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Resumen

En los ultimos 10 afios el consumo de fermentos lacteos ha aumentado,
alcanzando en 2021 un consumo de 559,000 toneladas de queso. Se estima
gue por cada kilo de queso producido se generan 9 L de lactosuero, el cual es
considerado como desecho peligroso para el ambiente, debido a las altas
concentraciones de DQO, DBO, fosforo y nitrogeno. La aplicacion de
microalgas para el tratamiento de este efluente es una alternativa atractiva
debido a la versatilidad que estos organismos presentan para crecer en aguas

residuales domésticas e industriales.

En el presente trabajo se cultivaron dos microalgas Stigeoclonium nanum y
Chlorella vulgaris y una cianobacteria Calothrix sp., en lactosuero diluido al 40%
para evaluar su crecimiento y capacidad para remover el nitrégeno y el fosforo
presente en el efluente. La biomasa resultante fue evaluada bioquimica y

cromatograficamente.

Los resultados obtenidos mostraron que Stigeoclonium nanum fue capaz de
utilizar los nutrientes en el lactosuero obteniendo una densidad celular de 0.51 g
Lty remociones de 99.20% DQO, 60% PQOa4, 98.73% NO3y 91.01% NHs. Por su
parte, C. vulgaris y Calothrix sp. no presentaron una diferencia significativa en
su crecimiento cuando se cultivaron en medio mineral y lactosuero, sin
embargo, lograron reducir en un 68.94% el POs y 94.72% el nitrégeno
amoniacal, respectivamente, sugiriendo a S. nanum como candidata para el

tratamiento de lactosuero y para la produccion de biomasa.

La caracterizacion bioquimica de la biomasa demostr6 que el lactosuero
promovié la acumulacion de proteinas y lipidos en la biomasa, siendo
candidatos para su utilizacion en la industria alimentaria, asi mismo, el
lactosuero favorecio la acumulacion de astaxantina en Calothrix sp., lo que la

convierte en una alternativa potencial para la produccién de este pigmento.



Summary

In the last 10 years the consumption of dairy ferments has increased, reaching
in 2021 a consumption of 559,000 tons of cheese. It is estimated that for each
Kg of cheese produced, 9 L of whey is generated, which is considered as
hazardous waste to the environment, due to the high concentrations of COD,
BOD, phosphorus, and nitrogen. The application of microalgae for the treatment
of this effluent is an attractive alternative due to the versatility that these

organisms present to grow in domestic and industrial wastewater.

In present work two microalgae, Stigeoclonium nanum and Chlorella vulgaris,
and the cyanobacteria Calothrix sp. were cultivated in 40% mineral medium
diluted whey to evaluate their growth and ability to remove nitrogen and
phosphorus present in the effluent, and to analyze the biochemical composition

of the biomass and its chromatographic profile.

The results showed that S. nanum was able to use the nutrients in the whey to
obtain high cell density of 0.51 g L* and removals of 99.20% COD, 60% POa,
98.73% NOs and 91.01% NHs, while C. vulgaris and Calothrix sp. had low cell
densities, but good percentages of removal of PO4 (68.94%) and NHs (94.72%),
respectively, suggesting that S. nanum is candidate for the treatment of whey

and the production of biomass from culture in whey.

Biochemical characterization of biomass showed that whey promotes the
accumulation of proteins and lipids in biomass, being candidates for use in the
food industry, as well as whey favored the accumulation of astaxanthin in

Calothrix sp, being an alternative to produce this pigment.



1. Introduccion

1.1 Panorama de la industria lActea en México

A nivel mundial, México ocupa el decimocuarto lugar en la produccion de
lacteos, reportando hasta el 2018, una produccion anual de 12,008 millones de
litros, de los cuales, el 70% es empleada para la generacién de derivados y
fermentos lacteos como yogurt, crema y queso, alcanzando, para el mismo afio,
volimenes de produccion de 150 mil toneladas (Rumiantes, 2019; SADER,
2019).

La produccion, tanto de leche como de sus derivados, se desarrolla a lo largo
de toda la Republica Mexicana; sin embargo, la mitad de la produccién nacional
estd concentrada en cuatro entidades principales, las cuales son Jalisco con
20.3% de la produccion, seguido de Coahuila con un 11.3%, Durango con
11.2% y Chihuahua con 9.4% de produccién, siendo los primeros tres los mas

importantes (Fig. 1).
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Figura 1. Principales Estados productores de leche en la Republica Mexicana.
(SIAP-SAGARPA, 2019).

En el marco de la industria lactea, el queso es uno de los productos derivados
de la leche que en los ultimos afios ha presentado un crecimiento importante en

México, reportando una produccién del 38.8% en el 2018 y un consumo del



43.1% en el mismo afo. Durante el afio 2021 se estimé un consumo de 559,000
toneladas de queso. Se proyecta un aumento del 1% en el consumo durante
2022 (Inforural, 2021). En la Figura 2 se presentan los datos en toneladas
reportadas por (CANILEC, 2021).
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Figura 2. Produccién y consumo de queso en México (SIAP-SAGARPA, 2019).

El aumento en el consumo de derivados lacteos como el queso, genera a la par
un aumento en los residuos, el principal y mas importante es el agua residual,
estimandose que por cada litro de leche procesada se generan de 2.5 a 3 litros
de aguas residuales y en general, se estima que a nivel mundial se llegan a
producir de 4 a 11 millones de toneladas de desechos provenientes de la
industria lactea (Ahmad et al., 2019; Ritambhara et al., 2019). El constituyente
mas abundante en los residuos provenientes del procesamiento de la leche a
productos queseros es el lactosuero, seguido de sélidos y lodos, en el caso de
tratamiento de aguas. Por las caracteristicas que poseen los residuos lacteos,
su disposicion al ambiente sin un tratamiento previo, los convierten en

contaminantes potenciales de suelo, agua y aire (Kushwaha et al., 2011).



1.2 Caracteristicas del efluente lacteo

La composicion del efluente de la industria lactea se caracteriza por presentar
altas concentraciones de demanda quimica de oxigeno (DQO) de entre 60-80
g/L y de demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) de entre 30-50 g/L, ademas
de materia organica disuelta como lactosa, grasas y proteinas; nitrdgeno
proveniente de las proteinas de la leche; fésforo inorganico en forma de
ortofosfato (PO4*) y polifosfatos (P207%), sélidos suspendidos, residuos de
detergentes derivados de las actividades de limpieza y desinfeccion de las
maquinas utilizadas en los procesos de elaboracion de productos lacteos, lo
que les imparte un caracter alcalino. El efluente de la industria lactea es de
apariencia blanquecina, turbio con mal olor y su temperatura es de 17-25° C
(Slavov, 2017).

Las aguas residuales provenientes del procesamiento de la leche pueden
dividirse en dos grupos, el primero engloba a las aguas residuales obtenidas del
proceso y el segundo, a las que provienen de la transformacion de la leche en

queso, o algun otro producto (Kushwaha et al., 2011).

El queso es uno de los principales derivados de la industria lactea, la cual
destina el 63% de la produccion nacional de leche para su elaboracién
(Gonzéles, 2012). El lactosuero es uno de los principales desechos de este
sector de la industria y el que genera mayor contaminacién, debido a que posee
valores elevados de DQO y DBO debido a su contenido de lactosa, grasas,
proteinas, minerales y vitaminas (Valencia y Ramirez, 2009; Ahmad et al.,
2019).

1.2.1 Lactosuero

El suero de leche o lactosuero es el producto lacteo de apariencia amarillo-
verdosa (debido a la presencia de riboflavina), que se deriva del proceso de
obtencion de queso. Dicho proceso consiste en realizar una ruptura en el
sistema coloidal de la leche, por medio de accion enzimatica o acida, dando

lugar a dos fracciones: 1) una fraccion solida, compuesta principalmente por
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proteinas insolubles y lipidos y 2) una fraccion liquida, llamada lactosuero. Esta
fraccion liquida esta constituida por 90% de agua proveniente de la leche, 98%
de lactosa, ~25% de proteinas y ~50% de sales inorganicas, las cuales no
fueron integradas durante la coagulacién del subproducto (Prazeres et al., 2012;
Poveda et al., 2013). El lactosuero contiene particulas suspendidas solubles y

no solubles (proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales).

De acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas, el lactosuero se clasifica en:
dulce y acido (Tabla 1). El lactosuero dulce es obtenido por la fragmentacién de
la caseina de la leche por accion enzimatica (cuajo o enzimas proteoliticas),
provocando la precipitacion de las proteinas por desestabilizacidon. Este proceso
se da en condiciones de pH ligeramente acidas (5.8 y 6.6) y temperaturas entre
15°C y 50°C. Los quesos de pasta cocida y prensada son algunos de los
productos elaborados por accion enzimatica. El lactosuero &cido es obtenido
por la coagulacion de la caseina, resultado de la adicién de acidos organicos o
acidos minerales. A valores de pH acidos (4.5 o 4.6) la caseina alcanza su
punto isoeléctrico, ganando una carga neta de cero, provocando la precipitacion
de la caseina por desestabilizacion de la micela proteica, dejando en la solucién
proteinas séricas. Entre los quesos elaborados por adicion de acidos organicos,
se encuentran los quesos frescos de pasta blanda, obtenidos de leche de vaca
y cabra (Parra-Huertas, 2009; Callejas-Hernandez et al., 2012; Hernandez-
Pérez y Labbé, 2014;).

Tabla 1. Composicion de lactosuero derivado de la produccion de queso.

Caracteristica Lactosuero acido Lactosuero dulce

(g/kg de lactosuero) (g/kg de lactosuero)

Materia seca 55 - 65 55-75

Lactosa 40 - 50 40 - 50
Grasa bruta 0-5 0-5
Proteina bruta 7-12 9-14
Cenizas 6-8 4-6
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pH <45 > 6.0
Fosforo (Fosfato g/L) 0.5-0.8 (2.0 -4.5) 0.4-0.7(1.0-3.0

pH >6.0 <4.5

Acido lactico 0-0.3 7-8
Calcio 12-14 0.4-0.6
Potasio 14-16 14-1.6
Cloruros 20-22 20-22

(Callejas-Hernandez et al., 2012).

Durante el procesamiento de queso, aproximadamente se generan 9 L de
lactosuero por 1 Kg de queso producido. Con lo anterior, se estima que para el
2023 la produccion mundial de lactosuero sea de 230 millones de toneladas
(Rama et al., 2019).

El lactosuero, al igual que el efluente lacteo, se caracteriza por altas
concentraciones de DQO (50-70 g/L) y DBO (27-60 g/L) debido al contenido de
materia organica presente y concentraciones importantes de compuestos
inorganicos, que hacen riesgosa su disposicion al medio ambiente sin un
tratamiento previo, con lo que causan problemas de contaminacién (Prazeres et
al., 2012).

1.4 Problemas ambientales generados por los residuos de la industria

lactea

Debido a la alta carga organica presente en los residuos de la industria lactea,
su descarga al ambiente, sin tratamiento previo, puede traer problemas
ambientales, afectando las propiedades fisicoquimicas del suelo y provocando
eutrofizacion en cuerpos de agua, aunado a la contaminacion del aire,
provocada por la descomposicibn de sus componentes organicos, con la

consecuente generacién de mal olor.

La descarga de los residuos provenientes del procesamiento de los derivados

lacteos (quesos, mantequilla, yogurt, entre otros) en los cuerpos de agua,
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provocan eutrofizacion, debido a las altas concentraciones de fosforo, nutriente
que estimula el crecimiento de microorganismos y plantas acuaticas y provoca
una disminucién en el oxigeno disponible y en la filtracion de la luz, causando la
muerte de las especies acuaticas, como resultado del disturbio ecolégico que
sufre su habitat (Valencia y Ramirez, 2009; Ahmad et al., 2019).

En el suelo, las altas concentraciones de nitrdgeno soluble disminuyen el
rendimiento de las cosechas, ademas de que provocan fendbmenos de lixiviado.
Aun cuando el nitrogeno se encuentra disponible de manera natural o por
adicion de fertilizantes, su incorporacion al suelo eleva la concentracion de este
nutriente. El exceso de nitrégeno en el suelo no permite su absorcidon por las
plantas, ademas de que se inhibe el transporte de este nutriente a través de la
raiz. El exceso de nitrégeno se filtra a través de las capas del suelo hasta llegar
a los mantos freéticos, convirtiéendose en un peligro para la salud humana y

animal (Valencia y Ramirez, 2009).

El tratamiento de los efluentes lacteos es importante para la preservacion del
medio ambiente y de la salud humana. En este sentido, la valorizacién del
lactosuero es una alternativa para su aprovechamiento, no solo por la obtencion
de productos de alto valor agregado sino también por la disminucion de la carga

organica tomandose como un tratamiento del residuo.

1.5 Valorizacion y tratamiento del lactosuero

La valorizacion del lactosuero tiene como propdésito aprovechar los nutrientes
presentes en el mismo, para convertirlo de un “residuo” a un producto de valor
agregado. Entre los nutrientes importantes presentes en el lactosuero se
encuentra la lactosa, siendo este el carbohidrato mas abundante, seguido de
proteinas como B-lactoglobulina, a-lactoalbumina, lactoferrina, lacto peroxidasa,
inmunoglobulinas y glicomacropéptidos (Parra-Huertas, 2009), minerales (K,
Ca, P, Na y Mg), vitaminas del grupo B (tiamina, acido pantoténico, riboflavina,
piridoxina, acido nicotinico y cobalamina) y acido ascoérbico (Gonzalez et al.,

2017), todos con un alto grado nutricional e interés industrial.

