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RESUMEN

La industria lactea se caracteriza por ser gran consumidora de agua para la elaboracion de todos
sus productos. En Meéxico, asociado a la produccion de queso, se llegan a producir 50 mil
toneladas de suero de leche al afio, con una tendencia creciente debido al aumento de demanda
de la poblacién, para la cual los productos de origen animal han formado parte de la dieta
humana. Debido a dichos aumentos también ha incrementado la generacion de aguas residuales
con alto contenido de nutrientes y materia solida, que si son arrojados al drenaje o cuerpos de
agua sin contar con un tratamiento puede llegar a causar problemas de eutrofizacion. El uso de
cultivos de microalgas y cianobacterias para el tratamiento de aguas residuales ha ido ganando
interés en el area de la biotecnologia ambiental, debido a que se les caracteriza por ser capaces
de desarrollarse en ambientes variables y llegar a producir altas cantidades de biomasa para uso
comercial. También pueden favorecer el porcentaje de remocion de contaminantes y obtener
mejoras en la calidad de descarga de la industria alimentaria.

El objetivo del estudio fue evaluar el potencial del cultivo de Scenedesmus acuctus y Arthrospira
maxima con el aprovechamiento de suero de leche, un residuo de la industria lactea como
sustrato en la produccion de biomasa con alto contenido nutricional y evaluar la utilizacion de
Arthrospira maxima para suplementar las dietas de codorniz japonesa (Coturnix japonica).

En el presente trabajo se utilizd el cultivaron una microalga (Scenedesmus acutus) y una
cianobacteria (Arthrospira maxima). Se realizaron evaluaciones preliminares con la sustitucion
de cuatro distintos porcentajes de suero (5, 10, 15 y 20%) y medio comercial (Zarrouk) para
determinar cudl de estos era el porcentaje 6ptimo en los parametros a medir: cepa con mayor

produccién de biomasa y mayor contenido nutricional.
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La cepa con mayor uso de medio de cultivo con suero y la que mas se asemejé a los parametros
del tratamiento control fue Arthrospira maxima con el 10% de suero de leche, obteniendo
reducciones de DQO, NO3", NO2, PO+ y NH4* en un 83, 90, 80 y 94% respectivamente. En
cuanto a su composicién bioguimica se obtuvo alto contenido de carbohidratos, clorofila y
carotenoides siendo una materia prima Optima para ser utilizada en la nutricion avicola.

Se evaluaron cuatro tratamientos con la suplementacion de suero de leche liofilizado y biomasa
de A. maxima (T1: Dieta experimental para postura, T2: 3% de biomasa de A. maxima, T3: 3%
de suero de leche, T4: 3% de biomasa de A. maxima + 3% de suero de leche) en 20 jaulas con
un total de 60 aves.

Las variables de respuesta fueron: ganancia de peso (GP), consumo de alimento (CA),
produccion de huevo (PH), ademas de las caracteristicas fisicas de la calidad de huevo: largo,
ancho, pero e indice de forma. Se utilizé un disefio completamente al azar utilizando el paquete
estadistico SPSS® y la comparacion de media con el método de Tukey.

En cuestién a la ganancia de peso, consumo de alimento y produccion de huevo no se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05). El peso de huevo producido en los T2 y T4
fue mayor en comparacion con los tratamientos T| y T3 (12.35¢g vs. 11.35g: P< 0.05). En los
pardmetros de colorimetria b* fue mayor en el T3 (P< 0.05) y c* fue mayor en T2 (P<0.05). La
materia seca y cenizas en el huevo no mostraron diferencias significativas (P > 0.05) entre los
tratamientos. Sin embargo, la proteina mostré diferencia significativa (P< 0.05) en los
tratamientos con inclusion de suero de leche y biomasa de A. maxima.

Estos tratamientos ayudaron a encontrar una aplicacion biotecnologia a los residuos
provenientes de la industria lactea, ya que no afectan el consumo de alimento ni la ganancia de
peso ofreciendo alimentos con mayor contenido de proteina y mejoras en la coloracion de

yemas.
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1. INTRODUCCION

La industria lactea se caracteriza principalmente por la generacién de residuos con alto
contenido nutricional, como el lactosuero, en el que se encuentran algunos de los componentes
que no se integran por completo en la coagulacién de proteinas durante la elaboracion de queso
(Hannibal et al., 2015). Por cada m? de leche procesada se estima que la generacion de agua
residual oscila entre de 1-10m? de agua residual, teniendo variaciones que dependen del nivel
de produccion de la planta piloto, del producto a realizarse y de la demanda de la poblacion.

En México anualmente la produccion de suero de leche llega a 1 millon de toneladas, que
equivale a 50 mil toneladas de lactosa y 5 mil toneladas de proteinas que son desaprovechadas
(Gogoi et al., 2021). En el mejor de los casos el 47% del suero de leche que es descargado por
las plantas procesadoras de productos lacteos es destinado para la elaboracion de productos
como: queso ricota, alimento para bebé, aderezos para ensalada suplemento alimenticio, etc.
(Valencia Denicia & Ramirez Castillo, 2009). Este residuo conocido como lactosuero o suero
de leche es considerado una fuente contaminante por el aporte de nutrientes no aprovechados
que pueden llegar a causar problemas de eutrofizaciéon (pérdida de sistemas acuaticos por la
disminucion de oxigeno disuelto) (Balcorta & Arenas, 2017). Una alternativa para este tipo de
residuos es el tratamiento de aguas residuales por medio de: coagulacién, filtracion por
membranas o lodos activados y los reactores de secuenciacion por lotes, estos Gltimos teniendo
mayor interés biotecnolégico ya que con la utilizacién de microorganismos fotosintéticos
(microalgas y cianobacterias) se recuperan los nutrientes que se encuentran en las aguas
residuales de la industria lactea (carbono, nitrogeno y fosforo) (De Carvalho et al., 2020). Estos
cultivos han mostrado tener altos porcentajes de reduccion de lactosa (54%) en suero de leche,
teniendo como mayor beneficio la mejora de la calidad de descarga a la par de recuperar algunos

de los nutrientes que contiene el medio de cultivo (suero) (Girard et al., 2014), ademas de ser
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utiles para la obtencion de productos de alto valor comercial (nutrientes asimilables para el
consumo humano y animal, pigmentos, antioxidantes para la industria cosmética) (De Carvalho
et al., 2020).

Uno de los problemas mas comunes en la produccidn de biomasa es el método de recuperacion,
el cual se caracteriza por ser un procedimiento costoso y complejo que puede llegar a representar
entre un 20-30% del costo de produccion total. Algunas de las técnicas utilizadas son:
sedimentacion, centrifugacion, filtracion y floculacién, siendo esta ultima la estrategia con
mayor uso debido a la utilizacion de floculantes orgéanicos de bajo costo (Quitral et al., 2012).
Una de las posibles aplicaciones de la biomasa de microorganismos fotosintéticos es en la
nutricion animal en la produccion avicola (pollo de engorda, codorniz japonesa y pavo),
mejorando significativamente la ganancia de peso, coloracion de yema debido a su alto
contenido de carotenoides (Ekyzolu et al., 2020). Se ha reportado por Hajati et al., (2019), que

la suplementacion con A. maxima puede disminuir el estrés por calor en aves de corral.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Industria lactea

En muchos paises la industria alimentaria es una de las principales consumidoras de agua y
generadora de aguas residuales. La industria lactea se caracteriza por la generacion de efluentes
y contaminantes, cuyas cantidades dependen de ciertos parametros operativos tales como:
programa de produccion, cambios en la operacion, configuracion de la planta de proceso
(Farizoghu & Uzuner, 2011). La produccion ganadera y avicola son la grandes procesadoras de
recursos naturales, que utilizan una gran cantidad de agua por kilocaloria (Kcal) de alimento
producido, ademas de emisiones de gases de efecto invernadero (Liebe et al., 2020). La leche
es un alimento completo que aporta nutrientes esenciales entre ellos: calcio, magnesio, selenio,
vitamina Bs y B12, etc. que ayudan a combatir el hambre y desnutricion. Su aporte energético es
de 134 kcal de energia, 8.3 g de proteinas y 7.6 g de grasa/ persona al dia, con un consumo de
97 L de leche al aflo (FAOSTAT, 2018). El aumento a la demanda de productos derivados de
esta industria se debe principalmente al crecimiento de la poblacion que ha aumentado hasta un
70% en los ultimos 10 afios (FAOSTAT, 2018).

En el afio 2018 la produccién mundial de leche fue de 843 millones de toneladas de lo cual el
81% fue leche de vaca, 15.1% leche de bdfala, 2.2% leche de cabra, 1.3% de oveja y 0.4% de
camella. En el Cuadro 1 se presenta la produccién mundial de leche entre los afios 2017 y 20109.
En la actualidad Asia es considerado el mayor productor de leche con el 31%, seguida de la
Union Europea con el 23.7%, mientras que Norte y Centro Ameérica producen 18%. Estos
valores de produccion han incrementado debido al aumento de consumo per cépita de los
productos derivados de la leche: por ejemplo, del 2009 al 2018 crecio una tasa de promedio

anual de 0.9%, llegando a un valor per capita de 113.7 litros anuales (FAOSTAT 2020).
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Cuadro 1 Produccién de leche (millones de litros) a nivel mundial del afio 2017 al 2019.

2017 2018 2019
Lugar Lugar Lugar

Pais Produccién Pais Produccién Pais Produccién

1 E.U.A. 97,761,519 1 E.UA. 96,890,477 1 E.UA. 99,056,527
2 India 89,833,590 2 India 83,833,500 2 India 90,000,000
3 Bra. 33,312,149 3 Bra. 33,839,864 3 Bra. 35,890,280
4 Ale. 32,598,198 4 Ale. 33,064,833 4 Ale. 33,080,180
16 Méx. 11,767,556 27 Méx. 12,005,692 27 Méx. 12,005,692

Otros 410,348,007 Otros 454,747,691 Otros 478,313,357

Total 675,621,019 Total 714,382,147 Total 748,346,036

1 E.U.A.: Estados Unidos de América, Bra: Brasil, Ale: Alemania, Méx: México.

Fuente: FAOSTAT, 2020.

Todo esto se relaciona directamente con el aumento poblacional mundial, que tuvo una tasa de
crecimiento de 1.2%, es decir valores mayores a los del consumo de leche y produccidn de esta
industria. La leche y los productos que se comercializan pueden llegar a representar el 14% del
comercio agricola mundial, algunos de los productos con mayor demanda son: leche entera en
polvo, leche descremada en polvo, mientras que los productos que son comercializados en fresco

Ilegan a representar solamente el 1% de la produccion total (FAOSTAT, 2021).

2.1.1. Produccién de leche a nivel nacional
La ganaderia en México es considerada de importancia para la economia nacional. Actualmente

la produccién de leche en México es todavia insuficiente para cubrir la demanda nacional. Entre
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el 2007 y el 2012 la importacion de leche alcanzd los 2,000 millones de litros por afio, esta
cantidad corresponde al 20% de la produccion nacional. La produccion y comercializacion de
este producto debe ser aprovechada para el beneficio econémico del pais, fomentando la mayor
produccion de ganado de leche para reducir la importacion de productos en polvo y frescos

(Loeraetal., 2017).

Cuadro 2 Produccion (miles de litros) nacional de leche en el periodo 2019-2021.

2019 2020 2021
Lugar Lugar Lugar
Estado! Produccion Estado! Produccion Estado! Produccion
1 Jal. 2,541,915 1 Jal. 2,625,726 1 Jal. 2,706,304

2 Coah. 1,394,913 2 Coah. 1,457,972 2 Coah. 1,459,173
3 Dgo. 1,242,953 3 Dgo. 1,291,208 3 Dgo. 1,444,932

4 Chih 1,160,432 4 Chih 1,189,304 4 Chih 1,212,845

27 N.L. 22,957 27 N.L. 22,824 27 N.L. 22,301
Otros 5,912,695 Otros 5,966,772 Otros 6,021,816
Total 12,275,865 Total 12,553,806 Total 12,867,371

1 Jal: Jalisco, Coah: Coahuila, Dgo: Durango, Chih: Chihuahua, N.L.: Nuevo Leon.

Fuente: SIAP, 2021.

