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Resumen

En Ecuador, la desnutricion infantil es un grave problema de salud publica que afecta el
desarrollo fisico e intelectual de los nifios, a pesar de la rica agroalimentacion del pais. Esta
situacion se agrava por altos niveles de desperdicio de alimentos, que incluyen no solo
productos frescos, sino también subproductos nutritivos como el lactosuero. De la produccién
total de lactosuero en la industria quesera, apenas se utiliza el 10%, lo que representa una
pérdida significativa de nutrientes y contribuye a problemas ambientales. Con el fin de
explorar nuevas alternativas de aprovechamiento, se evalu6 el uso del lactosuero como
suplemento en cultivos de microorganismos con potencial nutracéutico, especificamente
microalgas y cianobacterias. Se modificaron medios de cultivo convencionales (BG-11 y
WC) incorporando suero dulce y acido en concentraciones del 5, 10 y 15%. Se cultivaron dos
cepas: Chlorella vulgaris (MAAL 26) y un consorcio de microalgas y cianobacterias (MAAL
58). Se cuantificé la produccion de biomasa, la cantidad de carotenoides y el contenido de
proteinas totales. Los resultados indicaron que ambas cepas crecieron con los dos tipos de
lactosuero. MAAL 58 alcanzé su mayor produccion de biomasa con un 5% de suero acido,
mientras que MAAL 26 lo hizo con un 5% de suero dulce. Los dias de mayor crecimiento
presentaron un pH entre 6 y 9, siendo este ultimo valor el mas repetitivo entre los distintos
cultivo. La conductividad del medio vari6 segun el cultivo; MAAL 58 mostré mejor
desempefio con valores de 2200 a 2800 uS/cm en BG-11, mientras que MAAL 26 se
destaco en rangos de 560 a 1500 uS/cm en WC.
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Abstract

In Ecuador, child malnutrition is a serious public health problem that affects the physical and
intellectual development of children, despite the country's rich agricultural food supply. This
situation is aggravated by high levels of food waste, which includes not only fresh produce,
but also nutritious by-products such as whey. Of the total production of whey in the cheese
industry, barely 10% is used, which represents a significant loss of nutrients and contributes
to environmental issues. In order to explore new alternatives for utilization, the use of whey as
a supplement in cultures of microorganisms with nutraceutical potential, specifically
microalgae and cyanobacteria, was evaluated. Conventional culture media (BG-11 and WC)
were modified by incorporating sweet and acid whey in concentrations of 5, 10 and 15%. Two
strains were cultured: Chlorella vulgaris (MAAL 26) and a consortium of microalgae and
cyanobacteria (MAAL 58). Biomass production, amount of carotenoids and total. The results
indicated that both strains grew with both types of whey. MAAL 58 achieved its highest
biomass production with 5% acid whey, while MAAL 26 did so with 5% sweet whey. The
days of greatest growth presented a pH between 6 and 9, the latter being the most repeated
value among the different cultures. The conductivity of the medium varied according to the
culture; MAAL 58 showed the best performance with values of 2200 to 2800 uS/cm in BG-11,
while MAAL 26 stood out with ranges of 560 to 1500 uS/cm in WC.
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Introduccion

En Ecuador, la desnutricion cronica infantil (DCI) es considerada uno de los principales
problemas de salud publica. Acorde a la UNICEF (2021) Ecuador es el segundo pais con
mayor tasa de desnutricién en América Latina y el Caribe. Se conoce que 3 de cada 10 nifios
menores de 2 anos la padece, implicando una gran amenaza a su desarrollo fisico e
intelectual, a corto y largo plazo. Los ninos afectados enfrentan dificultades de aprendizaje y
baja madurez mental durante la etapa escolar, y en la adultez son mas propensos a
desarrollar sobrepeso, obesidad y enfermedades no transmisibles como hipertension o
diabetes, asi como mayores dificultades sociales. La desnutricion va mas alla del hambre,
esta relacionada con la mala educacién nutricional, la falta de acceso a alimentos nutritivos e

incluso con la falta de acceso a la salud publica (UNICEF, 2021).

Paradéjicamente, Ecuador es un pais con una notable diversidad y riqueza natural en cuanto
a la produccién de alimentos. Su territorio ofrece condiciones favorables para el cultivo de
una amplia variedad de frutas, hortalizas, legumbres y otros productos agricolas con alto valor
nutricional. Sin embargo, esta abundancia contrasta con las elevadas tasas de desnutricion y
desperdicio alimentario. Acorde al informe emitido por la ONU en 2024, Ecuador ocupa el
segundo lugar entre los paises con mayor desperdicio de alimentos kg/per cépita/afio y Ledn
et al. (2023) indican que a nivel pais el desperdicio es de aproximadamente 939.000
toneladas de alimentos al afio. El desbalance entre riqueza productiva, niveles de desnutricion
y desperdicio, revela una falla en la cadena de produccion, distribucién y consumo de

alimentos.

Dentro del contexto de la pérdida y desperdicio de alimentos, uno de los subproductos con
un resaltable valor nutricional, muchas veces infravalorado, es el suero de leche o lactosuero.
En su composicion prevalece mayoritariamente el agua, pero en su reducida fraccién sélida
concentra nutrientes de gran interés. Se destaca su alto contenido de lactosa, su bajo
contenido de grasa y una fraccién proteica de aproximadamente 20% del total de las proteinas
lacteas. Ademas, presenta compuestos nitrogenados no proteicos, vitaminas del complejo B,
acido citrico y lactico, y minerales esenciales como calcio, fésforo, potasio y magnesio.
Gracias a este perfil composicional, este subproducto es aprovechado mayoritariamente en
la industria alimentaria, donde se encuentra en productos como quesos, yogures, helados,
bebidas fermentadas, temas de panaderia y confiteria, productos para lactantes, carnes
procesadas e incluso en alimentos para animales (Chawla et al., 2022; Krolczyk et al., 2016;
Torres, 2023).

Ana Elizabeth Quito Vazquez - Pamela Carolina Sucuzhafiay Macancela
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A pesar de sus multiples aplicaciones, gran parte del lactosuero aun es tratado como un
residuo industrial. De acuerdo a datos de la FAO (2020), la industria lactea a nivel mundial
genera alrededor de 11 millones de toneladas de lactosuero al afio y, en el caso especifico
de Ecuador, el Centro de la Industria Lactea (CIL, 2022) reporta una produccién diaria de
aproximadamente 900.000 L de suero, de los cuales solo el 10% es aprovechado por la
industria (Lema, 2023). Esta falta de valorizacién, sumada al alto volumen generado, ha
llevado a una gestion inadecuada del lactosuero, lo que no solo representa una pérdida de
recursos nutritivos, sino también un problema ambiental por su disposicion inapropiada
(Zandona et al., 2021).

Ante la coexistencia de la problematica de la desnutriciéon y el desperdicio de subproductos
alimentarios con buenos perfiles nutritivos, la aplicacién de principios de economia circular se
presenta como una alternativa estratégica y sostenible. Este enfoque propone transformar los
residuos en recursos Utiles, maximizando el valor de los materiales. En este contexto, el
lactosuero ya esta revalorizado en cierto nivel en productos alimenticios, pero esto ocurre
mayoritariamente a nivel industrial, alejado del alcance de productores ganaderos de mediana
y pequefa escala. La utilizacion de este residuo como un medio de cultivo para el crecimiento
de microorganismos con alto potencial nutracéutico como son las microalgas y cianobacterias
puede resultar en la congruencia de dos potencialidades que aporten a la resolucion de las

problematicas arriba descritas.

Las microalgas y las cianobacterias despiertan el interés por su versatilidad en diversos
sectores como el farmacéutico, cosmético, energético y, de forma muy especial, en la
industria alimentaria. En esta ultima sobre todo por su capacidad para proporcionar beneficios
a la salud, mas alla de su valor nutricional basico (Kosseva et al., 2009; Flores-Mendoza et
al., 2020). Estos microorganismos comparten caracteristicas clave, como la presencia de
compuestos antioxidantes, vitaminas y minerales que hacen frente a una serie de trastornos
metabdlicos y enfermedades crénicas. En su composicién, las microalgas destacan por su
contenido de carotenoides y compuestos fendlicos, mientras que las cianobacterias por
pigmentos y acidos grasos; pero su accion conjunta en cultivos mixtos potencia efectos
antioxidantes, antiinflamatorios, cardioprotectores e incluso neuro protectores (Malpartida et
al., 2022; Renugadevi et al., 2023; Kratzer & Murkovic, 2021; Tiwari et al., 2022).

