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RESUMEN

Arthrospira platensis “espirulina” constituye una fuente proteica usada en la alimentacion.
Se ha estudiado las cepas Orovilca y Paracas para determinar la productividad de biomasa
en un biorreactor tipo raceway. Los objetivos fueron determinar la curva de crecimiento,
la adaptabilidad morfologica, la produccion de pigmentos y la productividad superficial y
volumétrica de biomasa. Las cepas 4. platensis Orovilca y A. platensis Paracas se
cultivaron en medio base en sistemas cerrados hasta 18 L, iluminacion LED y aireado; en
sistemas abiertos hasta 1200 L en un biorreactor raceway, iluminacion solar, aireacion
mecanica y con agitacion. Se realizo una pre-cosecha entre los dias 19 y 20, luego una post-
cosecha hasta el dia 30. Segun la curva de crecimiento, en la etapa pre-cosecha la cepa
Orovilca tuvo una px de 0.0035 (g/L)h! y la cepa Paracas 0.0015 (g/L)h!. La cepa Orovilca
tuvo mejor adaptacion con 98% de tricomas ondulados y 2% rectos; mientras que la cepa
Paracas 68 % y 32 %, respectivamente. La biomasa seca de la cepa Orovilca en la etapa
pre-cosecha fue 391g y de Paracas 369 g. La productividad superficial y volumétrica
durante 30 dias con Orovilca fue 3.6711 g/m?/dia'y 0.0374 g/L/dia y de 1.9972 g/m*/dia y
0.0100 g/L/dia con Paracas. Con la cepa Orovilca, la concentracion de ficocianina fue
10.1047 %, clorofila “a” 11.1660 pg/L y carotenoides 10.0205 pg/L y con la cepa Paracas
de 2.5990 %, 4.4112 pg/L 6.6102 pg/L, respectivamente. Se determind que no hay
diferencia significativa en la produccion superficial y volumétrica de biomasa seca entre

ambas cepas y se concluye que puede usarse cualquiera de ellas.

Palabras Clave: Arthrospira platensis, tricomas, productividad de biomasa seca,

biorreactor raceway.

viii



ABSTRACT

Arthrospira platensis "spirulina" is a protein source used in food. The Orovilca and Paracas
strains have been studied to determine biomass productivity in a raceway type bioreactor.
The objectives were to determine the growth curve, morphological adaptability, pigment
production and surface and volumetric productivity of biomass. The 4. platensis Orovilca
and A. platensis Paracas strains were grown in base medium in closed systems up to 18 L,
LED lighting and aerated; in open systems up to 1200 L in a raceway bioreactor, solar
lighting, mechanical aeration and stirring. A pre-harvest was carried out between days 19
and 20 and a post-harvest until the day 30. According to the growth curve, in the pre-harvest
stage the Orovilca strain had a ux of 0.0035 (g /L) h'! and the Paracas strain 0.0015 (g /L)
h'!l. The Orovilca strain had better adaptation with 98% wavy trichomes and 2% straight;
while the Paracas strain 68% and 32%, respectively. The dry biomass of the Orovilca strain
in the pre-harvest stage was 391 g and of Paracas 369 g. The surface and volumetric
productivity during 30 days with Orovilca was 3.6711 g / m?/ day and 0.0374 g/ L / day
and 1.9972 g/ m? / day and 0.0100 g / L / day with Paracas. With the Orovilca strain, the
phycocyanin concentration was 10.1047%, chlorophyll “a” 11.1660 pg / L and carotenoids
10.0205 pg / L and with the Paracas strain it was 2.5990%, 4.4112 pg /L 6.6102 pg/ L,
respectively. It was determined that there is no significant difference in the production of

both strains and it is concluded that either of them can be used.

Keywords: A. platensis, trichomes, biomass productivity, raceway bioreactor.



I.  INTRODUCCION

Las cianobacterias existen desde hace 3.500 millones de afios, pero siguen siendo los
organismos fotosintéticos mas importantes del planeta para el ciclo del carbono y el
nitrégeno (Whitton y Potts, 2012). Las cianobacterias se denominaban algas azules-
verdosas; sin embargo, al final del siglo XIX se descubri6é que no poseia nicleo y tampoco
cloroplasto. Los géneros Spirulina y Arthrospira, llamadas “espirulinas”, debido a su
riqueza en proteinas y su perfil de aminoacidos, se utilizan como nutracéutico o son
incluidas en alimentos funcionales para prevenir algunas enfermedades. Los efectos
beneficiosos se han atribuido a los polifenoles, acidos grasos poliinsaturados (PUFAS),
terpenos, clorofila y pigmentos accesorios del aparato fotosintético. Con la “espirulina” la
absorcion es muy eficiente por parte del sistema digestivo, entre 85 y 95%; tiene cualidades
inmunolégicas, antioxidantes, antiviral, protector contra el cancer (Henrikson, 1994).

Las cianobacterias de los géneros Arthrospira, Spirulina y Phormidium a pesar de las
diferencias en su morfologia y habitats, pertenecen al mismo grupo en los arboles
filogenéticos segiin el ADNr 16S o PC-IGS. Las cepas de Spirulina forman un grupo
separado distinto al del grupo de Arthrospira, pero ambas especies son conocidas a nivel
mundial con el nombre comun de “espirulina” (Ballot et al, 2004).

Arthrospira platensis “espirulina”, es una cianobacteria filamentosa fotosintética
planctonica, identificada por las caracteristicas morfologicas principales del género,
disposicion de tricomas cilindricos multicelulares en una hélice, a lo largo de toda la
longitud de los filamentos (Vonshak, 1997; Vonshak y Tomaselli, 2000). Cuando las
condiciones cambian en una fuente de agua, como aumento de salinidad y alcalinidad, el
habitat se hace inadecuado para otras formas de vida y esta se convierte en la unica especie
predominante, creciendo de manera exponencial en los cuerpos de agua (Henrikson, 1994).
La “espirulina” por tener un alto contenido proteico, de hasta 65%, es usada en la
alimentacion humana; asimismo, en la alimentacion de animales; en acuicultura, para la
crianza de microcrustaceos; para tratamiento de aguas residuales y como fuente energética
en la eliminacion de desechos (Vonshak, 1997; Fox, 1999; Sanchez, 2018). Ademas, hay
muchos productos quimicos, bioquimicos y farmacéuticos que pueden ser extraidos de
microalgas y que podrian ser utilizados en la industria alimentaria, farmacéutica, cosmética
y quimica. Ademas, se han destacado las ventajas que ofrece el cultivo masivo de
microalgas sobre cultivos convencionales: ciclo corto, produccién continua a lo largo del
afio, ingenieria genética mas facil y posibilidad de crecimiento en agua salobre en lugar de
agua dulce, que se esta convirtiendo en un recurso escaso (Vonshak, 1997).

La produccion del cultivo de 4. platensis “espirulina”, se inicid en la empresa Earthrise

arms en Estados Unidos, fue la primera en explotar “espirulina”, utilizaron para sus
F Estados Unidos, fue 1 lotar lina”, util
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cultivos artificiales el agua proveniente del rio colorado, rica en nutrientes minerales,
obtuvieron una produccion de 10 toneladas de polvo de “espirulina” al afio (Henrikson,
1994). En el Perti, se viene desarrollando la produccion en diferentes lugares como en
Arequipa, entre otros; se comercializa en polvo o en forma de grageas, cépsulas y
comprimidos, entre sus bondades nutricionales posee 8§ aminoacidos esenciales, omega,
vitaminas liposolubles e hidrosolubles y minerales, es considerado el alimento del futuro
porque posee fitonutrientes como clorofila, carotenos y ficocianina, utilizada como
alimento funcional, suplemento dietético, nutracéuticos y alimento para animales (Vasquez
et al, 2014; Sanchez, 2018). Los pigmentos son los principales indicadores de calidad de la
biomasa seca de “espirulina”; por estas razones la biomasa de A. platensis presenta
potencial biotecnologico por sus altos contenidos de clorofila, ficocianina y carotenoides
(Romero et al, 2017) y puede ser cultivada en forma artesanal, planta piloto ¢ industrial
(Richmond y Hu, 2013).

La produccion de “espirulina” se puede llevar a cabo en sistemas cerrados o abiertos. El
primero implica fotobiorreactores y no se utiliza en la produccion industrial por su
complejidad, son de estructura plana o tubular, son utilizados en laboratorio y su
mantenimiento es costoso (Vonshak, 1997). Se han documentado que usando un
fotobiorreactor tubular conico de 6.313 L de capacidad, bajo condiciones ambientales, se
obtuvo una biomasa seca de “espirulina” de 3.362 g/m*/L y la concentracion de clorofila
“a” de 0.05658 mg/L, con iluminacién de 5 617.23 Lux, inyeccion de aire de 0.0021 L/s;
este tipo de biorreactor conico es recomendable para mantener la “espirulina” como cepa
madre para produccion industrial o bioensayos (Huarachi, et al. 2015). Con un
fotobiorreactor (FBR) fotovoltaica para la obtencion de biomasa de A. platensis, iluminado
con fluorescente y medio de cultivo Zarrouk, se ha logrado una alta produccion de biomasa
(1.353 £0.004 mg/L) y porcentaje de proteina (33.75) (Sanchez, 2018). El segundo sistema
es cerrado y se realiza en los biorreactores llamados “raceway” (Rodriguez y Triana, 2006).
Los biorreactores raceways al aire libre son utilizados exclusivamente en la produccion
comercial de biomasa de “espirulina”, debido a su bajo costo de produccién son
relativamente simples de construir, facil manejo y alta produccion de biomasa, muy usado
para la produccion industrial (Rodriguez y Triana, 2006). Un estanque raceway es esencial
en un canal de recirculacion de un circuito cerrado sea rectangular, semi-rectangular o
cuadradas; el area de estos estanques varia dependiendo de la necesidad y terreno utilizado,
se trabaja con una profundidad de 15 — 40 cm. Estos estan construidos de concreto, que
puede estar revestido de plastico o geomenbranas para evitar filtraciones. La seleccion del
area depende de varios factores, incluida las condiciones de mezcla y los costos operativos

(Richmond y Hu, 2013).



