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Resumen

La microalga Arthrospira platensis se considera un microorganismo de interés biotecnolégico
debido a su elevada productividad y a su capacidad para sintetizar compuestos bioactivos,
entre ellos la ficocianina, un pigmento proteico con propiedades antioxidantes. En este
contexto, la presente investigacién tuvo como objetivo optimizar el cultivo semicontinuo de
Arthrospira platensis mediante un disefio experimental Box-Behnken, evaluando la influencia
de tres factores operativos intensidad luminica, disponibilidad de carbono y dosificacion de
macronutrientes sobre la produccion de biomasa, la tasa especifica de crecimiento y el
rendimiento de ficocianina. Ademas, se realizd la caracterizacion de grupos funcionales
mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). El estudio se
desarrollé en un fotobiorreactor semicontinuo a escala de laboratorio, bajo condiciones
controladas de pH, temperatura, aireacion y fotoperiodo. Los resultados demostraron que la
combinacion adecuada de nivel de iluminacién y concentracion de carbono increment6
significativamente la productividad del cultivo, obteniéndose mayores valores de biomasa
fresca y seca en los tratamientos correspondientes al nivel medio de iluminacién. Por otra
parte, el analisis estadistico y aplicacion del modelo Box-Behnken permitié identificar
interacciones significativas entre los factores, determinando las condiciones Optimas para
maximizar el rendimiento de ficocianina. La caracterizaciéon FTIR confirmé la presencia de
bandas caracteristicas de proteinas, como Amida | y Amida Il, grupos hidroxilo y sefales
asociadas al cromoforo ficocianobilina, Por lo tanto, este estudio abre la posibilidad para
futuras investigaciones orientadas al escalamiento y optimizacion de fotobiorreactores, la
mejora de la pureza de la proteina y la diversificacion de aplicaciones en los sectores

alimentario, farmacéutico y ambiental.

Palabras claves: Arthrospira platensis, ficocianina, fotobiorreactor, Box-Behnken, microalgas
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Abstract

The microalga Arthrospira platensis is considered a microorganism of biotechnological interest
due to its high productivity and its ability to synthesize bioactive compounds, including
phycocyanin, a protein pigment with antioxidant properties. In this context, the present
research aimed to optimize the semicontinuous cultivation of Arthrospira platensis through a
Box—Behnken experimental design, evaluating the influence of three operational factors—light
intensity, carbon availability, and macronutrient dosage—on biomass production, specific
growth rate, and phycocyanin yield. In addition, the characterization of functional groups was
performed using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). The study was conducted in
a semicontinuous laboratory-scale photobioreactor under controlled pH, temperature,
aeration, and photoperiod conditions. The results showed that the appropriate combination of
illumination level and carbon concentration significantly increased culture productivity, yielding
higher fresh and dry biomass values in the treatments corresponding to medium illumination
levels. Furthermore, statistical analysis and the application of the Box—Behnken model made
it possible to identify significant interactions among the factors, determining the optimal
conditions to maximize phycocyanin yield. FTIR characterization confirmed the presence of
characteristic protein bands, such as Amide | and Amide II, hydroxyl groups, and signals
associated with the phycocyanobilin chromophore. Therefore, this study opens the possibility
for future research focused on the scaling and optimization of photobioreactors, improving
protein purity, and diversifying applications in the food, pharmaceutical, and environmental

sectors.

Keywords: Arthrospira platensis, phycocyanin, photobioreactor, Box—Behnken, microalgae
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Introduccion

En la actualidad, se reconoce la necesidad de identificar fuentes sostenibles para la obtencion
de compuestos bioactivos y energéticos que contribuyan al bienestar humano. En este
contexto, las microalgas han surgido como una alternativa prometedora, al ofrecer una
materia prima versatil para diversas aplicaciones en los campos de la biotecnologia, la
energiay la farmacologia (Markou et al., 2023). Por lo tanto, la microalga Arthrospira platensis
presenta un papel relevante debido a su elevada productividad bajo condiciones éptimas de
cultivo, sin embargo, cuando se intenta escalar su produccion surgen ciertas limitaciones
relacionadas con el control de pardmetros criticos como el pH, la temperatura, la agitacion y

la intensidad luminosa (Chrismadha et al., 2022).

En la actualidad, el cultivo de microalgas ha generado un impacto significativo a nivel global
en diversos sectores. En el ambito agricola, su integracion en sistemas de produccién mas
sostenibles ha permitido el desarrollo de bioestimulantes, suplementos alimenticios para
ganado y biofertilizantes, contribuyendo asi a mejorar el rendimiento de los cultivos, fortalecer
la seguridad alimentaria y fomentar la diversificacion agricola. Ademas, el uso de microalgas
abre la posibilidad de aprovechar zonas no aptas para la agricultura convencional, lo que
representa una estrategia eficaz para optimizar el uso del suelo y de los recursos (Bautista &
Laroche, 2021).

Por otra parte, en el ambito agroindustrial, los compuestos obtenidos a partir de microalgas
como Arthrospira platensis han demostrado un alto potencial para la produccion de biodiésel
mediante procesos fisicos como el pirdlisis de biomasa en combinaciéon con residuos
agricolas (Chiong et al., 2018). Esta capacidad de transformacion energética favorece la
diversificacion del uso de las microalgas en mdltiples sectores, promoviendo modelos
productivos basados en los principios de la economia circular, donde se busca aprovechar al

maximo los recursos sin generar residuos significativos en procesos a gran escala.

Asi mismo, esta microalga presenta un gran interés en la industria farmacéutica y alimentaria
debido a su alto contenido proteico y a la presencia de compuesto bioactivos como la
ficocianina que pueden emplearse como antioxidantes naturales y actualmente se analiza su
importancia como un compuesto antimicrobiano. Por lo tanto, los compuestos producidos por
las microalgas evidencian su gran versatilidad y valor biotecnoldgico, posicionandolas como
un microorganismo de alto valor agregado alineado con los principios de sostenibilidad y

desarrollo innovador en multiples sectores productivos (Delrue et al., 2017a).

Ademas, en el contexto ambiental el cultivo de cianobacterias como Arthrospira platensis

contribuyen a la captura de CO2 gracias a su capacidad fotosintética en la captura de este



contaminante ambiental que son metabolizado para produccion de oxigeno. Por otro lado, su
cultivo puede llevarse a cabo en aguas residuales, donde estas microalgas asimilan
compuestos como nitratos, fosfatos y sulfatos, permitiendo su eliminaciéon y reduciendo el
impacto ambiental de fuentes contaminantes tanto domésticas y al nivel industrial,
convirtiéndola como un sistema de tratamiento biolégico sustentable para la generacion de
biomasa util (Debowski et al., 2024).

De esta forma, es importante resaltar como el uso de microalgas se ha diversificado a nivel
global. Un ejemplo destacado es el caso de Brasil donde se ha implementado su uso como
bioestimulante en cultivos agricolas especialmente en cafia de azlUcar y maiz. En sus centros
de investigacion, se promueve el uso de cepas como Chlorella vulgaris y Spirulina para
mejorar la absorcién de nutrientes, estimular el crecimiento vegetal, aumentar la tolerancia al
estrés hidrico y regenerar suelos poco fértiles. Esta practica fortalece el enfoque de
agricultura regenerativa y ayuda a reducir la dependencia de fertilizantes sintéticos (Abreu et
al., 2023).

Otro ejemplo claro del uso de microalgas se observa en México y Japén, donde diversas
investigaciones han demostrado su potencial como estrategia para la transicion energética y
la reduccion de emisiones de carbono. En ambos paises se han desarrollado sistemas de
cultivo de microalgas a mediana y gran escala orientados a la produccion de biodiésel y a la
implementacion de celdas biofotovoltaicas, como parte de iniciativas que buscan alternativas
de energia limpia y sostenible (Podgorska, 2024). Estas tecnologias emergentes aprovechan
la capacidad fotosintética de las microalgas para generar energia de manera eficiente

posicionandolas como una solucion viable frente a los combustibles fésiles.

De esta forma, la caracterizacion funcional de los productos obtenidos es esencial para validar
su composicion y calidad. En este sentido, la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) representa una técnica eficiente y no destructiva para identificar los grupos
funcionales presentes en los extractos pigmentarios (Spennati et al., 2020). Sin embargo, su
uso aun no esté estandarizado en muchos laboratorios del Ecuador, limitando la comprension
de las propiedades fisicoquimicas de los bioproductos generados. Por lo tanto, el desarrollo
de este tema tiene relevancia cientifica y tecnolégica ya que contribuye al desarrollo de
estrategias sostenibles para la obtencion de productos de alto valor agregado en
biotecnologia. Ademas, el presente trabajo busca aportar conocimiento practico y cientifico
sobre el cultivo optimizado de Arthrospira platensis en fotobiorreactores semicontinuos y la

caracterizacion de enlaces funcionales de la ficocianina mediante FTIR.



CAPITULO I: El Problema de la Investigacion
1.1. Planteamiento del problema

La busqueda de alternativas sostenibles para la obtencién de compuestos bioactivos
constituye una prioridad ante los desafios ambientales y la creciente demanda de
productos naturales con aplicaciones industriales. En este contexto, las microalgas
como Arthrospira platensis destacan por su capacidad de producir ficocianina, un
pigmento con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y alto valor biotecnolégico

en las industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética.

No obstante, la produccion eficiente de ficocianina a gran escala presenta limitaciones
asociadas al control de pardmetros criticos de cultivo como disponibilidad de carbono,
temperatura, intensidad luminica y nutrientes que inciden directamente en la
productividad y calidad del pigmento. Ademas, aunque existen diversos métodos para
la identificacion de compuestos obtenidos de microalgas, la espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) representa una técnica no destructiva para la
identificacion de grupos funcionales en compuestos bioactivos. Por lo tanto, la
presente investigacion busca optimizar el cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis
en fotobiorreactores para la obtencion de ficocianina y aplicar FTIR como herramienta
de caracterizacion funcional, aportando conocimiento cientifico y practico que

fortalezca el desarrollo de bioprocesos sostenibles en el pais.

1.2. Delimitacién del problema

El trabajo investigacion se enmarca en el &mbito de la biotecnologia aplicada,
especificamente en la produccion de compuestos bioactivos a partir de microalgas. El
estudio se desarrollara bajo un enfoque experimental y cuantitativo, mediante el cultivo
semicontinuo de Arthrospira platensis en fotobiorreactor de laboratorio, con el
propésito de optimizar la produccién de biomasa y extraccion de ficocianina. El trabajo
se llevara a cabo en un entorno controlado de laboratorio, donde se manipularan
variables como intensidad luminica, concentracién de macronutrientes y disponibilidad
de carbono manteniendo condiciones de cultivo reproducibles. La extraccion del
pigmento se realizar4 por métodos acuosos y su pureza sera evaluada mediante

analisis espectrofotométrico previo a la caracterizacion funcional.

1.3. Formulacién del problema

¢, Como optimizar la produccién y caracterizacién funcional de la ficocianina obtenida

del cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis?



1.4. Preguntas de investigacion

o ¢De qué manera el cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis en fotobiorreactor
influye en la produccién y caracterizacion de ficocianina?

e (;Qué condiciones de cultivo (intensidad luminosa, concentracion de nutrientes y
disponibilidad de carbono) favorecen la mayor productividad de biomasa obtenida de
microalgas?

e ¢ Qué relacion existe entre la intensidad luminica y la tasa especifica de crecimiento
de Spirulina, durante el cultivo en fotobiorreactor para la obtencion de biomasa?

e Qué grupos funcionales caracteristicos se identifican en la ficocianina extraida,

segun los espectros obtenidos por FTIR?

1.5. Objetivos
1.5.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto de variables operativas en el cultivo semicontinuo de
Arthrospira platensis para la produccién de ficocianina y su caracterizacion
funcional mediante FTIR
1.5.2 Objetivos especificos
e Cuantificar la biomasa fresca y seca obtenida en cada tratamiento y su
variacion segun los factores de estudio.
e Determinar la tasa de crecimiento, tiempo de duplicaciéon y rendimiento en
respuesta a los diferentes niveles de carbono, luz y nutrientes.
¢ Maximizar la produccion de ficocianina mediante la variacion de parametros
de cultivo
e Caracterizar los grupos funcionales de la ficocianina mediante
espectroscopia FTIR para validar su composicion quimica

1.6. Hipotesis

El establecimiento de un sistema de cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis, bajo
condiciones controladas de parametros de cultivo, permitird optimizar la produccién
de biomasa y mejorar la obtencién de ficocianina con alta pureza. Esto se reflejara en
un incremento significativo de la biomasa fresca y seca, en la eficiencia de la tasa de

crecimiento y en la concentracion de la ficocianina.
1.7.  Justificacion

La presente investigacion aborda la produccién y caracterizacion de compuestos
bioactivos mediante el aprovechamiento de un sistema sostenible de microalgas. Por

lo tanto, Arthrospira platensis representa una fuente de ficocianina, pigmento proteico
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con propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas, ampliamente
utilizado en las industrias alimentaria, farmacéutica, y biotecnolégica (Costa et al.,
2024).

