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RESUMEN

Palabras clave: Microalgas, Residuos Agroindustriales, Lactobacillus casei,

Nanocloropsis Oculata.

En el presente trabajo de investigacion tuvo como finalidad realizar los estudios
pertinentes en los residuos ganaderos y agroindustriales, en el cual se buscé la
biotransformacion la materia organica para su biotransformacion en un elemento
redituable haciendo uso de microorganismos, en este caso tanto probidticos como
microalgas las cuales fueron: Lactobacillus Cassei y Nanocloropsis Oculata siendo
estos los principales catalizadores para el proceso de biotransformacion, ademas
de ser sujetos de analisis en los parametros fisico-quimicos y bioldgicos, esto con
la finalidad de observar su desarrollo en el medio logrando cumplir con las metas
establecidas. Para ello se emplearon fotobiorreactores anaerobios, en el caso del
probiotico, (Residuo Cervecero Artesanal) se utilizaron diversas concentraciones:
5%, 10% y 15% del agente microbiano, esto se debe a la naturaleza del mismo el
cual es requerido para su proceso fermentativo en durante un periodo de 72hrs se
registré un consumo en los carbohidratos, aparte las biomasas generadas al final
del tratamiento bioldgico, se observé un gran aumento en los niveles de nitrogeno,
lo que indica que durante el proceso fermentativo puede ser transformado
aumentado los macroelementos que posee. Posterior a la ejecucion de las
técnicas desarrolladas se determiné que en los residuos de origen ganadero
(Residuo Bovino) se utilizaron los fotobiorreactores tipo Batch en diversas
concentraciones: 15%, 30% y 45%. Durante el andlisis bioldgico se registré6 una
alta concentracion de coliformes fecales en el medio, el cual a su vez se establecio
gue el pH posee una media de 7.75, ademas de poseer niveles imperceptibles de
Nitrégeno (N), inclusive con las inusuales concentraciones determinadas se
obtuvo un crecimiento celular elevado durante un lapso de (21) veintiun dias , el
cual se establece el cumplimiento de los objetivos establecidos en el trabajo
realizado, El residuo agroindustrial el sustrato poseia altos niveles de
carbohidratos (CH 2 0O), nitrogeno (N), y proteinas, convirtiéndose un medio

adecuado para su actividad microbiolégica.






ABSTRACT

Keywords:  Microalgae;  Agro-industrial  residues  Lactobacillus  casei;

Nannochloropsis Oculata

The purpose of this research was to carry out the pertinent studies on livestock and
agro-industrial residues, aiming to bio transform the organic matter into a
value-added product by employing microorganisms—both probiotics and
microalgae, namely and Nannochloropsis Oculata as the primary catalysts of the
biotransformation process. Additionally, these biocatalysts were analyzed under
various physicochemical and biological parameters to monitor their development in
the culture medium and meet the established targets. Anaerobic photobioreactors
were used for the probiotic fermentations with craft brewery waste, testing
microbial inoculum levels of 5 %, 10 % and 15 % (v/v). Over a 72-hour period, a
significant consumption of carbohydrates was recorded, and the resulting
biomasses exhibited an increase in nitrogen content, indicating enhanced

macronutrient availability through the fermentative transformation.

For the livestock residue trials (bovine waste), batch-type photobioreactors were
operated at 15 %, 30 % and 45 % (v/v) concentrations. Biological analyses over
21 days showed high initial levels of fecal coliforms, a stable pH averaging 7.75,
and negligible nitrogen levels in the untreated medium. Despite these conditions,
robust algal growth was achieved, fulfilling the study’s objectives. The
agro-industrial substrate provided a rich medium of carbohydrates, nitrogen and

proteins, making it highly suitable for microbial cultivation.
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Capitulo I: INTRODUCCION

La Agroindustria es una de las industrias que emplea diversas materias primas ya
sea de origen vegetal o animal, de las cuales se enfocan en la manufacturacion de
estas en productos para su comercializacion, ya sean en productos alimenticios,
farmacos, cosmeéticos, etc. A su vez dentro de sus procesos se generan residuos
de diversos origenes a los cuales requieren tratamientos ya sean quimicos, fisicos
o bioldgicos, con la finalidad de minimizar el impacto que se genera en el
ambiente. Por lo cual es crucial el manejo adecuado de los residuos de esta
indole, por lo que se debe considerar que los desechos solidos y otros
subproductos inciden directamente sobre el equilibrio medioambiental (Aguilar et
al., 2022).