La mezcla adecuada y turbulenta es esencial para la alta productividad de biomasa
(Vonshak, 1997); la mezcla en estanques raceways se realiza mediante una rueda de paleta;
se utiliza velocidades de mezcla de 5 — 60 cm/s, esta relacionada con la profundidad del
estanque dado que la luz cae verticalmente en los estanques, si el cultivo no estd mezclado
entonces las algas cerca de la superficie reciben mayor cantidad de luz que las mas
profundad en el cultivo (Richmond y Hu, 2013). Ellos presentan una geometria simple, su
disefio es mediante la construccion de pozas ovaladas con una separacion longitudinal en
el centro para mantener homogéneo al cultivo, agitado por una rueda de paleta. Su
exposicion abierta facilita la incidencia de luz al cultivo (Ponce, 2013). Para el cultivo
discontinuo de “espirulina” se ha utilizado el medio Zarrouk diluido, in6éculo de 0.40 g/L y
biorreactores raceways abiertos de 6 L; obtuvieron una tasa de crecimiento especifico (px)
de 0.138 dia! y una productividad de biomasa (Px) de 0.046 g/L/dia., durante 60 dias
(Radmann, et al. 2007). A nivel de planta piloto la produccion de la cepa Spirulina platensis
en el biorreactor raceway, construida con fibra de vidrio y agitada con ruedas de paletas,
obtiene una produccion diaria desde 3 g/m?/dia en otofio-invierno y hasta 4 g/m?%dia en
primavera-verano (Ponce, 2013). La concentracion de la salinidad del medio es importante
para el crecimiento y contenido de pigmentos, se evidencio en Spirulina subsalsa al 9% de
salinidad y 14 mmol/L de nitrogeno, se obtiene valores altos de biomasa, pero la presencia
de clorofila “a” y la ficocianina mostraron mayores valores a 0% de salinidad, a una
temperatura de 30+1 °C, iluminacion: 3000 lux, agitacion manual y fotoperiodo 12:12,
durante 21 dias (Romero-Maza et al., 2018).

En la naturaleza, Arthrospira se encuentra en lagos tropicales y subtropicales con alta
alcalinidad y pH > 11, este ambiente extremo inhibe el crecimiento de otros
microorganismos y predomina la poblacion de Arthrospira; algunos de estos lagos
presentan la productividad mas alta registrada para cualquier sistema natural; estos
requisitos ambientales han hecho que la mayoria de industrias se ubiquen en regiones
tropicales y subtropicales del mundo donde la intensidad y la duracion de la irradiacion y
la temperatura son altas para permitir la produccion durante todo el afio. Un requisito
esencial para la produccion también es la precipitacion minima y los climas secos y
calurosos también producen altas tasas de evaporacion, esto necesita reemplazos de agua
constantemente (Richmond y Hu 2013). La productividad de biomasa de espirulina
depende de la cepa utilizada, buen manejo del cultivo, nutricion adecuada y la incidencia
de la luz solar, estos factores hacen que el proceso final de biomasa seca de espirulina
(materia prima) obtenida aumente y favorezca lo recursos econdmicos y/o crecimiento de
las instalaciones. Para la produccion y uso es necesario optimizar sus requerimientos

nutricionales, adaptabilidad, condiciones de operacion en el biorreactor y recuperacion del



producto para obtener la maxima tasa de produccion de “espirulina” en el cultivo en masa
al aire libre (Vonshak, 1997).

Para medir la productividad de Arthrospira platensis “espirulina” en el estudio, esta fue
llevada diariamente recogiendo un volumen determinado del cultivo (100 mL), obteniendo
una concentracion de biomasa seca de espirulina, mediante el método gravimétrico, usando
un sistema de filtracion al vacio y luego llevado a realizar el peso seco (g/L).

Vonshak (1987) identifico cinco criterios de seleccion para la utilizacion de Arthrospira en
cultivos en masa: (1) resistencia a la fotoinhibicion, (2) bajas tasas de respiracion oscura,
(3) tolerancia a altas concentraciones de oxigeno disuelto, (4) tolerancia a un amplio rango
de condiciones de temperatura y (5) tolerancia a altas concentraciones de sal. A estos se
puede agregar (a) tolerancia al esfuerzo de corte, (b) tolerancia a un amplio rango de pH y
alcalinidad, (c) eficiencia de utilizacion de nutrientes, (d) cosechabilidad (relacionada con
el tamafio del tricoma) y (e) compatibilidad con el agua a utilizar (agua de pozo o residual).
Es dificil obtener cepas que cumplan con todos los criterios anteriores, pero algunas tienen
una elasticidad fisioldgica y morfologica que ayuda a su aclimatacion o adaptacion a estas
condiciones a lo largo del tiempo. En la naturaleza, las especies de Arthrospira existen en
un amplio rango de pH, alcalinidad y salinidades, lo que sugiere que hay aclimatacion a
estos ambientes. En Ica y Pisco, se aislaron dos cepas de 4. platensis una de la laguna de
Orovilca y otra de Paracas (siendo este objeto de estudio), fueron reportadas en 1980 y
1993 respectivamente, por el investigador Ripley D. Fox (Fox, 1999).

La “espirulina” es una cianobacteria que por su alto contenido nutricional es utilizada para
la alimentacion, puede ayudar a reducir la desnutricién para aquellas personas de bajos
recursos econdmicos presentes en nuestro pais. La nutricion y la alimentacion son temas
de prioridad en el Perq, el indicador de desnutricion descendid de 5.3% en 2009 a 3.9% en
2019 y en el primer semestre del 2020 fue de 3.4%, 0.5 puntos porcentuales menor que en
el mismo periodo del 2019 (INS, 2020). La organizacion mundial de la salud (OMS) ha
confirmado que la espirulina representa un alimento interesante por multiples razones, no
necesita tierra fértil para el cultivo y por lo tanto conserva tierra y suelo fértiles; tiene mas
del 60% de proteinas que es la mas alta que cualquier otro alimento, ademas de los
beneficios de un crecimiento rapido y mayor rendimiento. Es un gran productor de oxigeno
que es incluso mas eficiente que los arboles y los bosques (IIMSAM, 2014).

Las ventajas del uso de sistemas abiertos es poco control y menor gasto en personal, si bien
no estan eficiente, son los de menor costo comparados con otros, estas son mas utilizadas
en la produccion de biomasa de cianobacterias. De hecho, la eleccion de un biorreactor
abierto depende mucho de los factores, como la especie a cultivar, el metabolito a producir
y el disefio del equipo, radiacion solar eficiente, nutrientes esenciales y una correcta

homogenizacion del cultivo.



El propésito de la investigacion es proporcionar informacion relevante sobre la produccion
de biomasa seca de espirulina de las dos cepas aisladas en la region, asi como determinar
cudl de ellas tiene un mejor crecimiento y calidad nutricional, conocer los métodos de
recuperacion, secado y empaque, y poner en servicio para la produccién industrial a escalas
superiores tanto local como nacional; asimismo, ser pioneros en la produccion de proteina
de origen microbiano: Para ello, es necesario determinar ;Con cudl de las cepas 4. platensis
Orovilca o 4. platensis Paracas se obtiene la mayor productividad de biomasa en el
biorreactor tipo raceways?, para ello se plante6 los siguientes objetivos: determinar la curva
de crecimiento de las cepas en estudio, evaluar la adaptabilidad morfologica de las cepas,
evaluar la productividad superficial y volumétrica, en la obtenciéon de biomasa de los
biorreactores tipo raceway, determinar y cuantificar la presencia de pigmentos de las cepas.
Se formula la hipotesis nula que las cepas Orovilca y Paracas bajo las condiciones del
experimento se comportan iguales en el desarrollo y produccién de biomasa en el

biorreactor raceways.



II. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

2.1.1. Poblacion de estudio: se utilizo la cianobacteria Arthrospira platensis

“espirulina”.

2.1.2. Muestra de estudio: se empled las cepas A. platensis Orovilca y A.

platensis Paracas (ver Anexo, Figura 13), ambas aisladas de Ica y Paracas,

respectivamente, reportadas por Ripley D. Fox donadas para la

investigacion, por el Instituto del Mar del Pera (IMARPE) (ver Anexos,

Figura 14). Las evaluaciones de crecimiento y produccion de A. platensis

se desarrollo en el mes de junio del 2018 en las instalaciones de la empresa

Alimenta Algae S.A.C, ubicada en las coordenadas geograficas 14° 08'
46.8" S - 75° 37 49.7" W. El disefio de investigacion es de tipo

experimental.

2.2. PROCEDIMIENTOS METODOLOGICOS

2.2.1. Reactivacion, mantenimiento y traspase de las cepas:

a.

b.

Reactivacion.

Las cepas A. platensis Orovilca y A. platensis Paracas fueron
reactivadas por duplicado en tubos de 15 mL, conteniendo 5 mL de
indculo y 5 mL de “Medio Espirulina Modificado — MEM” (ver
Anexo, Tabla 6 y Tabla 7), agitados de forma cuidadosa cada 24 horas
y expuestos en forma directa a una fuente de luz en forma continua con
lamparas LED de 18 watts a 2.5 Klx, a 30 = 2 °C; las cepas se
mantuvieron en las mismas condiciones por espacio de 7 a 10 dias,
hasta obtener un denso crecimiento y caracteristicas de viabilidad
(Madkour et al, 2012).

Mantenimiento y traspase.

Se llevé a cabo desdoblando y traspasando los indculos (cepa
reactivada) a tubos de vidrio de mayores voliimenes (ver Anexo, Figura
15); los cultivos deben de ser mantenidos en forma axénica, controlando
los mismos parametros mencionados en la etapa anterior.
El indculo reactivado (10 mL), se procedio a realizar el traspase
iniciando en tubos de 25 mL y 50 mL con 20 mL y 40 mL de indculo
respectivamente; y finalizando en matraces de 250 mL, agregando 40
mL de in6culo y luego de manera progresiva 40 mL. de MEM, hasta
obtener un total de 200 mL de indculo. A la par del proceso se coloco

el sistema de aireacion; esto conllevo a que el indculo se vaya
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adaptando a los futuros procesos de transferencia y escalamiento a
voliumenes mayores.
2.2.2. Cultivos de A. platensis “espirulina”:
a. A nivel laboratorio.
Las condiciones en esta etapa de crecimiento para los indculos son
axénicas y en sistemas cerrados, con pardmetros controlados como
luminosidad mediante lamparas LED de 18 Watts y aireacion, con una
comprensora de 50 kW; transfiriendo el indculo a traspases sucesivos
hasta llegar a volumenes mayores (800 mL, 2.5 L, 7 L y 18 L) a nivel
de laboratorio (ver Anexo, Figura 16), se utiliz6 “medio base”, que es
el medio de mayor cantidad en el cultivo (ver Anexo, Tabla 8) y “medio
mix de oligo-micronutrientes” que brinda los elementos trazas
importantes en el crecimiento de la espirulina (ver Anexo, Tabla 9)
preparado con agua osmotizada y blanda; la formula que se aplico para
determinar el volumen de in6culo es el siguiente:
Vi.Ci=V1.C2
Donde:
Vi: volumen inicial del in6culo.
Ci: concentracidn inicial del inoculo.
V: volumen final del in6culo.
C»: concentracion final del indculo.
LaCiesde0.5-0.6 g/L; y Coes de 0.15—0.20 g/L, aproximado.
b. Adaptacion en medio externo.
Se realiz6 escalamientos de los indculos a mayores volumenes de forma
ascendente (40 L, 250 L, 600 L y 1500 L), los cultivos se establecieron
en sistemas abiertos para su adaptacion, con iluminacion directa del sol,
se le inyecto oxigeno con la ayuda de una compresora de 50 kW y luego
con un soplador industrial (Pumpower) para los volimenes mayores
(ver Anexo, Figura 17); Se utilizé el medio base preparado con agua
dura (agua de pozo), el volumen de indculo se determina con la formula
mencionada anteriormente para una C, de 0.24 — 0.30 g/L, aproximado.
2.2.3. Produccion de A. platensis de las cepas Orovilca y Paracas:
a. Biorreactores raceways.
El biorreactor raceway se construyd en un area externa colindante al
laboratorio, de material de concreto armado y revestido con
geomembrana de 15 m? (para cubrir las pozas); con una altura de 30 cm

