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Resumen

Se estudid la influencia de las variables proporcion agua de mar (%) y concentracion de bicarbonato en la
produccién de biomasa de Spirulina sp., utilizdndose un Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) para
evaluar las regiones optimas de produccion de biomasa (¢), fase de adaptacion (L) velocidad especifica de
crecimiento (p) y tiempo de generacion (G), empledndose en cada ensayo el modelo matematico de Gompertz.
Se obtuvo el mayor valor de biomasa (¢) log N/Ng: 0,928 a las168,8 horas en un medio de cultivo con pH de
8,8+0,1; a temperatura de 25°C; con salinidad de 1,2% y 1,6 g/L de bicarbonato. El menor valor de ¢ fue de
0,45+0,01; obtenido coincidentemente en las repeticiones del punto central, utilizando una salinidad de 0,7% y
3,0g/L de bicarbonato en un medio con pH de 9,1+0,4 a 25°C; lo que demuestra la importancia de la salinidad
aportada por volumen de agua de mar en relacidn al bicarbonato, en la produccion de biomasa de Spirulina. La
iluminacion fue de 2,7+1,2 KkiIx, proporcionada por un Diodo Emisor de Luz Blanca (DELB) por 12 horas
continuas y con una inyeccion de 0,86+0,09 L/s de aire por fotobiorreactor de 200 mL de capacidad.
Solamente los valores de ¢ se ajustaron adecuadamente a la Superficie de Respuesta con un R? de 0,99 para un
modelo matematico cuadratico y p < 0,05, con un error absoluto medio de 2,4%.

Palabras clave: Spirulina sp., agua de mar, Diodo Emisor de Luz Blanca, bicarbonato, modelo de Gompertz.

Abstract

The study focused on the influence of the variables seawater proportion (%) and bicarbonate concentration on
Spirulina sp. biomass production, using a Central Composite Rotational Design (CCRD) to evaluate the
optimal regions of biomass production (¢), adaptation phase (L), specific growth rate (1) and generation time
(G), using for each treatment the Gompertz mathematical model. The highest values of biomass (¢) log N/Ng:
0.93 were obtained at 168.8 hours; in a culture medium with pH 8.8+0.1; at a temperature of 25°C; with
salinity of 1.2% and 1.6 gL of bicarbonate. The lowest value of ¢ was 0.45+0.01; coincidentally obtained in
repetitions of the central point, using a salinity of 0.7% and 3.0g/L of bicarbonate; in a medium with pH
9.1+0.4 to 25°C; which shows the importance of salinity provided by the volume of seawater relative to
bicarbonate, in the production of Spirulina biomass. The lighting was 2.7+1.2 klx, provided by a White Light-
Emitting Diode (WLED) during 12 continuous hours and an air injection of 0.86+£0.09 L/s by a photo
bioreactor with a 200 mL capacity. Only the values of ¢, adjusted properly to the Response Surface with an R
of 0.99 for a quadratic mathematical model and p < 0.05 with a 2.4% average absolute error.

Keywords: Spirulina sp., sea water, White Light-Emitting Diode, bicarbonate, Gompertz model.

1. Introduccion puede colonizar ambientes, que para otros
La Arthrospira (Spirulina) platensis es una  microorganismos no son adecuados.
cianobacteria filamentosa, multicelular que  Habita en cuerpos de agua alcalinos y

* Autor para correspondencia DOI: 10.17268/sci.agropecu.2014.04.04
E-mail: vvasquezv@upao.edu.pe (V. Vasquez-Villalobos).
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algunos entornos marinos  (Vonshak,
1997). La Spirulina es conocida por ser
rica en proteina altamente digestible, posee
productos de gran importancia como las
ficobiliproteinas (ficocianina y
aloficocianina), aminoacidos esenciales,
minerales, vitaminas, (carotenoides, [-
caroteno, provitamina A, B, y otras
vitaminas del grupo B) y acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs: polyunsaturated
fatty acids) (Belay, 2002).
Especificamente, es una de las pocas
fuentes de acido y-linolénico, conocido por
disminuir la accién de los triglicéridos en
el suero y lipoproteinas de baja densidad,
poseen efecto antiinflamatorio y accién
inmuno  regulatorias  del  potencial
aterogénico que favorece la biosintesis de
la prostaglandina macrofaga serie-1
(Dawczynski et al., 2011; Fan y Chapkin,
1998, Kay y Barton, 1991; Ono y Cuello,
2004). Pequefias cantidades de suplemento
de Spirulina ayudan al sistema inmune de
los componentes humoral vy celular
(Qureshi y Ali, 1996; Qureshi et al., 1996).
Por esta razon la Spirulina es muy
estudiada y su produccion comercial se
enfoca en la alimentacion humana, animal
y productos farmacéuticos. La Spirulina
crece  naturalmente en  condiciones
alcalinas con alta salinidad y es obtenida
comercialmente en medios liquidos con
energia luminica, aire y suplementacién
mineral (Mahajan y Kamat, 1995).
Asimismo requiere relativamente de
valores altos de pH entre 9,5y 9,8 (Belkin
y Boussiba, 1971), lo que inhibe
eficazmente la contaminacion de la
mayoria de cultivos algales. En el cultivo
de Spirulina se ha usado agua con alto
nivel de carbonatos con altos valores de
pH, provenientes de rios a efectos de
reducir los costos de produccién (Vieira et
al., 2004). Histéricamente personas que
vivian cerca al lago Chad en Africa y los
Aztecas al lago Texcoco en Méjico, han
utilizado S. platensis extraidas de estas
aguas como alimento, después de haberlas
secado (Singh, 1998; Estrada et al., 2001).
Madkour et al. (2012) reportan el empleo

