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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar las variables de proceso
adecuadas para el mejoramiento morfolégico de espirulina (A. platensis) de la empresa
Musuqg Kawsay. Las variables estudiadas fueron temperaturas de 25°C, 30°C y 35°C,
concentracion de medio de cultivo de 0,5X, 1X y 2X, y Lux de 5000 y 10000. Los
resultados mostraron que, tanto la temperatura como la concentracion del medio
tuvieron un efecto significativo en el cambio morfolégico de helicoidal a lineal. Los
tratamientos a temperaturas de 25°C, 30°C y 35°C fueron los que generaron el mayor
efecto en la morfologia, exhibiendo valores de 89,88%, 90,71% y 74,52% para tricomas
helicoidales respectivamente. Igualmente, la concentracion del medio exhibié un efecto
atenuante en el tratamiento a 35°C, ya que los valores obtenidos fueron de 74,79%,
68,03% y 80,75% de tricomas helicoidales para las concentraciones de 0,5X, 1X Y 2X.
Por otro lado, los tratamientos de Lux de 5000 y 10000 no mostraron un impacto
significativo en la morfologia de la espirulina (A.platensis). Ademas, se determiné que
los pardmetros Optimos para mantener un porcentaje helicoidal de 94,26% son una

concentracion de 1X, una temperatura de 30°C y una iluminacion de 5000 Lux.

Palabras Claves: Espirulina, morfologia, temperatura, concentracién, lux

Xi



ABSTRACT

The objective of this research was to determine the appropriate process variables for the
morphological improvement of spirulina (A. platensis) from the Musug Kawsay company.
The variables studied were temperatures of 25°C, 30°C and 35°C, culture medium
concentration of 0.5X, 1X and 2X, and Lux of 5000 and 10000. The results showed that
both temperature and medium concentration had a significant effect on the
morphological change from helical to linear. The treatments at temperatures of 25°C,
30°C and 35°C generated the greatest effect on morphology, exhibiting values of
89.88%, 90.71% and 74.52% for helical trichomes, respectively. Likewise, the
concentration of the medium exhibited an attenuating effect in the 35°C treatment, since
the values obtained were 74.79%, 68.03% and 80.75% of helical trichomes for the 0.5X,
1X and 2X concentrations. On the other hand, Lux treatments of 5000 and 10000 showed
no significant impact on spirulina (A.platensis) morphology. Furthermore, the optimal
parameters for maintaining a helical percentage of 94.26% were determined to be a

concentration of 1X, a temperature of 30°C and an illumination of 5000 Lux.

Key words: Spirulina, morphology, temperature, concentration, lux.

Xii



INTRODUCCION

En los ultimos afios el cultivo de cianobacterias ha estado tomando relevancia alrededor
del mundo, destacando principalmente el cultivo de espirulina (Arthrospira platensis), la
cual crece naturalmente en distintos lagos en Africa, América y Europa (Gallego, 2012).
Esta cianobacteria es una gran fuente de nutrientes, sobresaliendo por su alto contenido
de proteinas entre 50-70%, 140 mg de betacaroteno, y 34.5 mg de hierro por 100 gramos
de espirulina deshidratada (Gallego, 2012), son precisamente estas caracteristicas que
lo convierten en un arma para combatir la malnutricién que devasta a los paises mas
pobres, pues en 1974 la ONU lo declar6 como la mejor fuente alternativa de alimento
para el futuro. Asi mismo, Gongalvesi et al. (2022) nos menciona que la espirulina actua
como agente immunoestimulador, neuroprotector, anti-inflamatorio, e hipoglucémico,
debido a su contenido de compuestos bioactivos entre ellos carotenoides, clorofila,
compuestos fendlicos vy filicoproteinas. Ademas, se ha demostrado su gran potencial
para la industria cosmética, actuando como agente antienvejecimiento, y antiacé, siendo
Estados Unidos , Jap6n y Europa los principales importadores de espirulina para uso

cosmético (Ragusta et al., 2021).

La produccion industrial de espirulina ha ido en aumento los Gltimos afios siendo 90 000
toneladas la produccion anual en 2014, cuyos principales paises productores son China,
Estados Unidos, India y Japon (Gutierrez Vergaray & Tello Echevarria, 2018). Su cultivo
es relativamente facil, y requiere de parametros como temperatura, agitaciéon, pH, y
nutrientes para un crecimiento adecuado (Kropshofer, 2019). Esta cianobacteria se
cultiva principalmente en biorreactores abiertos y cerrados, sin uso de pesticidas o
herbicidas, y con un uso reducido de agua en comparacién a la agricultura convencional
(Ragusta et al., 2021).

Una de las etapas més importantes del cultivo de espirulina es la filtracion, cuyo proceso
incluye el uso de mallas de 40-50 micras con el objetivo de separar la biomasa del medio
de cultivo (Vonshak, 1997). La empresa Musuq Kawsay, dedicada al cultivo de
espirulina, presenta deficiencias en la etapa de filtracidn, el liquido de filtrado muestra
una coloracién verdosa, tiempo de filtracién prolongado y textura liquida de la “torta de
filtracion”. Los problemas mencionados anteriormente tendrian su origen en la
morfologia de los filamentos, como lo explica Cuellar-Bermudez et al. (2019), quien

observé que aquellos tricomas que tienen una forma helicoidal presentan mayor flujo de
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filtracién, mientras que aquellos tricomas con forma alargada presentan menor flujo
filtrante, asi mismo Hu (2003) menciona que aquellos tricomas lineales disminuyen la
productividad, y podrian ser confundidos con otros microorganismos con morfologia
similar, como la Oscillatoria, que puedan producir citotoxinas, que es uno de los
problemas mas graves en el cultivo de espirulina, igualmente (Zhi Ping & Ying, 2005)
reportaron que los tricomas lineales presentan un contenido protéico considerablemente
inferior en comparacién con los tricomas helicoidales. En otras palabras, la alteracién
morfologica de helicoidal a lineal podria afectar la calidad nutricional, resultando en un
producto final con un valor nutricional reducido. Los problemas mencionados en lineas
anterionres impactan severemente a las empresas dedicadas a este rubro,
repercutiendo en su economia. Por ende, en este trabajo se pretende estudiar las
variables de proceso para el mejoramiento de la morfologia de la espirulina (Arthrospira

platensis) en la empresa Musuqg Kawsay.
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CAPITULO |

. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. DESCRIPCION DE LA SITUACION PROBLEMATICA

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (2022) la malnutricion inhibe el
desarrollo cognitivo y fisiolégico de los nifios, lo cual afecta directa e indirectamente el
desarrollo econémico y social de un pais, ya que estos son la base del desarrollo
humano, por lo que los paises deben abordar esta situacion y establecer acciones que
permitan superar estos indices que perjudican el avance social. De acuerdo a cifras del
Banco Mundial (2020) el porcentaje de desnutriciobn de la poblacion en Pera, ha
disminuido para 2020 a un 8,0 % del total poblacional, sin embargo, se busca seguir
disminuyendo y mantener indices que no sean tan elevados como se presentd en

décadas pasadas en donde para el 2003 se presentaba un indice superior a los 22%.

Segln (Gallego, 2012) la espirulina es una de las mejores alternativas de alimento
sostenible para el futuro ya que destaca por su alto contenido de nutrientes. Asi mismo,
se podria llegar a considerar como superalimento, ya que contiene la concentracion mas
alta de nutrientes que cualquier otra planta, grano o hierba (Piccolo, 2011). Ademas, se
concluyd que una dosis de 4 g de espirulina después de los alimentos en un lapso de

30 dias, llevo a aumentar la hemoglobina de 10,9 a 13,2 (Diaz, 2018).

La espirulina crece naturalmente en aguas alcalinas en diferentes continentes tales
como; Africa, Europa, Asia y Ameérica (Gallego, 2012). Para su crecimiento requiere de
ciertos parametros Optimos tales como: temperatura, iluminacién, agitacion y pH
(Jourdan, 2006). EIl cultivo comercial se realiza en estanques tipo “Raceway” y
fotobiorreactores, siendo el ultimo el que mayor productividad tiene, sin embargo, su uso
no esta muy distribuido ya que resulta demasiado caro para competir con los estanques
(Gallego, 2012).

En el territorio nacional la espirulina crecidé naturalmente en las regiones de Ica y Lima,
siendo las lagunas de Orovilca y Huacachina las mas relevantes, no obstante, la

agricultura intensiva en la zona gener6 una reduccion en el caudal de los ramales que

1



alimentan a las lagunas, ante lo cual se hizo uso de fuentes artificiales de agua para
mantener el volumen constante, esto ocasioné que la alcalinidad del medio disminuya
conllevando a su desaparicién (Bionutrec, 2020). Las variedades Orovilca y Paracas
fueron aisladas de las respectivas lagunas y son aun cultivadas hoy en dia, siendo la

variedad Orovilca la més distribuida. (Castro, 2020)

La empresa ayacuchana Musuq Kawsay S.A.C dedicada al cultivo de espirulina en
estanques Raceway, posee deficiencias en el proceso de filtracion mostrando el liquido
filtrado las siguientes caracteristicas: coloracién verdosa del residuo, textura liquida de
la biomasa filtrada y tiempo de filtracion muy prolongado. Segun Cuellar-Bermudez et
al. (2019) menciona que el tiempo de filtracion se podria atribuir a la morfologia del
tricoma, ya que la “torta de filtracion” formada por tricomas helicoidales tiene una
estructura mas porosa, por consiguiente, se obtiene un mayor flujo de filtrado, a
comparacion de una con tricomas lineales donde los filamentos tienden a formar una
estructura compacta que incrementa la resistencia de esta, asi disminuyendo el flujo de
filtrado. La linealidad del filamento disminuye significativamente el indice de crecimiento,
los filamentos son mas dificiles de filtrar, y debido a una similitud morfoldgica con el
género Oscillatoria, esta resultaria dificil de identificar en caso hubiese contaminaciéon
por parte de esta, lo que podria ocasionar citotoxinas, que es uno de los problemas mas
serios para la industria de la espirulina (Hu, 2003), por otro lado (Zhi Ping & Ying, 2005)
reportaron que los tricomas lineales tiene un contenido mucho mas bajo de proteinas
frente a los helicoidales, afectando grandemente la calidad nutricional del producto final.
Por otro lado Mihling et al. (2003) refiere que los factores que influencian la forma del
tricoma son la iluminacién y la temperatura y la reversiblidad morfologica de helicoidal a
lineal podria ser posible si se toma en cuenta los parametros ya mencionados. Es
bastante evidente que los problemas mencionados anteriormente perjudican
grandemente al cultivador de espirulina, por lo tanto se pretende estudiar las variables
de proceso a escala laboratorio para el mejoramiento de la morfologia de la espirulina

(Arthrospira platensis) en la empresa Musuq Kawsay..