y una separacion longitudinal (bafle o isleta), hecho de madera de 2 m
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de largo y 25 cm de ancho; agitado mediante paletas de madera y
acoplada a un motorreductor trifasico; se muestra un prototipo de
biorreactor raceway industrial en Anexo, Figura 18.
Se instal6 dos biorreactores raceways, cada uno con sus dos pozas
experimentales (ver Anexo, Figura 19), para la cepa Orovilca las pozas
experimentales 6C y 6D, mientras para la cepa Paracas 6G y 6H.
b. Inoculacion y funcionamiento del biorreactor raceway
Para iniciar el proceso de produccion en los biorreactores raceways
fueron desinfectados con una solucion de hipoclorito de calcio
Ca(ClO),, enjuagados con abundante agua y secados al sol.
Se inéculo para cada poza experimental 600 L de indculo + 600 L de
medio base, llevando a un volumen final de 1200 L para cada una de
ellas. Al inicio del proceso se cubre con una malla raschel verde para
dar un 75% de sombra a todas las pozas experimentales, esto brinda
reducir la radiacion solar y mejorar la adaptacion al nuevo medio,
después de 10 dias se retira gradualmente la malla raschel dado que el
cultivo se ira adaptando al sistema y el medio ambiente.
Los biorreactores raceways funcionaron todo el dia y en las noches se
apaga el sistema, la agitacion debe ser constante con un promedio de
velocidad de 30-50 cm/s.
2.2.4. Evaluacién de los cultivos:
a. Parametro fisico-quimico.
Los parametros fueron evaluados desde el inicio de la inoculacion,
adaptacion, crecimiento y productividad, todo esto llevado en las cuatro
pozas experimentales 6C, 6D, 6G y 6H.
e Los parametros fisicos evaluados son: la temperatura,
evaporacion e iluminacion, se realizaron diariamente en las
mafianas, donde el cultivo recién inicia su metabolismo y
fotosintesis.
e Las pruebas quimicas evaluadas son: pH, salinidad, nitrato, y
amoniaco estos analisis se realizaron cada tres dias.
b. Cinética de crecimiento
Para la cuantificacion del crecimiento de la poblacion de las cepas de
A. platensis Orovilca y Paracas, se utilizé el método gravimétrico para
calcular la concentracion o densidad del peso seco en g/L, de la
biomasa de “espirulina” de todas las pozas experimentales, los

procedimientos se llevaron a cabo de la siguiente manera:
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e Se peso el papel de filtro después de secar dos minutos en el
horno microondas.

e Se coloco el papel de filtro en el sistema de filtracion y se
afiadiéo 100 mL de muestra e iniciar la filtracién con la bomba
de aspiracion (TOMAS Medi-Pump).

e Se colocé el papel de filtro con biomasa humeda filtrada en la
estufa por 1h a 105 °C.

e Fl filtrado se guardo6 para ser cuantificado mas adelante para
pruebas quimicas.

e Finalmente se pesé y realizo los calculos:

Biomasa seca “n” = peso final (papel de filtro + biomasa seca) — peso
inicial (papel de filtro seco)
Densidad de biomasa seca (g/L) = [(Biomasa 1 + Biomasa 2) / 2]
[1000 / volumen filtrado]
Para determinar la velocidad especifica de crecimiento celular se usa
la siguiente formula:
pn(g/L/h)= {|[Ln(N¢- No)]}/(Ts-To)
Donde:
u: velocidad especifica de crecimiento.
Ln: logaritmo neperiano.
Ni: concentracion final de estudio (g/L)
No: concentracion inicial de estudio (g/L)
Ty tiempo final de estudio.
To: tiempo inicial de estudio.
Para el tiempo de duplicacion, la siguiente formula:
ta (h)=Ln2/p
Donde:
ts: tiempo de duplicacion.
Ln 2: logaritmo neperiano de dos.
u: velocidad especifica de crecimiento.
Para determinar el nimero de generacion, la siguiente formula:
n=3.3 (LogN¢LogNy)
Donde:
n: numero de generaciones.
LogN¢: logaritmo de la concentracion final de estudio.

LogNo: logaritmo de la concentracion inicial de estudio.



2.2.5.

c. Método de Sedgewick-Rafter

En esta prueba se utiliz6 la camara de conteo Sedgewick-Rafter, que

tiene como objetivo determinar el numero de tricomas ondulados y

rectos, asi como también el porcentaje predominante del nimero de

tricomas en los cultivos de “espirulina” de todas las pozas

experimentales; el conteo se realizd en la fase de adaptacion (inicio) y

fase de crecimiento exponencial (final) de los cultivos, se realizo

mediante el siguiente protocolo:

Se tomo6 una alicuota directamente del cultivo de espirulina (1
mL) y luego se realizé una dilucion de 1/10. Se tomo6 1 mL de
la muestra ya diluida, se carga a la camara y se coloca el
cubreobjetos.
Se realiz6 la observacion microscopica utilizando un
microscopio binocular con un aumento de 100X.
Se cont6 una fila de 50 cuadritos del centro de la camara
(conteo representativo).
El resultado se determind por nimero de tricomas ondulados
y rectos de la siguiente manera:

N°. mL! = (N.° de tricomas) (dilucién) (20)
Se multiplico por la dilucion y el nimero total de cuadros que

equivale a 1 mL (50x20).

Evaluacion de la productividad

La productividad de biomasa que se obtiene de los biorreactores raceways

tanto para Orovilca como Paracas, se realizé durante el mes de junio del

2018. Se priorizo una lectura de productividad de pre-cosecha (de mayor

consideracion por ser un cultivo nuevo) y post-cosecha, se determina

mediante dos formas:

a. Productividad superficial.

Se determind mediante la toma de 100 mL de cultivo cada 24 h y se

procede a realizar el método gravimétrico para cuantificar biomasa

seca en g/L de todas las pozas expe., siendo el area de los biorreactores

raceways 6 m? y el volumen de los cultivos es de 1200 L.

Se calculd mediante la siguiente ecuacion de productividad superficial:

Donde:

Py(g/m?/dia) = [(X2-X1) (Vo)|/Abr

Py: productividad superficial de la cepa en estudio.

X: concentracion del cultivo en el dia n.
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2.2.6.

X»: concentracion del cultivo en el dia n+1.
V.: volumen del cultivo de la cepa en estudio.
Ay area del biorreactor raceway.
Productividad volumétrica.
Se obtuvo los resultados mediante un factor de conversion (200 L/m?),
este factor se hall6 mediante la siguiente formula:
Area.Altura=Volumen
Se aplico en todas las pozas expe., con un area de 1 m? y una altura de
0.20 m, se obtuvo como resultado 200 L de cultivo en 1 m?. Se calculd
mediante la siguiente ecuacion:
Py(g/L/dia) = Py / 200 L/m?
Donde:
Py: productividad volumétrica de la cepa en estudio.
Py: productividad superficial de la cepa en estudio.

200 L/m?: factor de conversion.

Obtencion de biomasa seca

El proceso de cosecha de “espirulina” se realiz6 el dia 19 para la cepa de

Orovilca y Paracas el dia 20 de las pozas expe. 6C y 6G respectivamente,

segiin la metodologia de (Rojas et al, 2012), donde se considera una

cosecha parcial (50%). Se considero la concentracion a cosechar entre los

rangos de 0.6 — 0.7 g/L, que representa a un cultivo saturado, 6ptimo para

realizar la cosecha. Se dividi6 el proceso en cuatro etapas, estos son:

a.

Filtracion o Cosecha.
En esta etapa se eliminé el 10 % del liquido intersticial de la espirulina.
Antes de realizar la filtracion se calculd la cantidad necesaria a
cosechar de biomasa seca mediante las siguientes formulas:
V(L) =Vc- [(D.Ve)/ Dj]
P.(g) =K.V
Va(L)=P./Dj
Vi (L)=V.+ Vg
Donde:
V.it volumen de cosecha inicial.
P.: perdida de cosecha.
V.: volumen de ajuste.
V.t volumen de cosecha total.
V.: volumen del cultivo de la cepa en estudio.

Ds: densidad final.
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Di: densidad inicial.

K: constante por perdida de biomasa al filtrar la cepa en estudio
(Orovilca) 0.028 g/L y Paracas 0.050 g/L).

El proceso de filtrado se aplico de la siguiente manera:

o Se efectué por gravedad a través de una tela sintética de
poliéster ponguee de aproximadamente 100 pm de poro, se
colocé encima de un bastidor de madera y se realizo el filtrado
en las mismas pozas experimentales (ver Anexo, Figura 20).

e Antes de ser filtrado el cultivo se pasé por un tamiz de 500
um, para eliminar cualquier cuerpo extrafio como: insectos,
rastrojos, aglomeraciones de tricomas.

e Después del filtrado la biomasa fresca es colocada en un
recipiente desinfectado.

Prensado.

En esta etapa se elimind el 75 % del liquido intersticial de la
“espirulina”, al finalizar el exprimido o prensado se obtiene una bola
de biomasa fresca llamada “torta”, los siguientes pasos que se realizo
son los siguientes:

e Labiomasa fresca se colocd en un ponguee y se envolvio dos
veces, con el objetivo de que filtrado sea de mayor eficiencia.

e Luego se llevo dentro de una canastilla, para aplicarle un peso,
la presion necesaria debe ser > 2 kgf/m? durante 20 minutos
para eliminar el agua intersticial.

e Sec obtuvo la “torta” que es suficientemente consistente y
factible para el pelletizado (ver Anexo, Figura 21).

Pelletizado.

Se realiza mediante una bolsa de polietileno de aluminio laminado y el
producto final de este proceso se llama “pellets”, los pasos a seguir son
los siguientes:

e La bolsa de polietileno se corta en una de sus esquinas
inferiores, el tamafio del agujero es de 2 mm g.

e Latorta se coloco dentro de la bolsa.

e Se aplicé una presion manual sobre la bolsa y se obtuvo los
“pellets” cilindricos de 2 mm @ en promedio, luego se esparcio
sobre una bandeja del deshidratador de alimentos (ver Anexo,

Figura 22).

12



2.2.7.

d. Secado.
Es la tltima etapa donde se obtiene la biomasa seca libre de agua y se
reduce la presencia de cualquier agente patdgeno, sin degradar las
propiedades alimenticias de la “espirulina”.

e FEn las bandejas fueron esparcidas uniformemente los
“pellets”, seguidamente se llevo al deshidratador de alimentos
(EXCALIBUR).

e FEl deshidratador se calibr6 a una temperatura promedio de 55
°C por 24 horas.

e Los “pellets” secos, fueron recogidos de inmediato en bolsas
de polietileno de aluminio laminado.