Una funcién relevante de las proteinas de microalgas en la nutricion humana es la de
complementar los aminoacidos esenciales que se encuentran en proteinas de plantas y
legumbres, dado que estas presentan diferentes aminoacidos limitantes. En la mayoria de las
legumbres, como los frijoles, los guisantes y las lentejas, los aminoacidos limitantes son la

metionina, la cisteina o el triptéfano. En contraste, en microalgas como Chlorella vulgaris,
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Chlorella sorokiniana y Acutodesmus obliquus, los aminoacidos limitantes iniciales son la
histidina o la isoleucina. Al combinarse o consumirse en conjunto, se puede alcanzar un perfil
de aminoacidos mas equilibrado, lo que a su vez mejora la bioeficiencia general de los

aminodcidos del producto proteico combinado (Wang et al., 2021).

Por lo tanto, considerando que las condiciones de cultivo influyen directamente en la
composicion bioquimica de microalgas y cianobacterias, una modificacion adecuada del
medio puede potenciar la produccion de metabolitos de interés nutracéutico. En este contexto,
el lactosuero se presenta como una alternativa valiosa, pues su alto contenido de proteinas,
lactosa y otros nutrientes puede actuar como un modulador positivo en el cultivo. De esta
manera, se impulsa un enfoque de economia circular que permite aprovechar un subproducto
agroindustrial habitualmente desechado, transformandolo en un recurso para fortalecer
procesos biotecnoldgicos orientados a la obtencion de compuestos con alto valor nutricional
como las microalgas y cianobacterias. Esta estrategia se apega al criterio de convertir
desechos en oportunidades, y es un primer paso en la busqueda de soluciones innovadoras

para problemas como la desnutricidon en Ecuador.
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Objetivos Generales y Especificos
Objetivo general

Analizar la produccion de biomasa, contenido proteico y carotenoides presentes en cultivos
de Chlorella vulgaris y de un consorcio microalgal, suplementados con lactosuero dulce y
acido al 5, 10 y 15%.

Objetivos especificos

- Cultivar la microalga Chlorella vulgaris y un consorcio de microalgas y cianobacterias en
medios WC y BG11 suplementados respectivamente con lactosuero dulce y acido en

concentraciones de 5, 10y 15%.

- Determinar la concentracion y el tipo de suero que permite obtener una mayor produccion

de biomasa de los cultivos.

- Cuantificar la presencia de carotenoides en biomasas cosechadas en condiciones de cultivo

optimizadas.

- Cuantificar la presencia de proteinas en biomasas cosechadas en condiciones de cultivo

optimizadas.
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1. MARCO TEORICO

Existen numerosos documentos que indican el uso historico de las cianobacterias y
microalgas como nutrientes para los humanos (Garcia & de Vicente, 2018). Se conoce que
los Aztecas consumian espirulina (Arthrospira platensis) y los Mayas ya la utilizaban antes de
esta época. En la era moderna el desarrollo biotecnologico en esta area comenzo6 a tomar
fuerza a partir del primer Simposio de Cultivo Masivo de Algas que se celebrd en la
Universidad de Stanford (EEUU) en 1952, a partir de ello la Spirulina fue declarada en la
Conferencia Mundial de Alimentos de las Naciones Unidas (1974) como el mejor alimento

para el futuro.

El potencial nutracéutico de las microalgas radica en su composicion bioquimica, que incluye
moléculas esenciales como lipidos, proteinas y carbohidratos, lo que les confiere un alto valor
nutricional. Su elevado contenido proteico y la presencia de aminoacidos esenciales han
permitido considerarlas como una alternativa viable con respecto a las fuentes tradicionales

de proteina, siendo Limnospira platensis un ejemplo destacable (Saritas et al., 2024).

Ademas, las microalgas son una fuente significativa de carbohidratos, mismos que se
presentan en forma de polisacéaridos, lipidos polares, acidos grasos poliinsaturados como los
omega-3 y omega-6. También contienen vitaminas, especialmente del complejo B y vitamina
A vy, minerales como potasio, hierro y magnesio. A esto se suma la presencia de
micronutrientes y antioxidantes como el B-caroteno, astaxantina y polifenoles, conocidos por
sus efectos protectores contra el estrés oxidativo (Saritas et al., 2024). Gracias a esta
diversidad de compuestos bioactivos, las microalgas son consideradas una fuente
prometedora de productos innovadores en el ambito farmacéutico, debido a que muchos de
sus metabolitos poseen propiedades biologicas como antibacterianos, anticancerigenos vy

antivirales (Saeed et al., 2021).

Por otro lado, gracias a su alta tasa fotosintética y su capacidad de acumular lipidos estos
microorganismos son reconocidos como una alternativa viable para la produccion de biodiésel
(Chew et al., 2018). Agarwal et al., (2022), menciona que las cianobacterias son capaces de
sintetizar compuestos esenciales como diacilglicerol (DAG) vy triacilglicerol (TAG), lo que las
convierte en biofactorias eficientes para la produccién de biocombustibles. Especies

destacadas incluyen Anabaena, Synechocystis, Nostoc muscorum y Spirulina.

En cambio, un estudio reciente menciona que utilizando residuos agroindustriales de frutas y
hortalizas como medio de cultivo para microalgas, se obtiene un aumento del contenido

proteico y fendlico, asi como una mayor actividad antioxidante y niveles de &cidos grasos

Ana Elizabeth Quito Vazquez - Pamela Carolina Sucuzhafiay Macancela



UCUENCA 14

saludables en comparacion con medios sintéticos. Las microalgas S. quadricauda y

L.longiseta fueron las especies empleadas en este estudio (Medeiros et al., 2020).

1.1. Descripcion general de microalgas y cianobacterias

Las microalgas son microorganismos fotoautotrofos, pertenecientes al dominio eucariota, con
un tamafo que varia entre 0,5 a 30 um y pueden ser unicelulares o multicelulares. Son parte
esencial de la cadena tréfica en entornos acuaticos y tienen la capacidad de captar CO2
atmosférico y utilizar la luz como fuente de energia para sintetizar macronutrientes
(Devaprakash et al., 2024).

Segun Zanella & Vianello, (2020), las microalgas presentan una amplia variedad de

compuestos bioactivos como son:

¢ Proteinas: especificamente Chlorella y Spirulina, han reportado un contenido proteico
entre 50 a 65%.

e Lipidos: suelen representar entre 5-20% de la biomasa, con alto contenido en acidos
grasos poliinsaturados (PUFASs), como omega-3 y omega-6.

e Carbohidratos y fibra: incluyen polisacaridos y fibra dietética, que pueden llegar al 14-

17% en algunas especies.

¢ Pigmentos: contiene clorofila, carotenoides (como beta-caroteno y astaxantina) y
ficobiliproteinas en cantidad bajas. Todos estos pigmentos presentan propiedades
antioxidantes.

¢ Vitaminas y minerales: son fuente de vitaminas (A, B, C, E) y minerales esenciales.

e Otros compuestos bioactivos: polifenoles, esteroles, péptidos bioactivos y
exopolisacaridos, con efectos antioxidantes, antiinflamatorios y otros beneficios para
la salud.

Por otro lado, las cianobacterias o algas verdeazuladas, son microorganismos procariotas,
unicelulares y autotrofos; capaces de fijar el nitrégeno atmosférico y de desarrollar una

fotosintesis oxigénica (Bagul, 2024).

Segun Mondal et al., (2024) & Rousso et al., (2022), poseen una composicién quimica muy

diversa:
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¢ Pigmentos fotosintéticos: contienen clorofila a, y en algunos casos clorofilas d y f,
también poseen ficobiliproteinas como la ficocianina y la ficoeritrina, que forman parte
de los ficobilisomas, complejos captadores de luz. Los carotenoides son formados a
partir de que las moléculas de IPP tomen la via del 2-C-metileritritol 4- fosfato (MEP o

via no-mevalonato).

e Exopolisacaridos (EPS): producen polisacaridos extracelulares con una gran variedad
de monosacaridos (acidos y neutros), grupos cargados como acidos urénicos, piruvilo
o sulfato, ya veces fragmentos peptidicos o acetilos, lo que les confiere propiedades
anionicas y estructurales complejas. Estos EPS pueden representar una fraccion

significativa de la biomasa y tienen aplicaciones industriales y biotecnolégicas.

e Metabolitos secundarios: producen compuestos bioactivos como microcistinas,
dolastatinas, curacinas y otros, con actividades farmacoldgicas y potencial uso en

medicina y biotecnologia.

e Elementos y estructuras celulares: presentan paredes celulares con capas
bilaminares o trilaminares, vainas mucilaginosas, y pueden contener inclusiones
intracelulares con restos de pigmentos y metales como el niquel asociado a derivados

de clorofila.