1.2.  FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Problema general

¢, Qué variables de proceso seran adecuadas para el mejoramiento morfolégico de

espirulina (A.platensis) de la empresa Musug Kawsay?



1.2.2. Problemas especificos

e (Existe relaciéon entre la intensidad de luz y la morfologia de la espirulina
(A.platensis)?

e ¢ Existe relaciéon entre la concentracién de nutrientes en el medio de cultivo y la
morfologia de la espirulina (A. platensis)?

o ¢(Existe relacion entre la temperatura y la morfologia de la espirulina

(A.platensis)?
1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

Determinar las variables de proceso adecuadas para el mejoramiento morfolégico de

espirulina (A. platensis) de la empresa Musug Kawsay.
1.3.2. Objetivos especificos

e Determinar la relacién entre la intensidad de luz y la morfologia de la espirulina
(A. platensis)

e Determinar la relacion entre la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo
y la morfologia de la espirulina (A. platensis)

e Determinar la relacion entre la temperatura y la morfologia de la espirulina (A.

platensis)
1.4. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION
1.4.1. Hipotesis general

Las variables de proceso que influyen en el mejoramiento morfolégico de la espirulina

(A.platensis) serian: intensidad de luz, temperatura, y concentracion de nutrientes
1.4.2. Hipotesis especificos

e La intensidad de luz permitiria el mejoramiento morfolégico de la espirulina
(A.platensis) .

e La temperatura permitiia el mejoramiento morfolégico de la espirulina
(A.platensis)

e La concentracidon de nutrientes permitiria el mejoramiento morfolégico de la

espirulina (A.platensis)
1.5. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En los ultimos diez afios ha aumentado el interés en torno al cultivo de espirulina en

territorio nacional. Su interés se debe principalmente a sus propiedades nutricionales



gue se perfilan como un potente agente para combatir los altos niveles de desnutricion
gue azotan el pais, ademas, su cultivo requiere de menor cantidad de agua en

comparacion a otros cultivos tradicionales, beneficiando asi al medio ambiente.

Estas caracteristicas lo hacen atractivo como oportunidad de emprendimiento. Estas
microempresas en muchos casos carecen del suficiente conocimiento tedrico-practico
para llevar un cultivo adecuado de la espirulina (A. platensis), resultando en baja
productividad y bajo rendimiento de cosecha lo que genera problemas para el productor.
Tal es el caso de la empresa Musuq Kawsay, dedicada al cultivo de espirulina en la
region de Ayacucho, que presenta deficiencias en la morfologia de las células de
espirulina, ocurriendo una alteracion morfoldgica de helicoidal a lineal, esto estaria
causando dificultades en la etapa de filtracion, afectando su eficiencia, lo cual se traduce

en pérdidas econ6micas para la empresa.

La presente investigacion, precisamente, se enfocara en el estudio de las variables de
proceso para el mejoramiento de la morfologia de la espirulina (A.platensis) de la
empresa Musuq Kawsay. El estudio se hara a escala de laboratorio, cuyos resultados
obtenidos se podran replicar a una escala mayor, profundizando los conocimientos
tedricos sobre la relacidn entre las condiciones de cultivo y la morfologia de la espirulina
Este conocimiento generado permitird contribuir a que otras empresas dedicadas al
rubro puedan dilucidar sus incertidumbres en caso presenten las mismas dificultades

mencionadas anteriormente.



CAPITULO Il

II. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES
2.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Whitesides & Oliver, (1997) realizaron una investigacion titulada “Resuscitation of Vibrio
vulnificus from the Viable but Nonculturable State [ Resucitacion de Vibrio vulnificus del
estado viable pero no cultivable]”; donde observaron que la estructura en forma de
“varilla” es la morfologia tipica del Vibrio vulfinicus, sin embargo, descubrieron que podia
haber un cambio de la configuracion a la forma “cocoide” en las células si estas eran
incubadas a baja temperatura (5°C). Asi mismo, retorbana a la forma celular original si
esta era expuesta a temperaturas mayores (23°C). Los autores sugirieron que para la

reanimacion de dicha bacteria un factor determinante podria ser la temperatura.

Van Eykelenburg & Fuchs, (1980) en su trabajo de investigacion “Rapid reversible
macromorphological changes in Spirulina platensis [Cambios macromorfologicos
rapidamente reversibles en Spirulina platensis]” refieren que la Spirulina sp. presenta
alteraciones en su morfologia en diferentes condiciones de cultivo. Ademas, observaron
un cambio veloz en la morfologia de la Spirulina sp. esta variaciéon tomé lugar en dos
procesos distintos, siendo la primera variacion de helicoidal a espiral y la segunda
alteracion de espiral a helicoidal, cuando los investigadores vertieron gotas de agua
lentamente sobre la superficie de la célula, esta adquiri6 una forma helicoidal.
Posiblemente el cambio en humedad relativa llevo a la alteracion en la morfologia celular

suponen los autores.

Kebede, (1997) en su trabajo titulado “Response of spirulina platensis (=Arthrospira
fusiformis) from Lake Chitu, Ethiopia, to salinity stress from sodium salts [Respuesta de
la spirulina platensis (=Arthrospira fusiformis) del lago Chitu, Etiopia, al estrés de
salinidad por sales de sodio]” investigo el desarrollo de Spirulina sp. en respuesta al
cambio de salinidad y componente idnico. La salinidad del medio experimental tuvo un
rango de 13 a 88 gL! por medio de la adicion de NaHCO3z, NaCl y Na,SO4, dando como
resultado que el indice de crecimiento se vea reducido frente al aumento de la salinidad.
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Ademads, las células en medio de alta salinidad presentaron una alteracion en la longitud
de los tricomas y el grado de enrollamiento (helicidad), por otra parte en el medio de
cultivo de menor salinidad (13 gL ™) se report6 que los tricomas de mayor longitud forman
conglomerados. En las evaluaciones al mismo nivel de salinidad pero con la presencia
de sulfato, las células cambiaron de grado de enrollamiento, en contraste al medio rico
en bicarbonato y cloruro. La salinidad no podria ser el Unico factor que afecta la
morfologia celular, sino esta también depende de los componentes aniénicos,

concluyeron los autores.

Van Eykelenburg C. (1979) realizé un estudio titulado “The ultrastructure of Spirulina
platensis in relation to temperature and light intensity [La ultraestructura de la Spirulina
platensis en relacién con la temperatura y la intensidad luminosa]’, donde observé que
cuando la temperatura de crecimiento aumento de 13,5 a 40°C, hubo un incremento en
agregados y disminuyé en cianofina y concentracion de granulos de poliglucano.
Ademas, observé que el cambio de temperatura afect6 la morfologia de los tricomas,
por ejemplo causo la mutacion de células a tricomas cortos y apretados, no obstante,
no se observé un cambio sustancial en el grosor de la capa de peptidoglicano si esta se
mantenia en temperaturas de crecimiento comprendidas entre 13,5 a 38,5°C. El autor
sugiere que el cambio morfolégico podria ser el resultado de formaciones de capa de

peptidoglicano de la pared celular.

Zhi Ping & Ying. (2005) en su trabajo de investigacion “Morphological reversion of
Spirulina (ARTHROSPIRA) platensis (Cyanophyta): from linear to helical [Reversion
morfolégica de Spirulina (ARTHROSPIRA) platensis (Cyanophyta): de lineal a
helicoidal]”, menciona que la Spirulina sp. se caracteriza por sus tricomas helicoidales,
sin embargo, en ciertas condiciones dicha forma puede cambiar a formas irregulares e
incluso lineales. Se habia considerado como una variabilidad irreversible o permanente,
no obstante, se encontr6 que los filamentos lineales podrian revertirse
espontdneamente a la forma helicoidal. En otros estudios sefialé que las cualidades
ultraestructurales fisiolégicas y bioquimicas de los filamentos lineales eran distintos de
los filamentos originales, mientras que eran identicos para los filamentos revertidos y
originales. El analisis SDS-PAGE que condujo reveld que al menos cuatro subunidades
o proteinas relacionadas con la morfogénesis de la espirulina: las proteinas 21,9-kDay
el 20,3-kDa se expresaron grandemente en los filamentos helicoidales, mientras que
las proteinas 52,0 kDa y 31,8kDa se expresan en los filamentos lineales. Ademas,
condujo un analisis polimorfico amplificado al azar de ADN y mostré que el origen
genético de los filamentos revertidos era el mismo al de los filamentos originales, pero

distinto al de los filamentos lineales. Finalmente el autor menciona que estos resultados



indican que la reversibilidad de los filamentos lineales es posible bajo ciertas

condiciones y que sus rasgos caracteristicos son recuperados.

Cuellar-Bermudez et al. (2019) en su trabajo de investigacion “Harvesting of Arthrospira
platensis with helicoidal and straight trichomes using filtration and centrifugation
[Recoleccién de Arthrospira platensis con tricomas helicoidales y rectos mediante
filtracién y centrifugacion]” describre que la Spirulina sp. bajo ciertas circunstancias
puede cambiar su morfologia a lineal. Ademas, en su investigacion comparé la cosecha
utilizando centrifugacion y filtracién entre tricomas helicoidales y lineales. La filtracion de
gravedad empleando membranas de nylon resulté en gran eficiencia de filtrado para
ambas cepas, pero el flujo de filtracién fue muy lento para la cepa lineal. Asi mismo la
filtracidbn bombeada resulto en un incremento en en el flujo de filtrado para ambas cepas
(12 a 20 m®m2h?) pero hubo una gran reduccion en la eficiencia de filtrado para la cepa
lineal. El autor concluye que “estos resultados demostraron la importancia al momento
de seleccionar el método adecuado de cosecha dependiendo de la morfologia de la
cepa. Mientras que la cepa helicoidal podria ser facilmente cosechada por filtracién, es

preferible usar centrifugacion a baja fuerza g para la cepa lineal”.