Desde el enfoque tecnolédgico, la implementacién de cultivos semicontinuos en
fotobiorreactores constituye una estrategia que permite mantener un suministro
constante de biomasa y controlar de manera precisa variables criticas como la
intensidad luminosa, el pH, los nutrientes y la disponibilidad de carbono. Estas
condiciones controladas posibilitan optimizar el rendimiento en la produccion de
ficocianina y superar limitaciones comunes en sistemas abiertos, como la

contaminacion o la variabilidad de parametros ambientales.

Desde el enfoque tecnoldgico, la implementacion de cultivos semicontinuos en
fotobiorreactores constituye una estrategia que permite mantener un suministro
constante de biomasa y controlar de manera precisa variables criticas como la
intensidad luminosa, el pH, los nutrientes y la disponibilidad de carbono. Estas
condiciones controladas posibilitan optimizar el rendimiento en la produccion de
ficocianina y superar limitaciones comunes en sistemas abiertos, como la
contaminacion o la variabilidad de pardmetros ambientales. De esta forma, el objetivo
de esta investigacion es optimizar las condiciones de cultivo semicontinuo de
Arthrospira platensis para obtener ficocianina y caracterizar sus grupos funcionales
mediante espectroscopia FTIR.

1.8. Declaracion de las variables (Operacionalizacién)
Se detallan las variables de estudio en la tabla 1 de establecimiento de variables

Tabla 1. Establecimiento de variables

¢ Tasa de crecimiento especifica

e Tiempo de duplicacién
Variable dependiente e Biomasa frescay seca

e Productividad de biomasa

e Rendimiento de ficocianina

e Concentraciéon de Carbono /
Disponibilidad de carbono

Variable independiente e Intensidad luminica

e Dosificacion de nutrientes

Fuente: Autor



CAPITULO II: Marco Teérico Referencial
2.1. Antecedentes Referenciales

La microalga Arthrospira platensis ha sido ampliamente estudiada en las Ultimas
décadas por su alta productividad y su capacidad de sintetizar compuestos bioactivos
de interés biotecnoldgico. Entre ellos, la ficocianina es reconocida por sus propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y como colorante natural en la industria alimentaria y
farmacéutica (Citi et al., 2024). Sin embargo, el rendimiento en la produccién de
biomasa y la concentracién del pigmento dependen directamente de pardmetros de
cultivo como la intensidad luminica, la disponibilidad de nutrientes y la fuente de
carbono, variables determinantes para optimizar los procesos productivos (Wang et
al., 2025)

Por otra parte, la tasa de crecimiento de las microalgas se ve influenciada por el control
simultdneo de la temperatura y la disponibilidad de carbono, lo que genera un
incremento notable en la productividad celular. Al optimizar las condiciones de cultivo
a 30 °C y mantener una aireacién constante con aporte de bicarbonato, lograron tasas
de crecimiento superiores a las obtenidas en sistemas discontinuos. Del mismo modo,
investigaciones de (Freire Balseca et al., 2024) mostraron que sistemas semicontinuos
presentan ventajas frente a los cultivos por lotes, ya que mantienen un equilibrio
constante de nutrientes y una mayor estabilidad fisiolégica, lo que se traduce en una

mayor tasa de duplicacion celular y en una productividad sostenida de biomasa.

De esta forma, la produccion sostenible de ficocianina se ha enfocado en el disefio y
optimizacion de sistemas de cultivo semicontinuos y fotobiorreactores, debido a que
permiten mantener una productividad estable en el tiempo, controlar las condiciones
de cultivo y maximizar la eficiencia en la conversion de energia luminica. Factores
como la intensidad luminica, la disponibilidad de carbono, la temperatura, el pH y la
concentracion de nutrientes influyen directamente en la tasa de crecimiento y en el

contenido de ficocianina en la biomasa (AlFadhly et al., 2022)

Diversos estudios han abordado la influencia de los factores ambientales y
nutricionales sobre la produccion de ficocianina. (Jung et al., 2022a) demostré que el
tipo de luz influye de manera significativa en la biosintesis del pigmento, encontrando
gue los espectros luminosos azul y rojo favorecen la acumulacién de ficocianina en
Arthrospira platensis. De forma similar, (Prates et al., 2018) comprobaron que la

exposicion a luz combinada azul-roja increment6 la produccion de ficocianina en un



14,38 % con respecto a la luz blanca, lo que resalta la importancia de la regulacion

luminica en la eficiencia fotosintética de la microalga.

Por otro lado, se han desarrollado investigaciones centradas en la optimizacion de los
nutrientes del medio de cultivo. (Pereira et al., 2024) emplearon el disefio de superficie
de respuesta (RSM) para determinar la influencia de diferentes fuentes de nitrégeno,
demostrando que la wurea, en concentraciones adecuadas, incrementa
significativamente tanto la biomasa como el contenido de ficocianina. Estos resultados
coinciden con los hallazgos de (Zeitler et al., 2024) quienes destacaron la importancia
de la disponibilidad de carbono y nitrdgeno como factores determinantes en la

productividad de los cultivos de microalgas.

En cuanto a las técnicas de extraccion y purificacién, los métodos tradicionales como
la congelacion-descongelacion o la ruptura mecanica han sido reemplazados
progresivamente por técnicas mas eficientes y ecoldgicas. La extraccion por
ultrasonido a 40°C durante una hora permite obtener rendimientos de hasta 14,88
mg/g con un indice de pureza. De igual forma, (Pez Jaeschke et al., 2021) revisaron
los principales métodos emergentes, destacando que las técnicas basadas en campo
eléctrico pulsado (PEF) y disrupcién celular asistida por ultrasonido presentan
ventajas significativas al reducir el uso de solventes téxicos y preservar la integridad

de las proteinas.

A pesar de los avances descritos, persisten vacios en la investigacion sobre la
produccién y caracterizacion funcional de ficocianina. La mayoria de los estudios se
enfocan en el rendimiento y la pureza del pigmento, pero pocos abordan la
caracterizacion estructural mediante técnicas espectroscépicas. La aplicacion de FTIR
permite identificar los grupos funcionales responsables de la estructura proteica del
pigmento, como los grupos amida, carbonilo e hidroxilo, que determinan sus
propiedades bioquimicas y estabilidad (Michalak et al., 2020). Por ello, la integracién
de esta técnica en el proceso analitico representa una oportunidad para estandarizar

la calidad del bioproducto y facilitar su aplicacion en sectores industriales.

2.2. Marco Conceptual

2.2.1. Biotecnologia de microalgas

La biotecnologia de microalgas constituye una de las areas mas prometedoras
dentro de las ciencias biol6gicas aplicadas, debido a la gran versatilidad metabdlica

y fisiolégica que presentan estos microorganismos fotosintéticos. Las microalgas son



organismos unicelulares capaces de realizar fotosintesis oxigénica, transformando
diéxido de carbono, agua y luz solar en biomasa rica en compuestos de alto valor
agregado, como proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos naturales. Su alta
eficiencia fotosintética, su rapido crecimiento y su capacidad de cultivarse en medios
no competentes con la agricultura tradicional las convierten en una alternativa
sostenible para la obtencion de productos bioactivos con aplicaciones en la
alimentacion, la farmacologia, la energia y el cuidado ambiental (Barbosa et al.,
2023).

En la biotecnologia moderna, el aprovechamiento de microalgas se articula en torno
al concepto de biorrefineria de microalgas, el cual busca maximizar el uso integral
de la biomasa mediante la obtencién simultanea de mdultiples productos. En este
contexto, la ficocianina, los lipidos, los polisacéaridos y las proteinas representan
compuestos clave de alto valor comercial. La integracién de procesos en cascada,
donde los subproductos de una etapa sirven como materia prima para otra, reduce
los costos operativos y mejora la sostenibilidad ambiental del proceso. Por otra parte,
la aplicacién de técnicas de ingenieria genética y la optimizacion de parametros de
cultivo mediante inteligencia artificial estan permitiendo aumentar significativamente
el rendimiento productivo y la eficiencia energética en los sistemas fotobiorreactores
(Wang et al., 2024).

Ademas, las microalgas desempefian un papel relevante en la remediacién
ambiental, ya que son capaces de asimilar nutrientes y eliminar contaminantes
presentes en aguas residuales, contribuyendo asi a la reduccién del impacto
ambiental. No obstante, el aprovechamiento biotecnolégico de las microalgas
enfrenta desafios significativos, los rendimientos de biomasa y metabolitos suelen
ser bajos en condiciones industriales, y los costos asociados al cultivo, cosecha y
procesamiento contindan siendo elevados lo que limita su viabilidad comercial. En
este sentido, el desarrollo de estrategias de mejoramiento genético, optimizacion de
medios de cultivo y automatizacion de fotobiorreactores resulta esencial para

incrementar la productividad y reducir costos (Escobedo et al., 2021).

De la misma manera, las microalgas han emergido como una materia prima
prometedora para la generacién de biocombustibles de tercera generacion, debido
a su elevada capacidad de producir biomasa rica en lipidos sin competir con tierras
agricolas para alimentos. Se han desarrollado diversas investigaciones, donde se
muestra que las condiciones de estrés nutricional en muchas especies de microalgas

aumentan la acumulacion de lipidos, lo cual es 6ptimo para la conversion a biodiésel.



Ademds, se enfatiza que la optimizacion de variables de cultivo como la
concentracién de nitr6geno, la intensidad luminosa y los fotoperiodos resulta
fundamental para maximizar tanto la productividad de biomasa como la eficacia en

la sintesis de lipidos (Moshood et al., 2021).
2.2.2 Taxonomia

La clasificacién taxondémica de Arthrospira platensis ha sido objeto de revision
constante debido a su amplia diversidad morfolégica y a las similitudes estructurales
gue presenta con otras cianobacterias filamentosas. Las especies pertenecientes al
género Arthrospira se distinguen por la presencia de tricomas helicoidales o
espiralados, carentes de células heterocistes y acinetos, y por su modo de
reproduccion mediante fragmentacion. Estas caracteristicas morfologicas y
fisiologicas han permitido diferenciar a Arthrospira de otros géneros afines,
consolidando su posicion dentro del filo Cyanobacteriota. En la Tabla 2 se presenta
la taxonomia actualizada de Arthrospira platensis, basada en los registros del

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Tabla 2. Taxonomia de la microalga Arthrospira platensis

Dominio Bacteria
Reino Bacillati
Filo Cyanobacteriota
Clase Cyanophyceae
Subclase Oscillatoriophycideae
Orden Oscillatoriales
Familia Microcoleaceae
Género Arthrospira
Especie Arthrospira platensis

Fuente: (Schoch et al., 2020)

2.2.3 Cianobacterias

Las cianobacterias, también conocidas como algas verdeazuladas, son
microorganismos fotosintéticos primarios que han habitado la Tierra durante mas de
3 000 millones de afios, siendo clave en la oxigenacién de la atmdsfera primitiva. Su

genoma es relativamente simple y su alta capacidad adaptativa les permiten crecer



con recursos minimos luz, agua y CO,, lo que favorece la ingenieria genética y su
utilizacién biotecnoldgica. Estos organismos pueden existir en formas celulares
individuales, coloniales o filamentosa y habitan ambientes muy diversa agua dulce,
salina, suelos e incluso superficies rocosas sin competir por tierras cultivables.
Ademas, poseen la capacidad de fijar nitrégeno atmosférico, producir una amplia
gama de metabolitos pigmentos como ficobiliproteinas, carotenoides, polisacaridos
y acidos grasos poliinsaturados y actuar como biofertilizantes, agentes de

remediacion ambiental o fuentes de compuestos bioactivos (Zahra et al., 2020).

Morfol6gicamente, las cianobacterias presentan una amplia diversidad de formas
que refleja su gran adaptabilidad ecoldgica. Pueden encontrarse como células
unicelulares esféricas u ovoides, 0 agrupadas en colonias dentro de una matriz
mucilaginosa que las protege del estrés ambiental. También existen especies
filamentosas, cuyos tricomas pueden presentarse con o sin vaina, adoptando en
algunos casos estructuras espirales o con ramificaciéon falsa o verdadera. En los
filamentos se diferencian células especializadas como los heterocistos, encargados
de fijar nitrogeno; las akinetas, que actlan como células de resistencia; y los
hormogonios, que permiten la reproduccion y dispersién (Allaf & Peerhossaini,
2022). En la Figura 1, se detallan las diversas morfolégicas descritas, ademas, esta
variabilidad morfolégica confiere a las cianobacterias una notable capacidad de

adaptacion y un alto potencial biotecnoldgico.