12



En términos generales, el proceso de valorizacion se divide en: fisicoquimico y
biolégico. De acuerdo con el capital y el tamafio de la empresa productora de
queso, sera el tipo de tratamiento que se le dara al lactosuero. Los tratamientos
fisicoquimicos buscan la recuperacion de proteina, lactosa y otros componentes
de interés comercial presentes en el efluente, por medio de operaciones de
precipitacion y separacion por membrana (filtracion, ultrafiltracion y/o
nanofiltracidon), obteniéndose como productos: lactosuero en polvo, concentrado
proteico, permeado de lactosa, lactosa y minerales. Sin embargo, este proceso
de separacion presenta desventajas como el “taponamiento” de la membrana,
disminuyendo su eficiencia y aumentando costos de mantenimiento, ademas,
dependiendo de la fraccion separada (proteinas o azUcares), el permeado
resultante debe ser tratado, debido a su alto contenido de lactosa y/o proteinas.
Por su parte, el tratamiento bioldgico involucra el aprovechamiento de la lactosa
presente en el lactosuero para ser utilizada como sustrato en procesos de
fermentacién para la obtencién de bioproductos como acidos organicos,
alcoholes, plasticos, proteinas unicelulares, hidrogeno y metano para producir
energia (Prazeres et al., 2012; Zotta et al., 2020). En América Latina, la mayoria
de las empresas productoras de queso son pequefias y medianas, lo que
dificulta el uso de tecnologias para valorizar el lactosuero, debido al el elevado
costo de los procesos fisicoquimicos, siendo una opcién el tratamiento biolégico
(Gonzalez et al., 2017). La valorizacién no solo puede estar enfocada en la
transformacién o recuperacién de nutrientes, sino ademéas como un tratamiento,
de tal forma que se reduzca la contaminacién y al mismo tiempo se obtengan
dos beneficios, agua con una calidad aceptable y productos de valor agregado.
En este sentido, las microalgas han demostrado una amplia versatilidad para
ser usadas en procesos de tratamiento de diferentes aguas residuales
(Gonzalez et al., 1997) asi como en la acumulacién y produccion de diversos

productos, convirtiendo su biomasa en materia valiosa para su transformacion.
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1.5.1 Tratamiento de aguas residuales lacteas con microalgas

Los tratamientos bioldgicos mas utilizados en la industria lactea son los
procesos aerobios y anaerobios, los cuales han mostrado una efectividad en la
oxidacion de la materia organica presente en el agua residual lactea y en la
disminucion de solidos sedimentables. Sin embargo, la principal limitacion de
estos tratamientos es la alta carga organica del efluente, lo cual causa
problemas operacionales como lo son acidificacién del medio, limitacién de la
transferencia de oxigeno y dificultad de sedimentacién de lodos por crecimiento
excesivo de microorganismos filamentosos, por mencionar algunos (Prazeres et
al.,, 2012). Estos tipos de procesos no resultan efectivos para eliminar
compuestos inorganicos como nitrogeno y fésforo, compuestos que se
encuentran en altas concentraciones en las aguas residuales industriales y

agricolas.

Se ha demostrado la capacidad de algunas microalgas para crecer y tratar
efluentes lacteos, tal es el caso de Melo et al. (2018) quienes cultivaron la
microalga Chlorella vulgaris en lactosuero, ajustando la concentracion de
lactosa a 10 g L, obteniendo porcentajes de remocion de 73% de DQO, 100%
en nitrégeno total y una productividad de biomasa de 1.60 g L%, en condiciones
mixotroficas. Por otro lado, Marazzi et al. (2020) evaluaron la capacidad de
Scenedesmus acuminatus para tratar agua residual lactea, la cual no recibié un
pretratamiento o dilucién, lograndose obtener eficiencias de remocion
favorables, alanzandose porcentajes del 93% DQO, 88% nitr6geno total, 69%
fésforo y 88% para nitrégeno amoniacal. De igual forma, se utilizé la
cianobacteria Pseudoanabaena sp para el tratamiento de un efluente lacteo,
diluido con agua corriente (de la llave) en una proporcion 35:65. Los porcentajes
de remocion fueron 90% para DQO, nitrdgeno total y fésforo total (Tsolcha et
al., 2016). Los trabajos realizados por Tsolcha et al., 2016 y Marazzi et al.
(2020) aprovecharon las interacciones simbiodticas entre microalgas y bacterias
y demostraron que existe un efecto positivo durante el tratamiento de efluentes

lacteos.
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El lactosuero también ha sido utilizado como cosustrato para el tratamiento de
otros residuos que carecen de algunos necesarios para el cultivo de microalgas.
Tal es el caso de Koutra et al. (2021), quienes utilizaron lodos provenientes de
un proceso de digestion y lo enriguecieron adicionando lactosuero para el
cultivo de Chlorella vulgaris, logrando obtener una densidad celular de 1.63 g L-
1, una disminucién de DQO del 86.5% y reducciones superiores del 60% de
nitrogeno y foésforo en el lactosuero. Con lo anterior se demostré que el
lactosuero puede ser utilizado como sustrato para la generacién de biomasa de

microalgas, ademas de servir para el tratamiento de esté durante el proceso.

Ademas de lo mencionado anteriormente, el empleo de microalgas en el
tratamiento de aguas residuales, presenta varias ventajas frente a los
tratamientos aerobios y anaerobios, ya que al ser microorganismos
fotosintéticos oxigénicos, han demostrado ser capaces de crecer en altas
concentraciones de nitrogeno y fésforo (Kushwaha et al., 2011; Abdel-Raouf et
al., 2012) siendo la principal actividad, la generacion de lodos no toxicos con
potencial de aprovechamiento de la biomasa producida, baja proliferacion de
microorganismos patdgenos, remocién de metales pesados y la liberacion de
oxigeno producido por su actividad fotosintética, el cual es aprovechado por
bacterias aerobias presentes en el agua residual para su metabolismo (Hamed
et al., 2019; Jitendra et al., 2019).

1.5.2 Metabolismo de las microalgas

Las microalgas son capaces de asimilar tanto fuentes de carbono organicas
como inorganicas, lo que les confiere una habilidad metabdlica aprovechable
para obtener biomasa en diferentes medios de cultivo. Con base en la fuente de
carbono, el metabolismo se divide en fotoautétrofo, heterétrofo, fotoheterétrofo y
mixotrofico. El fotoautotrofo es el metabolismo general utilizado por los
organismos fotosintéticos, en el cual usan la luz como fuente de energia para
fijar CO2 y sintetizar compuestos organicos. De manera similar, el metabolismo
fotoheterétrofo utiliza la luz como fuente de energia, pero la fuente de carbono

son compuestos organicos. Por su parte, el metabolismo heterotrofico utiliza
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compuestos organicos como fuente tanto de energia como de carbono.
Finalmente, el metabolismo mixotrofico utiliza la luz como fuente principal de
energia y como fuente de carbono compuestos tanto organicos como
inorganicos, siendo esencial la presencia de ambos en el ambiente. Se ha
considerado que este Ultimo tipo de metabolismo presenta mejores
rendimientos en crecimiento y obtencion de biomasa (Martinez-Roldan e Ibarra-
Berumen, 2019).

1.5.2.1. Mecanismo de asimilacién de nutrientes en las microalgas

Las microalgas fijan CO2 por medio de la fotosintesis, proceso que consiste en
utilizar la energia luminica para transformarla en energia quimica, la cual es
aprovechada para la biosintesis de carbohidratos y produccién de biomasa. La
primera opcion de fuente de carbono que utilizan las microalgas es el COz, el
cual en sistemas cerrados puede estar disuelto en agua en forma de HCO-3,
que también es utilizado por las microalgas como segunda opcion, siempre y
cuando se encuentre en disolucién. Sin embargo, es necesaria la participacion
de la anhidrasa carbonica para hacer la conversion de HCO3 a CO2, lo que
provoca un aumento en el pH alterando la quimica del agua, conduciendo a una
precipitacion y eliminacién del fésforo. Durante el proceso de fijacion de COz,
las microalgas liberan Oz como producto de “desecho”, el cual puede ser
aprovechado por los microorganismos heterotrofos aerobios para el catabolismo
de la materia organica presente en el agua residual (Hamed et al., 2019;

Jitendra et al., 2019). Esta simbiosis se esquematiza en la Figura 3.
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Figura 3. Aprovechamiento y generacion de biomasa en un sistema alga-
bacteria (Hamed et al., 2019).

Las microalgas también son capaces de reducir la concentracion de nutrientes
de forma directa e indirecta. La primera consiste en la asimilacion de los
nutrientes como el fésforo y el nitrégeno presentes en el agua residual, los
cuales son utilizados para la sintesis de componentes celulares como
aminoacidos y acidos nucleicos. La segunda es la remocion de nutrientes por
precipitacion, provocada por cambios de pH, producto de la actividad
metabdlica de las microalgas residual (Hamed et al., 2019; Jitendra et al.,
2019).

El nitrégeno se encuentra en forma de nitratos (NOz), nitritos (NOz2’), 6xido
nitrico (NO), amonio (NH4") y nitrdgeno molecular (N2). La forma principalmente
utilizada por las algas son los nitratos, debido a su estabilidad. Esta forma de
nitrato es tomada por la célula por co-transporte de NOsz/H* dependiente de H*-
ATPasa. Los nitratos son reducidos a amonio (NH4*) para la biosintesis de
compuestos nitrogenados. ElI amonio libre puede ser toxico para varias
microalgas, debido a que provoca el desacoplamiento de la fotosintesis. La

disponibilidad de amonio depende del pH del medio. Es importante mencionar
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que las cianobacterias son capaces de fijar nitrogeno molecular (N2), el cual
puede ser posteriormente incorporado a compuestos nitrogenados o puede ser
excretado residual (Hamed et al., 2019; Jitendra et al., 2019).

El fésforo estd disponible como fosfatos u ortofosfatos, los cuales juegan un
papel importante en el metabolismo de la microalga, ya que estan involucrados
en diversos procesos y forman parte de los acidos nucleicos, lipidos y ATP. El
fosforo entra a la membrana celular por medio del transporte activo en forma de
H2PO4 y HPO4%; la incorporacion de PO4% a los compuestos organicos ocurre a
nivel de sustrato, fosforilacién oxidativa y fotofosforilacion residual (Hamed et
al., 2019; Jitendra et al., 2019).

Ademas del nitrégeno y el fosforo, los efluentes provenientes de la industria
lactea pueden contener metales pesados. Estos metales pueden ser asimilados
y reducidos por las microalgas, debido a que presentan afinidad por metales
polivalentes. En los procesos de captacion de metales, se encuentran
involucrados diferentes mecanismos, pero de manera general, las microalgas
son capaces de acumular metales como Co, Ca, Cu, Cr, Mg, Mo, Pb, Se y Zn
de manera intracelular, mediante transporte activo a través de la membrana
(Hamed et al., 2019; Singh y Pandey, 2019).

1.6 Microalgas

Las microalgas son un grupo de organismos eucariotas (algas verdes) y
procariotas (cianobacterias o0 algas verde-azules) que realizan la fotosintesis
oxigénica, contribuyendo con alrededor del 50% en la produccion total de
oxigeno en la Tierra. Su tamafio varia de 0.5 a 200 um, con una amplia
distribucion en mares, cuerpos de agua dulce y agua salada, en rocas y en
suelos (Hamed et al., 2019).

1.6.1 Algas verdes

Las algas verdes forman colonias filamentosas con tallos unicelulares.
Morfologicamente son similares a las plantas, presentando organelos

18



delimitados y pared celular compuesta de celulosa y polisacdridos no
celulésicos; sus pigmentos colectores de luz son principalmente clorofilas “a” y
“b”. Como pigmentos accesorios se encuentran las xantofilas, los B-carotenos y
los y-carotenos. Son capaces de acumular almidon como material de reserva

(Queiroz et al., 2020).

1.6.1.1 Chlorella vulgaris

Pertenece al Filum Chlorophyta al Orden Chlorophyceae y la Familia
Chlorellaceae. Es una microalga unicelular, esférica con un didmetro de 2-10
um, distribuida en cuerpos de agua dulce. Su reproduccion es asexual por
autoesporas. Los pigmentos mas abundantes en C. vulgaris son la clorofila a y
clorofila b, los cuales se encuentran en los cloroplastos dandole su color verde.
También contiene pigmentos accesorios como [(-caroteno, astaxantina,
cantaxantina, luteina, feofitina a y b, y violoxantina (Safi et al., 2014; Pérez et
al., 2017). Al ser el alga verde mas estudiada, se han realizado investigaciones
para mejorar su produccién de lipidos para la obtencién de biodiesel (Yun et al.,
2019), tratamiento de efluentes agroindustriales y obtencion de biomasa
(Gonzalez et al., 1997; Melo et al., 2018). Recientemente se ha explorado su
eficiencia en el tratamiento de contaminantes emergentes como iohexol (Akao
et al., 2020) e hidroquinona (Chen et al., 2020), en la obtencién de colorantes
como violaxantina (Kim et al., 2020) y en el aprovechamiento de efluentes

azucareros para la produccién de biomasa y pigmentos (Nivetha et al., 2019).

Chlorella vulgaris presenta una versatilidad metabdlica, siendo capaz de crecer
en condiciones autotrdéficas, heterotréficas y mixotroficas. Puede acumular, bajo
condiciones Optimas de crecimiento, 9-55%, 5-40% y 42-58% en peso seco de

carbohidratos, lipidos y proteinas, respectivamente (Safi et al., 2014).
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Figura 4. Chlorella vulgaris (Ramaraj et al., 2016).

1.6.1.2 Stigeoclonium nanum

Pertenece al orden Chaetophorales, es un alga verde filamentosa ramificada,
con una morfologia cilindrica de barril, generalmente mas ancho que largo, con
un diametro de 7.3-11.5 pym y 6.2-12.1 um de largo, excepto en las areas de
crecimiento donde son mas anchas. Se encuentra en el ambiente en forma
epifita o plancténica en aguas con movimiento y estancadas (Novelo, 2012). Su

reproduccion es asexual por zoosporas (Hasler et al., 2017).

El campo de mayor aplicacion de S. nanum es en los sistemas de acuacultura
con recirculacion gracias a su eficacia en la remocion de nitrato, nitrito y fosforo
tanto en forma libre (Ramli et al., 2018), como inmovilizada presentando en esta
ultima una remocién mas eficiente de amonio, comparado con su forma libre
(Ramli et al., 2017). Otra configuracion donde S. nanum ha demostrado una
productividad mayor de crecimiento y obtencién de biomasa es en el reactor
“flat panel”, reportando una productividad de 113 mg L d'! (Martinez-Roldan et
al., 2019).

Por otro lado, se ha reportado una acumulacion del 16% de lipidos, en
condiciones 6ptimas de cultivo (Velasco-Flores et al., 2018). Ademas, S. hanum
ha demostrado ser capaz de producir fitohormonas como citoquininas y

giberelinas (Stirk et al., 2013), ambas involucradas en procesos de crecimiento
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y produccion de pigmentos y lipidos en plantas superiores (Romanenko et al.,
2016).

Figura 5. Stigeoclonium nanum (CCALA, 2013).

1.6.2. Cianobacterias

Las cianobacterias o algas verde azules son bacterias Gram (-) no mdviles,
fijadoras de nitrégeno y carbono, con la capacidad de realizar fotosintesis
oxigénica, separandolas de las bacterias rojas y verdes anoxifototroéfas (Markou
y Georgakakis, 2011). Su distribucion ecolédgica es diversa, encontrdndose en
ambientes acuaticos y terrestres a temperaturas tropicales (plancton), templado
y frios. Su diversidad morfolégica esta caracterizada por la presencia de
heterocistos, tricomas, hormogonios y aquinetos (Shalini et al., 2009). Las
moléculas colectoras de luz que les otorga su color verde-azul son la clorofila a,
ficocianina, aloficocianina y fitoeritrina. La presencia de 3-caroteno es universal
en todas las cianobacterias mientras que la presencia de xantofilas (equinona,
zeaxantina, oscilaxantina, mixoxantofila) varia de acuerdo con la especie. El
principal material de reserva es a-1,4-glucano ligado al almidén (almidén

cianoficiano) (Queiroz et al., 2020).