Se ha implementado el uso de agentes bioldgicos, tal es el caso de la aplicacion
de probidticos o su alternativa el uso de microalgas como medio de
biodegradacion de los residuos agroindustriales de diversos origenes (agricolas,
ganaderos, etc.). Los métodos basados en tratamientos biologicos representan
una alternativa eficaz y econdmica que es posible utilizar para eliminar productos
guimicos nocivos y contaminantes en el medio ambiente.

En el presente estudio se seleccionaron dos tipos de microorganismos, CoOmo son
la microalga Nanocloropsis Oculata y la bacteria probiética L.Casei, considerando
gue se ha demostrado presentan un buen desempefio en la remocion de agentes
contaminante ademas de generar biomasa con un gran valor de aprovechamiento
como fuente de combustibles de tercera generacion, parte de la misma biomasa
puede utilizarse, como parte de los suplementos alimenticios para el consumo
humano llegando a usarse en la elaboracién de los productos fermentados como
la cerveza, etc.

Las microalgas pueden considerarse como una fuente de energia prometedora,
entre las principales razones es el bajo uso de agua en el cultivo, el alto
rendimiento de biomasa por superficie en comparaciéon con los cultivos; la
posibilidad de utilizar tierras no agricolas para el cultivo; utilizacion de residuos
agroindustriales como fuente de nutrientes, por ejemplo, efluentes de cria de

animales o vinaza (Menegazzo & Fonseca, 2019b).
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Las microalgas son un grupo muy diverso de microorganismos fotosintéticos, entre
las caracteristicas que presentan, sobresale su capacidad para sintetizar
diferentes compuestos organicos esenciales que sirven de alimento a los
diferentes organismos consumidores a lo largo de la cadena tréfica, entre estos
compuestos destacan los Omega 3 acidos grasos poliinsaturados (v.g. los acidos
linoleico, linolénico, araquidonico (ARA), eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA)) asi como diferentes pigmentos (v.g. clorofilas y
carotenoides, entre otros).

Gonzélez, O. G. M. (2014b).

Por otro lado, los probidticos son microorganismos vivos presentes en los
alimentos los cuales al ser ingeridos en cantidades suficientes pueden ejercer una
actividad fisiol6gica especifica, beneficiosa para la salud del individuo (Gonzalez
et al., 2008).

Los cuales, para obtener su desarrollo celular, se ha requerido el uso de sustratos
comerciales, sin embargo, con las nuevas tendencias e innovaciones el uso de los
residuos agroindustriales junto con algunos de los sustratos fermentados, han
conseguido abaratar los costos de produccion como menciona Liliana y Misael,
(2022).

Algunos microorganismos como lo son las Bacterias Acido Lacticas (BAL) y
algunas otras levaduras resultantes de estos procesos pueden tener aplicaciéon en
procesos fermentativos para la biotransformacion de estos desechos lo cual se
traduce en una disminucién significativa de los elementos fisicos o biologicos que
puede llegar a poseer volviéndolo inclusive un medio de cultivo ideal para otros

microorganismos benéficos para el ser humano
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1.2 Planteamiento del Problema

La agroindustria genera una cantidad de residuos con una gran diversidad de
caracteres, el cual la acumulacion de estos a nivel global se estima que es de
2.000 millones (Singh et al., 2021).

El impacto que causan los residuos agroindustriales en la naturaleza es
considerable, el cual abarca diversas areas como son: agua (Contaminacion de
mantos acuiferos en la superficie terrestre junto con el subsuelo), aire (Emision de
gases de efecto invernadero como el CO2 o gas Metano CHa), suelo (Afectaciones
a suelos destinados a las actividades agropecuarias convirtiéndolas en areas de
suelo infértil, entre otras, de tal manera que llegan a ser una fuente de
contaminacion de alto impacto en cantidades considerables debido a las
caracteristicas fisicoquimicas que presentan, asi como agentes microbiologicos
con una capacidad de infeccidn considerable, lo cual es altamente riesgosa para la
salud humana. Aunado a la acumulacion de Residuos Peligrosos Biologico
Infecciosos (RPBI) a los cuales no se les da un tratamiento adecuado para su
disposicion final.