Figura 1. Morfologia de cianobacterias
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Nota: A) Unicelulares o esféricas, B) En forma de colonias, C) Filamentosas, D) Espirales,
E) Tricomas sin vaina, F) Tricomas con vaina, G) Ramificacion falsa, H) Ramificacion
completa. Fuente: (Allaf & Peerhossaini, 2022)

2.2.4 Morfologia de Arhtrospira platensis

Arthrospira platensis es una cianobacteria filamentosa de forma helicoidal que se
desarrolla en trichomas largos mediante fisibn binaria y propagacion por
fragmentacion controlada. Durante su cultivo en fotobiorreactores, los filamentos
pueden fragmentarse en segmentos cortos llamados hormogonios, originados en
células especializadas llamadas necridias que se degradan y liberan parte del
contenido celular para formar nuevas unidades viables. A lo largo del periodo de
crecimiento los trichomas aumentan su longitud hasta alcanzar su morfologia
helicoidal tipica, con diametros exteriores entre 20 y 60 um y longitudes que pueden
variar entre 100 y 500 um, dependiendo de condiciones como la luz, el CO, vy el
suministro de iones bicarbonato. Actualmente se ha reportado una gran variedad de
esta cepa por estructuras distintas A. platensis, A. maxima y A. fusiformis (Sinetova
et al., 2024).

En términos fisiolégicos, A. platensis exhibe una gran plasticidad morfol6gica en
respuesta a las condiciones del medio. Estudios recientes han demostrado que, bajo
ambientes alcalinos similares a los naturales, los filamentos pueden presentar
hélices mas cerradas, un aumento del diametro celular y una reduccion en la longitud
promedio del tricoma, lo cual constituye una adaptacion fisioldgica para optimizar la
absorcién de luz y nutrientes en condiciones limitantes. Estas variaciones
estructurales estan estrechamente ligadas a su metabolismo fotosintético y a la
eficiencia del uso del carbono, ya que los cambios en la geometria del flamento
permiten maximizar la superficie de exposicion a la luz y mejorar la transferencia de

gases disueltos (Huarachi-Olivera et al., 2015).
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Por otra parte, en los estudios de Arthrospira platensis se han identificado dos
variedades claramente diferenciadas por su morfologia: Paracas y Lonar. Ambas
presentan rasgos morfologicos y fisiolégicos que reflejan su adaptacion a distintos
ambientes naturales, en la Figura 2 se observan diferencias visuales. La cepa
Paracas, originaria de ecosistemas costeros alcalinos del Peru, se distingue por
presentar tricomas helicoidales regulares, con espirales bien definidas, un didmetro
exterior mayor (entre 40 y 60 um) y una estructura compacta y uniforme (Delrue et
al., 2017b). Esta conformacion favorece la flotabilidad y optimiza la captacion de luz
en medios ricos en carbonatos. En contraste, la cepa Lonar, aislada del lago Lonar
en la India, exhibe tricomas menos espiralados o parcialmente rectos, con un
diametro menor (entre 20 y 35 um) y una disposicion celular mas laxa, lo que sugiere
una adaptaciéon a condiciones de mayor variabilidad en salinidad y disponibilidad de

nutrientes.

Figura 2. Diferencia morfolégica de Arthrospira platensis, A) Variadas paracas, B)

Variedad lonar

Fuente: (Nowicka-Krawczyk et al., 2019)

2.2.5 Factores que influyen en el crecimiento de Arthrospira platensis

Existen diversos factores fundamentales que influyen en el desarrollo de un cultivo

de Arthropira platensis, se detallan a continuacion:

2.25.1pH

El pH constituye uno de los factores mas determinantes en el crecimiento de
Arthrospira platensis, dado que influye directamente en la disponibilidad de
nutrientes, la estabilidad celular y la actividad enzimatica del cultivo. Esta
cianobacteria presenta una preferencia por ambientes alcalinos, con un rango
Optimo de crecimiento entre 9.0 y 10.5, donde las condiciones favorecen la
solubilidad del bicarbonato y la disponibilidad de carbono inorganico para la

12



fotosintesis. De esta forma, valores inferiores a este rango, afectan a la
captacion de dioxido de carbono vy la fijacion de carbono, causando una baja

tasa de division celular y la produccion de biomasa (Li et al., 2022).

Durante la fase exponencial de crecimiento, el pH tiende a incrementarse como
consecuencia de la asimilacion del CO, y la liberacion de hidroxilos (OH"), lo
cual modifica la alcalinidad del medio. Sin embargo, si el pH supera los valores
criticos mayor a 11, puede inducir estrés celular, degradaciéon de pigmentos
como la ficocianina y reduccion en la eficiencia fotosintética. Para evitarlo, se
recomienda la utilizacion de tampones o la inyeccion controlada de CO, que
permita mantener la concentracion de carbonatos en equilibrio. Este balance
es fundamental, ya que un pH estable garantiza la actividad enzimatica
adecuada y la integridad de las membranas celulares. Ademas, el pH tiene una
relacién estrecha con la biodisponibilidad de nutrientes como el nitrégeno y el
fésforo, esenciales para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. En medios
con pH muy elevado, algunos micronutrientes pueden precipitar, disminuyendo
su asimilacion y afectando la productividad del cultivo (Ismaiel et al., 2016). Por
lo tanto, el manejo del pH actia como regulador del metabolismo y es un

indicador de la salud general del sistema de cultivo.

2.2.5.2 Temperatura

La temperatura es uno de los factores ambientales mas relevantes en el
crecimiento y metabolismo de Arthrospira platensis, ya que influye en la
velocidad de las reacciones biogquimicas, la fotosintesis, la solubilidad de los
gases y la estabilidad estructural de las células. Esta microalga se desarrolla
de manera Optima en un rango de temperatura entre 30°C y 35°C, entro de
este rango se observa una buena tasa de division celular y acumulacion de
biomasa. De esta forma, temperaturas inferiores a 25 °C afectan a las enzimas
responsables del metabolismo fotosintético disminuyen su actividad,
reduciendo la asimilacién de carbono y la sintesis de proteinas. Por otra parte,
temperaturas superiores a 38°C pueden causar la desnaturalizacion de
proteinas y la degradacion de pigmentos fotosintéticos como la ficocianina y la

clorofila (Kumar et al., 2011).

Durante la fase exponencial del cultivo, la regulacion térmica es esencial para
mantener la homeostasis celular. Las variaciones bruscas de temperatura
pueden alterar la permeabilidad de las membranas y el equilibrio osmatico,

provocando estrés fisioloégico afectando al crecimiento de la microalga.
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Ademds, la temperatura interactia con otros factores como el pH y la
intensidad luminica, afectando al proceso de fotosintesis y la composicion
bioguimica de la biomasa. Por ejemplo, un incremento de temperatura dentro
del rango oOptimo puede potenciar la eficiencia de la fijacion de CO, y el
rendimiento de proteinas. Por otra parte, la temperatura influye en la viscosidad
del medio y en la transferencia de gases, aspectos importantes en sistemas de
cultivo cerrados (Shiraishi et al., 2024).

2.2.5.3 Intensidad luminicay tipo de luz

La intensidad luminosa constituye un factor importante en el crecimiento y
metabolismo fotosintético de esta microalga, ya que la luz actia como fuente
primaria de energia para la fijacion de carbono y la sintesis de compuestos
organicos. En cultivos de microalgas, la cantidad y calidad de la luz inciden
directamente en la tasa de division celular, la producciéon de pigmentos
fotosintéticos y el rendimiento total de biomasa. Por lo tanto, Arthrospira
platensis presenta un rango Optimo de irradiancia entre 2,000 y 6,000 lux,
equivalente a aproximadamente 40—120 ymol fotones m™2s™, dependiendo del

espesor 6ptico del cultivo y del tipo de reactor utilizado (Jian-Fei et al., 2023).

En condiciones de baja intensidad luminosa, la velocidad fotosintética
disminuye, lo que genera un crecimiento lento y menor acumulaciéon de
proteinas y pigmentos. Por el contrario, cuando la luz es excesiva, pueden
producirse fenbmenos de fotoinhibicién, caracterizados por el dafio de los
centros de reaccién del fotosistema Il y la sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), que afectan la estabilidad celular y reducen la
productividad. Para evitar estos efectos negativos, se recomienda ajustar la
iluminacion segun la densidad Optica del cultivo y promover la agitacion
continua o el uso de sistemas de iluminacién intermitente, que mejoran la

distribucion homogénea de la luz (Zhang et al., 2024).

Por otra, se ha demostrado que la calidad espectral de la luz también influye
de manera significativa en el crecimiento y la composicién bioquimica de
Arthrospira platensis, en la Figura 3 se ejemplifica un sistema de cultivo con
diferente tipo de luz. De esta forma, la luz roja (620-700 nm) estimula la
actividad fotosintética y la produccion de biomasa, debido a su absorcion
eficiente por la clorofila a. En cambio, la luz verde (520-560 nm) favorece la
sintesis de ficocianina y proteinas solubles, incrementando el contenido de

pigmentos antioxidantes y la estabilidad al proceso de fotosintesis (Jung et al.,
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2022h). De esta forma, el uso combinado de luces rojas y verdes mediante
sistemas LED ha demostrado ser una estrategia eficiente para optimizar el

crecimiento de cultivo de microalgas.

Figura 3. Sistema de cultivo con diferentes tipos de luz, A) Luz blanca y roja,

B) Luz blanca y verde
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Fuente: (Jung et al., 2022b)

2.2.5.4 Fotoperiodo

El fotoperiodo se define como la alternancia entre los periodos de luz y
oscuridad en un ciclo de cultivo, desempefia un papel esencial en la regulacion
del crecimiento y metabolismo de Arthrospira platensis. Este factor controla
procesos fisiologicos relacionados con la fotosintesis, la respiracion y la
acumulacion de biomasa, al influir directamente en la eficiencia de captura de
energia luminosa. Durante las horas de iluminacion, la microalga realiza la
fijaciéon de didxido de carbono y la sintesis de compuestos organicos, mientras
gue en la fase de oscuridad se llevan a cabo procesos respiratorios y de
redistribucion metabdlica que favorecen la estabilidad energética del sistema
celular (Maltsev et al., 2021).

Diversos estudios han demostrado que Arthrospira platensis presenta un
rendimiento éptimo cuando se cultiva bajo un fotoperiodo de 12:12 0 16:8 horas
luz: oscuridad respectivamente, ya que estos intervalos permiten equilibrar la
fase fotosintética con la fase respiratoria. En condiciones de iluminacion
continua 24 horas luz, inicialmente se observa un incremento en la tasa de

crecimiento, sin embargo, a largo plazo pueden generarse efectos adversos
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como estrés luminico, fotoinhibicion y alteraciébn en la estructura de los
tilacoides. Por el contrario, periodos prolongados de oscuridad reducen la
productividad debido a la disminucion de la fotosintesis y la pérdida de reservas

energéticas (de Morais et al., 2022).

2.2.6 Medio de cultivo para Arthrospira platensis

Los medios de cultivo deben proporcionar macro y micronutrientes esenciales para el
adecuado crecimiento y metabolismo celular de las microalgas. En el caso de
Arthrospira platensis, los medios de cultivo son soluciones acuosas que contienen los
elementos quimicos fundamentales que garantizan la disponibilidad de carbono,
nitrégeno, fésforo, azufre, calcio, magnesio y oligoelementos necesarios para sus
procesos fotosintéticos y biosintéticos, en la Tabla 3 se detallan los medios utilizados.
La composicién del medio de cultivo varia en funcién de los requerimientos fisioldgicos
de la cepa y del objetivo del cultivo, como puede ser la produccién de biomasa,

proteinas, pigmentos o compuestos bioactivos.

Tabla 3. Medios de cultivo para Arthrospira platensis

Medio de Descripcion general
cultivo
Zarrouk Medio alcalino estandar, contiene carbonato y

bicarbonato de sodio, nitrato de sodio, fosfato,

sulfato y oligoelementos.

BG-11 Medio formulado para cianobacterias de agua
dulce, con nitrato de sodio como fuente de
nitrégeno y sin bicarbonato.

Conway Medio empleado originalmente para microalgas
marinas; contiene nitrato, fosfato, silicato,

vitaminas y trazas de metales.

F/2 Medio marino enriquecido con nitratos, fosfatos,
hierro y vitaminas del grupo B.
Fuente:(Yu et al., 2019)

De esta forma, los macronutrientes, requeridos en mayores concentraciones,
comprenden los elementos carbono (C), nitrégeno (N), fosforo (P), azufre (S), potasio
(K), sodio (Na), magnesio (Mg) y calcio (Ca), los cuales desempefian funciones
estructurales y metabdlicas fundamentales. El carbono se suministra habitualmente en

forma de bicarbonato o carbonato de sodio, los cuales actian ademéas como sistema
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tampdn que mantiene la alcalinidad del medio dentro del rango éptimo de pH Los
micronutrientes, resultan igualmente indispensables para el metabolismo celular, ya
gue actiian como cofactores enzimaticos en diversas reacciones bioquimicas. Entre los
mas importantes se encuentran el hierro (Fe), el manganeso (Mn), el zinc (Zn), el cobre
(Cu), el cobalto (Co), el molibdeno (Mo) y el boro (B). La Tabla 4 se encuentra las
cantidades de macronutrientes y micronutrientes segun el medio de cultivo. Estos
nutrientes ayudan al proceso de transporte electrénico, sintesis de clorofila, sintesis

enzimatica y estabilidad metabdlica.