En el 2020 México tuvo una produccion de 12 554 millones de litros, ademas de los cuales se
importaron el 28.6%. EI Cuadro 2 presenta la produccion de leche nacional del afio 2019 - 2021
donde Jalisco, Coahuila y Durango fueron los principales productores, mientras que en este
periodo en Estado de Nuevo Ledn se encuentra entre los menores productores de leche.

En México se importa mas leche (390 mil toneladas) de la que exporta (69 mil toneladas), todo

esto para obtener leche en polvo (SIAP, 2021).
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El Estado de Coahuila, principalmente la Comarca Lagunera, adopt6 desde los afios 50°s de
siglo XX el sistema intensivo de produccion lechera con vacas Holstein que consiste en mejorar
la produccion de leche implementando elementos tecnoldgicos tales como: inseminacion
artificial, mejoramiento genético, mejora en la ordefia y desarrollo de la cadena de frio (Robledo

Padilla 2018).

2.1.2. Productos y subproductos

Los procesos de produccion de alimentos han sido realizados apartandose de los conceptos
relacionados con la sostenibilidad de los sistemas productivos, mismos que deben ser
complementados en cada una de las operaciones de la industria. Desafortunadamente la mayoria
de las empresas no encuentran la forma de incorporar practicas de produccién sostenibles. De
hecho, la industria lactea es una de las mayores generadoras de aguas residuales de procesos
como la elaboracion del producto, sistemas de limpieza, mantenimiento y aseo del personal

operativo (Mufioz Lucas & Sanchez Garcia, 2018).

El ciclo de la industria lactea inicia desde la produccion de leche en fincas, su industrializacion,
procesamiento de los productos (Cuadro 3) y generacion de subproductos que generan impactos
negativos en el medio ambiente (Feil et al., 2020). En el afio 2017 los quesos lideraron las ventas
en el mercado con el 40% de produccion internacional, siguiendo de la leche en polvo entera

12%, mantequilla 12% y la leche en polvo descremada 9% (FAOSTAT, 2018).
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Cuadro 3 Productos con mayor produccion en México.

Produccion
Lugar Producto Unidad
2017 2018 2019
1 Leche entera 1000 L 430,483 414,026 389,152
2 Leche en polvo ton 81,991 78,000 82,420
3 Quesos ton 94,269 101,507 94,744
4 Yogurt 1000 L 239,547 235,212 225,760
5 Crema ton 30,592 39,850 39,046
6 Mantequilla ton 23,799 25,290 25,640
7 Suero en polvo ton 26,272 27,232 27,545

Fuente: FAOSTAT, 2020.

2.1.3. Contaminacion de la industria lactea

La principal desventaja de la industria lactea es la generacion de residuos liquidos, entre ellos
la leche diluida, crema, suero, grasas, aceites, sélidos suspendidos y nitrégeno.

Las aguas residuales resultantes de plantas productoras de queso generan grandes cantidades
que se desechan o se pueden reutilizar para la elaboracién de otros productos. El principal
subproducto resultante de la industria lactea es el suero de leche que corresponde a la fraccién
que queda después del proceso de coagulacion de la leche entera, entre 10-9 L de suero es lo
que resulta de la realizacidn de 1 Kg de queso (Kaur, 2021).

El suero de leche o lactosuero es un subproducto muy poco aprovechado en México y ciertas
partes del mundo, aunque contiene el 50% de los nutrientes presentes en la leche (Osorio

Gonzélez et al., 2018).
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La produccién mundial de suero es aproximadamente 200 millones de toneladas por afio, de lo
cual México representa solo el 0.6% de la generacion de este residuo (FAOSTAT, 2017).
Estos niveles llegan a representar el 90% del volumen de la leche y contiene los compuestos
hidrosolubles, el 95% corresponde a la lactosa, 25% proteinas y el 8% a su materia grasa, estos
valores pueden llegar a variar dependiendo del origen de la leche, tipo de queso y las variaciones
en su proceso de elaboracion que varia en cuestion a la region.

Los componentes principales del suero de leche se pueden observar en el Cuadro 4, que indica
que hay un enorme desaprovechamiento de los nutrientes que se encuentran en el suero de leche
ya que la mayor parte de este es arrojada en rios y suelos causando grandes problemas de

contaminacion (Hannibal et al., 2015).

Cuadro 4 Principales componentes del suero de leche.

Componente Contenido aproximado (%)
Agua 93.1
Lactosa 4.9
Proteina Cruda 0.9
Cenizas 0.6
Grasa 0.3
Acido lactico 0.2

Fuente: Hannibal et al., 2015.
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Dependiendo del queso producido se obtienen tres tipos de suero (Gallardo et al., 2005):

1) Suero dulce: Es el que se obtiene de la fabricacion de quesos reducidos por ejemplo el queso
Cheddar, panela o también de la produccion de requeson, su pH es > 5.8.

2) Suero medio &cido: Es el resultante de la fabricacion de quesos acidos frescos, pH 5.0.

3) Suero acido: También se obtiene de quesos &cidos frescos cambiando la cantidad de &cido

citrico adicionada durante su fabricacion, su pH < 5.0.

El lactosuero es considerado una fuente de contaminacion debido a la carga elevada de
Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO) y la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), 50 y 80
gL! respectivamente (Pires et al., 2021). La constante descarga de suero sin tratamiento a los
cuerpos de agua causa un rapido consumo de oxigeno produciendo: salinizacion, generacion de
malos olores y acidificacion. Los nutrientes excesivos encontrados en las aguas residuales
pueden ser nitrogeno y fésforo que a grandes concentraciones pueden llegar a causar
eutrofizacién. Segun estudios realizados por el comité Internacional de Medio Ambiente el 48%
de los lagos en América del norte son eutréficos, Asia y el Pacifico 54%, en Europa 53%, en

América del Sur 41% y en Africa 28% (Cai et al., 2013).

En México existen varias normas que establecen limites permisibles de emisiones de

contaminantes tales como:

NOM-CCA-009-ECOL que establece los limites méaximos permisibles (Cuadro 5) de
contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de la

industria elaborada de leche y sus derivados.
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Cuadro 5 Especificaciones de la NOM-CCA-009-ECOL-1993.

Limites maximos Permisibles

Parametros Promedio diario Instantaneo
pH (Unidades de pH) 6a9 6a9
SS (mg/L) 100 120
DBO (mg/L) 100 12
G/A (mL/L) 20 30

SS: Sélidos suspendidos, DBO: Demanda Biol6gica de Oxigeno, G/A: Grasas y aceites.
Fuente: Diario Oficial de la Federacion.

En los primeros afios del siglo XXI se han desarrollado investigaciones para el aprovechamiento
de este residuo. Desafortunadamente es dificil implementarlas debido a que la industria lactea
tiene aun rezago tecnoldgico o falta de capital (Manzano et al., 2019).

Una estrategia para el aprovechamiento de este residuo es la fabricacion del queso Ricota puede
ser a partir de leche y varias fracciones de leche de vaca, y que a menudo se elabora utilizando
el suero dulce producido en la fabricacion de queso panela. Para su produccion se necesitan 3
factores importantes: Temperatura, &cidos organicos y sales. Primero se debe elevar la
temperatura entre 80-90°C. Una vez alcanzada esta temperatura se ajusta el pH a 5.2 mediante
la adicion de &cidos organicos y sales para inducir a la desnaturalizacién y conseguir la
precipitacion de las proteinas del suero de leche. Una vez obtenido el precipitado se le adiciona
sal, se deja reposar por 12 hrs y se empaca (Carota et al., 2017).

El queso Ricota contiene de 4.8-5.0% lactosa, 1.0-1.3% sales, 0.15-0.22% proteinas, 0.20-
0.25% &cidos organicos, 0.20% de grasas y entre 50 000 y 80 000 mg/L* de DQO. Debido a su

contenido de proteinas y azucares lo ha convertido en un candidato para ser utilizado como
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medio de crecimiento para algunos microorganismos y producir a partir de estos: bioetanol y

biomasa (Carota et al., 2017).

2.2. Tratamiento de aguas residuales

En México solamente son tratadas el 57% de las aguas municipales y 32% de las aguas
industriales que son generadas por la poblacion. Los altos niveles de nutrientes, metales pesados
y compuestos orgénicos pueden llegar a representar un riesgo para la salud humana y el
ambiente.

La descarga continua de aguas residuales de este tipo sin algun tratamiento puede causar
problemas de eutrofizacién (reproduccion de algas, agotamiento del oxigeno y pérdida de
cuerpos acuaticos) (Hernandez et al., 2019).

La intervencion del hombre ha creado desde el siglo X1X, cuando se inici6 la construccién del
sistema de drenaje en Europa, en cuerpos de agua y en los que se ha potencializado la
eutrofizacién antropogénica. En los afios 50 y 60 del siglo XX se inici6 el combate a esta
problematica (Balcorta & Arenas, 2017).

En la industria lactea el tratamiento y eliminacién de las aguas residuales puede llegar a
representar un gasto de millones de pesos y por ello se ha convertido en un gran problema
econdmico y social, ya que la mayoria de las empresas que se dedican a la elaboracién de estos
productos no han implementado algun tipo de tratamiento (Cuadro 6).

La seleccion del tratamiento a implementar depende de las fuentes de energia que seran
utilizadas y su entorno (Armesto et al., 2016). Principalmente las aguas residuales de esta
procedencia son tratadas por metodos fisicos, biologicos y fisicoquimicos, estos tltimos son los

que llegan a representar gran cantidad de inversion economica.
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Cuadro 6 Dafios ocasionados por la contaminacion de aguas residuales.

Etapa Caracteristicas

La materia organica es arrojada al medio, inicia la degradacién por

procesos de oxidacion y las bacterias aerobias (comienza el

1

crecimiento de algas y plantas).

Los organismos heterotrofos incrementan el consumo de oxigeno, el
2 pH disminuye y comienza la turbidez en el agua.

Muerte de organismos aerobios, inicia la generacion de gases
3 (amonio, sulfuro y metano), agua con mayor acidez y mal olor

La produccion de compuestos &cidos afecta totalmente la poblacion
4

causando dafos irreversibles al ecosistema.

Fuente: Armesto et al., 2016.

2.3. Microalgas y cianobacterias

Las microalgas y cianobacterias son microrganismos fotosintéticos, eucariotas que pueden ser
autotrofos o heterétrofos. Su origen data de hace unos 3500 millones de afios, por los que son
considerados unas de las primeras formas de vida. Algunas de sus principales caracteristicas
son: organismos pluricelulares, pueden llegar a alcanzar 60 m de longitud (macroalgas) y un
tamafio de 0.2 a 2 mm (microalgas) (Christaki et al., 2011). Pueden desarrollarse utilizando
residuos de la actividad industrial como fuente de nutrientes para la conversion de particulas de
diéxido de carbono o amonio en macromoléculas como las proteinas. Cuentan con una alta
eficiencia fotosintética, en la cual la clorofila es el elemento que aporta la coloracién

caracteristica de estos microorganismos (Salgado et al., 2019).
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Tienen la capacidad de desarrollarse en condiciones ambientales variables y producir altas
concentraciones de lipidos y proteinas, ademas de competir directamente con los cultivos para
la produccién de alimento, ayudar en el tratamiento de aguas residuales utilizados en la industria
alimentaria (Matos, 2019).

A mediados del siglo XX se inicio el cultivo de microalgas para la produccion de alimento y se
descubrio6 que el cultivo debe cumplir con tres condiciones: alta tasa de crecimiento, tolerancia
a variacion de parametros y buena capacidad de cosecha. Algunos de los géneros més utilizados
para los fines mencionados son: Chlorella, Ankistridesmus, Scenedesmus, Euglena, Spirulina,
Navicula, entre otras que han Ilamado la atencién para la produccion a niveles comerciales
(Herndndez & Labbé, 2014).

