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Resumen

La produccion de espirulina, un tipo de cianobacteria de alto valor nutricional y comercial, es de
creciente interés en biotecnologia y agricultura sostenible. Sin embargo, su eficiencia a gran
escala enfrenta desafios, especialmente en la optimizacién del rendimiento. Por ende, el
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la velocidad de agitacion (VA), tiempo de agitacién
(TA), vy altura del agua (H) en tres niveles (bajo, medio y alto) para la optimizacion en la
produccion de espirulina en un biorreactor raceway pond. La metodologia incluyd un disefio de
cribado definitivo (DCD) con 13 tratamientos, donde se midieron los efectos de estas variables
operativas sobre la concentracidn de espirulina en peso seco (g/L). El andlisis estadistico reveld
que el modelo cuadratico fue capaz de explicar satisfactoriamente (p=0,002 y R? = 92,53 %).
Aunque el andlisis de varianza, mostré que solo los parametros VA y H tuvieron un efecto
significativo (p<0,05). Luego, los valores optimizados y deseables indicaron que el tratamiento
T13, con VA =9,5 rpm, TA =18 hy H = 0,23 m, presentd un rendimiento maximo de 1062,1
gramos de espirulina en peso seco por semana, equivalente a una concentracién de 0,352 +
0,02 g/L. Estas condiciones, aplicadas en un entorno controlado de cultivo de microalgas,
demostraron mejorar la productividad.

Palabras clave: biomasa; espirulina; optimizacién; biorreactor raceway pond.

Abstract

The production of spirulina, a type of cyanobacteria with high nutritional and commercial value,
is of growing interest in biotechnology and sustainable agriculture. However, its large-scale
efficiency faces challenges, particularly in performance optimization. Therefore, the study
aimed to evaluate the effect of agitation speed (AS), agitation time (AT), and water height (H)
at three levels (low, medium, and high) for the optimization of spirulina production in a raceway
pond bioreactor. The methodology included a definitive screening design (DSD) with 13
treatments, where the effects of these operational variables on the concentration of spirulina
in dry weight (g/L) were measured. The statistical analysis revealed that the quadratic model
could satisfactorily explain the results (p=0.002 and R? = 92.53%). However, the analysis of
variance showed that only the AS and H parameters had a significant effect (p<0.05).
Subsequently, the optimized and desirable values indicated that treatment T13, with AS = 9.5
rom, AT = 18 h, and H = 0.23 m, achieved a maximum yield of 1062.1 grams of spirulina in dry
weight per week, equivalent to a concentration of 0.352 + 0.02 g/L. These conditions, applied
in a controlled microalgae cultivation environment, improved productivity.

Keywords: biomass; spirulina; optimization; raceway pond bioreactor.
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1. Introduccién

La espirulina (Arthrospira platensis), es un tipo de cianobacteria que ha ganado notoriedad a
nivel global debido a sus excepcionales propiedades nutricionales y beneficios para la salud.
Mientras que Ochoa y Moyano (2022), describen a la espirulina como un alga de color azul
verdoso, colores atribuidos a la presencia de la clorofila y a |a ficocianina; en la actualidad la
espirulina, al contener un alto nivel de proteinas, es potencial su uso con fines médicos,
nutricionales y alimenticios. Aunque su auge en la industria de alimentos y suplementos es
relativamente reciente, el uso de espirulina como fuente alimenticia tiene raices historicas. Los
aztecas en México v las tribus Kanembu alrededor del Lago Chad en Africa la consumian como
parte de su dieta habitual, debido a su alta concentracién de proteinas, vitaminas, y minerales.
(Al-Mahrougqi et al., 2024; Stunda-Zujeva y Berele, 2024). En la actualidad, la espirulina es
considerada un superalimento y ha sido reconocida por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como uno de los mejores alimentos para el futuro debido a su valor nutricional y su
facilidad de cultivo en diferentes condiciones ambientales (Asero, 2014; Sharoba, 2014).