Sritana (2001) en su trabajo de investigacién titulado “Factors affecting coiling and
uncoiling of Spirulina platensis Cl1 [Factores que afectan al enrollamiento y
desenrollamiento de la Spirulina platensis C1]” investigd los factores ambientales que
potencian la transformacion de helicoidal a lineal, mediante la concentracion de
nutrientes, alta temperatura, y alta intensidad de luz. Los resultados demuestran que
dichos factores no promueven la transformaciéon morfoldgica a lineal en las condiciones
ya mencionadas. No obstante, comprobé que los factores mencionados tienen impacto
en la helicidad de la célula. En el estudio de la irradiacion UV que llevo acabo, determiné
gue dicha condicién no induce a mutacion, resultando en la ausencia de tricomas
lineales. Las formas rectas o lineales se encontraron cuando los cultivos estuvieron bajo
condiciones estaticas prolongadas a temperatura ambiente. El autor concluye que el

cambio morfoldgico de tricoma helicoidal a recto podria ser una mutacién espontanea.
2.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Ortiz Escriba & Huamani Alvarado (2021) en su trabajo de investigacion titulado
“Productividad de biomasa de Arthrospira platensis “espirulina”, de las cepas Orovilca y
Paracas en biorreactores tipo Raceways en Ica”; tuvo como objetivo determinar la
productividad volumétrica y superficial, asi como la curva de crecimiento y adaptabilidad
morfoldgica y productividad de pigmentos. Utilizaron las cepas Orovilca y Paracas, los

cuales fueron escalados en fotobiorreactores cerrados hasta 18L de volumen. El



volumen final del estudio fue 1200 L en sistema abierto tipo Raceway bajo condiciones
de iluminacién natural y agitacién por medio de paletas mecénicas. A lo largo del estudio
se hicieron pre y post-cosechas. Los resultados obtenidos el la curva de crecimiento
fueron los siguientes: la cepa Orovilca tuvo una cinética de crecimiento de 0,0035 (g/L)h"
len la etapa pre-cosecha, mientras que la cepa Paracas obtuvo 0,0015 (g/L) h. La
adaptibilidad de la cepa Paracas fue inferior contando con 68% de tricomas helicoidales
y 32% rectos; mientras que la cepa Orovilca obtuvo 98% y 2% respectivamente. En
términos de productividad volumétrica y superficial al final de los 30 dias la cepa Paracas
obtuvo 1,9972 g/m?/dia y 0,0100 g/L/dia y 3,6711 g/m?/dia y 0,0374 g/L/dia con
Orovilca. En la determinacion de pigmentos obtuvieron los siguientes datos:
concentracién de ficocianina de 10,1047%, clorofila “a” 11,1660 pg/L y carotenoides
10,0205 pg/L con la cepa Orovilca, mientras que la cepa Paracas 2,5990%, 4,4112 ug/L
y 6,6102 ug/L. Los investigadores obtuvieron 391g y 369 g de biomasa seca en la etapa
pre-cosecha de las cepas Orovilca y Paracas respectivamente. Finalmente, los autores
concluyen que no existe una diferencia significativa entre ambas cepas en terminos de

rendimiento superficial, volumétrico y biomasa seca.
2.1.3. ANTECEDENTES LOCALES

En el contexto de este trabajo de investigacién, no se ha identificado ninguna fuente
local que haya abordado previamente el estudio de la espirulina (A.platensis). En
consecuencia, se deduce que esta investigacién se posiciona como la pionera en
explorar los factores determinantes que conducen a la transicion morfolégica de

helicoidal a lineal en la espirulina a nivel regional.
2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Espirulina

La espirulina es un microorganismo perteneciente al grupo de las cianobacterias, cuya
taxonomia se muestra en la Tabla 1, que se obtiene de una amplia gama de entornos
como agua marina, suelo, aguas salobre y agua fresca. Se puede encontrar
prevaleciendo en aguas salinas con pH hasta 11, un ambiente poco favorable para la
mayoria de especies de algas. La espirulina se encuentra naturalmente en muchos lagos
alcalinos de América y Africa (Sritana, 2001, p. 06). Las especies mas importantes son
la Spirulina maxima y la Spirulina platensis (Schwarz, 2007). Se le llama espirulina en
referencia a la forma espiralada de esta diminuta cianobacteria, cuyo tamafio no supera
el medio milimetro (Gallego, 2012). Debido a su contenido de pigmentos naturales tales
como clorofila-a, carotenoides y ficocianina esta tiene un color verde-azul, dichos

pigmentos tienen grandes beneficios para la salud humana (Schwarz, 2007).



Igualmente, en los ultimos afios se viene investigando el potencial uso de
cianobacterias para producir biodiesel, dado que el biodiesel de algas es renovable,
biodegradable, no tdxico y tiene potencial como combustible alternativo ecoldgico para
motores de combustion interna y ademas posee un rendimiento de 200 veces mas frente

a los aceites vegetales (Rahman et al. 2017).

Tabla 1

Clasificacion taxonémica de espirulina

Dominio Bacteria
Filo Cyanobacteria
Clase Cyanophyceae
Subclase Oscillatoriophycideae
Orden Oscillatoriales
Familia Phormidaceae
Subfamilia Phormidioideae
Género Arthrospira
Especie Arthrospira platensis

Fuente. De Monographie des oscillariées (p.179), por M. Gomont, 1892, Annales des Sciences

Naturelles, Botaniqué, 7 (16).
Morfologia

La espirulina es reconocible gracias a su principal caraceristica morfolégica del género,
apreciable en la Figura 1, que consiste en tricomas cilindricos con un hélice abierto hacia
la izquierda a lo largo de su longitud (Vonshak, 1997).

Figura 1

Morfologia de la espirulina
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Fuente. Tomado de Spirulina  Platensis(Arthrospira)Physiology, Cell-biology and
Bioteachnology(p.3), por A.Vonshak, 1997, Taylor&Francis.

La helicidad de los tricomas varia dependiendo de las especies. El ancho de los
tricomas, compuesto por células cilindricas mas cortas que anchas, varian entre 6 a 12
pum con variedad de formas, la distancia entre hélices varia entre 12 a 72 ym, y el
diametro entre 30 a 70 uym (Sritana, 2001). La temperatura, condiciones fisicas y
guimicas, podrian afectar la geometria del hélice (Van Eykelenburg, 1979), no obstante
la helicidad de los tricomas no podria usarse como un criterio taxondémico para la

separacion de la espirulina de otro género en la Oscillatoriaceae (Sritana, 2001).
Ciclo de vida

El ciclo de vida de la Arthrospira platensis es basicamente un ciclo de vida celular, como
se aprecia en la Figura 2, comenzando de un espiral, para luego dividirse en
hormogonios, las cuales con el tiempo vuelven a conventirse en una sola espiral
(Sanchez et al. 2003).

Figura 2
Ciclo de vida de la espirulina (A. Platensis)
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Fuente. Tomado de “Spirulina(Arthrospira) an edible microorganism”(p.11), por Sanchez et al.,

2003, Universitas Scientarium, 3 (1).

Este proceso se da inicio mediante la descomposicion de un tricoma maduro por medio
de cellulas especializadas llamadas necridia. Estas células experimentan un cambio
llamado lisis, que conlleva al surgimiento de cadenas de células (entre 2 o 4). Estos
fragmentos llamados hormogonia pierden la porcion adjunta a la célula necridal dando
como resultado un nuevo tricoma con bordes redondeados a los extremos (Ciferri,
1983).

Composicidon nutricional

Las espirulina destaca por sus propiedades nutricionales. Sobresaliendo especialmente
por su alto contenido de proteinas como se muestra en la Tabla 2 y 3 superando en
muchos casos a otros alimentos, ademas, es muy rico en vitaminas, fitonutrientes, y
minerales (Gallego, 2012). Cabe precisar que la composicion nutricional puede variar
dependiendo de la cepa, y condiciones de cultivo (Gutierrez Vergaray & Tello
Echevarria, 2018). Esta cantidad elevada de nutrientes permite a las personas con
desnutricién recuperarse con rapidez y mantener la salud en buenas condiciones (Diaz,
2018).
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Tabla 2

Contenido de macronutrientes de la espirulina

Contenido Valor en 100 Unidades
g
Energia * 335 kcal
Proteinas 57,5 g
Grasas 5,4 g
Acidos grasos saturados 2,65 g
Acido miristico 0,0075 g
Acido palmitico 2,496 g
Acido estearico 0,077 g
Acidos grasos 0,675 g
monoinsaturados 0.328 g
Acido palmitoleico 0.347 g
Acido oléico 208 g
Acidos grasos poliinsaturados 0,823 g
Acido linoléico 1,254 g
Acido gamma-linolénico
Carbohidratos 13,9 g
Azlcares 3,1 g
Fibra 3,6 g

Fuente. La energia expresado en kilocalorias (kcal). De Evaluacion de la incorporacion de
espirulina sobre las propiedades nutricionales y sensoriales de una galleta a base de harina de
trigo y kiwicha (p.20), por Gutierrez Vergaray & Tello Echevarria ,2018
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Tabla 3

Contenido de micronutrientes de la espirulina

Contenido Unidades Valoren 100 g
Vitamina A, IU U 570,00
Vitamina E, mg mg 5,00
Vitamina K,ug Mg 25,50
Tiamina, mg mg 2,38
Riboflavina, mg mg 3,67
Niacina, mg mg 12,82
Vitamina B6, mg mg 0,36
Vitamina B9, ug Mg 94,00
Calcio, mg mg 120,00
Hierro, mg mg 28,50
Fésforo, mg mg 118,00
Magnesio, mg mg 195,00
Sodio, mg mg 1048,00
Zinc, mg mg 2,00
Potasio, mg mg 1363,00

Fuente. De Evaluacion de la incorporaciéon de espirulina sobre las propiedades nutricionales y

sensoriales de una galleta a base de harina de trigo y kiwicha (p.20), por Gutierrez & Tello, 2018

Parametros de cultivo
Los parametros envueltos en la produccion de espirulina (A.platensis) son los siguientes:
a. lluminacion