de Dbicarbonato (NaHCOs3;) en una
concentracién de 16,8 g/L como fuente de
carbono en el medio Zarrouk, manteniendo
la misma proporcion en un medio de costo
reducido aplicando bicarbonato grado
comercial. La Spirulina ha ganado
considerable atenciébn como fuente de
nutracéuticos (Belay et al., 1993). Entre
los cuales, los pigmentos como la
ficocianina, presenta interés comercial
debido a sus aplicaciones y procedimientos
de  extraccion  relativamente  fécil.
Pigmentos a partir de microalgas que
actualmente gozan de alta demanda son las
ficobiliproteinas, f-caroteno y luteina. f-
caroteno producidos a partir de microalgas
tiene un costo de 1000 US$/kg, comparado
con 500 US$/kg para su equivalente
sintético, siendo el p-caroteno preferido en
el mercado de la salud debido a su mezcla
de isbmeros cis y trans, con propiedades
anticancerigenas; mientras que el isémero
cis, raramente se expresa en un producto
sintético (Downham y Collins, 2000). Las
ficobiliproteinas son Unicas no sélo debido
a su presencia exclusiva en cianobacterias,
sino también debido a su amplia gama de
aplicaciones comerciales (Moreno et al.,
1995). Debido a sus propiedades
espectroscopicas  distintivas 'y a su
naturaleza no téxica, han encontrado
aplicaciones adicionales en investigaciones
biomédicas, alimentos, medicamentos e
industria cosmética; reemplazando los
pigmentos sintéticos toxicos (Cohen, 1986;
Glazer, 1994). Estudios in vitro e in vivo
en ratas y ratones han demostrado que la
Spirulina proporciona cierta actividad
antioxidante (Deng y Chow, 2010). La
ficocianina contribuye casi 30% de la
biomasa (Garnier y Thomas, 1993). Sin
embargo, las condiciones de cultivo,
determinan el contenido real de estos
pigmentos en la célula (Mérquez-Rocha et
al., 1995). Produccion de Spirulina con
costes reducidos, es necesaria cuando se
considera el cultivo a gran escala para
fines industriales. EI costo de los
nutrientes, es considerado el segundo
principal factor que influye en el costo de
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produccién de biomasa de Spirulina
después de la mano de obra (Vonshak,
1997). Medio de Zarrouk ha servido con
éxito como medio estdndar (ME) para el
cultivo de Spirulina durante muchos afios
(Zarrouk, 1966). En consecuencia, muchos
medios han sido desarrollados utilizando
agua de mar (Faucher et al., 1979), aguas
servidas (Saxena et al., 1982) y efluentes
industriales (Tanticharoen et al., 1993). La
Spirulina se cultiva mayormente utilizando
medios quimicamente definidos (Belay y
Ota, 1994). Una parte significativa de los
costos de produccion es atribuida por estos
productos quimicos. Por lo que la
alternativa del uso de medios de bajo
costos como agua de mar, contribuye a
hacerla mas competitiva para la
produccién de productos de valor
agregado. El desarrollo de los cultivos de
Spirulina en agua de mar, es inevitable
para propagar cultivos al aire libre de esta
cianobacteria en muchas zonas aridas
tropicales, donde las  condiciones
climéaticas son favorables, pero el agua
dulce es escasa (Materassi et al., 1984). Se
han  reportado pocos trabajos de
investigacion sobre el uso de agua de mar
como un medio alternativo, después de un
pretratamiento (Faucher et al., 1979) o
suplementacion con un bajo nivel de
nutrientes especificos en condiciones de
laboratorio (Materassi et al., 1984) o en
piletas al aire libre (Tredici et al., 1986;
Wu et al., 1993). Sin embargo, varios
aspectos fisioldgicos relacionados con la
aclimatacion,  tolerancia al  stress,
produccién de pigmentos y crecimiento en
agua de mar, ha sido considerado
desconocido (Materassi et al., 1984). Por
lo que el uso de un medio conveniente con
agua de mar, es un pre-requisito esencial
para el desarrollo de sistemas de
produccion en masa. En este sentido
Lemma et al. (2010) evaluaron la
idoneidad de tres distintas composiciones
de los medios de cultivo con agua de mar,
en el crecimiento y produccién de
pigmentos a partir de A. platensis. De
acuerdo a lo sostenido por Blanken et al.