Martinez-Palma et al. (2015) expresa que la espirulina es una microalga filamentosa que
se ha utilizado como alimento desde tiempos antiguos, por su alto contenido de proteinasy la
presencia de péptidos encriptados dentro de las secuencias de las proteinas originales, que son
liberados en el proceso digestivo mostrando un efecto antioxidante. Por otra parte, es
especialmente apreciada por su composicion nutricional. Contiene entre 55 % y 70 % de
proteina de alta calidad, incluyendo todos los aminodcidos esenciales que el cuerpo humano
no puede sintetizar por si mismo. Ademas, es una fuente rica de vitaminas del complejo B,
vitamina E, provitamina A (en forma de betacaroteno), minerales como hierro, calcio, magnesio
y potasio, y acidos grasos esenciales, como el acido gamma-linolénico (Infobae, 2024; Janda-
Milczarek et al.,, 2023; Prates et al.,, 2020). La espirulina también es conocida por su alto
contenido de antioxidantes, tales como ficocianina, clorofila y carotenoides, que ayudan a
neutralizar los radicales libres en el cuerpo, reduciendo asi el riesgo de enfermedades crénicas
y fortaleciendo el sistema inmunoldgico (Stunda-Zujeva et al., 2023; Wang et al., 2023).

Su uso ha trascendido la industria alimentaria, encontrando aplicaciones en la industria
cosmética, donde es valorada por sus propiedades hidratantes y antioxidantes, y en la industria
farmacéutica, donde se investiga su potencial para tratar diversas enfermedades, incluyendo
el cancer, debido a sus propiedades antiinflamatorias y antitumorales (Fayyad et al., 2019;
Wang et al.,, 2023). En la agricultura, se utiliza como suplemento para mejorar la salud de
animales de granja y peces, promoviendo su crecimiento y resistencia a enfermedades
(Rahman et al., 2023; Waheed et al., 2024). La produccién intensiva de espirulina en el Peru ha
experimentado un crecimiento progresivo, principalmente en estanques tipo canal, donde los
productores se esfuerzan por regular factores como la iluminacion, temperatura y agitacion
para lograr una producciéon adecuada. Sin embargo, aun existen ciertas deficiencias en el
control de estos, provocando un lento desarrollo en el crecimiento del cultivo como
consecuencia genera un bajo rendimiento de produccion (Zabala, 2020).

A pesar de los numerosos beneficios, la produccion comercial de espirulina enfrenta
desafios significativos, especialmente en lo que respecta a la optimizacién de los parametros
de cultivo para maximizar el rendimiento y la calidad del producto. El cultivo en raceway ponds
0 estanques de canal abierto es una de las técnicas mas utilizadas. Estos biorreactores se
caracterizan por su disefio simple y bajo costo de operacién, lo que los hace adecuados para la
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produccion a gran escala. El cultivo en raceway ponds implica la circulacion continua del medio
de cultivo mediante paletas o ruedas de paletas, lo que asegura una mezcla adecuada vy la
exposicion uniforme de las células de espirulina a la luz solar y a los nutrientes disponibles
(Barboza-Rodriguez et al., 2024; Berden Zrimec et al., 2024; Ragaza et al., 2020). Sin embargo,
la eficiencia de estos sistemas depende de la adecuada gestion de varios parametros
operativos, como la velocidad de agitacidon, el tiempo de agitacion y la profundidad del
estanque. Ademas de la intensidad de la luz, la temperaturay el pH. Cada uno de estos factores
influye en la exposicién de las células de espirulina a la luz solar, en la distribucion de nutrientes
y en la temperatura del medio, afectando tanto el crecimiento como la morfologia de los
tricomas. Por ende, el objetivo del estudio fue evaluar el efecto de algunos parametros
operativos para la optimizacion en la produccién de Espirulina en un biorreactor raceway pond.