La espirulina (Arthrospira platensis) es un microorganismo fotosintético, en
consecuencia la luz es un factor importante de crecimiento, ademas este no puede
acumularse y se le considera como sustrato limitante (Vanegas & Hernandez-Benitez,

2018). Segun Vonshak (1997), niveles de Klux entre 25-30 inhiben el crecimiento de
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Spirulina, tambien se determind que habia una saturacion en el rango de 150-200 pmol
m=2s?. Siendo esta entre 10 a 15 por ciento de la radiacion solar total en el rango de
400-700 nm. Asi mismo, menciona que dichos valores van a depender de la
concentracion de la biomasa en el cultivo, pues a mayor concentracion de biomasa
menor biodisponibilidad de luz. Carvalho et al. (2011) describe el efecto de la intensidad
de luz y su repercusion en la fotosintesis, se plantea que el crecimiento celular esta
ligado al flujo de fotones. En la Figura 3 se puede distinguir tres zonas principales: (1)
una region limitada de luz por lo que los fotones suministrados son aprovechados
completamente, por ende la un incremento en la irradiancia acrecenta la eficiencia
fotosintética; las celulas comienzan a crecer a intesidades de luz que delimitan dicha
region(lc), y el punto en el que no ocurre mayor crecimiento despues de haber alcanzado
una intensidad de luz (Is). (2) una regién de saturacion de luz, donde la capacidad de
procesamiento fotosintetico esta en su punto maximo. La region (3) muestra la relacion
entre intensidad de luz y fotoinhibicion (lh), valores mayores se expresan en bajo indice

de crecimiento y eventualmente en dafio fotdnico llevando a la muerte del cultivo.
Figura 3

Intensidad luminica y tasa fotosintética en cianobacterias

Pmax

____________________

Photosynthetic rate (P)

(NN g S g gy

I, lg |

Irradiance (l)
Fuente. (Ic) denota crecimiento minimo, (Is) crecimiento idéneo y (Ih) fotoinhibicion. Pmax es la
tasa fotosintética maxima a una intensidad luminica dada entre Is y |h. Tomado de ‘“Light
requiremets in microalgal photobioreactors: an overview of biophotonic aspects”(p.1279), por

Carvalho et al., 2011, Applied Microbiology Biotechnology, 89.
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b. Temperatura

La temperatura afecta las actividades metabdlicas y es sin duda alguna el factor mas
fundamental en todo organismo vivo. En microorganismo acuosos la temperatura afecta
la disponibilidad y absorcion de nutrientes, asi como sus propiedades fisicas. (Vonshak,
1997). La espirulina crece naturalmente en masas de agua con temperaturas
relativamente altas. En cultivo de laboratorio la temperatura 6ptima de crecimiento se
situa entre 35-38 °C (Vonshak, 1997). Segun Oliveira et al. (1999) la temperatura 6ptima
de crecimiento y sus sensibilidad a rangos extremos dependera de la cepa. También
observé que la mayor produccion celular de 2.4 g L' se obtuvé en el rango de 30-35°C
para A.maxima y 25-30 °C para A.platensis respectivamente. Ademas, se report6 en el
trabajo de Richmond, (1988) que temperaturas mayores a 40°C y menores a 15°C son
perjudiciales reduciendo el crecimiento junto con la disminucion de la pigmentacion
verdosa. En las figuras 4 y 5 se puede apreciar el efecto de la temperatura en el
crecimiento de diferentes cepas. Se sabe que la temperatura también tiene cierta
relacion con la morfolégia de la espirulina, de acuerdo a Sritana (2001) temperaturas

altas dan como resultado una morfologia suelta y poco definida.
Figura 4

Efecto de la temperatura en el crecimiento de A.maxima.

Cellular concentration (g™

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (days)

Fuente. Tomado de “Growth and chemical composition of Spirulina maxima and Spirulina
platensis biomass at different temperatures”(p.265), por Oliveira et al., 1999, Aquaculture

International, 7.
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Figura 5
Efecto de la temperatura en el crecimiento de A. platensis.

3.0 S

Cellular concentration (gl™)

Time (days)

Fuente. Tomado de “Growth and chemical composition of Spirulina maxima and Spirulina
platensis biomass at different temperatures’(p.265), por Oliveira et al., 1999, Aquaculture
International, 7.

c. Agitacion

La espirulina tiende a flocular naturalmente acumulandose en la parte superior del
fotobiorreactor donde la exposicion a luz es alta lo cual significa un aumento de
temperatura y fotoinhibicion (Spirulina, 2018). La agitacion provee homogeneidad en el
cultivo, mejor disponibilidad de nutrientes y mayor eficiencia fotosintética, expresandose
en incremento de la produccion (Vanegas & Hernandez-Benitez, 2018). Segun Jourdan
(2006) la agitacion puede ser mecénica o manual, ademas se reportd en el trabajo de
(Chisti, 2013) que para fotobiorreactores tipo Raceway el flujo de velocidad 6ptimo para
cultivo de algas es 0.3ms al cual se llega mediante paletas mecéanicas que generen un
namero de reynolds de 257,000. En un trabajo previo Vonshak (1997) también
corroboré que un flujo turbulento incrementa la productividad, como se puede apreciar
en la Figura 6, sin embargo, altas revoluciones causan estrés hidrodinamico generando

ruptura y descenso de la produccion (Barbosa, 2003).
Figura 6

Efecto de la turbulencia en la produccion de Spirulina a diferentes revoluciones (A), 7 rpm (lento);
(B), 17 rpm (rapido)
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Fuente. Tomado de Spirulina  Platensis(Arthrospira)Physiology, Cell-biology and
Bioteachnology(p.84), por A.Vonshak, 1997, Taylor&Francis.

d. pH

La espirulina es un ser alcaléfilo y puede desarrollarse en valores de pH entre 8.5-11
(Vanegas & Hernandez-Benitez, 2018). El pH tiene efecto en la calidad de proteina,
pigmentos, productividad y composicion fitoquimica del cultivo. Segin Chepe Delgado
& Barreto Gonzales (2021) la spirulina presenta un porcentaje de proteina de 60,72%
en un pH =9 frente a un 38,2% en un pH = 10, asi mismo, reportaron una biomasa de
1,53 g/L frente a 0,801 g/L. La preferencia de un pH = 9 es evidente pues Mostafa
Mahmound et al. (2016) verifico que el mayor contenido de clorofila, carotenoides y
fendlicos fue a un pH = 9,5, mientras que la maxima produccion de ficobiliproteinas se
obtuvo en un pH = 9,0. El pH aumenta junto al incremento de la biomasa debido al
consumo de diéxido de carbono de parte de esta (Gallego, 2012). Para poder mantener
un nivel 6ptimo de pH es necesario afiadir CO en forma gaseosa o ya sea por medio
de NaHCOs (Chisti, 2013).

Sistemas de produccién de espirulina

Las especies de cianobacterias mas cultivadas actualmente debido a sus propiedades
nutracéuticas son chlorella (Chlorella vulgaris), espirulina (Arthrospira platensis),
dunaliella (Dunaliella salina) y haematococcus (Haematococcus pluvialis). Estos son

cultivados en sistemas cerrados y abiertos (Gallego, 2012). Estos fotobioreactores
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utilizan una fuente de luz y CO, para producir biomasa, asi como otros nutrientes

dependiendo del tipo de microorganismo (Tsang, 2017).
a. Sistema abierto

Los estanques abiertos tipo Raceway son por lo general utilizados para el cultivo de
microalgas y cianobacterias (Chisti, 2013). Los Raceway son rentables, eficientes, y de
mantenimiento simple (Tsang, 2017). Este tipo de cultivo se utiliza comercialmente en
diferentes partes del mundo y el 98% de la biomasa se utiliza para productos
nutricionales de alto valor y biocombustibles (Chisti, 2013; Benemann, 2000). La
configuracion de un Raceway, apreciable en la Figura 7, es un canal de flujo recirculado
donde la altura promedio del cultivo es entre 0.2-0.3 m (Becker, 1994). El cultivo se
mezcla y recircula en el sistema mediante el uso de paletas mecanicas. El area puede
variar grandemente (Chisti, 2013), pero generalmente la relacién entre el largo y el
ancho recomendable de un estaque de situa entre 10-20. Si la proporcién entre largo
y ancho esta por debajo de lo recomendado, el flujo se ve afectado en la parte recta del
estanque (Acién et al. 2017; Chisti, 2013), ademas, la evaporacién, contaminacion y

control de temperatura son algunos inconvenientes de este sistema (Pulz, 2001).

Figura 7

Estanques tipo raceway

»

_ -.A o - 3 ‘L
Fuente. Tomado de Photobioreactors: Advancements, Applications and Research (p.130), por

Yiu Fai Tsang,2017, Nova Science Publishers, Inc.

Fotobioreactores de capa delgada

Los sistemas de capa delgada se remontan al afio 1960 en el Instituto de Microbiologia
en Trebon. Estos sistemas consisten en superficies inclinadas (1% a 3%) en direcciones

opuestas de entrada y salida del flujo como se muestra en la Figura 8. El cultivo circula
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en una capa fina (5-10 mm) el cual debido a la gravedad alcanza el final del sistema
desembocando en un tanque en la parte baja (Acién et al. 2017). Este sistema funciona
en condiciones externas y tiene como fuente principal de fotones la luz solar, el pH y la
temperatura no son controlados (Tsang, 2017). La mayor ventaja de este sistema es su
alto indice de superficie/volumen lo cual da como resultado una fotosintesis eficiente
traduciéndose asi en mayor productividad, ademas, debido a su fina capa el O;
producido se disipa en la atmdsfera, evitando la fotooxidacién (Jerez et al. 2014). De
acuerdo a Tsang (2017) en este tipo de sistemas se puede llegar a producir 1.8 veces
mas biomasa que en los estanques tipo Raceway y 1.2 mas biomasa que en los
fotobioreactores tubulares.