1.2. Especies de interés en este estudio

1.2.1. Chlorellavulgaris

La microalga Chlorella vulgaris, es una especie de alga verde unicelular clasificada como
clorofitas. Presenta una pared celular robusta tras madurar, un alto contenido de clorofila y
eficientes habilidades fotosintéticas. Sus células son tipicamente esféricas, de entre 1 a 10
pUm y su reproduccion es asexual, mediante autoesporaciéon (Panahi, 2019 ; Coronado et al.,
2022).

Los investigadores se ven atraidos principalmente por su composicion. Donde el 51-58 % de
su biomasa son proteinas, un 12 a 17% carbohidratos, de 14 a 22% lipidos y el restante se
distribuye entre vitaminas, antioxidantes y oligoelementos (Panahi, 2019). El valor de folato y

hierro, permite resaltarlas sobre otros alimentos de origen vegetal (Bito et al., 2020).

Los beneficios de Chlorella a la salud son indiscutibles. Se ha demostrado que extractos de
esta especie exhiben efectos protectores ante infecciones virales y metastasis cancerosas.

Ademas, mejora los niveles de colesterol total, lipoproteinas de baja densidad y la presion
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arterial. También se la considera inmunoestimulante y antidiabético, sin alterar los niveles de

triglicéridos ni de lipoproteinas de alta densidad (Bito et al., 2020).

Sus condiciones de crecimiento moldean su composicion final. Los minimos requerimientos
son el carbono, nitrégeno, y fosforo. EI carbono como principal factor suele ser suministrado
como fuentes organicas (acido acético o peptonas), o en forma inorganica como CO2 en el
medio. El Nitrogeno se suele afadir como nitrato (NO%*) y su escasez provoca una
disminucion de clorofilas pero aumentan los carotenoides y lipidos. Una escasez extensa sera
limitante para la produccién de biomasa. El fosforo suele afiadirse como ortofosfato (PO 4*7)
(Panahi, 2019).

Otros elementos complementarios son el selenio, potasio, sodio, hierro, magnesio y calcio,
que suelen afadirse en combinaciones con elementos traza como boro, cobre, manganeso o
zinc. Todos ellos son parte de reacciones enzimaticas indispensables. Adicionalmente, en un
cultivo de algas también se debe prever la concentracion salina del medio. Se ha constatado
que cantidades excesivas de sal en un cultivo de C. vulgaris, reducen su crecimiento (Panahi,
2019).

1.2.2. Consorcio microbiano

Se define como la asociacion estable de dos o mas especies diferentes de microorganismos,
como microalgas, cianobacterias, bacterias u hongos, que coexisten en un entorno comun
(Zhang et al., 2018). En este estudio, el término “consorcio” se utiliza para describir una
comunidad compuesta por microalgas y/o cianobacterias que interactian simbidticamente.
Estas asociaciones permiten que los organismos involucrados colaboren metabdlicamente,
funcionando como una unidad integrada, donde cada especie aporta funciones especificas

que enriquecen el sistema global.

El interés biotecnologico de los consorcios radica en su capacidad para enfrentar de manera
eficiente distintos desafios ambientales e industriales. Se han reportado aplicaciones en el
tratamiento de aguas residuales, la biorremediacion de compuestos toxicos, la produccion de
bioenergia, y la sintesis de metabolitos de alto valor agregado. A través de intercambios
metabdlicos mutuos, los organismos del consorcio optimizan la utilizacion de recursos,
mejoran la eliminacion de nutrientes y contaminantes, y aumentan la produccién de
compuestos bioactivos relevantes para las industrias farmacéutica, cosmética, alimentaria y

nutracéutica (Gururani et al., 2022).
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Entre las ventajas mas destacadas de los consorcios se encuentran sus caracteristicas
fisicas, como el aumento de biomasa, mejor sedimentacion y mayor estabilidad del sistema,
asi como sus propiedades quimicas, ya que favorecen una mayor eficiencia en la asimilacién
de nutrientes. Ademas, permiten la produccion sinérgica de metabolitos con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, cardio y neuro protectoras. Por ejemplo,
se ha demostrado que pigmentos como la ficocianina, presente en cianobacterias, y los
carotenoides luteina y zeaxantina, producidos por microalgas, tienen una fuerte actividad
antioxidante. De igual forma, la presencia de ficocianina, aloficocianina y polisacaridos se ha
asociado a efectos antiinflamatorios; mientras que los fosfolipidos y pigmentos como la
ficocianina también se vinculan con actividad anticancerigena (Renugadevi et al., 2023;
Kratzer & Murkovic, 2021; Tiwari et al., 2022; Martinez-Francés & Escudero-Onate, 2018).

1.3. Lactosueros

De acuerdo con la normativa INEN (2011), el lactosuero es un subproducto liquido de origen
lacteo, obtenido durante la elaboracion de queso, caseina u otros productos similares. Este
se genera a partir de la separacion de la cuajada, tras la coagulacion de leche pasteurizada,

el cual se lleva a cabo principalmente mediante la accién enzimatica de cuajos.

Si bien esta definicion inicial centra su enfoque en la coagulacion enzimética, en otras
secciones del mismo documento se reconoce que la coagulacion también puede llevarse
mediante acidificacion quimica o bacteriana, y son precisamente estas diferentes técnicas,

las que constituyen la base para la clasificacidn del lactosuero en dos tipos principales:

e Suero dulce: obtenido de la produccion de quesos duros y semiduros, se consigue al
anadir a la leche una mezcla de cuajo que contiene la proteasa quimosina. Esta
enzima actua sobre la caseina (proteina), formando la cuajada, mientras que el liquido
restante corresponde al suero dulce, que mantiene un pH de 5,2 a 6,7 (Ozcelik et al.,
2024; Gutiérrez-Hernandez et al., 2022;Bentahar et al., 2019).

En cuanto a su composicidén nutricional, se reconoce ampliamente que este tipo de
suero presenta un alto contenido de lactosa y proteinas, pero un bajo nivel de sales
minerales (Bleoussi et al., 2020). Segun Santa y Srbinovska (2023), la fraccion
proteica incluye tanto proteinas sensibles al calor, como la B-lactoglobulina, a-
lactoalbumina, albumina sérica e inmunoglobulinas, como proteinas resistentes al
calor, entre ellas la proteosa-peptona. Ademas, presenta compuestos como la
lactoferrina y una variedad de enzimas, entre ellas lisozima, oxidorreductasas,

fosfatasas, lactoperoxidasa, enzimas lipoliticas y proteinasas, muchas de las cuales
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desempefian funciones clave en la modulacién del sistema inmunoldgico.

e Suero acido: A partir de la elaboracion de requesén y yogur griego su produccion se
basa en la coagulacion de la caseina por fermentacion microbiana, utilizando
microorganismos como Lactobacillus spp, asi como acidos organicos o minerales. El
resultado es un suero con un pH de 3,8 a 4,6 (Ozcelik et al., 2024; Gutiérrez-
Hernandez et al., 2022;Bentahar et al., 2019).

Con respecto a su composicién nutricional, la principal diferencia en comparacion con
el lactosuero dulce radica en su menor concentracion de lactosa y proteinas, siendo
esta ultima reducida debido a la precipitacién causada por la acidez. Sin embargo,
esta disminucién se ve compensada por un mayor contenido de minerales,

especialmente calcio y fosforo (Bleoussi et al., 2020).

Bleoussi et al.,(2020) menciona que el lactosuero, independientemente de si es dulce o acido,
contiene mas del 90% de agua, con una fraccion sélida rica en lactosa, alrededor del 75% de
la materia seca, proteinas solubles, que son aproximadamente el 20% del total proteico de
la leche, bajo contenido de grasa y diversos minerales. Ademas, menciona acidos organicos
como el citrico y el lactico, también compuestos nitrogenados no proteicos, urea y acido urico,

y vitaminas del complejo B, especialmente B1 (tiamina), B2 (riboflavina) y B6 (piridoxina).