En términos de sustentabilidad la generacion a gran escala de estos microorganismos cuenta con
caracteristicas muy importantes que les permiten la generacion de grandes cantidades de
biomasa por unidad de superficie y la capacidad de ser producidas en areas no aptas para el
cultivo e incluso con la utilizacion de agua no potable (Torres et al., 2020).

Las microalgas y cianobacterias tienen alta produccion de biomasa y de otros compuestos de
suma importancia para el consumo humano y animal. Ademas de la captacion, fijacion y
transformacion del CO: en el planeta ayudando asi a la biorremediacion del aire (Salgado et al.,
2019).

Producen antioxidantes, carotenoides, enzimas, lipidos, colorantes naturales, acidos grasos,
toxinas y esteroles que se utilizan como materia prima en varios procesos industriales. También
son grandes productoras de compuestos bioactivos de alto valor para la industria farmacéutica
como, por ejemplo: acidos acetilicos, B- caroteno, agarosa, vitamina B, luteina, entre otros.
Como se menciond anteriormente la biomasa de estos microorganismos puede aumentar el valor

nutricional de los alimentos destinados para el consumo humano y animal (Rizwan et al., 2018).
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2.3.1. Sistemas de crecimiento

En relacion con las tecnologias de produccidn, a lo largo de los afios se han utilizado distintos
tipos de reactores debido a los problemas de rendimiento que se han presentado para establecer
las condiciones éptimas y la produccion de biomasa a bajo costo (Garrido et al., 2018). Hoy en
dia la generacion a gran escala de microalgas y cianobacterias suelen calificarse segun el tipo
de configuraciéon y funcionamiento, debido a que existe una gran variedad de especies y
aplicaciones se puede elegir la mejor opcion para el cultivo y optimizarlo (Gonzéles Céspedes,

2016).

2.3.2. Sistemas abiertos

Su origen data de los afios 1950 y son los més utilizados para la produccion de biomasa a nivel
comercial. Pueden ser utilizados medios naturales como lagunas, estanques (también se utilizan
tanques artificiales); deben contar con una fuente de luz, agua y CO». Las cepas que son
cultivadas en estos sistemas deben crecer en condiciones en las cuales a otros microorganismos
se les dificultaria su desarrollo como la variacion de pH, temperatura y requerimientos nutritivos

del medio de cultivo (Hernandez & Labbé, 2014) algunos ejemplos son:

2.3.2.1. Canales

La produccion en los Raceways o canales se realiza en estanques de material resistente como
fibra de vidrio u hormigon cubiertos en sus superficies con plastico inerte, su configuracion es
ovalada y poco profunda lo que permite la implementacion de paletas o sistemas de agitacion
que asegura la agitacion y mezclado para la produccion de biomasa y la obtencion de CO>

(Jerney & Spilling, 2020).
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2.3.2.2.  Tanques circulares

Estos sistemas se enfrentan a distintos problemas operacionales, area de produccion y costo
elevado del material (hormigon) ademas del alto consumo de energia para la implementacion
del sistema de agitacion, a pesar de sus dificultades es el mas utilizado en Japon para la

produccion de Chlorella (Salgado et al., 2019).

2.3.2.3. Balsas

Se le conoce como balsas a las piscinas o albercas artificiales con profundidad limitada, en el
cual la produccion celular ocurre sin la adicién de algun otro elemento ni manipular las
condiciones de operacién (condiciones naturales) y obtienen un crecimiento de biomasa muy

bajo (Gonzélez Céspedes, 2016).

2.3.3. Sistemas cerrados

Debido a las dificultades que se presentaban en los sistemas de produccién abiertos, se fueron
realizando mejoras para desarrollar los sistemas cerrados, permitiendo controlar parametros y
minimizando los problemas que se presentaban en los sistemas anteriores. Estos se pueden
realizar en pequefia, mediana y gran escala lo que permite obtener la optimizacion de la
produccion de biomasa, cuentan con distintos disefios de fotobiorreactores que varian

dependiendo del cultivo a producir (Hernandez y Labbe, 2014) algunos ejemplos son:
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2.3.3.1.  Cémara de microalgas

Se basa principalmente en la produccién a baja escala utilizada para mantener el cultivo en
condiciones controlada. Se puede elegir de una gran cantidad de materiales que permitan el paso
del espectro luminico y mantener las distintas cepas de microalgas o cianobacterias (Salgado et

al., 2019).

2.3.3.2.  Fotobiorreactores
Sistema cerrado al mé&ximo para el control de los parametros de crecimiento y garantizar un
mayor crecimiento celular, reduce la probabilidad de contaminacion y pérdida de CO- del

cultivo. Existen clasificaciones derivados de su disefio y modo de operacion (Figura 1) (Cid et

al., 1992).
Fotobiorreactores
e — T -
Horizontal, inclinado Planos y Serpentin
o hacia arriba tubulares

Columnas en
configuracion
vertical u
horizontal. La
agitacion y el
intercambio de
gases se realiza
inyectando CO;
por el fondo de la
columna.

Cultivo retenido
entre dos laminas
de un material
que permite el
paso de la luz,
que contiene un
sistema de
aireacion y
agitacion.
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El cultivo se
transporta por
todo el reactor
con la ayuda de
una bomba, que
permite eliminar
el exceso de O,
que se produce

en su interior.

Figura 1 Tipos de biorreactores utilizados para lo produccion de microalgas y cianobacterias




A pesar del funcionamiento y el sistema seleccionado para cada cepa se deben tomar en cuenta

las ventajas y desventajas (Cuadro 7) que conlleva cada uno de estos sistemas.

Cuadro 7 Principales ventajas y desventajas de los sistemas de cultivo de microorganismos

(microalgas y cianobacterias).

Sistema Ventajas Desventajas Referencias
e Bajo costo de ¢ Baja
produccion. accesibilidad a la
e Facilidad de luz.
construccion. e Evaporacion del
(Gonzélez
e Facilidad de medio.
Céspedes, 2016;
Abierto operacion. e Uso de grandes
Salgado et al.,
e Materiales de areas de terreno.
2019)
alta duracion. e Contaminacion

por organismos
heterdtrofos.

¢ Bajo rendimiento.

37



Cerrado

Ambiente
controlado.

Mayor

productividad.

Control en los
parametros de
crecimiento.
Uso de
pequefias
areas de

terreno.

Alto costo de
produccion.

Alto costo de

mantenimiento.

Materiales de

poca duracion

(Garrido et al.,
2018;
Hernandez &
Labbé, 2014,
Rizwan et al.,
2018; Salgado et

al., 2019)

La necesidad de compuestos organicos debe ser cubierta para asegurar el crecimiento del
cultivo, ademas de determinar las cantidades Optimas para su operacién. Los nutrientes

organicos mas necesarios para el cultivo son:
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2.3.3.3.  Carbono (C)

Este elemento contribuye a todos los compuestos orgénicos y se encuentra principalmente en la
biomasa de las microalgas y cianobacterias llegando a representar el 65% de su peso seco.
Algunas de las fuentes que pueden cubrir la necesidad de carbono orgénico son la glucosa, &cido

acético y la fructosa (Hernandez & Labbé, 2014).

2.3.3.4.  Nitrégeno (N)

Segundo elemento abundante en la biomasa con un contenido entre el 1-14% de peso seco, su
principal participacion en los compuestos quimicos esenciales como: los &cidos nucleicos
(ADN, ARN), amino&cidos y pigmentos como clorofila y ficocianina, ademas de ser tomados

en forma de nitratos (NO3’), nitritos (NO2") y amonio (NH4) (Markou et al., 2014).

2.3.3.5. Fosforo (P)
Debido a su union a otros iones no lo hace disponible para ser adsorbido y se le considera como
un factor limitante para el crecimiento celular. Al igual que el N influye en la en la cantidad de

carbohidratos y lipidos que se encuentran en la biomasa (Salgado et al., 2019).
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Existen otros pardmetros que pueden llegar a influir en el crecimiento y produccion de biomasa,

entre ellos se encuentran la temperatura, el pH y el fotoperiodo.

2.3.3.6. Temperatura

Debe ser tomada en cuenta si los microorganismos fueron aislados de algun sitio en especifico,
ya que si provienen de zonas polares pueden crecer a una temperatura de 10°C, provenientes de
zonas templadas 10-25°C y de zonas tropicales a 28°C. Cabe recalcar que a temperaturas < 16°C
el proceso de produccidn celular serd mas lento de lo comdn y > a 38°C pueden ser letales para

algunas especies (Barsanti & Gualtieri, 2006).

2.3.3.7. pH

Para garantizar el crecimiento Optimo algunas especies de estos microorganismos se deben
encontrar en un rango 6ptico de pH entre 8.2 a 8.7. El crecimiento en un medio &cido puede
ocasionar el colapso de mucho procesos celulares y causando la pérdida del cultivo (Borowitzka,

2013).

2.3.3.8. Fotoperiodo

La luz es uno de los principales precursores de las reacciones fotosintéticas y debe ser
considerado un parametro de operacion de vital importancia. La cantidad puede llegar a variar
dependiendo del medio y la densidad celular que se desea producir. Las intensidades utilizadas
varian entre 100 -200 HE sec™ m? lo que asemeja entre un 5-10% de la luz del dia. Puede ser

aplicada de manera natural o artificial con ayuda de lamparas, se debe tomar en cuenta que no
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todas las especies crecen a iluminacion constante a lo que deben de aplicarse fotoperiodos para
garantizar el crecimiento celular estos pueden variar entre luz/ obscuridad (L:O) en periodos de

16:8, 14:10y 12:12 (Kim, 2015).

2.4. Medios de cultivo
Estos microorganismos tienen la capacidad de crecer en distintas condiciones (Ortiz et al.,
2012):
1) Autotréficas: es decir por medio de la conversion de la radicacion solar mas el CO>
recuperado por los cloroplastos en ATP y O,
2) Fotoautdtrofas: aquellas que utilizan la luz como fuente de energia y solo necesitan
minerales inorgénicos para su desarrollo.
3) Heterotréficas: aquellas que obtienen energia mediante la oxidacion de compuestos
organicos y no de la luz, ya que debido a su metabolismo puede adaptarse a distintos

medios de cultivo y procesos con ayuda de la biotecnologia

Una de las caracteristicas de mayor importancia es el gasto econdmico en los medios de cultivo
para lograr a producciones a gran escala. Esto ocurre debido al aumento de precios y el impacto
negativo al ambiente buscando la posibilidad de utilizar fuentes de nutrientes de bajo costo

(Geada et al., 2017).
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Se ha logrado la reduccién de hasta un 50% de los costos de produccion mediante la utilizacion
de residuos (Cuadro 8) provenientes de la ganaderia (principalmente en forma liquida). Se han
utilizado como fuente de C, N y P para la produccion de biomasa y compuestos con alto valor
nutricional, algunos son provenientes de la avicultura y porcicultura (Ortiz et al., 2012).

La produccion de biomasa a partir de residuos ganaderos se utiliza para la produccion de piensos

y biocombustibles que se utilizan para la nutricion animal (Zhu & Hiltunen, 2016).

Por otra parte, la industria alimentaria que se caracteriza por la generacion de residuos con altas
cantidades de P, N y compuestos organicos que llegan a contribuir al problema de
contaminacion de aguas residuales ya que debido a las caracteristicas anteriormente
mencionadas pueden ser utilizados como medio de cultivo para la produccién de microalgas y

cianobacterias (Girard et al., 2014).

La incorporacion de un cultivo de microalgas al tratamiento de aguas residuales genera una

biomasa con alto valor econémico y a su vez garantiza la eliminacion de N y P disminuyendo

problemas de eutrofizacion y afectaciones a la salud humana (Leite et al., 2019).
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Cuadro 8 Residuos de la industria alimentaria y ganadera como medio de cultivo.

