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ABSTRACT

The production of the Cyanophyta Spirulina platensis was investigated in a conical
photobioreactor tubules under laboratory conditions. The laboratory-scale photobioreactor was
constructed with a basal area of 0.221 m*and a cone (0.56 m x 0.60 m top diameter) designed with
a PVC hose (47 m in length with 12 mm diameter using 40 m long for the 26 coils forming the
cone, and 6.4 m for the heat exchanger), reinforced with metal wire and lined with aluminum foil
(total volume = 4,085 L). The inner surface of the cone (0.5982 m?) (12 h light/12 h dark) was
illuminated with a mercury vapor lamp. The photobioreactor operation ran with an air pump with
a flow rate of 0.021 L/s resulting in a rate of production of dry biomass of 3.362 g/m’ and a
concentration of chlorophyll "a" of 0.05658 mg/L with illumination at 5617.23 lux. The growth
of S. platensis in conical photobioreactor tubules conforms to an "S" curve growth model in 22
days (R°=0, 865; F=57,592).

Keywords: conical, La Molina, photobioreactor, production, Spirulina.

RESUMEN

La produccion de la cyanophyta Spirulina platensis se investigo en un fotobioreactor tubular
conico bajo condiciones de laboratorio. El fotobioreactor a escala de laboratorio fue construido
con un érea basal de 0,221 m*y un cono (0,56 m de alto x 0,60m didmetro superior) disefiado con
unamangueraPVC (47 m de longitud con 12 mm de diametro utilizando 40 m de largo para las 26
espiras que forman el cono; 6,4 m para el intercambiador de calor), reforzado con alambre de
metal y forrado con papel aluminio; (volumen total = 4,085 L). La superficie interna del cono
(0,5982 m?) fue iluminado con lampara de vapor de mercurio (12 h luz/12 h oscuridad). La
operacion del fotobioreactor funcioné con una bomba de aire con un caudal 0,021 L/s dando
como resultado una tasa de produccion de biomasa seca de 3,362 g/m’ y una concentracion de
clorofila*a” de 0,05658 mg/L con una iluminacion de 5617,23 lux. El crecimiento de S. platensis
en el fotobioreactor tubular conico se ajusta al modelo de la curva de crecimiento “S” en 22 dias
(R*=0,865; F=57,592).

Palabras clave: conico, fotobioreactor, La Molina, produccién, Spirulina.
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INTRODUCCION

La tecnologia de la produccion de Spirulina ha
avanzado en los Ultimos treinta afos,
resultando una mejor calidad de producto a un
costo relativamente menor. La Spirulina o
Arthrospira ha atraido la atencion de los
investigadores por muchos afios, como lo
demuestran cientos de publicaciones en sus
diversos aspectos. Hay mas informacion
disponible sobre su biologia, biotecnologia y
aplicaciones de la nutricion, aplicacion
sanitaria, aplicaciones como la produccion de
biocombustibles y como un sistema vital de
ayudaen estudios espaciales (Koru 2012).