Una de las alternativas y fuentes de oportunidad mas novedosas, es el uso de
biomasas procedentes de residuos agroindustriales con el enfoque a la produccién
de alimentos, medicamentos, biomateriales, generacion de energias sostenibles
(Freitas et al.,, 2021). Razén por la cual se pretende utilizar microorganismos
probiéticos y microalgas para la remocién de contaminantes, para darles un
tratamiento del cual permite obtener una biomasa redituable con valor agregado, a
partir del cual se generan subproductos con importantes aplicaciones para la
industria.

De entre ellas surgen como una forma de ecotecnologia el cual se destina a la

produccion de productos con origenes biolégicos (Rojas et al., 2022).
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1.3 Justificacion

Las actividades agroindustriales son fundamentales para satisfacer las
necesidades basicas de la sociedad, sin embargo, derivan en la acumulacién de
grandes cantidades de desechos organicos, que como se menciono
anteriormente, provocan impactos severos en el medio ambiente (Batista et al.,
2020). México cuenta con una industria porcicola dinamica y en crecimiento, ya
gue se ubica entre los principales consumidores y productores de carne de cerdo
en Latinoamérica, con una produccion estimada de poco mas de 1.73 millones de
toneladas al cierre de 2022, 3 % mas que en 2021 y se pronostica que para los
proximos afios el consumo continuard con el mismo ritmo de crecimiento
impulsado por una mayor produccion (SIAP, 2022).

La bioconversiéon de los residuos organicos surge como una alternativa factible,
debido a la optimizacion dentro de las lineas de produccién existentes, ya que no
se limita Unicamente en la disposicion final de estos mismos, ademas aprovecha
las propiedades aun presentes lo cual se apertura un area de oportunidad con un
margen de ganancia econémico, pero una de sus cualidades mas destacables por
su capacidad para transformar los residuos organicos en productos de alto valor
afadido, ademas de estabilizar la materia organica (Huang et al., 2021).

La obtencion de biomasas a través de la bioconversion aerobia de residuos
organicos de origen porcicola mediante la microalga Nannochloropsis Oculata, se
perfila como una tecnologia econdmicamente atractiva y sostenible. Ademas de
tener multiples areas de oportunidad en el mejoramiento, aprovechamiento e
innovacion de las técnicas y estrategias para la obtencién y/o uso de probioticos,
tal es el caso del Lactobacillus Cassei, la biomasa generada posee un alto valor
nutricional, lo cual da pauta para el aprovechamiento en la elaboracién de los
productos alimenticios para el ser humano como lo son los suplementos para

estos mismos destinados para el consumo animal en el area agropecuaria.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Evaluar la degradacién de compuestos organicos a partir de los residuos
provenientes de la agroindustria, el cual se utiliza probiéticos y microalgas
cuya finalidad sea de degradar los elementos nocivos que generan un
impacto significativo en el medio ambiente, junto con el analisis de sus
rendimientos junto con la generacion de una biomasa rica en nutrientes

para su aprovechamiento ganadero.

1.4.2 Objetivos Especificos

e Determinar las propiedades fisicoquimicas y microbiolégicas del residuo
agroindustrial de origen bovino y cervecero artesanal.

e Establecer las condiciones ambientales apropiadas, para el crecimiento de
Nannochloropsis Oculata y Lactobacillus casei en residuos agroindustriales.

e Evaluar la calidad fisico-quimica y microbiologica de la biomasa obtenida en

el tratamiento de residuos agroindustriales para su reutilizacion.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Marco Tedrico Referencial

Desde hace varias décadas la aplicacién de probidticos en los procesos de
biotransformaciéon de materia organica de origen vegetal/animal ha sido una de las
alternativas mas llamativas para la produccion de alimentos en base a la biomasa
gue producen los microorganismos, los productos elaborados en base a estos
componentes llegan a poseer propiedades nutricionales con aprovechamiento
para el cuerpo humano.

