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RESUMEN

Para disminuir problemas a la salud se ha buscado incorporar ingredientes
naturales con compuestos bioactivos en la formulacién alimentos funcionales.
Adicionalmente, se ha incrementado la busqueda de nuevas fuentes de proteina que
permitan suplir las de origen animal cuya demanda aumenta mundialmente.

Las cianobacterias, microorganismos procariotas fotosintéticos, producen
biomasa compuesta de metabolitos con grandes aplicaciones biotecnoldgicas. El
cultivo de éstas en sistemas abiertos como los raceway es ideal para producciones a
gran escala. Diversas estrategias se han implementado para maximizar la
productividad, una de ellas es el empleo de fertilizantes inorganicos como el NPK.

Arthrospira maxima es una cianobacteria flamentosa reconocida por la Food and
Drug Administration (FDA) de Estados Unidos como segura para su consumo humano.
Ademas, es conocida por producir c-ficocianina, una proteina hidrosoluble utilizada
como pigmento natural y que se ha demostrado que tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas.

Diversos estudios se han realizado para evaluar los efectos de la adicion de
biomasa en nutricién animal y humana, teniendo resultados positivos. Son pocas las
investigaciones con c-ficocianina, la mayoria de ellas en ratas y conejos donde se
observan cambios favorables en los animales alimentados con el pigmento.

En la presente investigacion se cultivd Arthrospira maxima en un sistema abierto
tipo raceway en medio suplementado con NPK para maximizar la produccion de c-
ficocianina. Se encontr6 que las condiciones 6ptimas se lograron utilizando 0.5 g L
del fertilizante, con 10.5 g L de bicarbonato de sodio, 16 h de fotoperiodoy 0.3 g L*
de indéculo. Ademés, se evaluaron las condiciones de extraccion del pigmento
utilizando el método de congelacion- descongelacion, determinando que el buffer
fosfato de potasio 100 mM a pH 5.8 es el adecuado, utilizando 150 mg de biomasa y
4 ciclos.

También, se evalu6 la adicion de c-ficocianina en nutricion animal y humana,
adicionando la c-ficocianina extraida en dietas para codornices japonesas en etapa de

postura y en gomitas para consumo humano. Para las codornices, la concentracion de

XV



150 mg/kg dieta resulté en huevos mas altos y anchos, con mayor peso y menor
contenido de grasas. Para las gomitas, la concentracién mas alta del pigmento (0.70%)
derivd en gomitas con mayor dureza, gomosidad, masticabilidad y color, pero sin

diferencias significativas en la aceptabilidad general.
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INTRODUCCION

El interés por disminuir los problemas de salud ha llevado a la busqueda de
alimentos saludables y seguros para consumo humano. Asociado a ello, la produccion
de microalgas y cianobacterias ha aumentado ya que sus compuestos bioactivos
ofrecen beneficios a la salud al ser incorporados como ingredientes en alimentos
funcionales (Lafarga, 2019).

Las algas son un grupo de organismos fotosintéticos responsables del 50% de
toda la fotosintesis en la tierra, en el que se incluyen las microalgas eucariotas,
cianobacterias y macroalgas. De miles de especies de microalgas adaptadas para
crecer en diferentes condiciones ambientales, cerca de 30,000 son las que han sido
estudiadas (Renuka et al., 2018).

Las cianobacterias son microorganismos procariotas fotosintéticos que usando
COz2 y luz solar producen biomasa rica en productos quimicos (Knoot et al., 2017) y
que son una importante fuente de metabolitos con grandes aplicaciones
biotecnolégicas. Producen proteinas, lipidos, carbohidratos y vitaminas y acumulan
minerales con propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antivirales y
antifangicas (Shah et al., 2017).

El cultivo de microalgas y cianobacterias puede ser en sistemas cerrados o
abiertos (raceway pond). Estos dltimos son mas faciles de construir y mantener e
ideales para producciones masivas (Masojidek et al., 2022). EIl uso de fertilizantes
inorganicos como el NPK en los cultivos esta enfocado en la reduccion de costos y el
aumento en la produccion de biomasa (Mtaki et al., 2020).

Arthrospira spp. es una cianobacteria comiunmente conocida como Spirulina. Se
dispone en filamentos multicelulares de 50-500 um de largo y 3-12 um de diametro en
forma espiral (Sanchez-Bayo et al., 2020). Es reconocida como GRAS (generalmente
reconocido como seguro) por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados
Unidos por lo que se puede consumir sin riesgo ya que no produce toxinas (Enzing et
al., 2014).

El interés por su produccion ha aumentado porque contiene c-ficocianina (C-PC),

una biliproteina presente en las cianobacterias y que tiene propiedades antioxidantes,
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antiinflamatorias y anticancerigenas (Galinyte et al., 2023).

Recientemente ha incrementado la preocupacion por el uso de colorantes
artificiales en los alimentos y cosmeéticos buscando reemplazarlos por productos
naturales. La ficocianina, al ser una proteina soluble en agua con un intenso color azul,
ha ganado atencién para su aplicacion como pigmento natural en productos para
consumo humano porque ademas de proporcionar un color atractivo mejora el valor
nutricional de los alimentos (Huo et al., 2022).

Esta presente en la membrana citoplasmética de las cianobacterias, pero puede
ser liberada de la célula cuando se rompe la membrana tilacoide (Park et al., 2018).
Existen diversos métodos de extraccion: ciclos de congelacion descongelacion,
molienda con perlas de vidrio, ultrasonido, campos eléctricos y métodos asistidos con
enzimas. Para lograr una extraccion eficiente es importante considerar factores como
el método seleccionado, la biomasa (si es seca o fresca), temperatura, intensidad de
luz, pH, solvente, relacién biomasa/solvente (Fernandes et al., 2023).

De acuerdo con lo anterior, se buscé evaluar la adicion de c-ficocianina en
nutricion animal y humana. Para ello, esta investigacion se dividio en tres fases. Fase
1. Cultivo de la cianobacteria en un sistema abierto tipo raceway en medio
suplementado con NPK optimizando las condiciones para obtener una mayor
produccién de c-ficocianina. Fase 2: Extraccién. Evaluacién de las condiciones de
extraccion del pigmento utilizando el método de congelacion- descongelacion. Fase 3:
Aplicacion. La ficocianina extraida se adicioné en dietas para codornices japonesas en

etapa de postura y en gomitas para consumo humano.
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HIPOTESIS

La produccion sostenible y extraccion de c-ficocianina de Arthrospira maxima es

factible para su adicion en nutricién animal y humana.
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OBJETIVOS

1.1 Objetivo General
Evaluar la produccién de c-ficocianina a partir de Arthrospira maxima cultivada

en un sistema raceway y su adicion en nutricién animal y humana.

1.1.1 Objetivos Especificos

- Maximizar la produccién de c-ficocianina a partir de A. maxima cultivada en un
sistema raceway.

- Estimar el efecto de c-ficocianina en dietas de postura para codornices
japonesas (Coturnix coturnix japonica).

- Medir la influencia de c-ficocianina en las propiedades de estabilidad,

texturometria y atributos sensoriales en gomitas.
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REVISION DE LITERATURA
La poblacion mundial crece continuamente convirtiéndose en un problema de salud
publica a nivel global debido a la escasez de alimentos. La Organizacion de las
Naciones Unidas (2018) estima que para 2050 la poblacion mundial llegaré a los 9.900
millones de personas. Con ello la demanda de alimentos se incrementara hasta en un
60% (Nosratimovafagh et al., 2022).

2.1 Microalgas y Cianobacterias

Los organismos unicelulares fotoautétrofos utilizan energia solar y dioxido de
carbono (CO2) para moléculas organicas. Estos pueden ser eucariotas (microalgas) o
procariotas (cianobacterias).

Las cianobacterias, los organismos mas primitivos, son procariotas fotosintéticos
responsables de que la atmdsfera de la Tierra rica en dioxido de carbono (CO2) se
transformara a una atmosfera rica en oxigeno (O2). Frecuentemente se les conoce
como algas azul verdosas sin embargo, no tienen relacion con ellas. (Mazard et al,
2016).

Capturan la energia solar mas eficientemente que las plantas, convirtiendo hasta
el 9% de la energia solar en biomasa, mientras que las plantas superiores convierten
del 0.5-3% (Knoot et al., 2018).

Existen mas de 6000 especies de cianobacterias de las cuales mas de la mitad
guedan por descubrir (Morales et al., 2021). Tienen un rol fundamental en el ciclo del
carbono y el nitrégeno, ya que se estima que el 20-30% del carbono orgénico presente
en el planeta proviene de la fijaciébn fotosintética del carbono por parte de las
cianobacterias (El-Seedi et al., 2023).

Las cianobacterias tienen distintos metabolismos y la capacidad de cambiar de
uno a otro. Todas hacen fotosintesis oxigénica, pero pueden cambiar a fotosintesis
anoxigénica tipica de las bacterias, donde utilizan sulfuros para obtencion de energia.
En condiciones anodxicas y sin luz, las cianobacterias llevan a cabo la fermentacion.
Algunas especies tienen heterocistos que les confieren la capacidad de fijar nitrogeno
atmosférico (Swain et al, 2017).

Su distribucién es amplia encontrandolos en ambientes acuéticos y terrestres,
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con alta salinidad, temperaturas bajas y altas ya que cuentan con mecanismos de
defensa para sobrevivir en condiciones ambientales extremas. Estos mecanismos de
defensa incluyen metabolitos secundarios (pigmentos, polisacaridos, 4cidos grasos y
péptidos) con propiedades antioxidantes, alelopaticas y toxicas. Estos tienen el
potencial para utilizarse en farmacos, aditivos alimentarios, cosmeéticos,
biocombustibles, colorantes, produccién de biopolimeros y en el tratamiento de aguas
residuales (Perera et al., 2023).

Aunque las cianobacterias y las microalgas son grupos diferentes las condiciones

y desafios para su cultivo aplican para ambos.

2.2 Sistemas de Cultivo

Existen diversos sistemas de cultivo para la produccion de microalgas y
cianobacterias, pudiendo ser abiertos o cerrados.

Los sistemas cerrados son aquellos donde el cultivo se encuentra en recipientes
transparentes y cerrados, conocidos como fotobiorreactores. Su costo es elevado y es
mas complejo de escalar, pero se tiene un mejor control de las condiciones de
operacion (luz, temperatura, agitacion) y se reduce el riesgo de contaminacién (Rayen
et al., 2019). Diferentes configuraciones de fotobiorreactores existen, tales como placa
plana, tubular, columnas y tanques agitados (Kumar et al., 2022)

Los sistemas abiertos tienen menor costo de produccion que los sistemas
cerrados, son de facil manejo y mantenimiento, sin embargo, presentan pérdida de
agua por evaporacion, se dificulta la penetracion de la luz al fondo y se presenta
contaminacion. Los sistemas abiertos mas comunes son estanques circulares y
estanques con canales, estos Ultimos conocidos como raceway pond (Kusmayadi et
al., 2020).

Un raceway es un estanque con un canal de flujo cerrado. Tiene una pared
central e incorpora una paleta de agitacion con 6-8 aspas. La profundidad del cultivo
oscila entre los 0.25 y 0.30 m (Chisti, 2016).

Aunque tipicamente los raceway consisten en una pared central y una paleta de
agitacion, se han realizado estudios para cambiar su configuracién con el propésito de

eliminar o minimizar las zonas muertas. Sompech et al (2012), usando Dindmica de
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Fluidos Computacionales (CFD, por sus siglas en inglés), estudiaron varias
configuraciones para identificar la optima que minimizara las zonas muertas con un
funcionamiento energéticamente eficiente. Determinaron que un disefio con tres
deflectores semicirculares y un extremo modificado en la pared central era mas
eficiente energéticamente a la vez que elimin6 por completo las zonas muertas.
Banerjee & Ramaswamy (2019) realizaron un estudio para comparar la
productividad y los costos de cultivo de Nannochloropsis spp entre un sistema abierto
(raceway) y uno cerrado (fotobiorreactor panel plano). Considerando distintas
condiciones geogréficas en los Estados Unidos, se hizo un modelo matematico y
analisis economico determinando que hay mayor productividad en el fotobiorreactor
en la mayoria de las localidades estudiadas, pero también los costos son
significativamente mas altos. Los costos dependen principalmente a la zona
geografica, tipo de reactor y los pardmetros de disefio. Es importante también el

propésito del cultivo, es decir, qué bioproducto quiere obtenerse del microorganismo.

2.3 Requerimientos para el Cultivo de Microalgas y Cianobacterias

Diversos factores afectan el crecimiento de las microalgas y cianobacterias, entre
los que destacan la temperatura, pH, intensidad de luz, aireacion y disponibilidad de
nutrientes (Kumar et al., 2022).

La temperatura influye en el crecimiento y la acumulacion de nutrientes cuando
se cultiva al aire libre. Bajas temperaturas reducen la asimilacion de carbono afectando
la fotosintesis; altas temperaturas inactivan proteinas fotosintéticas y alteran el
equilibrio de energia en las células. El efecto de la temperatura sobre la fotosintesis se
debe a la disminucion de la actividad de la ribulosa-1,5-bifosfato (Rubisco), la cual
actla como oxigenasa o carboxilasa dependiendo de las cantidades de Oz y CO:2
(Khan et al., 2018).

Estudios han reportado que el rango 6ptimo es de 25-35°C para el crecimiento
de Arthrospira sp. (Wang et al., 2021). De acuerdo con AlFadhly et al (2022) cuando
se cultiva Arthrospira sp al aire libre se pueden alcanzar hasta 40°C lo que permite
eliminar contaminantes microbianos termdfilos sin comprometer su capacidad

fotosintética. Durante la noche, aumenta la respiracion celular y hay pérdida de masa
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vital. La temperatura mas baja para cultivar esta especie es a los 15°C.

El pH es importante para el crecimiento, utilizaciéon de CO2 y prevencion de la
contaminacion. Cuando el pH esta en un valor no 6ptimo se altera el equilibrio entre el
CO:2 gaseoso y las especies inorganicas disueltas en el medio lo cual afecta la
disponibilidad de nutrientes dificultando la fotosintesis. Para Arthrospira sp. el
crecimiento es promovido con un pH alcalino que mejora la transferencia de masa del
CO2 lo que eleva los iones de HCOs- (Mehar et al., 2019). De acuerdo con un estudio
realizado por Sornchai & lamtham en 2013 para evaluar diferentes pH iniciales (9, 9.5,
10 y 10.5) en el medio Zarrouk para el crecimiento de Arthrospira maxima, obtuvieron
mayor tasa de crecimiento especifico, produccién de proteinas, clorofila, betacaroteno,
ficocianina y mejor morfologia celular con pH de 9, determinando que éste es el ideal
para el cultivo de A. maxima.