Esta microalga puede ser una alternativa para
ayudar en el tratamiento de aguas residuales de
porcinos, reduciendo el impacto ambiental
causado por los contaminantes y también
utilizar la biomasa producida en alimentacion
animal y fertilizantes, en la produccion de
pigmentos, vitaminas, polisacéridos, entre
otros (Mezzomo et al. 2010) Las microalgas,
incluyendo cianobacterias, pueden ser una
fuente de compuestos bioactivos valiosos, por
ejemplo, pigmentos, vitaminas u otros
complementos alimenticios, asi como
metabolitos secundarios con actividad
farmacoldgica altamente selectiva. El
desarrollo futuro de la biotecnologia algal se
estd moviendo hacia el campo de los productos
de alto valor fabricados en condiciones de
cultivo bien controladas (luz, temperatura, pH,
CO, y nutrientes) (Borowitzka & Moheimani
1995, Skulberg 2004). Sin embargo, el control
total de los parametros del cultivo sélo es
posible en sistemas cerrados, es decir, en
fotobioreactores, que son sistemas flexibles
que pueden ser disefiados de acuerdo a las
caracteristicas biologicas y fisiologicas de una
especie de microalga seleccionada. Uno de los
factores limitantes para el logro de altos
niveles de produccion de biomasa de
Spirulina platensis Nordstedt, 1844 es la
disponibilidad de fotobioreactores adecuados.
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Hasta la fecha, casi toda la produccion
comercial de esta alga se realiza en estanques
en la que el cultivo es agitado con una rueda de
paletas. Sin embargo, la experiencia
acumulada en los ultimos afios indica que las
altas tasas de produccion no pueden ser
alcanzadas con dichos sistemas de cultivo por
un namero de razones: (1) dificultad en el
mantenimiento de la temperatura Optima
durante todo el dia y en todo el afio; (2)
limitada disponibilidad de luz a las células
debido aunabajarelacién superficie-volumen,
(3) concentracién de biomasa baja, dando
lugar a costosos procedimientos de
recoleccion y economia desfavorables; (4) alto
riesgo de contaminacién por otros
microorganismos y (5) dificultad de optimizar
y automatizar el proceso con el fin de lograr
una mejor utilizacion de la energia solar y
temperatura en todo momento. Como
resultado de estos problemas, los
fotobioreactores cerrados han ganado
importancia para el cultivo de microalgas. Una
parte importante del disefio y la construccion
del fotobioreactor tubular es proporcionar un
alto sistema de iluminacion en una relacion
superficie-volumen adecuada (Torzillo et al
1993). En esta investigacion se describe el
disefio, construccion y produccién del cultivo
de S. platensis en un fotobioreactor. Tal disefio
al ser llevado a escala industrial permitiria
maximizar la captura de la radiacion incidente
sobre el plano del fotobiorreactor y lograr la
plena utilizacion de la superficie de terreno que
ocupa. Este segundo aspecto podria ser
importante en el desarrollo de fotobioreactores
tubulares en las zonas donde el precio del
terrenoesalta.

MATERIALES Y METODOS

Fotobioreactor tubular cénico

El fotobioreactor utilizado en este estudio
consistid de cinco partes: (1) un cono espiral de
56 cm de altura'y 60 cm de diametro construido
con una manguera transparente de PVC
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(Policloruro de Vinilo) de 40 m de longitud y
12 mm de didmetro interno; (2) un
intercambiador de calor de forma espiral
construido de manguera de PVC (6,4 m de
longitud y 12 mm de didmetro interno); (3) un
desgasificador construido con una botella de 1
L de capacidad; (4) una lampara de vapor de
mercurio de 250 Watts (marca Philips), y (5)
una bomba de aire Rikasp aquarium SB-348
(Figuras 1y 2). (Watanabe & Hall 1996).

El fotobioreactor tiene un é&rea basal de
0,221m’ La superficie externa del cono esta
cubierta con papel aluminio para evitar la
absorcion de la luz exterior. El area iluminada
(superficie interior del cono) es 0,5982 m’; la
manguera de PVC que forma las espiras del
cono ocupa una superficie de 2,2609 m®; esta
superficie interior del area de la manguera del
cono es mas grande que la superficie interior
del cono. Luego usamos el valor del érea
iluminada 2,2609 m’ para calcular la
produccién de biomasa por metro cuadrado. El
volumen total de la manguera que forma el
cono fue 4,52 L = (1 x(0,6 cm)*x 4000 cm); la
proporcién del area iluminada (superficie
interior del cono) al volumen total de la
manguera que formael cono fue 0,132 m*/L. El
volumen total del sistema, incluyendo el
intercambiador de calor y tuberias de conexién
fue 6,313 L.

Organismo, medio de cultivo y operacion
del sistema.

El indculo de S. platensis fue obtenido de la
Coleccion de Biotecnologia de Microalgas del
Laboratorio de Biologia Acuéatica -
Universidad Nacional de San Agustin
(UNSA), Arequipa, Pert. El cultivo fue
mantenido usando la solucion hidropdnica “La
Molina” al 25% (Contreras 1998, Mesco
2002), con la siguiente composicion (g/L):
Solucion A:  Superfosfato triple 35; KNO,
110; NH,NO, 70; Solucién B: MgSO, 44;
Fetrilon combi 2,5; Acido bérico 0,24 y
NaHCO, 8 g. Todos los nutrientes fueron
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disueltos en agua declorada, manteniendo un
pH=9y seautoclavo a 120°C; 15 Lb de presion
por 20 mi. El volumen de S. platensis que se
colocé al fotobioreactor fue de 4,085 L para
mantener un pH entre 9a 10.

Observacién ultramicroscépica de los
filamentos de Spirulina platensis

Se realizd en el Centro de Microscopia
Electronica (CME) de la Universidad Nacional
de San Agustin (UNSA) de Arequipa, Per.