Figura 8

Fotobioreactor de capa delgada

Fuente. Adaptado de Photobioreactors for the production of microalgae (p.32), por Acién et al
,2017, Microalgae-Based Biofuels and Bioproducts.

b. Sistema cerrado
Fotobioreactores tubulares

Los fotobioreactores tubulares son el disefio mas comun en los sistemas cerrados para
cultivo de microalgas en escala industrial (Acién et al., 2017). Consisten en cilindros
transparentes ,por lo general de plastico o vidrio, cuyo diametro puede variar entre 0,1
a 0.2 m (Tsang, 2017). Estos fotobioreactores pueden utilizar luz tanto artificial como
natural. Los fotobioreactores tubulares se pueden clasificar en vertifcal, horizontal o
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inclinados como se muestra en la Figura 9, dicha posicion tiene como fin una mayor o
menor incidencia de luz (Costa & Morais, 2014). Un control de temperatura es necesario
ya que puede absorber grandes cantidades de calor durante el medio dia. Entre algunos
métodos de control de temperatura se encuentran , el sombreado, intercambiadores de
calor o rociado de agua fria en la superficie del fotobioreactor (Tsang, 2017). El sistema
es agitado mediante corrientes de aire o0 bombas, el objetivo es llegar a una velocidad
de flujo entre 30 a 50 cm s (Chisti, 2007). La ventaja de este sistema es su indice de
superficie/volumen, el cual da lugar a mayor fijacion de CO, y mejor productividad en el
cultivo (Tsang, 2017).

Figura 9

Fotobioreactor tubular en serie
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Fuente. Adaptado de Photobioreactors: Advancements, Applications and Research (p.131), por

Yiu Fai Tsang,2017, Nova Science Publishers, Inc.
Fotobioreactores de placa plana

Este sistema de cultivo ha estado tomando relevancia los tltimos afios debido a su alta
eficiencia fotosintética (Tamburic et al., 2011). Estos fotobioreactores consisten de
paneles traslicidos y delgados que por lo general un grosor de 10 mm tal como se puede
apreciar en la Figura 10. Usualmente son hechos de PVC, policarbonato, vidrio o
polietileno (Acién et al., 2017). La orientacion del panel varia dependiendo de la fuente
de luz, siendo verticales aquellos que usan luz artificial y ligeramente inclinados si se

usa la energia solar (Tamburic et al., 2011). La gran ventaja de este sistema, aparte de
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su facil mantenimiento y bajo costo, es su alto indice de area/volumen, llegando a
valores volumétricos de biomasa mayores a 2gLd? . El sistema cuenta con tubos
horizontales en la parte inferior del panel por donde ingresa el CO; y el sistema de
agitacion por bombas, es posible contar con tanques de desgasificacion para evitar la
acumulacion de O; y sus posibles efectos adversos en el cultivo (Tsang, 2017). Las
limitaciones del sistema son su escalibilidad, problemas de sedimentacion y control de

temperatura (Tamburic et al., 2011).
Figura 10

Fotobioreactor de placa plana
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Fuente. Adaptado de de Photobioreactors for the production of microalgae (p.25), por Acién et

al ,2017, Microalgae-Based Biofuels and Bioproducts.
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Fotobioreactores airlift

Los fotobioreactores airlift tienen una geometria tubular y cuentan con un conducto de
succion en el centro presente en la Figura 11. Este disefio permite un flujo turbulento,
mejorando la circulacion, transfencia de calor, homogenizacion del medio e inhibicién
del proceso fotoinhibitorio (Razzar et al., 2013). El sistema es agitado mediante
aireacion, junto con inyeccion de CO.. Este tipo de fotobioreactor tienen un costo
relativamente alto, el escalamiento es complicado y posee un bajo indice de
superficie/area (Tsang, 2017). Ademas, el sistema de agitacion genera estrés en el

cultivo, dificultando el crecimiento. (Ning et al.,2021).
Figura 11

Fotobioreactor tipo airlift

Fuente. Adaptado de Photobioreactors: Advancements, Applications and Research (p.133), por

Yiu Fai Tsang,2017, Nova Science Publishers, Inc.
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2.3.

DEFINICION DE TERMINOS

Alcaléfilo:se dice de aquellos microorganismos que proliferan en ambientes de
pH entre 8,5y 11.

Fotoinhibicidn: es el exceso de radiacion, que impide la fotosintesis.
Irradiancia: magnitud para cuantificar la cantidad de radiacion en una superficie
Lux: unidad que describe la iluminancia de un espacio expresado en lumen por
metro cuadrado.

Lisis celular: consiste en el guebrantamiento y ruptura celular ocasionando fuga
del material celular.

Cianobacteria: Microorganismo procariota capaz de realizar fotosintesis
dandole un color azul verdosa.

Raceway: canal artificial de agua en el cual se realiza cultivo de peces o

microorganismos tales como algas y cianobacterias.
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CAPITULO 1l

1. DISENO METODOLOGICO

3.1. Tipo deinvestigacién

El siguiente trabajo de investigacién se desarrollara dentro del tipo de investigacion
basica como aplicada, entendida entre los términos de Vara Horna (2015), segun el
cual, “Las investigaciones tienen mas valor si sus resultados aportan opciones para
resolver problemas y si contribuyen aumentando las arcas del conocimiento cientifico”
(p.202). Pues tal es el caso del presente trabajo que pretende determinar los parametros
adecuados para el mejoramiento morfolégico de espirulina (A.platensis) de la empresa
Musuqg Kawsay, asi como, generar el conocimiento necesario para que los interesados

puedan hacer uso de ello en aras del saber humano.
3.2.  Nivel de investigacion

Naupas et al. (2018) define que “el nivel explicativo es un nivel mas complejo, mas
profundo y mas riguroso, de la investigacién basica, cuyo objetivo principal es la
verificacién de hipotesis causales o explicativas”(p.135). El presente trabajo busca
verificar las variables de proceso que influyen en el mejoramiento morfolégico de
espirulina (A.platensis) de la empresa Musuq Kawsay, por ende, el nivel explicativo se
alinea a las caracteristicas de investigacion del trabajo mencionado anteriormente, ya
gue se busca contrastar las hipdtesis, que involucran una relacion de causalidad entre

variables dependientes e independientes.
3.3. Disefio de investigacion

Segun Vara Horna (2015) el disefio experimental posee variables independientes que

pueden ser manipuladas deliberadamente para observar sus efectos a través de la
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experimentacion, la cual es parte fundamental del método cientifico. En el presente
trabajo se cuenta con variables independientes (iluminacion, temperatura, y
concentracién de medio de cultivo) que serdn empleadas para estudiar sus efectos
(morfologia) mediante la experimentacion, la cual buscara ofrecer explicaciones con la
mayor credibilidad y validez, por tanto, el disefio de investigacién experimental se alinea

dentro las caracteristicas de este trabajo.
3.4. Poblacién y muestra

La eleccion de la poblacién para el siguiente trabajo de investigacion, se hizo bajo el
término de Vara Horna (2015), segun el cual “la poblacion es el conjunto de sujetos o
cosas que tienen una o mas propiedades en comdn, se encuentran en un espacio o
territorio y varian en el transcurso del tiempo”(p.221). Siendo todas las células de
espirulina el estanque de cultivo existente en las intalaciones de la empresa Musuq
Kawsay la poblacién de estudio del presente trabajo, mientras que la muestra se
considera al grupo de sujetos extraidos de la poblacién y seleccionados mediante algun
meétodo plausible (Vara Horna, 2015), la muestra bioldgica sera la cepa de espirulina
(A.platensis) del estanque de cultivo la cual serd tomada mediante un método de

muestreo probabilistico simple.

3.5. VARIABLES E INDICADORES
3.5.1. Variable independiente

e Temperatura (°C)

¢ Intensidad de luz (Lux)

e Concentracion del medio de cultivo (0,5X, 1X, 2X); donde “X” representa el
multiplicador de la concentracion normal del medio de cultivo. La concentracion
normal es 1X, mientras que 0,5X implica reducir a la mitad la concentracion del
medio Zarrouk modificado, segun se detalla en el Anexo8, y 2X implica duplicar
dicha concentracion

3.5.2. Variable dependiente

¢ Morfologia de la espirulina (porcentaje de tricomas helicoidales)
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Tabla 4

Variables de investigacion

VARIABLES DIMENSIONES CONCEPTO INDICADORES
OPERACIONAL

X X1 Intensidad de La cantidad de X1.1  Lux(5000,10000)
Parametros de luz lux que recibira

C el cultivo
operacion

(VARIABLES X2  Temperatura Las diferentes  X2.1 C°(25,30,35)
INDEPENDIENTES) temperaturas de

crecimiento

X3 Concentracion La cantidad de X3.1 g/L(0.5X,1X,2X)
de nutrientes en nutrientes

medio de cultivo proveidos al

cultivo
Y Y1 Morfologia de Laformay Y1.1 Forma ( porcentaje
(VARIABLES cultivo estructura del de tricomas
DEPENDIENTES) tricoma helicoidales)

3.6. Lugar de ejecucion

Todo el proceso que involucr6 el trabajo de investigacion se llevé a cabo entre el 13 de
marzo al 21 de Julio del afio 2023 en las instalaciones de la empresa Musuq Kawsay,
ubicado en el departamento de Ayacucho, la provincia de Huamanga y distrito de San
Juan Bautista con las coordenadas -13.173190,-74.201418.
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3.7. MATERIALES
3.7.1. Materia prima

El objeto de estudio de esta investigacion fue la espirulina, la cual se obtuvo de los pozos

de cultivo pertenecientes a la empresa Musug Kawsay SAC.
3.7.2. Materiales de laboratorio

e Probeta de 500 mL

e Micropipeta de 10.0 p

e Jeringa 30G

¢ Matraz de erlenmeyer

e TermoOmetro digital

e Ph metro digital (HANNA)
e Bomba de aire (5watts)

e Foco térmico (25 watts)

e Foco térmico (50 watts)

e Pipetade 10 MI

e Termostato

e Focos de 50W

e Camara Sedgewick rafter
e Porta objetos

e Pipeta pasteur

e Medio de cultivo zarrouk modificado
e Filtrode40p

e Vaso precipitado
3.7.3. Equipos

¢ Balanza analitica de 300 g

e Microscopio (Siedentopf)
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3.8. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.8.1. Recoleccidn y aislamiento