1.6.2.1 Calothrix sp.

Pertenece al orden Nostocales y la familia Calothricaceae, es un alga verde-
azul filamentosa septada con una morfologia cilindrica o en forma de barril que

se reproducen por hormogonio. Pueden estar solas o agrupadas y se
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distribuyen en regiones templadas, tropicales y subtropicales y en cuerpos de
agua dulce, mares, agua estancada y rios. Presentan tricomas conicos con
heterocistos. El tricoma maduro presenta un heterocisto terminal, zona donde
ocurre la division. Los géneros mas representativos dentro de esta familia son
Calothrix, Rivularia y Gloeotrichia (Berrendero et al., 2008; Shalini et al., 2009;
Guiry y Guiry, 2020).

Se ha reportado la presencia de Calothrix sp. en suelos formando parte de la
microbiota y gracias a su capacidad para fijar nitrégeno y para fertilizar el suelo,
su aplicacion se orienta a la produccion de biofertilizantes (Manjunath et al.,
2016), de promotores de crecimiento de plantas por su produccién acido
indolacético en suelo (Priya et al., 2015) y fitohormonas como &cido salicilico y
citoquininas (Toribio et al., 2020). Por otro lado, las cianobacterias del género
Calothrix sp. han demostrado producir compuestos antimicrobianos vy
antifingicos (Radhakrishnan et al., 2009; Malathi et al., 2015; Nehul, 2021). De
igual manera se ha encontrado que acumula lipidos poliinsaturados, lo cual la
convierte en candidata para la obtencién de biocombustibles (Gayathri et al.,
2018). Al poseer heterocistos, Calothrix sp. posee la enzima nitrogenasa de la
cual bajo condiciones fotoautétrofas puede obtenerse biohidrogeno (Leino et al.,
2011; Kosourov et al.,, 2017). También se ha reportado la produccién de

pigmentos y carotenoides (Olvera-Ramirez et al., 2000; Kosourov et al., 2016)
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Figura 6. Calothrix sp. (ATLAS, 2013).
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1.7 Fotobiorreactores

Los fotobiorreactores son sistemas en los cuales las microalgas se cultivan con
la finalidad de obtener altas densidades celulares para la obtencion de
productos con alto valor agregado. La seleccion del sistema esta en funcion del
microorganismo utilizado y el producto que se espera obtener. Existen dos
configuraciones generales de fotobiorreactores: los abiertos y los cerrados

(Martinez-Roldan y Canizares-Villanueva, 2015).

1.7.1 Fotobiorreactores abiertos

Los sistemas abiertos de fotobiorreactores son una de las primeras
configuraciones utilizadas en la produccion de biomasa. Se caracterizan por
encontrarse en contacto con el ambiente, lo cual los hace propensos a
contaminacion con otras especies, a tener poco control de las variables
operacionales, ademas de la selectividad de las microalgas que pueden crecer
en este tipo de sistemas. Estos sistemas se dividen en naturales y en
artificiales. Los primeros se encuentran en cuerpos de agua con caracteristicas
especificas, sin embargo, la produccion de biomasa es limitada, debido a que
las condiciones de cultivo estan en funcion de las condiciones ambientales. En
cambio, los sistemas artificiales, son sistemas construidos en espacios a la

intemperie (Martinez-Roldan y Cafiizares-Villanueva, 2015).

1.7.2 Fotobiorreactores cerrados

Los sistemas cerrados, resultan ideales para el cultivo selectivo de microalgas
con densidades celulares menores, ademas de que se pueden controlar
variables como temperatura, pH y concentracion de CO:2 y proveer las
condiciones apropiadas para mejorar la transferencia de masa del CO2, el
mezclado de los nutrientes y el control de la intensidad de la luz. Estos
sistemas, de manera similar a los sistemas abiertos, presentan diferentes
configuraciones (Fig. 8), como las de tipo panel, tanque o tubular. La seleccion

del tipo de configuracion esta en funcion de los requerimientos del
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microorganismo a cultivar, las condiciones de cultivo y del producto de interés

gue se desea producir (Jitendra et al., 2019).
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Figura 7. Sistemas cerrados. A) tubular horizontal, B) Columna, C) Cara plana

“flat panel", D) Tanque agitado (Martinez-Roldan y Cafiizares-Villanueva, 2015).

Los fotobiorreactores “flat panel” son un tipo de configuracion muy utilizada por
sus altos niveles de produccion de biomasa y bajos valores de esfuerzo de
corte, previniendo la lisis celular de especies sensibles como las cianobacterias.
El modo de operacién de los fotobiorreactores “flat panel” es similar a los
tubulares, con la diferencia de que el aprovechamiento de la luz en los “flat
panel” es mejor. Para evitar efectos de auto sombreado dentro del reactor por
alta concentracion celular, la trayectoria de la luz no debe exceder los 10 cm.
Los materiales de construccion de estos fotobiorreactores pueden ser laminas
de polietileno, cristal, policarbonato o acrilico, etc. (Contreras-Flores et al.,
2003).
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2. JUSTIFICACION

Las aguas residuales de la industria lactea que se vierten al ambiente sin
tratamiento previo constituyen un problema ambiental, debido a su composicion
y el contenido de algunos nutrientes como fosforo y nitrégeno. El empleo de
microalgas para el tratamiento de estos residuos presenta ventajas frente a los
tratamientos biologicos utilizados de manera tradicional (principalmente la
digestion aerobia y anaerobia), como son la generacién de lodos no toxicos y la
simbiosis con microorganismos heteroétrofos aerobios, lo cual reduce un 50% los

costos de operacién por aireacion.

La biomasa microalgal producida puede ser utilizada para la obtencion de
productos de alto valor agregado como pigmentos, combustibles, suplementos

alimenticios, antioxidantes, etc.

3. HIPOTESIS

La asimilacién de los componentes del lactosuero por parte de las microalgas
permitird disminuir la concentracién de DQO, nitrogeno y fésforo presentes en el

efluente y cambiara la composicion bioquimica de la biomasa.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Obtencién de biomasa de microalgas empleando lactosuero diluido como medio

de cultivo para su valorizacion y como tratamiento del efluente lacteo.

4.2 Objetivos Especificos

1. Obtener parametros cinéticos de las microalgas y la cianobacteria
creciendo en un fotobiorreactor “flat panel” empleando un medio mineral
y lactosuero como medio de cultivo.

2. Comparar los parametros cinéticos de las microalgas y la cianobacteria
creciendo en un fotobiorreactor “flat panel” con medio mineral y
adicionando lactosuero.

3. Evaluar la obtencion de subproductos de alto valor, mediante la
caracterizacion de las fracciones proteica, lipidica y de carotenoides de la

biomasa.
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5. MATERIALES Y METODOS

Estrategia
experimental
Parametros Biomasa
cinéticos i
¢ Liofilizacion
Medio mineral
¢ Carbohidratos
+ Analisi totales
Medio NAUSIS
lactosuero proximal de ) .
la biomasa —» Lipidos totales

—» Pigmentos

Proteinas
totales

Figura 8. Esquema general de metodologia.

5.1. Microorganismos

Se utilizaron tres microalgas, el alga verde Chlorella vulgaris y la cianobacteria
Calothrix sp. (Coleccion del Laboratorio de Microalgas del Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria, CINVESTAV Zacatenco), y el alga verde
Stigeoclonium nanum, donada por el Dr. Alfredo de Jesus Martinez Roldan
(Instituto Tecnolégico de Durango). Esta cepa fue aislada del clarificador de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) Sur de la Ciudad de

Durango, Dgo. México.
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5.2 Medios de cultivo

Se utilizé un medio mineral definido como control para la determinacion de los
parametros cinéticos de las tres cepas de estudio. Para el cultivo de
Stigeoclonium nanum y Calothrix sp. se utiliz6 medio mineral BG-11 (Stanier et
al., 1971), mientras que para Chlorella vulgaris se empleé medio BBM (Bold,
1949).

De igual manera se utilizé un medio complejo, lactosuero, para la determinacion
de los parametros cinéticos, el cual fue obtenido de la empresa Holanda S.A, de
C.V., Durango. El efluente fue caracterizado en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental y Analisis Instrumental, UPIDET Durango. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 2. El lactosuero es de caracter acido (pH=5.4). El
efluente fue colectado en botellas de plastico de polietileno de 10 L y se
mantuvieron en refrigeracion a 4°C hasta su uso. El lactosuero fue filtrado
utilizando manta de algodén y posteriormente se ajusté el pH a 7 + 0.2 con
NaOH.

Tabla 2. Caracterizacidn del efluente de la empresa Holanda S.A. de C.V.

Parametro Medicion
pH 5.07
Fosforo de ortofosfatos (mg L) 60.86
Nitrégeno de nitratos (mg L) 2.65
Nitr6geno amoniacal (mg L) 6.60
DQO (g O2L1) 23.40

5.3. Condiciones de operacion del reactor

El fotobiorreactor tipo “flat panel”, presenta una geometria de prisma, con un
volumen total de 18 L y un volumen de operacion de 15 L. Sus dimensiones son
60 cm de ancho por 60 cm de largo, con un espesor de 5 cm. El suministro de
luz fue continuo a 250 YE/m?s, con una aireacién de 0.5 vvm, suministrada

mediante un tubo de acero inoxidable ubicado en el fondo del fotobiorreactor
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con un diametro externo de 6mm y perforaciones de 1mm cada 2 cm. La

temperatura utilizada fue ambiente (25 = 3 °C).

Las microalgas se cultivaron por separado en el fotobiorreactor “flat panel”. Las

cinéticas se realizaron por duplicado.

Las cinéticas en medio mineral (BG-11 y BBM) se realizaron escalando el
indculo, partiendo de un matraz semilla, cultivado con burbujeo moderado a luz
led blanca, de 250 mL (50 mL de in6culo, 150 mL de medio). Posteriormente se
tomd una alicuota de 100 mL de inoculo y se le adicionaron 400 mL de medio.
Finalmente se agregaron 250 mL de in6culo a 750 mL de medio mineral,
obteniendo 1 L de in6culo, al cual se le determinaron clorofilas totales para
poder escalarlo al fotobiorreactor. El fotobiorreactor fue inoculado con una
concentracion de clorofilas iniciales entre 1 y 1.5 mg L. Las cinéticas tuvieron

una duracion de 7 dias.

El escalamiento de los inGculos para el caso de las cinéticas en lactosuero
siguié el procedimiento descrito anteriormente en medio mineral, con una
reduccion del 33% de nitrogeno, adicionando 0.5 g de NaNOs™ al medio mineral
en los matraces de 500 mL y botellas de 1L, con la finalidad de adaptar
gradualmente las cepas a la concentracion de nitrato en el lactosuero. Para el
caso de las cinéticas en el reactor se utilizé una proporcion de 60% de inéculo
(en medio mineral) y 40% de lactosuero. Se preparé un in6culo de 9 L,
ajustando la densidad celular a una concentraciéon de entre 1 y 1.5 mg L?
después de 3 dias de crecimiento; posteriormente se adiciono el lactosuero
previamente filtrado y con el pH ajustado a 7 + 0.02. Las cinéticas duraron 5

dias.

5.4 Métodos analiticos

Se tomaron alicuotas de 50 mL del fotobiorreactor para llevar a cabo todas las
determinaciones analiticas. De acuerdo con la cepa que se fuese a trabajar, se
aplicé el procedimiento de separacion de células. Para S. nanum se filtraron
alicuotas de 5 mL utilizando papel filtro Whatman No. 5, empleando una bomba
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de vacio Geprifte Sicherhelt AS30; en el caso de Calothrix sp. y C. vulgaris
alicuotas de 5 mL colocadas en tubos Falcon, fueron centrifugadas a 3600 rpm

durante 10 min.

En el medio mineral, el sobrenadante fue recuperado para la determinacién de

nitrégeno de nitrato (N-NO3") y fésforo inorganico (P-POa).

En el caso del lactosuero se determinaron al inicio y final, la DQO y el pH. La
cuantificacion de nitrégeno (N-NHs y N-NOgz") y fosforo inorganico (P-POa4) se

determind a partir del sobrenadante, obtenido como se describié previamente.

La cuantificacion de nitrogeno y fésforo se realiz6 diariamente en ambos

medios. Todas las pruebas se hicieron por triplicado.

5.4.1 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Se determind por la técnica de Dicromato de Potasio, de acuerdo con la NMX-
AA-030/1-SCFI-2012. (Medicion de La Demanda Quimica de Oxigeno En
Aguas Naturales, Residuales y Residuales Tratadas, 2012)

5.4.2 Cuantificacion de Nitratos

La cuantificacion de nitratos se llevdo a cabo de acuerdo con el método de
resorcinol descrito por Zhang y Fischer (2006) (Anexo 3). Se realiz6 una
dilucién de la muestra de 1:50 (o0 0.5:25 mL). Las absorbancias de las muestras
y el blanco fueron medidas en el espectrofotometro GENESYS 10SUV-VIS a
505 nm. El blanco fue preparado de la misma manera que la muestra, tomando

1.25 mL de agua destilada.

5.4.3 Cuantificacion de Nitrogeno Amoniacal

La cuantificacion de amonio se realizé de acuerdo con el método del Fenato
(APHA et al., 2005) (véase Anexo 5). Las muestras y blanco fueron leidos en el
espectrofotometro GENESYS 10SUV-VIS a 640 nm.
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5.4.4 Cuantificacién de Fésforo Inorganico

La cuantificacién de fésforo inorganico se realizé por el método modificado de
Tausky y Shorr (Gonzalez et al.,, 2013). Este método utiliza el molibdato de
amonio diluido al 16% en acido sulfarico 10 N y sulfato ferroso (véase Anexo 4).
Las muestras y el blanco fueron leidos en el espectrofotometro GENESYS
10SUV-VIS a 660 nm.