Tabla 4. Composicion quimica de medios de cultivos para Arthrospira platensis

Componente Zarrouk BG-11 (g/L) F/2 (g/L) Conway
(9/L) (g/L)
NaHCO; 16.80 - - -
NO3z~ 2.50 1.0 0.055 0.074
PO, 0.50 0.017 0.0034 0.016
Fe2* 0.01 6.5x107° 2.5x107 1.9x10™
Cu?* - 2.0x107° 2.5x1073 5.1x107®
Co?* - 1.2x107° 2.5x1073 5.0x107®
Znz* 0.02 5.0x107° 5.0x1073 1.0x107®
SO, 0.01 2.9x1072 1.9x1073 -
Mnz* 0.01 5.0x10™ 5.0x107? 1.6x10™
Mo®* - 1.7x10™ 2.5x1073 7.0x1077
EDTA 0.08 8.0x1072 3.4x1073 3.9x107?
B3* - 5.1x10™ - 5.9x1073
Mg2* 0.20 7.4x1073 - -

Fuente: (Khemiri et al., 2022)

2.2.7 Produccién de biomasa de microalgas

La produccion de biomasa de microalgas se refiere al conjunto de procesos
biotecnoldgicos orientados al cultivo controlado de microorganismos fotosintéticos
unicelulares con el proposito de obtener una alta densidad celular. Este proceso
implica el aprovechamiento eficiente de la luz, el diéxido de carbono, los nutrientes
y la temperatura, factores que determinan la tasa de crecimiento y la composicién
bioquimica de las microalgas. De esta forma, las microalgas presentan elevadas
tasas de crecimiento y una notable capacidad para acumular compuestos de interés

como proteinas, lipidos, pigmentos y carbohidratos bajo condiciones controladas. Su
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cultivo puede realizarse en sistemas abiertos tipo raceway o cerrados como los
fotobiorreactores, siendo estos Ultimos los mas adecuados para mantener
condiciones estables de luz, temperatura, pH y concentracién de nutrientes, factores

que inciden directamente en la productividad de la biomasa (Guzman et al., 2021).

El proceso de produccion de biomasa microalgal comprende tres etapas
fundamentales: la fase de inoculacién, en la que se inicia el cultivo a partir de un
in6culo puro y saludable; la fase de crecimiento exponencial, donde se optimizan las
condiciones ambientales y nutricionales para maximizar la tasa de division celular; y
la fase estacionaria, en la cual la densidad celular alcanza su punto maximo antes
de la cosecha. La eleccion del medio de cultivo es determinante, pues la
disponibilidad de macronutrientes como nitrégeno, fésforo y carbono, asi como de
micronutrientes esenciales (Fe, Mg, Zn, etc.), condiciona la sintesis de biomoléculas
especificas. En algunos casos, la limitacién de nutrientes se utiliza estratégicamente
para inducir la acumulaciéon de metabolitos como lipidos o pigmentos (Tan et al.,
2020).

2.2.8 Tasa especifica de crecimiento

La tasa especifica de crecimiento de las microalgas se define como el ritmo al cual
aumenta la biomasa o el numero de células en un determinado periodo de tiempo
bajo condiciones de cultivo especificas. Este parametro refleja la eficiencia
metabdlica del organismo y depende directamente de factores ambientales, el
seguimiento de la tasa de crecimiento permite evaluar el desempefio del cultivo y
determinar el momento 6ptimo para la cosecha, asegurando una mayor

productividad y calidad de la biomasa obtenida.

La tasa de crecimiento representa un parametro biolégico esencial que describe la
velocidad con la cual la poblacion celular incrementa su biomasa a lo largo del
tiempo. En el estudio de los cultivos de microalgas, esta tasa permite evaluar la
eficiencia del proceso de multiplicacion celular y la adaptacion del organismo a las
condiciones ambientales y nutricionales establecidas. El crecimiento de la microalga
se desarrolla siguiendo un patrén sigmoidal que comprende varias fases: una fase
de adaptacion o latencia, en la cual las células se ajustan a las nuevas condiciones
del medio; una fase exponencial o logaritmica, donde la divisién celular ocurre a una
velocidad constante y la tasa de crecimiento alcanza su maximo valor; una fase
estacionaria, caracterizada por el equilibrio entre el nUmero de células nuevas y las

gue mueren, debido a la disminucion de nutrientes o al aumento de productos
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metabolicos y finalmente una fase de declinacién donde la biomasa comienza a
reducirse (Ryndin et al., 2023).

2.2.9 Tiempo de duplicacion

El tiempo de duplicacién se define como el periodo necesario para que una poblacion
de microalgas duplique su nimero de células o su concentracién de biomasa bajo
condiciones de crecimiento especificas. Este parametro constituye un indicador
fundamental de la velocidad de proliferacion y del estado fisioldégico del cultivo, ya
que refleja la capacidad de las microalgas para adaptarse y aprovechar los recursos
disponibles en el medio. Un tiempo de duplicacion corto indica un crecimiento
eficiente, mientras que un tiempo prolongado puede sefalar limitaciones

nutricionales, estrés ambiental o desequilibrio en las condiciones del cultivo.

De esta forma, el tiempo de duplicacién se calcula a partir de la tasa especifica de
crecimiento, mediante la relacion inversa entre ambas variables. Su control y andlisis
permiten determinar la fase de crecimiento exponencial y establecer el momento
optimo para la cosecha o la aplicacion de tratamientos experimentales. Por ello, este
parametro resulta esencial en la optimizacion de procesos productivos, ya que
contribuye a maximizar la productividad celular y el rendimiento de biomasa en

sistemas abiertos y cerrados, como los fotobiorreactores (Kalinina et al., 2023).

2.2.10 Proceso de obtencion de biomasa de Arthrospira platensis

El proceso de obtencion de biomasa de Arthrospira platensis comprende una serie
de etapas que permiten el crecimiento, concentracion y recoleccion de las células,
con el propdésito de aprovechar su alto contenido de proteinas, pigmentos y
compuestos bioactivos. La produccion de biomasa se inicia con la fase de
inoculacion, donde se transfiere un cultivo puro y saludable a un medio fresco,
asegurando la homogeneidad y la pureza del sistema. En esta etapa, las células
comienzan a adaptarse al entorno y a activar su metabolismo fotosintético para

iniciar la fase de crecimiento.

Posteriormente, durante la fase de crecimiento exponencial, A. platensis alcanza
su méxima tasa de division celular gracias a la disponibilidad 6ptima de luz,
nutrientes y condiciones ambientales favorables, como un pH entre 9.0y 10.5 y una
temperatura temperatura favorable. En este periodo se maximiza la productividad
del cultivo y la eficiencia fotosintética, resultando en una elevada acumulacién de
biomasa. La monitorizacién del crecimiento se realiza mediante la medicion de la

densidad Oéptica, el peso seco o la concentracién de clorofila, lo que permite
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determinar el momento ideal para la cosecha. Cuando el cultivo alcanza la fase
estacionaria, la concentracién de nutrientes comienza a disminuir y el crecimiento
celular se estabiliza, por lo que se considera el punto adecuado para la recoleccion
de biomasa (Jacob et al., 2024).

La cosecha o recoleccion constituye una etapa critica del proceso y se realiza
comunmente mediante filtracion, centrifugacién o flotacion natural, dependiendo
del volumen y la escala de produccion. Estas técnicas permiten separar las células
del medio de cultivo y obtener una pasta concentrada que se denomina como
biomasa fresca. Posteriormente, la biomasa se somete a un proceso de lavado con
agua destilada para eliminar sales y residuos, seguido de una etapa de secado que
puede efectuarse por métodos como el secado solar, de aire forzado o por
aspersion, procurando conservar la integridad de los compuestos bioactivos
(Montalvo et al., 2019).

2.2.11 Produccién y funcién de la ficocianina

La ficocianina es un pigmento proteico hidrosoluble perteneciente a la familia de
las ficobiliproteinas, presente en los ficobilisomas de Arthrospira platensis y
responsable de su caracteristico color azul verdoso. Desde un punto de vista
estructural, la ficocianina estd compuesta por subunidades a y B que forman
complejos proteicos con croméforos de ficocianobilina, los cuales actdan como
antenas colectoras de luz en el proceso fotosintético. Su principal funcion bioldgica
consiste en absorber la radiacion en el rango de 615-650 nm y transferir la energia
captada hacia la clorofila a, contribuyendo de manera significativa a la eficiencia

fotosintética de la cianobacteria (Kannaujiya et al., 2023).

La produccion de ficocianina en cianobacterias depende de factores ambientales y
nutricionales que influyen directamente en su metabolismo fotosintético. Entre los
factores mas determinantes se encuentran la intensidad y calidad de la luz, el pH,
la temperatura, la disponibilidad de nitrégeno y fésforo y el estado fisiolégico del
cultivo. Diversos estudios han demostrado que condiciones de luz moderada,
combinadas con una adecuada concentracion de nitrato y una temperatura cercana
a los 30 °C, favorecen la sintesis de ficobiliproteinas. Asimismo, la limitacién de
ciertos nutrientes puede inducir una sobreproduccion del pigmento como
mecanismo de proteccién frente al estrés ambiental. En este sentido, la fase
exponencial del crecimiento es considerada el periodo éptimo para la cosecha de
biomasa destinada a la extraccion de ficocianina, ya que es cuando el contenido

celular del pigmento alcanza su maximo nivel (Nikolova et al., 2024).
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2.2.12 Efecto de laluz en la produccién de ficocianina

La luz constituye un factor determinante en la produccion de ficocianina por
Arthrospira platensis, ya que actia como fuente primaria de energia en la
fotosintesis y como regulador de los mecanismos metabélicos que controlan la
sintesis de pigmentos. La cantidad y calidad de la radiacion influyen directamente
sobre la estructura y funcién de los ficobilisomas, afectando su contenido celular y
su eficiencia en la transferencia de energia. La aplicacion de la intensidad luminica
moderada, comprendida entre 3,500 y 10.000 lux, favorece la mayor tasa de
acumulacion de ficobiliproteinas, mientras que valores superiores pueden causar
fotoinhibicién, estrés oxidativo y degradacion del pigmento. Por el contrario,
intensidades inferiores a 2,000 lux limitan la actividad fotosintética y reducen la
productividad de ficocianina al restringir la energia disponible para el metabolismo
celular (Jian-Fei et al., 2023b).

El espectro de luz también influye en la cantidad y calidad del pigmento producido.
Las longitudes de onda rojas (620-680 nm) estimulan directamente la sintesis de
ficocianina, mientras que la luz azul (450-480 nm) favorece la produccién de
clorofila y carotenoides, demostrando la capacidad de A. platensis para ajustar su
metabolismo luminico. Ademas, fotoperiodos equilibrados de 16 horas de luz y 8
de oscuridad contribuyen a mantener la estabilidad metabdlica y evitar la

degradacién del pigmento por exceso de radiacion (Nikolova et al., 2024).

2.2.13 Métodos de extraccion y purificacion de ficocianina

Los métodos de extraccion y purificacién de ficocianina comprenden un conjunto
de procedimientos fisicos y quimicos que permiten la liberacidon del pigmento
manteniendo su estructura nativa. Entre los métodos mas empleados se
encuentran la extraccion acuosa, la sonicacion, los ciclos de congelacion y
descongelacion, y la homogeneizacion a alta presion. La extraccién acuosa
consiste en suspender la biomasa en un tampén fosfato o Tris a pH neutro y baja
fuerza idnica, permitiendo la disolucion del pigmento por difusion. Los métodos
fisicos como la sonicacién, la congelacion y descongelacion facilitan la ruptura de
las células y aumentan el rendimiento de extraccion, aunque deben realizarse a

baja temperatura para evitar la degradacion del pigmento (D. Kumar et al., 2014).

Una vez obtenida la fase liquida con ficocianina, es necesario separar las
impurezas celulares mediante procesos de clarificacion y purificacion. La

clarificacion se realiza por centrifugacion o filtracién, eliminando los residuos
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celulares. La purificacion, en cambio, busca aumentar la pureza del pigmento y
eliminar proteinas acomparfantes. Entre los métodos mas utilizados se encuentran
la precipitacibn con sulfato de amonio, la ultrafiltracion y las técnicas
cromatogréficas. La precipitacion salina permite concentrar la ficocianina mediante
diferencias de solubilidad, mientras que la cromatografia de intercambio i6nico es
el método mas eficaz para alcanzar purezas elevadas, ya que separa las proteinas

segun su carga eléctrica (Ibrahimi et al., 2025)

2.2.14 Biorreactores

Los biorreactores son sistemas disefiados para el cultivo controlado de
microorganismos, como las microalgas, con el fin de optimizar su crecimiento y la
producciéon de compuestos de interés biotecnolégico. Estos equipos permiten
regular parametros esenciales como la luz, la temperatura, el pH, el suministro de
CO, vy la agitacion, garantizando condiciones favorables para la fotosintesis y la
multiplicacién celular. En el caso de las microalgas, los biorreactores se clasifican
principalmente en sistemas abiertos y sistemas cerrados, segun su nivel de control
y aislamiento del ambiente externo. La eleccidon del tipo de sistema depende de los
objetivos del cultivo, la escala de produccion y la pureza requerida de la biomasa o

metabolitos generados.