El alga se describe como un alga foto tréfica, unicelular, no productora de
zoosporas, que flota libremente y que tiene un diametro de 2-4 ym, que crece de
forma no axénica a una temperatura de 11-16 °C. Las células contienen
cloroplastos parietales la cuales poseen una coloracion amarillo verdoso (Kagan &
Matulka, 2015).

Las Microalgas han sido usadas como medio para la produccién de combustibles
biologicos, (Biocombustibles) lo cual representa una gran area de oportunidad
para las energias renovables o alternativas, consolidandose como una aplicaciéon
exitosa de las innovaciones en el sector energético, aperturando mayores areas
de oportunidad, lo cual permite alcanzar la sustentabilidad, convirtiéndose en parte
importante de la economia circular. Debido a que, las microalgas son
microorganismos que estan presentes en los sistemas acuaticos con una gran
diversidad de formas, caracteristicas fisiolégicas, nutricionales y genéticas que les
permiten desempefiar un papel clave, en el establecimiento de ecosistemas,
pueden ser explotados de manera sustentable, en procesos de biorremediacion y
como fuente de nutrientes (Menegazzo & Fonseca, 2019).

Uno de los medios de cultivo utilizados para el desarrollo inicial de las microalgas
es el medio F/2 (Macronutrientes: NaNOs, CaCl2.2H20, KH2HPO4, MgSOa4. 7H20,
NacCl; Micronutrientes: HsBO3s, MnCl2, ZnS04.7H20, Na2M004.2H20, CuS04.5H20,
CO(NO3)2.5H20) el cual se encuentra enriquecido con minerales para el 6ptimo

crecimiento de estos microorganismos. El crecimiento poblacional de las
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microalgas se puede dividir basicamente en seis fases: 1) de adaptacion, 2) de
aceleramiento, 3) de crecimiento exponencial, 4) de desaceleracién o crecimiento
lento, 5) de crecimiento estacionario y 6) de muerte (O. G. M. Gonzalez, 2014b).
Por lo cual el uso de fotobiorreactores es uno de los medios que ofrecen multiples
ventajas a la hora de ser empleados a comparacion de los sistemas tradicionales
de produccioén en tanques, las cuales son un aumento en la densidad poblacional
al estar completamente aislado de agentes externos, los costos para su
implementacion son menores a comparaciéon de un sistema de tanque (Abierto)
(Del Milagro Carvajal-Oses et al., 2018).

Ademas en base a las caracteristicas térmicas de la microalga reportado por
Garate Osuna 2022, la microalga ademas de ser una candidata de interés para la
aplicacion en sectores de bioenergia (especificamente para la obtencién de
biocombustibles como biodiésel, a base de las biomasas generadas), la cual se
somete bajo un estrés térmico de 35 °C, lo cual representa un area de oportunidad
para que ésta especie, sea capaz de escalarse a gran escala, lo cual representa
un paso para la optimizacién de recursos y permite que esta tecnologia tenga un

mayor alcance con una mayor factibilidad técnico-econémica .
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Tabla 1: Comparativo de las caracteristicas de los sistemas de cultivo de microalgas abiertos y cerrados (Carvalho-

eral,2011).

Caracteristicas

Relacion area volumen

Sistemas Abiertos

Alta (4-10 veces mayor)

Sistemas Cerrados

Baja

Especies de algas

Restringida

Flexible

Criterio para seleccion

Competencia por

Resistencia al esfuerzo

de especie crecimiento
Densidad de la Baja Alta
Poblacion
Eficiencia de la cosecha Baja Alta
Periodo de cultivo Limitada Extendido
Contaminacion Posible Poco Probable
Perdida de agua por Posible Prevenible
evaporacion
Eficiencia de utilizacion Pobre Excelente
de la luz
Transferencia de gases Pobre Alta
Control de Temperatura Ninguno Excelente

Variable méas Costosa

Mezcla de agua

Control oxigeno,

temperatura

Capital de Inversion

Bajo

Alto

En el caso del grupo de probidticos (LCG), compuesto principalmente por las
especies estrechamente relacionadas del género Lactobacillus, se pueden
mencionar Lactobacillus paracasei vy Lactobacillus rhamnosus, siendo
Lactobacillus casei una de las especies mas estudiadas debido a su potencial
comercial, industrial y de salud aplicada (Hill et al., 2018).