5.5. Parametros determinados en la biomasa algal:

La cuantificacion de crecimiento se realiz6 diariamente por peso seco Yy
pigmentos fotosintéticos. La determinacion de la composicion bioguimica de la
biomasa se realiz6 tanto en la biomasa obtenida en BG-11 y lactosuero,
previamente liofilizada. Los andlisis cromatograficos fueron realizados en la
Central Analitica del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del
CINVESTAYV Unidad Zacatenco. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

5.5.1 Determinacion de pigmentos fotosintéticos

El perfil de pigmentos se realizd siguiendo la metodologia de Wellburn (1994).
La biomasa de S. nanum fue filtrada utilizando una bomba de vacio, tomando
una alicuota de 5 mL. Mientras que las cepas Calothrix sp. y C. vulgaris fueron
centrifugadas a 3500 rpm durante 10 min, colocando 5 mL en tubos Falcon, se
desecho el sobrenadante y al paquete celular y/o filtro se le adicionaron 5 mL
de metanol, posteriormente se agito durante 30 segundos. Los tubos Falcon se
llevaron a calentar en una parrilla de bafio seco Felisa FE-604, durante 10 min a
una temperatura de 100°C. Se enfriaron a chorro de agua y en el caso de
Calothrix sp. y C. wvulgaris se centrifugo nuevamente durante 8 min. Se
realizaron las lecturas en el espectrofotometro GENESYS 10SUV-VIS a 666,
653 y 470 nm para determinar clorofila a, b y carotenoides respectivamente. Los
calculos se realizaron de acuerdo con las formulas reportadas por Wellburn
(1994) Véase Anexo 6.
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5.5.2 Peso seco (PS)

El peso seco fue cuantificado tomando alicuotas de 15 mL, las cuales
posteriormente fueron filtradas al vacio en filtros de microfibra de vidrio de 47
mm de diametro de poro (Whatman™) y papel filtro doble (Whatman™ No. 5)
para el caso de S. nanum. Las muestras fueron secadas en un horno (Felisa
FE-291D) a 105°C durante 1 h. Posteriormente fueron puestas en el desecador
por 10 min para disminuir la humedad y posteriormente fueron pesadas. Las
membranas vy filtros fueron previamente puestas a peso constante a 80°C por
24 h. Pasado este tiempo se determind el PS de la biomasa por medio de la
siguiente ecuacion (Perales-Vela, 2008).

P, — P,

%4

P.S.=
Donde Pr: peso final; Pi: peso inicial y V: volumen de alicuota filtrada.

5.5.3 Liofilizacién

Se centrifugaron 50 mL de medio con microalgas en tubos Falcon a 3600 rpm
por 5 min. Se centrifugd repetidas veces hasta completar un volumen de 10 a
20 mL en cada tubo (3 tubos por cepa y medio de cultivo). El paquete celular
fue refrigerado a -20°C previo a la liofilizacion. Después de liofilizada la

biomasa, fue almacenada a temperatura ambiente hasta su analisis.
5.5.4 Carbohidratos totales

5.5.4.1 Cuantificacion colorimétrica

La cuantificacion de carbohidratos totales se realizO de acuerdo con la
metodologia descrita por Dubois et al. (1951). Se pesaron 5 mg de biomasa
liofilizada en tubos de ensayo y se adicionaron 2 mL de agua destilada. La
metodologia se siguid de acuerdo con lo descrito en el Anexo 7. Se midi6 la
absorbancia a 490 nm en el espectrofotdmetro GENESYS 10SUV-VIS.
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5.5.4.1 Perfil de carbohidratos

Se pesaron 20 mg de biomasa previamente liofilizada. Se colocé la biomasa en
un vaso de precipitado y se agregaron 10 mL de metanol/diclorometano (1:1).
Posteriormente se sbénico en el equipo Fisher Scientific FS6 durante 20 min. La
muestra sonicada se filtr6 en un acrodisco de nylon con un tamafo de poro de
0.22 um. Los solventes se dejaron evaporando durante 24 h. Pasado este
tiempo se agregaron 10 mL de una mezcla de metanol/agua + acido férmico al
1%. Se dejo evaporando toda la noche. De la muestra evaporada se recupero 1
mL con agua y se coloco6 en un vial de 1.5 mL. Se inyectaron 50 pL de muestra

por triplicado.

Los azucares fueron determinados por cromatografia de liquidos de alta
resoluciéon (HPLC) Varian Modelo 350 con un detector de refraccion. La
columna utilizada fue Rezex RMH-Monosaccharide H+, LC 300 x 7.8 mm, con
un flujo de 0.5 mL/min, fase mévil H20 desionizada y duracién del programa de

25 min.

5.5.5 Proteinas totales

5.5.5.1 Cuantificaciéon colorimétrica

La cuantificacion de proteinas totales se realizé de acuerdo con la metodologia
de Lowry et al. (1951). Se pesaron 5 mg o 10 mg de biomasa liofilizada en
tubos de ensayo y se adicion6 1 mL de agua destilada. La metodologia se
sigui6 de acuerdo con lo descrito en el Anexo 8. Se midi6 la absorbancia a 750
nm en el espectrofotbmetro GENESYS 10SUV-VIS.

5.5.6 Lipidos Totales

5.5.6.1 Extraccion

Se pesaron de 50 mg a 100 mg de biomasa previamente liofilizada. La técnica
empleada fue la de Bligh y Dyer (1959). A la biomasa liofilizada se le
adicionaron 2 mL de metanol, 1 mL de cloroformo y 0.8 mL de agua destilada,

se agitd por 30 s en el vortex después de cada adicion. La mezcla se dejo
33



reposar durante 24 h en oscuridad a temperatura ambiente, para favorecer la
extraccion. Posteriormente se centrifugé a 3600 rpm por 5 min. El sobrenadante
fue transferido a un tubo de ensayo previamente secado hasta peso contante y
pesado. Al paquete celular se le adicion6 1 mL de metanol, 0.5 mL de
cloroformo y 0.4 mL de agua destilada, agitandose en el vortex durante 30 s
después de cada adicion. La mezcla se centrifugd nuevamente a 3500 rpm
durante 5 min y el sobrenadante fue transferido al tubo que contenia la primera
fraccion lipidica. A los solventes conteniendo los lipidos se les adiciond 1.5 mL
de cloroformo y 1.5 mL de agua destilada con el fin de tener una relacién
metanol: cloroformo: agua de 3:3:2.7 para favorecer la separacién de la fracciéon

lipidica (fase inferior) e hidro - alcohdlica (fase superior).

El extracto lipidico fue centrifugado a 350 rpm por 5 min. Se retiro la fraccion
hidro — alcohdlica empleando una pipeta Pasteur y la fraccién lipidica se llevé a
sequedad en la estufa a 60°C por 24 h hasta peso constante. El calculo de

lipidos se realizé de la siguiente manera:

(Peso de tubO) _ ( Peso de tubo )
con lipidos sin sin lipidos
Biomasa pesada

glipidos

x100
1OOgBiomasa

)=

Contenido especifico (

5.5.6.2 Perfil de lipidos

Se pesaron de 50 mg a 100 mg de biomasa previamente liofilizada. Se
adicionaron 20 mL de metano, 10 mL de agua destilada y 0.5 g de NaOH. La
mezcla se colocé en una parrilla a una temperatura de 80-90°C durante 1 h.
Posteriormente se lavo la muestra con 10 mL de hexano grado HPLC. Para la
metilacion, se adicionaron 30 mL de metano, 3 mL de HCIl y se calenté a 80-
90°C durante 1 h. Para recuperar los acidos grasos metilados, se realizd una
extraccion liquido-liquido, donde la mezcla previamente calentada fue
transferida a un embudo de separacion de 60 mL y se le adicionaron 10 mL de
hexano y 20 mL de agua destilada, se agitdé el embudo para facilitar la
separacion de las fases. Posteriormente se recuperd la fase del solvente

(hexano), la cual contiene los ésteres metilicos de &cidos grasos. La fase
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recuperada se evapor0d haciéndole pasar aire durante 1 hora. Pasado el tiempo
se adicionaron 100 pL de hexano.

El analisis cromatografico del perfil de lipidos se realizé en el cromatégrafo de
gases Perkin-Elmer Autosystem, con una columna ZB-WAX 30 m x 0.25 mm x
0.25 um. La programacion de temperaturas se realizé de la siguiente manera:
inicio 100 °C (3 min), se incrementod la temperatura 5 °C por min hasta alcanzar
250 °C (5 min). La temperatura del inyector y el detector se mantuvieron a 230
°C y 250 °C, respectivamente. Se inyectaron 2 pL del extracto que contenian
los acidos grasos en hexano. Se empled nitrbgeno como gas acarreador.

5.5.7 Carotenoides

Se pesaron 10 mg de biomasa previamente liofilizada. En un vaso de
precipitado se adicionaron 10 mL de metano:acetonitrilo en relacién 90:10 mL
(fase). Posteriormente se sonico en el sonicador Fisher Scientific FS6, dos
ciclos de 10 min cada uno. Se filtré la mezcla sonicada en un acrodisco de
nylon de 0.2 um. El filtrado se evapor6 en la campana a temperatura ambiente,
posteriormente se recuperé6 la muestra evaporada, que contenian los
carotenoides, con 1 mL de fase. Se realizé una dilucién 1:10 de la cual se tomo

una alicuota de 50 puL para inyectar al cromatdgrafo HPLC por triplicado.

El andlisis de carotenos se realiz6 en el cromatdgrafo liquido de alta resolucién
(HPLC) Varian 9002 con detector UV. La columna utilizada fue la 5u-C18-110A
150, x 4.6 mm, con un flujo de 1 mL/min, una longitud de onda de 460 nm y una
duracion de programa de 26 min. Los estandares utilizados fueron p-caroteno y
astaxantina, pesando 0.5 mg de estandar, diluidas en 1 mL de fase (metano:
acetonitrilo).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Crecimiento de las microalgas en medio mineral y lactosuero

7.1.1 Biomasa

En la Figura 9 se muestra el contenido de los pigmentos fotosintéticos de
Stigeoclonium nanum y Calothrix sp. en medio mineral BG-11 y de Chlorella
vulgaris en medio Bold; se puede observar que en el caso de S. nanum y C.
vulgaris las clorofilas totales disminuyeron en el dia 7 de la cinética. Lo anterior
indica el inicio de la fase estacionaria, mientras que Calothrix sp. mantiene un
crecimiento lineal a lo largo de la cinética. Las clorofilas al ser los pigmentos
captadores de luz, dan informacion del crecimiento de la célula y de su actividad
fotosintética (Pérez et al., 2017). Este comportamiento es considerado normal,

ya que las microalgas se encuentran bajo condiciones optimas de crecimiento.
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Figura 9. Pigmentos fotosintéticos en medio mineral a) y b) BG-11 y ¢) BBM. x
+ SEM? n=2.

Las concentraciones de clorofila total en las cepas cultivadas en lactosuero
fueron mayores, alcanzando valores de 34.40 + 3.52 mg L en C. vulgaris, 18 +
2.56 mg L! en S. nanum (Fig. 10a y 10c) y 11 + 2.10 mg L en Calothrix sp.
(Fig. 10b) al final de la cinética. Lo anterior concuerda con lo reportado por Brar
et al. (2019), quienes obtuvieron concentraciones elevadas de clorofila total
cuando las cepas Chlorella pyrenoidosa, Anabaena ambigua y Scenedesmus
abundans fueron cultivadas en agua residual lactea diluida en una porcion 3:1,
alcanzado valores de 97.83 + 6.72 mg L%, 85.65 + 4.24 mg L'y 70.09 + 0.88
mg L1, respectivamente, después de 12 y 7 dias. De igual manera, de Almeida-
Pires et al. (2021) observaron un aumento en las clorofilas totales de Chlorella
vulgaris cultivada en lactosuero previamente coagulado, comparado con la
concentracion de clorofilas en medio BBM. de Almeida-Pires et al. (2021)
mencionan que este aumento en la concentracion de clorofilas totales pudo
deberse a los nutrientes presentes en el lactosuero. Estos ultimos resultados
concuerdan con lo obtenido en el presente trabajo, donde la concentracién de

clorofila fue mayor en lactosuero, comparado con el medio mineral.

1 SEM: standar error of the mean (error estandar de la media)
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Se ha reportado que el aparato fotosintético de Chlorella sp. puede presentar
una disrupcion por la presencia de carbono organico, causando inhibicién en la
fijacion de CO2 y modificando la ruta de biosintesis de clorofilas, sin embargo,
en el presente trabajo no se observo esa disrupcion en la biosintesis cuando fue
cultivada en lactosuero. Esto puede deberse a la simbiosis existente entre la
microalga y las bacterias presentes en el efluente lacteo, las cuales
disminuyeron la concentracién del carbono organico presente, generando CO:

por efecto de la respiracion aumentando la disponibilidad de carbono inorganico

en el medio.
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Figura 10. Pigmentos fotosintéticos en lactosuero. x £+ SEM?2 n=2.

En la Figura 11 se presenta el peso seco en ambos medios. El crecimiento en
lactosuero se realiz6 de manera indirecta, debido a que el lactosuero contenia
sales y grasas, lo cual dificultaba la cuantificacion gravimétrica de la biomasa de
las cepas en este medio de cultivo. La cuantificacion se hizo relacionando el
contenido de clorofilas en lactosuero y el peso seco obtenido en medio mineral

de cada cepa. Los célculos realizados pueden verse en el Anexo 10.

Las cepas Calothrix sp. (Fig. 11c) y C. vulgaris (Fig. 11b) presentaron
concentraciones de biomasa similares en ambos medios, alcanzando valores
de 0.23 + 0.007 g L1y 0.24 + 0.07 g L'* en medio mineral en el dia 7 y valores
de 024 £+ 0.05 g L' y 0.24 + 0.03 g L' en lactosuero en el dia 5,
respectivamente. Los valores obtenidos en lactosuero del presente trabajo para
C. vulgaris fueron bajos comparado con los valores reportados por Lu et al.
(2016) quienes obtuvieron concentraciones de 0.95 + 0.13 g L en lactosuero,
diluido 5 veces con BG-11, en el dia 5 de la cinética. Pereira et al. (2019)
reportaron una concentracion de biomasa en Spirulina platensis de 2.18 g L
cultivada con 10% de lactosuero en medio Zaurrouk. Lo anterior sugiere que el
factor de dilucién del lactosuero juega un papel importante en el crecimiento de

la microalga, ya que, a mayor dilucion, la concentracion de algunos nutrientes

2 SEM: standar error of the mean (error estdndar de la media)
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puede disminuir convirtiéndolos en un factor limitante y un cuello de botella para

el crecimiento de las microalgas (Lu et al., 2016).

Existen estudios que sugieren la adicion de sales minerales para crear un
efecto sinérgico con los nutrientes presentes en el lactosuero y asi aumentar el
crecimiento de las microalgas (Gramegna et al., 2020), de igual manera, se ha
sugerido mezclar agua residual doméstica con agua residual lactea para
aumentar las concentraciones de nutrientes limitantes, eliminando el cuello de
botella (Lu et al., 2016).

Por otro lado, Stigeoclonium nanum (Fig. 11a) fue la cepa que tuvo una mayor
concentracion celular tanto en medio mineral como en lactosuero, presentando
valores de 0.51 + 0.11 g L al dia 5 con lactosuero y 0.62 + 0.20 g L'* al dia 7

de la cinética en BG-11.