En términos industriales, el lactosuero es el subproducto significativo de la elaboracion de
queso. Se estima que por cada 10L de leche utilizados, se obtiene aproximadamente 1Kg de
queso y 9L de suero, lo que evidencia el alto volumen generado y refuerza la importancia de
su aprovechamiento. Este subproducto presenta un alto potencial biotecnolégico con
aplicaciones a nivel de nutricion, industria alimentaria, medicina y agricultura. En el ambito
nutricional y médico, resulta de interés por su alto contenido proteico y bajo contenido graso,
convirtiéndolo en una fuente ideal para el desarrollo de suplementos dietéticos empleados en
contextos deportivos y clinicos. En la industria alimentaria, la lactosa es modificada para su
incorporacion en productos infantiles y/o dietéticos. Asimismo, las proteinas del suero se

utilizan para producir alimentos como los quesos ricotta (Castro, 2015).
1.4. Condiciones de cultivo
1.4.1. Medios

De acuerdo a Pandey et al., (2023), el medio Blue Green-11 (BG11) es uno de los mas

utilizados para el cultivo de cianobacterias y microalgas de agua dulce, siendo un derivado
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del Medio No. 11, con un contenido de nitrato tres veces mayor, posee un pH de 7 a 7.5. Se
destaca por altos niveles de fosfato y la inclusién de micronutrientes esenciales, como los
oligoelementos presentes Anexo 1. El medio proporciona los nutrientes necesarios para el
cultivo de microalgas, siendo la opcion preferida para estudios de laboratorio por su facilidad

de preparacion y disponibilidad.

Este medio ha mostrado una notable productividad de lipidos y de biomasa, por ejemplo, se
ha observado que Chlorella vulgaris, en condiciones de escasez de nitrégeno, presenta una
mejor productividad de lipidos. En comparacién con otros, como TAP, que requiere mas
tiempo para su preparacion, y Chu, D y BBM, que carecen de ciertos nutrientes, BG-11 es la

opcién mas eficiente. (Pandey et al., 2023).

El medio WC (Wright's Cryptophyte) es ampliamente utilizado para el cultivo de
cianobacterias, permite el crecimiento eficiente y sostenido de especies como Microcystis
viridis y Geitlerinema amphibium. Ademas, en él se evalua el efecto de diferentes fuentes de
nitrdgeno, como amonio y nitrato, sobre el crecimiento y la composicién proteica de las
cianobacterias. También se ha observado que favorece una mayor produccion de biodiesel
en Geitlerinema amphibium, lo que es relevante para aplicaciones biotecnoldgicas (Sanchez-
Bayo et al., 2020; University of Waterloo, 2015).

1.4.2. Condiciones de crecimiento para microalgas

De acuerdo a Pandey et al., (2023), cuyo estudio radica en la obtencion de lipidos a partir de
microalgas para la produccién de biodiesel, las condiciones de crecimiento para estos

microorganismos son

e Luz: la luz solar o artificial se utiliza como fuente de energia para realizar la
fotosintesis. Las luces artificiales, como los LED blancos en el rango de 2500 a 3000
lux, son mas apropiadas para el crecimiento de las microalgas. La intensidad de la luz
no solo afecta el proceso de fotosintesis, sino también la tasa y el tipo de acumulacion
de lipidos. La acumulacion de lipidos polares se ve favorecida con una intensidad de
luz baja, mientras que la de lipidos apolares se promueve con una intensidad de luz

alta.

e pH: se recomienda un pH de entre 6,5 y 8 para el desarrollo de microalgas. Las
variaciones en el pH influyen en el crecimiento celular, la asimilacion de carbono y en

todas las reacciones bioquimicas asociadas.

e Temperatura: la actividad enzimatica esta influenciada por la temperatura, lo que
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significa que la temperatura de cultivo afecta directamente la produccion de lipidos en
las microalgas. Un rango de temperatura 6ptimo para su crecimiento se situa entre 16
y 27 °C. A temperaturas menores a 16 °C, el crecimiento se ralentiza, mientras que
por encima de 35 °C se ve considerablemente limitado.

o Fotoperiodo: el ciclo luz: oscuridad (L: O) determina el periodo de exposicion a la luz.
Un periodo de luz mas largo provoca fotoblanqueo en las microalgas y reduce la
productividad de la biomasa. El ciclo L:O 14:10 es éptimo para el crecimiento de las

microalgas.

e Aireacion: el CO, es un elemento fundamental en el proceso de fotosintesis. Se
emplean diversas fuentes para proporcionar carbono, incluyendo el carbono
atmosférico, el carbonato soluble y el carbono organico. La adiciéon de 1 volumen de
medio por minuto (vvm) de aire o un 2-5 % de CO, a las microalgas favorece la

produccién de biomasa.
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2. METODOLOGIA

2.1. Tipodeestudio

Estudio de tipo experimental, basado en la manipulacion controlada de variables en un

entorno de laboratorio.

2.2. Equipos
Equipos Procedencia
Cabina de Flujo Laminar Il A2 LABCONCO Estados Unidos
Centrifuga modelo 2-6 SIGMA Darmstadt, Alemania
Balanza modelo PB 1502-L METTLER TOLEDO, Suiza
Liofilizador FreeZone 2.5 LABCONCO Estados Unidos
Estufa de Laboratorio MEMMERT SN30 Alemania
Biofreezer Fisher Scientific R134A Estados Unidos, Carolina del Norte
Biofreezer marca POL-EKO modelo ZLN Polonia
Espectrofotdmetro GENESYS 10 uv Estados Unidos
2.3. Métodos

2.3.1. Obtencién de suero

Seis litros de leche entera fueron obtenidos de la granja Irquis (Universidad de Cuenca) y
transportados sin cadena de frio al laboratorio de fitoquimica del grupo de plantas medicinales
ubicado en el campus central. La leche fue pasteurizada inmediatamente, dividiéndola en dos
volumenes iguales (3L c/u). Se calenté a 62 °C durante 30 minutos y luego se mantuvo a
40 °C por 1 hora (Mora et al., 2023).

A una porcién se le afiadié aproximadamente 0,05 g de fermento, obtenido previamente por
el método de descalce, y se dejo reposar 1 hora a 40 °C. Posteriormente, ambos volumenes

recibieron una porcion de cuajo, se homogeneizaron y se mantuvieron a 40 °C por 30 minutos.
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Tras la formacion del coagulo, se realiz6 el desuerado mediante cortes verticales y
horizontales, seguido de agitacién con molinillo. Tanto el suero dulce como el acido obtenidos
fueron separados usando gasas estériles y aplicando una ligera presion. Finalmente,

alicuotas de 100 ml fueron trasvasadas a frascos estériles y almacenados a -20 °C.

2.4. Control microbioldgico de crecimiento

2.41. Ensuerodulcey acido

Dentro de cabina de flujo laminar se prepararon diluciones de ambos lactosueros en

concentraciones de hasta 10™ y se realizaron siembras por profundidad en duplicado. Para
la inoculacion se vertié 0.1 ml de cada dilucidn en la caja monopetri y sobre ello 25 ml de agar
TSA liquido, a una temperatura de aproximadamente 45-50°C, luego se homogeneiz6 con
ligeros movimientos en forma de infinito para extender de manera homogénea la muestra y
se dejo solidificar dentro de la misma cabina. Las cajas fueron incubadas a 35°C en la estufa

durante 24 y 48 horas en condiciones de aerobiosis (Amazara et al., 2022).

A partir de diluciones de los dos lactosueros (10~! - 107#) se verificd el crecimiento bacteriano
a través del conteo de colonias en medio sélido (INEN, 2006).

2.4.2. Cultivo de microalgas en medios suplementados con 5% de suero

Se aplica la metodologia antes mencionada utilizando las diluciones:
e 10°,107, 102, 10 de suero dulce de Chlorella vulgaris y de MAAL 58

e 101,102, 103,10* de suero acido de Chlorella vulgaris y de MAAL 58

Para los célculos y consideraciones extras, se utilizé de base la norma INEN 1529-5:2006 ,

del control microbioldgico de alimentos y las unidades igualmente fueron UFC.

2.5. Cultivo de microalgas

2.5.1. Célculodelacantidad de sueros y medio requerido

Se realizaron los calculos proporcionales para la suplementacion con 5, 10y 15 % de suero

en 1L, tal como se muestra a continuacion:
1000 ml x 5%

100% = ml de suero
0
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ml de suero + 100 ml microalga o consorcio + X2 ml medio= 1000 ml X2 ml medio

= 1000 ml - X ml suero - 100 ml microalga o consorcio

23

Para los controles fue unicamente medio y suero, dispuestos en balones estériles con un

volumen maximo de 450 ml, por lo tanto se aplicé nuevamente los calculos proporcionales.

Los célculos realizados se resumen en el esquema 1.