La luz es un factor clave en los sistemas abiertos porque es la fuerza que impulsa
la fotosintesis. Sin embargo, una limitacién es la penetrabilidad ya que si las células
en el fondo de los raceway no reciben suficiente luz se tiene una baja productividad de
biomasa. Una solucién a este problema es la construccion de raceways con poca
profundidad (rondando los 20-30 cm), asi como adicién de bafles y agitaciéon adecuada
para homogenizar el medio (Sun et al., 2018). El mejor rango de luz para el crecimiento
de Arthrospira sp. es de 1500 a 3500 lux (Soni et al., 2019). El régimen de luz y
oscuridad (fotoperiodo) influye en el crecimiento y la produccién de biomasa asi como
en la composicién bioguimica de microalgas y cianobacterias. Aumentar la frecuencia
del ciclo de luz-oscuridad puede mejorar la productividad y eficiencia fotosintética
(Krzeminska et al., 2014).

El color de luz LED empleada en los cultivos afecta la produccion de moléculas
especificas. Un estudio realizado por Da Fontoura et al. (2018) evalu6 distintos colores
de luz LED vy fotoperiodos, encontré que con luz LED roja y fotoperiodo de 12:12 se
obtuvo mayor produccién de biomasa. La luz verde, roja y blanca estimulé mas la
produccion de lipidos. Para ficocianina, la concentracion mas alta fue con luz verde,
hasta 2.8 veces mas que en el control con luz fluorescente.

La agitacibn permite el intercambio gaseoso, previene la sedimentacion

moviendo las células del fondo del estanque (zona oscura) a la parte iluminada
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evitando la fotoinhibicién y la fotolimitacién (Koley et al., 2019). Para ello las paletas
de agitacion son mas eficientes para impulsar el medio en el raceway (Pandey y
Premalatha, 2017). Si los demas requerimientos estan presentes, pero no hay
aireacion, la productividad disminuira considerablemente.

Suministrar las dosis adecuadas de nutrientes es importante para tener una alta
eficiencia en la produccion de biomasa (Udayan et al., 2022). Cada especie tiene
diferentes necesidades nutrimentales pero los requerimientos basicos son los mismos.
Nitrégeno, fosforo y carbono son indispensables para su crecimiento, por lo tanto, son
considerados como macronutrientes. Los micronutrientes (molibdeno, potasio, cobalto,
hierro, magnesio, manganeso, boro y zinc) se requieren en cantidades pequefias, pero
tienen una influencia fuerte en su crecimiento y actividad enzimética (Khan et al.,
2018). Segun Nayak et al., (2016) para proporcionarle al medio de cultivo los
requerimientos de nutrientes, la adicion de fertilizantes representa una medida

rentable.

2.3.1 Fertilizantes inorganicos en el cultivo de microalgas y cianobacterias

El uso de fertilizantes inorganicos como el NPK para el cultivo de microalgas y
cianobacterias ha sido una estrategia estudiada para disminuir los costos de
produccién en comparacion con medios comerciales tradicionales (Sipauba-Tavares
et al., 2017).

Experimentos con Chlorella vulgaris mostraron que el uso NPK en el medio de
cultivo llevé a una mayor tasa de crecimiento en comparacion con el medio tradicional
Chu.10 (Mahmood y Khudhair, 2017).

Estudios con agua residual de acuacultura (AWW) y NPK arrojaron que la mejor
tasa de crecimiento para Chlorella vulgaris fue una combinacién de AWW + 1.0 g L-1
NPK en comparacién con el medio basal bold (BBM) (Mtaki et al., 2020).

Michael et al. (2019) evaluaron la formulacién de un medio de cultivo con NPK
10-20-20 y solo tres compuestos del medio Zarrouk, para el cultivo de A. fusiformis.
Encontraron que este medio, al que llamaron LCMA, obtuvo mejor produccién de
biomasa y acumulacién de clorofila y es ideal para maximizar la produccién de

vitaminas y algunos minerales.
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Ribeiro et al. (2020) estudiaron el crecimiento de Chlorella sorokiniana en
fotobiorreactores utilizando un medio formulado con urea, amonio y nitrato, al cual
llamaron “Blue Green Nitrogen Mix” (BGNIM). Esta combinacion de fuentes de carbono
incremento la produccién de proteinas un 7%, carotenoides 41% y azucar soluble 12%
en comparacion con el medio BG11. Esta propuesta tiene un enfoque econémico para
cultivos a gran escala ya que el medio BGNIM tiene el potencial de reducir costos a la
vez que conduce a productividades similares al medio estandar.

De acuerdo con Rifai et al. (2022), evaluaron el crecimiento de Chlorella sp. en
un fotobiorreactor con medio que contenia un fertilizante comercial (20% N- 20%P20s-
20%K20). La mayor produccion de biomasa para el medio F2 estandar fue de 0.80 g
Lt y para el medio con fertilizante comercial fue de 0.76 g Lt. No hubo diferencia
significativa, por lo que el uso de este fertilizante se propone como una fuente
alternativa de nutrientes para el cultivo de microalgas.

Ezeaniy Abu (2019) estudiaron el crecimiento de Chlorella sp. en fertilizante NPK
15:15:15, NPK 20:20:20 utilizando 0.5 g L " de cada uno y medio BG11 como control.
Los medios formulados con 0.5 g L'* de NPK proporcionan nutrientes a bajo costo para
producciones de biomasa a gran escala, ya que una baja concentracion de nitrogeno
estimula la biomasa celular y la clorofila. Por lo tanto, el fertilizante inorganico puede

utilizarse para la produccion comercial de biomasa microalgal con reduccion de costos.

2.4 Composicion Bioquimica de Cianobacterias

Las cianobacterias son una de las fuentes principales de compuestos naturales
bioactivos tales como acidos grasos, aminoacidos y lipopéptidos, que han sido
encontrados en especies de Oscillatoria sp, Arthrospira sp y Anabaena sp. Los
lipopéptidos tienen el potencial de actuar como medicamentos, ya que funcionan como
agentes antiinflamatorios, antivirales y antibioticos, tienen capacidad anticancerigena,
citotoxica y antimicética (Bishoyi et al., 2022).

Los carbohidratos provenientes de las cianobacterias pueden utilizarse para la
produccion de biopolimeros, biofertilizantes, biocombustibles, nutracéuticos y
enzimas. También la produccién de combustibles como el etanol, biodiesel, biogas y
biohidrégeno. (Singh et al., 2023).
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El bioetanol es un biocombustible limpio con grandes ventajas sobre los
combustibles fosiles. Por ejemplo, el bioetanol tiene alto indice de octanaje que evita
golpeteo en los cilindros de los motores, tiene mayor contenido de oxigeno que al
guemarse produce menos gases de efecto invernadero. Se puede utilizar en la
industria automotriz sin ninguna modificacion y puede mezclarse con el aceite.

Los biocombustibles de segunda generacion (a partir de plantas terrestres
especialmente cultivos alimentarios) requieren de grandes cantidades de tierra
cultivable y agua; por ello, su cultivo con el Unico propésito de producir combustibles
es insostenible. (Khan et al., 2018)

El biocombustible a partir de cianobacterias es mejor para el medio ambiente ya
que presenta bajas emisiones de azufre, sin produccion de hidrocarburos aroméaticos,

emanaciones de oxigeno y buena capacidad de combustién (Singh et al., 2023).

2.5 Arthrospira maxima

Arthrospira es rica en proteinas, aminoacidos esenciales, lipidos, vitaminas,
minerales y antioxidantes de alto valor con grandes aplicaciones en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética (Fig. 1). Debido a esto, es considerada un
alimento nutracéutico (Yousefi et al., 2019). De acuerdo con la Food and Drug
Administration (FDA) de Estados Unidos, Arthrospira maxima es considerada como
GRAS (Generally Recognized as Safe) junto con Arthrospira platensis,
Chlamydomonas reinhardtii, Chlorella protothecoides, Dunaniella bardawil,
Haematococcus pluvialis, Prototheca moriformis, Schizochytrium sp. Y Ulkenia sp. (de
Oliveira & Arisseto, 2022).

La composicion quimica de Arthrospira maxima se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Composicion bioquimica de Arthrospira maxima (Hajati et al., 2019)

Componentes principales  Contenido, % peso seco

Proteina 49-54

Carbohidratos 13-15
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Lipidos 7-12

Entre las ventajas de cultivar Arthrospira, destacan su rapido crecimiento, su alta
tolerancia a la salinidad y el pH alcalino, facil recuperacién de su biomasa y digestion
(Kumari et al., 2015). EI medio de cultivo mas utilizado para Arthrospira sp es el medio
Zarrouk, que contiene nutrientes esenciales como el carbono, nitrégeno y fosforo
(Andrade et al., 2019).

2.5.1 Biomoléculas de Alto Valor

La clorofila a es un pigmento abundante y con un rol importante en la absorcion
de luz solar, transferencia de energia y transporte de electrones en el proceso
fotosintético. Se ha utilizado como colorante en alimentos, centro 6pticamente activo
en paneles solares y fotosensibilizadores en terapia fotodindmica (Martins et al., 2021).

Arthrospira tiene grandes cantidades (hasta un 2% del total de lipidos) de acidos
grasos poliinsaturados (PUFA’s). También es rica en &cido linolénico (ALA), acido
estearidonico (SDA), &cido eicosapentaenoico (EPA), &cido docosahexaenoico (DHA)
y acido araquidénico (AA) (Jung et al., 2019). Los acidos grasos libres son una fuente
de antibidticos tépicos que regulan la microbiota de la piel. Especificamente los PUFA’s
previenen enfermedades cardiovasculares (Wils et al., 2022).

Adicionalmente, los lipidos extraidos de la biomasa pueden utilizarse para la
produccion de biodiesel. Producir biodiesel a partir de microalgas y cianobacterias es
mas competitivo que el producido por cultivos terrestres, por su tasa de crecimiento
alta, gran acumulacion intracelular de lipidos y produccion no estacional (Lopez et al.,
2022).

También contiene abundantes proteinas (55-70% MS) que contienen
aminodacidos esenciales que las hacen superiores a las proteinas vegetales habituales
(Jung et al., 2019). Las proteinas extraidas de las microalgas y cianobacterias son de
facil disponibilidad para las enzimas digestivas, incrementado su digestibilidad hasta
un 82%. Adicionalmente, contienen grandes cantidades de vitaminas A, B1, B2 y B12.
Una cucharada de 7 g de biomasa de Arthrospira sp contiene aproximadamente 4 g

de proteinas (Dolganyuk et al., 2023).
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Produce dos ficobiliproteinas: c-ficocianina (C-PC) que es el pigmento principal y
aloficocianina (APC), ésta ultima en pequefias cantidades. Las cantidades de c-
ficocianina varian de acuerdo con las condiciones de crecimiento de la cianobacteria

pudiendo llegar hasta un 20% de su peso seco. (Stanic-Vucinic et al., 2018).

CARBOHIDRATOS BIOMASA EN POLVO
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Produccién de Pigmento natural para la
biocombustibles industria alimentaria y
cosmética

Figura 1. Metabolitos producidos por Arthrospira sp.

2.5.2 C-ficocianina

La ficocianina es una proteina hidrofilica de color azul intenso que es estable en
pH de 5 a 8 y que tiene propiedades antioxidantes, antivirales y antitumorales. Se ha
probado que estimula el sistema inmunolégico y tiene actividad hepatoprotectora,
antiplaguetaria y neuroprotectora. Segun Park et al., (2018) estos beneficios se deben

a la reduccién del estrés oxidativo.

2.6 Extraccion de Compuestos Celulares
La extraccion de compuestos celulares puede verse afectada por factores tales
como el tipo de microorganismo utilizado, el compuesto objetivo, tecnologia disponible

y precios. Para la extraccion se requiere de un método de alteracion celular y un
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disolvente. De manera general existen dos tipos de métodos para la extraccion: 1) no
mecanica: meétodos quimicos, térmicos y enzimaticos y 2) mecanicos: sistemas
presurizados, ultrasonidos, microondas, campos eléctricos y extraccion supercritica
(Pagels et al., 2021).

Agua congelada (-20°C)

L
L J
> W
L
L4
- -
[
\ Extracto

\

Agua a temperatura ambiente

Agua se expande y crea
rupluras

Figura 2. Extraccion de compuestos hidrofilicos por el método de congelacion descongelacion.

2.6.1 Extraccion de C-ficocianina

Choi y Lee (2018) evaluaron un proceso de extraccion ultrasénica (UE) para
obtencion de c- ficocianina de A. maxima a distintas frecuencias (20, 40, 60, 80 y 100
kHz) a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4 y 5 h), utilizando agua a 25°C y como control,
extraccién con agua a 4 y 25°C sin frecuencia durante 24 h. De acuerdo con sus
resultados, la concentracion mas alta de C-PC (11.3 mg mL™!) se obtuvo con 60 kHz
de frecuencia durante 3 h. Con esto con concluyeron que la extraccion por ultrasonidos
es un método prometedor para tratar a Arthrospira incluso si se desea bajar las
temperaturas.

Chittapun et al. (2020) extrajeron c-ficocianina de las cianobacterias Nostoc
commune y Oscillatoria okeni utilizando el método de ciclos de congelacion

descongelacién y campo eléctrico pulsado. Determinaron que existe influencia
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significativa del namero de ciclos de congelacion descongelacion, la solucion de
extraccion utilizada y el nimero de pulsos eléctricos sobre la concentracion de C-PC,
su pureza y el rendimiento. Concluyeron que utilizar ciclos de congelacién
descongelacién es mejor para lograr una mayor extraccion con mejor concentracion
de C-PC mientras que los campos eléctricos brindan un producto con alta pureza.