(2013) el uso de la luz solar es libre y
abundante. Sin embargo la desventaja es
que incluye ciclos de dia y noche, asi como
cambios por las condiciones estacionales.
Estas fluctuaciones en la irradiacion
pueden prevenirse mediante la aplicacién
de iluminacion artificial, la cual no solo
podria aumentar la productividad, sino
también los costos asociados en el cultivo
de microalgas. Este aumento de coste es
reconocido, pero faltaba adn una
evaluacion cuantitativa detallada. Los
investigadores mencionados, evaluaron
tedricamente los costos y el balance de
energia, relacionados al cultivo de
microalgas empleando luz artificial.
Calcularon que la aplicacion de la luz
artificial aumenta los costos de produccién
por 25,3 $/kilogramo de peso seco de
biomasa. A partir de estos calculos, se
determind que de 4% a 6% de la energia de
alimentacion eléctrica esta fijado como
energia quimica en la biomasa de
microalgas. Pérdida de energia y el
incremento del costo de produccion
pueden ser aceptables en la produccién de
productos de alto valor, pero en general
debe evitarse. Programas de cultivo de
microalgas por lo tanto, deben centrarse en
el empleo de la luz del sol. En este sentido
el requerimiento de luz es uno de los mas
importantes parametros a abordar; la cual
debe ser proveida con adecuada intensidad,
duracion y longitud de onda. Intensidad
excesiva puede conducir a fotooxidacién e
inhibicién, mientras que bajos niveles de
luz limitan su crecimiento. La restriccion
de saturacion de luz puede ser superada
mediante cualquiera de los dos enfoques:
incrementar la eficiencia fotosintética por
ingenieria genética, dirigida a cambiar el
tamafio de antena clorofilica; o
incrementar la  tolerancia al flujo,
adaptando el espectro foténico, junto con
su intensidad y caracteristicas temporales
(Carvalho et al., 2011). Los diodos
emisores de luz (LED: Light Emitting
Diodes) son semiconductores, que al
conectarse los electrones se recombinan
dentro del dispositivo, liberando energia en

-201-



V. Vésquez-Villalobos et al. [ Scientia Agropecuaria 5 (2014) 199 - 209

forma de fotones, produciendo una
intensidad bastante alta 14,7-55,5 W/m?,
comparada con los principales tipos de
emisores de luz artificial (bulbos
incandescentes, lamparas  haldgenas,
lamparas fluorescentes, ldmparas fluores-
centes Gro-Lux), con la mas baja energia
en la region de 400-500 nm de longitud de
onda de 0,04% a 0,08%; la mas alta
energia de emision en la region de 600 a
700 nm de 87,6% a 98,3%, con una muy
baja interconversién de energia en calor
(por debajo de 10%). Hay que precisar que
la luz visible tiene una longitud de onda de
400 a 750 nm (Carvalho et al., 2011). Se
han empleado LED con diferentes
longitudes de onda de luz e intensidades de
iluminacion para explorar los efectos de la
fuente de luz en cultivos fotoautotroficos
de cultivo de Spirulina platensis. De los
resultados  experimentales, se  ha
encontrado que los LED rojos exhiben la
mayor tasa de crecimiento especifico de
0,40 (dias™) bajo la condicion de 3000
umolm?s™, LED azules han mostrado la
menor eficiencia en la conversion de
fotones a biomasa, probablemente debido a
la ausencia de bandas de absorcién de la
clorofila en las longitudes de onda de este
altima. Al comparar la eficiencia
econémica de energia de biomasa, la
utilizacibn de LED rojos  han
proporcionado el rendimiento mas efectivo
para los cultivos fotoautotroficos (Wang et
al., 2007). Dentro de este panorama, en la
presente investigacién se evalu6 la
proporcién agua de mar y bicarbonato en
la produccion de biomasa de Spirulina sp.
empleando iluminacién LED.

2. Materiales y métodos

Materiales y equipos

Medio de cultivo: K,HPO4 (0,07 g/L),
FeSO4 (0,005 g/L), NaNO; (0,1 g/L),
KNO; (0,1 g/L), NaHCO; en las
concentraciones de 1 a 5 g/L, agua de mar
para una salinidad en los rangos de 0,1 a
1,3%; la cual se obtuvo de la playa del
Distrito de Salaverry, Provincia de
Trujillo, Region la Libertad (8°13°21,26”