A~ | (850 mL x 4) + (427.5 x2) = 4255 mL — 4500 mL = 45 L de medio WG |
MAAL 26 S.Dulce 5% S. Acido 5% Controles i L) ‘
Medio WC - N S Dulce 5% S, Acido 5% 5 Duice = (50 ml_x2) + 225.= 1225 mL - 150 mL = 15 frascos de Cuajo |
| Orginal | | Duplicado| Original | | Duplicado 427 5 mL medio 427 5 mL medio 'S Acido=(50mlLx2)+225=1225ml 150 ml =15 frascos de C +F |
850 mL medio 850 mL medio 22.5 mL suero 22 5mL suero

100 mL MA
50 mL suero

100 mL MA
50 mL suero

Total
MA_AL 58 S.Dulce 5% S. Acido 5% Controles o Leemeansg | ASLdemedosGiiywe
Medio BG11 ; § Mismos | TPoc e T Cusio 3 frascos de Cuajo
) - . T S.Dulce 5% S. Acido 5% j caleulos |45 Frascos de C + F HrEEsiREs
Original | |Duplicado Original | | Duplicado H

n

Medio WC

MAAL 58
Medio BG11

S.Dulce 10%

o {8 Dulce = (100 mL x 2) + 45 = 245 mL — 250 mL = 25 frascos de Cugjo

N TN S.Dulce 10% | [ S. Acido 10% | | ( ) e |

| Criginal | | Duplicado Original | | Duplicado 405 L medio 405 L medio {8 Acido = (100 mL x2) + 45 = 245 mL — 250 mL = 25 frascos de G + F |
800 mL medio 800 mL medio 45 mL suero 45 mL suero

100 mL MA 100 mL MA
100 mLsuero 100 mL suero

S.Dulce 10%

I e \
Original Dupl\cado|
J L J

S. Acido 10%

S. Acido 10%
N

Original | | Duplicado

Control

I
7}

S.Dulce 10% S. Acido 10%

i (800 mL x 4) + (405 x2) = 4010 mL — 4100 mL = 4.1 L de medio WG |

Total
4.1 Lde medio BG11y WC
5 frascos de Cuajo
5 frascos de C+F

i 41Ldemedio BG 11
| L;‘m‘gz i 2.5frascos de Cuajo
i 25FrascosdeC+F

| &

Medio WC

MAAL 58
Medio BG11

A i S.Dulce = (150 mL x 2) + 67,5 = 367.5 mL — 400 mL = 4 frascos de Cuajo }
, TN S.Dulce 15% | [ S. Acido 15% | | ( ) o |
\_M/ Duplicado Original | | Duplicado 332 5 ml medio 382 5 ml medio | S.Acido=(150mLx2)+67,=3675mL—400 mL =4 frascos de C+ F

L
750 mL medio 750 mL medio
100 mL MA 100 mL MA

150mLsuero 150 mL suero

S.Dulce 15%

/ e \
Original Dupl\cadoJ
J L

S. Acido 15%

S. Acido 15%
T

Original | | Duplicado

Control

I
7}

67,5 mL suero 67,5 mL suero

S.Dulce 15% S. Acido 15%

[ (750 mL x 4) + (3825 x2) = 3765 mL — 4000 mL = 4 L de medio WC |

Total
4L de medio BG11yWC
8frascos de Cuajo
8 frascos de C+F

4 L de medio BG 11
4 frascos de Cuajo
4 Frascos de C+F

Mismos |
i célculos

Esquema 1. Célculos generales de volimenes a utilizar en las diferentes siembras.

25.2.

Siembra de microalgas

Para llevar a cabo el proceso, dos frascos estériles de 1 litro de capacidad fueron utilizados

como biorreactores para los cultivos microalgales (n=2). Posteriormente, 100 ml de la

suspension madre de microalgas fueron trasvasados a cada biorreactor, la cantidad

determinada de los dos tipos de lactosuero fueron agregados a cada frasco segun el caso,

completando el medio de cultivo hasta el volumen determinado. Se ajustaron las tapas de los

frascos y se fij6 una linea para aireacion.

25.3. Condiciones de crecimiento
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Tomando como referencia las recomendaciones de Pandey et al., (2023), complementadas
por los parametros brindados por Jui et al., (2024), se definieron las condiciones del cultivo

en funcién de los recursos disponibles en el laboratorio.

e Luz: se utilizan luminarias led de luz blanca, de 1200 mm de longitud, reguladas para

un ciclo de luz: oscuridad de 12:12 horas.

e Agitacion: suave y constante mediante una placa magnética y una pastilla agitadora.

Sin embargo, no se estableci6 una velocidad especifica para los cultivos.

e Oxigenacion: manguera de aireacion conectada a la tapa del frasco durante las 24
h.

e Temperatura: se controlaba mediante termometros fijos, manteniéndose a

temperaturas entre 23 -27 °C.

25.4. Medida del pHy conductividad

Estos parametros fueron medidos inicialmente tras la preparacion de medios y siembra de
especies. Sin embargo, su medicién diaria fue decidida a partir de la segunda semana de
investigacion. Se utilizé el equipo OHAUS, equipado con electrodos especificos para pH y
conductividad. Mediciones fueron realizadas diariamente. Previo a realizar la determinacién
se homogeneiz6 cada muestra y se leyeron los valores tras la indicacion de estabilizacién del

equipo.

2.6. Determinacién de biomasa

Siguiendo la metodologia de Criollo & Siavichay (2016), 10 ul de muestra fueron traspasados
a una camara de Neubauer MARIENFELD (Alemania) asegurando la eliminacion de burbujas
y controlando que las muestras lleguen hasta las zonas de conteo pero sin inundarlas. Se
dejoé reposar la muestra y se observd al microscopio empleando el objetivo de 10x para
verificar la distribuciéon homogénea de las células y luego con 40x, hasta obtener nitidez de

las células. Se contd y sumo todos las células de cada cuadrante.

La aceptacién o rechazo de una célula dependia de su ubicacién. De encontrarse en el limite
superior o izquierdo se contabiliza, mientras que si se encontraba en el limite inferior o

derecho se rechaza (Criollo & Siavichay, 2016; Lucero, 2016).

Debido a la complejidad del método de conteo, se realizé una sola determinacion de

crecimiento diaria para los cultivos suplementados con 5% y 10% de lactosueros. En el caso
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de los cultivos suplementados con 15% de lactosuero el conteo fue realizado 3 veces por

semana.

La concentraciéon de microalgas y cianobacterias se obtuvo mediante la ecuacion

. cel ¥ células de los 4 cuadrantes
Concentraciéon (—) = — x 10 000
ml Numero de cuantrantes contados

Ecuacién 1. Concentracion de células/ ml de microalgas y cianobacterias

2.7. Cosechade biomasa

A los 14 dias tras la siembra, se seleccionaron los cultivos de coloracion verdosa y con
recuentos de células/ml favorables en los dos ultimos dias. De la concentracion al 5% y 10 %
se eligi6 MAAL 58 y MAAL 26 en lactosuero dulce y MAAL 58 en lactosuero acido. Este

procedimiento no se realizo para la concentracion del 15%.

El contenido de los frascos se dejé decantar y se trasvaso a tubos que fueron centrifugados
a 3000 rpm por 10 minutos, tras dos lavados, se recolectaron 10 ml de biomasa misma que

fue transferida a tubos de vidrio de liofilizador previamente pesados.

2.8. Céalculo del rendimiento de la biomasa

La biomasa liquida se congel6 en un biofreezer a - 80 2C hasta formar una pelicula delgada
en las paredes. Se liofilizé aplicando 0,160 mBar de presion y - 49 °C de temperatura del
colector. El proceso se desarrolld por 24 h y tras este tiempo los tubos se pesaron
nuevamente para obtener el peso de biomasa seca (P2).

Para obtener el rendimiento , se aplico la férmula:

Rendimiento en % de biomasa =P2-P1* 100

Ecuacién 2. Rendimiento en porcentaje de la biomasa

Donde:
P1 = Peso del tubo vacio

P2 = Peso del tubo con biomasa liofilizada

2.9. Determinacién de carotenoides y clorofila

Siguiendo la metodologia planteada por Brix (2009), a aproximadamente 5 mg de muestra
seca se afnadio 100 ul de agua destilada y se dejo en reposo por 10 minutos. Se afiadieron 8

ml de EtOH 96% y se homogeneiz6 en vortex MIXER (Taiwan). Se protegioé de la luz con
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papel aluminio y se incub6 a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente, se

homogeneizaron las muestras y se dejé sedimentar a las particulas. Se leyo las absorbancias

en el espectrofotometro a longitudes de onda de 470 nm, 648 nm y 664 nm. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

El contenido de carotenoides y clorofila total fueron obtenidos mediante las siguientes

férmulas y los resultados se expresaron en mg/g de peso seco.