Se recolecté una muestra de 50 mL de espirulina (A.platensis) de los estanques tipo
‘Raceway”. Las muestras fueron recolectadas con pipetas pasteur para luego ser
puestas en tubos de ensayo. Para poder aislar los tricomas lineales de los helicodales
se hizo mediante el procedimiento de diluciones seriales de un factor 10,para lo cual se
extrajo 1 mL de alicuota y se virti6 a un tubo de ensayo con 9 mL de medio de cultivo
hasta llegar a una concentracion de 1/1000 como se muestra en el Anexo 13 y 14,
posteriormente se aislé los tricomas helicoidales con ayuda de una aguja 30G y se
afadio los tricomas aislados a una placa petri con agar Zarrouk, y fue puesto en una
cdmara de crecimiento a temperatura de 30°C y con luz tenue por un periodo de 2
semanas, una vez alcanzado un crecimiento denso, como se muestra en la Figura 12 y
13, se procedio a retirar muestras de la placa petri y fueron afiadidas a medio de cultivo
zarrouk liquido en tubos de ensayo de 20 mL para continuar con su escalamiento

posterior, como se muestra en el Anexo 9y 10.
Figura 12

Placa petri con agar Zarrouk y espirulina
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Figura 13

Tricomas de espirulina en medio agar Zarrouk a escala 100X

3.8.2. Mantenimiento y escalamiento

El inéculo fue escalado de acuerdo a la representacion esquematica de la Figura 14, el
cual consiste en escala a volimenes mayores en una proporcion de 1:3, para lo cual se
hizo uso del medio de cultivo Zarrouk modificado presente en la Anexo 8, posteriormente
se mantuvo en camaras de crecimiento en un ciclo de luz/oscuridad de 12/12h a 4000
Lux, y a una temperatura de 30°C (Kumar et al. 2011) con agitacion mediante una
bomba de aire de 5 watts, con filtros de aire, hasta obtener un denso crecimiento, como
se muestra en el Anexo 9. El volumen final fue de 3000 mL, el cual fue usado como

cultivo madre para las pruebas posteriores.
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Figura 14

Representaciéon esquematica del proceso de recoleccion y escalamiento

Recoleseidn a Dilucion Aislamiento !: Incubacién
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20ml
3000 ml 1280 ml - 80 ml I= 3?4C000
T=30°C T=30°C T=30°C T=30°C A=
Lux = 4000 Lux = 4000 Lux = 4000 Lux = 4000

3.8.3. Condiciones experimentales

Los experimentos a fin de determinar los factores que afectan la morfologia de la
espirulina fueron conducidos bajo la modalidad discontinua o por lotes en camaras de
crecimiento, como se puede ver en la Figura 15, bajo los parametros que se muestran
en la Tabla 5. Se utiliz6 0,05 L de inéculo extraido del cultivo madre y 0,2 L de medio de
cultivo para la concentracién normal (1X), mientras que para las demas concentraciones
(0,5X y 2X) se hizo un filtrado y lavado para su inoculacidn a fin de evitar desbalance

guimico.
Tabla 5

Tabla de experimentacién

Temperatura
LUX 25°C 30°C 35°C
5000 0.5X 1X 2X 0.5X 1X 2X 0.5X 1X 2X
10000 0.5X 1X 2X 0.5X 1X 2X 0.5X 1X 2X
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Figura 15

Camara de crecimiento y experimentacion

3.8.4. Evaluacion de cultivos
Parametros fisico-quimico.

Estos pardmetros se evaluaron partiendo desde la etapa de inoculacion hasta
crecimiento con el objetivo de asegurar los parametros Optimos de crecimiento. La

medicién se dié en cada cultivo experimental por separado.

e Paradmetos fisicos: se hizo una evaluacion diaria en reposicion de agua por
evaporacion, correcta iluminacion y temperatura correcta.

o Pardmetros quimicos: se hizo una evaluacién interdiaria del pH con un
pHmetro de la marca HANNA(HI98103)

Evaluacion de morfologia

Para esta prueba se hizo uso de la camara de conteo Sedgewick-Rafter, con el fin de
precisar el nimero de tricomas helicoidales y rectos como se muestra en la Figura 16 y
el Anexo 12 . Para determinar el momento adecuado de la realizacion del conteo se hizo
previamente una determinacion de curva de crecimiento de la espirulina, tras lo cual se

obtuvo que en el dia 3 el crecimiento aun se encontraba en la fase exponencial, mientras
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que a partir del 4to dia se iniciaba la fase estacionaria y posteriormente el
decrecimiento, como se muestra en el Anexo 7, por ende se determind por conveniente
realizar el conteo durante la etapa exponencial, a fin de evitar posible interacciones con
la morfologia en la fase de decrecimiento. Para la realizacion el conteo se utiliz6 la

siguiente metodologia:

e Se tomo una alicuota de 1mL de las pruebas experimentales y se verti6 en la
camara de Sedgewick- Rafter con su respectivo cubreobjetos y se dejé reposar
la muestra por 15 minutos.

e Se observd utilizando un microscopio binocular de la marca Siedentopf (B120c)
a una amplitud de 40X.

e Se hizo el conteo representativo de 3 filas y 4 columnas, y se obtuvo un promedio
(X).

e Elndmero de tricomas helicoidales y rectos fue determinado usando la

siguiente ecuacién (Escriba & Huamani, 2021):
N°.mL1 = (N°. de tricomas contados)(N°. Total de cuadrados)(dilucion)
donde:
N°.total de cuadrados: 1000
dilucion =1

e El porcentaje de tricomas helicodales y lineales se determiné de la siguiente
forma:

Ne° de tricomas helicoidades

% de tricomas helicoidal = N° de tricomas total x 100

N° de tricomas rectos

% de tricomas rectos = N° de tricomas total 100
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Figura 16

Representacién esquematica del procedimiento para la evaluacién de tricomas lineales y

helicoidales
ST
> - =
= geoaRwes =
[ 3
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Arthrospira platensis Pipeta pasteur Camara Sedgewick-rafter  Conteo en microscopio
250 ml 1mi 1ml

3.9. Disefio estadistico

La eleccion del disefio estadistico se hizo dentro de los términos planteados por
Quevedo & Pérez (2008), segun los cuales “Cuando se habla de analisis de varianza
con clasificaciones cruzadas o disefios factoriales, hay experimentos que involucran
mas de dos factores, lo cual nos lleva al analisis de varianza de clasificaciones en tres
sentidos o factorial 3k”(p.346). En el trabajo a desarrollar se cuenta con 3 factores ( 2
niveles de lluminacién, 3 niveles de concentracion de nutrientes, y 3 niveles
temperatura). Lo cual nos da como resultado 18 unidades experimentales utilizando el
Modelo de Andlisis de varianza de tres sentidos: disefio completamente aleatorizado

con efectos fijos
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CAPITULO IV

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Parametros fisico-quimicos

Tabla 6

Parametros fisicoquimicos de la espirulina en los distintos tratamientos ejecutados

LUX
., 5000 10000
Concentracion
Temperaura Temperatura
25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C
0.5X 8.9+0.3 8.9+0.3 8.8+0.3 8.8+0.1 8.8+0.1 8.7+0.2
0 horas 1X 8.9+0.2 8.8+0.1 9.0+0.1 8.9+0.3 8.9+0.3 8.9+0.3
2X 9.0+0.4 8.9+0.4 8.9+0.4 8.7+0.3 8.6+0.2 8.5+0.2
0.5X 10.8+0.1 10.8+0.1 11.1+0.1 10.7#0.2 10.8+0.6 10.9+0.5
hgrza . 1X 10.3#02 10.3+0.2 10401 104402 10.3+0.2 10.30.5
2X 10.0+0.1 10.1+0.1 10.1+0.1 10.2+0.4 10.3+0.1 10.0+0.3

Durante el desarrollo del trabajo de investigacion se hizo monitoreo de parametros como

temperatura, lux, y pH y precisamente los datos obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Segun Arora et al. (2019) los valores pH del medio de cultivo de la espirulina 6ptimos

para el crecimiento y obtencién de antioxidantes deberian situarse entre 8,5 a 10,5
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idealmente, sin embargo como se muestra en la Tabla 6, especialmente en el
tratamiento de concentracién 0.5X se observa valores de pH mas altos a las 72 horas,
segun Vonshak (1997) debido a que la concentracion de nutrientes el medio de cultivo
es menor, el CO; disponible del medio es utilizado durante la fotosintesis con mayor
rapidez, dando como resultado un incremento de la concentracion de oxigeno y una
reduccion en la concentracion de dioéxido de carbono, dando lugar a un ambiente
alcalino, en contraste a las concentraciones 1X y 2X donde se puede observar un pH
menor a las 72 horas. Es necesario mencionar que este trabajo de investigacion se
realizé por lotes y a escala laboratorio, mientras que normalmente en cultivos continuos
tipo raceway se hace una reduccion de pH del medio mediante la adicion de CO-
gaseoso para mantener los niveles dentro del rango éptimo de crecimiento durante
peribdos mas largos, ademas, valores de pH por encima de 9.5 son necesarios para

evitar potencial contaminacién por otras algas (Vonshak, 1997).
4.2. Efecto de latemperatura en la morfologia de A. platensis
Figura 17

Efecto de la temperatura en la morfologia de Arthrospira platensis
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La figura muestra una disminucién de tricomas helicoidales a 35°C

Tabla7

Andlisis de varianza (ANOVA) para la morfologia de espirulina (énfasis temperatura)

SC
Fuente GL Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 17 3702.76 21781 7.45 0.000
Lineal 5 3203.13 640.63 21.91 0.000
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Temperatura 2 2990.84 1495.42 51.15 0.000

Interacciones de 2 términos 8 457.72 57.22 1.96 0.081

Concentracion*Temperatura 4 399.37 99.84 342 0.018

Lux*Temperatura 2 30.03 1501 0.51 0.603

Interacciones de 3 términos 4 41.91 10.48 0.36 0.836
4

Concentracion*Lux*Temperatura 41.91 10.48 0.36 0.836

Del andlisis estadistico que se muestra en la Tabla 7, se observa que el valor p de la
temperatura es menor a 0.05; es asi que este factor es estadisticamente significativo

con un nivel de confianza del 95%.

Estos resultados tienen cierta vinculacion con las observaciones de Mihling et al.
(2003), quien reportd un cambio en la orientacion del hélice en tres cepas cuando estas
fueron sometidas a temperaturas mayores a 30°C entre el rango de 32°C-34°C, dicho
efecto fue reversible si la temperatura era reducida a 30°C, sin embargo, no se reporto
un cambio morfolégico de helicoidal a lineal como se pudo observar en el presente
trabajo de investigacion, esto se deberia al uso de otras variedades y especies del
género Arthrospira, si bien en el presente trabajo se hizo uso de la variedad Orovilca,
en el trabajo mencionado anteriormente se hizo uso de 34 muestras distintas lo que
ayudaria a entender una posible relacion entre el cambio morfologico y la variedad del

género Arthrospira.