2. Metodologia

2.1. Obtencidn de la muestra

Se utilizd la cepa de espirulina Arthrospira platensis suministrada por la empresa Musuq
Kawsay. Los tricomas de la espirulina, que son estructuras celulares en forma de filamentos,
constituyen la microalga y desempefian funciones vitales como la fotosintesis, la absorcién de
nutrientes y la eliminacion de desechos (Oscanoa et al., 2020). Las muestras de espirulina se
extrajeron mediante un método de muestreo aleatorio simple y posteriormente se cultivaron
en tubos de ensayo bajo condiciones controladas: temperatura constante de 30 °C e
iluminacion de 5000 lux durante un periodo de 3 dias. Este procedimiento se prolongd hasta
alcanzar una concentracién 6ptima, identificada por una tonalidad verde oscuro. Una vez
alcanzada esta concentracion (Figura 1), se procedio al escalamiento del cultivo de acuerdo a
lo propuesto por Escriba (2021).

Figura 1
Muestra del cultivo de espirulina

A v

Nota. (a) Muestra inicial del cultivo de
espirulina (b) Muestra concentrada del
cultivo de espirulina para el escalamiento.

2.2. Escalamiento del cultivo

Tras alcanzar la concentracidon éptima en los tubos de ensayo, se realizd el escalamiento inicial
en matraces de 250 mL hasta obtener la concentracién deseada. El proceso continud con una
serie de escalamientos sucesivos en recipientes de 3 L, luego 20 L, 100 L y finalmente 200 L.
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Durante el escalamiento, se utilizd un disco Secchi para medir la concentracion adecuada del
cultivo. Una vez que el disco Secchi dejo de ser visible a una distancia de 2 a 3 cm, se determino
que la espirulina habia alcanzado una concentracion suficiente para ser transferida a escala o
para la cosecha, asi como se muestra en la Figura 2 y 3.

Figura 2
Medida de concentracion en el cultivo de espirulina

(a) (b)

] —

Nota. (a) Etapa inicial del cultivo de espirulina. (b) Cultivo con una concentracién adecuada

Figura 3
Escalamiento del cultivo de espirulina

D Cepa madre

10 unidades
(200 L total)
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Una vez lograda la concentracién deseada, se inicié la fase de crecimiento del cultivo en
un estanque tipo canal, donde se manipularon las variables de estudio. El estanque tenia una
capacidad de 5000 L, estaba construido con ladrillo y concreto, tenia forma rectangular con
extremos semicirculares y una division central que permitia una circulacién constante de
biomasa. Ademas, el estanque contaba con deflectores o bafles en los extremos para evitar la
formacion de zonas muertas que pudieran afectar negativamente el cultivo (Figura 4). Se utilizd
geomembrana de HDPE de calibre N°1 como revestimiento, y las paletas de agitacién estaban
acopladas a un motorreductor trifasico de 2HP. Segun Dodd, estas paletas eran fundamentales
para proporcionar una mezcla adecuada y oxigenar el cultivo dentro del estanque (Chisti,
2013).

Figura 4
Medida de concentracion en el cultivo de espirulina

Bafles Linea de separacion Bafles

Direccién de flujo Paletas de agitacion

2.3. Obtencién de la concentracién de espirulina

Para obtener la concentracién del cultivo de espirulina en peso seco (g/L), se llevaron a cabo
una serie de etapas metodoldgicas sefialadas en la Figura 5. En primer lugar, se preparo el
equipo de cosecha utilizando telas filtrantes de 50 micras, disefiadas para retener la biomasa
de espirulina, y filtros agricolas que permitieron eliminar cualquier impureza presente.
Posteriormente, se procedid a la extraccion de 1000 litros del estanque de cultivo mediante
una bomba de agua sumergible de 0,67 HP.

La siguiente fase consistio en el filtrado, que se realizd por gravedad para separar el
agua de la biomasa cosechada. Una vez completado, se llevd a cabo el lavado de la biomasa,
con el objetivo de eliminar cualquier rastro de sales y nutrientes residuales. Después, la
biomasa fue sometida a un proceso de prensado manual, el cual permitié eliminar el exceso de
liquido. Este paso resultd en una biomasa con una consistencia sélida tipo "torta", ideal para la
fase de extrusion posterior.