Analisis de pigmentos.
Es la etapa final del proceso, se procedio a cuantificar los pigmentos de la
biomasa seca de espirulina (pulverizada), tanto para la cepa Orovilca como
Paracas, entre ellas la ficocianina, clorofila “a” y carotenoides. A
continuacion, se realizo el protocolo estandarizado para cada una de ellas:
a. Ficocianina.
Se realiz6 la extraccién mediante la ayuda de tres protocolos, segin
(Cabranes et al, 2000; Romero et al, 2017 y Strickland y Parsons,
1972):

e Se prepard un buffer de fosfato a 100 mM a un pH de 7.

e Se pulveriz6 los “pellets” de biomasa seca en un mortero de
porcelana y luego se pesa 20-30 mg en promedio.

e Con la ayuda de la termobalanza (OHAUS®) se determiné el
porcentaje de humedad de la biomasa seca pulverizada.

e Se agreg6 la biomasa seca pulverizada “muestra” a un tubo de
vidrio de centrifuga previamente cubiertas con papel aluminio
y se aflade 9 mL de buffer fosfato.

e En el area de trabajo se colocd hielo en un beaker y dentro de
este el tubo con la “muestra”, la temperatura estuvo por debajo
de 10 °C.

e Se coloco el sonotrodo del sonicador (hielscher Ultrasound
Technology) dentro de la “muestra” y se realiz6 la sonicacion
(50 Khz), durante 15 minutos, se agrega hielo cuando la

temperatura sobrepaso los 10 °C.
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e La muestra sonicada se guardd en la refrigeradora
(SAMSUNG) por un periodo de 12 horas.

e Después de haber pasado las 12 horas se retird la muestra de
la refrigeradora y se aplico vortex por 10 segundos. Todo este
proceso se lleva a cabo en absoluta oscuridad y la “muestra”
en una temperatura de < 10 °C.

e Luego se centrifugd durante 15 minutos a 3200 RPM
(centrifuga Thermo Scientific TM).

e Seguidamente se tomo el sobrenadante del tubo y se dejo el
sedimento, previamente se preparé el buffer de fosfato como
blanco, para la lectura en el espectrofotometro.

e Al finalizar el proceso se realizo la lectura de absorbancia de
cada replica a 620 nm, y luego se calculd mediante la ecuacion
para C-ficocianina de (Strickland y Parsons, 1972):

% C - Ficocianina pura = [(As20)(V)(100)] / [(7.3)(biomasa seca en mg)(%peso seco)]
% C - Ficocianina pura = [(A620)(V)(100)] / [(3.39)(biomasa seca en mg)(%opeso seco)]
Donde:
Ag20: absorbancia de la muestra.
V: volumen de la muestra sonicada.
100: representa el 100 %.
7.3: coeficiente de extincion de CPC a 620nm.
3.39: coeficiente de extincion de CPC a 620 nm.
b. Clorofila “a” y carotenoides.
El protocolo de extraccion se realizd segin los métodos y protocolos
propuestos por (Rosas, 2007; Romero et al, 2017 y Strickland y
Parsons, 1972):

e Se prepar6 acetona al 80% diluida en agua destilada.

e Se pulverizo los “pellets” de biomasa seca en un mortero de
porcelana y luego se pes6 20-30 mg en promedio.

o Luego se agregd la biomasa seca pulverizada a un tubo de
vidrio de centrifuga previamente cubierta con papel aluminio
y se afiadio 5 mL de acetona al 80%.

e Se coloco hielo en un beaker, dentro de esté el tubo con la

“muestra”, la temperatura se mantuvo por debajo de los 10 °C.
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Luego se coloco el sonotrodo dentro de la “muestra” y se
realizé la sonicacion (50 Khz), durante 15 minutos; se agregd
hielo cuando la temperatura sobrepasa los 10 °C.

Se aplico vortex por 10 segundos, todo esté proceso se lleva a
cabo en total oscuridad y la muestra a una temperatura menor
de 10 °C. A continuacion, se centrifugd durante 15 minutos a
3200 rpm.

Se recogi6 el sobrenadante en un tubo limpio, luego se agregd
3 mL de acetona al 80 % en el tubo con la “muestra” dentro,
se aplico de nuevo vortex y centrifugacion, para finalizar esta
etapa se agregd 2 mL de acetona y se centrigugd por tercera
vez.

Para los carotenoides totales se realizo lectura de absorbancia
a 480 nm y 510 nm, se utiliz6 como blanco la acetona al 80%.
Finalizado el proceso se calcula el porcentaje de clorofila “a”
(ug/L) y carotenoides (ug/L), mediante la ecuacion de

Clorofila “a” y Carotenoides de (Strickland y Parsons,1972):

Clorofila “a” = [(11.85xAbsee4) - (1.54xAbse47) - (0.08Abses0)] (FD)
% Clorofila = {|(clorofila)(V) / (biomasa seca en mg)] (% peso seco)} (100)
Carotenoides = {[(7.60) (Absaso)] - [(1.49) (Abssi0)]} (FD)

% Carotenoides = {[(Carotenoides) (V) / (biomasa seca en mg)] (% peso seco)} (100)

2.2.8.

Donde:

A664, A647, A630, A430, A510: absorbancia de la muestra.

11.85: coef. de extincion de Clorofila a 664 nm.

1.54:
0.08:
7.60:
1.49:
FD:

coef. de extincion de Clorofila @ 647 nm.
coef. de extincion de Clorofila @ 630 nm.
coef. de extincion de Carotenoides totales a 480 nm.
coef. de extincion de Carotenoides totales a 510 nm.

factor de dilucion.

Evaluacion de estadisticas

Los resultados fueron procesados estadisticamente utilizando media,

varianza y prueba t-student para dos poblaciones suponiendo varianzas

iguales, para determinar la diferencia significativa de las cepas en estudio.
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III. RESULTADOS

3.1.  Cinética de crecimiento:
La evaluacion se realizoé en las cuatro pozas experimentales de los biorreactores
raceways en g/L, en la etapa de pre-cosecha, al término de 19 dias para Orovilca 'y

20 dias a Paracas, como se muestra en las Figuras 1 y 2.

os Curva de crecimiento de la cepa Orovilca
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Figura 1. Cinética de crecimiento de A. platensis de la cepa Orovilca, en un cultivo de 1200
L. Datos tomados de la etapa de pre-cosecha de las pozas experimentales 6C y 6D,
temperatura del medio de cultivo 17 £ 0.5 °C, temperatura ambiental 20.82 °C, pH
promedio de inicio 9.39 y final 10.19, promedio maximo niveles de PAR de

1488.62umol/m?*/s. Fuente: Anexo, Tabla 10 y Tabla 11.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de 4. platensis de la cepa Paracas, en un cultivo de 1200
L. Datos tomados de la etapa de pre-cosecha de las pozas experimentales 6G y 6H,
temperatura del medio de cultivo 16.5 + 0.5 °C, temperatura ambiental 20.82 °C, pH
promedio de inicio 9.69 y final 10.10, promedio maximo niveles de PAR de

1488.62umol/m?/s. Fuente: Anexo, Tabla 12 y Tabla 13.

Cepa Orovilca

g 075
E ¥ = 0.1440-0035%
S 07 :=0988
5 g
£065
g .
© L
S 06 el
= NPT L
Neo) P
5
£ 055
=]
0]
g
8 0.5
380 390 400 410 420 430 440 450 460

Tiempo (h)

Figura 3. Crecimiento exponencial de la cepa Orovilca, en la etapa de pre-cosecha.
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Figura 4. Crecimiento exponencial de la cepa Paracas, en la etapa de pre-cosecha.

Tabla 1. Parametros de crecimiento de las cepas 4. platensis Orovilca y A. platensis

Paracas, durante la productividad de los biorreactores raceways en la etapa de pre-cosecha,
junio 2018.

Parametros de crecimiento

Cepa m tq n 2
(g/L/h) (h)
Orovilca 0.0035 198.04 0.1316 0.98
Paracas 0.0015 43322 0.0445 0.96

u: velocidad especifica de crecimiento, td: tiempo de duplicacion, n: nimero de

generaciones, 1° : coeficiente de correlacion
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Figura 5. Comparacion de cinética de crecimiento de la biomasa seca de las dos cepas en
estudio Orovilca y Paracas en los biorreactores raceways de un cultivo de 1200 L,

monitoreados durante la fase de adaptacion y productividad parcial (etapa de pre-cosecha).

Fuente: Anexo, Tabla 14.
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Figura 6. Evaluacion del crecimiento y comportamiento de las dos cepas en estudio
Orovilca y Paracas dentro de los 30 dias de productividad (etapa pre-cosecha y post-

cosecha); en los biorreactores raceways de un cultivo de 1200 L. Fuente: Anexo, Tabla 14.
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3.2.  Determinacion de adaptacion morfologica:
Los siguientes resultados se cuantifico mediante conteo de tricomas en la camara
Sedgewick-Rafter (ver Anexo, Figura 23), tanto al inicio y final del crecimiento de
“espirulina”, como se muestra en la Figura 7.

N° Tricomas en los cultivos de Arthrospira platensis
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Cepa Orovilca Cepa Paracas
INICIO (ondulados) 67900 42600

INICIO (rectos) 9200 25300
® FINAL (ondulados) 196000 139600
FINAL (rectos) 6000 65200

Figura 7. Recuento de tricomas ondulados y rectos de las cepas de A. platensis Orovilca y
Paracas en los biorreactores raceways al inicio del cultivo (dia 0) y al final

(dia 30). Fuente: Anexo, Tabla 15.
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Figura 8. Recuento de tricomas por nimero de ondas de las cepas de A. platensis Orovilca
y Paracas en los biorreactores raceways al inicio del cultivo (dia 0) y al final (dia 30).

Fuente: Anexo, Tabla 16.
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3.3.  Determinacion de la productividad de biomasa seca:

Se obtuvo del promedio de los duplicados de biorreactores raceways, con
capacidad de 1200 L del cultivo de las cepas A. platensis Orovilca (poza expe. 6C
y 6D) y Paracas (poza expe. 6G y 6H) en g/m?/dia y g/L/dia, respectivamente.
Para la cepa Orovilca, en la primera etapa (pre-cosecha) en el 0 dia se inici6é con
una productividad de biomasa seca 7 g/m?/dia y de 0.035 g/L/dia, hasta el dia 19
con una productividad de 10 g/m?/dia y 0.05 g/L/dia. En la segunda etapa (post-
cosecha) se inicié con una productividad de biomasa seca de 3 g/m?*/dia y 0.015
g/L/dia, el dia 20 y finaliza con una productividad 1 g/m*/dia correspondiente del
dia 29, como se muestra en la Figura 9 y Figura 10.

Para la cepa Paracas, en la primera etapa (pre-cosecha) en el 0 dia se inicid con una
productividad de biomasa seca 2 g/m*dia y 0.01 g/L/dia, hasta el dia 20 con una
productividad de 2 g/m?%dia. En la segunda etapa (post-cosecha) se inici6 con una
productividad de biomasa seca de 0 g/m?/dia y 0.0 g/L/dia, el dia 21 y finaliza con
una productividad -2 g/m?/dia correspondiente al dia 29, como lo muestra la Figura

11 y Figura 12.
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Figura 9. Determinacion de la productividad de biomasa seca superficial de la cepa 4.
platensis Orovilca en un cultivo de 1200 L durante los 30 dias de estudio (pre-cosecha y

post-cosecha), en el biorreactor raceway. Fuente: Anexo, Tabla 17.
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Productividad volumetrica de la cepa Orovilca
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Figura 10. Determinacion de la productividad de biomasa seca volumétrica de la cepa A.
platensis Orovilca en un cultivo de 1200 L durante los 30 dias de estudio (pre-cosecha y

post-cosecha), en el biorreactor raceway. Fuente: Anexo, Tabla 17.