S, 78°58°54,1770) a una profundidad de
aproximadamente 0,30 m con una densidad
de 1,0248 g/mL determinada con
picnémetro (Simax Czechoslovakia 50
cm®) a una temperatura de 20°C y con una
salinidad estimada de 35 g/kg (3,5%).
Tramitancia a 460nm de 97,4% vy
conductividad eléctrica de 47,9 mS/cm a
20°C. Cepa de Spirulina sp. adquirida de la
Universidad  Alas  Peruanas  Filial
Arequipa, mantenida en ME Zarrouk.
Once (11) fotobiorreactores de vidrio de
300 mL de capacidad, con 200 mL de
medio de cultivo como méaxima capacidad
de operacion. Compresor de aire
automatico de 1,5 HP presion maxima 116
psi con tanque de almacenamiento de 6 L,
fotometro AEMC Instruments Modelo
CAB813, luminaria LED Philips de 10W-
57TmA 220-240V/50-60 Hz de color blanco
gue suministraron a los biorreactores
2,712 klx, interruptor horario para el
control del tiempo de iluminacion,
microscopio optico 40X Leica mod CME,
camara Neubauer, balanza analitica Ohaus
Explorer Pro Modelo EP214c, autoclave
eléctrica vertical Industrias Hospitalarias
S.A.C. 220V-2500W, pH metro Mettler
Toledo con electrodo inlab 43, Software
Statistica 7,0 y Excel 2010.

Metodologia

Para la determinacion de la influencia de la
concentracion de agua de mar vy
bicarbonato  (dos variables) en la
produccion de biomasa de Spirulina sp.
con iluminacion de diodos emisores de luz
(LED) se utiliz6 un Disefio Compuesto
Central Rotacional (DCCR) con dos (2)
niveles 2% + 2*2 puntos axiales + 3 puntos
centrales, obteniéndose  nueve  (9)
tratamientos experimentales y tres (3)
repeticiones, para delimitar la Superficie
de Respuesta. La optimizacion de las
variables que intervienen en el analisis de
la cinética de crecimiento de la Spirulina
sp., se determinaron utilizando el modelo
de matematico de Gompertz. Para la
aplicacion del DCCR se emple6 un valor
a= 2"= 27=1,4142. En la Tabla 1 se
detallan los valores.
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Tabla 1
Valores utilizados en el DCCR para los
factores salinidad y bicarbonato

Variables 42 -1 0 1 2

X;: Salinidad por
agua de mar (%)
Xj: bicarbonato
NaHCO; (g/L)

Para la formulacion del medio de cultivo
se tuvo en cuenta lo reportado por Ayala et
al. (1985) de acuerdo: NaHCOs: 3,0 g/L,
K,HPO,: 0,07 g¢/L, FeSO,: 0,005 g/L,
salitre constituido por: NaNOj: 0,1 g/L,
KNOs: 0,1 g/L, sal cruda de mar: 9,1 g/L
(0,91%). \Variandose los valores de
bicarbonato de sodio (NaHCO3) de 1 a 5
g/L y reemplazando la sal cruda de mar,
por dosificacién agua de mar para obtener
una salinidad en el medio de 0,1% a 1,3%.
El resto de reactivos K,HPQO,, FeSQ,,
NaNO;, KNOs, se mantuvieron constantes
en sus concentraciones; los que se
adicionaron como un patrén en una
cantidad de 10 mL a todos los
fotobiorreactores, asimismo se adicion6 un
mismo volumen de inoculo (10 mL con un
promedio de 31427+1,38x10* células/mL),
completdndose con agua de mar y agua
potable previamente purificada con 0zono
hasta completar 200 mL de capacidad de
operacion. Con los valores determinados
en la Tabla 1, se elabor6 la matriz para el

Dosificacion de aire
Compresor

automatico

|

Relé / mando
electromagnético
Bobina e interruptor

g==

Interruptor
horario

desarrollo de los once (11) ensayos, donde
las variables respuesta fueron los
pardmetros cinéticos de crecimiento:
biomasa ¢: log N/N, (donde N es nimero
de células en el biorreactor a un tiempo
determinado y Nq es nimero de células al
inicio del experimento), fase de adaptacion
(A:  horas), velocidad especifica de
crecimiento (Umax: horas™) y tiempo de
generacion (G: horas). La cuantificacion de
las células de Spirulina se realizo
empleando cdmara Neubauer (1/10 mm
deep, brigth line-Boeco, Germany) cuyos
datos se introdujeron al  modelo
matemético de Gompertz (YA=¢p*exp(-
exp(b-c*TA)), donde YA es el log (N/Ng)
y TA es el tiempo en horas. Las constantes
(¢), (b), (c) se determinaron con el empleo
del software Statistica 7.0; los que
permitieron calcular los valores de A=(b-
1)/¢; Mmax=¢.C; G=In(2)/Umax. LOS cultivos
se  mantuvieron agitados en los
fotobiorreactores por dosificacion de aire
proveniente de la compresora (caudal
promedio: 0,86+0,09 L/s), la cual fue
distribuida a cada uno por mangueras de la
misma longitud (0,60 m) desde el
recipiente distribuidor de aire, en el cual
asimismo se burbujeo el aire a través de
una solucion de NaCl al 5% para evitar la
contaminaciéon ~ del  cultivo.  Cada
fotobiorreactor conto con un ducto de
salida del aire (Figura 1).