Ayekpam et al. (2021) realizaron una investigacion para estandarizar la
extraccion de c-ficocianina partir de Arthrospira platensis evaluando tres métodos:
nanoparticulas (plata, oro y 6xido de aluminio de 10, 20 y 40 nm respectivamente),
polietilenglicol (peso molecular de 200, 400 y 600 Da) y extraccion a base de sales
(CaClz y NaNOg). Considerando el rendimiento y la pureza, los mejores resultados
fueron con la extraccion basada en nanoparticulas (47.68 mg/g base seca y 0.98,
respectivamente). Con esto, sus condiciones estandarizadas fueron: 10 pg/mL de
nanoparticulas de plata, buffer fosfato de potasio, 160 min de tiempo de extraccién a
35°C.

2.7 Cianobacterias en Nutricion Animal

Se ha incrementado el interés por las microalgas y cianobacterias en la nutricién
animal debido a sus capacidades nutricionales y propiedades funcionales. La
capacidad de utilizar estos nutrientes depende de la especie animal que los consuma:
animales herbivoros, como los rumiantes, utilizan mejor las microalgas que especies
monogastricas altamente carnivoras (Galanakis, 2020).

Entre los animales de ganado, los rumiantes presentan ventajas ya que tienen la
capacidad de usar el nitrdgeno no proteico y digerir la pared celular de las microalgas.
Diversos estudios se han realizado para evaluar la inclusién de microalgas en dietas
sobre la produccién y composicion de la leche, crecimiento del animal y composicion
de la carne (Lum et al., 2013; Tsiplakou et al, 2018).

Los cerdos son los competidores principales con la cadena alimenticia humana
ya que sus dietas estan compuestas principalmente por cereales (maiz) y harina de
soya. Las microalgas y cianobacterias podrian ser la solucion a este problema.
(Galanakis, 2020).

Las aves de corral proveen productos sanos como la carne y los huevos, basicos
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para consumo humano a nivel mundial. La preocupacion por el medio ambiente y el
cambio climatico ha conducido a una conciencia sobre la sostenibilidad en la industria
avicola. La nutricion de aves de corral demanda mucho maiz y soya, que requieren
grandes cantidades de tierra para crecer. Dado que la proteina en las microalgas
puede alcanzar hasta un 75% mientras que en la soya ronda el 45%, las microalgas y
cianobacterias son una alternativa sobre las plantas (Madeira et al., 2017).

La codorniz japonesa (Coturnix coturnix japonica) pertenece al orden Galliformes
como los pollos y fue domesticada en Japoén en el siglo XV. Aunque la industria de la
codorniz es menor, su produccion de huevo y carne han sido utilizadas para consumo
humano principalmente en China, Japon, Brasil, Espafia y Francia. También se han
utilizado como animales de laboratorio para la ciencia. Entre las ventajas de utilizar
esta especie para la investigacién destacan su tamafio corporal pequefio, bajo
consumo, maduracion rapida y alta produccion de huevos (Goto et al., 2023).

Especificamente Arthrospira spp ha sido considerada por los nutricionistas de
aves como un ingrediente eficiente por sus altas concentraciones de proteinas,
vitaminas y minerales (Hajati y Zaghari, 2019).

En el Cuadro 2 se muestran algunas investigaciones realizadas con biomasa de

cianobacterias adicionadas en alimentos para nutricién animal.

Cuadro 2. Biomasa de cianobacterias en la nutricién animal.

Especie

Cianobacteria .
animal

Suplementacién Resultados Referencia

Disminuyeron
indices
aterogénicos y
0, 50, 100y 150 trombogénicos
g/kg de dieta beneficiando la
calidad
nutricional de la
carne
Mayor peso en
Gallinas en los huevos
Arthrospira sp etapa de 5681?”98/(?@1;23; suplementados
postura con 40y 160
mg/kg dieta.

Peiretti y
Meineri,
2011.

A. platensis Conejos

Iraqi et al.,
2017.
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Aumento en
actividad de
enzimas
A. platensis Pollos de 0, 0.25, 0.50, a”gmgi:‘;es Park et al.,
' engorda 0.75y 1% 2018.
conforme se
incrementan
niveles de A.
platensis.
Aumento en el
color de la
yemay
Codorniz dismin,ljgién de
. japonesa en los acidos Boiago et al.,
A. platensis etapa de 0,5, 10y 15% grasos 5018
postura saturados y '
poliinsaturados.
La capacidad

antioxidante
incremento.
Disminuyo6
Codorniz recuento de E.
A. platensis japonesaen 0,0.1,0.3y0.5 colienelileon Hajatietal.,
' etapa de % (0.5%). 2020.
postura Incrementaron
linfocitos.
Mayor
Codorniz produccién de
. japonesa en huevosy con  Abbass et al.,
A. platensis etapa de 0.1,2,3,y4% mayor peso en 2022.
postura tratamiento con
4%
Mayor
ganancia de
Gallinas en peso con 12%; Abb t al
. mayor as et al.,
A. platensis eptgg&:jae 0,3,6,9y 12% produccion de 2022
huevos y con
mayor peso
con 9%
Vellosidades
il el fcon
A. platensis sometidos a Oy 3% mlejoraron en  Chaudhary et
estrés por 0s pollos al., 2023.
calor alimentados
con A.
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platensis.

2.7.1 C-ficocianina en Nutriciéon Animal

Pocos estudios se han realizado para investigar los efectos de suplementar c-
ficocianina en nutricion animal. La mayoria estan enfocados en la adicion de biomasa
de microalgas o cianobacterias.

Abdelnour et al., (2020) exploraron el impacto de incorporar C-PC a
concentraciones de 0, 50, 100 y 150 mg/kg de dieta sobre el rendimiento, variables
hematoldgicas, antioxidantes, respuesta inflamatoria y microbiota cecal en conejos en
crecimiento criados en verano. Los animales suplementados con C-PC tuvieron mejor
peso corporal vivo, aumento de peso diario promedio e indice de conversion
alimenticia, que el grupo control. Los eritrocitos aumentaron significativamente al
adicionar CPC y disminuyeron las citocinas proinflamatorias (IL-4 e IFN-c) en el
plasma. Concluyeron que dietas con ficocianina pueden ayudar a que los conejos
superen impactos adversos de estrés por calor mejorando su salud.

Memije et al., (2018) condujeron una investigacion para comparar la
administracion de biomasa seca de A. maxima y de c-ficocianina, sobre la progresion
de la enfermedad renal cronica (ERC) y sus complicaciones cardiovasculares en ratas.
La biomasa se incorporé en concentracion de 1g/kg y la ficocianina 100mg/kg.
Encontraron que tanto la biomasa como la ficocianina redujeron la hipertension,
hipertrofia ventricular izquierda, disfuncién renal y estrés oxidativo, concluyendo que
pueden usarse para retrasar la ERC y las complicaciones cardiovasculares asociadas.

Un estudio llevado a cabo por Xie et al. (2019) evalu6 la microbiota y morfologia
intestinal en ratones con una dieta suplementada con c-ficocianina (50 y 100 mg/kg
dieta), la cual fue administrada por medio de una sonda nasogastrica. El peso corporal
de los ratones no tuvo diferencia significativa entre el control y los dos tratamientos
experimentales. Sin embargo, al adicionar C-PC aumentd la riqgueza y diversidad en la
microbiota intestinal y aument6 la abundancia de la familia Lactobacillaceae, que
contiene bacterias probidticas que benefician la salud del huésped. También aumenté

la descomposicion de los carbohidratos y el numero de bacterias productoras de
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acidos grasos de cadena corta. Ademas, los tejidos ileales y coldnicos en los grupos
con dietas C-PC mostraron una mayor altura de las vellosidades. Adicionalmente,
incrementd la funcion de la barrera epitelial del colon evitando que las endotoxinas
ingresaran a la circulacién sistémica. Esto se reflejo6 en mejores efectos en la
concentracion de 50 mg/kg dieta que en la dosis mas alta.

Hao et al. (2022) evaluaron las funciones antidiabéticas y el mecanismo de accién
de la c-ficocianina en ratones con una dieta alta en glucosa y grasas, adicionada en
100 y 200 mg/kg de peso vivo. Sus resultados muestran que la C-PC redujo la
hipoglucemia inducida por una dieta alta en glucosa y grasas, mejoro la tolerancia a la
glucosa y los cambios histolégicos en el higado y el pancreas. Disminuyé los
triglicéridos, colesterol total, aspartato transaminasa y la transaminasa glutamico-
piravica. Este fue el primer estudio que indic6 que la c-ficocianina regula la funcion
antidiabética en ratones con diabetes mellitus 2 inducida por una dieta alta en glucosa
y grasas, asi como en células resistentes a la insulina, sentando asi una base para el

tratamiento potencial de la diabetes usando productos naturales.

2.8 Cianobacterias en Nutricion Humana

Algunos estudios se han realizado utilizando biomasa de Arthrospira spp en
alimentos para consumo humano.

Raczyk et al., (2022) evaluaron el efecto sobre las propiedades fisicas y quimicas
en pasta fresca a base de sémola al afiadir A. platensis. a razon de 3, 5, 7y 10% de
biomasa en polvo. La adicion de la cianobacteria influy6 en el color del producto final
y en la evaluacion sensorial, habiendo obtenido la pasta con 7% de A. platensis la
puntuacién mas alta entre los tratamientos analizados.

Saharan y Jood (2017) estudiaron las propiedades fisicoquimicas de A. platensis
y su incorporacién en harina de trigo para el desarrollo de productos con valor
agregado (pasta y productos de panaderia). La digestibilidad in vitro de la proteina de
la cianobacteria en polvo fue de 92.6%, lo que se considera altamente digerible.
Ademas, el contenido de fibra dietética total, soluble e insoluble fue de 15, 5.5y 9.5%

respectivamente. El contenido de 4cido gamma linolénico (GLA) fue de 30%, del total
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de acidos grasos. También tuvieron 13.6% de carbohidratos y 353 Kcal/100 g en
contenido energético. Con esto concluyeron que el polvo de A. platensis incorporado
a la harina de trigo seria ventajoso para mejorar la calidad nutricional de los productos
elaborados a base de trigo. Estos productos con biomasa incorporada hasta un 6%
fueron aceptados moderadamente de acuerdo con las pruebas sensoriales.

En una investigacion de Almeida et al., (2021) se evaluaron durante 45 dias de
almacenamiento las propiedades fisicoquimicas, sensoriales, antioxidantes vy
microbiolégicas en una salsa enriquecida con 0, 2, 3 y 4% biomasa de Arthrospira sp.
La formulacién con 4% de biomasa presento las mejores caracteristicas evaluadas: un
aumento significativo de proteinas (34%), fibra (57%), cenizas (40%), acidos grasos
monoinsaturados (240%) y minerales (192%) respecto al control. La estabilidad de
almacenamiento por hasta 45 dias se observé en los parametros fisicoquimicos y
microbiolégicos. Ademas, la actividad antioxidante aumenté hasta 12 veces. Con esto
concluyeron que la biomasa de Arthrospira sp se puede utilizar como ingrediente

natural para elaborar una salsa funcional con potencial antioxidante y nutricional.

2.8.1 C-ficocianina en Nutricion Humana

El uso especifico de c-ficocianina para su adicidon en alimentos para consumo
humano ha incrementado paulatinamente.

Hadiyanto et al., (2019) evaluaron la calidad y valores organolépticos de fideos
secos con c-ficocianina incorporada (0.5, 1.0 y 1.5%). Sus resultados mostraron que
la c-ficocianina conduce a un aumento del indice de hinchamiento de los fideos, asi
como la pérdida por coccion. Con la adicion de 0.5% de C-PC se obtuvieron los fideos
mas preferidos segun lo indicado por las pruebas organolépticas de los consumidores.

Garcia et al., (2021) estudiaron la adicién de c-ficocianina de A. platensis como
colorante azul en bebidas (isotdnicas, tonicas y vino), para evaluar si las muestras con
C-PC tienen un color similar a las bebidas comerciales con colorantes artificiales. Los
ensayos realizados con un colorimetro indicaron que el color de las muestras
adicionadas con c-ficocianina es similar al de las muestras comerciales de referencia,
demostrando asi que la C-PC puede usarse como colorante natural ampliando la lista

de productos naturales disponibles actualmente.
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Vazquez y Escalante (2022) evaluaron la estabilidad de c-ficocianina en
caramelos de gelatina cuando se adiciona trehalosa y acido citrico posteriormente
digeridos en jugo gastrico sintético con pepsina. Observaron que la C-PC combinada
con trehalosa puede soportar el jugo gastrico y la pepsina durante el tiempo suficiente
para pasar por el tracto digestivo. Concluyeron que la inclusion de trehalosa en la
formulacién proporciona mayor estabilidad del pigmento y que los caramelos de

gelatina son un buen vehiculo para llevar la c-ficocianina al intestino.

MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion consta de tres etapas experimentales:
Etapa 1. Evaluacion de un fertilizante inorganico y optimizacién del cultivo.
Etapa 2. Optimizacion de la extraccion de c-ficocianina.

Etapa 3. Aplicacion de c-ficocianina en alimentacion animal y humana.

3.1 Localizacion del Estudio
La investigacién se realiz6 en la Facultad de Agronomia de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn. La etapa 1y 2 en el Laboratorio de Remediacién Ambiental
y Andlisis de Suelos, Plantas y Aguas, durante el periodo de enero de 2022 a abril de
2023. La etapa 3 (nutricion animal) durante mayo a agosto de 2023, en el Laboratorio
de Nutricion y Calidad de Alimentos y en el area de Nutricibn Experimental, ubicada
en el Centro de Exposiciones del Campus de Ciencias Agropecuarias UANL. La parte

de nutricion humana, también se realiz6é en el laboratorio de Remediacién Ambiental.

3.2 Microorganismo
Se utilizé la cianobacteria Arthrospira maxima preservada en medio Zarrouk
(Zarrouk, 1966) a 26 = 2°C y pH ajustado a 9 con NaOH 5N. El cultivo se mantuvo con
aireacion continua y fotoperiodo de 12 h luz con una intensidad de 40 pmol m= s -1, El
crecimiento se evalud0 midiendo la densidad Optica a 680 nm usando un

espectrofotometro de UV/Vis (Thermo Scientific, China).
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3.3 Etapa 1: Cultivo de A. maxima en un Sistema Raceway

3.3.1 Evaluacion de un Fertilizante Inorgénico
Para evaluar el efecto de un fertilizante inorganico (NPK 18-18-18 marca Ultrasol)
a diferentes concentraciones en el crecimiento de la cianobacteria Arthrospira maxima,

se utilizé un sistema abierto tipo raceway escala piloto con agitacion mecanica.