Productividad superficial de la cepa Paracas
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Figura 11. Determinacion de la productividad de biomasa seca superficial de la cepa A.
platensis Paracas en un cultivo de 1200 L durante los 30 dias de estudio (pre-cosecha y

post-cosecha), en el biorreactor raceway. Fuente: Anexo Tabla 18.
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Productividad volumetrica de la cepa Paracas
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Figura 12. Determinacién de la productividad de biomasa seca volumétrica de la cepa 4.
platensis Paracas en un cultivo de 1200 L durante los 30 dias de estudio (pre-cosecha y

post-cosecha), en el biorreactor raceway. Fuente: Anexo, Tabla 18.

Tabla 2. Productividad superficial y volumétrica en la etapa pre-cosecha y post-cosecha de

los cultivos de la cepa A. platensis “espirulina” Orovilca y Paracas, en el biorreactor

raceway, junio 2018.

Px (g/m?/dia)* Py (g/L/dia)**
CEPA Pre- Post- Px Pre- Post- Py
cosecha cosecha cosecha cosecha
Orovilca 3.8421 3.5000 3.6711 0.0358 0.0390 0.0374
Paracas 3.5500 0.4444 1.9972 0.0178 0.0022 0.0100

*Px: Productividad de biomasa seca superficial de la cepa en estudio.
**Py: Productividad de biomasa seca volumétrica de la cepa en estudio.

P (t < 2.92) tcvaluado 1.66, (120.05
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3.4. Obtencion de biomasa seca:

Tabla 3. Calculos de concentracidon de biomasa seca (g/L) a cosechar, del cultivo de la cepa

A. platensis “espirulina” Orovilca y Paracas, del biorreactor raceway. junio 2018.

CONCENTRACION DE LOS CULTIVOS
Volumen del Concentracion Concentracion Concentracion

Cepa cultivo (L) inicial (g/L) final (g/L) cosechada (g/L)
Orovilca 1200 L 0.72 0.34 0.38
Paracas 1200 L 0.70 0.32 0.38

Tabla 4. Biomasa seca obtenida en (g) de los cultivos de las cepas A. platensis “espirulina”

Orovilca y Paracas, del biorreactor raceway. Junio 2018.

BIOMASA SECA*
Cepa Volumen de Rendimiento Rendimiento
cosechar (L) tedrico (g) experimental (g)
Orovilca 655 468 391
Paracas 694 482 369

* Se obtiene mediante la formula de filtrado.

3.5.  Anailisis de pigmentos:
A partir de la biomasa seca del cultivo de A. platensis cepa Orovilca y Paracas se
obtuvieron los resultados de ficocianina, clorofila “a” y carotenoides (ver Anexos,
Figura 28), como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Determinacion cuantitativa de los pigmentos de la cepa A. platensis “espirulina’

Orovilca y Paracas. Llevado a cabo en junio del 2018.

CEPA
PIGMENTOS Orovilca Paracas
% C-Ficocianina pura 10.1047 2.5990
% C-Ficocianina cruda 21.7576 5.5968
Clorofila “a” (ug/L) 11.1660 44112
% Clorofila 0.5565 0.2165
Carotenoides (ug/L) 10.0205 6.6102
% Carotenoides 0.4993 0.3247

Fuente: Anexos, Tabla 19, Tabla 20 y Tabla 21.
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IV. DISCUSION

Los valores de productividad del cultivo de A. platensis mayormente son reportados de
cultivos en laboratorios con condiciones estandares y de biorreactores cerrados, basado en
el uso de tubos bioespirales y fotobiorreactores (Henrikson, 1994; Vonshak, 1997) y pocos
son de biorreactores abiertos, que son sistemas artificiales o estanques al aire libre (Pedraza,
1989; Richmond y Hu, 2013). La presente investigacion aporta con resultados obtenidos
utilizado biorreactores abiertos tipo raceways.

La velocidad especifica de crecimiento (ux) que se muestra es el resultado de los cultivos
de A. platensis “espirulina” Orovilca y A. platensis Paracas, desarrollados en los
biorreactores raceways, en cuatro pozas experimentales 6C y 6D para la cepa Orovilca y
6G y 6H para la cepa Paracas. A partir de los valores promedios de crecimiento por hora
se obtuvieron las velocidades de crecimiento (ver Anexos, Tabla 5 y Tabla 6), se determind
que la cepa Orovilca mostrd una px de 0.0035 (g/L) h™!, mientras la cepa Paracas una menor
ux con 0.0015 (g/L) h', con un tiempo de duplicacion de 182.40 h y 433.22 h
respectivamente. Se ha documentado la obtencidén de valores mayores de ux de 0.0056
(g/L) h'', 0.0048 (g/L) h''y 0.0058 (g/L) h!, obteniendo una concentracion de biomasa de
hasta 0.45 g/L. (Radmann et al, 2007). Asimismo, se han obtenido valores de ux de 4.
platensis entre 0.012 y 0.034 (g/L) h'1 (Celekli et al, 2009), ambos valores superiores a los
obtenidos en la presente investigacion, debido que utilizaron condiciones (variables y
parametros) controladas a nivel de laboratorio y en biorreactores cerrados.

Las condiciones ambientales como nutrientes, intensidad de luz y pH afectan directamente
al crecimiento de los organismos debido a sus requerimientos fisiologicos (Ogbonda et al,
2007). La region Ica tiene condiciones ambientales diversos, como luminosidad, horas luz
por dia y vientos, que favorece a la cepa Orovilca que fue aislada de la laguna de Orovilca
- Ica, no fue igual para la cepa Paracas debido que pertenece a Pisco; condiciones que
permite a la célula tener buena adaptacion biologica y fisioldgica en el medio de cultivo y
biorreactor, obteniéndose un adecuado crecimiento celular y productividad. Los cambios
de sus caracteristicas de crecimiento son debido a las diferentes condiciones ambientales
(Whitton y Potts, 20). Para evitar problemas de variacion de comportamiento por factores
ambientales se coloco una malla raschel verde al 75% de sombreado sobre los biorreactores
raceways al inicio de las evaluaciones, para evitar fotoinhibicion o muerte del cultivo,
segun lo sugerido por Vonshak (1997). También se sugiere el uso de plastico y malla
raschel al 50% (Huarachi et al, 2015). Con el tratamiento aplicado se obtuvo resultados
favorables presentando un buen crecimiento, adaptacion y observandose un color verde en

el cultivo (ver Anexos, Figura 24).
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Para iniciar el proceso de crecimiento celular en los biorreactores raceways se considero
un indculo en cada una de las pozas experimentales, a una concentracion de 0.33 g/L en
6C, 0.37 g/L en 6D, para la cepa Orovilca y 0.29 g/L. en 6G y 0.39 g/L en 6H para la cepa
Paracas. La determinacién de la concentracion de biomasa inicial para el proceso es
importante porque se evita problemas como fotoinhibicion o estrés fisioldgico por factores
ambientales (Bao et al, 2012). Se menciona que la concentracion debe ser de 0.3 g/L para
dar inicio al crecimiento del cultivo, el uso de densidades bajas de biomasa, son mas
susceptibles a la inhibicion por amoniaco (Madkour et al, 2012). Entre los principales
factores limitantes del crecimiento de “espirulina” bajo condiciones ambientales, es la
excesiva radiacion solar (Huarachi et al, 2015), debido a que la radiacion ultravioleta
disminuye la tasa fotosintética, su crecimiento y dafia el ADN (Ma y Gao, 2009).

La temperatura optima de crecimiento de “espirulina” para una buena fotosintesis estan
entre los rangos de 25 - 28 °C (Richmond y Hu, 2013; Vonshak, 1997), dicha temperaturas
no se registraron en el presente estudio porque se realizd durante el mes de junio, con
temperaturas menores no Optimas para el cultivo. Sin embargo, se obtuvo un crecimiento
esperado en la primera semana, los valores de temperatura oscilaron entre 14 °C y 23 °C
para la cepa Orovilca y de 14 °C y 25 °C para la cepa Paracas. El medio de cultivo presento
pH entre los valores de 9.69 - 10.10, se consideran rangos de pH de 9.50 - 10.00 como
optimos y como valor critico pH > 10.50 (Whitton y Potts, 2012), donde la tasa de
crecimiento maxima se obtuvo alrededor de un pH de 9.8 y cuando se incubo a pH 7.0 la
tasa de crecimiento se inhibi6 severamente, este requisito de pH alto define claramente a
Arthrospira platensis como un alcalofilo obligatorio.

La fuente de nutrientes para “espirulina” debe estar constituida por componentes quimicos
basicos para que realice la sintesis de las sustancias organicas; se requiere una buena fuente
de nitrégeno, para producir compuestos proteicos, una caracteristica resaltante de A.
platensis, segin como lo sugiere Yilmaz y Sezgin (2014). Las fuentes de nitrogeno
inorganico que la célula de “espirulina” puede utilizar son compuestos de nitrato NO=,
amonio NH*™ y urea CO(NH>),; tanto el tipo como la cantidad de la fuente de nitrégeno en
el medio de cultivo puede influir en el crecimiento, composicion y alterar la productividad
de biomasa (Colla et al, 2007). Se considera que el costo de los nutrientes es el segundo
factor importante que influye en el costo de produccion de biomasa de “espirulina”, después
se encuentra la mano de obra (Madkour et al, 2012). Se utilizo nitrato de amonio NH4NO;
como fuente de nitrégeno inorganico alternativo por su bajo costo y una fuente de oligo-
micronutrientes. El régimen de alimentacion fue diario durante todo el tiempo de estudio,
se agregd concentraciones de 20 g de NH4NO3 y 100 mL de mix de nutrientes a cada una
de las pozas experimentales para un crecimiento aproximado de 0.05 - 0.1 g/L. Los mayores

rendimientos de biomasa de hasta 3.5 g/L se observaron a 2.5 g/L de nitrato (Celekli y
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Yavuzatmaca, 2009), demostrando que las concentraciones de nitrato en el medio de
cultivo se pueden reducir (4:1), sin pérdida de productividad, siendo un importante factor
de ahorro de costos en cultivos a gran escala (Colla at al, 2007). Se puede obtener una
produccion de biomasa de 3.495 g/L usando 2500 mg/L de NO y 1500 mg/L NaCl, como
también el mayor rendimiento de clorofila “a” con 29.92 mg/L, llevados a cabo en sistemas
cerrados in vitro y en volimenes pequefios de 100 mL (Celekli y Yavuzatmaca, 2009). Para
la produccion de biomasa en nuestro estudio los valores de NO™ en el cultivo fueron los
siguientes: para la cepa Orovilca un promedio de 207.90 mg/L y para la cepa Paracas
407.14 mg/L de NO? en la etapa de pre-cosecha, mientras que en la etapa de post-cosecha
para la cepa Orovilca un promedio de 523.76 mg/L y para la cepa Paracas > 900 mg/L. El
mayor rendimiento de clorofila “a” se presento en la cepa Orovilca con 11.166 ug/L, no se
concuerda con los resultados de otros investigadores porque durante el monitoreo se puede
observar oscilaciones de productividad con concentraciones heterogéneas de NO?3. La
causa de la diferencia de los resultados con otros investigadores puede deberse a que el
presente estudio se llevd a cabo en volumenes de 1200 L en pozas experimentales en
sistema de biorreactores raceways al aire libre y esto puede influir en los rangos, debido a
bacterias nitrificantes en el medio ambiente y en el cultivo que alterar las cantidades de este
compuesto.