Especie Residuo Resultados Referencias
Agua 400 L de AP obtiene mas del 90% de
Chlorella (Leite et al.,
porcicola remocion de materia orgéanica con la
sorokiniana 2019)
(AP) produccion de 1gL-1 de biomasa.
40% de sustitucion del medio
Permeado
comercial aumenta el valor de
Scenedesmus de Suero (Girard et al.,
produccion celular (1.083 + 0.030)
obligqus de leche 2014)
comparado con el tratamiento control
(PSL)
(0.267 + 0.083).
Provee 26.9% de w-3, utilizando la
Chlorella Suero de biomasa producida como suplemento  (Bazarnova et
sorokiniana leche (SL) en marinadas que aportan 6-8% de al., 2019)
retencion de agua en canales de aves.
Reemplazando el 80% del
Tetradesmus Permeado de medio comercial por AWP se
(Bentahar et al., 2019)
obligqus Suero de logré una produccion de
leche biomasa de hastab5gL-1.
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2.5. Arthrospira

Se les conoce como Spirulina a las especies del género Arthrospira sp teniendo principalmente
Arthrospira maxima y Arthrospira platensis. Estas cianobacterias o microalgas verde azuladas
(Figura 2) son organismos procariotas, fotosintéticos que cuyo origen data de hace 2.7 billones
de afios (Fernandez et al., 2019). Existen registros de su utilizacién en la antigua Tenochtitlan,
su produccion consistia en un lodo de color verde- azul de nombre “tecuitatl” que se producia
en sus canoas, siendo recolectado y secado al sol. Una vez seco se colocaba en alimentos como
queso para condimentar el maiz (Ramirez y Olvera, 2006). A lo largo de los afios la
biotecnologia de microalgas ha ganado interés para diferentes aplicaciones comerciales y su alto
contenido de proteinas (70%) ademas de contener acidos grasos esenciales, pigmentos y

antioxidantes que permiten explotar la produccion de este microorganismo.

Figura 2 Cianobacteria Artrospira maxima al microscopio.
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2.6. Composicidn fisicoquimica y valor nutricional

Su composicién quimica es determinada por las variaciones el medio de cultivo, la temperatura,
intensidad de luz y fotoperiodo a las que es sometido, ademas de ir generando variaciones entre

cepa, especie y lote (Cuadro 9) (Torres et al., 2020).

Debido a su composicion bioquimica pueden ser utilizadas como suplemento, complemento o
una fuente de colorante en los alimentos. En la actualidad la produccion de biomasa de estos
microorganismos esta dominada por cuatro cepas: Chlorella, D. salina, Arthrospira y
Aphanizomenenon flosaquae que se caracterizan por la acumulaciéon de altos niveles de
contenido lipidico, llegando a formar parte esencial como el acido a-linolénico y el &cido
linoleico. Ademas, debido a su contenido proteico y de amino&cidos se les ha considerado como
una fuente con buena digestibilidad lo que permite agregarlos sin limitaciones en alimentos o

pienso con un impacto positivo en la salud (Spolaore et al., 2006).

Se han reportado estimaciones de volumen de produccion aproximadamente a 10 000 ton/afio y
una generacion de $10 000/afio para Arthrospira, 4000 ton/afio y $20 000/ ton para Chlorella'y
200 ton/afio y $100000/ ton para Hematococcus. Estos volimenes de generacién corresponden
a su peso en seco y los costos pueden tener variaciones dependiendo de su sistema de

produccion, escala y ubicacion (Benemann, 2013).
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Cuadro 9 Caracteristicas fisicoquimicas de los microorganismos fotosintéticos.

Referencias

Especie Familia

Lipidos Proteinas

Carbohidratos

Productos

Arthropsira Cyanobacteria
60%

platensis Verde azul

Porphyridium Rodophyta
9.02%

cruentum Alga roja

Hematococcus Clorophyta
15%

pluvialis Alga verde

Chlorella Clorophyta 14-

vulgaris Algaverde 22%

55%

35%

25%

42%

v- acido
linoleico
8-14% Ficocianina
Vitamina B
Aminoacidos
Acido
araquidonico
40.87% Sulfatos
Polisacaridos
Ficoeritrina
Acido oleico
Acido palmitico
27%
Lipidos
Antoxantina
Proteina
Acido o-
Linoleico
12-17% Luteina

Clorofila

(Christaki et

al., 2011)

(Matos,

2019)

(Spolaore et

al., 2006)

(Matos,

2019)
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Una de las propiedades que caracterizan a estos microorganismos es su variedad de pigmentos,

que forman parte del sistema fotosintético y se dividen en tres clases (Kim, 2015):

1) Carotenoides: colorante que llega a representar de 0.1 a 0.2% del peso seco hasta 14%
de peso seco para -caroteno.
2) Clorofilas: representan del 0.5 a 1.0% del peso seco.

3) Ficobiliproteinas: representan hasta el 8% del peso en seco.

Después de su produccion a gran escala la biomasa recuperada debe tener entre un 7 -10% de
contenido de agua, si se sobrepasa este porcentaje de humedad puede llegar a afectar el producto

favoreciendo el crecimiento de bacterias y hongos (Matos, 2019).

2.7.  Ficocianina

Otra de las razones para la produccion de biomasa de microalgas y cianobacterias es la
importancia de sus pigmentos entre los cuales se obtiene la comercializacion de: Luteina,
zeaxantina, [3-caroteno, astaxantina, bixina, ficoeritrina y ficocianina (Salgado et al., 2019), que
pueden ser utilizados como colorantes en la industria cosmética e industria alimentaria llegando
a competir con los colorantes sintéticos debido a que no presentan toxicidad.

La ficocianina tiene como caracteristica principal un color azul, forma parte de la familia de las
ficobiliproteinas (PBP) y es uno de los pigmentos con mayor concentracion en la cianobacteria

Arthrospira maxima siendo propulsor de la actividad antioxidante (Gonzalez et al., 2021).
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La produccién de este pigmento aumenta cuando la cianobacteria es cultivada con bajas
intensidades de luz (0-120 pmol m?2s™). Se ha observado que la utilizacion de luz azul llega a
favorecer su produccién debido a que la longitud de onda es mas corta sintetizando grandes
cantidades de ficocianina para la aportacion de energia. Para optimizar su crecimiento debe ser
administrada una gran cantidad de nitrégeno ya que a falta de este nutriente puede disminuir la

generacion de este (Hsieh et al., 2019).

De las cepas de A. maxima y S. platensis se pueden obtener dos tipos de ficocianina los cuales
son:
1) C- Ficocianina: Se emplea en distintos campos de la biotecnologia como marcador

molecular, agente terapéutico y antiinflamatorio.

2) R-Ficocianina: Contiene ficocianobilina y ficoeritrobilina que son las encargadas de dar

la coloracion azul a sus pigmentos.

2.8.  Microalgas y cianobacterias en la nutricién animal
Se estima que el 30% de biomasa producida a nivel mundial es destinada para la nutricion
animal, debido a la capacidad de mejorar el contenido nutricional de algunas dietas
convencionales. Varias especies cuentan con un alto contenido proteinas y aminoacidos que
puede llegar a ser comparado con el aporte de proteinas alimentarias, siendo esto un parametro
fundamental para la dieta humana y animal (Figura 3) ya que proporcionan nitrégeno necesario
y ciertos aminoacidos que los organismos no pueden sintetizar y que deben ser suministrados
mediante la dieta, Ilamados aminoacidos esenciales (Amorim et al., 2021) tales como: histidina,

lisina, metionina, fenilalanina, cisteina, treonina, triptéfano, tirosina, leucina y valina.
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En el afio 2018, en Estados Unidos el alimento para ganado representé la mayor parte del
presupuesto del proceso, en la cria de vacas, becerros y cerdos (68, 75y 52% respectivamente).
Estos costos van en aumento dependiendo de la necesidad de fuentes de nitrégeno y proteinas.
La biomasa de estos microorganismos es una fuente de minerales (Christaki et al., 2011).

Estas caracteristicas han permitido utilizar la biomasa para la formulacion de dietas para:
ganado, peces, cabras, corderos, aves de corral, cerdos y conejos. Se permiten concentraciones
que van de un 5-15% de adicion de biomasa seca, para obtener mayor produccion de leche,
huevo y acumulacion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) ademas de la ganancia en peso,
deposiciéon de proteinas en el musculo mediante la obtencion de lipidos, proteina cruda y

carbohidratos (Acquah et al., 2020).

Microalgas y cianobacterias

!

Biomasa
l Nutricion animal l
Rumiantes Cerdos
Acuacultura Avicultura

Mejora ¢l Ganancia de PUFA

metabolismo
Mas energia (leche)

Q- 3 en leche
Ganancia de peso

PUFA
Alta cantidad de Q-3
acidos grasos
Pigmentacion
Resistencia a
enfermedades

Ganancia de peso
Alta cantidad de
DHA en carne y

huevo
Mejora la respuesta
innmune

en carmne
Megjora de
metabolismo
Ganancia de peso
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2.6.1. Avicultura

En el &rea de la avicultura es muy importante mantener una buena calidad y composicion
nutricional en la carne y huevo. La suplementacion de la dieta con la biomasa de
microorganismos como microalgas y cianobacterias influye positivamente en la composicion
de &cidos grasos. Ademas, el consumo de alimentos obtenidos de manera saludable puede llegar
a disminuir enfermedades en seres humanos, ademas su aporte en el contenido de antioxidantes

y carotenoides disminuye la concentracion de colesterol en yema (Boiago et al., 2019).

La especie Arthrospira ha sido utilizada como aditivo alimenticio en la nutricién animal debido
a su aporte de proteina, con posibilidad de tener efectos sobre la ganancia de peso. Utilizando
una adicion del 3 y 6% se obtienen mejoras en el rendimiento de postura y calidad de huevo
(Ekyzolu et al., 2020). Su aporte energético equivale casi al 90% de la energia que aporta el
maiz, 76% de contenido de proteina cruda y aminoécidos esenciales, la adicion de biomasa seca
puede llegar hasta un 16% sin causar efectos negativos en el rendimiento y peso de las aves

(Swiatkiewicz et al., 2015).

2.6.2. Rumiantes

La suplementacién con biomasa ha impactado en el contenido ruminal ya que principalmente
se utilizan especies de agua salada para el aporte de energia en sustitucion parcial del contentado
de harina de maiz, aporte de proteina: sustitucion parcial de contenido de soya, con efectos
potenciales en la mejora del sistema de inmune debido a su contenido de antioxidantes naturales
(Altomonte et al., 2018). Existen rangos de suplementacion pueden variar desde 4-79g de

biomasa seca en cabras y 10-11 g/kg en vacas lecheras (Boeckaert et al., 2008).
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Las investigaciones que se han realizado previamente se basan en el aporte de los &cidos grasos
que marcan una limitante para estas suplementaciones debido a que el contenido de histidina y
otros factores asociados a la administracion de grandes cantidades de este suplemento pueden
afectar la aceptabilidad del alimento y disminuir su consumo impactando directamente en la

produccion de leche (Costa et al., 2016).

2.6.3. Cerdos

La nutricion en cerdos se divide en cada una de las etapas de su desarrollo destacando la etapa
de destete donde se desea cuidar la salud intestinal del animal evitando enfermedades como la
diarrea que pueda llegar a afectar su desarrollo, por lo que en esta etapa la suplementacién debe

ser controlada (Chaves et al., 2021).

En la etapa de engorda es mas recomendable la adicién de biomasa ya que puede ayudar a la

salud intestinal, reducir el uso de antibidticos, aumento de peso, ademas se puede mejorar

significativamente la calidad de la carne (Furbeyre et al., 2017).
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2.6.4. Acuacultura

Esta es una de las principales areas abastecedoras de alimento para la poblacién humana, ya que
segun la FAO la necesidad de produccion de harina de pescado para la suplementacién en dietas
y la acuacultura se vera rebasada por su demanda en el afio 2030 (FAOSTAT, 2020).

Es muy importante que los alimentos tengan un equilibrio para la acumulacion de acidos grasos,
es por lo que en la etapa de crecimiento de algunas especies de peces es necesario realizar el
mayor aporte de proteinas. Las especies mas utilizadas para cubrir estas necesidades son

Arthtospira, Scenedesmus sp., Chlorella sp. y Dunaliella sp (Cuadro 10).

Su uso para la produccion de peces, zooplancton, moluscos, crustaceos y camarones aporta
color, nutrientes, propiedades inmunoestimulantes y resistencia a algunas enfermedades

(Dineshbabu et al., 2019).