2.2.14.1 Sistemas abiertos

Los sistemas abiertos, como los estanques circulares o de canal
(raceways), se caracterizan por estar expuestos al ambiente, lo que los
convierte en una alternativa econémica y sencilla para la produccion a gran
escala. En estos sistemas, la luz solar actia como fuente principal de
energia, mientras que la agitacion y el suministro de nutrientes se
mantienen mediante paletas o0 bombas de recirculacion. Sin embargo,
presentan limitaciones relacionadas con la evaporacion, la contaminacion
por microorganismos no deseados Yy la dificultad para controlar variables
ambientales. A pesar de ello, siguen siendo ampliamente utilizados para el
cultivo de especies robustas como Arthrospira platensis, destinadas a la

produccion de biomasa con fines alimentarios o agricolas.

Figura 4. Cultivo de microalgas en sistema abierto
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Figura 4. Cultivo de microalgas en sistema abierto

Fuente: (Novoveska et al., 2023)

2.2.14.2 Sistemas cerrados

Los sistemas cerrados, conocidos como fotobiorreactores, permiten un
control mas preciso de las condiciones de cultivo y minimizan el riesgo de
contaminacion. Estos sistemas pueden adoptar diversas configuraciones,
como tubos, paneles planos o columnas de burbujeo, donde las microalgas
reciben luz artificial o natural de manera uniforme. La circulacion del medio
y el suministro de gases se regulan cuidadosamente para mantener niveles
6ptimos de oxigeno y diéxido de carbono. Gracias a su alta eficiencia y
productividad, los sistemas cerrados son ideales para la obtencion de
biomasa de alta pureza o de metabolitos especificos, como la ficocianina.
Aungue su costo inicial es mayor que el de los sistemas abiertos, ofrecen
ventajas significativas en la investigacion, la produccion farmacéutica y la

biotecnologia ambiental.

Figura 5. Esquema y disefio de un fotobiorreactor de sistema cerrado
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Figura 5. Esquema y disefio de un fotobiorreactor de sistema cerrado
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2.2.15 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
analitica utilizada para identificar y caracterizar los grupos funcionales presentes
en una muestra mediante la absorcién de radiacién infrarroja. En el ambito
biotecnol6gico, esta herramienta permite estudiar la composicion quimica de
biomoléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos, proporcionando
informacion estructural sin necesidad de destruir la muestra. Cada enlace quimico
absorbe energia en una longitud de onda especifica, generando un espectro
caracteristico que actia como huella digital de la sustancia analizada. En el estudio
de microalgas, la FTIR se aplica para evaluar la composicién bioquimica de la
biomasa y monitorear la pureza o integridad de compuestos como la ficocianina.
Esta técnica permite identificar variaciones en los enlaces amida, carboxilo,
hidroxilo o fosfato, lo que resulta util para determinar la presencia de proteinas,

acidos grasos, carbohidratos y pigmentos (Diaz et al., 2024).

2.3. Marco Tebrico

Las microalgas constituyen uno de los recursos biotecnoldgicos mas versatiles para
la produccién de compuestos de valor agregado, debido a su rapida tasa de
crecimiento, alta eficiencia fotosintética y capacidad de adaptacion a diversos
ambientes. La microalga Arthrospira platensis ha despertado interés mundial por su
potencial para generar biomasa rica en proteinas, pigmentos naturales como la
ficocianina y metabolitos bioactivos aplicables en las industrias alimentaria,
farmacéutica y energética. De esta forma, los ficobilisomas presentes en sus tilacoides

concentran pigmentos como la ficocianina, responsables de la absorcion de luz en
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longitudes de onda complementarias a la clorofila. Este mecanismo le permite
aprovechar eficazmente la radiacion luminica, para producir compuesto de interés
biotecnoloégico como expolisacaridos, vitaminas y aminoacidos (Morais Junior et al.,
2020).

El crecimiento y metabolismo de Arthrospira platensis depende de la interaccion
equilibrada de varios factores ambientales. El pH 6ptimo para su desarrollo se sitla
entre 8.0 y 10.5, rango en el cual se maximiza la disponibilidad de bicarbonatos, la
fuente principal de carbono inorganico. La temperatura para el desarrollo de un cultivo
oscila entre 26 y 35 °C, mientras que intensidades luminicas moderadas entre 3,000
- 12000 lux favorecen la sintesis de pigmentos y proteinas. Diversos estudios han
demostrado que la combinaciéon adecuada de estos pardmetros permite mantener
cultivos semicontinuos estables, caracterizados por altas tasas especificas de
crecimiento y tiempos de duplicacion reducidos (Demirden et al., 2024). En estos
sistemas, la tasa de crecimiento exponencial refleja la eficiencia metabdlica del cultivo
y constituye un indicador fundamental para determinar el momento 6ptimo de cosecha
(Barati et al., 2025)

Por otra parte, el medio Zarrouk se considera como el medio estdndar empleado para
el crecimiento de Arhtrospira platensis debido a su alta alcalinidad y contenido de
bicarbonato de sodio, que actia como fuente de carbono y estabilizador. No obstante,
se han desarrollado modificaciones orientadas a la optimizacion de nutrientes y
reducciéon de costos. Investigaciones recientes indican que la sustitucion parcial del
nitrato de sodio por urea o nitrato de potasio mejora la asimilacion de nitrégeno y la
produccién de ficocianina, al tiempo que reduce la precipitacion de sales y el consumo
energético del sistema (Milia et al., 2025). Ademas, la suplementacion con dioxido de
carbono gaseoso ha demostrado incrementar la tasa fotosintética y el rendimiento de

biomasa en sistemas semicontinuos (Jung et al., 2024)

En investigaciones previas de (Hawrot-Paw & Sgsiadek, 2023) se ha demostrado que
la biomasa generada bajo condiciones controladas puede alcanzar concentraciones
de 0.7-2.5 g/L, dependiendo del disefio del fotobiorreactor y la estrategia de
alimentacién. Durante la fase exponencial, las células acumulan pigmentos
fotosintéticos y proteinas de alto valor nutricional, siendo este el momento mas
adecuado para la cosecha. La productividad de biomasa se ve directamente influida
por la intensidad luminosa, el suministro de carbono y el equilibrio de nutrientes; por
tanto, el control de estos factores es esencial para garantizar una alta eficiencia de

conversion energética (de Souza et al., 2021)

25



Por otra parte, la eficiencia en la obtencidn de ficocianina depende en gran medida de
los métodos de extraccion y purificacion empleados. Los procedimientos
convencionales, como la congelacion y descongelacién, han sido sustituidos por
técnicas mas sostenibles y de mayor rendimiento, entre ellas la sonicacion,
homogenizacién con ruptura mecanica, la disrupcién por ultrasonido y los campos
eléctricos pulsados (PEF). Estas metodologias permiten la liberacién del pigmento con
minimas alteraciones estructurales, reducen el uso de solventes toxicos y preservan
la actividad biologica de la proteina (Nistico et al., 2022). En los ultimos afios, la
aplicacion de procesos combinados, como la ultrafiltracion acoplada a cromatografia
de intercambio iénico, ha permitido alcanzar niveles de pureza altos adecuados para

uso farmacéutico y alimentario.

De esta forma, para obtener biomasa y biocompuesto se requieren sistemas se
cultivos efectivos como los fotobiorreactores semicontinuos que se han consolidado
como la tecnologia mas eficiente para la produccion sostenible de microalgas y
metabolitos de alto valor. Estos sistemas permiten mantener un flujo constante de
nutrientes a medida que se escalan los cultivos, tambien permiten eliminar productos
metabdlicos inhibitorios y controlar variables criticas como la luz, el pH y la
temperatura. Su disefio puede ser tubular, plano o columna de burbujeo, donde cada
uno de estos ofrece ventajas especificas en términos de distribucion de luz y
transferencia de masa (Abdur Razzak et al., 2024). En este contexto, la operacion
semicontinua resulta particularmente ventajosa, ya que prolonga la fase exponencial
del cultivo y permite una produccién constante de biomasa y ficocianina a lo largo del

tiempo (Sarker & Kaparaju, 2023)

Por otra parte, para maximizar la obtencién de productos y subproductos de las
microalgas se requieren aplicar técnicas estadisticas y mateméaticas como el modelo
de superficie de respuesta RSM. Este tipo de modelo permite modelar y optimizar
procesos en los que una o varias respuestas dependen de multiples factores
cuantitativos. (Tzachor et al., 2024) menciona que en cultivos de Arthrospira platensis,
la aplicacion de RSM permite identificar combinaciones de variables operativas que
maximizan simultaneamente la biomasa obtenida, la tasa especifica de crecimiento y
el rendimiento de ficocianina, sin generar estrés celular, a diferencia de los métodos
univariados tradicionales que analizan un factor a la vez y no consideran las posibles

interacciones entre variables.

Finalmente, la caracterizacion funcional de la ficocianina mediante espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) permite identificar los grupos funcionales
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responsables de su estructura y propiedades bioquimicas. Esta técnica analitica no
destructiva se basa en la absorcién de radiacion infrarroja por los enlaces quimicos
de la molécula, generando un espectro caracteristico. En el caso de la ficocianina, las
bandas amida | y Il revelan informacion sobre la conformacion secundaria de la
proteina, mientras que las sefiales de los grupos hidroxilo y carbonilo confirman la
presencia de interacciones de hidrogeno y la naturaleza cromoférica del compuesto
(Ma’'mun et al., 2024). El uso de FTIR se ha consolidado como una herramienta
eficiente para la validacion de pureza y estabilidad de pigmentos naturales,
permitiendo comparar la estructura de la ficocianina extraida con patrones de

referencia y monitorear posibles alteraciones durante el proceso de purificacion.
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CAPITULO lIl: Disefio Metodolégico
3.1. Tipo y disefio de investigacion

El presente trabajo de investigacion es de tipo experimental y cuantitativo, ya que se
manipularon de manera controlada variables independientes con el fin de evaluar su
efecto sobre la produccion y caracterizacion funcional de la ficocianina obtenida del
cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis. La fase experimental se llevé a cabo en
los laboratorios de Biologia de la Universidad Estatal de Milagro (UNEMI), utilizando
un fotobiorreactor semicontinuo a escala de laboratorio. Este sistema permitié
mantener condiciones de temperatura, pH, aireacion e intensidad luminosa,

garantizando la reproducibilidad y validez de los resultados obtenidos.

El experimento se desarroll6 bajo un disefio completamente al azar (DCA), en el cual
las corridas fueron aleatorizadas para evitar sesgos y garantizar la independencia de
las observaciones. El disefio estadistico aplicado correspondi6 a un modelo de
Superficie de Respuesta (RSM) del tipo Box-Behnken, considerando tres factores
principales: concentraciéon de carbono, intensidad luminica y dosificacion de
nutrientes, cada uno con tres niveles bajo, medio y alto. En la Tabla 5, se presentan
las variables experimentales y los niveles establecidos para cada unidad experimental.
De esta forma, el modelo permiti6 evaluar como variables respuesta la ficocianina
obtenida, la productividad del cultivo y la biomasa seca generada, con el proposito de
determinar las condiciones 6ptimas de cultivo que maximicen la eficiencia en la

produccion de compuestos de interés.

Tabla 5. Variables y niveles del disefio experimental Box-Behnken

Factores Unidad  Nivel bajo (- Nivel medio  Nivel alto
1) (0) (+1)
Concentracion de g-L? 5 12.5 20
Carbono (NaHCO3)
Nivel de iluminacion lux 3500 6 9
500 500
Dosificacion de L-m3 10 20 30

Macronutrientes

3.2. Lapoblaciony la muestra

La poblacion del estudio estuvo constituida por cultivos de la microalga Arthrospira
platensis, mantenidos en condiciones controladas y utilizados como modelo biol6gico

para la obtencion de biomasa y compuestos bioactivos. Esta especie fue seleccionada
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por su alta tasa de crecimiento, su capacidad de adaptacion a medios alcalinos y su
potencial para la produccion de ficocianina. La muestra experimental se conformé por
los cultivos inoculados en el fotobiorreactor semicontinuo bajo las condiciones
definidas por el disefio Box-Behnken de tres factores dando como resultado la
aplicacion de 15 tratamientos, cada unidad experimental correspondié a una
combinacion factorial especifica y fue replicado por duplicado, con el fin de garantizar
la validez estadistica de los resultados y reducir el error experimental. En la Tabla 6
se detallan las unidades experimentales.