Clorofila a

_ (13.346642 — 5.1944456) * 8,1
a= DW
Ecuacion 3. Concentracion de clorofila a

[mg g~ dw]

Clorofilas totales
5.24A + 22,24A * 8,1
3. Ca+ﬁ s ( 664.2 DW 648.6) [mg g_l dW]

Ecuacion 5. Concentracion de clorofilas totales

Donde:

A es42 = Absorbancia a 664.2 nm
A 6486 = Absorbancia a 648.6 nm
A 470= Absorbancia a 470 nm

DW = Peso seca de la planta o matriz

2.10. Andlisis de resultados

Clorofila b

(274346486 — 8.1244645) * 8,1
- Dw
Ecuacion 4. Concentracion de clorofila b

2. G

[mg gt aw]

Carotenoides totales

_ (4.785A470+3,657A5642—12.6Ag45 6)*8,1 -1
4 Cryc= =3 [mg g=" aw]

Ecuacion 6. Concentracién de carotenoides totales

El analisis de resultados se realizé a través de estadistica descriptiva y representaciones

graficas, con el fin de visualizar las tendencias y diferencias observadas entre los tratamientos

evaluados.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Control microbiolégico
3.1.1. Ensuerodulcey acido
Los resultados del control microbioldgico se presentan en la tabla 1. En la misma se observa
que el lactosuero acido presentaba una carga microbiana inicial significativamente mayor.
Esta observacion puede explicarse considerando el proceso de obtencidon de este tipo de

lactosuero, cuyo fermento estaba conformado por Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus.

Tabla 1. Resultados del control microbioldgico de los lactosueros

Colonias a las 24 H Colonias a las 48 H
Tipo de suero | Dilucion Caja 1 Caja 2 Caja 1 Caja 2
10* -1 22 27 34 29
10* -2 1 0 1 0
10* -3 0 0 0 0
10 *-4 0 0 0 0
10* -1 MNPC MNPC MNPC MNPC
10* -2 540 387 604 591
10* -3 42 31 44 44
10 *-4 0 0 8 3

MNPC: Muy numeroso para contar.

3.1.2. En siembras suplementadas con 5% de suero

A partir de los datos anteriores, se seleccionaron las diluciones para trabajar los cultivos
suplementados y los resultados se presentan en la Tabla 2. Existe un crecimiento
considerablemente elevado en la mayoria de los cultivos. Sin embargo, es evidente que
unicamente en medio acido la generacién de gas es minima e incluso nula. Es de
consideracion que la determinacion de carga microbiana se realiz6 al sexto dia tras el cultivo,
por lo tanto estos resultados indican que la carga microbiana incrementa con el paso de los
dias y que incluso se produjeron especies generadoras de gas, sobre todo en medios con
lactosuero dulce.

Si bien en ambos tipos de lactosuero, predominan las bacterias acido lacticas (BAL) como
Lactobacillus o Streptococcus, también se encuentran Actinobacterias, Bacteroidetes y
Proteobacterias (Mazorra-Manzano et al., 2022). Esta condicion sugiere que, si bien las BAL
seran predominantes, otras bacterias con diferentes propiedades pueden proliferar en el

medio, utilizando los recursos que inicialmente estaban destinados para las microalgas y
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cianobacterias. Ademas, no se puede descartar la posibilidad de que las microalgas
presentes también contribuyan a la produccién de gas, pero en bajas cantidades, ya que

estaban en condiciones mixotroficas.

Tabla 2. Resultados del control microbioldgico de las siembras de cultivos suplementados

con 5% de sueros

Colonias a las 24 H Colonias alas 48 H

Especie/Suero| Dilucion Caja1 Caja 2 Caja1 Caja 2
1070 MNPC (g+) MNPC (g+) - _
10* -1 MNPC (g+) MNPGC (g+) _ _
10*-2 MNPC (g+) MNPC (g+) - _
10*-3 MNPC (g+) MNPC (g+) - _
10* -1 MNPC MNPC - _
10*-2 MNPC MNPC - -
10*-3 MNPC (g+) MNPC - _
10* -4 MNPC MNPC - _
100 MNPC (g+) MNPC (g+) - _
10" -1 MNPC (g+) MNPC (g+) - _
10*-2 MNPC (g+) MNPC (g+) _ _
10*-3 MNPC (g+) MNPC (g+) - -
10* -1 MNPC MNPC - -
10*-2 MNPC MNPC - _
10*-3 MNPC MNPC - -
10*-4 232 259 - -

MNPC : Muy numerosa para contar ; g+ : Presencia de gas

3.2. Recuento de biomasafrente apHy conductividad de los diferentes tipos y
concentraciones de lactosueros

El analisis de los resultados se baso en los datos detallados en el Anexo 6, asi como en las
figuras 1-12, es asi que obtiene que las concentraciones y el tipo de suero con mejor
produccion de biomasa se resumen en la tabla 3. Se evidencia que MAAL 58 presenté mejor
desarrollo en las tres concentraciones que fueron suplementadas con lactosuero acido,
mientras que MAAL 26, presenté cierta afinidad al lactosuero dulce. La mayor produccion de

biomasa de ambas especies ocurrio frente a concentraciones de 5% de los lactosueros.
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Tabla 3. Comparativo de suero y valor maximo de cel/ml de cada microalgas

Microalgas Concentracién de Suero con mayor Valor maximo alcanzado

suero (%) recuento de cel/ml

5 Acido 1,95E+07

MAAL 58 10 Acido 1,94E+07
15 Acido 1,6 7E+06

5 Dulce 1,49E+07

MAAL 26 10 Dulce 8,43E+06
15 Acido 1,20E+06

Adicional a estos datos y basandonos en las figuras 1-12, que corresponden a los cultivos
con los valores de recuentos mas elevados, se analizaron los datos de pH y conductividad
obteniendo como resultado que durante los tres dias de mayor crecimiento el pH del medio
va de 6 a 9, donde este ultimo valor corresponde al pH con mayor predominio entre los

diferentes cultivos.

Adicionalmente la conductividad de los medios varia, en BG11 con MAAL 58, los dias de
mejor produccion tienen conductividades de entre 2200 a 2800 uS/cm, mientras que en WC

con Chlorella vulgaris la conductividad en los dias de mayor crecimiento suele rodear los 560

a 1500 uS/cm.
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Figura 1. Comportamiento de recuento de biomasa frente a pH. Datos del cultivo 2 del consorcio suplementado

con lactosueros al 5%.
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Figura 3. Comportamiento de recuento de biomasa frente a pH. Datos del cultivo 1 de Chlorella vulgaris

suplementado con lactosueros al 5%
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Figura 12. Comportamiento de recuento de biomasa frente a conductividad. Datos del cultivo 2 de Chlorella
vulgaris suplementado con lactosueros al 15%.

Diversos estudios han explorado el efecto de la concentracién de lactosuero en el cultivo de
microalgas. Por ejemplo, Moreno y Moreno (2018) reportaron que el enriquecimiento del
medio de cultivo de Chlorella vulgaris con un 2% v/v de suero lacteo resulté en un aumento
significativo en la productividad de biomasa. Sin embargo, Athanasiadou et al. (2023)
sugieren que la mayor produccion se logra con una concentracion del 10%. En contraste, los
resultados obtenidos indican que una concentracion del 5% favorecié el crecimiento.
Resultados similares fueron obtenidos por Nabizadeh et al. (2020) que tras un estudio de

concentraciones del 0%, 2.5% y 5% de suero de leche, concluyeron que la ultima
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concentracion es Optima para el cultivo de microalgas. De manera similar, Soto (2022) sefala
en su estudio que la adicion de un 5% de suero de leche al medio de cultivo de la cianobacteria
Arthrospira maxima optimiza la produccion de biomasa, alcanzando una concentracion de

1.40 x 108 células/ml.

Asimismo, se observo que al incrementar la concentracion de suero en el medio de cultivo,
este aumento su turbidez y presenté una alteracion en su coloracién. Segun lo senalado por
Herrera (2019), estos cambios pueden interferir con la actividad fotosintética de los
microorganismos, lo que podria comprometer su viabilidad y, en consecuencia, reducir su
tasa de crecimiento celular. Este efecto fue evidente en los cultivos suplementados con un

15% de lactosuero, donde se registré una disminucion en el crecimiento celular.

El pH también es un factor relevante, aunque hay poca evidencia que sugiera que este
aumenta a lo largo del tiempo de crecimiento de las microalgas. Bentahar et al., (2019) ajustan
el pH utilizando Tris (hidroximetil) aminometano para obtener un valor inicial de 6.8,
alcanzando hasta 7.2, mientras Hernandez et al. (2025) mantienen un pH inicial y final de
6.65. Esto contrasta con los resultados obtenidos por esta investigacion, donde los valores
de pH del medio tienden a acercarse a la alcalinidad durante el crecimiento maximo. Mejia et
al. (2018) corroboran que hay un crecimiento exponencial acompafado de un aumento del
pH al quinto dia, alcanzando un valor cercano a 9 al final del ensayo, sugiriendo que las

condiciones Optimas pueden variar segun el contexto experimental.