Gramegna et al. (2020), reportaron el crecimiento de Chlorella reinhardtii y
Auxenochlorella protothecoides en lactosuero diluido al 13%, obtenido de la
produccion de queso mozzarella y queso panela. Las algas verdes alcanzaron
concentraciones de 0.6 g L' y 0.5 g L, respectivamente, después de 10 dias
de crecimiento. Los resultados anteriores concuerdan con los obtenidos en el
caso de S. nanum, la cual alcanz6 concentraciones similares a las reportadas
en ambas especies de algas verdes. Ademas, se ha reportado que la simbiosis
microalga-bacteria aumenta la produccién de biomasa cuando la concentracion

del lactosuero aumenta teniendo una relacion lineal.

La aplicacion de microalgas aisladas del agua residual lactea puede reducir el
tiempo de adaptacion, acelerando la fase exponencial, comparado con las
microalgas comerciales, ademas de que este mutualismo ayuda de forma
positiva cuando las concentraciones de materia organica e inorganica en el
medio son altas (Tsolcha et al., 2016). S. nanum fue la Unica microalga del
presente estudio, que fue aislada de un efluente de agua residual doméstica, lo

cual pudo contribuir a su rapida adaptacién al lactosuero.
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La disminucién en la concentracién de biomasa se ve reflejado en los valores
de las constantes cinéticas presentadas en la Tabla 3, donde C. vulgaris y
Calothrix sp. presentaron tasas de crecimiento menores en el lactosuero
comparado con el medio mineral. Estos datos concuerdan con lo reportado por
Brar et al. (2019), quienes obtuvieron una p de 0.379 d* en el caso de
Anabaena ambigua y 0.311 d! para Scenedesmus abundans en lactosuero
diluido 3:1. De igual manera Melo et al. (2018) obtuvieron una tasa de
crecimiento de 0.29 d! para C. vulgaris cultivada con medio mineral enriquecido
con lactosuero. Adicionalmente los mismos autores sugieren que a pesar de
que el lactosuero presenta una composicién adecuada para el crecimiento de
las microalgas, no es suficiente para promover una alta concentracion celular a
comparacion de otros efluentes con altas concentraciones de proteinas y

azUcares.

Como se menciond anteriormente, la tasa de crecimiento de Calothrix sp.
disminuy6 cuando fue cultivada en el lactosuero. Olvera-Ramirez et al. (2000)
realizaron un estudio del crecimiento de Calothrix sp. a diferentes
concentraciones de nitrdgeno (NaNOs) obteniendo una tasa de crecimiento
especifico de 0.96 d! a una concentraciéon de 1.5 g L de nitrato, mientras que
a una reducciéon de 0.75 g L? en el nitrégeno, la p disminuy6é a 0.72 d*. La
concentracion de nitrogeno en el lactosuero fue menor comparada con la
concentracion en BG-11, observandose una disminucion en las constantes
cinéticas entre ambos medios (0.40 d! en BG-11 y 0.31 d! en lactosuero). Lo
anterior concuerda con Olvera-Ramirez et al. (2000) donde la disminucion en la
concentracion de nitrato provoca una disminucion en la tasa de crecimiento. Sin
embargo, en el mismo estudio, se realiz6 un monitoreo del crecimiento de la
microalga sin fuente de nitrogeno, el cual no varié frente a los medios con
nitrogeno, comprobando su capacidad de fijar nitrogeno del ambiente y no
interferir con su crecimiento, algo que no se observd en el presente trabajo,
posiblemente debido a la presencia de otros nutrientes o las bacterias aerobias

que interferian con la actividad de la enzima nitrogenasa.
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Por su parte, S. nanum mantuvo una tasa de crecimiento igual en ambos
medios. Esto puede deberse a la naturaleza nativa de la cepa, la cual fue
aislada de agua residual, teniendo una buena adaptacion en el lactosuero. Esto
concuerda con Choi et al. (2018) quienes aislaron una nueva especie de
Chlorella sp, de un agua residual lactea y observaron una tasa de crecimiento
superior (0.243 d') y una concentraciéon de biomasa mayor (0.82 g L?)
comparada con Chlorella vulgaris.
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Figura 11. Peso seco en las microalgas a) Stigeoclonium nanum, b) Calothrix

sp. y c) Chlorella vulgaris. x + SEM?3 n=2.

3 SEM: standar error of the mean (error estdndar de la media)
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Tabla 3. Parametros cinéticos obtenidos en medio mineral y lactosuero.

Parametro Medio Mineral Lactosuero
C. vulgaris S. Calothri C. vulgaris. S. nanum Calothri
nanum X Sp. X Sp.
U (dt) 0.53 0.52 0.40 0.33 0.52 0.31
Veons P-
PO4 (mg L 2.02 1.30 2.42 19.19 6.62 7.85
1d7)
Vecons N-
NOs (mg L 2.80 12.13 43.72 2.65 18.99 14.31
17
Vcons N-
NH3z (mg L- N. A. N. A. N. A. 1.05 0.79 2.32
17

7.1.2 Nitrégeno y Fosforo

El consumo de nitrégeno de nitrato en medio mineral se presenta en la Figura
12, en el cual Calothrix sp. (Fig. 12a) obtuvo un consumo acelerado en el dia 2
de la cinética, manteniendo una disminucion hasta el dia 4 de la cinética, donde
posteriormente aumentd. Por su parte, S. nanum presenté un decremento de
nitrégeno hasta el dia 3 (Fig. 12a), teniendo un consumo paulatino hasta el final
de la cinética; un comportamiento similar de consumo se presenta en C.

vulgaris (Fig. 12b).

De acuerdo con las constantes cinéticas (célculos véase en Anexo 11) de
consumo mostradas en la Tabla 3, Calothrix sp. fue la microalga que present6
una velocidad de consumo de N-NOs mas rapida (43.72 mg L d?), seguido de
S. nanum (12.13 mg L* d%). La velocidad de consumo de nitrato en S. nanum
fue mayor comparado con la reportada por Martinez-Roldan et al. (2019) de
5.33 mg L d! después de 12 dias de cultivo en medio mineral. Finalmente C.

vulgaris present6 la velocidad de consumo mas baja (2.80 mg Lt d?).
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Las microalgas son capaces de utilizar diferentes formas de nitrégeno tales
como amonio, nitrato, nitrito, urea, etc., siendo el nitrégeno en forma de amonio
(N-NH3z) una de las formas mas faciles de asimilar, ya que no es necesario
realizar modificaciones enzimaticas para su transporte dentro de la célula. Caso
contrario al nitrato (NOs), la segunda forma de nitrégeno asimilada por las
microalgas, el cual es reducido por la nitrato reductasa a nitrito, posteriormente
es transportado al cloroplasto, donde es reducido por accion de la nitrito
reductasa a amonio, siendo finalmente incorporado al ciclo de sintesis de

glutamato (Franco-Martinez et al., 2017; Pandey et al., 2019).
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Figura 12. Cuantificacion de nitrégeno de nitrato en a) Stigeoclonium nanum y
Calothrix sp. en medio mineral BG-11 y en b) Chlorella vulgaris en medio BBM.
X £ SEM*n=2.

La tasa de consumo de nitrégeno en las microalgas es alta, debido a que es un
constituyente importante de la biomasa, representando en ciertas condiciones el
10% en peso seco. Esto se encuentra en funcion de la disponibilidad del
sustrato, la especie y las condiciones de cultivo (Franco-Martinez et al., 2017).

En la Figura 13 se observa el consumo de nitrato en lactosuero de las tres

4 SEM: standar error of the mean (error estandar de la media)
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cepas, siendo Stigeoclonium nanum la microalga que lo hizo mas rapidamente
dentro de las primeras 48 horas, obteniendo un consumo de 18.99 mg L* d*
(Tabla 3), seguida de Calothrix sp. (14.31 mg L d) y finalmente C. vulgaris
(2.65 mg L d1) siendo esta Ultima cepa la que tuvo la tasa de consumo mas
baja. De acuerdo con la disponibilidad de sustrato, la concentracion de nitrato
en el lactosuero de las cepas S. nanum y Calotrhix sp. (Fig. 13a) fueron mas
altas, comparado con la concentracion en el lactosuero de la cepa Chlorella sp.
(Fig. 13b), explicando el consumo acelerado en el alga verde S. nanumy en la

cianobacteria Calothrix sp.
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Figura 13. Cuantificacién de nitrégeno de nitrato en a) Stigeoclonium nanum vy

Calothrix sp. y b) Chlorella vulgaris en lactosuero. x + SEM® n=2.

La concentracion de fosfato fue mayor en lactosuero comparado con el medio
BG-11, mientras que en medio BBM, la concentracion fue similar a la del
lactosuero. Chlorella vulgaris tuvo un consumo diferente en ambos medios,
presentando una disminucién en la concentracion a partir del tiempo 3 en medio

BBM (Fig. 14b), mientras que en lactosuero (Fig. 15b) la pendiente de consumo

5> SEM: standar error of the mean (error estandar de la media)
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fue constante hasta el tiempo 3 de la cinética. De acuerdo con las cinéticas de
consumo (Tabla 3), C. vulgaris fue la cepa que consumié mas rapidamente el
fosfato (19.19 mg L d'!) en lactosuero comparado con su consumo en medio
mineral (2.02 mg L' d?'). Mientras que Calothrix sp. present6 un
comportamiento similar en ambos medios (Fig. 14 y 15a), consumiendo el
fosfato dentro de las primeras 24 horas de la cinética (Fig. 14 y 15a) y
presentando velocidades de consumo de 2.42 mg L d! en medio mineral y
7.85 mg L d?! en lactosuero. Finalmente S. nanum fue la cepa que consumié
mas lentamente el fosfato tanto en medio mineral (1.30 mg L* d?) como en

lactosuero (6.62 mg Lt d?).

Se ha reportado que las microalgas son capaces de consumir altas cantidades
de fosforo. Un estudio realizado por Franco-Martinez et al. (2017) menciona un
consumo alto del fdésforo en un experimento de tolerancia a altas
concentraciones de amonio en Chlorella vulgaris. Sin embargo, a pesar de
formar parte de la estructura de la biomasa, no encontré una relaciéon con el
consumo de fésforo y el crecimiento de la microalga. De igual manera, Salati et
al. (2017), quien bajo condiciones mixotroficas cultivd Chlorella vulgaris
utilizando BG-11 enriquecido con lactosuero, como fuente de carbono (2.2 g C
L-1); observé que la presencia de una concentracion alta de fésforo en el
lactosuero condujo a un alto consumo de este nutriente, presentando una
produccién mas alta de biomasa. En el presente trabajo, el alto consumo de
fosfato por parte de C. vulgaris no mostr6 un aumento en la biomasa, lo cual
concuerda con Franco-Martinez et al. (2017), y de igual manera sugiere que el
alga verde no cambi6é a un metabolismo mixotrofico durante la cinética. Por su
parte, S. nanum y Calotrhix sp. presentaron un consumo alto de nitrato, y bajo
de fosforo, siendo S. nanum la cepa que presentd una mayor concentracion de
biomasa en lactosuero, lo cual puede sugerir que la remocion de nitrato fue por
bioacumulacion, donde la microalga asimil6 y aumento la concentracion de
nitrato en la biomasa, promoviendo el crecimiento y remocion de este nutriente

del lactosuero (de Almeida-Pires et al., 2021).
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El nitrgeno amoniacal solo se encontré presente en el lactosuero y como se ha
mencionado anteriormente, las microalgas son capaces de asimilar diferentes
formas del nitrdgeno, entre ellas se encuentra el amonio NHs (Hernandez-Pérez
y Labbé, 2014). La concentracién de nitrégeno amoniacal en el lactosuero fue
baja, lo cual explica el rapido consumo de este nutriente, siendo Calothrix sp. la
cepa, que dentro de las primeras 24 h, present6 un consumo acelerado (Fig.
16). Por su parte, S. nanum y C. vulgaris tuvieron una pendiente de consumo
menos pronunciada, presentado constantes de velocidad mas bajas, en

comparacion con Calothrix sp. (Tabla 3).

Lu et al. (2016), reporta un consumo acelerado del nitrbgeno amoniacal al
segundo dia utilizando Chlorella vulgaris para el tratamiento de un efluente
lacteo. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos, ya que al agregarse
el lactosuero en medio mineral (indculo), existe una dilucion del amonio
presente en el lactosuero, lo cual puede limitar e incluso disminuir el crecimiento
de las microalgas (Lu et al., 2016). Esto concuerda con la concentracién de
biomasa de C. vulgaris y Calotrhix sp. a lo largo de la cinética con lactosuero
(Fig. 11c). Sin embargo, a pesar de que el nitrdgeno amoniacal puede ser un
limitante en el crecimiento, las concentraciones celulares obtenidas fueron
mayores a los 5 dias de la cinética en lactosuero en el presente trabajo
comparado con los reportados por Lu et al. (2016) quienes enriquecieron el
lactosuero con agua residual proveniente de una planta de procesamiento de

carne con una alta concentracién de nitrdgeno amoniacal.
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7.2 Tratamiento del efluente

Parte de los objetivos de este trabajo, fue evaluar la capacidad de las
microalgas de tratar el lactosuero. Para ello, se realizé la determinacion de
nitrato, nitrégeno amoniacal y fosforo, a lo largo de la cinética y la cuantificacion

de DQO y pH al inicio y al final de la cinética.

Debido a que las microalgas no son capaces de asimilar la lactosa como tal,
existen estudios donde el uso de la simbiosis entre bacterias y microalgas
puede resultar benéfica, siendo las bacterias las encargadas de disminuir la
carga organica en el efluente y las microalgas el nitrdgeno y el fésforo presente
(Tsolcha et al., 2016; Gramegna et al., 2020; Marazzi et al., 2020). De acuerdo
con el porcentaje de remocion de DQO (Tabla 4) Stigeoclonium nanum fue la
cepa que presentd una mayor reduccion de DQO en el efluente, alcanzando
una concentracion final de 0.38 + 0.03 g L%, seguido de Chlorella vulgaris con
un porcentaje de remocion del 94% vy finalmente Calothrix sp. con un 93% de

8 SEM: standar error of the mean (error estandar de la media)
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remocion. La DQO es utilizada para medir la cantidad de compuestos organicos
oxidables en el agua a través de la cantidad de oxigeno que necesita consumir

para su oxidacion.