En la etapa de extrusion, la "torta" obtenida se introdujo en un extrusor, el cual
transformd la biomasa en filamentos similares a espaguetis. Esta configuracion permitié un
secado mas uniforme vy répido. Finalmente, el secado se realizd en secadores de bandeja,
manteniendo una temperatura constante de 40 °C durante un periodo de 7 horas. Este proceso
asegurd que la espirulina alcanzara la concentracion deseada en peso seco. Una vez que la
espirulina se seco, se midid la concentracion de la biomasa en términos de peso seco (gramos
por litro, g/L). Esta medicion se realizd pesando una muestra representativa de la espirulina
seca y comparandola con el volumen inicial de cultivo.
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Figura 5
Etapas para la obtencion de concentracion del cultivo de espirulina

(b)

Nota. (a) Cosecha (b) Filtrado y lavado (c) Prensado (d) Extrusion (e) Secado
2.4. Evaluacion de la calidad morfoldgica de los tricomas

Para evaluar la calidad morfoldgica, se utilizé la cdmara de conteo Sedgewick Rafter, la cual
permitio realizar un conteo de tricomas lineales y espirales tanto en la etapa de adaptacion
inicial como en la fase de crecimiento exponencial final de los cultivos. El protocolo seguido
incluyé la toma de una muestra de 1 mL de las pruebas experimentales, la observacién de la
muestra en la cdmara Sedgewick Rafter usando un microscopio binocular a una magnificacion
de 100X, y la realizacidon de un conteo representativo de 4 filas y 4 columnas para obtener un
promedio. El indice de tricomas espirales y lineales se calculd utilizando la ecuacion 1:

N° de tricomas espirales

(1)

indice de tricomas = - -
N¢de tricomas lineales

2.5. Disefio experimental

Se empled un disefio de cribado definitivo (DCD). Este enfoque de disefio experimental fue
seleccionado por su capacidad para identificar y evaluar de manera eficiente los efectos de las
variables y sus interacciones en el rendimiento del cultivo. El DCD permitié la formulacién de
trece (13) tratamientos distintos, los cuales fueron aplicados para explorar el espacio
experimental y determinar las condiciones dptimas para la produccién de espirulina. Los
parametros evaluados fueron la velocidad de agitacion (VA), tiempo de agitacion (TA) y altura
de agua del estanque (H). Cada una de estas variables se exploré a tres niveles distintos: alto,
medio y bajo, basandose en antecedentes y estudios previos que sugieren su influencia en el
rendimiento de la produccion de espirulina. (VA: 7; 9,5; 12), (TA:12; 18; 24) y (H: 0,15; 0,23;
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30). Asi mismo se realizé el analisis de varianza para determinar cudl de los tratamientos fueron
mas significativos.

3. Resultados

La tabla 1 muestra una variacion en el rango de 0,213 a 0,352 g/L de rendimiento de la
produccion de espirulina. Entre los tratamientos, el T13 presenté mayor rendimiento (0,352 +
0,02 g/L) al estar compuesto por las siguientes condiciones: Velocidad de agitacion (VA) = 9,5
rpm, Tiempo de agitacion (TA) = 18 h y la altura de agua del estanque (H) = 0,23 m, seguido del
T6, T1 y T5 con un rendimiento de 0,300, 0,297 y 0,296 g/L respectivamente. El rendimiento
fue calculado de acuerdo a la produccion batch (1 semana), donde 1 056 g correspondié a un
volumen total de 3 000 L, que equivale a una concentracion de 0,352 g/L. La composicion de
estos tratamientos evidencié que en general los niveles intermedios de VA, TA y H generan
mayor rendimiento, es decir que la interaccion de las condiciones es positiva para el
rendimiento, mientras que niveles bajos las condiciones (VA, TA y H) generan un rendimiento
bajo, por ejemplo, los tratamientos T9 y T11, tuvieron un rendimiento de 0,213 y 0,224 g/L,
posiblemente causada por el stress del cultivo al exponerse a mayor iluminacion vy alta
temperaturay por ende conlleva a la mortalidad de la espirulina.