De entre estas se ha analizado su uso en otros productos fermentados, segun lo

establecido por Wang et al., 2021. El utilizo este mismo probidtico para la
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fermentacion de proteina de suero y jugo de arandano, el cual se utilizaron para la

estabilizacion de las antocianinas.

En el cual existe la posibilidad de adicionar crioprotectores adecuados a la
bacteria concentrada después de la fermentacion, después de lo cual el producto
se debe de congelar para posteriormente ser liofilizado (Lactobacillus casei n.d.).
De acuerdo a lo reportado por Melina et al., 2022 quienes utilizaron tres residuos
agroindustriales de diferente naturaleza (Bagazo de sidra, Bagazo de cervezay la
combinacion de estos dos residuos) a partir de los cuales el pH se ajusté a 7.0
Posteriormente a cada sistema se introdujo el probiético con una suspension
inicial de ~107 UFC/ml, e incubado a 37°C bajo agitacion suave (50 rpm) durante
24, 72 y 120 h. Transcurrido cada tiempo se procedié al recuento en placa de L.
casei en agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS) y a la determinacion fisicoquimica
de: hidratos de carbono (azucares reductores por método de Fehling), polifenoles
totales (método de Folin-Ciacalteau) y acidez total (expresada en g/L de é&cido
malico).

Al igual que el anterior, se realiz6 una experimentacién similar con un sustrato
diferente a los ya mencionados previamente, el cual fue reportado por Hurtado et
al. (2021), del cual menciona que se realiz6 el estudio en base a las condiciones
de supervivencia en estado de refrigeracion utilizando jugo de pera como medio
de cultivo en un lapso de 4 semanas en condiciones de refrigeracion (4 °C). Del
seguimiento de la supervivencia se realiz6 semanalmente mediante recuento en
agar MRS luego de incubarse 48 h a 37 + 1 °C. Del cual paralelamente se
determinaron los siguientes pardmetros fisicoquimicos: pH, acidez y azucares
reductores en el jugo inoculado y sin inocular (control), en el tiempo cero en un
tiempo establecido de 2 a 4 semanas.

A lo cual posterior a ello se realiz6 otra serie de pruebas utilizando como sustratos
frutos y productos comestibles (Lactosuero, Fresa, Mango y Garcinia Madruno),
reportado por Cravo and Crespo (2022), con el objetivo de tener un aumento en la

obtencion de biomasa para la generacién de conocimiento sobre las formas de
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crecimiento en los medios mencionados, los cuales posen altos niveles de

carbohidratos.

23



Tabla 2: Caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas de los sustratos para el cultivo de L. Cassei (Garcinia Madruno).

Parametros Lactosuero Fresa Mango Garcinia

madruno

Acidez (%) 1,09 0,82 0,15 19,07
SST (Brix) 6,65 55 7,4 7,9

Cenizas (%) - 0,52 0,44 2,06
Grasa (%) - 0,48 0,39 1,48

Humedad (%) - 84,90 85, 44 89,40

pH 6,35 4,10 3,02 3,86
Densidad 1,03 - - -
(g/ml)

Proteina (%) 0,91 0,72 0,78 6,66
Nitrogeno - - - 2,32
Total (%)

Coliformes 0 0 0 0

Totales (ufc)

Coliformes 0 0 0 0

Fecales (ufc)

Otro de los parametros previamente estudiados ha sido el estudio de la produccién

de é&cido lactico utilizando este mismo probidtico, la cual metaboliza la lactosa y

produce dicho &cido como producto principal, de lo cual reporta Jimmy N.P. 2020.