La adicion de microalgas vivas como alimento puede traer mucho mayor ventaja ya que no se

verian afectados todos sus nutrientes y componentes bioactivos por algin método de filtracion

o0 secado llaméandole a esto la técnica del agua verde (Ansari et al., 2021).
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Cuadro 10 Aplicaciones de biomasa de microalgas y cianobacterias en la nutricion animal.

Especie Clasificacion Suplementacion Resultados Referencia
Arthrospira 0%, 5%, Aumento del 15% en  (Boiago et al.,
Ave de corral
platensis 10% y 15% el indice de yema 2019)

Arthrospira 1.5%, 2.0%

Ave de corral

maxima y 2,5%
Arthrospira
1:1

platensis y

Rumiante Proteina bruta:
Chlorella

biomasa

vulgaris
Mezcla de

Rumiante 10g de biomasa
microalgas

4% de
Scenedesmus
Acuacultura reemplazo de

obligqus

biomasa de FM

0%, 5%,
Arthrospira
Acuacultura 10%, 15% y
maxima

20%

Aumento del color de
la yema sin efecto
sobre el huevo
No afecta la ingesta
de materia seca o la

produccion de leche

El porcentaje de grasa
lactea disminuyo de

47,9 a22,0 g/Kg

Mejora el crecimiento
y el color de la piel de

los peces

20% Aumento del
contenido de

proteinas y lipidos

(Swiatkiewicz et

al., 2015)

(Lamminen et

al., 2017)

(Boeckaert et

al., 2008)

(Ansari et al.,

2021)

(Abdulrahman,

2014)
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2.9. Codorniz japonesa

La codorniz japonesa (Coturnix japonica) es uno de los animales con mayor uso en los
laboratorios ya que su tamafio y su naturaleza docil permite experimentar con ella, siendo
ademas un buen modelo aviar.

Para su identificacion en la etapa de polluelo se puede observar una coloracion marrén claro. Su
plumaje en la etapa juvenil se comienza a apreciar a las 4 semanas de edad y sus plumas de

etapa adulta a las 6 semanas (Cheng et al., 2010).

Para la identificacion entre machos y hembras se puede observar una coloracién marrén en el
pecho de los macho y abdomen color beige claro. Para la identificacion de las hembras tienen
una coloracidén beige claro en el pecho acompafiado de puntos marrones (Cheng & Kimura,

1990).

La ventaja de utilizar esta especie es que pueden iniciar su produccién de huevo a partir de las
6-7 de edad, su esperanza de vida de aproximadamente 2 a 3 afios y el peso entre machos puede
rondar entre los 100 a 140 g, las hembras pueden rondar entre 120 a 160 g obteniendo huevos
con un peso entre 6 a 10g (Bertechini et al., 2003). Cada hembra puede llegar a producir entre

280 a 300 huevos al afio (Sezer 2007).
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Estimar la produccion de biomasa de una microalga (Scenedesmus acutus) y una cianobacteria
(Arthrospira maxima) utilizando un residuo de la industria alimentaria, (suero de leche) como
sustrato para la produccion de biomasa y su utilizacién como suplemento para dietas de codorniz

japonesa.

Objetivos especificos

Evaluar diferentes concentraciones de suero de leche en un medio de cultivo mixotréfico en

biorreactores de columna de burbuja.

Evaluar la influencia de la adicion de suero de leche y A. maxima en dietas para codornices de

postura.

Evaluar el potencial del suero de leche y A. maxima en: ganancia de peso, produccion de huevo

y calidad nutrimental del huevo (proteina y grasa).
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4, HIPOTESIS

El uso de un residuo de la industria alimentaria (suero de leche) impactara significativamente
en la produccién celular de biomasa de una microalga (Scenedesmus acutus) y una cianobacteria
(A. maxima). EIl uso de microorganismos fotosintéticos ayudara a reducir la carga de nutrientes

causantes de la eutrofizacion.

La utilizacion de la biomasa de microorganismos fotosintéticos impactara positivamente en las
dietas de postura de codorniz ademas de mejoras su contenido de proteina y aspectos como el

tamafo de huevo y la coloracion de la yema.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Suero de leche como sustrato para la produccion de biomasa de A. maxima
El suero de leche se obtuvo de la planta piloto de Lécteos (Figura 4) del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Industrias Alimentarias (CIDIA) de la Facultad de Agronomia de la Universidad

Autonoma de Nuevo Ledn (FAUANL).

Figura 4 a) Proceso de elaboracion de queso panela. b) Obtencién de suero de leche dulce.

Se realizé la produccion de queso Ricota con el suero dulce proveniente de la produccién de
queso panela. El suero fue sometido a una prefiltracion manual a un tamafio de poro de 5 pm.
Para descartar algin contenido sélido se realiz6 una filtracion adicional mediante bomba de
vacio a un tamafio de poro de 2 um. Las muestras fueron almacenadas en recipientes de plastico

(Figura 5) con una capacidad de 350 mL a una temperatura de -18°C hasta su utilizacion.
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Figura 5 a) Filtracion b) almacenamiento de muestras de suero de leche.

La caracterizacion del residuo de realizé en base a las Normas Oficiales Mexicanas (Cuadro 11)

teniendo modificaciones en cuestion al factor de dilucién de la muestra.

Cuadro 11 Analisis utilizados en la caracterizacion del suero de leche.

Método Referencia FD
Alcalinidad NMX-AA-036-SCFI-2001 100
Amonio Meétodo del Fenol 150
Cloruros NMX-AA-073-SCFI-2001 100
Demanda Quimica de

NMX- AA-030/1-SCFI-2008 100
Oxigeno
Dureza NMX-AA-072-SCFI-2001 80
Nitratos Espectrofotometria ultravioleta 200
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(4500- NOs™ B)

Nitritos Método colorimétrico (4500- NO2'B) 100
Ortofosfatos Método del acido ascorbico (4500-P) 200
Solidos NMX-AA-004-SCFI- 2013 Directa

FD = Factor de Dilucion.

5.2. Material bioldgico

Las cepas de Scenedesmus acutus y Arthrospira maxima se obtuvieron del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noreste (CIBNOR). El in6culo fue producido en condiciones
estériles colocados en recipientes de 1 L, se mantuvieron en fase de crecimiento exponencial en
medio comercial Zarrouk a una temperatura ambiente (30-34°C) y un fotoperiodo de 16:8 e

intensidad de luz de 300 klux.

5.3. Disefio experimental
Se realizaron pruebas preliminares en las cepas S. acutus y A. maxima por triplicado con cuatro

sustituciones del medio comercial (Zarrouk) por suero de leche (Cuadro 12).

Cuadro 12 Tratamientos suplementados con suero de leche.

Tratamiento Sustitucion con suero
C Control 100% medio Zarrouk
5% 5% Suero+ 95% Medio Zarrouk
10% 10% Suero + 90% Medio Zarrouk
15% 15% Suero + 85% Medio Zarrouk
20% 20% Suero + 80% Medio Zarrouk
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Las cepas fueron colocadas en un reactor de columna de burbuja, elaborado con acrilico de

25cm de alto, diametro de 7.62 cm y un volumen de operacion de 800 mL (Figura 6).

Se tomaron 2 mL cada 2 dias para el monitoreo de crecimiento celular y 12 mL cada 4 dias para

el monitoreo de nutrientes (Amonio, Ortofosfatos, Nitratos, Nitritos y DQO).

Figura 6 Representacion esquematica de reactor de columna de burbuja.

a) entrada de aire, b) salida de aire, c) manguera para muestreo.

Para el monitoreo celular de las cepas y debido a la turbidez del residuo, se descartd el monitoreo
del crecimiento celular mediante espectrofotometria y se opt6 por realizarlo mediante conteo

celular con camara de Neubauer (Figura 7) utilizando la ecuacién [1].
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Figura 7 Representacion de la Camara de Neubauer para conteo celular.

Para realizar el calculo del volumen inicial de los reactores se establecié una concentracién de
5x10° cel/mL para S. acutus y 2.85x10° cel/mLpara A. maxima.

C =N.10%.dil [1]

En donde:

C= células/ mililitro (cel/mL)

N= promedio de células presentes en 0.1puL

dil= factor de dilucion (si se considera diluir la muestra)

5.4. Composicion de la biomasa

El andlisis de contenido de proteina y carbohidratos de la biomasa obtenida se realizd en el
Laboratorio de remediacion ambiental, analisis de agua, suelo y plantas de la FAUANL, ubicado
en el Campus de Ciencias Agropecuarias, Gral. Escobedo N.L., los andlisis realizados fueron:
Antrona para carbohidratos, Bradford para proteinas y asi poder realizar seleccion de la cepa

con mayor produccion celular y contenido nutricional.
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5.5. Produccion de biomasa

La cepay el porcentaje que mostré mayor crecimiento celular se colocé en recipientes de 20 L
para la produccion de biomasa. Para escalar a un nivel planta piloto se utilizaron dos recipientes
de 150 L (Figura 8). Se utiliz6 un fotoperiodo natural (en la época de otofio) a nivel invernadero
durante 20 dias. La biomasa obtenida fue depurada mediante un filtro de nylon con un tamafio
de poro de 5um y se centrifugd a 4000 rpm a una temperatura de 20 °C para su separacion con
el medio de cultivo hasta obtener una pasta color verde azulado, el cual se recolect6 en bolsas

de 40 g y fueron almacenadas a -18 °C.

Figura 8 Produccion de biomasa a mediana escala.

Posteriormente fueron colocadas en un horno de secado durante 48 hrs a 50 °C hasta que no

hubiera presencia de humedad y fueron pulverizadas en un mortero. La biomasa en polvo se
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colocd en bolsas con sello hermético y fue almacenada a temperatura ambiente hasta su

utilizacion.

5.6. Aplicacion codorniz japonesa

Un total de 60 codornices japonesas (Coturnix japonica) de 6 semanas de edad fueron utilizadas
durante cuatro semanas de experimentacion. Las aves fueron asignadas completamente al azar
en un acomodo de cuatro tratamientos, donde la biomasa de A. maxima y el suero de leche
fueron incorporados a la dieta (Cuadro 13). Se les colocé una marca con esmalte de diferentes

color para su identificacion.

Cuadro 13 Dieta para codorniz de postura.

Tratamiento
Ingredientes ()

1 2 3 4
Sorgo 2350 2390 2170 2235
Harina de soya 1874 1678.5 1876.5 1676
Suero de leche - - 150 150
A.maxima - 150 - 150
Aceite vegetal 200 200 225 210
Fosfato monocélcico 25 25 25 25
Carbonato de Calcio 480 485 485 485
Sal 20 20 20 20
Lisina (78%) 16 17.5 14 16
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Metionina (99%) 15 14 15 14

Treonina (99%) 2.5 25 2 1.5
Cloruro de Colina 5 5 5 5
Premix Vit+Min 12.5 12.5 125 125
TOTAL 5000 5000 5000 5000

Cada tratamiento tuvo cinco jaulas (réplicas) con tres aves cada una. El suero dulce fue obtenido
con el apoyo de la empresa Trouw Nutrition ® ubicada en San Nicolas de los Garza, Nuevo

Ledn.

Las dietas experimentales fueron elaboradas en el Laboratorio de Nutricion y Calidad de los
Alimentos de la FAUANL (Figura 9) y colocadas en cubetas de 20 L debidamente identificadas
para su proteccion a la humedad y traslado al area de experimentacion. Las codornices se

obtuvieron del Rancho “Las Reinas” ubicado en el municipio de Doctor Gonzalez N.L., las aves

fueron alimentadas y monitoreadas hasta la postura de huevo.

x.yM ‘-‘ y " \ /_:_A : ; 3 o %
ental del laboratorio de Nutricion Animal FAUANL.

157 SRR
%v i, iy B

A Ay P
Figura 9 Unidad experim
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Las dietas experimentales formuladas para cubrir los requerimientos nutricionales de las
codornices de postura (Figura 10) de acuerdo con los requerimientos sugeridos por Omidiwira
(2016) y fueron suministradas durante 29 dias. El agua y alimento fueron proporcionados

diariamente registrando el rechazo de cada una de las jaulas.