3.3.1.1 Raceway Escala Piloto

La cianobacteria se cultivé en un raceway fabricado en acrilico, de 1.40 m de
largo, 0.45 m de ancho y 0.25 m de profundidad (Fig. 3). Consta de una pared central
de 1 m de largo, paleta de agitacion con 6 aspas y un motor reductor. La capacidad
méaxima es de 100 L siendo operado a 80 L a temperatura ambiente, con 8 h de
agitacion diaria a 15 rpm. Para la iluminacién se utilizaron luces LED con intensidad
constante de 45 uml m? st Se agregaron diferentes concentraciones de NPK,
bicarbonato de sodio, inéculo inicial y fotoperiodo. Los experimentos tuvieron una

duracién de 12 dias.

Motor
Paleta de agitacién l Pared central

A: 045 m

L: .LOO m

A~

L: .40 m

Figura 3. Diagrama del raceway escala piloto.
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3.3.1.2 Disefio Experimental

Se empled la Metodologia Taguchi en el software Minitab (Version 17.1.0) para

evaluar el efecto de la concentracion de NPK, bicarbonato de sodio, inéculo y

fotoperiodo. Una matriz L9 permitié estimar las condiciones 6ptimas de estas variables

para maximizar la produccion de la variable dependiente (c-ficocianina). Las variables

independientes fueron evaluadas en 3 niveles: bajo, medio y alto (Cuadro 3) resultando

en una combinacion de 9 experimentos mostrados en el Cuadro 4.

Cuadro 3. Rango de niveles de las variables utilizadas para la optimizacion del cultivo

de A. maxima.

Variables

independientes Factor Bajo (-1) Medio (0) Alto (+1)
Concentracion de

NPK (g L) A 0.0 0.5 1.0
Fotoperiodo (h) B 8 12 16
Concentracion de C 0.1 0.2 0.3
inéculo (g L)

Concentracion de D 4. 10.5 16.8

NaHCOsz (g LY

Cuadro 4. Disefio experimental para los tratamientos utilizados para la optimizacion

del cultivo.

Run A B C D
Control 0.0 (-1) 16 (+1) 0.3 (+1) 16.8 (+1)
1 0.0 (-1) 8 (-1) 0.1 (-1) 4.2 (-1)
2 1.0 (+1) 8 (-1) 0.3 (+1) 10.5 (0)
3 0.0 (-1) 12 (0) 0.2 (0) 10.5 (0)
4 0.5 (0) 16 (+1) 0.1 (-1) 10.5 (0)
5 1.0 (+1) 12 (0) 0.1 (-1) 16.8 (+1)
6 0.0 (-1) 16 (+1) 0.3 (+1) 16.8 (+1)
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7 0.5 (0) 12 (0) 0.3 (+1) 4.2 (-1)
8 0.5 (0) 8 (-1) 0.2 (0) 16.8 (+1)
9 1.0 (+1) 16 (+1) 0.2 (0) 4.2 (-1)

Figura 4. Sistema raceway escala piloto para el cultivo de Arthrospira maxima.

3.4 Analisis Fisicoquimicos y Bioquimicos en el Cultivo de A. maxima

3.4.1 Curva Estandar para Crecimiento

La biomasa se determiné a partir de la curva estandar elaborada previamente
con el equipo de trabajo, realizando lecturas a longitud de onda de 680 nm vs materia
seca. Para ello, se tomé una lectura inicial de la cepa a 680 nm. Después se utilizo la

ecuacion (Ec. 1) para conocer la cantidad de medio necesario y aforar con agua

destilada.
__ (Std)(Vol.matraz)
V(mL) = ==—=" (1)
Donde:
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V= volumen (ml)
Std= estandar

Abs= absorbancia

3.4.2 Andlisis Fisicoquimicos del Medio y Crecimiento Celular

Cada tres dias se tomaron muestras directamente del raceway para medir pH 'y
conductividad eléctrica, asi como crecimiento celular (por densidad éptica y recuento
celular). Adicionalmente, se tomaron muestras de 40 ml que fueron centrifugadas a
4500 rpm durante 5 minutos y después filtradas en filtros de celulosa de 0.45 pum de
poro y 47 mm de diametro; para realizar andlisis fisicoquimicos del medio (alcalinidad,

nitratos, ortofosfatos y amonio).

3.4.2.1 pH, Conductividad Eléctrica y Salinidad

Cada tres dias se midi6 el pH y la conductividad eléctrica en muestras tomadas
directamente del raceway, utilizando un potenciometro modelo STARA-2155 (Thermo
Scientific, Indonesia). Para medir la salinidad se utiliz6 un medidor multiparamétrico
modelo EZ-9909SP (Walfront, China).

3.4.2.2 Crecimiento Celular

El crecimiento celular se determind cada tres dias por espectrofotometria a 680
nm* utilizando un espectrofotometro Evolution 201 (Thermo Scientific, China) y se
calculé la concentracion (g L) empleando la ecuaciéon de la curva obtenida de la
grafica de crecimiento. También se realizd recuento celular con una camara de

Neubauer y microscopio marca modelo CxL (Labomed, USA).

3.4.2.3 Alcalinidad

De acuerdo con la NOM-AA-036-SCFI-2001 se determiné alcalinidad realizando
una titulacion con &cido sulfurico 0.2 N, con fenolftaleina y anaranjado de metilo como
indicador. La alcalinidad total se expresa en mg L' de CaCOs de acuerdo con la

ecuacion 2:
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Alcalinidad total como CaC0O3 en % = % (50)(1000) (2)
Donde:

A es el volumen gastado de &cido sulftrico (ml) en la titulacién al vire del anaranjado
de metilo

N es la normalidad de la solucion de acido

m es el volumen de muestra utilizado en ml

50 el factor para convertir eq/L a mg CaCOs/ L

1000 el factor para convertir ml a L.

3.4.2.4 Nitratos

La determinacion de nitratos se realiz6 conforme a lo establecido en el método
4500-NOs B (APHA, 2017). A una porcién de muestra (5 ml) directa o diluida se le
adicionan 0.1 ml de una solucién de HCI 1N. Después de mezclar bien se leen en el
espectrofotometro UV-Vis modelo Evolution 201 (Thermo Scientific, China) a 220y 275
nm*.

Una curva patrén fue realizada a partir de una solucion madre de nitrato de
potasio (KNO3). La concentracién de nitratos se expresdé en mg L' y se calculé de

acuerdo con la ecuacioén de la curva.

3.4.2.5 Amonio

La concentracion de amonio se determind Unicamente en los tratamientos donde
hubo adicion de NPK, utilizando el método del fenol establecido en APHA (2017). Se
tomaron 2.5 ml de muestra diluida 1:50 y se agregaron 1.0 mly 1.5 ml de la solucion
de fenol-nitroprusiato y 1.5 ml de solucion oxidante. Después de 45 minutos a
temperatura ambiente en completa oscuridad, se midi6 la absorbancia a 635 nm*.

La curva de calibracién se realizé con una solucion de cloruro de amonio
utilizando 7 puntos en un rango de 0.1 ppm de N-NH4*. En base a la ecuacion de la

curva, se calcul6 la concentraciéon de amonio en mg L.
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3.4.2.6 Ortofosfatos

Para determinar ortofosfatos se utilizo6 el método del acido ascoérbico (4500-P)
estipulado en (APHA, 2017). Se tomaron 5 ml de muestra diluida 1:100 y se
adicionaron 0.8 ml de la soluciébn combinada. Posteriormente se agitd en vortex y se
dej6 reposar 10 minutos antes de ser leidos a 880 nm* en el espectrofotdmetro de UV-
Vis.

Para la curva de calibracion se prepard una solucién madre con fosfato de potasio
monobasico (KH2POa4). Con 5 puntos de calibracion, se realiz6 la gréfica y se obtuvo

la ecuacioén de la curva, con ella se calcul6 la concentracién (mg L) de ortofosfatos.

3.4.3 Analisis Bioquimicos de la Biomasa

Al final de los 12 dias de cultivo, se cosechd por filtracion con una malla de
serigrafia de 165 hilos y fue secada a 30°C en un deshidratador para alimentos marca
Septree. En muestras de cultivo fresco se analizaron clorofila y carbohidratos, mientras
que con la biomasa seca se determinaron lipidos y ficocianina, como se describe a

continuacion.

3.4.3.1 Clorofila

La cuantificacion de clorofila a se realiz6 por espectrofotometria de UV-Vis
utilizando acetona al 90% como solvente. Para ello, se tomaron 10 ml de muestra antes
de la cosecha y se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos. Se desechod el
sobrenadante y se agregaron 10 ml de agua destilada para remover las sales. Después
se agit6 en el vortex 15 s, se centrifugd y deseché el sobrenadante. Este proceso se
repitio 2 veces mas. Finalmente, al pellet se le afiadieron 10 ml de acetona al 90% y
se agitd por 15 s. La mezcla se almacend a -20°C por 24 h en oscuridad. Transcurrido
el tiempo se centrifugd a 4000 rpm durante 15 min y el sobrenadante se ley6 en un
espectrofotometro UV-vis a 510, 630, 664 y 480 nm* usando acetona al 90% como
blanco (Lichtenthaler & Wellburn, 1983).

Para calcular la concentracion de clorofila a se utilizo la ecuacion establecida por
Lichtenthaler (Ec. 3).
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Clorofila a (mg/mL) = (11.75xA662) — (2.35xA645) (3)

3.4.3.2 Carbohidratos

Para determinar carbohidratos totales se utilizé el método de la Antrona (Dimler
et al.,, 1952). Se prepar6 una solucion de antrona al 0.2% con acido sulfarico
concentrado. Esta solucion es estable por 12 h en oscuridad y refrigeracion.

Se tomo6 1 ml de muestra y se coloc6 en un tubo de ensayo con tapa. En otros
tubos se colocaron por separado 1 ml de agua destilada (blanco) y 1 ml de glucosa
(como estandar). Todos los tubos se llevaron al congelador a -20°C durante 10
minutos. Posteriormente se agregaron a cada uno 4 ml de la solucion de antrona,
inclinando los tubos para que ésta bajara lentamente y logrando la formacion de una
capa inferior amarilla y una superior blanca (si no se formaron estas capas o el tubo
se tornd verde, se debe descartar). Los tubos se taparon y se llevaron al congelador a
-20°C durante 5 min. Al término del tiempo, fueron agitados en vortex para mezclar las
dos capas. Posteriormente, se llevaron a bafio Maria a 100°C por 10 min. Al finalizar,

se dejaron enfriar a temperatura ambiente y fueron leidos a 640 nm*.

3.4.3.3 Lipidos

Los lipidos se cuantificaron por el método de Bligh y Dyer (1959). Para ello se
tomaron 0.1 g de biomasa seca de A. maxima y se colocaron en un tubo Falcon; se
agregaron 6 ml de cloroformo y 3 ml de etanol. Posteriormente se colocé esta muestra
en un sonicador durante 30 min y se centrifugd a 5000 rpm por 10 min a 5°C. El
sobrenadante se colocé en crisoles a peso constante y previamente pesados. Después
se llevaron a la estufa de secado a 70°C. Transcurridas 24 h y con el sobrenadante
completamente evaporado, se dej6 enfriar en desecador y se registro el peso final.

El calculo de % lipidico de acuerdo con la ecuacion 4.
. . s g wL
Contenido lipidico (%) = 2 X 100 4)

Donde:
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W. es la diferencia de peso de los crisoles (g)

Wa es el peso de la muestra (g)

*para todos los analisis, se realizaron mediciones por quintuplicado.

3.4.4 Analisis Estadistico
Los resultados fueron analizados en el programa estadistico Minitab. Se realizo

el andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias de Tukey.

3.5 Etapa 2: Extraccion de C-ficocianina
Se evalud el método de ciclos de congelacion descongelacién para extraer c-
ficocianina a partir de Arthrospira maxima con la finalidad de seleccionar las mejores
condiciones para optimizar su extraccion. Después de mezclar la biomasa con el buffer
en tubos Falcon, se congelaron las muestras a -20°C durante 24 h. Posteriormente los

tubos se pusieron a descongelar a temperatura ambiente completando asi un ciclo.

3.5.1 Disefio Experimental

Utilizando la biomasa del control se emple6 la Metodologia Superficie de
Respuesta (RSM) con un disefio compuesto central y tres puntos centrales. Se
evaluaron diferentes condiciones de pH, concentraciones de buffer fosfato de potasio
(BFP), cantidad de biomasa y numero de ciclos. Las variables independientes se
establecieron en tres niveles: bajo, medio y alto (Cuadro 5).

Cuadro 5. Rango de niveles de variables utilizadas para la optimizacion de la
extraccion de C-PC.

Variables Factor Bajo (-1) Medio (0) Alto (1)
Independientes
pH A 55 6.75 8.0
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Concentracion B 100 300 500
buffer (mM)
Numero de ciclos C 1 3 5

Cantidad de D 50 100 150
biomasa (mQ)

Utilizando el software Design Expert (Version 12) se disefiaron 29 experimentos
(cuadro 6) los cuales fueron realizados por triplicado para predecir las condiciones

Optimas de extraccion.

Cuadro 6. Disefio experimental para la optimizacién de la extraccion de C-PC.