Es pertinente senalar que la replicabilidad entre cultivos no fue la esperada. Se identificaron
inconsistencias en el comportamiento del recuento, pH y conductividad del cultivo 1 frente al
cultivo 2, a pesar que ambos fueron desarrollados bajo las mismas condiciones. Como
ejemplo puntual se presenta a MAAL 58 suplementado con 10% de lactosuero, donde el
cultivo 1 evidencié un mayor crecimiento al ser suplementado con lactosuero acido, mientras
que el cultivo 2 presenté un desarrollo superior con lactosuero dulce. De igual forma en MAAL
26 suplementado con lactosueros al 15%, el cultivo 1 demostré6 mejor crecimiento con

lactosuero dulce mientras que el cultivo 2 fue con lactosuero acido.

Asimismo, se evidenciaron discrepancias en el comportamiento de los distintos tipos de suero
en funcion de la concentracion y la microalga cultivada. Este fendmeno fue especialmente
notorio en MAAL 26, que mostrd una mejor respuesta al lactosuero dulce en concentraciones

de 5% y 10%, pero present6 un incremento significativo con lactosuero acido al 15%.

Si bien en los analisis previos se priorizaron los datos mas consistentes y representativos, es
importante destacar que las fluctuaciones sugieren la posible influencia de interacciones

complejas entre la cepa, el tipo de suero y su concentracién. Tampoco se descarta la
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posibilidad que ciertas condiciones con un control menos riguroso, hayan influido
significativamente en el desarrollo de las microalgas, ya sea favoreciendo o inhibiendo su

crecimiento.

Un primer factor relevante es la agitacion, mismo que asegura la homogeneidad del medio y
qgue no fue controlado con precisidon durante los ensayos. En consecuencia, es posible que
se hayan generado diferencias en la distribucion de oxigeno y nutrientes, creando
microambientes favorables para el desarrollo de determinadas cepas bacterianas o
levaduriformes. Esta heterogeneidad en el cultivo puede explicar parte de las variaciones

observadas en los resultados experimentales (Pandey et al., 2023).

Otro factor critico es el manejo posterior del lactosuero. Si bien la pasteurizacién de la leche
a 72 °C durante 15 segundos, como indica Jaramillo (2021), es fundamental para eliminar
bacterias contaminantes, el suero resultante es altamente inestable frente a cambios de
temperatura. Por ello, como sefala Camacho (2009), debe mantenerse a 7 °C para preservar
su calidad microbiologica. Dentro de este contexto, el control microbiolégico del suero toma
especial relevancia, ya que en las etapas siguientes se introducen condiciones favorables
para el desarrollo microbiano, como aireacion constante, iluminacion, temperatura y agitacion.
Aunque estas condiciones estan disenadas para optimizar el crecimiento de las microalgas,
también pueden beneficiar a microorganismos contaminantes, generando inestabilidad en el

cultivo.

3.3. Rendimiento de biomasa

Si bien MAAL 58 suplementada con 5% de lactosuero acido generdé una mayor cantidad de
biomasa, la produccién con 10% del mismo suplemento fue muy similar. En este caso, el
parametro que permite establecer cual condicién resulta mas ventajosa es el rendimiento.
Como se puede apreciar en la Tabla 4, con una concentracion menor, del 5%, se obtuvo casi
el doble de rendimiento, lo que indica que el cultivo suplementado con esa concentracion fue
significativamente mas eficiente, es decir utilizé mejor los recursos disponibles y generé
mayor biomasa por unidad de suero. Este hallazgo sugiere que es posible optimizar la
produccién empleando menores concentraciones de lactosuero sin sacrificar el rendimiento

final.

Por otro lado, el comportamiento de MAAL 58 frente al lactosuero dulce fue menos favorable.
A pesar de presentar un mejor rendimiento con una concentracion del 10%, la biomasa
producida fue considerablemente menor que la obtenida con lactosuero acido. Esto evidencia

que un mayor rendimiento no necesariamente compensa una baja productividad total. Por
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esta razon, se considera que el analisis detallado de MAAL 58 con suero dulce no resulta
relevante para los fines de esta investigacion, y no sera profundizado en las comparaciones

posteriores.

De manera similar, MAAL 26 suplementada con 5% de lactosuero dulce present6 la mayor
produccién de biomasa. Sin embargo, el rendimiento fue ligeramente superior al aumentar la
concentracion al 10%, lo que refleja una leve mejora en la eficiencia del uso del sustrato. Aun
asi, esta diferencia no fue lo suficientemente significativa como para representar una ventaja

sustancial.

Tabla 4. Rendimiento de biomasa de cada cultivo

Nombre del Concentracion Valor maximo Rendimiento
cultivo Suero de suero (%) alcanzado de obtenido (%)
(cel/mL)
. 5 19.450.000 I 35.08
Aeide 10 19.360.000 | | |
MAALSS 5 8 .1:37 .ooo | oy
Dulce B 4,65
10 7.060.000 [ 16,25
5 14.915.000 || 1328
MAAL 26 Dulce
10 8.430.000 || 15,41

3.4. Cuantificacion de clorofilay carotenoides

En relacion con el contenido de pigmentos, especificamente los carotenoides, se puede
apreciar en las figuras 13 y 14, que MAAL 58 present6 valores significativamente reducidos,
e incluso nulos, de este pigmento en presencia del lactosuero dulce a concentraciones del
5% y 10%. En contraste, MAAL 58 combinado con lactosuero acido al 5% y 10% generd
cantidades apreciables de carotenoides. Aunque los valores entre ambas concentraciones no

difieren drasticamente, el 10% evidencié un ligero aumento.

En el caso de MAAL 26, Chlorella vulgaris, se observdé que el lactosuero dulce,
independientemente de la concentracion utilizada, estimulé la producciéon y acumulacion de
carotenoides pues Schagerl y Miller (2006), reportan que esta especie suele alcanzar
alrededor de 1977,02 pg/g de carotenoides y como se puede observar en las dos figuras
antes mencionadas, los valores se situan muy por encima de lo reportado. Por lo tanto, esto

sugiere una relacion directa con las condiciones experimentales aplicadas en este estudio.

Respecto al contenido de clorofila, Morales-Rivera et al. (2024) senalan que especies como
Spirulina platensis pueden alcanzar hasta 6000 mg/L (equivalentes a 6 mg/g de biomasa
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seca) durante la fase estacionaria, aunque destacan que los valores pueden variar
considerablemente segun la especie y la etapa de crecimiento. Es asi que realizando la
comparacion con los resultados y como se observa en la figura 14, incluso MAAL 58 con
lactosuero dulce al 10%, que fue la condicién menos favorable en términos de produccion de

clorofila, presento valores considerablemente mas altos que los reportados en la literatura.

Por otro lado, el contenido de clorofilas en la microalga Chlorella vulgaris (MAAL 26),
demostr6 que la suplementacion con lactosuero dulce favorecié significativamente la
acumulacién de este pigmento, siendo la concentracién al 10% la que estimulé en mayor
medida su produccion, hecho que se evidencia en la figura 14. Segun lo reportado por
Morales-Rivera et al. (2024), Chlorella vulgaris puede alcanzar concentraciones de clorofila
entre 200-1500 mg/L (equivalentes a 0,2-1,5 mg/g) en fase logaritmica, y entre 100-1000
mg/L (0,1-1 mg/g) en fase estacionaria. En comparacion, los valores obtenidos en este
estudio fueron considerablemente superiores, lo que sugiere que el uso de lactosuero como
suplemento no solo potencia la productividad de biomasa, sino que también mejora de forma

sustancial el perfil pigmentario de esta microalga.

CAROTENOIDES Y CLOROFILA
LACTOSUERO 5%

B Carotenocides H Clorofila

15,155

11,296

G/G PESOSECO

| 0,565
l 3,002
I 2,324

MAAL 58, S.DULCE MAAL 58, S.ACIDO MAAL 26,S.DULCE

Figura 13. Concentracion de carotenoides y clorofila obtenidos de muestras de MAAL 26 y MAAL 58

suplementadas con lactosueros al 5%
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CAROTENOIDES Y CLOROFILA
LACTOSUERO 10%

Carotenocides Clorofila

17,952
20,213

2,386

G/G PESOSECO
2,032

0,305

(]
o I I

-

MAAL 58, S.DULCE MAAL 58, S ACIDO MAAL 26,S.DULCE

Figura 14. Concentracion de carotenoides y clorofila obtenidos de muestras de MAAL 26 y MAAL 58

suplementadas con lactosueros al 10%

3.5. Proteinas Totales

En un estudio paralelo, se evalu6 el contenido de proteinas totales en las especies MAAL 58
(consorcio cianobacteriano y microalgal) y Chlorella vulgaris (MAAL 26), siendo apreciable
mediante la tabla 5 que MAAL 58 presenté una mayor concentracion proteica en comparacion
con la microalga.