Figura 10 Dietas experimentales preparadas para la alimentacion de las codornices. a)

Tratamiento control. b) 3% A. maxima. ¢) 3% suero de leche. d) 3% A. maxima + 3% suero de

leche.
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5.7. Area del experimento

El experimento fue realizado en la Unidad de Nutricion Experimental del Laboratorio de
Nutricién y Calidad de Alimentos de la Facultad de Agronomia, el espacio destinado para la
experimentacion constaba de un cuarto con un tamafio de 3 m x 5 m. Las 20 jaulas tenian una
medida de 38 cm de ancho, 55.5 cm de largo y 33 cm de altura, ademés de tener una malla

protectora en la parte superior.

A cada una de las 20 jaulas se les coloc6 un bebedero y un comedero que eran lavados
diariamente y una cama de aserrin que fue cambiada una vez a la semana. Antes de iniciar con
el experimento las aves estuvieron siete dias en etapa de adaptacion a las jaulas y condiciones
del &rea de experimento, su cuidado fue realizado cubriendo lo establecido por la Norma Oficial

Mexicana NOM-062-Z00-1999.

5.7.1. Registro de variables

El alimento fue suministrado diariamente con un consumo aproximado de 30 g por ave (Figura
11). El ofrecimiento y rechazo de alimento fueron pesados utilizando una bascula electrénica
(Marca TRUPER® 5EP) con capacidad de 5 Kg y divisién minima de 1 g y el célculo de

consumo fue realizado semanalmente.
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Figura 11 Pesaje de alimento para los comederos de cada jaula.

El peso de cada ave fue registrado por semana de manera individual con la ayuda de una bascula
electronica (Marca TRUPER® 5EP) con capacidad de 5 Kg y division minima de 1 g y un

recipiente para facilitar el manejo del individuo (Figura 12).

Las variables de respuesta de este estudio fueron: consumo de alimento (CA) ganancia de peso
(GP), produccion de huevo (PH). Los datos de GP se obtuvieron realizando el pesaje de manera
semanal, CA se obtuvo mediante la suma del consumo de alimento de manera semanal, PH se

obtuvo mediante la suma semanal de los huevos producidos diariamente por cada jaula.
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Figura 12 Pesaje semanal a cada una de las aves utilizadas en el experimento. a) Recipiente

para garantizar el correcto manejo del ave. b) Pesaje de ave del tratamiento con A. maxima.

5.7.2. Evaluacién de la calidad de huevo

La produccion de huevo (cantidad y peso) fueron registradas diariamente. Las muestras de
huevo destinadas para el andlisis proximal fueron recolectadas seleccionando 9 piezas al azar
(Figura 13) en los dias inicial (DO0), intermedio (D15) y final (D29) para el analisis

fisicoquimico.

68



Figura 13 Seleccién de piezas de huevo por tratamiento a diferentes tiempos (DO, D15y

D29).

Los parametros productivos (PP) como el indice de forma (Figura 14), largo y ancho de huevo
se midieron con la ayuda de un vernier digital marca TRUPER® y los célculos se realizaron

mediante la ecuacion 2.

Ancho

— x 100 2
Longitud x [2]

Indice de forma =

Para determinar la proporcién de clara, yema y cascaron de huevo, las muestras se hirvieron
durante 13 minutos en agua a una temperatura entre 90-100°C (Figura 14). El peso de cada
componente fue registrado, como lo menciona Fathi (2020), el grosor del cascarén se midi6 con

un micrémetro de tornillo (Mitutoyo, serie 103).
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Figura 14 a) Preparacion de muestras de huevo. b) Medicion de huevo (largo y ancho), c)

Medicién de grosor de cascaron de huevo. d) Determinacion de clara/ yema.

La determinacion de color de yema fue registrada en valores de L* (Luminosidad), a* (colores
rojo-verde), b* (color amarillo-azul), c* (saturacion de color) y h* (tono de color) (Spasevski et

al., 2018) mediante la utilizacion de un cromametro digital (TCD100®, China).
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5.7.3. Contenido Materia seca (MS), cenizas, proteina cruda (PC) y grasa en muestras de
las dietas y huevo
Los andlisis para la determinacion quimica de las dietas y muestras de huevo se realizaron en el

Laboratorio de Nutricion y Calidad de Alimentos de la Facultad de Agronomia de la UANL.

El contenido de materia seca (MS) se determind en las dietas y el huevo utilizando 1g de muestra

mediante el método 930.15 descrito por la AOAC (2005), las muestras se secaron a 100°C.

Para la determinacion de contenido de proteina cruda (PC) se empled el método de Kjeldahl por
medio del cual se cuantifica el N total de la muestra (Etheridge et al., 1998). El contenido de
proteina cruda (PC) se calcula de acuerdo con McDonald (2002) como lo menciona la ecuacion

3.

Proteina cruda (i) = ﬂ x 6.25 [3]
kg/ Kg

Para la extraccion de grasa se utiliz6 como solvente éter de petrdleo y el equipo ANKOMXT10

(AOCS Am5-04).

5.8. Analisis estadistico

Se realiz6 un anélisis de varianza ANOVA para cada una de las variables, mediante un disefio
completamente al azar. En caso de existir alguna diferencia significativa entre los tratamientos,
se realiz6 una comparacion de medias por el método de Tukey. Se considero diferencia
significativa si P < 0.05. Se utiliz6 un intervalo de confianza del 95% para cada una de las

pruebas, los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico SPSS®, version 24.
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6. RESULTADOS
VALORIZACION DEL SUERO DE LECHE COMO SUSTRATO PARA LA

PRODUCCION DE BIOMASA DE A. maxima

6.1. Caracterizacion de suero de leche

La composicion del suero en este caso la fabricacion de queso Ricota (Cuadro 14) puede
presentar variaciones dependiendo de algunos factores, principalmente la calidad de la leche
obtenida desde la ordefia y durante su proceso de fabricacion hasta el producto final, para la

recuperacion de algunos nutrientes.

Cuadro 14 Caracterizacion del suero de queso ricota.

Componente Unidades Concentracion
Sélidos totales mg/L 62850 + 1276.71
Sélidos totales volatiles mg/L 56250 £1226.10
Sélidos totales fijos mg/L 6600 + 141.42
Sélidos disueltos mg/L 58723.33 £ 888.61
Sélidos disueltos volatiles mg/L 52756.66 + 915.23
Sélidos disueltos fijos mg/L 5966.66 + 57.73
Nitratos mg/L 336.42 £2.75
Nitritos mg/L 713.63 = 87.03
Ortofosfatos mg/L 357.73+3.11
Amonio mg/L 639.02 + 22.70
Conductividad Eléctrica s/m 539+0.11
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pH 6.38 + 0.02

Sulfatos mg/L 1050.28 £9.78
DQO total mg/L 14077.77 £ 1677.74
Turbiedad NTU 193.2 + 89.56
Alcalinidad 5100 + 100
Dureza mg/L CaCOs3 1520 £ 92.38
Cloruros Cl'mg/L 1.64£0.12

Los resultados reportados por los analisis de laboratorio muestran una concentracion alta con
respecto a la DQO que se tiene como limite maximo permisible 300- 600 mg/L, presentando

14077.77 mg/L. Los valores de pH se encuentran dentro del limite maximo permisible 6.9.

6.2. Sustitucion de medio de cultivo

Utilizando la cepa S. acutus se probaron los tratamientos control, 5 y 15% de suero de leche
adicionado al medio de cultivo (Figura 14) registrando el crecimiento de biomasa. Como se
observa en la Figura 15, se comprob6 que la inhibicién del crecimiento celular es producida a

concentraciones altas de suero en este caso a partir del 15%.

73



Figura 15 Produccién de biomasa de las cepas S. acutus.
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Figura 16 Crecimiento celular de la cepa S. acutus.

Como se observa en la Figura 16, el crecimiento celular de la cepa S. acutus se vio afectado a

partir de la sustitucion con el 15% de suero de leche modificando sus valores de pH de 9 a 5.0
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cambiando la coloracién de verde a blanco y una baja concentracion celular decidiendo concluir

con la experimentacion de esta cepa (Figura 17).

Figura 17 S. acutus con una sustitucion del 15% de medio Zarrouk con suero de leche.

Al presentarse problemas con la cepa S. acutus se decidio trabajar con la cianobacteria A.
maxima (Figura 17) e iniciar las pruebas de crecimiento celular con las concentraciones

preliminares con esta nueva cepa (Figura 18).
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Figura 18 Produccion celular de A. maxima con suero de leche.
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Figura 19 Comparacion del efecto de la sustitucion de suero de leche sobre la concentracion

celular de A. maxima.

En la Figura 19 se puede observar que durante la etapa de produccién celular los porcentajes de
5y 10% de sustitucion de suero de leche al medio comercial (Zarrouk) como los tratamientos
mas promisorios para la produccion de biomasa, los valores obtenidos fueron comparados con
los obtenidos con el medio comercial (Control) como la mejor fuente de nutrientes para la cepa

de A. maxima.

Con el medio de cultivo comercial se alcanzé una concentracion celular de 1.56 x 10 células/

mL. Se registraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos, obteniendo que
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la sustitucion con el 5% de suero de leche es la dptima para la produccion de biomasa, habiendo

registrado un total de 1.40 x 10 células/mL.

Se observo que mediante aumentaba la sustitucion del medio comercial con suero de leche, se

obtiene menor produccion celular que con los tratamientos control, 5 y 10%. A pesar de

presentar variaciones en sus valores de pH y concentracion celular se mostraba una mejoria con

el uso de esta cepa comparada con los resultados obtenidos de la cepa S. acutus.

El aumento de sustitucion de medio comercial (Zarrouk) por suero de leche derivo una variacion

de los valores finales de pH. Como se observa en el Cuadro 15 el tratamiento control tuvo un

valor final de pH de 9.3 mientras que el tratamiento con adicion de 20% de suero de leche el

valor final fue de 5.9.

Cuadro 15 Monitoreo de pH de los distintos tratamientos con sustitucion de suero de leche.

Tratamiento Inicial Final
Control 9.5 9.3
5% 9.5 9.1
10% 9.2 9.0
15% 9.0 8.3
20% 8.9 5.9

6.3. Monitoreo de nutrientes

6.3.1. Monitoreo de Nitrogeno (N)
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6.3.1.1. Nitratos (NOs.)

Para el monitoreo de Nitrogeno se encontraron variaciones en cuestion a los tratamientos que

contenian mayor porcentaje de suero de leche.
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Figura 20 Concentracion de NOs. durante los 14 dias de experimentacion (P value = 0.001)

En la Figura 20 se observd que la concentracion se mantuvo alta durante los 14 dias evaluados
en el tratamiento con una sustitucion del 5% de suero, incluso llegd a mantenerse en

concentraciones similares en los dias finales del experimento.

En los tratamientos control, 10, 15y 20% se puede observar que la concentracion de Nitratos

va disminuyendo conforme pasan los dias de experimentacion.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre las concentraciones de Nitratos (NO*

) de los tratamientos suplementados con suero de leche y el tratamiento control. El tratamiento
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con 5% resulté con mayor produccién, también se puede observar que el tratamiento con 15%

de sustitucion presenta menor concentracion de Nitratos.
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Figura 21 Residual de NOs. durante los 14 dias de experimento.

En la Figura 21 se observa el porcentaje residual durante los 14 dias de experimentacion, se
observa una disminucién considerable a partir del dia 8 en la mayoria de los tratamientos. Se
demostré que los tratamientos control, 10, 15y 20% mostraron valores residuales entre un 73 a

99% durante los dias finales del experimento.

A excepcidn del tratamiento con 5% de sustitucion de medio comercial con suero de leche se
observo mayor consumo de Nitratos obteniendo residuales del 20% lo que nos indica que esta

sustitucion es la que mas aprovecha su concentracion para la produccion de biomasa, como lo
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reporta Sitt et al., (2002) estas concentraciones favorecen la disponibilidad de los aminoacidos

necesarios asimilando el contenido de amoniaco en las sepas de A. maxima.
6.3.1.2. Nitritos (NOz2-)

Durante la experimentacion se observaron aumentos en la concentracion de Nitritos,
especialmente con los tratamientos del 5, 10 y 15% de adicion de suero de leche al medio de

cultivo.
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Figura 22 Concentracion de NO».- durante los 14 dias de experimentacion (P value= 0.000).