Run A B C D
1 6.75 (0) 100 (-1) 3(0) 150 (+1)
2 6.75 (0) 300 (0) 1(-1) 150 (+1)
3 5.5 (-1) 300 (0) 5 (+1) 100 (0)
4 8 (+1) 300 (0) 1(-1) 100 (0)
5 8 (+1) 300 (0) 3(0) 150 (+1)
6 6.75 (0) 300 (0) 3(0) 100 (0)
7 6.75 (0) 100 (-1) 1(-1) 100 (0)
8 6.75 (0) 300 (0) 3 (0) 100 (0)
9 6.75 (0) 300 (0) 1(-1) 50 (-1)
10 5.5 (-1) 300 (0) 3(0) 50 (-1)
11 5.5 (-1) 300 (0) 3 (0) 150 (+1)
12 6.75 (0) 500 (+1) 3(0) 150 (+1)
13 6.75 (0) 300 (0) 3(0) 100 (0)
14 5.5 (-1) 300 (0) 1(-1) 100 (0)
15 6.75 (0) 100 (-1) 5 (+1) 100 (0)
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16 8 (+1) 500 (+1) 3 (0) 100 (0)

17 6.75 (0) 300 (0) 5 (+1) 50 (-1)
18 8 (+1) 300 (0) 5 (+1) 100 (0)
19 8 (+1) 100 (-1) 3(0) 100 (0)
20 6.75 (0) 300 (0) 3(0) 100 (0)
21 5.5 (-1) 100 (-1) 3(0) 100 (0)
22 6.75 (0) 300 (0) 5 (+1) 150 (+1)
23 6.75 (0) 500 (+1) 3(0) 50 (-1)
24 8 (+1) 300 (0) 3(0) 50 (-1)
25 6.75 (0) 500 (+1) 5 (+1) 100 (0)
26 6.75 (0) 100 (-1) 3(0) 50 (-1)
27 6.75 (0) 500 (+1) 1(-1) 100 (0)
28 5.5 (-1) 500 (+1) 3 (0) 100 (0)
29 6.75 (0) 300 (0) 3(0) 100 (0)

Al término del ciclo correspondiente, los tubos se centrifugaron a 4000 rpm
durante 5 minutos y el sobrenadante fue leido a 652, 615, 562 y 280 nm en el
espectrofotometro de UV-Vis, como se muestra en la Figura 5. Para calcular la
concentracion de c-ficocianina, se utilizé la ecuacién 5 propuesta por Bennett y
Bogorad (1973).
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Centrifuacion a 4000

i = 2 Descongelacion a
Biomasa seca Buffer fosfato de Congelacion a 9 rpm durante 5 min.

potasio (BFP) -20°'C temperatura ambiente

Ficocianina en Secado a 40°C Lectura 652, 615,562y  Extracto de C-PC
polvo 280 nm

Figura 5. Proceso de extraccion de c-ficocianina mediante el método de congelacion descongelacion.

3.5.2 Anadlisis Estadistico

Los resultados obtenidos de la extraccion en las 29 corridas se analizaron por el
programa Design Expert. Se obtuvieron el analisis de varianza, el modelo matemético
y se determinaron las condiciones 6ptimas de cada variable para maximizar la
concentracion extraida de c-ficocianina. Dichas condiciones fueron aplicadas en la

extraccion del pigmento en los nueve tratamientos cultivados en el raceway.

3.6 Etapa 3: Aplicacién de C-ficocianina en Nutricion Animal
La c-ficocianina de A. maxima se adiciondé en dieta basal para codornices
japonesas (Coturnix coturnix japonica) en etapa de postura a concentraciones de: 0.0,

50, 100 y 150 mg/kg de dieta, como se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Dietas experimentales para codornices en etapa de postura (preparacion

para 5 kg de alimento).

Tratamientos

T1 T2 T3 T4
Concentra_uon de C-PC 0.0 50 100 150
(mg/ kg dieta)
Maiz 2730.00 2730.00 2730.00 2730.00
Harina de soya 1617.9 1617.9 1617.9 1617.9
Aceite vegetal 165 165 165 165
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Fosfato monocalcico
Carbonato de calcio
Sal

Lisina (78%)
Metionina (99%)
Treonina (99%)

Sulfato ferroso (30% Fe)

Oxido de manganeso
(60% Mn)

Sulfato de cobre (25% Cu)
Sulfato de zinc (36% Zn)
Selenito de sodio (1% Se)
EDDI (10% I)

Cloruro de colina

Nucleo vitaminico
(250g/ton)

Ficocianina

10
425

20

15.5
15
0.8
0.9
0.3

1.2

0.125

0.075

4.5

1.25

10
425

20

15.5
1.5
0.8
0.9
0.3

1.2

0.125

0.075

4.5

1.25

0.25

10
425

20

15.5
1.5
0.8
0.9
0.3

1.2

0.125

0.075

4.5

1.25

0.50

10
425

20

15.5
1.5
0.8
0.9
0.3
1.2

0.125
0.075
4.5
1.25

0.75

Un total de 64 aves de 10 semanas de edad se utilizaron durante cinco semanas

para la experimentacidn. Se asignaron en bloques completamente al azar acomodadas

en cuatro tratamientos. Cada tratamiento tuvo cuatro jaulas con cuatro aves cada una.

Se le colocaron anillos numerados a cada una para una mejor identificacién, como se

muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Codorniz japonesa con anillo identificador.

Las dietas experimentales fueron formuladas para cubrir los requerimientos
nutricionales y de energia de codornices en la etapa de postura, de acuerdo con lo
sugerido por el National Research Council (1994). Fueron elaboradas en el Laboratorio
de Nutricién y Calidad de Alimentos de la FAUANL y almacenadas en cubetas de 20
L de capacidad, correctamente identificadas y cerradas para protegerlas de la
humedad.

Las dietas experimentales fueron suministradas y evaluadas durante 35 dias. Se
ofrecieron diariamente agua y alimento, registrando diariamente el peso de este.

Semanalmente se registraron el peso de las aves y del alimento rechazado.

3.6.1 Area Experimental
El experimento se llevé a cabo en el area de investigacibn en Nutricion
Experimental, ubicada en el Centro de Exposiciones del Campus de Ciencias
Agropecuarias UANL. Se utilizaron 16 jaulas que median 80 cm de ancho, 33 cm de
alto y 60 cm de profundidad. Cada jaula tenia un bebedero y dos comederos. (Fig. 7)
Antes del comienzo del experimento, las aves fueron asignadas al azar a las
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jaulas para su adaptacion.

Figura 7. Bloques completamente al azar en el area experimental.

3.6.2 Evaluacion de Ganancia de Peso y Consumo

El alimento fue ofrecido diariamente, aproximadamente 160 g por jaula. Al
finalizar la semana, se pesé el alimento rechazado utilizando una bascula electrénica
(marca Trupper) con capacidad de 5 kg.

También al final de la semana se pesaron las codornices individualmente con la
bascula electronica (Marca Trupper) utilizando un recipiente para el manejo adecuado

de las aves (Figura 8).
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Figura 8. Pesaje de las codornices.

En esta etapa se registraron como variables: consumo de alimento (CA),

ganancia de peso (GP) y produccion de huevo (PH).

3.6.3 Evaluacién de la Calidad Fisica del Huevo
Diariamente se registraron la cantidad de huevos asi como su peso y medidas
(largo y ancho). Para ello se utilizé un vernier (Fig. 9). Con estos datos se calculé el

indice de forma mediante la ecuacién 6.

ancho

Indice de forma = largo X 100 (6)
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Figura 9. Mediciones realizadas en los huevos colectados diariamente: a) largo, b) ancho y c) peso.

Para determinar la proporcién de clara- yema, peso y grosor del cascaron, las
muestras frescas fueron abiertas utilizando unas tijeras para huevo y se utilizé un
separador de clara. El peso de cada uno fue medido con una balanza analitica (A&D,
HR-200, Estados Unidos). El grosor del cascarén se midié con un micrémetro de

tornillo.

La colorimetria de la yema fue registrada con los valores L* (luminosidad), a*
(colores rojo-verde), b* (colores amarillo-azul), C (saturacion de color) y H (tono de
color) utilizando un colorimetro digital HP-2131 Spec Chin (China).

Para el analisis de materia seca y cenizas, de los huevos recolectados se

seleccionaron piezas al azar de los dias 1, 6, 13, 20, 27 y 34. Para determinacion de

grasa, proteina y energia se utilizaron huevos de los dias 27 y 34.
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3.6.4 Analisis Bromatoldgicos alos Huevos y las Dietas

Los analisis proximales a los huevos y las dietas experimentales se realizaron en
el Laboratorio de Nutricion y Calidad de Alimentos de la Facultad de Agronomia,
U.A.N.L.

3.6.4.1 Materia Seca y Cenizas

Se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el método 930.15 por la AOAC (2005).
Aproximadamente 1 g de muestra fue secado a 100°C por 24 h en crisoles a peso
constante para evaporar el agua de la muestra. Posteriormente los crisoles se
colocaron en un desecador; después la muestra fue pesada para registrar el peso final.

El porcentaje de materia seca se determind con la ecuacién 7.

W3-w1)

% MS = x 100 )

Donde:
W3= peso del crisol con la muestra seca (g)
W1 = peso del crisol vacio (g)

W2 = peso de la muestra (g)

Para calcular el porcentaje de humedad se utiliz6 la ecuacion 8.

% Humedad = 100 — MS (8)

Después de determinar materia seca, los mismos crisoles con muestra se
llevaron a la mufla para su incineracion a 550°C durante 6 h (método 942.05 de la
AOAC, 2005). Al someter la muestra a combustion se oxida la materia organica
obteniendo cenizas que consisten en minerales. Al término del tiempo, las muestras
se pasaron a desecadores y después se pesaron. Se calcul6 el porcentaje de cenizas

de acuerdo con la ecuacion 9.
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(W4-W1)

% Cenizas = x 100 (9)

Donde:
W4= peso del crisol con las cenizas(g)
W1 = peso del crisol vacio (g)

W2 = peso de la muestra (g)

3.6.4.2 Grasas Cruda

Utilizando un equipo ANKOM XT10 y éter de petrdleo como solvente, se extrajo
la grasa de las muestras de alimento y huevo. Se pesaron entre 1y 2 g de muestra
seca dentro de la bolsa de filtro. Posteriormente se llevaron a la estufa a 100°C durante
3 h. Después se pesd nuevamente la bolsa con la muestra seca y se llevé al equipo
agregando 350 ml del solvente. La extraccion tuvo una duracién de 40 min a 90°C. Al
finalizar, las bolsas se llevaron a secar a la estufa a 100°C durante 24 h. El porcentaje
de grasa se calcul6 con la ecuacion 10.

(W2-W3)

% Grasa = x 100 (20)

Donde:
W1= peso de la muestra (Q)
W2 = peso de la bolsa con la muestra seca (g)

W3 = peso de la bolsa seca con muestra después de la extraccion (g)

3.6.4.3 Proteina Cruda

La proteina cruda (PC) se determiné por el método de Kjeldahl que cuantifica el
nitrogeno total de la muestra (Etheridge et al., 1998). Digestion: 1 g de muestra se
digiere a 400 °C durante 30 min, en presencia de un catalizador (CuSOa4: K2S0Oa4) y
acido sulfarico (H2S0a4, 98%) concentrado. La muestra digerida debe tomar un color
verde esmeralda. Fase destilacién: a matraces bola de 800 ml se afiaden 300 ml de

agua destilada, tres perlas de vidrio, la muestra digerida de la fase anterior, 100 ml de
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hidroxido de sodio (NaOH, 40%) para alcalinizar la muestra digerida y se llevan al
destilador donde el nitrégeno se desprende en amoniaco el cual se recoge en un
matraz Erlenmeyer con &cido borico al 4% y 1’ gotas de indicador (rojo de metilo: verde
bromocresol). Para cuantificar el nitrbgeno amoniacal se realiza una titulacion con
acido clorhidrico al 0.1 N con rojo de metilo como indicador hasta el vire de verde a

gris oscuro.

Para calcular el contenido de proteina cruda se utiliza la ecuacion 11 de acuerdo
con McDonald (2002).

Proteina cruda (g/kg) = % x 6.25 (11)
3.6.4.4 Energia Bruta

La determinacion de energia en las dietas y los huevos se hizo por combustion
utilizando una bomba adiabética calorimétrica marca Parr, de acuerdo con lo descrito
con Saldafa et al., (2016). Se pesaron aproximadamente 0.20 g de muestra dentro
de capsulas de gelatina dura, la cual se coloca dentro de una camara de combustion
de acero inoxidable con tapa de rosca. Para asegurar una ignicién completa, se inyecta

oxigeno a la cAmara de combustion.

3.6.4.5 Fracciones de Fibra

La determinacion de fracciones de fibra se realizé Unicamente en las dietas
experimentales.

Se colocaron aproximadamente de 0.45-0.55 g de la muestra dentro de bolsas
de filtro previamente pesadas y se acomodaron dentro del equipo ANKOM?2%%_ Fibra
detergente neutro: Primero, las muestras fueron tratadas con una solucién detergente
neutro y se adiciono 4 ml de amilasa, para que los azucares, el almidon y las pectinas
sean solubles. Con la finalidad de eliminar los residuos de detergente se realizaron
cuatro lavados con agua, los primeros dos con amilasa y los otros dos sin amilasa. Los
residuos restantes son sustancias menos o no digeribles de pared celular

(hemicelulosa, celulosa y lignina). Fibra detergente acido: las muestras se someten a
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coccion con detergente acido para que la hemicelulosa sea soluble. Nuevamente se
hicieron cuatro lavados con agua destilada. Lignina: Finalmente, ya que el residuo
contiene celulosa y lignina, éste se trata con acido sulfarico al 72% para disolver la

celulosa dejando Unicamente la lignina.

3.6.5 Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) para cada una de las variables y
comparacion de medias por el método de Tukey. Para determinar si existen
diferencias significativas se considerd P < 0.05. Un intervalo de confianza del 95% se
utilizé para todas las pruebas. Para el andlisis se utiliz6 el paquete estadistico SPSS
®, version 22.

3.7 Etapa 3: Aplicacién de C-ficocianina en Nutricién Humana
Se elaboraron gomitas adicionadas con c-ficocianina en polvo en diferentes

concentraciones como se muestra en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Formulacion de gomitas con c-ficocianina.

Control T1 T2 T3
0.30% C-PC 0.50% C-PC 0.70% C-PC

Ingredientes % % % %
Agua 75 74.70 74.50 74.30
Grenetina 15 15 15 15
Edulcorante 10 10 10 10
C-ficocianina 0 0.30 0.50 0.70
Total 100 100 100 100

Se calenté agua a 80°C después se agregaron la grenetina y el edulcorante
previamente pesados. Se mezcld hasta disolver completamente y cuando la mezcla
alcanzo la temperatura ambiente se agrego la c-ficocianina. Se agité para disolver y

cuando se incorporé por completo, se pasé a los moldes. Se dejé reposar durante
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treinta minutos a temperatura ambiente, posteriormente se llevé a refrigeracion a 4°C

durante 12 horas.