Tabla 5. Proteinas totales de cada especie

Muestra Pg protei_na_ I_mg
biomasa liofilizada
26A 0,9691
26B 0,5530
26C 0,8967
58A 6,5311
58B 8,0501
58C 6,6632

No obstante, es importante sefalar que estos resultados no corresponden a una biomasa
obtenida a partir de medios suplementados con diferentes concentraciones y tipos de
lactosuero. Ademas, en dicho estudio ambas especies se ubicaron entre las de menor

produccién de proteinas en comparacion con otras microalgas y consorcios evaluados.

Dado el bajo contenido proteico de las microalgas, Becker (2007) menciona que no se ha

priorizado la extraccién de proteinas a partir de las células. En su lugar, el enfoque ha sido
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aumentar la produccion de biomasa, ya que las células que la componen presentan proteinas
en su estructura. Por lo tanto, al incrementar la cantidad de biomasa, se incrementa también,

de forma indirecta, la disponibilidad total de proteinas.

Bonett (2018) reportd que el uso de lactosuero no concentrado y sin enriquecimiento adicional
permitié obtener cantidades de biomasa ligeramente superiores a las alcanzadas en medios
sintéticos como BG11, en condiciones mixotroficas. Por lo tanto, se espera que, con base en
la biomasa obtenida en este experimento donde si se utilizé suplementacion con lactosuero,
una futura determinacion del contenido proteico revele valores superiores a los previamente

observados.

Herrera (2019) respalda esta proyeccién al sefalar que, en el caso de la cianobacteria
Spirulina, la adicion de un 3% de lactosuero permitié alcanzar una biomasa final de 1.467
mg/ml de medio de cultivo, superando al control en medio especifico. Este tipo de evidencia
refuerza el potencial del lactosuero como suplemento eficaz no solo para mejorar el
crecimiento celular, sino también para potenciar la produccion de compuestos de interés

como las proteinas.

3.6. Limitaciones del estudio

Como ultimo objetivo se planteo la cuantificacidon de proteinas en la diferentes biomasas bajo
las condiciones de cultivo optimizadas. Sin embargo, esta actividad no pudo llevarse a cabo
debido a limitaciones de tiempo, a pesar de ello se cuenta con la biomasa disponible para

poder realizarlo en préximas investigaciones.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Las mejores condiciones para la produccion de biomasa en el caso de MAAL 58 se
alcanzaron con la suplementacion de lactosuero acido al 5%, mientras que Chlorella vulgaris
mostrd su pico de produccion con lactosuero dulce a la misma concentracion. En ambos
casos, los valores maximos de biomasa generada se registraron cuando el medio alcanzaba
un pH alcalino, dentro de un rango aproximado de 6 a 9. Se evidencié un diferencia marcada
en la conductividad eléctrica de los medios suplementados con lactosuero, mientras el medio
BG11 presentdé valores elevados, entre 2200 y 2800 uS/cm, el medio WC mostré

conductividades que fluctuaron entre 590 y 1500 uS/cm.

En cuanto a la produccion de pigmentos, especificamente clorofila, Chlorella vulgaris alcanzé
su mayor concentracién con la suplementacion de lactosuero dulce al 10%, mientras que
MAAL 58 lo hizo con lactosuero acido a la misma concentracion. Por otro lado, la mayor
produccién de carotenoides en ambos cultivos se observé con una suplementacion al 5% de

lactosuero.

4.2. Recomendaciones

Con el objetivo de avanzar en la investigacion en busca de nuevas fuentes con potencial
nutracéutico, se sugiere explorar la suplementacion con lactosuero esterilizado.
Posteriormente, se podria ahadir un fermento bacteriano para simular las condiciones del
lactosuero acido, o bien trabajar unicamente con lactosuero dulce esterilizado. Ademas, se
recomienda implementar un control microbiolégico mas riguroso, lo que permitira una

caracterizacion mas precisa y confiable del producto.

Ademas, es fundamental controlar el pH del medio tras la suplementacién. Se sugiere definir
rangos de fluctuacion especificos y ajustar el pH mediante el uso de soluciones tampoén o
buffer. Este enfoque facilitara la obtencion de resultados mas consistentes y permitira reducir
las oportunidades de variacion en los experimentos. Al establecer condiciones 6ptimas y
mantener un control riguroso sobre el pH, se podra identificar con mayor precision los puntos
ideales para la produccién de biomasa y compuestos bioactivos, como carotenoides y

clorofilas.

Por ultimo y considerando la heterogeneidad observada en el estudio, se recomienda ampliar
la escala experimental a lotes de mayor tamafio, con el fin de evaluar la variabilidad y reducir

la falta de replicabilidad en algunos resultados.
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Anexo A. Tabla de composicion de macroelementos presentes en medio de cultivo BG-11

Macroelemento Concentracién mg Macroelemento Concentracién mg
NaNO3 1500.00 Acido citrico 6.00
K2HPO4 40.00 Na2CO3 20.00
MgS0O4 7H20 75.00 Na2 EDTA 1.00
CaCl2 7H20 36.00 Citrato amonio férrico 6.00

Anexo B. Tabla de composicion de microelementos presentes en medio de cultivo BG-11

Microelementos

Concentracién mg

Microelementos

Concentracién mg

H3BO3 2.860 Na2 MoO4 2 H20 0.390
MnCI2 4H20 1.810 CuS04 5H20 0.079
ZnS04 7H20 0.222 Co(NO3) 2 6H20 0.0494

Anexo C. Tabla de composicion de macroelementos presentes en medio de cultivo WC

Macroelemento

Concentracion mg/L

Macroelemento

Concentracion mg/L

NaHO3 12.60 CaCl2 2H20 36.76
K2HPO4 8.71 Na2SiO3 9H20 28.42
MgS0O4 7H20 36.97 Na2NO3 85.01

Anexo D. Tabla de composicién de microelementos presentes en medio de cultivo WC

Metales traza Concentracion mg/L Metales traza Concentracién mg/L
Na2 EDTA 4.36 CoCI2 6 H20 0.01
FeCI3 H20 3.15 MnCI2 4 H20 0.18
CuS04 5 H20 0.01 NaMoO4 2 H20 0.006
ZnS04 7 H20 0.022 H3BO3 1.0
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Anexo E. Tabla de composicion de vitaminas presentes en medio de cultivo WC

Vitaminas

Concentracion mg/L

Tiamina

0.1

Biotina

0.0005

B12

0.0005
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Anexo G. Consorcio MAAL 58. Placa en fresco. 40X.

Anexo 1. Evidencia fotogrdfica de cultivos

Controles de siembra con 5% de lactosueros en el dia 14.

A: WCl/lactosuero dulce; B: WC/lactosuero acido; C: BG11/lactosuero acido; D: BG11/lactosuero dulce
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Siembras de MAAL 58, medio BG11 con lactosueros al 5%, en dia 14.
A: lactosuero acido cultivo 1; B: lactosuero acido cultivo 2; C: lactosuero dulce cultivo 1; D: lactosuero dulce

cultivo 2.

5= /
Siembras de MAAL 26, medio WC con sueros al 5%, en dia 14.
A: lactosuero dulce cultivo 1; B: lactosuero dulce cultivo 2; C: lactosuero acido cultivo 1; D: lactosuero acido

cultivo 2.

Controles de siembra con 10% de lactosueros en el dia 14.
A: Medio WC/lactosuero dulce; B: Medio WC/lactosuero acido; C: Medio BG11/lactosuero dulce; D: Medio

BG11/lactosuero acido.
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Siembras de MAAL 58, medio BG11 con lactosueros al 10%, en dia 14.
A:Lactosuero acido cultivo 1;B: Lactosuero acido cultivo 2; C:Lactosuero dulce cultivo 1;D:Lactosuero dulce

cultivo 2.

Siembras de MAAL 26, medio WC con sueros al 10%, en dia 14.

A: Lactosuero dulce cultivo 1; B:Lactosuero dulce cultivo 2; C:Lactosuero acido cultivo 1; D: Lactosuero acido

cultivo 2.
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