Como fuente de carbono se utilizo el bicarbonato de sodio NaHCOj3 presente en el medio
base enriquecido por sales, otra forma de tomar carbono es la alta eficiencia de fijacion de
CO; de manera natural, esto favorece al medio de cultivo dando un valor de pH 6ptimo de
10, proporcionando mayor tasa de crecimiento del organismo (Ramanan et al, 2010). Se
documenta que los valores mas bajos de biomasa de “espirulina” se obtuvieron con
concentraciones de 3.0 g/L de bicarbonato y de 0.7 g/L de salinidad y la mayor
productividad de biomasa con concentraciones de 1.6 y 4.4 g/L. de bicarbonato, salinidad
(Vasquez et al, 2014). En el presente estudio se utilizé 16 g/ de NaHCO; cantidad cuatro
veces superior a su maximo, nos brind6 una alta alcalinidad en el medio de cultivo y la
cantidad de salinidad fue de 8.29 ppt para la cepa Orovilca y 16.12 ppt para la cepa Paracas.
En comparacion con otras investigaciones estos valores brindaron la productividad
esperada.

Los filamentos o tricomas de “espirulina” cultivadas en los sistemas de biorreactores
raceways al aire libre cambiaron de la forma espiral tipica a una forma recta llamada a este
cambio linealizacion de tricomas. La linealizacion de los filamentos segin Wang y Zhao
(2005), es una variacion en el nivel genético que podria ser inducida por factores
ambientales. Esto se observo este caso en los cultivos de la cepa Paracas, presentando la
mayor cantidad de tricomas rectos, en un 37 % al inicio y 32 % al final de la evaluacion

del cultivo (ver Anexo, Figura 25). También se pudo apreciar el cambio de color del cultivo
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con el transcurso de los dias de verde a un verde caqui y la ultima semana de color marron
con posterior muerte del cultivo (ver Anexo, Figura 26). Se aprecié también aglomeracion
de tricomas con presencia de mucilago; esto se debe al efecto de la radiacion ultravioleta
(Huarachi et al, 2015). Se demostré que la morfologia de “espirulina” cambia de forma
espiral tipica a una forma recta por exposicion directa a la radiacion ultravioleta de los
rayos solares con PAR de 1625 pmol/m?%/s; sin embargo, la tasa de crecimiento no fue
afectada significativamente. En el cultivo de la cepa Orovilca se presentd menor cantidad
de tricoma rectos con 1.3 % al inicio y 3 % al final de la evaluacion. Esto muestra que no
hubo una fotoinhibicion marcada en esta cepa: el cultivo mantuvo el color verde
caracteristico durante los 30 dias de estudio, los valores minimos de PAR fueron 945 -
1140.30 umol/m?%/s y los valores maximos fueron 1633.80 - 1646.40 umol/m?/s durante el
tiempo que duro el estudio. La cepa Orovilca mostro algunos tricomas con mayor
compresion de sus ondas con respecto a la cepa Paracas que en su mayoria presento
linealizacion, esto concuerda con algunas investigaciones donde la compresion de las
espirales en un paso de la hélice mas apretado condujo a una menor fotoinhibicién
expuestos a 1500 pmol/m?/s (Ma y Gao, 2009). En la cepa Orovilca la compresion de sus
tricomas muestran una respuesta de defensa fisioldgica a las radiaciones solares, no observa
estrés fisiologico a grandes rasgos que puedan influir en la productividad y todo lo contrario
con la cepa Paracas, ésta present6 un estrés fisioldgico, fotoinhibicion y linealizacion muy
marcado afectando la productividad. La linealizacién es una condicién que rara vez se
revierte en sistemas al aire libre (Wang y Zhao, 2005), durante el estudio no se observo
ninguna reversion de tricomas rectos a ondulados; varios investigadores mencionan que el
periodo de adaptacion puede variar en distintas cepas de 4. platensis ya que su respuesta a
una tension de luz puede diferir significativamente, aunque se hayan cultivado en las
mismas condiciones (Richmond y Hu, 2013; Huarachi et al, 2015; Vonshak, 1997). Se
observo en la cepa Orovilca la mayor presencia de tricomas ondulados con 99 % y Paracas
con 63 % al inicio del cultivo y al final con 97 % y 68% respectivamente. La poblacion
predominante al inicio del cultivo en la cepa Orovilca es de tricomas de dos ondas con 39
% vy al final con tres ondas siendo un 33 %, mientras que la cepa Paracas la poblacion
predominante al inicio del cultivo es de tricomas rectos con 40 % y al final del cultivo
repitiendo la poblacion de tricomas rectos con 32 %.

La determinacion de la productividad superficial y volumétrica de A. platensis en el
biorreactor raceway en la etapa pre-cosecha para la cepa Orovilca, se realizo en el dia 19 y
fue de 3.8421 g/m?% dia y 0.0358 g/L/dia, respectivamente. Para la cepa Paracas se
determino el dia 20 y fue de 3.5500 g/m*/dia y 0.0178 g/L/dia respectivamente. El cultivo
se continud hasta los 30 dias dando nuevos valores de productividad, a esta etapa se le

llamo post-cosecha, presentado los siguientes valores para la cepa Orovilca con 3.5000
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g/m?/dia'y 0.0390 g/L/dia y para la cepa Paracas con 0.4444 g/m?*/dia y 0.0022 g/L/dia. Los
valores de productividad general superficial y volumétrica de biomasa seca durante el
tiempo de estudio (pre-cosecha y post-cosecha) con la cepa Orovilca fueron 3.6711
g/m?/dia y 0.0374 g/L/dia, mientras que para la cepa Paracas fueron de 1.9972 g/m?/dia y
0.0100 g/L/dia, respectivamente. Por consiguiente, se puede observar una superioridad de
productividad de la cepa Orovilca en todas las etapas del cultivo a una temperatura
promedio de 20.82 °C. En los estudios de (Radmann et al, 2007) encontraron que la mayor
productividad (Px) y velocidad maxima especifica (umax) de A. platensis, se presentaron
en la prueba con Px: 0.0462 g/L/dia y umax: 0.138 dia™!; donde la concentracion de mezcla
o concentracion final del crecimiento de un cultivo fue de 0.4 g/L, la tasas de renovacion
con 40%, con medio Zarrouk al 20% y todos llevados a cabo a una temperatura promedio
de 30 °C, todos los valores altos de ux fueron aquellas donde la concentracion de mezcla
nunca fue superior a 0.45 g/L, lo que probablemente permite una eficiencia fotosintética
optima o semi-optima. En los estudios de (Ponce, 2013) llevadas a cabo en la planta piloto,
con sistemas de estanques abiertos “raceways” las instalaciones fueron de tipo invernadero
(con plastico resistente a la luz UV); las respuestas indicaron que la medida de produccion
fue diaria de 3 g/m? en otofio-invierno y 4 g/m? en primavera-verano, empleando una
temperatura de cultivo < 30 °C y un pH entre 9 — 11. En nuestro estudio la cepa Orovilca
presentd mayor productividad general con 3.6711 g/m?/dia con respecto al investigador en
mencion, a pH entre 9.39 - 10.19 y a una temperatura del medio de cultivo de 17 £ 0.5 °C
y mientras las cepas Paracas presenta una menor productividad general con 1.9972
g/m?/dia, pH entre 9.69 - 10.10 a una temperatura del medio de cultivo de 16.5 +0.5. La
diferencia con Ponce (2013) radica en el tipo de biorreactor raceway utilizado y en la latitud
ejecutada en la investigacion, en nuestro trabajo de estudio no fue aplicado ningtn tipo de
invernaderos y los resultados de productividad fueron llevados a cabo en latitud Sur (-
14.1737219, -75.3779765) durante el mes de junio, donde se presenta la estacion de
invierno. Los estudios de Zhang et al (2015) realizados en biorreactores a escala de
laboratorio de cultivo adjunto de aire libre; obtuvieron que la productividad de biomasa
basada en el area unitaria del sustrato en cuatro superficies cultivadas en EFC (tela de
flocado electrostatico), oscild entre 6 - 7 g/m?/dia. Segin estos investigadores se mostraron
una pequea variacion en la productividad del cultivo, debido a la temperatura inestable de
15-33°C yun PAR de 1000 - 2000 umol/m?/s durante el cultivo al aire libre. Los maximos
valores de productividad de biomasa fueron de 14 y 18 g/m?*/dia, estos valores obtenidos
del cultivo adjunto al aire libre es mucho mas alto que los registrados en estanques abiertos.
Dando constancia que los resultados de los investigadores anteriormente mencionados, son
superiores a la productividad de la cepa Orovilca 3.6711 g/m*dia y la cepa Paracas 1.9972

g/m?/dia, en cambio los méaximos valores de productividad de biomasa seca unitaria de la
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cepa Orovilca se acerca mas a los valores presentados por Zhang et al (2012), Orovilca con
10 y 14 g/m?*dia, en cambio la cepa Paracas con 7'y 10 g/m?/dia.

Durante el evaluacion del cultivo de “espirulina” en los biorreactores raceways, se
determiné y estandarizo la profundidad de suspension siendo de 20 cm y la velocidad de
mezcla en promedio de 30 - 40 cm/s; en concordancia con los trabajos de Richmond y Hu
(2013) donde consideran de 15 - 40 cm de profundidad y la velocidad de mezcla de 5 - 60
cm/s, asi como también se toma referencia los estudios de Ponce (2013) con 20 cm de
profundidad y 25 cm/s de agitacion; dando en ambos casos un crecimiento Optimo,
iniciaron la agitacion durante los primeros rayos solares (6 am.) y finalizaron en la tarde (6
am.). El efecto de la agitacion turbulenta tiene que ver con el rol de la disponibilidad de la
luz y su distribucion en cultivos densos, asi como también se afirma que el aumento de la
productividad es el resultado de una mejor absorcion de nutrientes y eliminacion de
oxigeno toéxico debido a la agitacion (Vonshak, 1997). Si el cultivo no se mezcla la
“espirulina” en la superficie pueden ser fotoinhibidas mientras que en la parte inferior
estaria limitada por la luz, debido a los efectos de auto-sombra. Por lo tanto, es esencial
regular la profundidad del estanque y las velocidades de mezcla para optimizar la
productividad (Richmond y Hu, 2013). Es esencial compensar la pérdida del medio de
cultivo (agua) por evaporacion del dia anterior, como lo sugiere Zhang et al (2015). Por lo
que, se procedi6 a agregar agua dura e intercalo con medio base en las primeras horas del
dia, esto se realiz6 diariamente.