3.7.1 Humedad

En base al método 930.15 de la AOAC (2005) se colocaron entre 1 y 2 gramos
de muestra en crisoles a peso constante. Después se llevaron a una estufa a 105°C
por 12 horas; al término del tiempo se colocaron en un desecador para dejarlos enfriar
y posteriormente fueron pesados en una balanza analitica. El calculo se realizé de
acuerdo con la ecuacion 12:

W1-w2)

% Humedad = x 100 (12)

Donde:

W1= peso del crisol con la muestra himeda (g)
W2 = peso del crisol con la muestra seca (g)
W3 = peso de la muestra hiumeda (g)

3.7.2 Cenizas

El contenido de cenizas se determind en base al método 942.05 de la AOAC
(2005), que consiste en incineracion de la muestra en una mufla, a 550 °C durante 4
horas. Las cenizas resultantes son consideradas parte mineral de la muestra.
Finalmente, se dejaron enfriar los crisoles y su peso se registré. El calculo se realizd

con la siguiente ecuacion:

(W1-Ww2)

% Cenizas = x 100 (13)

Donde:
W1= peso del crisol con las cenizas (g)
W2 = peso del crisol vacio (g)

W3 = peso de la muestra seca (g)
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3.7.3 pH
Utilizando un potenciometro para alimentos (Hanna Instruments modelo HI
84532, Estados Unidos) se determinaron por triplicado los valores de pH de cada

tratamiento.

3.7.4 Medicion de Color

Se utilizd un colorimetro digital HP-2131 Spec Chin (China) para medir por
triplicado el color de las muestras. El analisis fue basado en espacio del color CIELab,
donde L* es luminosidad en escala del cero a cien, a* es la intensidad de los colores
verde y rojo (valor negativo tiene tendencia al verde y positivo al rojo) y b* indica la
intensidad del amarillo y el azul (valores negativos tienen tendencia al azul y positivos

al amarillo). También fueron obtenidos los valores H (Hue, que es el tono) y ¢ (croma).

3.7.5 Medicion del Perfil de Textura

La textura de las muestras se determiné con un perfil de textura (TPA) con un
texturometro (modelo TA. XT Plus de Stable Micro Systems, Inglaterra), comprimiendo
la muestra en el centro a 40% de su altura. Se utiliz6 una sonda cilindrica plana P/75
con un plato de compresion de 75 mm de diametro, con una fuerza de disparo de 0.05
N. La velocidad previa a la prueba fue de 2.00 mm/s, la velocidad de la prueba fue de
1.00 mm/s y la velocidad posterior a la prueba fue de 1.00 mm/s. En el TPA se
determinaron la dureza, elasticidad, cohesividad, gomosidad, masticabilidad y

resiliencia.

3.7.6 Pruebas Sensoriales

Se realiz6 con una prueba hedoénica de 5 puntos con 30 panelistas semi
entrenados, donde 1 indica me disgusta muchisimo y 5 me gusta muchisimo. La
finalidad fue determinar el grado de aceptacion en color, olor, textura, sabor y
aceptabilidad general para los tres tratamientos.
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3.7.7 Analisis estadistico

Se realizé el analisis de varianza (ANOVA) utilizando el paquete estadistico
SPSS ®, version 22, para cada una de las variables, y se hizo comparacion de medias
por el método de Tukey, considerando P < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Anélisis Fisicoquimicos en el Cultivo de A. maxima

4.1.1 pH, Conductividad Eléctricay Salinidad

El pH aument6 en todos los tratamientos a lo largo de los doce dias de cultivo de
A. maxima en el raceway (Fig. 10). Probablemente esto se debio a la disociacion del
bicarbonato de sodio en iones hidroxilo (OH"), los cuales al estar disponibles en el

medio elevan el pH.

10.4 1, —e—Control
10.2 A T
10 A —o—T2
9.8 - 3
] ——T4

L 96
r —8—T5
9.4

——T6
9.2 —a—T7
9 ——=T8
8.8 - ) i TQ

Tiempo (dias)

Figura 10. Monitoreo de pH en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

Michael et al., (2019) cultivaron Arthorspira fusiformis en un medio de bajo costo

formulado con NPK, cloruro de sodio y bicarbonato de sodio. Tanto en el medio
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formulado como en el Zarrouk se incremento el pH. Esto coincide con lo observado en
el cultivo de A. maxima en los tratamientos con y sin NPK. A pesar de ello, no se altera
el crecimiento de la cianobacteria porque Arthrospira es un género alcaléfilo, que crece
sin afectaciones con el aumento en el pH del medio.

En la Fig. 11. muestra la conductividad eléctrica inicial y final de los nueve
tratamientos. Al término de los experimentos (dia 12) fue mas alta que al inicio. Esto
se debe a los iones que se van disolviendo en el medio con el paso de los dias. Los
tratamientos 1, 7 y 9 tuvieron la conductividad eléctrica inicial y final con menores
valores con respecto a todos los demas. Estos tratamientos se cultivaron con la
concentracion de bicarbonato de sodio mas baja (4.2 gL™) lo que explica los valores

bajos de conductividad eléctrica.

® Inicial = Final
25

20

Conductividad eléctrica (ms/cm)

Control  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Tratamiento

Figura 11. Conductividad eléctrica (ms/cm) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

Esto se relaciona con la salinidad (Fig. 12) la cual aumenta a medida que pasan
los dias. Al finalizar el experimento se registran los valores maximos. Se puede
observar que, al igual que en la conductividad eléctrica, en el control y los tratamientos
5, 6 y 8 se tienen las salinidades mas altas, debido a que fueron cultivados con la

concentracion mas alta de bicarbonato de sodio (16.8 g L1).
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Figura 12. Salinidad (%) del cultivo de A. maxima en un sistema raceway

4.1.2 Crecimiento celular

En la Fig. 13 se muestra el crecimiento de A. maxima en los nueve tratamientos
durante los 12 dias experimentales, medido por densidad éptica a 680 nm. Se observa
que, sin importar la concentracién inicial, la tendencia es aumentar el crecimiento
especialmente al sexto dia. Evaluando estadisticamente la concentracién de cada

tratamiento al término de cultivo, existen diferencias significativas entre los
tratamientos (p= 0.000).
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Figura 13. Crecimiento A. maxima en un sistema raceway determinado por densidad éptica a 680
nm.

El T1 fue el tratamiento con menor crecimiento porque tenia las menores
concentraciones de inéculo, bicarbonato de sodio y NPK (0.1, 42 y 0.0 g L?
respectivamente) y el menor fotoperiodo, teniendo las condiciones méas desfavorables.

El T7 fue el tratamiento con mayor crecimiento a pesar de contener 4.2 g L! de
bicarbonato de sodio, pero contenia 0.5 g L' de NPK superando el crecimiento
mostrado por el control (0.0, 0.3y 16.8 g L' de NPK, inéculo y bicarbonato de sodio
respectivamente, con 16 horas de fotoperiodo).

Esto se ajusta con lo mencionado por Parmar et al., (2011) en el sentido que la
intensidad de la luz y el fotoperiodo son los factores principales que determinan la tasa
de crecimiento de un cultivo de microalgas, lo cual es aplicable también a las
cianobacterias.

El recuento celular mostrado en la Fig. 14 coincide con la tendencia observada
en las mediciones opticas realizadas a 680 nm. Evaluando el nimero de células al dia
12, existen diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.000). El T1 tuvo menor
namero de células y el T7 presentd mas células, seguido del control y el T9. Estos

ultimos tres fueron cultivados con fotoperiodo de 12y 16 h.
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Figura 14. Recuento celular con cdmara de Neubauer del cultivo de A. maxima en un sistema

raceway.

Esto coincide con lo reportado por Junique et al., (2021) quienes cultivaron A.
platensis en un sistema raceway variando la intensidad de luz y fotoperiodo para
encontrar las condiciones Optimas para produccion de C-PC, clorofila, carotenoides y
proteinas. Observaron que el crecimiento celular aumentaba con la duracion de la fase
luminosa hasta una exposicion maxima de 14 h a la luz.

Bhat et al., (2023) cultivaron A. platensis en un sistema cerrado para evaluar
distintos fotoperiodos (12:12, 10:14 y 14:10 luz: oscuridad) con luz blanca emitiendo
constantemente 2000 lux. Reportaron que aumentando el periodo de luz a 14 h se

obtenia mayor densidad Optica y contenido de proteinas.

4.1.3 Alcalinidad

La alcalinidad inicial y final del medio (expresada en mg L de CaCOs) se muestra
en la Fig. 15. Existen diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.000), en todos
la alcalinidad disminuyd, pero en el T7 se mantuvo igual. Se puede observar que fue
mas alta en los tratamientos 5, 6 y 8 asi como en el control. Todos ellos contenian la
concentracion mas alta de bicarbonato de sodio probada (16.8 g L) lo cual explica la

alta alcalinidad.
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Figura 15. Alcalinidad (mg L' de CaCO3) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

Papadopoulos et al (2022) mencionan que el medio alcalino es éptimo para el
crecimiento de A. platensis e ideal para cultivo en escala piloto porque se reduce la
contaminacion bacteriana. Bajo condiciones alcalinas A. platensis puede realizar la
fotosintesis de manera mas eficiente debido a los elevados niveles de carbono

inorganico disuelto.

4.1.4 Nitratos

Las concentraciones iniciales y finales de nitratos se muestran en la Fig. 16 donde
se observa que existen diferencias significativas entre tratamientos (p=0.000). Los que
contenian NPK (T2, T4, T5, T7, T8 y T9) tuvieron las concentraciones iniciales de

nitratos mas elevadas. Esto se debe a que el fertilizante esta compuesto por nitratos,

amonio y urea.
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Figura 16. Nitratos (mg L) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

4.1.5 Amonio

La concentracion de amonio en los tratamientos que contenian NPK se muestra en la
Fig. 17. En todos ellos la concentracion disminuye hasta agotarse en el dia 9 (p=0.000).
Solamente en el T2 se consume por completo en el dia 6. El amonio es la fuente de
nitrdbgeno mas asimilable. Converti et al., (2006) mencionan que la urea como fuente
de nitrdgeno proporciona ganancia energética por su posible hidrélisis a amonio en
medio alcalino, haciéndolo més facilmente asimilable. El nitrégeno del fertilizante NPK

adicionado al medio
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Figura 17. Amonio (mg L) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

4.1.6 Ortofosfatos

La concentracion inicial y final de ortofosfatos se muestra en la Fig. 18, mostrando
diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.000). La concentracion inicial es mas
alta en los tratamientos que contenian NPK (T2, T4, T5, T7, T8 y T9), debido al fosforo
presente en el fertilizante (P20s). Este elemento es importante porque forma parte

lipidos, enzimas y acidos nucleicos.
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Figura 18. Ortofosfatos (mg L) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

4.2 Anédlisis Bioquimicos de la Biomasa
4.2.1 Clorofila
El contenido de clorofila medido en la biomasa de A. maxima al término del
tiempo de cultivo se muestra en la Fig. 19. Existen diferencias significativas entre los

tratamientos (p= 0.000).
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Figura 19. Clorofila (mg mL1) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

El T4 fue el que obtuvo la mayor concentracion (2.24 mg mL™1), siendo formulado
con 0.5y 10.5 g L de NPK y bicarbonato de sodio, respectivamente. El T1 produjo
0.42 mg mL?, formulado sin NPK, 4.2 g L' de bicarbonato de sodio y 8 h de
fotoperiodo.

Sanchez-Bayo et al., (2020), mencionan que el fotoperiodo adecuado para
Arthrospira sp es de 12 a 18 horas luz. Tiempos cortos de exposicion a la luz conllevan
a una baja captura de energia. De acuerdo con Junique et al., (2021), la cantidad de
pigmentos esta fuertemente influenciada por las condiciones de la luz. En estudios con
A. platensis ellos encontraron que para clorofila las condiciones éptimas fueron una
intensidad de 6.2 Klux y fotoperiodo de 12.6 h luz. Sus resultados también demostraron
que el crecimiento, produccién de proteinas y pigmentos tienen todos diferentes
condiciones 6ptimas especificas.

4.2.2 Carbohidratos

En la Fig. 20 se observa el contenido de carbohidratos en los tratamientos.
Existen diferencias significativas (p= 0.000), mostrando una mayor concentracion en
el T4 (0.5 g L "1 de NPK, 16 h fotoperiodo, 0.1 y 10.5 g L'* de in6culo y bicarbonato de
sodio respectivamente) y menor en el T5 (1 g L' de NPK, 12 h fotoperiodo, 0.1y 16.8
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Figura 20. Carbohidratos (ug mL2) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

Esto coincide con los resultados de Tourang et al., (2019) quienes evaluaron el
efecto de las concentraciones de fosfato de potasio y bicarbonato de sodio sobre la
produccion de carbohidratos en A. platensis. Encontraron que, a altas concentraciones

de bicarbonato de sodio y bajas de fosfatos, el contenido de carbohidratos disminuye.

4.2.3 Lipidos

El contenido lipidico de la biomasa de A. maxima se muestra en la Fig. 21,
mostrando diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.000). El T3 obtuvo el
mayor contenido lipidico (12.43%). Este tratamiento no contenia NPK y tenia 10.5 g L-
! de bicarbonato de sodio. Esto se debe a que el nitrégeno, esencial para la produccién
proteinas, tiene un impacto significativo en la acumulacion de lipidos. De acuerdo con
Udayan et al., (2022) estos se incrementan cuando se limita el nitrégeno, esto explica
porque los tratamientos 2, 5 y 9 obtuvieron las concentraciones menores de lipidos, ya
que fueron los que tuvieron mayor presencia de nitrégeno por su alta concentracion de
NPK (1 g L%).
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Figura 21. Contenido de lipidos (%) en el cultivo de A. maxima en un sistema raceway.

4.3 Andlisis Estadistico del Disefio Experimental Taguchi
El ANOVA del disefio experimental Taguchi se describe en el Cuadro 9. Todas
las variables son significativas (P<0.05) pero la interaccion entre ellas no. La variable

con mayor contribucion es del fotoperiodo (39.34%) y la menor del NPK (16.73%).

