaptadas ingresan en su fase de crecimiento exponencial. El tercero se realiza en un volumen
mayor, en el cual es fundamental un monitoreo constante del pH y la temperatura, ya que las
microalgas requieren un ambiente dptimo para continuar su desarrollo. En esta etapa, ademas, se
deben retirar aquellas microalgas que han completado su ciclo y reponer los nutrientes del medio.
Los detalles de cada escalamiento se presentan a continuacion:

a. Escalamiento 1
Este procedimiento se ilustra en la Figura 10:

e En un vaso de precipitado de 600 mL, afiadir 250 mL de agua destilada.

e Pesar 10 g de nutriente con formulacién 20:20:20 (NPK).

e Disolver los 10 g de nutriente en el agua destilada, agitando suavemente hasta su completa
disolucién.

e Medir el pH de la solucidn resultante. Este debe estar en un rango de 7.5 a 8. Si el pH es inferior
al valor deseado, ajustar gradualmente utilizando una solucién de bicarbonato, agitando y
midiendo constantemente hasta alcanzar el rango adecuado. Una vez ajustado el pH, anadir
100 mL de cultivo puro de Chlorella sp., proveniente de las cepas previamente purificadas.

e Aforar hasta los 600 mL con agua destilada.
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100— 400

3 200—— 300
i 300——200

400 — 100

Figura 10. Escalamiento 1. A) Adicion de 250 ml de agua a los vasos de precipitados conteniendo 10 g de
nutriente, B) dilucion del nutriente, C) adicion de 100 mL del cultivo y D) muestras aforadas
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b. Escalamiento 2

Este procedimiento se ilustra en la Figura 11:

En un vaso de precipitado de 1 000 mL, afiadir 500 mL de agua destilada.

Pesar 20 g de nutriente con formulacién 20:20:20 (NPK).

Disolver los 20 g de nutriente en el agua destilada, agitando suavemente hasta lograr una
disolucién completa.

Medir el pH de la solucién obtenida. El valor debe encontrarse en el rango de 7.5 a 8. Si el pH
es inferior al rango deseado, ajustar gradualmente utilizando una solucidn de bicarbonato,
agitando y midiendo constantemente hasta alcanzar el valor adecuado. Una vez ajustado el
pH, incorporar 200 mL de cultivo puro de Chlorella sp., proveniente de cepas previamente
purificadas.

Aforar hasta los 1 000 mL con agua destilada.
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Figura 11. Escalamiento 2. A) Adiciéon de 500 ml de agua a los vasos de precipitados conteniendo
20 g de nutriente, B) dilucion del nutriente, C) adicion de 200 mL del cultivo y D) muestras aforadas

c. Escalamiento 3
Este procedimiento se ilustra en la Figura 12:

e En un balde de 20 litros, afiadir 15 litros de agua destilada.

e Pesar 160 g de abono foliar con formulacién 20:20:20 (NPK).

e Disolver los 160 g de abono en el agua destilada, agitando suavemente hasta lograr una
disolucién completa.

e Medir el pH de la solucién resultante. El valor debe encontrarse en el rango de 7.5 a 8.

e Si el pH es inferior al valor deseado, ajustar gradualmente utilizando una solucién de
bicarbonato, agitando y midiendo constantemente hasta alcanzar el rango adecuado.

e Una vez ajustado el pH, afiadir 2 000 mL de cultivo puro de Chlorella sp., proveniente de cepas
previamente purificadas.

e Aforar hasta los 20 litros con agua destilada.

e Cada 6 dias afiadir 80 g de abono foliar de composicién 12 % de nitrégeno, 12 % de fésforo y
7 % de potasio (2 aplicaciones).
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Figura 12. Escalamiento 3. A) Adicidn de agua destilada, B) adicion del nutriente,

C) adicion de 2 000 mL de cultivo puro de Chlorella sp. y D) aforo de la muestra
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Una experiencia adicional desarrollada en el INIA (datos no publicados), muestra que, de acuer-
do al protocolo desarrollado, se suministrara al cultivo inicial lo siguiente:

Medio: Nitrofoska (10-40-2)

Inéculo: 10 mL muestra verdosa en 90 mL de medio de cultivo
Fotoperiodo: 12/12 (luz/oscuridad)

Temperatura: 25 °C

Luz: blanca fria, 30-40 W

Agitacion: 100 RPM

El medio Nitrofoska se prepara diluyendo entre 2 y 5 g del fertilizante foliar en 70 mL de agua,
cuidando que el pH se mantenga cercano a 7 ya que este puede variar segln la calidad del agua
utilizada, Posteriormente, enrasar a 90 mL. Es importante realizar un monitoreo constante de
los requerimientos nutricionales y de los parametros de control durante el cultivo. Este medio
tiene una duracidn util de aproximadamente 4 a 5 dias, transcurrido este tiempo se recomienda
renovar el cultivo en un medio fresco.