Tabla 1
Disefio experimental del estudio concentracion en seco del rendimiento

Velocidad  Tiempo de Altura de .
Rendimiento

. de agitacién  agitacion agua del (g/L)
Tratamiento (rom) (h) estanque (m) (g/3 000 L)
VA TA H R R

T1 9,5 24 0,30 892 0,297
T2 9,5 12 0,15 875 0,292
T3 12 18 0,30 696 0,232
T4 7 18 0,15 703 0,234
T5 12 24 0,23 888 0,296
T6 7 12 0,23 899 0,300
T7 12 12 0,30 675 0,225
T8 7 24 0,15 755 0,252
T9 12 12 0,15 640 0,213
T10 7 24 0,30 773 0,258
T11 12 24 0,15 672 0,224
T12 7 12 0,30 689 0,230
T13 9,5 18 0,23 1056 0,352

El andlisis de varianza indicd que tanto H como la VA tienen un impacto significativo
(p<0,05), mientras que el TA no presentd un efecto significativo (p>0,05). Luego, se evalud los
perfiles de los valores predichos y deseabilidad del rendimiento mediante el modelo cuadratico
predictivo de la ecuacién 1.

Rendimiento = —0,973 + 0,1693 VA - 0,00402 TA + 4,966 H- 0,009187 VA * VA
+ 0,000148 TA*TA- 11,57 H*H- 0,000139 VA * TA + 0,0196 VA * H (1)
+ 0,00500 TA = H
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La Figura 7 muestra las diferentes configuraciones experimentales que afectan a las
respuestas pronosticadas para un modelo predictivo, los factores de estudio explican un 92,53
% al rendimiento de espirulina (g/L). Asi mismo, Las lineas entrecortadas rojas verticales en la
figura representan la configuracion dptima de los factores VA=9,5rpm, TA=18 hy H=0,225
m. Las lineas azules horizontales y los nUmeros representan las respuestas para el valor éptimo
de los factores 1062,1 g de espirulina en peso seco por semana, equivalentes a 0,35 g/L de
concentracion de espirulina cuando los factores estan en sus valores mas altos (VA =9,5 rpm,
TA=18hyH=0,225m). Jourdan (2016) indica que a condiciones adecuadas la equivalencia es
de 0,28 - 0,45 gramos de espirulina seca por litro, también menciona que estos datos varian en
funcion a la variedad. Mientras Escriba (2018) menciona que la concentracion de biomasa esta
enunrango de 0,32 -0, 60 g/L.

Figura 7
Perfil de valores de prediccion y deseabilidad
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Por otro lado, la Figura 8 revela como las diferentes condiciones de manejo en el
estanque, afectan directamente la morfologia de los tricomas de espirulina. Las variaciones en
la densidad, alineacion, curvatura, y longitud de los tricomas observadas a través de los
diferentes tratamientos indican que estos pardametros influyen significativamente en la
estructura de la biomasa de espirulina producida. La morfologia de los tricomas de espirulina
varia segun el tratamiento. En T1, los tricomas son largos y dispersos, mientras que en T2 y T3
son mas cortos y agrupados, posiblemente debido a las condiciones de agitacién y profundidad
del medio. En T4 a T6, los tricomas muestran formas mas enredadas: T4 es denso, T5 es mas
recto y T6 tiene una mezcla de formas. En T7 a T9, los tricomas son menos agrupados y
presentan variabilidad en la longitud, sugiriendo ajustes a las condiciones de cultivo.
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Finalmente, en T10 a T13, T10 y T11 muestran tricomas lineales y dispersos, T12 indica una
mayor compactacion, y T13 presenta una distribucion uniforme con variaciones en longitud.