En la Figura 22 se observo que la concentracion de Nitritos fue aumentando en los tratamientos

con 5, 10 y 15% de suero de leche entre la concentracién inicial de 5000 mg/L, llegando a
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mantenerse en valores similares que van entre 15000 a 20000 mg/L durante los Gltimos dias del

experimento.

Los tratamientos control y 20% de suero de leche tienen una concentracion inicial baja
comparada con los otros tratamientos que va entre 1200 mg/L llegando a mantenerse los Gltimos

dias en valores van entre los 7000 a 8000 mg/L.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos suplementados con
suero de leche y el tratamiento control. Los tratamientos de 5, 10 y 15% de suero mostraron ser
similares en base a su concentracion de Nitritos (mg/L) comparados con los tratamientos Control

y 20%.
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Figura 23 Porcentaje de produccion en base a Nitritos durante los 14 dias de experimento.
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En la Figura 23 se puede observar que se presenta una produccion a la alza a partir del dia 8 en
la mayoria de los experimentos. También se puede observar que los porcentajes de produccion
en la etapa final presentan valores similares que van del 88 al 90% en los tratamientos control,
5, 10 y 20% presentando una ligera diferencia el tratamiento con el 15% de sustitucion de medio

comercial con suero de leche llegando a un 96% de produccion.

6.3.2. Ortofosfatos (PO4*)
El comportamiento de la cepa A. maxima para la produccién de Fésforo se observan en la Figura

24,
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Figura 24 Concentracion de Ortofosfatos (PO4*) durante los 14 dias de experimentacion (P
value = 0.01).
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Como se muestra en la Figura 24 concentraciones de P en los tratamientos control y 5% tienen
valores iniciales de 1 a 2 mg/L, mostrando diferencia comparados con los tratamientos del 10%
y 15% de sustitucion de medio comercial con suero de leche. Estos tratamientos muestran
concentraciones iniciales entre los 48 a 80 mg/L manteniendo su concentracion similar a partir

del dia 12 de experimentacion, llegando a concentraciones de hasta 100 mg/L.

El tratamiento con mayor concentracion conforme pasa los dias es el que corresponde al 20%

de sustitucion teniendo valores elevados desde el dia inicial 82 mg/L hasta el dia final 123 mg/L.

En cuestion a las concentraciones de Ortofosfatos de cada uno de los tratamientos, se
encontraron diferencias significativas (P < 0.05). En este caso el 20% de sustitucion de suero de
leche mostrd tener una mayor concentracion y el tratamiento control presentd la menor

concentracion.
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Figura 25 Remocién de Ortofosfatos durante los 14 dias de experimentacion.

Los valores de remocién de Fésforo en el dia 14 presentan porcentajes de reduccién de un 70
hasta un 95% quedando el medio de cultivo sin presencia de este nutriente correspondiendo con
la fase de muerte celular, como lo menciona Grobbelaar (2012), la ausencia de este nutriente

conlleva a limitaciones de crecimiento celular.

6.3.3. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
Una de las variables con mayor impacto en las aguas residuales de la industria alimentaria es la
DQO y en base a los valores obtenidos en la caracterizacion del residuo (14077.77 mg/L) se

desea una remocion considerable de este parametro.
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Figura 26 Concentracion de DQO durante los 14 dias del experimento (P value = 0.00)
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En cuestién a la concentracion de DQO, en la Figura 26 se observo gque a partir de los 8 dias fue
disminuyendo. Especificamente se puede observar que en entre los dias 2-4 se obtuvo una
reduccién considerable en la mayoria de los tratamientos. Esto se le atribuye al proceso de
adaptacion de la cepa con el residuo y el tipo de reactor. Este tiempo puede llegar a variar

dependiendo del tipo de residuo que se utilice.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos con sustitucion del
medio de cultivo con suero de leche, se puede observar que el tratamiento con el 15% presenta
mayor concentracion de DQO con 5838 mg/L comparado con el tratamiento con el 20% de

sustitucion con concentraciones de 1282 mg/L.
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Figura 27 Remocion de DQO del cultivo de A. maxima durante los 14 dias de experimento.
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El porcentaje maximo de remocién de DQO en este experimento corresponde al 84% obtenido
por el tratamiento control, también el uso de 10% de suero de leche obtuvo un porcentaje similar

82% siendo representado en la Figura 27.
6.3.4. Amonio (NH*")

En el cultivo se presenta el Nitrogeno en forma de Amonio que beneficia el crecimiento de las

microalgas y cianobacterias.
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Figura 28 Monitoreo de produccién de Amonio durante los 14 dias de experimento (P value

= 0.004)

En la Figura 28 se puede observar que apartir del dia 8 se present6 una disminucion considerable

en el tratamiento con 20% de sustitucion de medio comercial con suero de leche, con una

86



concentracion de 64 a 8 mg/L. En todos los tratamienos se pueden observar comportamientos

similares en los dias 12 y 14 del experimento.

Se puede observar que el Amonio fue consumido de manera casi total en los dias 12 y 14 de
experimentacion lo que nos puede causar limitaciones en el crecimiento celular y estimular la

acumilacion de lipidos en sus células (Park et al., 2011).

Se observaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los tratamientos, el 15% de sustitucién
de medio comercial con suero de leche mostré tener un amayor concentracion de amonio (86
mg/L) y el tratamiento con menor concentracion corresponde al 5% de suplementacion con una

concentracion de 11 mg/L en sus concentraciones iniciales.
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Figura 29 Remocion de amonio durante los 14 dias del experimento.
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En la Figura 29 se puede observar que la disminucion de amonio comienza a partir del dia 8,
esto es un pardmetro importante ya que al tener una alta concentracion inicial 50 mg/L se inicie
la conversion de NH4" a NH3z convirtiendo a nuestro medio de cultivo toxico, afectando su
utilizacion para la nutricion animal siempre y cuando el amonio es utilizado como la Unica

fuente de nitrogeno se presenta incrementos en los valores de pH (Ali et al., 2008).

6.4. Composicion Bioquimica
La composicion bioquimica al igual que la produccion de biomasa A. maxima es influenciada

por el medio de cultivo, temperatura y volumen.

Cuadro 16 Resultados de andlisis de carotenoides de A. maxima.

Clorofila a Clorofilab Carotenoides
Tratamientos
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Control 84.31+042% 28.44 £ 0.49 % 357.03 £5.012
5% 52.58 +0.89 ¢ 10.29 + 0.63 ° 457.69 + 10.86 2
10% 91.33+1.34"% 17.99+1.41% 748.98 + 3.58
15% 4519+ 0.26 ® 35.41£1.15° 250.14 £ 2,572
20% 37.67+2.78° 30.05+0.782 246.53 £3.95%
P value 0.001 0.003 0.084

En el Cuadro 16, se puede observar que no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05)
en la produccion de carotenoides se presenta como un area de oportunidad ya que los niveles

que contiene la biomasa con los tratamientos control, 5 y 10% de suero de leche pueden ser
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utilizados para la suplementacion de dietas aportando mejor calidad y coloracion en la

produccion de huevo.

En base a la cuantificacion de clorofila a y clorofila b se encontraron diferencias significativas
(P < 0.05) y nos indican que conforme se aumenta la cantidad del residuo presenta una
disminucion atribuyendo a lo que se ha mencionado con anterioridad a la composicion
bioguimica. La cantidad de mg/g que se producen se encuentra en valores similares a la biomasa
utilizada a nivel comercial, esto nos permite obtener materia prima con la misma cantidad de
clorofila b con la valorizacion de un residuo y reduccion de costos de produccion (Vonshak,

1997).

Cuadro 17 Analisis proximal de la biomasa obtenida.

Tratamientos Proteina Lipidos Azlcares
Control 44.66 + 0.006 37.33+6.66 2 15.06 +0.11 ©
5% 50.00 + 0.007 39.33 +7.09° 26.83+0.73 ¢
10% 41.66 +0.004 ¢ 29.66 +1.152 59.64 + 1.46 ©
15% 78.33 £ 0.008 2 31.00 +8.892 70.74 £ 0.46 2
20% 61.00 +0.007 ° 25.00 + 6.39 66.87 +1.79 "
P value 0.001 0.131 0.000

Como se observa en el Cuadro 17, conforme se realizaba el aumento de suero de leche, se
observo una disminucion en la sintesis de proteina, mientras que el contenido de azucares
aumento en los tratamientos de 5 y 10%, a partir del 15% se observa una disminucion

considerable tomando en cuenta que en estos porcentajes se obtuvo una menor produccion de
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biomasa hasta muerte del cultivo. No se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en la

cuantificacion de lipidos manteniendo concentraciones similares entre los tratamientos.

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en las cuantificaciones de proteina y
azucares, aunque este fendmeno no afecta la calidad de la biomasa final ya que las cepas de A.
maxima se caracterizan por producir altos niveles de proteina cuando el medio de cultivo

utilizado es rico en nitrégeno, justificando la utilizacion del suero de leche.
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6.5.1 Parametros de ganancia de peso

6.5.2. Ganancia de peso

6.5. APLICACION EN DIETAS DE CODORNIZ

Los resultados obtenidos en base a el ofrecimiento de 90g (semana 1) y 100g (a partir de la

semana 2) se puede observar el monitoreo de peso vivo (Cuadro 18) durante las 4 semanas de

experimentacion.

Cuadro 18 Peso vivo (g/semana) en codornices.

Semanas
Tratamiento 1 2 3 4
1 195.34+22.832% 199.81+20.49% 206.83+30.73% 199.40 + 22.68 2
2 194,92 £25.81% 200.39+24.72% 200.64 £24.73* 197.01 + 23.59°2
3 200.15+27.56% 200.55+23.642% 207.02+34.11% 199.95+23.66?
4 204.04 £22.68% 203.82+18.292% 208.15+11.48% 209.89 + 26.43°2
P value 0.316 0.953 0.856 0.507

Se observa que no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) entre los tratamientos y

el tiempo no influye en la ganancia de peso en las aves alimentadas con la dieta suplementada

0 no con suero de leche o biomasa de A. maxima.

91



6.6. Consumo de alimento
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Figura 30 Peso vivo de las aves durante las 4 semanas de experimentacién (P value =0.054).

En la figura 30 se puede observar graficamente el peso vivo (g) de las codornices durante las 4
semanas. Se observa que el T1 y el T4 son lo que tienen mayor similitud en cuestion a la

ganancia de peso de las aves.

En las variables de ganancia de peso y consumo de alimento no de mostraron diferencias

significativas entre los tratamientos (P> 0.05)
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Figura 31 Consumo de alimento de los tratamientos suplementados con A. maxima y suero de

leche (P value=0.057).

Se puede observar que la cantidad de alimento ofrecido no afecta en el consumo, esto quiere
decir que al ofrecerles 30 a 33 g/ave se obtienen los mismos resultados con o sin suplementacion

de suero de leche y biomasa de A. maxima.

En cuestion a la postura o produccion de huevo (Figura 31) tampoco se encontraron diferencias

significativas en los tratamientos.
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Figura 32 Produccion de huevo durante las 4 semanas de experimentacion (P value = 0.01).

En la Figura 32 en base a la postura de huevo no se mostraron diferencias significativas (P <
0.05) ya que los dias de postura iniciales y finales se compensaron con la cantidad de huevo

que fueron producidos durante el experimento entre los tratamientos.

6.7. Datos productivos de huevo
El peso del huevo mostro diferencia significativa (P < 0.05) ya que se puede observar que el
huevo producido con el tratamiento 4 (3% suero de leche + 3% biomasa de A, maxima) mostrd

un mayor peso comparado con los producidos con el tratamiento control.
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Cuadro 19 Datos productivos de los huevos obtenidos mediante la suplementacion de A.

maxima y suero de leche.