Cuadro 9. ANOVA

Fuente | % Sumade Cuadrados Valor Valor
9 Contribucion cuadrados medios de F de P
NPK 2 16.73 0.0520 0.0264 137.31 0.000
Fotoperiodo 2 39.34 0.1241 0.0621 322.78 0.000
In6culo 2 23.68 0.0747 0.0374 194.27 0.000
Bicarbonato 2 19.15 0.0604 0.0302 157.14 0.000
Error 18 1.10 0.0035 0.0002
Total 26 100.00 0.3156

De la evaluacion estadistica del disefio experimental utilizado para el cultivo en
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sistema raceway se obtuvo la grafica de efectos principales para la c-ficocianina (Fig.
22). Se puede observar que el fotoperiodo es la variable mas significativa, seguida del
in6culo, bicarbonato de sodio y finalmente, el NPK, confirmando los datos arrojados
por el andlisis de varianza.

Esta grafica permite conocer el nivel de cada variable, que maximiza la variable
respuesta (c-ficocianina). Para el NPK es la concentracion de 0.5 g L, fotoperiodo de
16 h, indculo y bicarbonato de sodio de 0.3y 16.8 g L, respectivamente. Estos valores
pueden considerarse como los éptimos para lograr una produccion mas elevada de C-
PC.

Main Effects Plot for Means
Data Means

NPK Fotoperiodo Indculo Bicarbonato
030

A

0.10

Mean of Means
N

00 0.5 10 8 12 16 01 02 03 42 10.5 168

Figura 22. Efectos principales de las medias de cada variable empleadas en el cultivo de A. maxima

en un sistema raceway.

Las predicciones realizadas por el analisis considerando estos valores, pero
variando el bicarbonato de sodio (16.8y 10.5 g L'!) se describen en el Cuadro 10. Dado
que la concentracion de c-ficocianina predicha es similar usando 16.8 y 10.5 g L' de
bicarbonato de sodio, se eligié cultivar un tratamiento optimizado con los valores de la

prediccién 2, con el propésito de disminuir los costos en reactivos.
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Cuadro 10. Prediccion realizada por el disefio experimental Taguchi para la

produccion de c-ficocianina.

Variable Valor
NPK 0.5¢gL?

Prediccién 1 Fotoperiodo 16 h
(0.439 £0.008 mg ml *de C-PC) | 4010 03gLt
Bicarbonato 16.8¢gL?
NPK 0.5¢gL*

Prediccién 2 Fotoperiodo 16 h
(0.426 £ 0.023 mg ml * de C-PC) Inéeulo 03gL?
Bicarbonato 105¢gL?

4.3 Extraccion de C-ficocianina
Para la variable respuesta (c-ficocianina) se utiliz6 una ecuacion polinomial de

segundo orden (Ecuacion 14).

C-PC = +0.1276 — 0.0233(A) — 0.0029(B) + 0.0078(C) + 0.0630(D) + 0.0003(AB) —
0.0008(AC) — 0.0107(AD) + 0.0012(BC) — 0.0110(BD) — 0.0001(CD) — 0.0228(A2) —
0.0025(B2) — 0.0069(C?) + 0.0039(D2). (14)

En el cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos de los experimentos y los
valores de prediccion de las 29 corridas. EI RSM permiti6 obtener el modelo
matematico con buena concordancia entre los resultados experimentales y predichos,
lo cual puede comprobarse en la Fig. 23 donde se observa un patrén lineal indicando

gue es un buen modelo para el conjunto de datos.
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Figura 23. Gréfica de prediccion versus actual del RSM para la extraccion de c-ficocianina.

Cuadro 11. Concentraciéon de C-PC (mg mL1) obtenidas por el método de congelacién

descongelacién y valores de prediccion del RSM.

Run Exp.2 Pred.P
1 0.221 0.206
2 0.173 0.180
3 0.134 0.130
4 0.064 0.068
5 0.132 0.138
6 0.133 0.128
7 0.123 0.115
8 0.133 0.128
9 0.054 0.054
10 0.067 0.058
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11 0.205 0.206

12 0.181 0.178
13 0.138 0.128
14 0.111 0.113
15 0.128 0.128
16 0.086 0.076
17 0.072 0.069
18 0.084 0.082
19 0.074 0.082
20 0.127 0.128
21 0.115 0.129
22 0.191 0.195
23 0.059 0.074
24 0.038 0.033
25 0.120 0.124
26 0.056 0.058
27 0.110 0.106
28 0.126 0.122
29 0.108 0.128

@ Valores experimentales

b \alores de prediccion

El RSM también permite observar el efecto de la interaccion de dos variables

sobre la variable respuesta. En la Fig. 24 se muestra la interaccion del pH y la biomasa.
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Figura 24. Gréfica 3D del efecto del pH y la cantidad de biomasa (mg) sobre la concentracion de C-

PC (mg mL).

El &rea roja indica una mayor concentracion de c-ficocianina. Como es de
esperar, a mayor cantidad de biomasa se obtiene mas ficocianina, pero el efecto del
pH es importante porque la ficocianina es inestable a valores de pH inferiores a 4.8.

Yuan et al., (2022) reportaron que en condiciones acidas la c-ficocianina es insoluble.

El efecto de la interaccion de la concentracién del buffer y la biomasa se muestra
en la Fig. 25. Una menor concentracion de buffer con mayor cantidad de biomasa
extrajo mayores concentraciones de C-PC. Un resultado similar fue obtenido por
Manirafasha et al., (2017), quienes después de probar diferentes concentraciones de

buffer fosfato de potasio, determinaron que la mejor concentracién fue 0.125 M.
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Figura 25. Gréfica 3D del efecto de la concentracion del buffer (mM) y la cantidad de biomasa (mg)

sobre la concentracién de C-PC (mg mL1).

El efecto del numero de ciclos y la cantidad de biomasa se muestra en la Fig. 26.
Se aprecia que aumentando el numero de ciclos de 1 a 5y los mg de biomasa de 50

a 150 mg, se obtiene mas c-ficocianina.
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Figura 26. Gréafica 3D del efecto del nimero de ciclos y la cantidad de biomasa (mg) sobre la

concentracion de C-PC (mg mL™1).
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Esto coincide con lo reportado por Chittapun et al., (2020) quienes evaluaron el
método congelacion- descongelacion y campo eléctrico en Nostoc commune
encontrando que las mayores concentraciones de C-PC se consiguieron con el primer
método, especialmente aumentando el nimero de ciclos.

Tavanandia et al., (2018) probaron distintos métodos de extraccion en A.
platensis y determinaron que se obtiene mayor rendimiento aumentando el nimero de

ciclos hasta un maximo de cinco.

4.3.1 Anélisis estadistico

Un valor de P <0.05 indica que la variable es significativa. De acuerdo con el
ANOVA (Cuadro 12) se observa que las variables A, C y D (pH, niamero de ciclos y
cantidad de biomasa, respectivamente) son significativas, por lo tanto, influyen en la
extraccion de C-PC.

Cuadro 12. ANOVA del RSM para la extraccion de c-ficocianina de A. maxima.

ANOVA C-PC
R2 0.9718
p- value del modelo 0.0001
F- value del modelo 34.48
Desviacion estandar 0.0111
Media 0.1159
C.V% 9.61
df 14
F- value de A 52.46
F- value de B 0.8114
F- value de C 5.82
F- value de D 384.22
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p- value de A 0.0001

p- value de B 0.3829
p- value de C 0.0301
p- value de D 0.0001
Suma de cuadrados 0.0599
Adeq. precision 21.5647

Con las condiciones Optimas para la extraccion de c-ficocianina (150 mg de
biomasa, buffer 100 mM a pH 5.8 y 4 ciclos de congelacion descongelacién) se realizé
la extraccion de los 9 tratamientos y el optimizado cultivados en el raceway. Los
resultados obtenidos se muestran en la Fig. 27.
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Figura 27. Concentracion de c-ficocianina (mg mL) en los 9 tratamientos y optimizado cultivados en
un sistema raceway.

La concentracion de c-ficocianina fue mayor (P<0.05) en el cultivo optimizado que
en los tratamientos de la matriz experimental Taguchi. Con esto se confirma que
aplicando las condiciones 6ptimas de cultivo y extraccidén del pigmento se logra obtener

una mayor concentracion.
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4.4 Aplicacion de C-ficocianina en Nutricion Animal
4.4.1 Ganancia de Peso y Consumo

El peso de las aves durante todo el periodo experimental se muestra en la Fig.
28. La semana cero es el peso inicial de las codornices justo antes de comenzar la
suplementacién con las dietas experimentales. Después, se muestra el peso al término
de cada semana. Al finalizar la semana 2 se observa disminucién del peso en todos
los tratamientos, probablemente debido al estrés por calor. Durante las primeras dos
semanas del experimento, se registraron temperaturas ambientales cercanas a los
40°C a causa de una ola de calor, condiciones que condujeron a una disminucion de
peso.

Hajati et al., (2020) mencionan que el estrés por calor altera el comportamiento
normal de las codornices, asi como los procesos bioquimicos y fisiolégicos de las aves,
conduciendo a una alteracion en la homeostasis del cuerpo. Esto compromete la
productividad avicola y beneficios econdémicos en épocas de verano.

Para contrarrestar estos efectos, se han llevado a cabo estudios suplementando
dietas con biomasa de Arthrospira platensis. Nassar et al., (2023) evaluaron la
incorporacion de biomasa de A. platensis en 0, 5, 10 y 15 g/kg de dieta en codornices
sometidas a estrés por calor. Determinaron que la adicion de la cianobacteria alivio los
efectos nocivos del estrés por calor en comparacion con el control, concluyendo que
A. platensis puede utilizarse como suplemento potencial en dietas para codornices
para mejorar aspectos productivos y homeostasis de manera general, especialmente

cuando sufren de estrés por calor.

80



220 -
215 -
210 4

205 -—T1

T2
T3
——T4

200 4

Peso (g)

195

180

185 T i
0 1 2 3
Semana

g
o

Figura 28. Peso vivo de las codornices (g) en etapa de postura alimentadas con adicion de cuatro

niveles de C-PC (0.0, 50, 100 y 150 mg/kg dieta) durante un periodo de 5 semanas.

El peso promedio de las aves durante el experimento durante las 5 semanas
mostré diferencias significativas entre tratamientos (Fig. 29), dado que las aves de T4
fueron las mas pesadas y las de T3 fueron las de menor peso. Ibrahim et al (2018)
vieron incrementado el peso en codornices alimentadas con adiciobn en agua de

biomasa de A. platensis en concentraciones de 0.5, 1.0y 2.0 g/ L.

208
206
204 ab
202 ab

200 I
198 ]
196
194

Peso de las aves (g)

192
190

Tratamiento

Figura 29. Peso vivo de las codornices (g) por tratamiento alimentadas con cuatro niveles de C-PC
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(0.0, 0.50, 0.100 y 0.150 mg/kg dieta).

El cuadro 13 muestra el peso semanal de las aves por tratamiento durante las 5
semanas experimentales. No hubo interaccion significativa (P> 0.05) de tratamiento x

semana.

Cuadro 13. Peso de las codornices (g) durante las 5 semanas experimentales.

Semana T1 T2 T3 T4

0 205.00 205.87 201.87 205.56
1 196.06 198.25 191.81 201.12
2 191.06 192.12 185.81 193.50
3 197.37 200.31 198.37 204.94
4 204.75 206.06 204.81 211.31
5 206.12 206.87 205.12 208.25
P=1.00; EEM 4.00

El consumo por tratamiento durante las 5 semanas se muestra en el Cuadro 14. Para

esta variable no hubo interaccion significativa de tratamiento por semana.

Cuadro 14. Consumo total de alimento (g) por tratamiento durante las 5 semanas

experimentales

Tratamiento 1 2 3 4 5

T1 561.00 641.75 765.25 783.25 810.75
T2 584.00 652.25 782.25 805.00 828.75
T3 566.50 647.00 773.75 802.25 797.25
T4 601.25 653.25 772.25 816.75 822.25

P=0.997; EEM 0.648.
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El consumo durante las cinco semanas se muestra en la Fig. 30.
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Figura 30. Consumo promedio (g) por tratamiento durante las cinco semanas de experimentacion.

El consumo de alimento aument6 en todos los tratamientos a partir de la semana 2
siendo mas notorio este efecto en T2 y T4, aunque las diferencias entre tratamientos
fueron no significativas (Fig. 31) por lo que se puede concluir que la adicién de C-PC
no afectd en el consumo de alimento. Estos resultados concuerdan con lo obtenido por
Dogan et al., (2016) quienes al suplementar codornices con A. platensis no registraron
diferencias significativas en el consumo entre la dieta control y las que contenian

biomasa de la cianobacteria.
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Figura 31. Consumo promedio (g) por tratamiento en las cinco semanas de experimentacion.

La postura de las codornices asignadas a los cuatro tratamientos durante las 5
semanas experimentales se muestra en la Fig. 32. Las aves del tratamiento 1 fueron
las de mayor postura mientras que las codornices de T3 pusieron menos (P<0.05)

huevos.
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Figura 32. Postura promedio (piezas) por tratamiento en las cinco semanas de experimentacion.
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4.4.2 Evaluacion de la Calidad Fisica del Huevo

Los datos productivos y de calidad del huevo se muestran en el Cuadro 15. Los
huevos del T4 fueron los mas pesados, mas largos y anchos (P<0.05). Conforme
aumenta el indice de forma (%), los huevos van perdiendo su caracteristica forma
eliptica y se tornan méas redondeados, como ocurrio con los del tratamiento 3.

El porcentaje de la proporcion de clara y yema resulté similar en todos los
tratamientos, sin diferencias significativas. Esto coincide con los resultados obtenidos
por Santana et al., (2021) quienes adicionaron Schizochytrium sp (0, 10, 20, 30, y 40
g/kg dieta) en codornices japonesas.

De igual manera, el peso y grosor del cascaron fueron estadisticamente similares
en los cuatro tratamientos. Gaona et al., (2021) mencionan que la cdscara de huevo
esta compuesta hasta en un 93% por carbonato de calcio. De acuerdo con Park et al.,
(2015), cuando se adiciona la biomasa, rica en minerales, se puede apreciar un
aumento en el grosor del cascardn, pero en la presente investigacion, se adicioné una
proteina y no una biomasa rica en minerales. La c-ficocianina es una proteina
compuesta principalmente por acido aspartico y glutamico, lisina, serina, treonina,
prolina, glicina, entre otros (Osman et al., 2019) pero no contiene calcio. Se especula

gue esto haya determinado la falta de efecto en el grosor del cascarén.