Donde relata que se realizaron multiples corridas experimentales, del compuesto

utilizando el programa estadistico Design Expert 11. Donde se determind que las

condiciones que permiten la maximizacion de la productividad volumétrica son

40.2 °C de temperatura y 5.6 de pH, alcanzando valores de 1.2 g/l-h.
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2.3 Marco Tedrico Conceptual

En esta seccion se definiran algunos de los conceptos que se abordaron en el

trabajo de investigacion:

= Agroindustria
Es una de las areas en el sector industrial que se encarga de la produccién, manu
factura y elaboracion de productos de origen agricola, forestal, ganadero o de
alguna otra fuente natural biol6gica. Su objetivo, es la elaboracién de productos
comestibles para la alimentacion humana o animal, incluyendo también productos
destinados al sector farmacéutico, cosmético, etc. El cual a su vez se enfoca en
las fases de procesamiento de los cuales abarcan desde la produccion de insumos

hasta la entrega del producto al consumidor (Ickis et al., 2009).

= Residuos Agroindustriales

Son aquellos residuos que se generan a lo largo del proceso de manufactura de
un producto ya sea de origen animal o vegetal, los cuales se caracterizan al ser de
nulo interés para los pueden a llegar a ser un riesgo tanto para el medio ambiente
como al ser humano al no manejarse adecuadamente bajo las medidas
pertinentes, ademéas de no poseer un valor comercial que los haga atractivos para
sSu inversion ya sea por sus caracteristicas fisicoquimicas o microbioldgicas,
siendo una de las principales causas por las cuales no se integran a los procesos
industriales y en consecuencia no se tratan antes de su disposicion final (Casas-
Godoy et al., 2014).

= Residuo Bovino
Se clasifica a los residuos provenientes del animal bovino, en donde se incluyen;
estiércol, sangre, contenido ruminal, etc. residuos que llegan a ser contaminantes
de alto impacto ambiental, por lo cual se requiere aplicarles un tratamiento
adecuado, que permita obtener subproductos con alto valor agregado y con alto
potencial de aprovechamiento para las diversas industrias que requieren las

materias primas de origen animal.
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= Foto Biorreactores
Dispositivos disefiados con la finalidad de cultivar agentes biolégicos, en grandes
voliumenes, en los cuales se deben considerar diferentes parametros a controlar
como pH, temperatura, niveles de intensidad luminica, etc., mismos que son

necesarios para el optimo crecimiento de los microorganismos presentes.

= Lactobacillus

Los lactobacilos son bacilos o cocobacilos grampositivos, no formadores de
esporas, con un contenido de G+C de ADN generalmente inferior al 50% molar. La
cual comprende 261 especies las cuales poseen una gran diversidad en los
niveles fenotipico, ecoldgico y genotipico.

Son bacterias estrictamente fermentativas, aerotolerantes o anaerdbicas, acidurias
o aciddfilas y tienen necesidades nutricionales complejas (por ejemplo, de hidratos
de carbono, aminoacidos, péptidos, ésteres de acidos grasos, sales, derivados de

acidos nucleicos y vitaminas) (Zheng et al., 2020)

= Microalgas:

Las microalgas son organismos celulares las cuales poseen una gran diversidad
de formas y tamafios, que se desarrollan en medios dulceacuicolas, asi como en
medios marinos de los cuales una gran parte de ellos se localizan en forma de
plancton marino. Se estima que son los microorganismos que realizan el noventa
por ciento de la fotosintesis del planeta, considerandose como el primer eslabén
de las cadenas alimentarias del ambiente acuético, de las cuales poseen una rica
fuente de acidos grasos polisaturados los cuales son fundamentales para el ser
humano, como puede llegar a ser el acido docosahexaenoico (DHA), etc. (Pensis,
2015).
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= Nannochloropsis Oculata

llustracion 1: Microalga Nanocloropsis Oculata

Es una especie de microalga que se encuentra clasificada dentro del reino
chromista, donde se incluyen las algas pardas pluricelulares, las diatomeas,
algunos mohos, y las algas mas grandes del mundo (Avila & Cabrera 2015)

Las microalgas son un grupo muy diverso de microorganismos fotosintéticos, entre
las caracteristicas que presentan, sobresale su capacidad para sintetizar
diferentes compuestos organicos esenciales que sirven de alimento a los
diferentes organismos consumidores a lo largo de la cadena tréfica, entre estos
compuestos destacan los Omega 3 acidos grasos poliinsaturados (v.g. los acidos
linoleico, linolénico, araquidonico (ARA), eicosapentaenoico (EPA) vy
docosahexaenoico (DHA)) asi como diferentes pigmentos (v.g. clorofilas vy
carotenoides, entre otros).