Recipiente distribuidor de aire

Ingreso de aire al
fotobiorreactor

I—) Salida del aire

|

Radio del circulo de distribucion de
los fotobiorreactores: 0.20 m
Altura de la luminaria (LED): 0.20 m

Figura 1. Esquema del arreglo de los fotobiorreactores para evaluar la produccion de biomasa de

Spirulina con iluminacién LED.
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La iluminacion fue proporcionada por una
luminaria LED con un valor de 2,7+1,2 KIx
medida en la boca del fotobiorreactor y
7,2+0,1 kIx medida en el punto central del
circulo, la cual fue de 12 horas intercalada
con 12 horas de oscuridad, controlada con
un interruptor horario, extensivo al mando
electromecanico del compresor por accién
de una bobina, la que mantuvo la
operacion del compresor durante las horas
de iluminacion, evitando su
recalentamiento. Asimismo el compresor
actué independientemente de manera
automatica manteniendo el caudal de aire.

3. Resultados y discusion

En la Figura 2 se observa la produccién de
biomasa de Spirulina sometida a los
diferentes ensayos. Se denota que con en
los ensayos E2, E4, E6 se obtienen
mayores valores de biomasa (log N/Ng) a
las168,8 horas, los que fueron 0,928;
0,840; 0,879 respectivamente (84723,
34592, 37842 células/mL), cuyos medios
de cultivo tuvieron la porcentajes mas
elevados de salinidad entre 1,2% y 1,3%.
La presencia de bicarbonato para estos
tratamientos estuvo entre los rangos de 1,6
a 44 g/L. Los valores mas bajos de
produccion de biomasa se dieron con las
repeticiones E9, E10, E11; coincidente-
mente en el punto central. Celekli
Yavuzatmaca (2009) estudiaron el efecto
de la variacion de nitrato (2,0; 2,5; 3,0 g/L
de NaNOs) y sal (0,5; 1,5; 2,0 g/L de
NaCl) en el medio Schltsser (Schlosser,
1982) en la produccion de Spirulina
platensis. Observaron una alta produccién
de biomasa (3,495 mg/L) y clorofila (29,92
mg/L) (p < 0,001) a concentraciones de 2,5
y 15 og/L de NaNO; y NaCl
respectivamente.

Utilizaron para predecir la biomasa los
modelos  modificados de  Richards,
Schnute, Logistico y de Gompertz (con
valores de r? > 0,96 y suma del cuadrado
de los residuos RSS > 0,003), habiendo
determinado que, los modelos se ajustaron
bien a los datos del experimento;
decidiéndose por utilizar el modelo

Logistico Modificado con respecto al
modelo de Gompertz, por su valor bajo de
RSS y valor en la prueba F.

=
1

o
co

o
=Y

YA: Biomasa log (N/N0)
JO (=]

[=]

0 25 50 75 100 125 150 175
TA: tiempo (h)

- EI ) —a—E3
—=—E4 -4--E5 —=—E6
—e E7 —+-E8 —s—E9

Figura 2. Produccion de biomasa de Spirulina
en los diferentes ensayos (condiciones de los
tratamientos E1... E9 en tabla 2).

Sin embargo consideran que, esto no es
determinante. Al respecto Zwietering et al.
(1990) en el modelamiento de crecimiento
de bacterias, asi como Bozkurt y Erkmen
(2001) en el modelamiento de crecimiento
de la enterobacteria Yersina enterocolitica
en queso; encontraron que el modelo de
Gompertz mostrd6 mejor ajuste que el
modelo Logistico. Asimismo Vasquez-
Villalobos et al. (2013) reportaron en
Spirulina mejor desempefio con el modelo
corregido de Gompertz, comparados con
los modelos Logistico y con el de Redes
Neuronales Artificiales (RNA). Mano-
Pappu et al. (2013) utilizaron regresién
lineal multiple (RLM) y RNA para
predecir el crecimiento de Spirulina en
cultivos al aire libre a partir de la
concentracion de biomasa, concentracion
de nitrato, pH, concentracion de oxigeno
disuelto en el liquido, intensidad de luz y
dias de cultivo, medido una vez al dia. Para
este caso el modelo de RNA mostrdé un
error ligeramente mas pequefio que el de
RLM.