5.4. Cuantificacion de la densidad celular de las microalgas

Se sugiere realizar la cuantificacidn de la densidad celular en cada escalamiento. Para ello, se emplea
el siguiente procedimiento:

e Extraer entre 2 y 3 mL de la muestra de microalgas y transferirla a un vial limpio.

e Afadir una gota de solucién de Lugol para fijar las células, mezclando suavemente para evitar
la formacion de burbujas.

e Con la ayuda de una micropipeta, transferir una pequefia alicuota de la muestra fijada a una
camara de Neubauer.

e Colocar la cdmara de Neubauer en el microscopio y realizar la observacién bajo aumento
adecuado (generalmente 40X) para el conteo celular.

En la Figura 13 se ilustra el procedimiento de cuantificacién de la densidad celular.
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Figura 13. Verificacion y cuantificacion de la densidad celular de microalgas

5.5. Evaluacion de parametros fisicoquimicos en el medio de cultivo

La evaluacion del pH y la temperatura es fundamental para el éxito del cultivo de la microalga
Chlorella sp. Se recomienda registrar el pH y la temperatura en cada fase del escalamiento del
cultivo, haciendo uso de un pH-metro y un termdémetro digital, respectivamente (Figura 14). El
procedimiento sugerido es el siguiente:

e Al preparar la solucién base (abono foliar + agua destilada), medir y registrar el pH antes de
afiadir la microalga, para verificar que se encuentra dentro del rango éptimo (7.5 - 8) y, de ser
necesario, realizar los ajustes correspondientes.

e Después de adicionar el cultivo de Chlorella sp., realizar una nueva medicidn del pH, ya que la
presencia del organismo puede generar ligeras variaciones.

e Mediry registrar el pHy la temperatura a las 24 horas, al tercer dia, luego al séptimo y, finalmente,
al dia catorce, con la finalidad de monitorear la estabilidad del medio y el desarrollo del cultivo.
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Figura 14. Medicion de temperatura

5.6. Cosecha de la biomasa de microalgas
El procedimiento de cosecha comprende los siguientes pasos (Figura 15):

e Verificacion del estado del cultivo: observar que las microalgas presenten una coloracion verde
intensa y que han alcanzado la fase estacionaria, segln la curva de crecimiento establecida
(Figura 2), aproximadamente a los 15 dias (con densidad de 4.0 x 10°).

e Preparacion de la biomasa: separar las microalgas del agua por decantacion. Luego de la
decantacién, homogeneizar suavemente la muestra para asegurar una distribucion uniforme
del material bioldgico, evitando la sedimentacion desuniforme. Luego, transferir cuidadosamente
la biomasa concentrada a crisoles limpios o recipientes adecuados (resistentes al calor), segin
el volumen disponible.

e Preparacion del equipo: precalentar la estufa a 40 °C, asegurando una temperatura estable antes
de introducir las muestras.

e Secado de la biomasa: colocar los crisoles con la biomasa dentro de la estufa y mantenerlos
durante 24 horas. Este proceso permite la eliminacion gradual de la humedad sin comprometer la
integridad de compuestos sensibles como proteinas, pigmentos y lipidos, puesto que por encima
de los 60 °C puede ser perjudicial (Bennamoun et al., 2015).
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e Enfriamiento: transcurrido el tiempo de secado, retirar los crisoles de la estufa y dejar enfriar a
temperatura ambiente en un desecador (si estd disponible), para evitar la absorcidon de humedad
del ambiente, aproximadamente 5 horas.

e Pesaje y almacenamiento: pesar la biomasa seca utilizando una balanza analitica. Almacenar el
material seco en frascos herméticos, limpios y rotulados, protegidos de la luz y la humedad para
preservar su calidad.

Figura 15. Secado de las microalgas en la estufa

5.7. Recomendaciones generales de aplicacion

El producto a base de Chlorella se aplica de forma foliar a diversos cultivos en los estados
de crecimiento vegetativo a floracion. En base a las experiencias desarrolladas en el Instituto
Nacional de Innovacion Agraria, se sugiere aplicar 5 kg por hectdrea en concentracién poblacional
de 4.0 x 10° L' de microalgas. La frecuencia de aplicacién depende de las necesidades nutricionales
del cultivo, pero en general se sugiere aplicar cada 14 a 21 dias.

La aplicacion se realiza mediante aspersidon con constante agitacién del tanque para evitar
el aglutinamiento de las particulas del biofertilizante y evitar el taponamiento de boquillas.
Para ello, se pueden usar mochilas manuales o motorizadas, de acuerdo con el volumen de aplicacion
y al area de cultivo.
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