Gonzalez, O. G. M. (2014b).
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= Lactobacillus casei

llustracion 2 Lactobacillus casei

Lactobacillus casei (L. casei) es una especie de lactobacilo que se encuentra en
productos lacteos ademas de ser utilizado como probidtico. La cual produce acido
lactico en el tracto gastrointestinal donde se desempefia en romper alimentos,
absorber nutrientes y combatir patébgenos. Se encuentra en yogures, suplementos
dietéticos y en algunos quesos (LACTICASEIBACILLUS CASEI: Overview, Uses,
Side Effects, Precautions, Interactions, Dosing and Reviews, n.d.)

Es una bacteria tipo Gram positiva, el cual es un microorganismo anaerobico
habitante comuan en el intestino y en la cavidad bucal de humanos, es productora
de &cido lactico, metabolito que se emplea en la industria lactea (Aguirre-
Ezkauriatza et al., 2009).

Del cual son facultativamente heteros fermentativos, del cual poseen un contenido
de 45-47% molar de ADN G+C (Huang et al., 2018)

29



2.4 Marco Tebrico

A partir de la época de la Revolucion Industrial (1760 en el Siglo XVIII), la industria
alimentaria ha estado presente en nuestras vidas, época en la cual, las grandes
industrias iniciaron con su desarrollo tecnologico la creacion e innovacion de
productos para el consumo de la sociedad, con procesos novedosos para aquella
época, esto a su vez genero residuos a los cuales no se les dio la importancia que
tienen hoy en dia.

Al menos en México la agroindustria es una de las actividades economicas de
mayor importancia a nivel nacional como internacional, de los cuales los productos
més destacados son la cerveza, tequila, chocolate, cereales, etc. (De Agricultura y
Desarrollo Rural, n.d.)

Con el paso del tiempo empezaron a surgir normativas nacionales e
internacionales sobre el cuidado del medio ambiente, cuyo objetivo es regular la
emision de sustancias toxicas al ambiente, asi como el tratamiento previo a la
deposicion de residuos solidos urbanos (RSU), de manejo especial (RME), etc.

Sin embargo, la generacion de los residuos provenientes de la industria representa
una problemética a nivel mundial, al no aplicar en su gran mayoria tratamientos
adecuado para disminuir su impacto al ambiente, debido entre otros factores a la
disponibilidad econémica para el desarrollo de tecnologias mas eficientes.

Uno de los mayores riesgos sin duda es la contaminacion puntual que estos
generan, lo que los convierten en contaminantes puntuales que puede causar
dafos colaterales en los ecosistemas circundantes que afectan tanto a la flora y
fauna del area, ademas de convertirlos en vectores de enfermedades potenciales
gque pongan en riesgo la salud humana desencadenando enfermedades
gastrointestinales, respiratorias, etc. (Adminmedix, 2018). Por lo cual es
apremiante implementar procesos biotecnolégicos viables desde el punto de vista
econdmico como sustentable, que permitan el ahorro de energia a su vez que se
enfocan en la optimizacion de los tiempos de operacién, a lo por consecuencia en
los costos de inversion, ademas de obtener subproductos con alto valor agregado,

de tal manera que se aprovechen al maximo los recursos invertidos.
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En la actualidad se han realizado diversos estudios especializados sobre la
aplicacién de procesos biotecnolégicos autosustentables que favorezcan la
economia circular (Obeid et al., 2018).