Para la observacién ultramicroscépica de los
filamentos de S. platensis, se utilizd el
microscopio electronico de barrido marca
Philips SEM XL 20 con microanalizador de
rayos X por dispersion de energia marca
EDAX DX 4i; las muestras al ser de tipo no
metalicas fueron metalizadas, es decir han sido
recubiertas con una capa metalica de oro de
espesor aproximado de 100 (A°) Angstroms
con el metalizador de vacio marca Denton
Vacuum Desk 11, con la finalidad que sean
conductoras y puedan ser analizadas en el
microscopio electronico. Las imagenes fueron
grabadas por computadora (Fig. 3).

Caudal del fotobioreactor tubular conico

El fotobioreactor utiliza una bomba de aire, el
flujo de liquido fue mediante la inyeccion de
aire. La manguera de diametro interno de 1,2
cm es adecuada para permitir el
funcionamiento del ascensor de aire en este
reactor de tipo cono. Un grupo de filamentos
de Spirulina (agregaciones) se puso en el
fotobioreactor con el fin de controlar la
circulacién del medio de cultivo. Los
agregados circulan con el medio donde esta la
viscosidad practicamente equivalente a la del
agua, con caudales de aire. Diez mediciones de
las tasas de movimiento del agregado se
realizaron entre dos puntos en el tubo de abajo
para el calculo del caudal del medio
(Watanabe & Hall 1996).

Determinacion espectrofotométrica de la
clorofila*“a” de S. platensis
Las muestras de produccién de S. platensis se
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concentraron mediante centrifugacion (10000
rpm; 10 min), decantando el sobrenadante y
sometiéndolo a nitrégeno liquido para su lisis,
después se resuspendié en un volumen de
etanol absoluto hasta cubrir el precipitado el
cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C en un
frasco ambar por 2 dias. El extracto se
centrifugd por 10 min a 8000 rpm para su
clarificacion, separando el sobrenadante y
anotando el volumen total del extracto.
Posteriormente se transfirio 1,5 mL del
extracto clarificado a una cubeta de
espectrofotdmetro (1 cm) registrandose la
densidad 6pticaa 750 nmy 664 nm, enseguida
se afiadio 0,05 mL de HCI 0,1 N agitando con
cuidado el extracto acidificado y se tomaron
las absorbancias (DO) a 750 nm y 665 nm; 90
seg después de la acidificacion. Restando las
absorbancias que se obtuvieron a 750 nm (no-
acidificada y acidificada) a las
correspondientes lecturas que se obtuvieron a
664 nm antes de acidificar y a 665 nm después
de acidificar (la absorbancia registrada a 750
nm es una medida de laturbidez en el extracto).
Utilizando los valores corregidos (DO = 664
nmy DO =665 nm) se calculd la concentracion
declorofila-“a” (APHA1992).

Evaluacion del crecimiento de S. platensis
en fotobioreactor tubular conico

Para evaluar el crecimiento de S. platensis se
realiz6 el conteo con camara de Sedgwick-
Rafter y se determind en organismos/mL (Fig.
4) (Borowitzka & Moheimani 2013).

Determinacion de labiomasa

Para la determinacion de la biomasa seca se
procedio a filtrar 350 mL de muestra de S.
platensis, a través de un papel filtro (marca
Whatman y porosidad semilento) luego se secé
en estufa durante 2ha 105 °C (Monshak 2002).

El otro método que se utilizé para determinar la
produccién de Spirulina fue por el método del
espirumetro, utilizando un disco Secchi casero
hecho a base de una regla de 20 cm y un disco
de color blanco de 3 cm de didmetro, que
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permitio una medida aproximada pero bastante
subjetiva que depende: del sujeto, de la
claridad circundante, del angulo y de la
turbidez del medio de produccién. Antes de
medir se agitdé el medio para homogenizar,
luego se dejo reposar por un min. Se anoto la
profundidad en cm hasta donde es posible
distinguir el disco. La teoria indica que cada
uno debe determinar su propia correlacion;
profundidad-correlacion-turbidez, dentro de
las condiciones estandar. (Planchon & Fuentes
2009).