Peso Ancho Largo indice de forma
Tratamientos
(9) (cm.) (cm) (%)
1 11.44+180 0980+0.106% 1291+0.061%  76.01+6.09 2
2 1234+ 137 1.747+0941% 1318+0.0692  75.98+7.432
3 1135+119° 1.039+0.0412 1277+0.665% 7595+ 7.022
4 12.35+1.35% 1.007 +0.444% 1.397+0.070%  75.69+6.36%
P value 0.000 0.337 0.114 0.356

Diferente letra en la misma columna, indican diferencia significativa.

Como se observa en el Cuadro 19 en las caracteristicas del huevo (largo, ancho e indice de
forma) no se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) mediante la suplementacion de

suero de leche o biomasa de A. maxima.

6.8. Colorimetria de la yema de huevo
En el cuadro 20 se muestran los valores del sistema CIELAB (L*, a* y b*), ademas de los
valores de ¢ y h, encontrados en las muestras de yema de huevo de codorniz suplementadas con

los tratamientos.
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Cuadro 20 Valores de colorimetria de yema de huevo.

Colorimetria
Tratamientos a* b* L* C h
1 3.03+£0.96* 3076 + 1().()9alb 52.39+£7.58% 35 14 + 18.82 ® 82.08+12.83°
2 945+045* 3135+ 11_39alb 46.80+3.26* 4040+ 16.59 80.76 £5.31%
3 1.44+0.61*  17.14+9.09 ° 51.12+£3.73%* 1972 + 4_63b 92.96+ 15.28 2
4 593+£040* 3634+8.66" 49.78+7.90?% 3687 + 9.29ab 81.66 £7.28*

Diferente letra en la misma columna, indican diferencia significativa.

Figura 33 Determinacion de color de yema de huevo. A) T1, b) T2, ¢) T3, d) T4.
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Los valores de a* con indicacion a color verde (negativos) a rojo (positivos) no mostraron

diferencias significativas entre los tratamientos (P > 0.05).

Los valores de b* que nos indican coloracion de azul a amarillo, fueron significativamente
diferentes (P < 0.05) ddndonos al T4 con mayor concentracion a los colores amarillos y el menor
fue el T3 con la suplementacion de suero de leche. Los valores de L* nos indican la luminosidad

no se observo diferencia significativa entre los tratamientos.

Los valores de C que nos indican la saturacion de color, se encontré diferencia significativa (P
< 0.05) dandonos mayor saturacion en la yema de huevo en los tratamientos T2 suplementados
con A. maxima siguiendo del T4 y T1. En los valores de h no se encontraron diferencias

significativas entre los tratamientos.

Como se muestra en la Figura 33 se puede observar en las muestras de huevo que al tener una
sustitucion con biomasa de A. maxima se puede apreciar a simple vista una mayor pigmentacion
que comparado con el tratamiento control y con sustitucion de suero de leche muestra una
tendencia a colores amarillos. Ademas de presentar coloracion verde azulada en su cascara

(Figura 34).
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Figura 34 Pigmentacion de cascara de huevo de codorniz de los tratamientos suplementados
con biomasa de A. maxima.

6.9. Contenido de materia seca (MS), cenizas, proteina cruda (PC) y grasa.

6.9.1. Muestras de alimento
Las dietas suministradas a las aves fueron caracterizadas quimicamente para determinar su

contenido de: materia seca, cenizas, proteina y grasa.

En cuestion a materia seca y contenido de cenizas no se encontraron diferencias significativas

(P > 0.05; Cuadro 21).
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Cuadro 21 Contenido de materia seca (MS), cenizas, proteina cruda (PC) y grasa del alimento.

Muestras de alimento

MS Cenizas P.C. Grasa
Tratamientos
(%) (%) (%) (%)
1 90.49+0.258 1457+0.90% 16.16+0.72° 5.200+0.98¢
2 90.41+0.35% 1457+1.16% 15.85+0.36° 6.066 +0.69 2
3 90.85+0.398 1557+0.28% 18.72+1.02¢ 5.205+0.49¢
4 90.65+0.36% 15.01+0.33% 19.08+0.36% 5.949 +0.54¢
P value 0.622 0.394 0.02 0.339

Diferente letra en la misma columna, indican diferencia significativa

En el Cuadro 21 se puede observar el contenido de proteina base materia seca se encontraron
diferencias significativas (P < 0.05) en los tratamientos que contienen suero de leche (T3y T4).
El contenido de grasa en base a materia seca de las dietas no presento diferencia significativa (P

> 0.05).

6.9.2. Muestras de huevo
Los huevos fueron colectados, identificados y cocinados a 100°C para medir la proporcion de
yema y clara. Posteriormente las muestras se homogenizaron para determinar su contenido de:

materia seca, cenizas, proteina y grasa.
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Cuadro 22 Contenido de materia seca (MS), cenizas, proteina cruda (PC) y grasa del huevo.

Muestras de huevo

MS Cenizas P.C. Grasa
Tratamientos
(%) (%) (%) (%)
1 29.38+3.18¢ 1.053+0.592 38.02 + 4.64° 50.17 £+3.49¢
2 29.67 +2.33¢2 1.155+0.842 46.55+4.29¢% 47.20 +6.002
3 28.98+241%2 1.117+054% 4853+4.30% 44,19 + 527 @
4 29.68+2.19¢ 1236 +0.212 47.89+3.37¢% 41.33+4.85°
P value 0.960 0.950 0.011 0.034

Diferente letra en la misma columna, indican diferencia significativa

En el Cuadro 22 se observa que en el contenido de materia seca y cenizas no se encontraron

diferencias significativas (P > 0.05).

En el contenido de proteina se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) en los
tratamientos que contienen suero de leche y biomasa de A. maxima (T2, T3y T4) cuyos valores
considerablemente superiores a los del tratamiento control. En cuestién al contenido de grasa
de los huevos se encontr6 diferencia significativa (P < 0.05) observando que el tratamiento

control fue mayor al del tratamiento 4.
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7. DISCUSION

El uso de una microalga (Scenedesmus obliqus) y una cianobacteria (Arthrospira maxima)
mostraron capacidad de crecer en medio suplementado con suero de leche, aunque con la cepa
de S. obliqus a altas concentraciones de suero en el medio de cultivo se presentan disminuciones
en los valores de pH y afecta su concentracion celular disminuyendo de 5x10° cel/mL hasta 3

x10’ contrastando los resultados reportados por Girard et al., (2014).

La cepa A. maxima mostrd ser un candidato potencial para la sustitucion de suero de leche al
medio comercial obteniendo porcentajes similares a los valores establecidos por Lucakova et

al., (2022).

Kumari et al., (2014) reporta que el uso de reactor de columna de burbuja para la produccion de
biomasa de A. maxima reporta valores de 1.58 x10° cel/ mL y una produccion 4.84 g/L de
biomasa en peso seco que se asemejan a los resultados obtenidos en este trabajo de

investigacion: 1.30 x10° cel/mL produciendo 5.24 g/L de biomasa en peso seco.

En cuestion a los valores de reduccion de POs" y NH4" obtuvieron porcentajes de reduccion
mayores a los reportados por Hernandez Garcia et al., (2019). A. maxima es capaz de obtener
reducciones de DQO, NOs", NO2", POs* y NH4* con la sustitucion de medio de cultivo con suero

de leche hasta un 83, 90, 80 y 94%, respectivamente.

Los valores de pH de cada uno de los experimentos forman parte importante para la produccion
de biomasa siempre y cuando se encuentren entre valores de 9.0 a 11.0 como lo reporta Belkin
& Boussiba (1991), ya que al presentar disminucion en sus valores puede afectar la

biodisponibilidad de nutrientes ocasionando la muerte del cultivo.
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Todas las caracteristicas mencionadas nos permiten continuar la necesidad de evaluar nuevos
procesos biotecnoldgicos sostenibles y ademas econdmicos mediante la utilizacion de este
residuo, llegando a producir grandes cantidades de materia prima que pueden ser utilizadas en
la suplementacién de dietas en animales. Como lo ha reportado Abouelezz (2017) las

suplementaciones con biomasa de A. maxima pueden ir desde el 1 a un 5%.

En el presente estudio las dietas con suplementacion de biomasa de A. maxima no mostraron
diferencia significativa en base a la ganancia de peso y consumo como lo reporta Ekyzolu (2020)
lo que indica que esta formulacion es una alternativa para la valoracion de un residuo de la
industria alimentaria (suero de leche) ayudando a la reduccion de gastos en la materia prima

para las dietas.

Al igual que los resultados de Swiatkiewicz et al., (2015), los tratamientos con suplementacion
de biomasa de A. maxima influye en la produccién de huevo y se llegaron a obtener valores que
similares al tratamiento control. Los huevos obtenidos con los tratamientos T2 y T4,

suplementados son A. maxima, tuvieron mayor peso comparado conel T1y T3.

La colorimetria en las muestras de huevo mostré diferencia en los valores de saturacion y
coloracién azul- amarillo en los T1, T2 y T4. Boiago et al. (2019) reportan una mejor coloracion
en yema de huevo de codorniz debido al aporte de carotenoides y clorofila de la biomasa de A.

maxima.

El contenido de proteina en las dietas suplementadas con A. maxima y suero de leche influyo
significativamente en la cantidad de proteina del huevo, con un incremento entre el 12 y 25%
esto debido a el aporte de proteina proveniente del suero de leche Lucas et al., (1998) mencionan

que este puede tener porcentajes desde un 0.9 hasta un 9% dependiendo del proceso de
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elaboracion siendo una opcion viable para el aporte de aminoacidos esenciales, hierro y vitamina

D siendo un producto atractivo para el consumo humano.
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion se evalud la produccién de biomasa de una microalga
(Scenedesmus acuttus) y una cianobacteria (Arthrospira maxima) mediante la sustitucion de
suero de leche en el medio de cultivo comercial (Zarrouk y Bold respectivamente), ademas de

su aplicacion en dietas de codorniz de postura. Se concluye que:

La cepa de la microalga S. acutus no resiste las alteraciones de pH causadas por mayor
concentracion de suero de leche en su medio de cultivo causando la muerte celular de la cepa.
La cepa A. maxima mostrd tener mejor potencial de asimilacién del suero de leche en su medio
de cultivo, llegando a producir concentraciones celulares similares al tratamiento Control (100%
medio Zarrouk). Los porcentajes éptimos para la produccion de biomasa con sustitucion del

medio con suero de leche son el 5y 10% generando 4.49 y 4.46 mg/L.

El uso de un reactor de columna de burbuja es un sistema que muestra resultados favorables
para la produccién de biomasa de la cianobacteria A. maxima llegando a obtener producciones

celulares similares a lo que se reporta en la literatura.

En cuestién a la remocion y produccion de nutrientes como nitratos, nitritos, amonio y
ortofosfatos se mostrd que el cultivo se mantiene en valores similares mostrando reducciones y

aprovechamientos de estos hasta los dias finales del experimento.

La suplementacion de dietas con biomasa de A. maxima y suero de leche en tres combinaciones
(3% biomasa A. maxima, 3% suero de leche y 3% biomasa A. maxima + 3% suero de leche) no
afectan el consumo de aliento, la ganancia de peso ni la postura de huevo. Tampoco se observo

diferencia en el tamafio de huevo (clara — yema). Con dicha sustitucion los tratamientos que
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contenian biomasa de A. maxima y suero de leche mostraron una mayor concentracion de

proteina en comparacion con la dieta convencional de codorniz de postura.

Al comparar el huevo producido con la dieta convencional de postura de codorniz en cuestion
al porcentaje de proteina se encontr6 que las dieta suplementada con suero de leche y biomasa
de A. maxima aportaban mayor porcentaje 47% comparado con el huevo producido con el

tratamiento control 38%.

El uso de un residuo de la industria alimentaria como lo es el suero de leche puede llegar a ser
una fuente de nutrientes para el crecimiento de la cianobacteria A. maxima y ser aprovechado
para la produccién de biomasa. Ademas, su uso como suplemento en dietas de manera
independiente puede llegar a tener efectos positivos en la colorimetria, conforme se adiciona la
biomas de la cianobacteria en la dieta permitiendo una coloraciéon de yema mas amarilla que el

huevo de codorniz.
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