Por otro lado Celekli y Yavuzatmaca
(2009) reportan para la Spirulina platensis
valores de 1,29 a 17,45 g¢g/L de valor
asintdtico de la biomasa, el cual es muy
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importante para propdsitos de biotecno-
logia, con tasa de crecimiento () de 0,004
a 0,034 h' y un tiempo lag (1) de 0,012 a
5,85 h. En la presente investigacion se
utiliz6 el modelo modificado de Gompertz
en el cual el valor asintético (¢) se estimod
como recuento de células, cuyo valor fue
calculado como logaritmo del nimero de
células a un tiempo determinado referido al
namero de células iniciales [log (N/No)],
obteniendo siempre al inicio un valor de
cero, lo que sirve para comparar
adecuadamente los diferentes ensayos. La
tasa de crecimiento o velocidad especifica
(W) vari6 de 0,011 a 0,037 h™ y el tiempo
de adaptacion (A) vario desde 7,1 a 48,3 h.
Celekli y Yavuzatmaca (2009) sostienen
gue esto es consecuencia que las especies
tienen diferentes respuestas a diferentes
condiciones medioambientales. Ellos apor-
taron en el medio Schlésser 13,61 g/L de
NaHCO; y 4,03 g/L de Na,COs. En la
presente investigacion llevada a cabo
empleando agua de mar, se incorpord
directamente cantidades bajas de NaNOj;
(0,1 g/L) y KNO;3 (0,1 g/L) comparado con
las utilizadas por Celekli y Yavuzatmaca
(2009). La dosificacion de NaHCO; llego
hasta valores de 5,0 g/L, valor inferior a
los utilizados por los investigadores
mencionados. De acuerdo a Watson (1988)
el agua de mar posee un pH entre 7,5a 8,5,
sus principales componentes del agua de
mar son 1,898% de CI', 0,2649% de SO,
0,014% de HCOj;, 1,0556% de Na,
0,1272% de Mg™, 0,038% de K' y
0,0523% de otros elementos que aportan a
la salinidad total de 3,45%. Observandose
gue el CI' y el Na son los componentes
mas importantes; el aporte de bicarbonato
es muy bajo. El contenido de fosforo es de
0,07 ppm, nitrégeno 0,5 ppm, asimismo el
agua de mar posee una serie de elementos
traza como el litio, iodo, etc. Leema et al.
(2010) evaluaron las perspectivas de
utilizar agua de mar pretratada para el
cultivo de Arthrospira (Spirulina) platensis
en condiciones de laboratorio, utilizando
un medio control y tres medios con agua
de mar de acuerdo a: (1) control: ME

Zarrouk (agua dulce); (2) medio SW1 con
agua de mar sin diluir; (3) medio SW2 con
2 partes de agua de mar: 1 parte de agua
fresca, v/v; (4) medio SW3 con 1 parte de
agua de mar: 2 partes de agua fresca. El
rendimiento relativo de estos medios
fueron investigados con respecto a su
produccién de biomasa, producciéon de
pigmentos (ficocianina, luteina y p-
caroteno) y composicion quimica. A.
platensis cultivada en medio SW2
(salinidad estimada de 2,33%) tuvo una
produccion de biomasa (2,99+0,145 g¢/L)
comparable a la del medio de control
(3,114+0,085 g/L); mayor tasa de
crecimiento especifico (0,255 d™) y menor
tiempo de doblaje de masa (2,72 dias). El
contenido de ficocianina de las células
cultivadas en los medios de cultivo con
agua de mar SW3 (salinidad estimada de
1,17%) fue mas cercana a la de control. El
contenido de luteina de A. platensis en las
células cultivadas en medios del agua de
mar SW2, fue mayor que el de control. Los
tres medios basados en agua de mar con
menos productos quimicos que el control
(ME Zarrouk), tuvieron un crecimiento de
A. platensis tan bueno como el medio
control. Esto confirma que una salinidad
elevada proveniente de un mayor volumen
de agua de mar en el medio, promueve la
produccién de biomasa. Segun los mismos
investigadores (Leema et al., 2010) las
células cultivadas en medios del agua de
mar tuvieron una composicion bioquimica
ligeramente modificada con respecto al
medio control, con alto contenido de
carbohidratos y bajo contenido proteico.
Yilmatz et al. (2010) investigaron los
efectos de diferentes tasas de salinidad
(1,0%; 2,0%; 3,0%) en la composicion de
grasa y acidos grasos de Spirulina
platensis, los resultados mostraron que los
valores de lipidos incrementaron con la
salinidad.

Con 3,0% de salinidad el nivel de lipidos
fue el mas alto de 9,4%. Por otro lado
Madkour et al. (2012) dentro de una
concepcién de produccion con rentabilidad
a gran escala, propusieron un medio para
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Spirulina platensis, reemplazando todos
los nutrientes que normalmente se utiliza
en el laboratorio y que constituye el ME
Zarrouk, por productos quimicos 'y
fertilizantes comerciales de bajo costo y
disponibles  localmente. ElI  medio
comercial utilizado contenia superfosfato
simple (SPS) [Ca(H,POy4),.H,0]: 1,25 g/L,
solucion comercial de bicarbonato de sodio
[NaHCOs]: 16,8 g/L, cloruro de potasio
grado agricola (MOP): 0,898 ¢/L y sal
cruda de mar: 1 g/L (0,1%). Como fuente
de nitrégeno utilizaron indistintamente
nitrato de amonio [NH;NQO;s], entre 0,118 a
0,471 g/L o Grea [CO(NH,),] entre 0,088 a
0,353 ¢g/L. La S. platensis cultivada en
estos medios se compard con la cultivada
con ME. Los resultados revelaron que S.
platensis, puede utilizar nitrato de amonio
mas eficientemente con una produccion
maxima de biomasa a una concentracion
de 0,353 g¢/L. Incrementos adicionales
limitan el crecimiento. La maxima
produccion de biomasa, clorofila y la
proteina fue de 0,813+0,018 mg/L,
0,0685+0,0024 Mg/L Yy 52,62%,
respectivamente; comparado con el ME
gue fue de 0,840+0,008 mg/L,
0,0701+0,0089 ug/L y 52,95%, respectiva-
mente. Los resultados indicaron que el
medio  comercial  puede utilizarse
provechosamente para produccion en masa