Por su parte, la reduccion de fésforo C. vulgaris fue la que presentoé el mayor
porcentaje de remocion (68%), seguido de Calothrix sp. con un 67% Yy
finalmente S. nanum con 60%. Mientras que los porcentajes de remocién de
nitrato fueron de 98%, 97% y 92% para S. nanum, C. vulgaris y Calothrix sp.,
respectivamente, y de nitrégeno amoniacal 94%, 91% y 88% para Calothrix sp.,

S. nanum y C. vulgaris, respectivamente.

Los porcentajes de remocion presentados son parecidos con los reportados por
Tsolcha et al. (2016) obteniendo un 92% de remocién de DQO, 97% de TN y
99.7 de PO4 de cepas pertenecientes al género Choricystis cultivadas en
lactosuero proveniente del procesamiento de queso cottage, diluido con agua
potable (35:65); y con Marazzi et al. (2020) quienes obtuvieron porcentajes de
remocién de DQO del 88%, fosforo (73%), amoniaco (99%) y nitrato (93%) en
un sistema consorcio bacteria-microalga (Scenedesmus acuminatus) cultivado
en lactosuero sin esterilizar. Por su parte, Gramegna et al. (2020) obtuvo
remociones de 65% de DQO, 77% de PO4 y 43% de TN utlizando
Auxenochlorella protothecoides cultivada en lactosuero sometido a un proceso
de calentamiento a 85°C por 20 min para reducir la carga microbiana en el
efluente, las cuales fueron menores a las obtenidas en el presente trabajo. El
trabajo de los autores anteriores demostr6 que la reduccion en la carga
microbiana disminuye los porcentajes de remocion de los nutrientes presentes
en el lactosuero, demostrando que la presencia de las bacterias nativas en el
efluente, aunque sea en minima concentracion, promueven una mejor remocion

de los nutrientes organicos en el efluente.

De igual forma Tsolcha et al. (2016) y Marazzi et al. (2020) mencionan que la
presencia de bacterias en el efluente aumenta la remocion de nutrientes,
comparado con las microalgas cultivadas en condiciones axénicas. Las
microalgas cultivadas bajo condiciones no axénicas presentan un metabolismo
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fotoheterotrofico aerobio, impartido tanto por las especies bacterianas presentes

como por las microalgas cultivadas en el efluente.

A comparacién del cultivo no axénico, las microalgas cultivadas bajo
condiciones axénicas presentan un metabolismo mixotroéfico, lo cual les permite
asimilar la materia orgénica presente. Este metabolismo ha sido reportado
principalmente Chlorella vulgaris (Girard et al., 2014; Ribeiro et al., 2017;
D’lImporzano et al., 2018; Melo et al., 2018; Wang et al., 2018; Pereira et al.,
2019; Wang et al, 2019). De igual manera podria suponerse un

comportamiento mixotrofico parcial, debido a la presencia de las bacterias.

El pH es uno de los factores importantes en el cultivo de las microalgas, ya que
éste puede afectar la distribucién de las especies de CO:z y la disponibilidad de
carbono, cambiando la disponibilidad de los macronutrientes y micronutrientes,
afectando el metabolismo de la microalga (Melo et al., 2018). El pH inicial del
lactosuero fue ajustado a 7 + 0.2 para no afectar el crecimiento de las

microalgas, al final de la cinética el pH fue de 8 en las tres cepas.

Tabla 4. Porcentajes de remocion y consumo de N, P y DQO en lactosuero.

Valores de error representados + DS n=2.

Parametro Chlorella vulgaris Stigeoclonium nanum Calothrix sp.
[inicial] [final] [inicial] [final] [inicial] [final]
pH 7.06£0.0 8.72+0.4 7.17+0.01 8.49+0.2 7.09+0.1 8.99+0.0
6 7 4 1 9
DQO (gL 23.40+0. 1.22+0.1 23.40+0.6 0.38+0.0 23.40+0. 1.45+1.2
D) 60 9 0 3 60 6
POs(mgL 62.00+9. 19.26%+2. 28.11+3.5 11.13+2. 25.56+4. 8.3710.7
D) 98 33 7 93 05 4
NOs(mg L~ 2.99+0.0 0.23+0.0 38.54+13. 0.49+0.2 14.76+7. 0.331#0.1
1 2 4 47 6 74 8
NH3z (mg L 2.16+0.2 0.25+0.2 1.75+0.35 0.16+0.1 2.34+0.4 0.12+0.1
D) 5 8 3 5 1
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% rem 94.80 99.20 93.79

DQO

% rem POa 68.94 60.42 67.26
% rem NO3 92.22 98.73 97.74
% rem NH3 88.35 91.01 94.72

7.3 Andlisis bioquimico de la biomasa

La biomasa de las microalgas contiene compuestos organicos primarios
esenciales como lo son los carbohidratos, proteinas y lipidos. La cantidad de
dichos compuestos esta en funcion de la especie de microalga y de las
condiciones de crecimiento. Entre algunos de los compuestos primarios de
interés se encuentran compuestos de valor agregado tales como aminoacidos
esenciales, acidos grasos poliinsaturados, ficobiliproteinas, carotenoides,
vitaminas, esteroles y antioxidantes. La composicién de biomasa y proporcién
de algunos compuestos puede ser manipulada con ingenieria genética o
variando factores en el cultivo como nutrientes, temperatura, iluminacién, etc.

(Ravindran y Rajauria, 2021).

El andlisis de la composicion bioguimica de la biomasa microalgal ha cobrado
relevancia debido a las aplicaciones que dichas fracciones tienen en las
industrias alimentaria, nutricional, farmacologica (compuestos bioactivos) y en la

produccién de biocombustibles.

7.3.1 Carbohidratos

La produccion de carbohidratos sucede durante la fijacion de carbono y la
fotosintesis. El contenido dentro de las microalgas varia de acuerdo con cada
especie. Se ha reportado que las microalgas pueden acumular carbohidratos,
aproximadamente del 10-17% (Ramos et al., 2016) hasta del 15 a 75% en peso

seco (Ravindran y Rajauria, 2021).

El contenido de carbohidratos en las microalgas y cianobacteria fueron menores

en el lactosuero (Fig. 17), contrario a lo esperado de acuerdo con el reportado
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por Wang et al. (2019) y Pereira et al. (2019) quienes obtuvieron un contenido
de carbohidratos mayores cuando se cultivaron las cianobacterias Tibonema
minus (26.56 = 0.85%) y S. platensis (40.65 + 3.66%) en lactosuero de tofu y en
lactosuero al 10% diluido con medio Zarrouk, respectivamente, comparado con
su contenido en un medio definido (control). Por su parte, Melo et al. (2018)
obtuvieron un 39.34% de carbohidratos en Chlorella vulgaris cultivada en
lactosuero, de acuerdo con estas autoras, la concentracion de azucares
presentes en el lactosuero, ayudan a incrementar su contenido. En los tres
trabajos anteriores, el tipo de metabolismo alcanzado por las microalgas fue
mixotrofico, a lo cual se atribuye el aumento de contenido de carbohidratos en
la biomasa, debido a que la lactosa presente en el residuo fue asimilado e
incorporado en la composicion de biomasa. Por otro lado, en el presente
estudio, el metabolismo no fue totalmente mixotrofico, lo cual explica el
contenido bajo de carbohidratos cuando las microalgas fueron cultivadas en el

lactosuero.

Por su parte, Kallarakkal et al. (2021) mencionan que al aplicar una dilucién en
el lactosuero de 50:50 (BG-11:lactosuero) el contenido de carbohidratos en la
biomasa de Osillatoria sp. disminuyd, comparado a cuando se aplicé una
dilucion del 25% de lactosuero en el medio BG-11, donde el contenido de
carbohidratos aumento. Este comportamiento concuerda con el observado en la

Figura 17.

Una alta concentracion de lactosuero puede inhibir el crecimiento de la
microalga, reduciendo su productividad de biomasa y al mismo tiempo, dificultar
su adaptacion al lactosuero, causando que el metabolismo no logre cambiar
frente al estimulo estresante (Kallarakkal et al. 2021). Lo anterior explica la baja
concentracion de carbohidratos en la biomasa de las microalgas y cianobacteria

cuando fueron cultivadas en lactosuero.

De igual manera esta disminuciéon en la cantidad de carbohidratos puede estar
relacionado con el contenido de nitrato en el lactosuero, ya que las microalgas

requieren reducirlo a nitrito y posteriormente convertirlo a amonio para facilitar
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su asimilacion, lo cual demanda un gasto energético, resultando en un bajo
contenido de carbohidratos. Por otro lado, los parametros operativos y la fase
de crecimiento también influyen en la acumulacién de macromoléculas. Se ha
reportado que la localizacion de carbono en las algas verdes del género
Chlorella sp. cultivadas en régimen por lotes, se dirige a la sintesis de proteinas
durante la fase lag, mientras que, durante la fase estacionaria, es dirigida a

carbohidratos (Gonzalez-Fernandez y Ballesteros, 2012).

Lo anteriormente mencionado concuerda con lo observado en el contenido de
carbohidratos y proteinas en ambos medios. Las cepas cultivadas en medio
mineral alcanzaron la fase estacionaria al 7mo dia de cultivo, donde el
contenido de carbohidratos totales fue mayor, mientras que las cepas cultivadas
en lactosuero alcanzaron la fase exponencial al 5to dia, acortando la duracién
de la cinética comparada con la duracion en medio mineral, obteniendo un

contenido menor de carbohidratos y un aumento en el contenido de proteinas.
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Figura 17. Composicion bioquimica de la biomasa cultivada en medio mineral

(mm) y en lactosuero (Is).

De acuerdo con el perfil de azucares, el cual se muestra en la Figura 18, el

acido glucurdnico fue el monosacarido mas abundante en las tres cepas
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cultivadas en ambos medios de cultivo. La glucosa fue el azGcar menos
abundante y estuvo presente en ambas algas verdes cultivadas en medio
mineral, mientras que en lactosuero solo se logré cuantificar en S. nanum y
Calothrix sp. En el caso de la xilosa, solo se detectdé en C. vulgaris (medio
mineral) y en Calothrix sp. (lactosuero). Esto concuerda con lo reportado en
Tetraselmis sp., obteniendo un contenido alto de acido glucurénico (46.53%) y
un contenido bajo de xilosa (4.54%), contrario a lo reportado en la literatura,
donde la glucosa es el monosacarido que se encuentra en mayor proporcion
(GrubiSic” et al., 2022); tanto la glucosa y la xilosa fueron los monosacaridos
que se encontraron en una baja proporcion en el perfil obtenido en las cepas

estudiadas.

Los carbohidratos en las microalgas puede dividirse en tres grupos: para
proveer soporte estructural (carbohidratos celulares), ser utilizados como fuente
de energia para funciones metabdlicas y de reserva (carbohidratos
intracelulares/almacenamiento), y proveer proteccion frente a condiciones de
estrés ambiental como cambios en temperatura, concentracion de nitrégeno o
irradiacion luminica, denominados exopolisacaridos (Kumar et al.,, 2018;
Ravindran y Rajauria, 2021; GrubiSic” et al., 2022).

Al ser el acido glucurénico uno de los monosacaridos mas abundantes y
pertenecer a los azUcares que componen los exopolisacaridos puede sugerirse
gue la produccion de este monosacarido esta relacionada con dos factores: el
estrés producido por el cultivo en lactosuero y la fuente de nitrégeno. El tipo de
fuente de nitrdgeno tiene una influencia en la composicion celular y en los
exopolisacéaridos excretados. Se reporté que Botryoccocus braunii excreté mas
exopolisacéaridos usando nitrato de sodio como fuente de nitrégeno, que cuando
se cultivd con carbonato de amonio o urea (Lupi et al.,, 1994; Gonzalez-
Fernandez y Ballesteros, 2012). Dado que la fuente de nitrogeno en medio
mineral fue nitrato de sodio, el aumento en la produccion de acido glucurénico

puede ser atribuida a la concentracion de nitrato en el medio de cultivo.
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El &cido glucurénico es un polisacarido de interés biomédico y farmacéutico ya
que forma parte de la estructura de polimeros importantes, como el acido
hialurénico, un glucosaminoglicano con aplicaciones en la medicina
regenerativa y como compuesto activo de medicamentos antitrombéticos y

antiartriticos.

La heparina sulfato es otro polisacarido de interés clinico en la coagulacion de
la sangre y del cual se busca una alternativa biotecnolédgica para su obtencion,
siendo el &cido glucurénico obtenido de las microalgas una opcion interesante.
Por otro lado, el alginato es un polimero constituido por &cido glucurénico, el
cual es ampliamente utilizado en la industria alimenticia y como soporte para la
inmovilizacién de células. Recientemente, su aplicacion se ha extendido al
ambito farmacéutico, utilizdndolo como vehiculo en la entrega de medicamentos
(Cimini et al., 2012).
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Figura 18. Perfil de azlcares de la biomasa cultivada en medio mineral (mm) y

lactosuero (Is).
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7.3.2 Proteinas

El contenido de proteina en la biomasa microalgal puede alcanzar hasta un
70% de peso seco. Este contenido total varia de acuerdo con el tipo de
microalga estudiada y las condiciones de cultivo (Andreeva et al., 2021).

En comparacion con el contenido de carbohidratos, el porcentaje de proteinas
presentd valores por arriba del 10% en ambos medios de cultivo (Fig. 17). Las
microalgas Chlorella vulgaris (26.93 + 0.041%) y Stigeoclonium nanum (17.70 +
0.011%) fueron las cepas con un porcentaje de proteina mayor en lactosuero
comparado con el medio mineral, mientras que Calothrix sp. tuvo un contenido

menor en lactosuero (16.76 £ 0.322%) comparado con el medio mineral.

El contenido de proteinas en las algas verdes C. vulgaris y S. nhanum concuerda
con el reportado por Brar et al. (2019) en las algas verdes Chlorella pyrenoidosa
(21.80%) y Scenedesmus abundans (34.06%) cultivadas en lactosuero diluido
3:1 y en Chlorella vulgaris (23.20%) cultivada en lactosuero ajustado a una
concentracion de 10 g L' de lactosa (Melo et al., 2018). Mientras que el
contenido de proteinas en Calotrhix sp. obtenido fue similar al alcanzado en las
cianobacterias T. minus (16.80%) y Anabaena ambigua (17.73%) cultivadas en
lactosuero porveniente de la obtencion de tofu al 100% y lactosuero diluido 3:1,
respectivamente (Brar et al., 2019; Wang et al., 2019). De acuerdo con De
Almeida-Pires et al. (2021), una concentracion alta de nitrégeno en lactosuero
puede favorecer la sintesis de proteinas en la biomasa, sin embargo, la
concentracion de nitrato en el medio mineral es mas alta comparada con
lactosuero. A pesar de esto, el contenido de nitrdgeno en lactosuero parece ser

el adecuado para que la produccién de proteinas sea favorable.

Otra razon puede estar relacionada con la fuente organica de los nutrientes en
el lactosuero, ya que Murcia-Moreno y Parra-Moreno (2018) indican que el
aporte organico de algunos nutrientes como en nitrogeno favorece la velocidad
de asimilacion, mineralizacion e incorporacion en la fraccion proteica de la
microalga, proceso que puede ser un poco lento cuando la fuente de nutrientes
es inorganica.
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7.3.3 Lipidos

El contenido de lipidos en la biomasa puede variar del 4% al 61% en peso seco
(Ramos et al., 2016), variando entre especies e incrementando o disminuyendo
de acuerdo con las condiciones de cultivo y la naturaleza del medio de cultivo
utilizado. Algunas microalgas cultivadas en residuos lacteos han reportado un
contenido de lipidos que va del 12% al 21% (Gramegna et al., 2020), mientras
gue las especies de Chlorella sp. cultivadas en agua residual han reportado un
contenido aproximado de 9% a 35% (Choi et al., 2018).