La Figura 17 no ha sido objeto de discusién previa en relacion a la constatacion de un
aumento significativo en el porcentaje de conversion morfoldgica de la estructura
helicoidal en la variedad Orovilca, especificamente en condiciones de temperaturas
superiores a 30°C este cambio estaria relacionado con la expresion de las proteinas
21.9 y 20.3 kba como lo menciona Ping & Ying, (2005), la expresion de dichas
proteinas se inactivan mediante el cambidé de helicoidal a lineal, mientras que las
proteinas 52 y 31.8 kDa se activan, no obstante el proceso mediante el cual este
mecanismo opera aun no se comprende completamente y demanda una investigaciéon

mas exhaustiva.

Otra posibilidad se daria por el peptidoglucano presente en la pared celular de los
tricomas, pues el peptidoglucano determina la forma de los procariotas y en las bacterias
grampositivas y cianobacterias consta de muchas capas individuales, si en la etapa de
crecimiento estas capas de peptidoglucano sufren algin estrés por temperatura estas
seran afiadidas a la pared celular, en caso el peptidoglucano sea suficiente para sustituir
a capas anteriores de la célula y el numero de células sea suficiente ocurria el cambio

morfologico (Mihling, Harris, Belay, & Whitton, 2003), esta hip6tesis se ve respaldada
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por las observaciones de Zhao et al. (2022), pues reporta que los tricomas lineales
tienen mayor sintesis de peptidoglucanos frente a los helicoidales donde es mas
regulado, asi mismo, reportdé que en tricomas helicoidales existe una mejor regulacién
en la expresion de las proteinas fotosintéticas y del metabolismo de nitrégeno, mientras

gue en los tricomas lineales una actividad fotosintetica reducida.

Toda la informacion proporcionada anteriormente podria ayudar a entender mejor el
proceso de cambio morfolégico ocurrido en este trabajo de investigacion, pues parece
haber una relacién entre la temperatura y el peptidoglucano, lo cual ocasionaria el
cambio morfoldgico. Este cambio de morfologia es un proceso gradual, que inicia con la
enlongacion de la estructura, lo que resulta en una reduccion inicial de la distancia entre
hélices, posteriormente, la forma se vuelve menos definida, tal como se ilustra en la
Figura 18A. Como consecuencia, los helicoides comienzan a desaparecer de manera
gradual, como se muestra en la Figura 18B, hasta llegar finalmente a una configuracion
recta, como se representa en la Figura 18C, una vez alcanzada la forma lineal esta tiene

una heredabilidad estable, dando lugar posteriormente a mas tricomas rectos.

Cabe resaltar que dicho cambio morfolégico dependeria no solo de la temperatura, pues
Van Eykelenburg (1979), demostr6é en A.platensis, aislada del lago Nakuru en Africa,
mostraban una morfologia mas apretada y corta cuando la temperatura se aumentaba
de 13,5 a 40°C. Por otro lado Sritana (2001), observé una morfolégia mas suelta a
mayor temperatura, cuyos resultados se aproximan al presente trabajo, como se
muestra en la Figura 20 B y 21 E donde el distanciamiento entre hélices es mayor (89.37
pum.). Otros autores como Huarachi-Olivera et al. (2015) y Escriba & Huamani (2021)
adjudican dicho cambio a la adaptabilidad de la cepa al medio donde este se cultiva,
pero claro dicha adaptabilidad estaria relacionado con factores como temperatura,
concentracion y lux, siendo esta adaptabilidad un resultado de los distintos factores a
los que es expuesto la cianobateria, lo cual determinaria finalmente el porcentaje de
tricomas lineales y helicoidales. Dichas variaciones en resultados dependeria no solo
de los factores ambientales, si no tambien de la cepa, pues segln Scheldeman et al.
(1999) se tiene registro de 51 cepas aisladas provenientes de diferentes partes del
mundo, las cuales estarian sujetos a especificos factores ambientales para una
variacion morfolégica por lo que es necesario llevar a cabo investigaciones adicionales

con diferentes cepas con el fin de obtener una compresién mas clara del proceso.

De la Figura 17 se puede observar que temperaturas entre 25 a 30°C favorecen una
morfologia relativamente constante, lo que indicaria una relacion entre el rango 6ptimo
de crecimiento y la morfolégia, en efecto Arora Soni et al. (2019) concluydé que

temperaturas en el rango de 25 a 30°C promueven el rendimiento ideal en Arthrospira
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platensis , no obstante Torzillo, et al. (1991) determinaron que una temperatura de 35°C
era superior a 25°C en términos de crecimiento, hasta un 23%. Estas discrepancias en
resultados se deberia posiblemente a la cepa utilizada en cada trabajo de investigacion,
se hace mencion de lo anterior ya que en el presente trabajo se utiliz6 la cepa Orovilca
y como se muestra en la Figura 19, para poder conservar un porcentaje morfolégico de
94.26 % de tricomas helicoidales se debe cultivar a una temperatura de 30°C, 1x de
concentracién y 5000 Lux, aunque dichos parametros son ideales para una buena
morfologia helicoidal y deben ser tomados en cuenta por futuros cultivadores de
espirulina, es necesario determinar en futuros trabajos el mejor rango de temperatura
gue favorezca tanto el crecimiento como la morfologia en la cepa Orovilca. Por otro lado,
surge la siguiente disyuntiva, si la espirulina tiende a sufrir un cambio morfologico de
helicoidal a lineal debido al estrés de temperaturas mayores a 30°C, variedades como
la Orovilca que provienen de oasis ubicados en el desierto de Ica, donde la temperatura
durante verano llega a mas de 30°C, indicaria que existe un proceso de reversibilidad
de helicoidal a lineal, pues al ser un microorganismo de aproximadamente 3465 millones
de afios alin mantiene su forma caracteristica en su habitat natural, con lo que respecta
a esto zZhi Ping & Ying, (2005) plantearon que dicha reversibilidad ocurriria
espontaneamente a temperaturas de 20°C con una frecuencia de 0,00001, no obstante,
esta frecuencia no resultaria plausible para mantener la forma helicoidal durante
periddos prolongados de tiempo hasta el dia de hoy, en consecuencia se requiere una
mayor investigacion en esta area para comprender mejor el mecanismo de

reversibilidad.
Figura 18

Proceso de cambio morfolégico en Arthrospira Platensis en el tratamiento de 35°C

‘‘‘‘‘‘‘‘

A: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 2X
B: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 1X
C: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 0.5X



Figura 19

Parametros de optimizacion para la morfologia helicoidal de A.platensis
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El analisis estadistico muestra que una temperatura de 30°C, concentracion de 1x y Lux de 5000
son favorables para una morfologia helicoidal

4.3. Efecto de laconcentracion y la temperatura en la morfologia de A.

platensis

Tabla 8

Analisis de varianza (ANOVA) para la morfologia de espirulina (énfasis en temperatura y

concentracion)
SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 17 3702.76 21781 7.45 0.000
Lineal 5 3203.13 640.63 21.91 0.000

Concentracion 2 175.89 87.94 3.01 0.062
Interacciones de 2 términos 8 457.72 57.22 1.96 0.081
Concentracién*Temperatura 4 399.37 99.84 342 0.018
Interacciones de 3 términos 4 41.91 10.48 0.36 0.836
Concentracion*Lux*Temperatura 4 41.91 10.48 0.36 0.836

Del analisis estadistico que se muestra en la Tabla 8, se observa que el valor p de la
temperatura y concentracion es menor a 0.05; es asi que este factor es estadisticamente

significativo con un nivel de confianza del 95%.
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De la Figura 20 se puede observar que a temperaturas mayores de 30°C una
concentracién mayor de nutrientes tiene mejor estabilidad morfologica, este fenémeno
tendria la respuesta en la deplecién de glicina en el peptidoglucano como observaron
Zhou & Cegelski (2012) en el Staphylococcus aureus, dicha deplecion generaba mayor
engrosamiento del septum en la fase estacionaria, donde los niveles de glicina eran
bajos, lo que indicaria que mayores concentraciones actuarian como stock de nutrientes
para que la deplecién de glicina en el peptidoglucano no ocurra, y asi prevenir un posible
cambio morfolégico inducido por temperaturas altas, sin embargo como se puede
apreciar en la Figura 20 un efecto contrario se esperaria para la concentraciéon 0.5X,
donde existe menor densidad de compuestos inorgénicos, esta divergencia significaria
gue tanto concentraciones bajas como altas serian adecuadas para una homeoestasis
nutricional que favorece una buena sintesis de compuestos precursores de glicina en el
peptidoglucano, asi evitando parcialmente el cambio morfolégico, en contraste a la
concentracion 1X . Por otro lado, Sritana (2001) identificé que a mayor concentracion de
nutrientes los tricomas mostraban mayor enlongacion entre hélices y un proceso
opuesto a menor concentracion de nutrientes, sin embargo en el presente trabajo
evidencié un efecto contrario, se pudo observar configuraciones apretadas en niveles
altos de nutrientes Figura 21D con un promedio de distanciamiento entre hélices de
54.7uym para la concentracion 2X , mientras que en concentraciones inferiores el
distanciamiento entre hélice es mayor, como se muestra en la Figura 21 E Y F, con
valores promedios de 89.37 ym para la concentracion 1X y 79.74 um para la
concentracién 0.5X , lo que indicaria una correlacién entre los nutrientes y la distancia
entre hélices como tambien lo menciona Tadesse & Demeke (2014). Esto significaria
gue dicho proceso no solo depende de la concentracién del medio sino también de la
variedad de la cepa, si bien Sritana (2001) utiliza la especie platensis, no especifica la

cepa utilizada, mientras que en el presente trabajo se usé la variedad Orovilca.
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Figura 20

Efecto de la concentracion y temperatura en la morfologia de espirulina
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Figura 21

Efecto de la concentracion y temperatura (35°C) en la morfologia de A.platensis

A'Y D: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 2X
B Y E: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 1X
C Y F: Tratamiento con 35°C, 5000 Lux y 0.5X
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4.4. Efecto de laintensidad de luz en la morfologia de A.platensis

Tabla 9

Andlisis de varianza (ANOVA) para la morfologia de espirulina (énfasis en Lux)

SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 17 3702.76 21781 7.45 0.000
Lineal 3203.13 640.63 21.91 0.000
Lux 36.41 36.41 125 0.272

457.72 5722 196 0.081
28.33 14.16  0.48 0.620
30.03 15.01 051 0.603
41.91 10.48 0.36 0.836
41.91 10.48 0.36 0.836

Interacciones de 2 términos
Concentracién*Lux
Lux*Temperatura

Interacciones de 3 términos
Concentracion*Lux*Temperatura

A BADNDNOORFO

Del analisis estadistico que se muestra en la Tabla 9, se observa que el valor p del Lux
es mayor a 0.05; es asi que este factor es estadisticamente no significativo con un nivel

de confianza del 95%.