Los analisis de pigmentos realizados a cada una de las cepas en estudio, dieron resultados
diferentes entre la cepa Orovilca y Paracas: 10.1047 ug/L y 2.5990 ug/L de C-ficocianina
pura, 11.1160 ug/L y 4.4112 ug/L de clorofila “a” y 10.0205 ug/L y 6.6102 ug/L de
carotenoides, respectivamente para cada cepa. Esto se debe a la exposicion directa del
cultivo al aire libre y por ende a la radiacion solar, como lo muestran los siguientes estudios.
La produccion de clorofila “a” por A. platensis en respuesta a diferentes radiaciones
obedece a un mecanismo de fotoadaptacion en cianobacterias, la “espirulina” puede
responder a diferentes intensidades y radiacion cambiando el contenido de clorofila y
carotenoides; por lo tanto, la calidad y cantidad de luz son dos posibles variables cuya
manipulacion podria aumentar la produccion total de estos pigmentos (Huarachi et al,
2015). El color de la biomasa seca pulverizada utilizada en estas pruebas nos da un indicio
directo de los resultados de analisis de pigmentos, siendo la cepa Orovilca de color verde
y la cepa Paracas verde caqui, segun la escala de PANTONE® (ver Anexo, Figura 27). Este
analisis muestra que los resultados de pigmentos pueden servir de indicador de calidad de

la “espirulina” en polvo en la industria alimentaria u otros.
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V. CONCLUSIONES

Al término del trabajo de investigacion se llegd a las siguientes conclusiones:

1.

La cepa 4. platensis Orovilca presentd mayor productividad superficial (3.6711
g/m?/dia) y volumétrica (0.0374 g/L/dia) que la cepa A. platensis Paracas con 1.9972
g/m?/dia y 0.0100 g/L/dia, respectivamente.

La cepa A. platensis Orovilca tuvo una mejor velocidad especifica de crecimiento
(ux=0.0035 (g/L)h") y tiempo de duplicacion (td=182.40 h) que la cepa A. platensis
Paracas que presento 0.0015 (g/L)h™! y 433.21 h, respectivamente, en la etapa pre-
cosecha.

La cepa A. platensis Orovilca tuvo una mejor adaptacion morfoldgica en el medio
de cultivo, con un 98% de tricomas ondulados y 2% de tricomas rectos, frente a la
cepa A. platensis Paracas con 68% y 32 % respectivamente.

A. platensis Orovilca generd mayor biomasa seca en el dia 19 (391g) que la cepa 4.
platensis Paracas en el dia 20 con 369 g.

Se obtuvo mayor concentracion de ficocianina 10.1047 %, clorofila “a” 11.1660
ng/L y carotenoides 10.0205 pg/L con la cepa A. platensis Orovilca en comparacion
con la cepa A. platensis Paracas, que genero ficocianina 2.5990 %, clorofila “a”
4.4112 pg/L y carotenoides 6.6102 pg/L.

No hay diferencia significativa en la produccion superficial y volumétrica de

biomasa seca entre las cepas A. platensis Orovilca y 4. platensis Paracas.
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VI. RECOMENDACIONES

El cambio de color de un cultivo de “espirulina” de verde oscuro a verde caqui, es
un indicativo de la necesidad de un sombreado.

Es necesario monitorear y registrar la cantidad de nutrientes agregados al medio de
cultivo y no exagerar en medios nuevos, solo se considera agregar una cantidad
adecuada de nutrientes después de una cosecha de biomasa hiimeda, realizada esto,
se debe recuperar la concentracion umbral retirada del medio del cultivo.

Para lograr que los cultivos de “espirulina” tengan tricomas onduladas con 3,4y 5
ondas; si es necesario agregar cultivos nuevos a los viejos para mantener una
morfologia adecuada.

Para obtener un medio de cultivo optimo se debe considerar mantener el rango de
pH entre 9.50 y 10.00 o mayores a estos, se puede agregar medio base o inyectar

CO; industrial.
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VIII. ANEXOS

Figura 13. Las cepas 4. platensis Orovilca y A. platensis Paracas en tubos Falcon de 10

mL, en el laboratorio de Alimenta Algae S.A.C.
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Figura 14. Documento de adquisicion de las cepas A. platensis Orovilca y A. platensis

Paracas por el Instituto del Mar del Perd (MARPE).
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Tabla 6. Medio espirulina modificado (MEM).

SOLUCION VOLUMEN COMPONENTES CONCENTRACION CONCENTRACION
DE STOCK FINAL DEL MEDIO
SS 1 500 mL NaHCO; 13.61 g 4.05/102 M
Na,CO; 4.03 g 9.50/10° M
KCL 042 ¢
Resultado en un pH de 9.0 — 9.2
SS I 500 mL NaNO; 250¢g 7.35/10° M
K>SO4 1.00 g 1.43/10°M
NaCl 1.00 g 4.27/10° M
MgS04.7H0 020¢g 4.15/10* M
CaCl,.2H,0 0.04 g 9.01/10° M
FeS04.6H,0 0.01g 1.64/10° M
EDTA 0.08 g
Solucion de 5.0 mL
micronutrientes
Da un resultado de un pH de 3.8 — 4.0
Tabla 7. Soluciéon de micronutrientes.
SOLUCION I SOLUCION II SOLUCION 1y II
900 mL Agua destilada 100 mL Agua destilada Preparacion  por
separado.
19¢ ZiFerMan ™ 07¢g FeS04.7H0 AT

(Zn 12.3 %))

20¢g MnSO4.7H20 04¢g EDTA
10.0 g H3BO3
081g CoCl.6H,O
65¢g Keylate ™ (Mo
6%)
0.005 g CuS04.5H,0
04¢g EDTA
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Tabla 8. Medio base.

MEDIO COMPONENTES VOLUMEN CONCENTRACION

Zarrouk NaHCO; 13.61 g

Spirulina

Zarrouk K,HPOj, 1L 0.50 g

Spirulina

Zarrouk Na,CO; 1.03 g

Spirulina 403 ¢g

Zarrouk NaCl 020g

Spirulina 1.00 g

Tabla 9. Medio mix de oligo-micronutrientes.

MEDIO COMPONENTES VOLUMEN CONCENTRACION
Zarrouk MnCl,.4H,0O 1.810 g
Spirulina MnSO4.7H,O 1.000 g
Zarrouk 0.049 g
Spirulina Co(NO3)2.6H20 0.200 g
Zarrouk 0.050 g
Spirulina Fe>S04.7H,0 0.100 g
Zarrouk
Spirulina K804 1.000 g
Zarrouk 1L 2.860 g
Spirulina H;BOs 2.000 g
Zarrouk 0.390 g
Spirulina NaMoO4.7H,O 0.200 g
Zarrouk 0.220 g
Spirulina ZnS04.7H,0 1.000 g
Zarrouk 0.040 g
Spirulina MgS04.7H,0 1.000 g
Zarrouk
Spirulina KoHPO, 0.500 g

40



CEECCBLE

T"J-f-?l SE
. n|
G0
e
.Ea Y
FRAGPASE ==

el VI
o= s

Figura 15. Flujograma de desdoble y traspase de indculos (cepa reactivada) a volumenes
mayores.

Figura 16. Traspase de las cepas A. platensis Orovilca y A. platensis Paracas a volimenes
mayores en laboratorio
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Figura 17. Traspase de las cepas A. platensis Orovilca y A. platensis Paracas a volumenes

mayores en medio externo.
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Figura 28. Prototipo de cultivo de espirulina a nivel industrial en un sistema al aire libre

(biorreactor raceway).

Figura 19. El sistema de biorreactor raceways al aire libre con sus dos pozas experimentales

(con malla raschel, dia 0).
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Figura 20. Proceso de cosecha del cultivo de espirulina.
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Figura 21. Biomasa hiimeda de espirulina prensada, llamada “torta”.

Figura 22. Pelletizado de la biomasa himeda prensada en forma de fideos llamada “pellets”

sobre una bandeja del deshidratador de alimentos.

45



Tabla 10. Cinética de crecimiento y parametros fisicos-quimicos de la cepa A. platensis

Orovilca, poza experimental 6C, durante 30 dias.

Tiempo Concentracion pH Temperatura Mayor Salinidad  Evaporacion NO3 NH3
(h) (g/L) (Cultivo) PAR (ppt) del cultivo (mg/L) (mg/L)
(umol/m?/s) (L)
0 0.35 9.60 16 1509.9 9.93 00
24 0.40 9.70 15 1140.3 20 48 0.82
48 0.41 9.74 17 945 20
72 0.42 9.90 16 1539.3 20 95
96 0.42 9.79 22 1451.1 10
120 0.44 9.60 17 1512 25 151.3
144 0.460 1417.2
168 0.48 9.90 17 1533 34
192 0.49 9.36 16 1535.1 6.65 30 270
216 0.50 9.60 16 1572.9 30 1.0
240 0.50 10.04 18 1568.7 33 270
264 0.51 10.14 15 1633.8 6.88 20
288 0.53 10.09 15 1176 17 33
312 0.545 1480.5 20 1.26
336 0.56 10.18 18 1501.5 11
360 0.58 10.09 17 1407 6.83 35 79
384 0.59 10.05 17 1512 24 1.1
408 0.62 10.10 17 1459.5 28 198.6
432 0.70 10.11 16 1526.7 6.80 26
456 0.77 10.13 21 1562.4 26 600
480 0.39 9.42 14 1503.6 60 27
504 0.41 9.48 15 1570.8 9.03 33
528 0.44 9.46 15 1524.6 22 300
552 0.45 9.65 16 1638 9.09 20 33
576 0.48 9.82 17 1524.6 22 515
600 0.48 1646.4
624 0.50 9.46 1520.4 800
648 0.50 9.84 17 1589.7 80
672 0.53 9.90 22 1560.3 40
696 0.56 1566.6 800
720 0.57 1518.3 0.89
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Tabla 11. Cinética de crecimiento y parametros fisicos-quimicos de la cepa A. platensis

Orovilca, poza experimental 6D, durante 30 dias.