Tabla 6. Matriz experimental del disefio Box—Behnken

Tratamientos Concentracion Nivel de Dosificaciéon de
de Carbono iluminaciéon (lux)  Macronutrientes (L-m)
(9-L™)
1 5.0 3500 20
2 20.0 3500 20
3 5.0 9 500 20
4 20.0 9 500 20
5 5.0 6 500 10
6 20.0 6 500 10
7 5.0 6 500 30
8 20.0 6 500 30
9 12.5 3500 10
10 125 9500 10
11 125 3500 30
12 12.5 9500 30
13 125 6 500 20
14 125 6 500 20
15 12.5 6 500 20

Fuente: Autor

3.3. Los métodos y las técnicas
3.3.1 Preparacion del inoculo

Se inicié un cultivo madre de 250 mL de Arthrospira platensis mantenido en medio
Zarrouk, el cual sirvi6 como punto de partida para el proceso de escalamiento del
volumen de cultivo. El cultivo inicial se mantuvo en condiciones controladas de
laboratorio, verificando periédicamente pardmetros fisicoquimicos como pH,
temperatura y luminosidad para garantizar la estabilidad fisiolégica de la cepa. El

escalamiento del volumen se realiz6 agregando % del volumen inicial hasta alcanzar
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una concentracion optima de forma progresiva, midiendo la densidad Optica en 750
nm a partir de una curva de calibracion de biomasa seca (Tanaka et al., 2020). En la
figura 6, se presentan los estandares y valores de absorbancia obtenidos en la curva

de calibracién, presentando un R? con ajuste 6ptimo.

Figura 6. Curva de calibracion Absorbancia vs Concentracion

Curva de calibracion

y = 0,635x - 0,0093 ..o
R2=0,9867 R R

Absorbancia
o
n
)
)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracion g/L

Fuente: Autor

3.3.2 Montaje del fotobiorreactor y condiciones de cultivo

Para el montaje del fotobiorreactor se utilizé un frasco plastico transparente de
polipropileno (PP) termorresistente, con una capacidad de 1.25L para el escalado
del cultivo, el material seleccionado ofrece una adecuada transmision de luz y
estabilidad térmica en autoclave. El fotoperiodo se control6 mediante un
temporizador mecéanico, programado en un ciclo de 12 horas de luz 'y 12 horas de
oscuridad (12:12 h) para mantener un régimen fotosintético estable. En la tapa
superior del reactor se realizaron tres orificios funcionales, el primero se destiné a
la entrada de aire, manteniendo una aireaciébn constante de 3.2 L/min
proporcionada por una bomba de aire modelo SC-7500, acoplada a un filtro de
jeringa estéril de 0.45 um, con el propésito de asegurar la esterilidad del flujo
gaseoso y prevenir contaminaciones externas. El segundo orificio se habilit6 como
salida de gases, también equipado con un filtro de jeringa de 0.45 um, para evitar
la acumulacién de gases. El tercer orificio se adapté con un kit de venoclisis,
empleado para la toma aséptica de muestras destinadas a los andlisis
espectrofotométricos y de biomasa, en la figura 7 se muestran la estructura del

fotobiorreactor.
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Figura 7. Fotobiorreactor de sistema semicontinuo

Nota: A) Entrada de aire acoplada a bomba de aire y filtro 0.45 um, B) Puerto de
muestreo o adicion de nutrientes, C) Salida de aire con filtro 0.45 pum

Para las condiciones de cultivo se utiliz6 como fuente luminica una luz LED
fluorescente de tonalidad blanca fria, posicionada a una distancia que varia en
funcién de la variable nivel luminica sobre la superficie del recipiente. El monitoreo
del crecimiento se efectué cada 48 horas mediante la medicién de la densidad
Optica a 750 nm (ODs5) con un espectrofotémetro BK-UV1600PC, las muestras
son tomadas mediante un kit de venoclisis, lo que permitié determinar la fase de
crecimiento a partir de una curva de calibracion de biomasa seca. Las condiciones
iniciales de cultivo se resumen en la Tabla 7, donde se detallan los parametros
controlados durante el experimento: pH inicial 9.0, fotoperiodo 12:12h, temperatura

28 °C, y nivel de iluminacion variable segun las unidades experimentales.

Tabla 7. Condiciones de cultivo empleados en el fotobiorreactor

Variable Valor o Rango
Temperatura 28 -30°C
Aireacion 3.2 L/min
Fotoperiodo 12/12h
pH 9-105
Nivel de iluminacion 3500 - 9500

Fuente: Autor

31



3.3.3 Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo empleado en la presente investigacion fue el medio Zarrouk
modificado, formulado para proporcionar los nutrientes esenciales requeridos para
el buen desarrollo de la microalga. La modificacién del medio se realiz6é en funcion
de la metodologia descrita por (Jacob et al., 2022); para la preparacion del medio
se elaboraron soluciones stock de macronutrientes y micronutrientes que varian
segun los tratamientos establecidos en el disefio experimental, los cuales son
dosificados en el medio base compuesto por bicarbonato de sodio como fuente de
carbono inorgénico y cloruro de sodio. En la Tabla 8 se muestran las proporciones
del medio base y los nutrientes en solucion stock. Por otra parte, el medio fue
esterilizado en autoclave a 121 °C por 15 min, y una vez enfriadas a temperatura

ambiente, se procedié al inoculado aséptico del cultivo.

Tabla 8. Medio de cultivo Zarrouk modificado

Medio Base Cantidad Macronutrientes Cantidad Micronutrientes Cantidad

NaHCO; 10g-L™ KNO3 100 g-L FeSO, 10g-L1

NacCl 59g-L7? NH,H,PO, 10g-L™? CeHsO4 05g-L™

Macronutrientes 20 mL K.SO, 5g-L™? EDTA 0.1g-L?
Micronutrientes 2mL MgSO, 5g-L*

Fuente: Autor

3.3.4 Extraccion de biomasas y productividad de cultivos

Una vez que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria de 7 dias se procedié a
realizar la cosecha sacrificando la unidad experimental completa. La recoleccién
de biomasa se efectu6 mediante filtracién por gravedad, utilizando una malla de
nylon de 20 um como medio de separacion. Posteriormente, el filtrado se dejé
decantar durante 30 minutos para eliminar el exceso de agua y facilitar la obtencion
de la biomasa concentrada. La biomasa fresca obtenida fue pesada en placas Petri
previamente esterilizadas y taradas, registrando su masa con una balanza analitica
de precision +0.001 g. Posteriormente, las muestras fueron secadas en una mufla
a 60 °C durante 8 horas con el objetivo de eliminar la humedad residual, el
contenido de biomasa seca se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

_Pf—Pi

X
|4

Donde:
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o Pf=-eselpesofinal (placa + biomasa seca)
o Pi=-es el pesoinicial de la placa vacia

e V =Volumen del cultivo filtrado

Por otra parte, la productividad de la biomasa se determind mediante la siguiente
ecuacion:

_Xf—Xi

Py = — "
*TTroTi

Donde Xf y Xi representan la concentracion final e inicial respectivamente de la
biomasa obtenidos por espectrofotometria, Tf y Ti es el intervalo de tiempo en dias,
estos parametros permitieron evaluar la eficiencia del crecimiento de la microalga

bajo diferentes condiciones experimentales.
3.3.5 Determinacion de tasa de crecimiento especifica y tiempo de duplicacién
Una vez obtenido los valores de biomasa a partir de la curva de calibracién

presentada en la Figura 5, se procedi6 a determinar la tasa de crecimiento

aplicando la siguiente ecuacion:

_ In(X2) — In(X1)
N T2 —T1

Donde X1y X2 representan la concentracion de biomasa g-L™ en los tiempos T1y
T2, de esta forma, a partir de la tasa de crecimiento se determiné el tiempo de
duplicacion, que indica el periodo necesario para que la biomasa duplique su
concentracion bajo las condiciones de cultivo establecidas, aplicando la siguiente

ecuacion:

In(2)

Tiempo duplicaciéon =

Estos parametros cinéticos permitieron evaluar el crecimiento de Arthrospira
platensis en cada uno de los tratamientos establecidos por el disefio experimental
Box-Behnken, identificando las condiciones de cultivo que maximizan la

productividad celular y la estabilidad del sistema semicontinuo.

3.3.6 Extraccién y cuantificaciéon de ficocianina

La extraccion de ficocianina se realiz6 a partir de la biomasa seca aplicando el
método de homogenizacion por ruptura mecanica siguiendo la metodologia de

(Lobaton Garcia et al., 2017). Por lo tanto, se pesaron 0.1 g de biomasa seca, los
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cuales fueron previamente pulverizados en un mortero hasta obtener un polvo fino
con el fin de aumentar el area de contacto y facilitar la liberaciéon del pigmento.
Posteriormente, la biomasa triturada fue suspendida en 10 mL de tampédn fosfato
(0.1 M, pH 7.0) en tubos de ensayo esterilizados. La mezcla se mantuvo bajo
agitacion constante durante 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la
exposicion directa a la luz para prevenir la degradacion de la ficocianina y se utilizé
un ultrasonido de 45 kHz para facilitar la obtencion del extracto. Posteriormente, la
muestra fue centrifugada a 4000 rpm durante 5 minutos, para determinar la
concentracion de ficocianina se utilizd el sobrenadante que contenia la fraccion

soluble y se aplicé la siguiente ecuacion:

Concentracion Ficocianina (@) = As1s — 0.474(Ass2)
mL 5.34

3.4. Procesamiento estadistico de la informacion

Los resultados experimentales fueron procesados y analizados mediante el uso del
software Minitab, en el cual se estableci6 el modelo estadistico Box-Behnken
correspondiente a la metodologia de Superficie de Respuesta (RSM). Este modelo
permitié evaluar la influencia individual y combinada de los factores independientes
concentracién de carbono, nivel de iluminacion y dosificacion de macronutrientes
sobre las variables respuesta: biomasa seca, tasa de crecimiento y concentracién de
ficocianina. Las graficas tridimensionales, superficies de respuesta y curvas de
contorno se generaron utilizando el software RStudio y OriginPro, lo que permitié
visualizar las interacciones entre las variables y determinar las condiciones 6ptimas
de cultivo. Una vez identificados los parametros Optimos a partir del modelo
estadistico, se realiz6 un cultivo de validacion bajo dichas condiciones, verificando
experimentalmente la concordancia entre los valores observados y los predichos por
el modelo. Finalmente, los extractos obtenidos fueron cuantificados y caracterizados
mediante espectroscopia FTIR, confirmando la presencia de los grupos funcionales

en la ficocianina.
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CAPITULO IV: Andlisis e Interpretacion de Resultados

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

En la Figura 8 se presenta la comparacion de biomasa fresca y seca obtenida en cada
tratamiento del cultivo de Arthrospira platensis. Los valores de biomasa fresca
oscilaron entre 0.72 y 1.71 g, mientras que la biomasa seca vari6 en el rango de 0.102
a 0.38g evidenciando diferencias asociadas a las condiciones experimentales
aplicadas. De esta forma, se observa que los tratamientos con niveles intermedios y
altos de iluminacion (6500 - 9500 lux) y concentraciones de carbono moderadas de
12.5 g-L™* favorecieron el crecimiento celular y la acumulacion de biomasa. Por otra
parte, los tratamientos con bajo aporte de carbono y baja intensidad luminica
mostraron valores inferiores, lo cual concuerda con la limitacién en la disponibilidad

de carbono inorganico y energia luminica necesarias para la fotosintesis.

Figura 8. Comparacion de Biomasa Frescay Seca por Tratamiento

Comparacion de Biomasa Fresca y Seca por Tratamiento
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Fuente: Autor

Ademas, en la Tabla 9 se presenta los valores obtenidos de biomasa fresca, biomasa
seca y productividad en los cultivos semicontinuos de Arthrospira platensis. Los
resultados muestran una variacion en la biomasa seca entre 0.102 y 0.404 g-L™%, con
porcentajes de rendimiento que oscilaron entre 9 % y 19 %. Por lo tanto, se establece
gue el tratamiento 8, correspondiente a 20 g-L™* de carbono, 6500 lux de iluminacion
y 30 L-m™2 de macronutrientes, con un rendimiento del 19 % y una productividad de
0.10 g-L*-dia™®, presento la mayor cantidad de biomasa seca en 0.404 g-L™*. Estos

resultados indican que una intensidad luminica intermedia proporciona una radiacion
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suficiente para maximizar la fotosintesis sin inducir fotoinhibicién, mientras que una
alta concentracion de nutrientes promueve la sintesis de macromoléculas

estructurales.