Los porcentajes de lipidos en las microalgas S. nanum y C. vulgaris fueron
mayores en medio mineral comparado con su contenido en lactosuero, mientras
gue en la cianobacteria Calothrix sp. cultivada en lactosuero fue la cepa que
presentd un contenido de lipidos mayor comparado con el medio mineral (Fig.
17). Este aumento en el contenido de lipidos en el lactosuero puede estar
relacionado con la limitacion de nitrdgeno amoniacal, nutriente que fue
consumido rapidamente por esta microalga, promoviendo la produccion de
lipidos. De igual manera, Nzayisenga et al. (2020) menciona que el incremento
de lipidos le corresponde una disminucion en el contenido de carbohidratos y
proteinas. En la Figura 17 se puede observar que el contenido de carbohidratos
y proteinas disminuye en el lactosuero aumentando el contenido de lipidos, lo

cual concuerda con el descrito anteriormente.

La sintesis de carbohidratos es un fendmeno que sucede de manera paralela
en las microalgas; la energia es almacenada primero como carbohidratos y el
exceso de esta, es convertido en lipidos (Brar et al., 2019). Al ser un proceso
paralelo, se ha sugerido la competencia por un precursor comun, bloqueando la
sintesis de almidén e incrementando la produccién de lipidos. En el caso del
presente trabajo, no sélo la sintesis de carbohidratos se vio afectada, también la
produccion de proteinas, un comportamiento que observaron Nzayisenga et al.
(2020), donde el aumento de lipidos disminuyo el contenido de proteinas,
sugiriendo que la sintesis de lipidos recae en la degradacion de proteinas o en

la inhibicién en la sintesis de proteinas.
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A pesar del bajo contenido de lipidos en las cepas cultivadas en lactosuero,
estos fueron superiores al 50% en las microalgas y cianobacteria estudiadas en
el presente trabajo, comparado con el reportado por Wang et al. (2019), quienes
obtuvieron una acumulacién de lipidos de 37.16% en la cianobacteria T. minus
cultivado en tofu sin diluir, mientras que para las algas verdes han obtenido
porcentajes del 10% hasta 34%, aproximadamente, en diferentes especies
principalmente del género Chlorella sp., cultivadas en lactosuero con dilucion
3:1 (Brar et al.,, 2019), en lactosuero diluido 1:20 (Quian, 2018) y en agua
residual sintética (Pandey et al., 2019).
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Figura 19. Perfil de &cidos grasos en la biomasa cultivada en medio mineral

(mm) y lactosuero (Is).

El 4cido graso principal en la biomasa de las tres cepas cultivadas en ambos
medios de cultivo fue el acido palmitico (C16), (Fig. 19). En medio mineral,
Stigeoclonium nanum fue la cepa que presentd un porcentaje alto de acido
palmitico, alcanzando un 58.93%, comparado con C. vulgaris (40.47%) y
Calothirx sp. (20.67%).

Por su parte, Chlorella vulgaris y Calothrix sp. cultivadas en lactosuero,

acumularon un 34.13% y 30.93% de acido palmitico, respectivamente, siendo
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Calothrix sp. la que alcanzé un porcentaje alto, comparado con su contenido
cuando fue cultivada en medio mineral. Ummalyma y Sukumaran (2014)
observaron un comportamiento similar en Chlorococcum sp.-RAP-13,
obteniendo en el perfil lipidico al acido palmitico como el mayoritario,
alcanzando un porcentaje de 44-55% cuando fue cultivado en lactosuero. Lo

anterior concuerda con lo observado en el presente trabajo.

El acido linoleico (C18:2) fue el segundo acido graso abundante en la biomasa
de las tres cepas cultivadas en ambos medios de cultivo. En medio mineral,
Chlorella vulgaris fue la cepa que tuvo un contenido porcentual mayor (16.70%),
comparado con S. nanum y Calothrix sp., sin embargo, el cultivo de C. vulgaris
en lactosuero aumento el contenido de este acido graso (18.93%), lo cual
sugiere que el lactosuero puede estimular la acumulacion de este &cido graso.
Por otro lado, el contenido de C18:2 disminuyé en las cepas S. nanum y

Calothrix sp. cuando fueron cultivadas en lactosuero.

El acido oleico (C18:1) fue el &cido graso que alcanz6 un porcentaje
considerable en S. nanum cultivada en lactosuero, obteniendo un 12.27%,
comparado con su cultivo en medio mineral y con las cepas C. vulgaris y
Calothrix sp. cultivadas en medio mineral y lactosuero, presentando porcentajes
del 1.70-4.30%.

El &cido estearico (C18) fue el acido graso que se encontr6 en menor
proporcién en las tres cepas cultivadas en ambos medios. El acido araquidico
(C20) solo fue detectado en S. nanum en lactosuero y en Calothrix sp. en medio
mineral en una proporcibn muy pequefia, alcanzando porcentajes del 0.63 y
2.30%, respectivamente (Fig. 19). Lo anterior es contrario al obtenido por
Ummalyma y Sukumaran (2014), donde el contenido de acido linoleico (C18:2)
y linolénico (C18:3) fueron bajos, mientras que el acido oleico y esteérico fueron
los segundos acidos grasos abundantes en la microalga Chlorococcum sp.-

RAP-13 cultivada en lactosuero.

El contenido de acidos grasos saturados, mono y poliinsaturados fueron

variables en las microalgas y la cianobacteria cultivadas en ambos medios. S.
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nanum y Chlorella vulgaris presentaron contenidos altos de &acidos grasos
saturados (AGS) cuando fueron cultivadas en medio mineral, alcanzando
valores del 59.83% y 42.04%, respectivamente, comprado con su porcentaje de
AGS cuando fueron cultivadas en lactosuero (37.56% y 23.2%). Por su parte,
Calothrix sp. cultivada en lactosuero alcanzé un 32.56% de AGS, porcentaje
mayor comprado con su cultivo en medio mineral (27%). El &cido graso
monoinsaturado detectado fue el oleico, del cual como se ha mencionado
anteriormente, S. nanum fue la cepa que presentd un porcentaje mayor cuando

fue cultivada en lactosuero.

Por su parte, los acidos grasos poliinsaturados presentaron un porcentaje de
18.9% en Chlorella vulgaris cultivada en lactosuero, siendo ligeramente mayor
comprado con su porcentaje en medio mineral (16.70%). S. nanum y Calothrix
sp. presentaron porcentajes bajos de acidos grasos poliinsaturados,
comparados con los porcentajes en medio mineral. Ummalyma y Sukumaran
(2014) y Wang et al., (2019), reportaron un contenido mayor de acidos grasos
saturados en las cepas T. minus y Chlorococcum sp.-RAP-13 cultivadas en
lactosuero proveniente de la obtencién de tofu y de agua residual de la industria
lactea, respectivamente. En el caso del contenido de acidos grasos
poliinsaturados, T. minus tuvo un contenido mayor, mientras que los

monoinsaturados presentd un contenido menor.

El perfil y contenido de acidos grasos en las algas son un factor clave para ser
consideradas en la produccién de biodiesel. Los acidos grasos deseables son:
C14.0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 y C18:2, los cuales, dependiendo de su
proporcién, le dotaran propiedades deseables al biodiesel producido. Entre las
proporciones, se ha reportado que los acidos grasos monoinsaturados y un par
de saturados y poliinsaturados es el perfil recomendable, ya que un alto
contenido de &acidos saturados puede causar una pobre estabilidad a bajas
temperaturas de operacion, mientras que un alto contenido de acidos
poliinsaturados acorta la vida de anaquel y puede conducir a la oxidacion del

combustible (Ummalyma y Sukumaran, 2014; Tejeda-Benitez et al., 2015).
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El perfil obtenido se presenta en la Figura 19. De acuerdo con la bibliografia, la
proporcion de é&cidos monoinsaturados debe ser mayoritaria, ya que se ha
considerado ideal para mejorar las propiedades del biodiesel como estabilidad
oxidativa, mantenimiento del nimero de cetano y mejora en las propiedades de

flujo en frio (Arias-Pefaranda et al., 2013).

El contenido mayoritario de acidos grasos saturados, principalmente el acido
palmitico, descarta al aceite obtenido en el presente trabajo, para su aplicacion
en la obtencién de biodiesel, sin embargo, puede aplicarse en otros ambitos
como la cosmética, facilitando la absorcion de productos en la piel y ayudando
en la resistencia a la oxidacion (Maltsev y Maltseva, 2021). Recientemente, el
acido palmitico ha sido aplicado como un aumentador en la absorcién y entrega
del medicamento clorhidrato de vancomicina, cuya aplicacién topica es limitada
debido al alto peso molecular e hidrofobicidad que presenta el medicamento
(Datta et al., 2021). La aplicacion de este acido graso como aumentador
guimico puede mejorar la adsorcion de diferentes productos tépicos, ya sea de
indole farmacoldgica o cosmética. De igual manera, se ha mencionado que una
dieta alta en &cidos grasos de cadena corta y mediana aumenta el gasto
energético y disminuye la grasa corporal en los humanos, pudiendo introducirse
como suplemento alimenticio. Otra propiedad interesante que se le atribuye a
los acidos grasos de cadena mediana es su actividad antimicrobiana, la cual
puede introducirse a la alimentacion animal, siendo una alternativa a los

antibioticos (Maltsev y Maltseva, 2021).

7.3.4 Carotenoides

Los carotenoides son un grupo amplio de isoprenoides lipofilicos sintetizados
principalmente por organismos fotosintéticos y algunos microorganismos no
fotosintéticos como bacterias y hongos. Las funciones de los carotenoides en la
fotosintesis son: absorber luz de las regiones del espectro visible en las que la
clorofila no lo hace eficientemente y proteger el aparato fotosintético frente al

dafio foto-oxidativo. Los principales carotenoides encontrados en las microalgas
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son: licopenos, zeaxantina, violaxantina, B-caroteno, astaxantina y luteina,

siendo los ultimos tres los mas estudiados (Varela et al., 2015; Bonett, 2018).

Los cromatogramas de carotenos en las tres cepas se muestran en el Anexo

14; del total de carotenoides la astaxantina y B-caroteno fueron los carotenos

seleccionados para su cuantificaron, debido a su interés comercial, logrando

identificar solo la astaxantina en todos los casos (Fig. 20). Sin embargo, otros

carotenoides fueron encontrados en proporciones importantes, los cuales no

fueron identificados. De acuerdo con la bibliografia, basandose en los tiempos

de retencién en diferentes trabajos con algunas plantas y algas o estandares,

los posibles carotenos presentes en las cepas se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Carotenoides identificados en C. vulgaris, S. nanum y Calothrix sp.

@ o Tr Caroteno ;
o = _ % _ . Referencia
) g (min) identificado
. (Gupta et al.,
4.29 | 23.8 | trans-neoxantina Standard
2015)
® _ _ Traustochytrium | (Carmona et al.,
o | 4.56 20 Fenicoxantina
-'EE sp. 2003)
; _ Chlorella (Inbaraj et al.,
£ 1471 5.3 Cis-neoxantina :
= pyrenoidosa 2006)
(@]
3 ) Auxenochlorella | (Asker y Awad,
- 3.2 6.9 Luteina
3 sp. 2019)
o . (Gupta et al.,
6 © | 428 | 28.1 | trans-neoxantina Standard
. 2015)
0
% _ _ Traustochytrium | (Carmona et al.,
g | 455 | 16.9 Fenicoxantina
— sp. 2003)
. _ (Inbaraj et al.,
511 9 Auroxantina C. pyrenoidosa
2006)
= s 3.17 | 6.5 N.D. / /
W T EE - .
c s 424 | 22.8 Luteina Sporobolomyces | (Razavi et al.,
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riberrimus H110 2006)
_ _ Traustochytrium | (Carmona et al.,
4.5 8.8 Fenicoxantina
sp. 2003)
1.66 | 26.1 N.D. / /
% 1.88 | 9.1 N.D. / /
g2 [217 ] 6 N.D. / /
§ 5 Sporobolomyces | (Razavi et al.,
4.29 | 20.8 Luteina . )
riberrimus H110 2006)
157 | 51 N.D. / /
Ester Sporobolomyces | (Razavi et al.,
454 | 4.7 _ -
apocarotenoico | riberrimus H110 2006)
_ Chlorella (Inbaraj et al.,
5.85 | 14.7 Auroxantina :
_ pyrenoidosa 2006)
@
o 9'-cis- (Gupta et al.,
= | 6.35 11 _ Standard
= anteraxantina 2015)
Isémero de (- (Gupta et al.,
a 9.12 | 18.1 Standard
” caroteno 2015)
X
= _ Chlorella (Alug et al.,
= 23.46 | 10.5 Trans-luteina _
= vulgaris 2018)
O
1.54 | 12.6 N.D. / /
Isomero de Standard/ (Gupta et al.,
o 5.88 | 15.8 fitoeno/ Traustochytrium | 2015)/(Carmona
% cantaxantina sp. et al., 2003)
2 5,6:5,8- _ _ (Mayorga et al.,
g | 9.07 13 ) ) ) Dunaliella salina
— diepoxicaxantina 2017)
i ’ Chlorella (Inbaraj et al.,
22.7 | 6.9 Cis-luteina )
pyrenoidosa 2006)

N.D.: No definido, Tr: tiempo de retencion.
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En medio mineral, Stigeoclonium nanum acumulé un mayor porcentaje de
astaxantina (33.93%) comparado con C. vulgaris y Calothrix sp., mientras que
en lactosuero Calothrix sp. fue la cepa con un porcentaje mayor de astaxantina,
alcanzando un 22.52% (Fig. 20), comparado con C. vulgaris y S. nanum. La
deficiencia de nitrégeno puede desencadenar una acumulacion simultanea de
carotenoides y lipidos, siendo ambos producidos en respuesta a un estimulo
estresante, creando una capa oleosa la cual protege tanto al aparato
fotosintético, asi como la integridad de la membrana, de los radicales libres y la
peroxidacion de los lipidos. Al ser la astaxantina un carotenoide secundario que
es producido bajo condiciones de estrés, estd presente en cuerpos lipidicos
citoplasmaticos fuera del cloroplasto (Shi et al., 2020). El cultivo en lactosuero
de Calothrix sp. acumulé un porcentaje mayor de lipidos en la biomasa, lo cual
concuerda con la acumulacién de astaxantina en el perfil obtenido, siendo una
respuesta al estimulo estresante frente a la disminucion de nitrégeno y el

fotoperiodo continuo que fue utilizado en este trabajo.