Tabla 2

a gran escala rica en proteina de Spirulina
y rendimiento de produccion similar al
obtenido con ME. Al respecto el medio
tuvo aporte de fosfato, nitrégeno y una
concentracion de sal cruda de mar de 0,1%
(1 g/L), valor inferior al utilizado en la
presente investigacion que utiliz6 concen-
traciones de sal de 1,2% a 1,3%, que es
donde se obtuvieron los mayores valores
de biomasa. Los cultivos de Spirulina se
desarrollaron a una temperatura constante
de 25 °C y a valores de pH alcalino entre
8,8+0,1 a 9,1+0,4 (Tabla 2). Ogbonda et
al. (2007) reportan que la combinacion de
30°C y pH 9,0 permiten obtener la mayor
produccién de biomasa de Spirulina sp.
Como es de observar el pH se encuentra
dentro de lo deseado, pero la temperatura
es relativamente baja con respecto a lo
deseado, lo que va influir en crecimiento.
El valor de la iluminacién promedio
proveniente de un Diodo Emisor de Luz
Blanca DELB fue de 2,7 kiIx y un
promedio de flujo de aire de 0,86+0,09 L/s
en cada fotobiorreactor. Los valores
menores de tiempo de adaptacion (L) se
dieron con el E4 y E6 (46 y 7,1 h
respectivamente), con altos valores de
salinidad (1,2% vy 1,3% respectivamente) y
elevados valores de bicarbonato dentro del
planeamiento del presente experimento
(4,4 y 3,0 g/L respectivamente).

Pardmetros cinéticos de crecimiento: biomasa (¢), fase de adaptacion (), velocidad especifica de

crecimiento (), tiempo de generacion (G)

Variables independientes

Variables dependientes

Ensayos Xi: Salinidad  X,: Bicarbonato ¢, log (N/Np) 1

cédigo %  codigo g/L Observados Predichos sl T E
1 (-1) 0,3 (-1) 1,6 0,475 0,480 48,3 0,037 18,6
2 (+1) 1,2 (-1) 1,6 0,928 0,904 135 0,032 21,9
3 (-1) 0,3 (+1) 4,4 0,565 0,594 28,7 0,015 450
4 (+1) 1,2 (+1) 4,4 0,840 0,835 46 0,021 323
5 (-V2) 0,1 0) 3,0 0,580 0,558 27,0 0,011 62,4
6 +\2) 13 0) 3,0 0,879 0,906 71 0,030 234
7 0) 0,7 (-\2) 1,0 0,572 0,586 27,5 0,027 2572
8 0) 07 (+2) 50 0,650 0,633 23,9 0,021 325
9 0) 0,7 0) 3,0 0,438 0,447 31,6 0,025 27,6
10 0) 0,7 0) 3,0 0,460 0,447 30,9 0,024 28,6
11 (0) 0,7 (0) 3,0 0,450 0,447 30,3 0,026 26,7
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El mayor tiempo de adaptacion se dio en el
E1 con un bajo valor de salinidad (48,3 h)
y valor de bicarbonato (1,6 g/L). Asimismo
este tratamiento proporcion6 la mayor
velocidad especifica de crecimiento () de
0,037 h™%. Los ensayos E2, E4, E6 denotan
también un valor elevado de velocidad
especifica de crecimiento de 0,032; 0,021;
0,030 h™ respectivamente. Los coeficientes
de correlacion de ajuste al modelo de
Gompertz de los ocho (8) ensayos de E1 a
E8 fueron adecuados con valores entre de
0,97 a 0,99 y en el punto central las tres
repeticiones (E9, E10, E11) entre 0,89 a
0,96. De acuerdo a las investigaciones de
Leema et al. (2010) la presencia de agua
de mar favorece la adaptacion de la
Spirulina con una mayor produccién de
biomasa, efecto que podria estar ligado al
tipo de iluminacion que en este caso ha
sido con luz LED.

Los valores de poblacion méaxima de
biomasa (¢) de los 11 ensayos fueron
ajustados adecuadamente con un coefi-
ciente de determinacion (RZ) de 0,99; alto
valor de significancia estadistica (p =
0,0028 < 0,05) y un bajo error absoluto
medio (%) de 2,4 (Tabla 3), lo que
permitié establecer el siguiente modelo
matematico cuadratico:

¢ = 0,810535 - 0,601226(S%) + 0,791674(S%)? -
0,181394(B) + 0,040649(B)? - 0,072543(5%)(B)

Donde ¢ es la poblacion méaxima de Spirulina, S% la
salinidad (%) y B la concentracion de bicarbonato

(g/L).

Tabla 3

Coeficiente de determinacién, significancia y
error absoluto medio de los parametros de la
cinética de crecimiento de Spirulina

Error
absoluto
medio
(%)

0,99 0,0028 2,4

Parametros R?