Tabla 9. Produccién de biomasa y productividad de cultivos de Arthrospira platensis

Tratamiento Fresca  Seca Seca Rendimiento Productividad
(9) 9) (9-L™) (%) (9-L™*-dia™)
1 1.22 0.12 0.15 9 0.04
2 0.82 0.13 0.17 15 0.03
3 1.46 0.21 0.28 14 0.10
4 1.43 0.14 0.19 10 0.09
5 1.03 0.13 0.18 13 0.07
6 1.09 0.19 0.25 17 0.06
7 1.71 0.29 0.38 17 0.07
8 1.58 0.30 0.40 19 0.10
9 0.75 0.13 0.18 18 0.03
10 1.02 0.18 0.23 17 0.03
11 1.45 0.22 0.29 15 0.08
12 1.02 0.10 0.14 10 0.11
13 0.72 0.11 0.15 16 0.11
14 0.92 0.13 0.17 14 0.08
15 1.01 0.14 0.19 14 0.10

Fuente: Autor
4.2. Evaluacién de tasa de crecimiento y tiempo de duplicaciéon

En la Figura X se observa la evolucion del crecimiento celular de Arthrospira
platensis durante los siete dias de cultivo en condiciones semicontinuas. Las curvas
muestran una tendencia ascendente caracteristica de la fase exponencial de
crecimiento, donde la biomasa se incrementa progresivamente con el tiempo. De
esta forma, se pudo determinar que la tasa de crecimiento oscilé entre 0.06 y 0.16
g-dia™, evidenciando una notable variacion asociada a los factores experimentales
evaluados. Los tratamientos T8, T12, T13 y T15 presentaron los valores mas altos
de u, comprendidos entre 0.15 y 0.16 g-dia™, acompafados de tiempos de
duplicacion menores a 5 dias, lo que indica un crecimiento acelerado y eficiente bajo

dichas condiciones.

Figura 9. Cinética de crecimiento de Arthrospira platensis en funcién del tiempo de

cultivo
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Curvas de crecimiento por tratamiento
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Fuente: Autor

Ademas, en la Tabla 10 se presentan los valores de tasa de crecimiento expresados
en g-diat y el correspondiente tiempo de duplicacion para los 15 tratamientos
evaluados. Los resultados se obtuvieron a partir de la ecuacién logaritmica de
crecimiento exponencial aplicando los valores iniciales (Xi) y finales (Xf) de biomasa
durante el periodo de 7 dias de cultivo. Por lo tanto, el tratamiento T12 alcanzé el
valor maximo de pu = 0.16 g-dia™ y un tiempo de duplicacion de 4.36 dias, siendo
identificado como el mas favorable para la multiplicacién celular, por lo contrario, los
tratamientos T2, T9 y T10 registraron las tasas mas bajas lo que refleja una menor
eficiencia metabdlica probablemente asociada a la limitacién de carbono disponible
o efecto de fotoinhibicién. Estos resultados sugieren que la combinacién de una
iluminacién alta y una dosificacion elevada de macronutrientes promueve una mayor

tasa fotosintética y una rapida regeneracion de biomasa.

Tabla 10. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién de Arthrospira platensis

Tratamiento M (g-dia™) Td (dias)
T1 0.08 9.021
T2 0.06 11.545
T3 0.12 5.748
T4 0.14 5.062
T5 0.13 5514
T6 0.10 6.887
T7 0.11 6.203
T8 0.15 4.542
T9 0.06 11.901
T10 0.06 12.140
T11 0.13 5.243
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T12 0.16 4.366
T13 0.15 4.563
T14 0.13 5.395
T15 0.15 4.598

Fuente: Autor

4.3. Andlisis de produccion de ficocianina

4.3.1. Determinacién de la cantidad de ficocianina y aplicacion de modelo de

superficie.

En la Figura 10 se observa la variacion en la concentracion de ficocianina obtenida
en las 15 unidades experimentales. Los valores oscilaron entre 0.75mg y 4.21mg,
mostrando diferencias en la obtencién de ficocianina a partir de biomasa de
Arthrospira platensis frente a los cambios en la concentracién de carbono,
intensidad luminica y dosificacion de macronutrientes. Los tratamientos 12, 13, 14
y 15, correspondientes a niveles intermedios de carbono de 12.5g-L™ty condiciones
luminicas de 6500-9500 Ilux, alcanzaron las mayores concentraciones de
ficocianina, destacando el tratamiento 13 con 4.21mg, seguido por el tratamiento
12 con 4.06mg. Estos resultados sugieren que la combinacion equilibrada de luz y

carbono favorece la produccién de ficocianina sin causar estrés celular.

Figura 10. Concentracion de Ficocianina por Tratamiento
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Este andlisis fue respaldado mediante la aplicacién de un modelo de regresion de
superficie de respuesta (RSM), cuyo resumen estadistico se presenta en la Tabla
11. Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) evidencian que el modelo
propuesto fue altamente significativo (p < 0.001), con un coeficiente de
determinacion R2 = 97.19 %, un R2 ajustado de 95.92 % y un error estandar del
modelo (S = 0.245). Estos valores confirman que el modelo explica de manera
sOlida la variabilidad observada en la produccion de ficocianina, ajustdndose
adecuadamente a los datos experimentales. De esta forma, las tres variables
independientes presentaron efectos significativos sobre la respuesta, demostrando
que tanto la disponibilidad de carbono como la intensidad luminica y la
concentracion de nutrientes influyen directamente en la produccién de la

ficocianina.

Tabla 11. Andlisis de varianza del modelo de regresion de superficie de respuesta

Fuente GL SC MC Valor Valor S R? R?-aj
Ajust. Ajust. F p
Modelo 9 41,7898 4,6433 76,82 0,000 0,245 97,19% 95,92%
Lineal 3 6,4879 2,1626 35,78 0,000
Carbono 1 1,018 1,0185 16,85 0,001
Lux 1 21967 2,1967 36,34 0,000
Macro 13,2727 3,2727 54,14 0,000
Cuadrado 3 17,5537 15,8512 96,80 0,000
Carbono*Carbono 1 15,5933 15,5933 257,98 0,000
Lux*Lux 1 28782 28782 47,62 0,000
Macro*Macro 1 0,2477 0,2477 4,10 0,056
Interaccion de 2 3 17,7483 15,9161 97,88 0,000
factores
Carbono*Lux 1 14,2267 14,2267 235,37 0,000
Carbono*Macro 1 35196 3,5196 58,23 0,000
Lux*Macro 1 0,0019 0,009 0,03 0,861
Error 20 11,2089 0,0604
Falta de ajuste 3 10811 0,3604 47,94 0,000
Error puro 17 0,1278 0,0075
Total 29 42,9987

Fuente: Autor

4.3.2. Evaluacion de los factores experimentales

Teniendo en cuenta que el modelo de Box-Behnken fue significativo se procedi6 a

evaluar los efectos de los factores experimentales sobre las variables respuesta. En
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la Figura 11 se presenta el diagrama de Pareto de efectos estandarizados
correspondiente a la variable Ficocianina, obtenido a partir del modelo de superficie
de respuesta. Este grafico permite identificar los factores y las interacciones que
ejercen una influencia estadisticamente significativa sobre la produccién del

pigmento, considerando un nivel de confianza del 95 %.
Figura 11. Efectos de los factores experimentales

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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Por lo tanto, se pudo establecer que los términos carbono (AA) y la interaccion
carbono - lux (AB) presentan los efectos mas elevados, superando ampliamente el
umbral de significancia. Esto indica que tanto el efecto cuadratico del carbono como
su interaccién con la iluminacién son determinantes en la respuesta del sistema,
influyendo de manera directa en la produccién de ficocianina, en este sentido, la
produccion maxima de la proteina se alcanza bajo condiciones de carbono y luz
equilibradas, mientras que desviaciones extremas en cualquiera de estos factores
reducen el rendimiento debido a limitaciones metabdlicas o fotoinhibicion. El efecto
individual de la intensidad luminica (B) y los términos cuadraticos lux (BB) y
macronutrientes (CC) también resultaron relevantes, aunque en menor magnitud, lo
gue sugiere que la luz actia como factor regulador secundario, modulando la

eficiencia fotosintética y el metabolismo de nitrégeno.

Los resultados obtenidos a partir del analisis de varianza (ANOVA) y el diagrama de
Pareto son respaldados por la Tabla 12, donde se presentan las pruebas que

verifican los supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia de
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errores. El test de Shapiro-Wilk (p = 0.276) confirma que los residuos del modelo
siguen una distribucién normal. El test de Breusch-Pagan (p = 0.1149) indica la
ausencia de heterocedasticidad, lo cual demuestra que las varianzas son
homogéneas entre los tratamientos. Finalmente, el test de Durbin-Watson (p =

0.5594) evidencia independencia de los errores, descartando autocorrelacion.

Tabla 12. Pruebas de supuestos del modelo de superficie de respuesta

Supuesto evaluado Prueba Estadistico (W / Valor p
estadistica BP / DW)

Normalidad Shapiro-Wilk W =0.9303 0.276

Homocedasticidad Breusch-Pagan BP =14.21 0.115

Independencia de Durbin-Watson DW = 2.37 0.559

errores

Fuente: Autor
4.4. Optimizacién de la produccién de ficocianina

Para optimizar el modelo experimental, se analizé la Figura 12, la cual muestra las
superficies de respuesta tridimensionales obtenidas a partir del modelo Box-Behnken
aplicado a la variable dependiente Ficocianina. Estas graficas permiten visualizar la
influencia e interaccion entre los factores Carbono, Lux y Macronutrientes,
identificando las combinaciones 6ptimas para la produccion de ficocianina. De esta
forma, En la Grafica A, se representa la interaccion entre el Carbono y Lux,
manteniendo constante la concentraciéon de macronutrientes en 20, la superficie
presenta una tendencia concava ascendente, donde el aumento del carbono y la
disminucion de la intensidad luminosa favorecen la acumulacién de ficocianina. Se
observa que valores moderados de ambos factores promueven una mayor
produccion, alcanzando el punto 6ptimo alrededor de 12-15 g/L de carbono y 4000-
6000 lux.

Por otra parte, en la Gréfica B, muestra la interaccion entre Macronutriente y Lux con
el Carbono fijo en 12 g/L, se aprecia una superficie con curvatura pronunciada que
refleja una relacion cuadratica entre ambos factores. La produccion de ficocianina
aumenta con niveles intermedios de macronutrientes y luz, alcanzando su maximo
alrededor de Macro = 25y Lux = 5500-6500. Por encima de estos valores, la respuesta
del sistema tiende a disminuir, lo que sugiere un posible efecto de inhibiciébn por
exceso de nutrientes o saturacién metabdlica en la fase fotosintética. De la misma
forma, la Gréafica C evidencia la interaccion entre Carbono y Macronutriente,
manteniendo constante el nivel de Lux en 6500. La superficie en forma de domo indica

gue las concentraciones intermedias de ambos factores resultan favorables para la
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sintesis del pigmento, encontrandose el maximo rendimiento en torno a Carbono = 12-
15 g/L y Macro = 20- 25, este comportamiento confirma que el equilibrio entre la fuente

de carbono y los nutrientes son determinantes para la produccion de ficocianina

Figura 12. Superficies de respuesta tridimensionales para la optimizacion de la
produccién de ficocianina
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De esta forma, se aplicé el optimizador de respuesta del software Minitab, con el
objetivo de determinar la combinacion de niveles de los factores que maximizan la
produccion de ficocianina. En la Tabla 13, se presentan los valores 6ptimos de
configuracion obtenidos a partir del modelo predictivo, junto con los intervalos de
confianza y prediccién al 95%. Segun el andlisis, las condiciones Gptimas para la
produccion del pigmento se alcanzan con 12.42 g/L de carbono, 7318 lux de intensidad
luminosa, y una concentracién de macronutrientes de 30 mL. Bajo estas condiciones,
el modelo estimo una respuesta de 4.32 mg de ficocianina, con un error estandar de
ajuste de 0,110 mg y un intervalo de confianza de 4.09 - 4.55 mg.

Tabla 13. Pardmetros de prediccion multiple

Valor de

Variable configuracion
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Carbono 12.42
Lux 7318.18
Macronutrientes 30
EE de IC de IP de
Respuesta Ajuste ajuste 95% 95%
Ficocianina (mg) 4.32 0,11 (4,09; (3,76;
4,55) 4,88)

Fuente: Autor

Para validar las variables optimizadas, se realizé una corrida experimental por
triplicado bajo las condiciones 6ptimas durante un periodo de 7 dias, registrandose los
valores experimentales presentados en la Tabla 14. Los resultados mostraron una
produccion promedio de ficocianina de 4.38 + 0.08 mg/mL, lo que coincide con la
prediccion del modelo, confirmando su capacidad de ajuste y validez predictiva.
Ademas, se observé una tendencia positiva en el rendimiento total y en la biomasa
seca, evidenciando que la combinacién de los factores optimizados maximiza la

sintesis de ficocianina y la produccién de biomasa.

Tabla 14. Resultados experimentales para la maximizar la produccién de ficocianina.

Tratamiento Ficocianina (mg) I Td Fresca(g) Seca(g) Rendimiento
R1 4.353 0.155 4.479 1.110 0.110 10%
R2 4.470 0.156 4.436 0.963 0.121 13%
R3 4.312 0.154 4.502 0.991 0.145 15%

Fuente: Autor
4.5. Caracterizacion funcional mediante espectroscopia FTIR

La caracterizacion funcional de la ficocianina extraida se llevé a cabo mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, técnica que permite identificar
los grupos funcionales asociados a la estructura proteica. En la Figura 13, se
muestran los espectros obtenidos para las muestras LO y L1, donde LO corresponde
a la unidad experimental T13, considerada como referencia, mientras que L1
representa la muestra posterior al proceso de optimizacién. Los principales picos de
absorcién y sus respectivas asignaciones se presentan de manera detallada en la
Tabla 15, permitiendo identificar los grupos funcionales predominantes y corroborar
la presencia de sefiales tipicas de proteinas, polisacaridos y cromaoforos

caracteristicos de la ficocianina.