De igual manera, se ha observado que una concentracion suficiente de fosforo
en el medio y una concentracién baja de nitrégeno, regula la produccion de
lipidos y a su vez aumenta la produccion de astaxantina (Miranda et al., 2019;
Shi et al.,, 2020). Lo anterior concuerda con la acumulacién de lipidos y
astaxantina en Calothrix sp. en lactosuero, ya que la concentracion de fésforo
es mayor en lactosuero, comparado con el nitrégeno, siendo utilizado para la

sintesis de energia y macromoléculas de proteccion.

Contrario a lo esperado, una alta concentracién de nitrato en el medio mineral
promovié la acumulacién de astaxantina en la microalga S. nanum, lo cual
concuerda con lo reportado por Binti Ibnu Rasid et al. (2014), quienes
observaron un aumento en la produccion de astaxantina en las algas verdes
Chlorella sorokiniana y Tetraselmis sp. cuando la concentracion de nitrato
aumentod. De igual forma, Ribeiro et al. (2017) obtuvo un contenido mayor de

astaxantina en C. protothecoides, bajo condiciones autotréficas (medio definido)
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que cuando el lactosuero, proveniente de la obtencion de queso ricota

(requeson), fue adicionado al medio.

El B-caroteno no logré detectarse en las microalgas y la cianobacteria
estudiadas. Una posible razon fue por la probable oxidacién de éste, causando
el aumento en la astaxantina, ya que este caroteno es derivado del (-caroteno.
El fotoperiodo utilizado en el presente trabajo pudo contribuir a dicha
degradacion, debido a que la luz puede ser un estimulo estresante para la
sintesis de carotenos en las microalgas. Scharff et al. (2017) reportaron que, al
aumentar el fotoperiodo, éste afectaba negativamente la produccion de B-
caroteno en C. vulgaris y S. obliquus, sugiriendo que el cambio en los
pigmentos es resultado de una foto-aclimatacion en respuesta a cambios en la
calidad e intensidad de luz irradiada en la microalga. Por otro lado, Raman y
Mohamad (2012) encontraron que la produccion de astaxantina fue favorable
cuando el fotoperiodo era continto concluyendo que la cantidad de luz es mas

importante que la intensidad de la luz en la produccion de este carotenoide.

C. vulgaris C. vulgaris S. nanum S. nanum Calothrix Calothrix
mm Is mm Is sp. mm sp. Is

40
35

% Astaxantina
= = N N w
o (6)] o (6)] o [6)] o

Figura 20. Comportamiento de astaxantina en medio mineral (mm) y lactosuero

(Is).
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8. CONCLUSIONES

El contenido de nutrientes, muy particularmente el de nitratos presentes en el
lactosuero estimul6 el crecimiento de Stigeoclonium nanum, lo que lo convierte
en un sustrato potencial para la produccion de biomasa de esta microalga,
mientras que en Chlorella vulgaris y en la cianobacteria Calothrix sp., el

crecimiento fue muy similar al obtenido en los medios minerales BG-11 y BBM.

El lactosuero modific6 la composicion bioquimica de la biomasa de las
microalgas y la cianobacteria, estimulando el contenido de proteinas en

Chlorella vulgaris y Stigeoclonium nanum, y de lipidos en Calothrix sp.

El perfil de lipidos en la biomasa de las microalgas cultivadas en lactosuero
estuvo en su mayoria compuesto por acidos grasos saturados, principalmente

el acido palmitico.

El perfil de azlcares en la biomasa de las microalgas y la cianobacteria,
cultivadas en ambos medios, estuvo compuesto principalmente por acido

glucurédnico.

La cianobacteria Calothrix sp. produjo astaxantina como pigmento principal
cuando fue cultivada en lactosuero, sugiriendo que este puede ser utilizado

como medio de cultivo para su produccion.
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10. ANEXOS

10.1 Anexo 1. Medio mineral BG-11
Stocks

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7
8)

9)

Medio

NaNO3

K2HPO4

MgSO4*7H20

CaCl*2H20

Acido citrico

Citrato férrico de amonio verde
EDTANa2

Na2COs3

Solucion de trazas metalicas:
HsBOs

MnCl2*4H20

ZnS04*7H20
Na2MoO4*2H20
CuSO04*5H20

Co (NOs3)2*6H20

Solucién Stock 2-8

Solucién Stock 9

Por litro

15¢g

Por 500 mL
2.00¢g
3.75¢9
1809
0.30¢g
0.30¢g
0.05¢
1.00g

Por litro

Por litro
2.86 ¢
1.81¢g
0.22¢g
0.39¢g
0.08 g
0.05¢

Por litre
10.0 mL c/u

1.0 mL

Prepararse con 1 L de agua desionizada. Ajustar pH a 7.1 con NaOH 1M o

HCL.
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10.2 Anexo 2. Medio mineral Basal Bold
Stocks

1) NaNOs

2) MgSO4*7H20
3) NacCl

4) KzHPO4

5) KH2POs4

6) CaCl*2H20

Por 400 mL

10049
3.0¢9
10g
3.0¢
7049
10g

7) Solucién de elementos traza (utilizar autoclave p/disolver)

ZnS04*7H20
MnCl2*4H20
MoOs3
CuSO4*5H20
Co (NO3)2*6H20
8) HsBOs
9) EDTA
KOH
10)FeS0O4*7H20
H2S04 (conc.)

Medio
Soluciones Stock 1-6
Soluciones Stock 7-10

Prepararse con 1 L de agua desionizada.

Por litro

8.82¢g
1.44 ¢
0.71¢9
157 ¢
0.49¢
11.42 g
50.0g
31.0¢9
4.98¢g
1.0 mL

Por litro
10.0 mL c/u

1.0 mL c/u
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10.3 Anexo 3. Cuantificacion de nitrégeno de nitrato (N-NO3): Método del
resorcinol.

Reactivos

1.

Solucién patron de nitrégeno 1 mM (0.1016 g de nitrato de potasio aforado a

1 L con agua destilada). La sal debe ser secada por una hora a 105 °C.

2.

Solucion 2% de resorcinol (2 gr de resorcinol aforado a 100 mL con agua

destilada. Este reactivo se prepara diariamente.

3.
4.

Solucién de NaCl al 10% (Pesar 10 gr y aforar a 100 mL con agua destilada.

Acido sulfurico concentrado.

Método

1
2
3
4.
5
6
7
8

. Adicionar la muestra a un tubo con tapa hermética.
. Agregar la solucion de NacCl.

. Agregar la alicuota de la solucién de resorcinol.

Agitar vigorosamente.

. Cuidadosamente agregar el acido sulfarico concentrado y cerrar el tubo.
. Agitar vigorosamente y dejar reposar en la oscuridad por 30 min.
. Agregar agua y agitar.

. Una vez a temperatura ambiente, leer la absorbancia a 505 nm.

Curva patrén (0.0-1.0 mM)

Problema
Reactivos Volumen (mL)
Muestra 1.25
NaCl 0.50
Resorcinol 0.30
Acido sulfarico 1.25
Agua 3.00
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10.4 Anexo 4. Cuantificacion de fosforo inorganico (Pi): Método
modificado de Taussky y Shorr (Gonzalez et al. 2000)

Reactivos
1. Sol. Molibdato de amonio al 16% en H2SO4 10 N.
2. Reactivo de color: Preparar cada vez que se utilice. Mezclar 4 mL de
molibdato de amonio al 16% en H2SO4 10 N, 36 mL de agua desionizada y 2
g de FeSO4:-7H20.
3. Acido tricloroacético (TCA) 0.5 N
4. Solucién patrén de KH2PO4 1mM
Procedimiento
1. A la muestra que contiene hasta 0.7 ymoles de Pi, agregar TCA 0.5 N hasta
que el volumen sea de 2 mL y mezclar.

2. Agregar 1 mL de reactivo de color y mezclar.

3. Preparar blanco de reactivo con 2 mL de TCA 0.5N y 1 mL de reactivo de

color.

4. Dejar reposar en obscuridad durante 10 min, leer la absorbancia a 660 nm.
El color es estable 30 min a temperatura ambiente.

Problema
Reactivos Volumen (mL)
Muestra 1
TCA 0.5N 1
Reactivo de color 1
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10.5 Anexo 5. Nitrogeno amoniacal. Método del Fenato. Standard Methods:
(4500-Nitrogeno (Amonio).

Solucion para curva patron

1. Solucion madre de N-NH3 (1 g/L). Pesar 3.819 g NH4CI previamente
secado por 24 hrs y aforar a 1 L con agua destilada.

2. Solucion patron de N-NH3 (2 mg/L). Dilucién 1:400 de la solucién madre (1
mL = 2 ug N-NH3). Mantener en refrigeracion. Es estable por 3 meses.

Reactivos:

1. Solucién de Fenol. Pesar 11.1 g de Fenol y aforar a 100 mL con alcohol
etilico al 96%. Es estable por 1 mes.

2. Solucion de nitroprusiato de sodio. Pesar 0.5 g de nitroprusiato de sodio y
aforar con agua destilada a 100 mL, mantener en botella &mbar. Es estable por
1 mes.

3. Solucion alcalina de citrato. Pesar 20 g de citrato tri-sddico y aforar con
agua destilada a con agua destilada.

4. Solucion de hipoclorito de sodio. Preparar una solucion al 5% de
hipoclorito comercial (Cloralex) con agua destilada. Es estable por 2 meses.

5. Solucion oxidante. Tomar 100 mL de la solucién alcalina de citrato y
mezclarla con 2.5 mL de solucién de hipoclorito de sodio. Debe prepararse
diario.

Problema (mL)
Muestra 0.20
Agua 2.30
Fenol 0.10
Nitroprusiato 0.10
Oxidante 0.25

Incubar tubos a temperatura ambiente por 30 min

Tomar lectura de absorbancia a 640 nm.
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10.6 Anexo 6. Pigmentos fotosintéticos

1. Centrifugar un volumen conocido de cultivo. En el caso de cultivos densos 5
mL son suficientes. En caso de cultivos que no sedimenten bien, se puede filtrar
la muestra y trabajar con el filtro y la biomasa retenida pasando directamente al

paso4.
2. Centrifugar por 7 min a 3600 rpm.
3. Descartar el sobrenadante cuidando no perder biomasa.

4. Adicionar un volumen conocido de metanol, normalmente se emplean los

mismos mililitros que se centrifugaron.

5. Colocar en balo maria o termo-bloque por 10 min a 100°C. Algunas cepas
requieren ruptura celular por medios fisicos para favorecer la atraccion (perlas

de vidrio, sonicador, etc.).

6. Enfriar en el chorro de agua.

7. Centrifugar la muestra por 7 min a 3600 rpm.

8. Retirar cuidadosamente el sobrenadante colocandolo en una probeta.

9. Adicionar metanol hasta alcanzar un volumen fijo o que el color verde de a
muestra no sea muy oscuro. Cultivos muy densos pueden requerir que se afore
a 10 mL.

10. Vaciar el contenido de la probeta en una celda para espectrofotometro y leer
absorbancia a 666, 653 y 470 nm usando metanol para acerar.

11. Calcular la concentracién de Clorofilas a y b y carotenoides con las

siguientes ecuaciones:

Clorofila a = (15.65 * Ageg) — (7.34 * Ags3)
Clorofilab = (27.05 * Agg3) — (11.21 * Agee)
Clorofila total = (Clorofila a) + (Clorofila b)

(1000 * A47) — (2.86 = Clorofila a) — (129.2 = Clorofila b)
221

Carotenoides =
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10.7 Anexo 7. Cuantificacion de Carbohidratos Totales: Método

modificado de Dubois

1. Solucién patrén de Dextrosa 150 mg L (Pesar 150 mg y aforar a 1 L con

agua destilada).

2. Solucion de fenol al 5% (Pesar 5 gramos y aforar a 100 mL). Es estable por 6

meses.

3. Acido sulfurico concentrado (98% o 18.4 M).

Método

1. A 1 mL de una muestra con concentracion de hasta 250 mg L adicionar 1

mL de agua destilada

2. Adicionar 1 mL de solucion de fenol, cerrar y agitar.

3. Adicionar 5 mL de acido sulfurico con mucho cuidado y en campana ya que

el tubo eleva su temperatura.

4. Cerrar el tubo y agitar invirtiéndolo varias veces.

5. A'los 30 min, leer absorbancia a 490 nm.

Problema
Reactivos (mL) Volumen
Muestra 1.0
Agua destilada 1.0
Fenol 5% 1.0
H2SO4 5.0
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10.8 Anexo 8. Determinacion de Proteinas Totales por Lowry
1. Solucién 1 M de NaOH (4 gr en 100 mL de agua)

2. Reactivo A. Solucion 2% de Na2COs en NaOH 0.1 M (20 gr de Na2COs + 4 gr
de NaOH aforado a 1 L con agua destilada)

3. Reactivo B1. Solucién 2% de Tartrato de Sodio Potasio (2 gr de tartrato
aforado a 100 mL con agua destilada)

4. Reactivo B2. Solucion 1% de CuS0O4*5H20 (1 gr de sulfato de aforado a 100
mL con agua destilada)

5. Patrén de Albumina de Suero Bovino o Huevo 2 g L™ (200 mg aforados a 100
mL con agua destilada

6. Reactivo de Folin-Ciocalteau, dilucién 1 a 4 del reactivo comercial (10 mL de
reactivo aforados a 40 mL con agua destilada)

7. Reactivo C. Reactivos A, B1 y B2 en proporcion 100:1:1 (100 mL de A+ 1 mL
de B1 + 1 mL de B2)

Procedimiento

1. Digerir la muestra con NaOH 1 M en bafio Maria por 5 min y dejar enfriar.
2. Agregar el Reactivo C y dejar reposar por 10 min.

3. Agregar el Folin-Ciocalteau y dejar reposar por 30 min a la oscuridad.

4. Leer absorbancia a 750 nm.

Reactivo Problema
Muestra 1 mL
NaOH 1M 1 mL
Reactivo C 5mL
Folin-Ciocalteau 1 mL

Muestras con hasta 1 mg L de proteina

86



10.9 Anexo 9. Curvas de calibracion de fosfatos, nitratos, amoniaco,
carbohidratos y proteinas.
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10.10 Anexo 10. Célculo de Clorofilas especificas

Peso seco en medio mineral
BG-11

Clorofilas lactosuero

C. vulgaris

N
o

y = 145.62x
R2 =0.6863

P NN W W
o O 01 O O,
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[N
o

(€31
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10.11 Anexo 11. Célculo de velocidades de consumo NOs, POs4y NHs

C. vulgaris medio mineral NO;
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10.12 Anexo 12. Cromatogramas de carbohidratos
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10.13 Anexo 13. Cromatogramas de lipidos
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10.14 Anexo 14. Cromatogramas de carotenos
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