Figura 8
Etapas para la obtencion de concentracion del cultivo de espirulina
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4. Discusion

Evaluar la VA es fundamental para obtener rendimientos adecuadas de espirulina. Donde una
velocidad de 9,5 rpm proporciond mejores rendimientos comparado con 7 y 12 rpm. Asi como
una agitacion adecuada aumenta la productividad, mientras que una agitaciéon demasiado baja
provoca sedimentacion y distribucién inadecuada de nutrientes. En contraste, una agitacion
demasiado alta puede causar dafios en la morfologia de los tricomas de espirulina, afectando
negativamente la concentracion. Por lo tanto, mantener una velocidad de agitacion equilibrada
es esencial para evitar daflos y optimizar el crecimiento de la espirulina (Sandoval-Simbafia,
2017).

El TA indica que las diferencias en concentraciéon de espirulina entre 12 y 24 h de
agitacion son minimas, con una ligera ventaja para el tiempo mas largo. Sin embargo, se
recomienda evitar la agitacion durante la noche o en condiciones frias, por debajo de 15 °C, ya
que la espirulina es un organismo fotosintético que necesita luz para generar energia quimica
durante el dia. Por lo tanto, agitar durante 12 horas diurnas no solo se adapta mejor a las
necesidades del microorganismo, sino que también es mas eficiente energéticamente,
evitando el gasto innecesario de energia durante la noche. Para que el TA sea significativo, es
importante mantener una iluminacion constante durante 24 horas. Ademads, la iluminacién
nocturna con sistemas LED podria ser una alternativa para optimizar la produccién de biomasa
(Zhu y Wakisaka, 2020).

Con una agitacion de 24 horas a 9,5 rpm, se obtuvo el mayor porcentaje de tricomas
espirales, alcanzando un 30 %. Sin embargo, las velocidades de 7 y 12 RPM resultaron en
porcentajes menores (18 % a 20 %). Estos datos son consistentes con los obtenidos a 12 horas,
indicando que el tiempo de agitacion no afecta significativamente la morfologia. La
transformacién de tricomas espirales a lineales, irreversible una vez ocurrida, puede deberse a
factores estresantes como fluctuaciones de temperatura. Segun Soni etal. (2019),
temperaturas entre 25y 30 °C favorecen la espirulina, mientras que cambios bruscos pueden
inducir esta transformacién. Una vez que los tricomas de espirulina se alteran a una forma
lineal, no pueden recuperar su forma espiral, y los tricomas descendientes mantendrdn esta
morfologia lineal, indicando que los tratamientos aplicados no afectan directamente la calidad
morfoldgica.

Adicionalmente para que el tiempo de agitacion sea un factor significativo, es necesario
mantener la iluminacidn constante. Para alcanzar concentraciones significativas, el sistema de
cultivo debe contar con una iluminacién constante durante 24 horas y mantenerse en agitacion
continua. Asi mismo, el parametro de la temperatura juega un papel importante. Debido a que
H en el cultivo de espirulina muestra una relacion inversa con la temperatura del agua: a mayor
altura, menor temperatura, y viceversa. La espirulina prospera entre 15 °C y 30 °C, con
crecimiento ralentizado por debajo de 15 °Cy efectos letales por encima de 35 °C (Ismaiel et al.,
2016).

5. Conclusiones

La configuracién dptima de los factores fueron los siguientes: una velocidad de agitacién de 9,5
rom, tiempo de agitacion 18 h y una altura de agua de 0,225 m observando una produccion
inicial de 800 g de espirulina en peso seco por semana, correspondiente a 0,267 g/L. El modelo
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predictivo englobando los parametros éptimos arrojoé un valor de produccion de 1062,1 g de
espirulina en peso seco por semana; para la validacion del modelo predictivo se experimentd y
resultd 1012,3 g, esto quiere decir que el modelo predictivo tiene un porcentaje de error del
4,68 %. Luego de realizar los ajustes necesarios con los pardmetros, se logrd incrementar esta
produccion a 1012,3 g de espirulina en peso seco por semana, correspondiente a 0,350 g/L, lo
que representd un aumento significativo en el rendimiento del 26,54 %. Respecto a la calidad
morfoldgica, el indice inicial de tricomas fue de 0,3; considerando los parametros de operacion,
el indice de tricomas resulté 0,4.
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