De la Figura 22 se puede observar que la intensidad de luz entre los valores 5000 a
10000 Lux no tiene un efecto directo en relacion al cambio morfolégico de helicoidal a
lineal, sin embargo, se pudo observar una coloracién amarillenta bajo el tratamiento de
10000 Lux como se observa en la Figura 23 A y Anexo 4, esto se deberia a una
fotoinhibicién debido a la baja concentracidén de indculo al inicio del tratamiento, dando
lugar al fotoblangueo de los tricomas, otorgando el color amarillento al medio (Carvalho,
Silva, & Baptista, 2011), por el contrario, a mayor concentracion celular esta ejerce un
efecto de autosombreado (Vonshak, 1997), reduciendo asi la intensidad de luz que
recibe cada tricoma evitando el fotoblanqueo. Por otra parte, (Wu, 2005 ; Tadesse &
Demeke, 2014) reportaron que niveles altos de radiaciones visibles y Lux originan que
los tricomas de espirulina tomen una configuracibn muy espiralada, estos estudios
sugieren que dicha configuracion es un mecanismo de defensa para evitar la
fotoinhibicion y fotoblanqueo mediante el auto sombreado, al contrario niveles bajos de
intensidad de luz darian lugar a tricomas mas sueltos con el objetivo de poder recibir
mas luz, sin embargo, Sritana (2001) observo que niveles de Lux de 22000 dotaban al
tricoma de hélices mas sueltos, igualmente Huarachi-Olivera et al (2015) reportaron que
valores de 11,700 lux originaron el cambio morfolégico de helicoidal a lineal en un lapso
de 18 dias de cultivo, no obstante, en el presente trabajo no se observo efecto alguno
en el distanciamiento de helices con respecto a la intensidad de luz en ambos
tratamientos, como se puede observar en las Figuras 23 A 'y 23 B, pero cabe resaltar

gue este trabajo de investigacion se hizo por lotes y trabajos posteriores en sistemas
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semi continuos por largos periodos y rangos mas amplios de lux serian necesarios para

estudiar dicho factor a fondo.

Los resultados derivados de esta investigacidbn poseen una importancia significativa
para los productores de espirulina. Los parametros identificados en la Figura 19, a saber,
una temperatura de 30°C, una intensidad luminica de 5000 lux y una concentracion de
nutrientes de 1X, revisten una utilidad considerable y deben ser cuidadosamente
considerados para su reproduccion en sistemas de estanques raceway. Esto contribuira
a evitar la formacion de morfologias lineales, cuyos efectos negativos en la eficiencia
del proceso de filtrado y en el contenido de nutrientes se han destacado en
investigaciones previas, tal como han sefalado Zhu et al. (2020) y Cuellar-Bermudez et
al. (2019).

Figura 22

Efecto de la intensidad de luz en la morfologia de A. platensis
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Figura 23

Tricomas de A.platensis bajo los tratamiento 10000 , 5000 Lux y concentracion 1X en 30°C

“ E

A: Tratamiento con 30°C, 10000 Lux y 1X
B: Tratamiento con 30°C, 5000 Lux y 1X
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V. CONCLUSIONES

La espirulina (A.platensis) no mostré un cambio morfolégico significativo de
helicoidal a lineal en los tratamientos de 5000 y 10000 Lux, sin embargo este
ultimo conllevé a una fotoinhibicion en los tricomas.

Las concentraciones de nutrientes ejercen un efecto significativo en la
morfologia de espirulina, de las cuales las concentraciones 0.5X y 2X mostraron
mejor estabilidad morfolégica frente al estrés que produce la temperatura de
35°C, con valores de 74,79% y 80,75% de tricomas helicoidales, asi mismo la
concentracion 2X mostré un menor distanciamiento de hélices en los tricomas,
con un valor de 54,7 um.

La temperatura ejerce un efecto significativo en la morfologia de espirulina,
siendo la temperatura de 35°C la que ejerce una influencia mas significante en
el cambio morfologico de helicoidal a lineal en la espirulina, con un valor de
74,52% de tricomas helicoidales para este tratamiento.

Las variables de proceso adecuadas para el mejoramiento morfolégico de
espirulina (A.platensis) son: 30°C, 5000 lux y 1X de concentracion dando como

resultado 94,20% de tricomas helicoidales .
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacion en sistemas semicontinuos en rangos de Lux
mayores a 10000 por periodos de tiempo mas largos.

Realizar trabajos de investigacion con diferentes cepas de la especie A.platensis
para determinar el posible vinculo entre la variedad y el cambio morfoldgico.
Realizar trabajos de investigacion en la reversibilidad morfolégica de lineal a
helicoidal en A.platensis.

Realizar trabajos de investigacion a nivel molecular para comprender mejor el
proceso de cambio morfologico a altas temperaturas.

Se recomienda cultivar espirulina (A.platensis) bajo los siguientes pardmetros:
30°C, 5000 lux y 1X de concentracion a fin de lograr mantener una morfologia
helicoidal de 94,20%.
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VII. ANEXOS

Anexo 1

Porcentaje de tricomas helicoidales de espirulina

LUX
L, 5000 10000
Concentracion
Temperaura Temperatura
25°C 30°C 35°C 25°C 30°C 35°C
0.5X 8736 +46 88+3.7 772+31 889%x7.1 915+58 722+9.2
1X 895+19 943+32 686+85 89.1+24 91.2+52 675+9.1
2X 93.8+28 90.7+13 83.4+6.8 90.6+2.4 88.6+46 78+5.0
Anexo 2
Andlisis de varianza (ANOVA) para la morfologia
SC MC
Fuente GL  Ajust. Ajust. Valor F Valor p
Modelo 17 3702.76 21781 7.45 0.000
Lineal 5 3203.13 640.63 21.91 0.000
Concentraciéon 2 175.89 8794 3.01 0.062
Lux 1 36.41 36.41 125 0.272
Temperatura 2 2990.84 149542 51.15 0.000
Interacciones de 2 términos 8 457.72 57.22 196 0.081
Concentracién*Lux 2 28.33 14.16 0.48 0.620
Concentracién*Temperatura 4 399.37 99.84 342 0.018
Lux*Temperatura 2 30.03 15.01 0.51 0.603
Interacciones de 3 términos 4 41.91 10.48 0.36 0.836
Concentracion*Lux*Temperatura 4 41.91 10.48 0.36 0.836
Error 36 1052.43 29.23
Total 53 4755.20
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Anexo 3

Morfologia de la Arthrospira platensis a 100X bajo el tratamiento de 5000 LUX

Las 3 columnas representan las temperaturas (25,30 y 35°C) respectivamente, asi como las filas las

concentraciones (0.5,1.0, 2.0) respectivamente
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Anexo 4

Morfologia de la Arthrospira platensis a 100X bajo el tratamiento de 10000 LUX

Las 3 columnas representan las temperaturas (25,30 y 35°C) respectivamente, asi como las filas las
concentraciones (0.5,1.0, 2.0) respectivamente
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Anexo 5

Morfologia de Arthrospira platensis a 40X bajo el tratamiento de 5000 LUX

Las 3 columnas representan las temperaturas (25,30 y 35°C) respectivamente, asi como las filas las

concentraciones (0.5,1.0, 2.0) respectivamente
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Anexo 6

Morfologia de Arthrospira platensis a 40X bajo el tratamiento de 10000 LUX

Las 3 columnas representan las temperaturas (25,30 y 35°C) respectivamente, asi como las filas las
concentraciones (0.5,1.0, 2.0) respectivamente
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Anexo 7

Curva de crecimiento de Arthrospira platensis a diferentes temperaturas

N° individuos vs dias (25°C)
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N° individuos vs dias (35°C)
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Anexo 8

Medio de cultivo Zarrouk modificado

Nutrientes g-ml/L
NaHCOs 8
NaCl 4
KNO3 15
K2S0O4 0,8
NH4H>PO4 0,1
MgSO. 0,15
FeS0O47H.0 0,1
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Anexo 9

Escalamiento de tricomas aislados de espirulina a 20mL
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Anexo 10

Escalamiento de tricomas aislados de espirulina a 500 mL

Anexo 11

Escalamiento de tricomas aislados de espirulina
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Anexo 12

Conteo de tricomas helicoidales de la espirulina en el microscopio.

Anexo 13

Diluciones seriales para aislamiento de tricomas
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Anexo 14

Tricomas de A.platensis provenientes de la poza para ser aislados

Anexo 15

Agar Zarrouk como medio de crecimiento semisolido
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Anexo 16

Camaras de crecimiento en 5000 lux y 35°C

A: 0 horas

B: 24 horas
C: 48 horas
D: 72 horas
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Anexo 17

Camaras de crecimiento a 5000 Lux, y 30°C

A: 0 horas

B: 24 horas
C: 48 horas
D: 72 horas
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Anexo 18

Camaras de crecimiento a 5000 Lux y 25 °C

A: 0 horas
B: 24 horas
C: 48 horas D: 72 horas
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Anexo 19

Camaras de crecimiento a 10000 Lux y 25°C

A: 0 horas
B: 48 horas
C: 72 horas
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Anexo 20

Camaras de crecimiento a 10,000 Lux y 30°C

A: 0 horas
B: 48 horas
C: 72 horas
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Anexo 21

Camaras de crecimiento a 10,000 Lux y 35°C

A: 0 horas
B: 48 horas
C: 72 horas
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