RESULTADOS Y DISCUSION

El area basal del cono fue 0,221 m?; siendo la
relacion del interior de la superficie de la
maguera que forma el cono (area iluminada) a
la zona basal de 10,23. La velocidad de flujo
del medio de cultivo en la zona comprendida
entre el desgasificador con el intercambiador
de calor fue de 0,0132 m/s con un caudal medio
igual a 0,002 L/s. El flujo de la bomba de aire
resulté igual a 0,133 L/s dando lugar a un flujo
medio en la parte superior del cono igual a
0,021 L/s. El pH igual a 10,16 del medio de
cultivo resulto dentro del rango de crecimiento
de S. platensis (Fig. 5). La temperatura
maxima alcanzada fue de 31°C alas 12 del
mediodia y la temperatura media fue de
25,26°C hasta los 22 dias de evaluacion
(Fig. 6), la temperatura es responsable del
aumento de la productividad. La Spirulina es
un candidato excelente para cultivo al aire
libre, siendo termofila y alcaldfila, bajo
condiciones  Optimas de crecimiento con
temperatura maxima de 37 °C y pH de
alrededor de 10; facilitando el mantenimiento
del cultivo al aire libre (Vonshak 2002). La
iluminacion artificial en el fotobioreactor di6
unairradiacion diaria promedio de 208,5Wm"
[250 W + 10,5982 m*x 12 h (24 h) ' =208,5 W
m*dia™] (Style 2012).

En el estudio de la estructura
ultramicroscopica de los filamentos de S.
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platensis mediante microscopia electronica a
diferentes aumentos (266X; 1276 Xy 160X) se
observo los extremos romos caracteristicos del
filamento de la microalga, mostrando cinco a
seis espiras de 60 um aprox., coincidiendo con
los caracteres morfoldgicos tipicos de S.
platensis (Fig. 3) (Fox 1996), describiendo la
longitud de espirasentre 30a 75 pum.

El recuento de organismos presentd un
crecimiento maximo a los 11 dias de 233333
org/mL. El crecimiento de S. platensis se
ajusto a un modelo matematico de crecimiento
“S”.

X(t)=x|1 -exp |-|t = to°
T

parat > t,(Fig. 7) (Juarez 2010).

La produccion en peso seco de S. platensis fue
de 0,743 g/L 6 0,03715 g/L/dia 6 3,362 g/m’.
La densidad medida mediante disco Secchi
(2,7 cm) fue igual a 0,67 g/L (Planchon &
Fuentes 2009), la tasa de produccion de
biomasa en peso seco fue de 0,51 g de biomasa
seca/L/dia en un cultivo realizado en un
fotobioreactor tubular (Watanabe & Hall
1996); en cultivos realizados a campo abierto
en reactores tubulares se obtuvo
productividades promedio de 0,83; 0,44y 0,61
g peso seco L d* alcanzados en otofio
(septiembre-octubre), invierno
(noviembre-diciembre) y marzo,
respectivamente (Zittelli et al. 1996). La
productividad en peso seco en cultivo con agua
de mar natural enriquecida con diferentes
cantidades de NaHCO, y NaNO, fue de 0,28
g/L en 18 dias (Gami et al. 2011). S. platensis,
en cultivo semicontinuo aireado en matraces
Erlenmeyer de dos L por 90 dias (2160 h) a 30°
C con menos de 2500 lux de iluminacién en un
fotoperiodo de 12 h. presentd productividad
(0,042 g/L/dia) (Reichert et al. 2006). El

Production of Spirulina

cultivo de S. platensis en fotobioreactor de
columna de burbujas con un volumen total de
1200 mL utilizando orina humana como medio
de cultivo obteniendo una productividad de
0,17 g/L/dia en 14 dias (Feng & Wu 2005). Se
realizé un cultivo mixotrofico feed-batch de
Arthrospira platensis, los cultivos fueron
realizados a 30°C con el uso de luz 2 klux con
alternancia de luz y oscuridad alimentado con
glucosa y obteniendo una concentracion de
biomasa de 1,3 g/L en 12 dias (Lodi et al.
2005). Se realizd un cultivo de S. platensis por
proceso continuo usando Cloruro de amonio
como una fuente de nitrégeno, obteniendo una
productividad maxima de 0,092 g/L/dia
(Sassano et al. 2007). La produccién de S.
platensis en sistema combinado de reactor
tubular fue de 0,71 g/L/diaal cabo de 15 dias de
cultivo (Converti et al. 2006). La produccion
medida por unidad de area basal no superaa la
obtenida por estanques al aire libre o reactores
cerrados descritos; el fotobioreactor tubular
conico es recomendable para mantener la S.
platensis como cepa madre para produccion
industrial o bioensayos. La biomasa seca se
determino al dia 22, sin embargo el mayor
crecimiento se presenté en el dia 11 de cultivo
indicando de esta manera que la cosecha de
Spirulina seria adecuado hasta este tiempo, ya
que la produccion en fotobioreactor tubular
conico es répida, es recomendable cosechar
cuando la produccion es maxima, caso
contrario aumentaria la viscosidad formando
agregaciones en las paredes de la manguera,
tanto a nivel del cono como del intercambiador
de calor.