Poblaciéon méxima
de biomasa (¢)
Fase de adaptacion

®)

0,88 0,0023 18,1

Velocidad 0,65 00121 148
especifica (1)
‘(l'é(;mpo generacion 424 00121 16,6

El ajuste de la Superficie de Respuesta
para la fase de adaptacion (A) velocidad
especifica de crecimiento (u) y tiempo de
generacion (G), mediante el coeficiente de
determinacion (R?) mostraron valores
menores a 0,88 y errores absolutos medios
elevados y mayores a 14,8%, a pesar de su
significancia estadistica menor a 0,05.

El gréfico de contornos de la Superficie de
Respuesta para el valor maximo de la
biomasa (¢) se muestra en la Figura 3,
observandose que elevados valores de
salinidad  promueven  una  mayor
produccion de biomasa de Spirulina, donde
la concentracién de bicarbonato es baja.
Trabajos futuros deben dilucidar el punto
de inflexion de la salinidad obtenida por
suplementacion con agua de mar. En este
sentido segun las investigaciones de
Leema et al. (2010) un cultivo de Spirulina
realizado enteramente con agua de mar, no
promueve la maxima produccién de
biomasa. Pero si existe una coincidencia
con la concepcion de Materassi et al.
(1984), que el desarrollo de los cultivos de
Spirulina en agua de mar, es inevitable
para propagar cultivos al aire libre en
muchas zonas aridas tropicales; donde las
condiciones climéticas son favorables pero
el agua dulce es escasa, como lo es nuestro
caso en la costa del Peru.

Biocarbonato (g/1)
N

N

“00 0.2 04 0.8 08 10 12 1.4 /

Salinidad (%) e
Figura 3. Grafico de contorno de los valores de
produccion de biomasa de Spirulina (¢) en
funcion a la salinidad y concentracion de
bicarbonato en el medio de cultivo.

De acuerdo al grafico de contorno, se
realiz6 una experiencia por triplicado fuera
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de la frontera del dominio, utilizando un
valor de salinidad de 1,35% mayor que el
experimental y un concentracion de
bicarbonato de 0,8 g/L, menor que el
utilizado en el desarrollo de los experi-
mentos. Se obtuvo un valor promedio de
biomasa (¢) log (N/Ng) de: 0,902+0,037,
A=13,1 h, p=0,013 h™. El desarrollo de su
cinética de crecimiento modelado con
Gompertz se observa en la Figura 4 con un
coeficiente de ajuste (R) de 0,98.
Comparando el valor de biomasa con el
ensayo E2 en donde se obtuvo el mayor
valor de biomasa (¢) de 0,928, A=13,5 h,
p=0,032 h™ (Tabla 2), la diferencia en la
produccion de biomasa (¢) fue de 3%.
Habiéndose utilizado como se ha mencio-
nado 1,3% de salinidad y doble concen-
tracion de bicarbonato (1,6 g/L), lo denota
la importancia de la salinidad en el medio
de cultivo aportada por el agua de mar,
permitiendo disminuir la concentracién de
bicarbonato.

10

08 < GrgT o
c1g &7
D

YA, log (N/Np)

o
N
o
w

00 oo

Q92
50 0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo, TA (h)

Figura 4. Cinética de crecimiento de Spirulina
sp. en medio de cultivo con salinidad de 1,35%,
NaHCO; (0,8 g/L), K,HPO4 (0,07 g/L), FeSO4
(0,005 g/L), NaNOs (0,1 g/L), KNOs (0,1 g/L).

4. Conclusiones

Se obtuvieron los mayores valores de
biomasa (¢: log N/No) de Spirulina sp. a
las168,8 horas, de 0,928; 0,840; 0,879 en
medios de cultivo con las proporciones
mas elevadas de salinidad entre 1,2% y
1,3% aportadas por el agua de mar y
valores de bicarbonato de 1,6; 4,4 y 3,0
g/L respectivamente. Con una iluminacion
promedio proveniente de un diodo de

emisor de luz blanca DELB de 2,7+1,2 kIx
y un promedio de flujo de aire de
0,86+0,09 L/s para cada fotobiorreactor,
con valores de pH entre 8,8+0,1 a 8,9+0,2
a 25°C.

Los valores mas bajos de biomasa de la
Spirulina sp. de 0,45+0,01se obtuvieron en
los medios de cultivos con 0,7% de
salinidad y 3,0 g/L de bicarbonato con pH
de 9,1+0,4; coincidentemente en las
repeticiones del punto central.

Los valores de poblacion méxima de
biomasa (¢: log N/Ng) de los nueve (9)
ensayos fueron ajustados adecuadamente a
la Superficie de Respuesta con un R? de
0,99; con un bajo nivel de dispersién entre
los valores observados y predichos, alto
valor de significancia estadistica (p =
0,0028 < 0,05) y un bajo error absoluto
medio de 24% para un modelo
matematico cuadratico.
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