43



Tabla 15. Grupos funcionales identificados de ficocianina mediante FTIR

LO L1 Grupo funcional Descripcién
(cm™)  (cm™) principal
3845 3937 O-H Grupos hidroxilo
3363 - N-H Estiramiento N-H (Amida A, enlace
3301 3282 N-H peptidico)
2163 2171 C=N Estiramiento C=N indicador de
compuesto nitrogenado
1639 1639 C=0 Amida | estiramiento C=0 del enlace
peptidico
1538 1545 C-N/N-H Amida Il C-N + flexiébn N-H (proteina)
1075 1033 C-0/C-0-C Estiramiento C-O y C-OC, presencia
de polisacéridos o glicoproteinas
613 617 C-H Huella de Cromaoforo

Fuente: Autor

El espectro de la muestra L1 muestra desplazamientos ligeros en comparacion con
la muestra LO, evidenciando modificaciones estructurales menores en los grupos
amida y fendlicos. La banda intensa en 1639 cm™ (C=0) y las sefales en 1538-1545
cm™ (C-N/N-H) confirman la presencia de proteinas, especificamente las estructuras
amidicas tipicas de la ficocianina, que reflejan la naturaleza polipeptidica del
pigmento. Por otra parte, las bandas en el rango entre 3300-3400 cm™ corresponden
a los grupos funcioales de OH y NH, relacionados con interacciones por puentes de
hidrogeno, mientras que los picos en la region de 1075-1033 cm™ indican la
presencia de polisacaridos o glicoproteinas, componentes asociados a la matriz

extracelular o estructuras accesorias del complejo proteico.

De esta forma, la aparicién de un pico débil en 2163-2171 cm™ (C=N) sugiere la
posible presencia de compuestos nitrogenados derivados de los pigmentos
biliproteicos y las sefales en la zona de 600 cm™ corresponden a las vibraciones C-
H, consideradas la huella espectral del croméforo, responsable de la absorcion
caracteristica de la ficocianina. Por lo tanto, estos resultados confirman la integridad
estructural del pigmento proteico, corroborando la presencia de los grupos
funcionales amidicos, hidroxilos y croméforos tipicos de la ficocianina obtenida como

extracto crudo en estudios previos por (Qiao et al., 2022)
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Figura 13. Espectros FTIR de la muestra de ficocianina
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusién y Recomendaciones

5.1. Discusién

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de variables operativas en el
cultivo semicontinuo de Arthrospira platensis sobre la produccion y caracterizacion
funcional de ficocianina mediante la aplicacion del modelo estadistico Box-Behnken.
Los resultados obtenidos permiten confirmar la hipotesis planteada, al demostrar que
el control y la optimizacion de los factores de cultivo como la concentracion de
carbono, el nivel de iluminacion y la dosificacibn de macronutrientes ejercen una

influencia significativa en la productividad de biomasa y en la sintesis del pigmento.

De esta forma, la cuantificacién de la biomasa fresca y seca evidencié una relacion
directa entre la disponibilidad de carbono y la tasa de crecimiento celular, concordando
con lo sefalado por Freire Balseca et al. (2024) y Wang et al. (2025), quienes destacan
gue el carbono constituye la principal fuente inorganica utilizada por Arthrospira
platensis para la fotosintesis y la fijacion de CO,. La biomasa obtenida bajo
parametros Optimos present6 un incremento promedio del 15% en comparacién con
los tratamientos iniciales, confirmando la eficiencia del sistema para mantener la

estabilidad fisiolégica del cultivo y una alta productividad sostenida en el tiempo.

En cuanto a la tasa de crecimiento especifica y el tiempo de duplicacion, los resultados
fueron coherentes con los reportados por Barati et al. (2025) y Demirden et al. (2024),
quienes sefialan que la combinacion de una iluminacion moderada entre 4000 y 8000
lux y una adecuada concentracion de nutrientes favorece la fase exponencial del
crecimiento. En este estudio, las tasas de crecimiento observadas (0.55-0.159 g/dias)
reflejan una elevada eficiencia metabdlica del cultivo bajo las condiciones controladas
del fotobiorreactor, mientras que el tiempo de duplicaciébn se mantuvo en rangos
similares a los reportados por sistemas semicontinuos optimizados, demostrando la

efectividad del control luminico.

El modelo de superficie de respuesta (RSM) permiti6 identificar interacciones
significativas entre las variables, confirmando la naturaleza cuadrética del proceso.
Tal como mencionan Tzachor et al. (2024), el uso de RSM en bioprocesos permite
predecir de manera precisa los puntos 6ptimos de operacion y analizar sinergias entre
factores. En este caso, las superficies de respuesta mostraron que el incremento
simultaneo del carbono y los macronutrientes, junto con una iluminacion intermedia,

maximiza la sintesis de ficocianina, lo que coincide con los hallazgos de Jung et al.
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(2022) sobre la relacién entre intensidad luminica y biosintesis de pigmentos en
cianobacterias.

La validacion experimental del optimizador del software Minitab confirmé la
confiabilidad del modelo, ya que la respuesta promedio de 4,38 mg de ficocianina fue
muy cercana al valor predicho (4,33 mg), con un error estandar minimo. Este resultado
reafirma la hipétesis de que el control simultaneo de las variables de cultivo permite
mejorar significativamente la produccion de ficocianina, de la misma manera, Pereira
et al. (2024) y Zeitler et al. (2024) demostraron que la disponibilidad balanceada de

carbono y nitrdgeno incrementa la sintesis de ficocianinas en condiciones controladas.

Por otra parte, los resultados experimentales obtenidos bajo las condiciones 6ptimas
determinadas por el modelo Box-Behnken confirman que la interaccién entre las
variables operativas ejerce un efecto significativo en la productividad del sistema. El
aumento simultaneo del carbono y los macronutrientes, junto con una iluminacién
intermedia de 7318 lux, permitié alcanzar una mayor concentracién de ficocianina y
un rendimiento superior en biomasa, evidenciando la eficiencia del modelo para
predecir y optimizar el comportamiento del cultivo. Estos resultados coinciden con los
reportados por Barbosa et al. (2023) quienes sostienen que el equilibrio entre los

factores luminicos y nutricionales potencia la actividad metabdlica de la microalga.

La optimizacion de los parametros de cultivo aplicando un modelo experimental Box-
Behnken permitié maximizar la produccion de ficocianina y establecer una correlacion
el crecimiento celular y la acumulacién de la proteina lo largo del tiempo con variacion
de parametros. Por lo tanto, estos resultados respaldan lo sefialado por Nikolova et
al. (2024), quien plantea que la luz y la disponibilidad de nutrientes actilan como
reguladores metabolicos del contenido proteico en Arthrospira platensis. Ademas, la
obtencion de una cantidad considerable de biomasa seca y el porcentaje de
rendimiento del 15% indican que las condiciones optimizadas favorecen tanto la

productividad celular como la sintesis de ficocianina.

Por otra parte, la caracterizacion funcional de la ficocianina mediante FTIR permitié
confirmar la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de este biocompuesto
En el estudio reciente reportado por (Ismail et al., 2023), se demuestra que las bandas
dominantes corresponden a vibraciones amida, hidroxilos y enlaces asociados al
croméforo, lo que constituyen resultados solidos en la determinacion estructural de la
proteina. La banda de 1639 cm™ (Amida 1) y el modo combinado C-N / -NH entre
1538-1545 cm™ (Amida Il) reflejan la estructura polipeptidica de la ficocianina,

coincidiendo con el desplazamiento de Amida |, sin embargo, se sugiere que es
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importante realizar un proceso de purificacibn para mejorar la resolucion de las

bandas.

De la misma manera, en estudios previos por (Shafiei et al., 2024) los picos en el
rango de 3300-3400 cm™, asociadas a grupos -OH y -NH, son consideradas
indicadores de interacciones por puentes de hidrégeno tipicas en proteinas
hidrofilicas. Estas bandas también fueron reportadas en extracto crudo y purificado,
registrando un desplazamiento de 3293 a 3416 cm™ tras purificacién. Por lo tanto, en
relaciébn con estos hallazgos los espectros obtenidos para las muestras LO y L1
muestran la presencia de bandas amidicas, grupos hidroxilo y sefiales del cromoforo,
lo que confirma que la ficocianina extraida conserva las caracteristicas funcionales

propias del pigmento y es comparable a las reportadas en estudios previos.

5.2. Conclusiones

El presente estudio permitié evaluar el efecto de variables en el cultivo semicontinuo
de Arthrospira platensis sobre la produccién y caracterizacion funcional de ficocianina,
mediante la aplicacién del modelo estadistico Box-Behnken y el analisis de superficie
de respuesta (RSM). Los resultados experimentales demostraron que la combinacién
equilibrada de los factores concentracion de carbono, intensidad luminica y
dosificacion de macronutrientes influye de manera significativa en el crecimiento
celular y en la acumulaciéon de ficocianina validando el enfoque experimental

propuesto.

Se determindé que la concentracion de carbono es un factor muy influyente sobre la
tasa de crecimiento y la productividad de biomasa, al actuar como fuente inorganica
esencial para la fijacion de CO, durante la fotosintesis. El incremento de este
componente hasta niveles 6ptimos permitié alcanzar un rendimiento de biomasa seca
del 15 % en comparacion con los tratamientos iniciales, manteniendo la estabilidad
fisiol6gica del cultivo durante el proceso semicontinuo. Este comportamiento confirma
que la disponibilidad de carbono junto a una adecuada relacion de nutrientes potencia

el metabolismo de la microalga

Por otra parte, aplicar una iluminaciéon controlada mostré un efecto positivo sobre la
fase exponencial de crecimiento y la sintesis de ficocianina, evidenciando que una
intensidad luminica intermedia evita la fotoinhibicién y favorece al crecimiento de
Arthrospira platensis. Este hallazgo resalta la importancia de mantener condiciones
Optimas de irradiancia dentro del fotobiorreactor, ya que tanto los excesos como las

deficiencias de luz limitan la produccion de proteinas y la estabilidad de las células.
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De la misma forma, la dosificacion de macronutrientes fue un factor determinante en
la produccién de ficocianina, se pudo comprobar que la proporcién de macronutrientes
en el medio de cultivo estimula la acumulacion de ficobiliproteinas sin comprometer el

crecimiento celular.

El modelo Box-Behnken, aplicado mediante el andlisis de superficie de respuesta,
permitid describir con precision las interacciones entre los factores de estudio,
evidenciando que la respuesta del sistema depende tanto del efecto individual de cada
variable como de su interaccién combinada. Los supuestos estadisticos evaluados en
el analisis de varianza, como la normalidad de los residuos, la homogeneidad de
varianzas y la independencia de los errores, respaldaron la robustez y validez del
modelo. De esta forma, es posible afirmar que los resultados obtenidos son

significativos y confiables para la prediccion de las condiciones éptimas del cultivo.

5.3. Recomendaciones

Se sugiere aplicar el modelo estadistico Box-Behnken y el analisis de Superficie de
Respuesta (RSM) para determinar los pardmetros optimos en diferentes métodos de
extraccion de ficocianina, como la extraccion asistida por ultrasonido, microondas,
campos eléctricos pulsados o enzimatica. El uso de este tipo de modelos permitiria
establecer combinaciones eficientes de variables como tiempo, potencia, temperatura
y relacién sélido-liquido, optimizando el rendimiento, la pureza y la estabilidad del

pigmento extraido.

De igual manera, se recomienda evaluar la efectividad del modelo en condiciones de
mayor escala, aplicandolo en fotobiorreactores piloto o industriales, a fin de analizar
su comportamiento bajo variaciones de flujo, aireacion y luz artificial con diferentes
espectros LED. Esto permitiria validar el modelo propuesto en condiciones reales de
operacion y establecer estrategias de control automatico basadas en los parametros
Optimos identificados. Asi mismo, es posible incluir mas variables de estudio como
temperatura, pH, micronutrientes y la potencia de agitacion del cultivo para andlisis

futuros en la extraccion de ficocianina.

Finalmente, se sugiere realizar una caracterizacion mas profunda del pigmento
mediante técnicas instrumentales que complementen la cuantificacion de la proteina.
Entre ellas, la cromatografia de gases (GC) y la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) permitirian identificar con mayor precision la composicién
molecular de la ficocianina, asi como posibles subunidades o compuestos asociados

a su estructura proteica. De igual modo, la espectroscopia FTIR y los andlisis de
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fluorescencia podrian emplearse para evaluar la integridad de los grupos funcionales

y confirmar la pureza del pigmento obtenido.
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