Cuadro 15. Datos de los huevos obtenidos de la suplementacion con C-PC.

T1 T2 T3 T4  EEM VaF',‘”
indice de forma (%) 78.45¢ 78.89° 79.46% 78.63 0.123 0.000
Peso huevo (g) 10.88b¢ 11.00° 10.79¢ 11.492 0.040 0.000
Largo huevo (cm) 3.18° 3.19°b 3.15P 3.242  0.005 0.000
Ancho huevo (cm) 2.49¢ 2.51Pb 2.50° 2552 0.004 0.000
% yema 33.962 34.17&8 32.192 32452 0.737 0.137
% clara 46.372  47.758 47.78% 47.908 0.927 0.613
Peso cascarén (g) 1.552 1.552 1.582 1522 0.034 0.611
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Grosor cascaron (um) 273.68% 295.062 276.86% 262.362 10.95 0.213

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa. EEM: Error Estandar de la Media.

El cuadro 16 muestra la colorimetria medida en los huevos. Se puede observar
gue no hay diferencias significativas en ninguno de los valores del sistema CIELAB.

La adicion de C-PC no tuvo efecto sobre el color de la yema.

Cuadro 16. Colorimetria de los huevos obtenidos de la suplementacién con C-PC.

T1 T2 T3 T4 EEM Valor P
a 2.732 3.202 1.972 2.102 0.432 0.160
b 26.032 25.772 28.122 27.982 1.295 0.429
L 29.234 28.092 31.182 31.972 1.588 0.298
H 82.972 81.91¢4 84.942 84.992 1.146 0.163
c 26.482 26.062 28.352 28.232 1.240 0.444

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa. EEM: Error Estandar de la Media.

Boiago et al., (2019) adicionaron biomasa de A. platensis y observaron
incremento del color de la yema. De igual forma Khan et al., (2021) suplementaron la
dieta basal para gallinas ponedoras con 0.0, 0.1, 0.2 y 0.3% de biomasa de A. platensis
y observaron aumento de los valores de L* y a* conforme aumentaba la concentracion
de cianobacteria. También determinaron que la presencia de carotenoides,
especialmente B caroteno, influyd en la pigmentacion ya que éste se acumula en la
yema. Los carotenoides de Arthrospira sp son bien absorbidos por el tracto
gastrointestinal de las aves. La c-ficocianina utilizada en la presente investigacion es
una ficobiliproteina y no un carotenoide (responsable de coloracion amarilla-
anaranjada), lo cual pudo ocasionar que su absorcion no haya impactado directamente

en el color de la yema.
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4.4.3 Analisis Bromatolégicos de los Huevos

Los analisis bromatoldgicos realizados a los huevos se muestran en el cuadro
17. Los contenidos de materia seca, cenizas, proteina y energia de los huevos fueron
similares entre tratamientos.

Los huevos de T4 tuvieron menor contenido de grasa que los otros tres
tratamientos. Esto puede deberse a que fueron huevos con mayor peso (g) de clara,
la cual tiene un alto porcentaje de agua y menos contenido de lipidos que la yema.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Boiago et al., (2019) quienes al
adicionar biomasa de A. platensis en dietas de codornices obtuvieron huevos con una
disminucién de los &cidos grasos saturados y poliinsaturados.

Nagaoka et al., (2005) condujeron la primera investigacion que determiné que la
c-ficocianina es una proteina hipocolesterolémica, por su efecto reductor del colesterol

sérico.

Cuadro 17. Andlisis bromatolégicos de los huevos obtenidos de la suplementacion con
C-PC

T1 T2 T3 T4 EEM  Valor P
'(\g/os) otal 57502 o728 2733 2703 0.328 0.765
(Coz)r‘izas 4.102 4.832 4.34 4.48 0.196 0.112
g/[)‘;‘sa 37.152 3594 38362  27.06°  0.809 0.000
Z/ro‘;te"”a 51.85%  50.84*°  49.842 5033  1.903 0.892
(Ekr(g?k'g) 7305.48% 7162.45% 7476.13% 7387.11° 284.33  0.714

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa. EEM: Error Estandar de la Media.

Cuadro 18. Andlisis bromatolégicos de las dietas formuladas con C-PC.

T1 T2 T3 T4 EEM Valor P

MS total (%)  89.212  89.222  89.06®  88.882  0.311 0.854
Cenizas (%)  11.298  12.068  11.032  11.508  0.381 0.332
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Grasa (%) 2.71% 2.14b 2.32° 3.392 0.178 0.005

Proteina (%) 19.192 19.224 19.302 20.622 0.792 0.543

Energia 5173.078 5008.60° 5294.068 4957.60° 130.06 0.310
(kcall/kg)

FDN (%) 13.412  14.062  1528%  16.092 1.49 0.604
FDA (%) 3.032 1.972 3.292 3.332 0.402 0.131

Lignina (%) 0.4842 0.43223 0.3443b 0.326° 0.032 0.026

Hemicelulosa
(%)

Celulosa (%) 2.544 1.542 2954 3.012 0.407 0.109
Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa. MS: Materia Seca. EEM: Error Estandar

de la Media.

10.382 12.092 11.992 12.762 1.49 0.720

4.5 Aplicacion de C-ficocianina en Nutricion Humana
4.5.1 Humedad, Cenizas y pH

No existieron diferencias significativas entre tratamientos (Cuadro 19) respecto a
la humedad y las cenizas. Los resultados de humedad obtenidos en la presente
investigacion oscilaron entre los 71.37- 72.56%. Delgado y Bafion (2018) mencionan
que las gomitas son un alimento con humedad intermedia. Al afiadir c-ficocianina
incrementa la humedad porque es una proteina hidrosoluble y al igual que el azlcar,
higroscopica. En cambio, Dewi et al., (2017) afiadieron diferentes concentraciones (O,
1, 3 y 5%) de c-ficocianina micro encapsulada en gomitas y observaron que el
contenido de humedad aumentaba conforme se incrementaba la concentracion del
pigmento.

El contenido de cenizas fue estadisticamente similar en todos los tratamientos.
Dewi et al., (2017) reportaron un contenido de cenizas maximo de 1.76% en el
tratamiento sin C-PC y minimo de 0.897% con el 5% de pigmento. Ellos determinaron
gue la adicion de c-ficocianina redujo el contenido de cenizas y aumentaba la humedad
en las gomitas, cual en el presente trabajo no fue el caso.

El pH muestra diferencias significativas, incrementando conforme aumenta la

concentracion de C-PC. Esto concuerda con lo reportado por Dewi et al., (2017),
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quienes también vieron incrementado el pH con el creciente porcentaje de c-ficocianina

encapsulada.

Cuadro 19. Humedad, cenizas y pH de las gomitas formuladas con C-PC.

Control T1 T2 T3 Vagor
'(j/‘:)medad 721842418  72.38+1.63% 725641028 71.37+2.042 0.807
(%/i)“izas 0.508+0.2812 0.467+0.0302 0.622+0.0572 0.752+0.0612 0.072
pH 5.10+0.100¢ 5.40+0.000° 5.60+0.0002 5.70+0.0002  0.000

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa.

4.5.2 Color

La colorimetria de las gomitas se muestra en el Cuadro 20. Conforme aumento
el contenido de c-ficocianina, incrementé el color azul de las gomitas. El valor de b
disminuyo (P<0.05) cuando aumenta la C-PC, lo cual indica la tendencia hacia el color
azul. Esto ocurrié asociado a una disminucion del valor de L (luminosidad), lo cual
contrasta con lo reportado por Dewi et al., (2017), quienes determinaron que el valor
de donde L aumentaba asociado a una mayor concentracibn de C-PC micro

encapsulada.

Cuadro 20. Colorimetria de las gomitas formuladas con C-PC.

Control T1 T2 T3 Valor P
a 1.73+0.814% -3.00+1.38°  -0.70+0.000%> 0.433+0.8142  0.002
b 15.40+1.312 10.63+0.289°  7.53+0.058"¢ 5.30+2.42° 0.000
L 15.57+#1.272 11.17+0.115°  7.60+0.000° 5.43+2.31° 0.000
H 15.87+1.052 11.60+0.173> 10.20+0.000° 8.60+0.173°¢ 0.000
c 83.30+3.29* 105.80+7.108 95.50+0.000%* 81.17+13.28°  0.015

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa.
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En el presente trabajo, los valores de a* son negativos en T1 y T2 (tratamientos
con menor concentracion de pigmento); la C-PC en esas dosis, tiende mas al verde
qgue al azul en la mezcla con la grenetina y el edulcorante. Concuerda con Dewi et al.,

(2017), que en su menor porcentaje de C-PC (1%) obtuvieron valor negativo en a*.

Figura 33. Gomitas formuladas con c-ficocianina: a) control, b) T1, ¢) T2y d) T3.

4.5.3 Perfil de textura

El perfil de textura analizado en las muestras de gomitas se detalla en el Cuadro
21. La mayor concentracion de c-ficocianina (0.70%) aumenté la dureza, gomosidad y
masticabilidad. La dureza es una medida de la resistencia a la primera mordida
utilizando los incisivos, mientras que la gomosidad representa la elasticidad durante la
masticacion utilizando molare. La masticabilidad indica una referencia al nimero de
masticaciones necesarias para tragar. En el presente estudio, la elasticidad y
cohesividad no mostraron diferencias significativas (P>0.05) entre tratamientos, al
igual que Rivero et al., (2019) quienes reportaron una cohesividad (0.92) y elasticidad
(0.94) similares en gomitas preparadas con miel y propéleo.

En el Cuadro 21 se muestra que en el presente estudio la resiliencia fue mas alta
(P<0.05) en las gomitas del T2 y menor en el control. Teixeira et al., (2021) realizaron
dos formulaciones de gomitas, una con jugo de naranja y otra con una mezcla de
frutos. Reportaron una masticabilidad de 3.40 y 4.68 respectivamente, muy inferior a
las obtenidas en nuestras gomitas (17.44- 22.93). La resiliencia fue de 63.95 (gomitas
con jugo de naranja) y 48.51 (mezcla de frutos), mientras que la méas alta obtenida fue
de 0.776 (T2 con 0.30% de C-PC).

Delgado y Bafidn (2018) evaluaron gomitas formuladas con inulina en sustitucion
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de almidén como agente co-gelificante. La dureza de las gomitas (24.5 N) fue similar
a la obtenida en el T3 de la presente investigacion (25.23 N). La gomosidad de las

gomitas con inulina fue de 17.4, similar a la obtenida por el T2 (0.50% C-PC).

Cuadro 21. Andlisis del perfil de textura de las gomitas formuladas con C-PC.

Control T1 T2 T3 Valor

Dureza (N) 19.96+1.01° 21.53+1.04°>  18.48+1.67° 25.23+0.840% 0.001
Elasticidad 0.948+0.022 0.958+0.028% 1.01+0.0972 0.978+0.004* 0.541
Cohesividad 0.960+0.0182 0.978+0.0252 0.934+0.016% 0.929+0.016% 0.048
Gomosidad  19.17+1.26P¢ 21.06+1.54%  17.26+1.69° 23.45+1.192 0.004
Masticabilidad ~ 18.16+1.03> 20.16+1.022°  17.44+2.83* 22.93+1.14® 0.017

Resiliencia  0.723+0.024° 0.762+0.0142 0.776+0.023% 0.760+0.0123 0.046

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa.

4.5.4 Evaluacion Sensorial

Los datos resultantes de la evaluacion sensorial se detallan en el Cuadro 22. Se
presenta el promedio de las puntuaciones de los panelistas para cada atributo de cada
muestra. La escala de evaluacién fue de 1 (me disgusta muchisimo) a 5 (me gusta
muchisimo). Para los atributos olor, textura, sabor y aceptabilidad general no existen
diferencias significativas entre tratamientos. El color fue mas alto en el tratamiento 3

(4.63) y menor en el control (3.37).

Cuadro 22. Evaluacion sensorial de las gomitas formuladas con C-PC.

Control T1 T2 T3 VaFI)or
Color 3.37£0.964> 4.20+0.6102 4.50+0.630® 4.63+0.615% 0.000
Olor 3.60+£0.9322  3.33+0.711* 3.43+0.7742 3.70+0.915% 0.330
Textura 4.00+1.022 3.97+£1.002 3.93+0.9072 3.67+1.152  0.575
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Sabor 3.27+¥1.392  3.17+0.8742% 3.17+0.9862  3.07+1.202 0.925

poeptablidad - 31041122 3.40:0.814° 3.60:0.968" 353:0.973% 0.206

Diferente letra en la misma fila indica diferencia significativa.

—-2— Control

-e=T1(0.3%)

=9= T2 (0.5%)
T3(0.7%)

Aceptabilidad

lor
general Olo

Sabor Textura

Figura 34. Perfil sensorial descriptivo de las gomitas control y tratamientos con diferentes
concentraciones de c-ficocianina.
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CONCLUSIONES

El uso del fertilizante inorganico NPK ayudo a incrementar la produccién de c-
ficocianina ya que contiene nitrdgeno, elemento esencial en la produccion de

proteinas.

Para conseguir una mayor produccion de c-ficocianina en el cultivo de Arthrospira
maxima es un sistema abierto tipo raceway con medio suplementado con NPK se
puede lograr utilizando 0.5 g L del fertilizante, in6culo de 0.3 g L™, fotoperiodo de 16

horas y disminuir el bicarbonato de sodio a 10.5 g L.

Para maximizar la extraccion del pigmento aplicando ciclos de congelacion
descongelacién, es adecuado el uso de buffer fosfato de potasio 100 mM con pH de

5.8 utilizando 150 mg de biomasa seca y 4 ciclos.

La adicion del pigmento en dietas para codornices japonesas (Coturnix coturnix
japonica) en etapa de postura en concentracion de 150 mg/ kg de dieta permite obtener
huevos mas largos, anchos y con mayor peso, disminuyendo el contenido de grasas.
La c-ficocianina no afecta en la colorimetria de la yema; su color y olor no influye en el

consumo del alimento.

Gomitas elaboradas con 0.70 % de C-PC tienen un color mas intenso, sin afectar
las propiedades de textura del producto ni la aceptabilidad general de los

consumidores.
Por lo tanto, los resultados de esta investigacibn demuestran que es factible

cultivar la cianobacteria en medio suplementado con un fertilizante inorganico y

emplear la biomasa en nutricion animal y humana.
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