La concentracion de clorofila“a” en valores de
biomasa fue de 0,05658 mg/L con una
iluminacidén de 5617,23
lux=(12700Lm/2,2069 m?) equivalente a
0,0076% de biomasa seca. La composicion de
clorofila “a” presente en Spirulina varia de 0,8
a 1,5 % de materia seca (Paoletti et al. 1980).
Se obtuvo 26 mg de clorofila/L en 1,4 g de
peso seco/L en un fotobioreactor tubular
disefiado con 10 tubos de vidrio conectado a
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PVC (Policloruro de vinilo) que sirven como
codos iluminado con 7400 lux (Monshak et al.
1996). Se realiz6 un cultivo “fed-batch” parael
crecimiento de S. platensis, bajo la influencia
de la intensidad de la luz y la suplementacion
de urea como fuente de nitrégeno obteniendo
0,69 mg/L/d de clorofila “a” con 5600 lux
(Rangel et al. 2003). Se investigo la eficiencia
fotoquimica del PSII (fotosistema I1) y tasa de
crecimiento de S. platensis y su variante menor
en cultivo semicontinuo bajo diferentes

lampara

96cm 56 cm

termnmetro\
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longitudes de onda obteniendo 5 a 6 ug de
clorofila “a”/mg de peso seco (Gao & Ma
2008). Se realiz6 el cultivo de S. platensis en
un fotobioreactor cerrado con columna de
burbujas obteniendo 4,79 mg/L de clorofila
con 1000 lux iluminado con luz blanca
(Ravelonandro et al. 2008). La concentracion
de clorofila “a” es una relacién inversa a la
intensidad de la luz (Rangel et al. 2003).

desgasificador

———— 6 () C M

intercambiador de calor

bomba de aire

Figura 1. Diagrama Esquematico del Fotobioreactor Tubular Cénico para produccion de S. platensis. Altura del sistema (96 cm).
Altura del cono (56 cm). Numero de espiras del cono (26). Didmetro del cono (0,60 m). Numero de espiras del intercambiador de
calor (13). El fotobioreactor tubular cénico es un sistema construido con manguera PVC (47 m de longitud, 12 mm de diametro)
utilizando 40 m de largo para el cono; 6,4 m para el intercambiador de calor; desgasificador (1L de capacidad con termémetroy
tubo de salida de gas). Longitud de la manguera que une el desgasificador con el intercambiador de calor (0,60 m). El sistema
funciona con ldmpara de vapor de mercurio (250 Watts) y unabomba de aire.
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Figura 2. Fotobioreactor: (a) Fotobioreactor tubular cénico; (b) Interior del cono con 26 espiras; (c) Desgasificador de 1 L de
capacidad conuntubo de salida de gas y untermdmetro de alcohol (d) Intercambiador de calor con 13 espiras.

AccY SpotMagn Det WD Exp F——— 100m
250kv 5.0 266x SE 340 0 CME-UNSA: Espirulina

200
CMI-UHSA Tapiling

Figura 3. Morfologia de Spirulina platensis. Micrografia Electronica de los filamentos a diferentes aumentos (A,266X;
B,1276X; C,160X). Fotos tomadas por J. Soto, Centro de Microscopia Electronica (CME), Universidad Nacional de San Agustin
(UNSA), Arequipa- Pert
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Figura 4. Vista microscopica (a, b) Spirulina platensis en camara de conteo Sedgwick-Rafter (40X) y (c) Spirulina platensis
(40X).
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Figura 5. Relacion entre el pH del medio de produccion de S. platensis en fotobioreactor conico y el tiempo de evaluacion (en
dias). LSC = Limite Superior de Confianza; LIC = Limite Inferior de Confianza; CTR =Valor Medio del pH.
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Figura 6. Relacion entre latemperatura media de la produccidn de S. platensis en fotobioreactor conicoy el tiempo de evaluacion
(endias). LSC = Limite Superior de Confianza; LIC = Limite Inferior de confianza; CTR = Valor medio de la Temperatura.
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Crecimiento de S. platensis en fotobioreactor tubular conico hasta los 22 dias de evaluacion.
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