Tiempo Concentracion Temperatura Mayor PAR  Evaporacion Salinidad NO? NH3
(h) (g/L) pH Cultivo (°C) (umol/m?/s) @) (ppt)
0 0.35 9.18 16 1509.9 00 9.93
24 0.40 9.34 15 1140.3 20 7.07 48 0.82
48 0.40 9.49 17 945 20
72 0.43 9.57 16 1539.3 20 95
926 0.45 9.90 23 1451.1 10 7.20
120 0.46 9.60 17 1512 20 151.3
144 0.465 1417.2
168 0.47 9.67 17 1533 36
192 0.48 9.77 16 1535.1 30 270
216 0.49 9.88 16 1572.9 30 7.22 1.0
240 0.49 9.92 18 1568.7 35 270
264 0.50 10.05 15 1633.8 20 7.56
288 0.53 10.11 15 1176 16 33
312 0.525 1480.5 20 1.26
336 0.52 10.14 18 1501.5 10
360 0.53 10.15 17 1407 30 79
384 0.53 10.18 17 1512 24 7.68 1.1
408 0.57 10.19 17 1459.5 28 198.6
432 0.63 10.23 16 1526.7 28 7.61
456 0.66 10.25 21 1562.4 26 600
480 0.34 9.30 14 1503.6 20 27
504 0.35 9.37 15 1570.8 40
528 0.40 9.60 15 1524.6 28 9.65 300
552 0.41 9.48 16 1638 30 3.3
576 0.42 9.65 17 1524.6 27 9.77 515
600 0.43 9.76 17 1646.4 26
624 0.445 1520.4 800
648 0.46 9.76 17 1589.7 40
672 0.48 9.80 15 1560.3 30
696 0.51 9.90 21 1566.6 28 800
720 0.51 1518.3 0.89
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Tabla 12. Cinética de crecimiento y parametros fisicos-quimicos de la cepa A. platensis

Paracas, poza experimental 6G, durante 30 dias.

Tiempo Concentracion Temperatura Mayor PAR  Evaporacion Salinidad NO3 NH3
(h) (g/L) pH Cultivo (°C) (umol/m?/s) L) (ppt)
0 0.29 9.70 17 1509.9 00 112 0.55
24 0.30 9.70 16 1140.3 20 14.36 21
48 0.32 9.80 16 945 20 0.19
72 0.33 9.80 17 1539.3 20 4.2
96 0.35 9.80 16 1451.1 24 14.10
120 0.42 9.80 21 1512 20 139.2
144 0.435 1417.2
168 0.45 9.76 23 1533 30 655
192 0.48 9.90 23 1535.1 40 0.32
216 0.50 9.95 15 1572.9 40 14.28 6.6
240 0.54 9.77 23 1568.7 26
264 0.52 9.99 16 1633.8 30 14.08 123
288 0.54 9.91 15 1176 26
312 0.55 1480.5
336 0.56 10.01 16 1501.5 26 796.8
360 0.57 10.03 15 1407 26 13.48 3.12
384 0.60 10.07 15 1512 25 416.4
408 0.61 1459.5
432 0.62 10.10 14 1526.7 24 13.42 250 0.55
456 0.67 10.11 14 1562.4 26 112
480 0.68 10.18 15 1503.6 30 21 0.19
504 0.31 1570.8
528 0.29 1524.6 4.2
552 0.26 1638
576 0.29 1524.6 139.2
600 0.30 1646.4
624 0.35 1520.4 655 0.32
648 0.33 1589.7
672 0.29 1560.3 6.6
696 0.27 1566.6
720 0.24 1518.3
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Tabla 13. Cinética de crecimiento y parametros fisicos-quimicos de la cepa A. platensis

Paracas, poza experimental 6H, durante 30 dias.

Tiempo Concentracion Temperatura Mayor PAR  Evaporacion Salinidad NO? NH3
(h) (g/L) pH Cultivo (°C) (umol/m?/s) L) (ppt)
0 0.39 9.68 22 1509.9 00 17.26 100 0.40
24 0.40 9.79 20 1140.3 20 0.33
48 0.42 9.88 16 945 20 20.4
72 0.435 1539.3 20
96 0.45 9.94 14 1451.1 24
120 0.48 9.95 19 1512 20
144 0.49 9.98 21 1417.2 17.02
168 0.52 9.98 20 1533 30 335
192 0.53 9.78 19 1535.1 40 16.20
216 0.54 9.94 19 1572.9 40 5142
240 0.545 1568.7 26
264 0.55 9.76 15 1633.8 30 17.80 900
288 0.56 9.70 20 1176 26
312 0.57 9.72 25 1480.5 18.00
336 0.58 9.75 20 1501.5 26 980
360 0.60 9.77 17 1407 26 18.82 1.7
384 0.62 9.92 15 1512 25 920
408 0.64 1459.5
432 0.68 9.87 18 1526.7 24 725.3
456 0.70 9.90 16 1562.4 26
480 0.71 9.98 19 1503.6 30
504 0.29 10.03 20 1570.8
528 0.31 10.02 15 1524.6
552 0.30 1638
576 0.31 1524.6
600 0.33 1646.4
624 0.35 1520.4
648 0.36 1589.7
672 0.37 1560.3
696 0.39 1566.6
720 0.40 1518.3
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Tabla 14. Cinética de crecimiento de las cepas A. platensis Orovilca y 4. platensis Paracas

en un biorreactor raceway, durante 30 dias.

OROVILCA PARACAS
Hora Concentracion Hora Concentracion
(h) de biomasa (h) de biomasa
(g/L) (g/L)

0 0.35 0 0.34
24 0.385 24 0.35
48 0.405 48 0.37
72 0.425 72 0.3825
96 0.435 96 04
120 0.45 120 0.45
144 0.4625 144 0.4625
168 0.475 168 0.485
192 0.485 192 0.505
216 0.495 216 0.52
240 0.495 240 0.5425
264 0.505 264 0.535
288 0.53 288 0.55
312 0.535 312 0.56
336 0.54 336 0.57
360 0.555 360 0.585
384 0.56 384 0.61
408 0.595 408 0.625
432 0.665 432 0.65
456 0.715 456 0.685
480 0.365 480 0.695
504 0.38 504 0.3
528 0.42 528 0.3
552 0.43 552 0.28
576 0.45 576 0.3
600 0.455 600 0.315
624 0.4725 624 0.35
648 0.48 648 0.345
672 0.505 672 0.33
696 0.535 696 0.33
720 0.54 720 0.32
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Figura 23. Observacion morfoldgica de los tricomas ondulados y rectos en la camara

Sedgewick-Rafter: a) A. platensis cepa Orovilca, b) A. platensis cepa Paracas.
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Tabla 15. Conteo de tricomas ondulados y rectos en el cultivo de las cepas 4. platensis

Orovilcay 4. platensis Paracas en sus respectivas pozas experimentales.

Cepas Concentraciéon Cédigo Tricomas Tricomas rectos
(g/L) ondulados (N°. mL)
(N°. mL1)
0.33 6C 70 800 00
0.70 216 000 00
Orovilca
0.37 6D 56 000 1 800
0.63 176 000 12 000
0.29 6G 33200 18 600
0.62 138 400 52200
Paracas
0.39 6H 52 000 32 000
0.70 140 800 78 200

Tabla 16. Conteo de tricomas por ondas en el cultivo de las cepas A. platensis Orovilca y

A. platensis Paracas en sus respectivas pozas experimentales.

N.° de tricomas

Cepas (g/L) Cod.
1 2 3 4 5
ondas ondas ondas ondas Ondas rectos
0.33 2100 30400 26900 11400 00 00
6C
0.70 4400 60400 73600 71200 6400 00
Orovilca
0.37 15000 20200 17400 2800 600 1800
6D
0.63 50400 50400 60000 10200 5000 12000
0.29 6000 14200 8800 800 400 21600
6G
Paracas 0.62 45800 60400 21000 7600 3800 52000
0.39 13000 25600 5800 6800 800 32000
6H
0.70 43800 63600 19800 6600 6400 78800
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Tabla 17. Productividad superficial y volumétrica de la cepa A. platensis Orovilca, en el

biorreactor raceway, durante 30 dias.

Tiempo PRODUCTIVIDAD OROVILCA
@ SUPERFICIAL VOLUMETRICA
(g/m?/dia) (g/L/dia)
0 7 0.035
1 4 0.02
2 4 0.02
3 2 0.01
4 3 0.015
5 2.5 0.0125
6 2.5 0.0125
7 2 0.01
8 2 0.01
9 0 0
10 2 0.01
11 5 0.025
12 1 0.005
13 1 0.005
14 3 0.015
15 1 0.005
16 7 0.035
17 14 0.07
18 10 0.05
19 -70 -0.35
20 3 0.015
21 8 0.04
22 2 0.01
23 4 0.02
24 1 0.005
25 3.5 0.0175
26 1.5 0.0075
27 5 0.025
28 6 0.03
29 1 0.005
30 0 0
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Tabla 18. Productividad superficial y volumétrica de la cepa 4. platensis Paracas, en el

biorreactor raceway, durante 30 dias.

Tiempo PRODUCTIVIDAD PARACAS
@ SUPERFICIAL VOLUMETRICA
(g/m?/dia) (g/L/dia)
0 2 0.01
1 4 0.02
2 2.5 0.0125
3 3.5 0.0175
4 10 0.05
5 2.5 0.0125
6 4.5 0.0225
7 4 0.02
8 3 0.015
9 4.5 0.0225
10 -1.5 -0.0075
11 3 0.015
12 2 0.01
13 2 0.01
14 3 0.015
15 5 0.025
16 3 0.015
17 5 0.025
18 7 0.035
19 2 0.01
20 -79 -0.395
21 0 0
22 -4 -0.02
23 0.02
24 3 0.015
25 0.035
26 -1 -0.005
27 -3 -0.015
28 0 0
29 -2 -0.01
30 0 0
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Tabla 19. Determinacion cuantitativa de ficocianina pura y cruda del cultivo de 4. platensis

Orovilcay 4. platensis Paracas.

Cepa % C-Ficocianina pura % C-Ficocianina cruda
Orovilca; 10.433 22.4670
Orovilca; 9.9673 21.4635
Orovilcas 9.9139 21.3424
Paracas; 2.7508 5.9236
Paracas; 2.6180 5.6376
Paracas; 2.4283 5.2291

Tabla 20. Determinacion cuantitativa de Clorofila “a” y “%” del cultivo de 4. platensis

Orovilcay 4. platensis Paracas.

Cepa Clorofila a (ug/L) % Clorofila
Orovilca: 11.3397 0.5552
Orovilca: 12.0840 0.6090
Orovilcas 10.0743 0.5053
Paracas: 4.3281 0.2101
Paracas: 4.4161 0.2164
Paracass 4.4895 0.2232

Tabla 21. Determinacion cuantitativa de Carotenoides “%” del cultivo de A. platensis

Orovilca y A. platensis Paracas.

Cepa Carotenoides (ug/L) % Carotenoides
Orovilca: 10.4342 0.5108
Orovilcaz 11.0766 0.5582
Orovilcas 8.5508 0.4288
Paracas: 6.4735 0.3146
Paracas: 6.6312 0.3250
Paracass 6.7260 0.3344
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Figura 24. Color del cultivo al inicio de su crecimiento en el biorreactor raceway; parte

superior (cepa Orovilca) e inferior (cepa Paracas).
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Figura 25. Observacion morfoldgica de espirulina, tricomas rectos y ondulados de las cepas

Orovilca y Paracas de sus respectivas pozas experimentales.
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Figura 26. Color marrén del cultivo de la cepa A. platensis Paracas, al final del estudio;

izquierda (poza experimental 6G) y derecha (poza experimental 6H).
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Figura 27. Color de las muestras secas de espirulina: a) cepa Orovilca color (PMS 371),

b) cepa Paracas color (PMS 3995), ¢) Tabla de escala de PANTONE® (PMS).
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