El bagazo de cerveza o cebadilla (Brewer’'s spent grains en inglés) es un
subproducto de la producciéon de cerveza, la cual se encuentra en forma de una
pasta humedecida la cual es el resultado final de malteado, maceracion vy filtracion
obtenido posteriormente a la sacarificacion de los granos de cereales utilizados
para la elaboracion de la cerveza. («El Bagazo de Cerveza o Cebadilla (Brewer’s
Spent Grains en inglés) Es un Subproducto de la Produccion de Cerveza», 2021).

Este residuo organico, que representa aproximadamente el 85% de los restos
generados durante la produccion de cerveza, tiene un contenido de materia seca
del 20-25% y un contenido proteico del 24-26% sobre materia seca («Bagazo de
cerveza: un subproducto con multiples aplicaciones», 2019).

Se ha utilizado tradicionalmente como alimento para animales debido a sus
cualidades nutritivas, pero en la actualidad se le da otros usos, como fertilizante
organico, ingrediente en la construccibn de cubiertas para azoteas, en la
elaboracion de papel, y como ingrediente en alimentos humanos como el pan.
Ademas, se ha explorado su potencial para la elaboracion de productos como
barras de cereal y snacks. (Bagazo De Cerveza Hiumedo | FEDNA, n.d.)

De esta resalta un area de oportunidad para un uso eficiente junto con la
valorizacion del sustrato cervecero residual, con la finalidad de evitar un impacto a
gran escala en la economia junto en el medio ambiental. (Castro-Criado et al.,
2023).

Por consecuente el aprovechamiento del residuo ademas de las aplicaciones
mencionadas previamente, la cual se traduce en una gran mejoria en el sector
econdmico, esto al darles un valor agregado que a su vez la cantidad de residuo
generado disminuya considerablemente, lo que impulsa la creacion de nuevas
tecnologias denominadas “Ecotecnologias” las cuales se beneficiaran de estos

residuos para minimizar el impacto en el ambiente.
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Para ello el uso de digestores anaerobios es un medio adecuado para la
degradacion de los residuos para su biotransformacion de materia prima residual a
biomasa con valor agregado, especialmente para el uso de algunos
microorganismos anaerobios como es el caso de microrganismos probioticos,
quienes poseen una de las caracteristicas de ser tolerantes al oxigeno, debido a
gue son capaces de activar vias alternas al metabolismo anaerébico tradicional
(Siciliano et al., 2019).

Los residuos ganaderos de origen bovino las cuales también se conocen como
“Estiércol”, es uno de los elementos residuales mas preocupantes en los
agroecosistemas, a lo que concierne en un manejo inapropiado este puede llegar
a ocasionar consecuencias en el ambiente, salud humana, el sector agroindustrial,
etc. Del cual la existencia de agentes biologicos infecciosos como es la presencia
de Escherichia Coli, Salmonella, Etc. Son de gran importancia ya que
desencadenan enfermedades y sintomatologias de alto riesgo para la salud
humana. (“Como Reutilizar Los Residuos Ganaderos Y Obtener Valor Agregado,”
2019).

Otra problematica puntual es la generacién y emanacion de olores indeseables
junto con la produccion de gases de efecto invernadero (Gas Metano, Dioxido de
Carbono, Sulfuro de Hidrogeno, etc.), los cuales contaminan diversas areas de
interés humano (suelos para actividades agricolas, mantos acuiferos, junto con la
calidad de aire). Una de las practicas mas comunes entre los ganaderos para el
aprovechamiento del residuo de sus ganados es el uso del compostaje que varia
de regiones demogréficas, las cuales tienen la finalidad de generar fertilizantes
para integrarlos a sus cultivos (“Cémo Reutilizar Los Residuos Ganaderos y
Obtener Valor Agregado,” 2019).

Otra tecnologia es el uso de la lombricomposta, el cual utiliza un agente bioldgico
el cual es la Lombriz Roja Californiana (Eisenia fetida) o puede usarse como
alternativa la lombriz Roja (Lumbricus rubellus). Una de sus mayores ventajas es
la obtencion de biofertilizantes ricos en nutrientes a la vez que pueden emplearse
como mejoradores de suelo las cuales poseen poca disponibilidad de

macronutrientes (Ruiz Morales, 2011).
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Para ello se han empleado diversas tecnologias novedosas a gran escala para
aprovechar estos residuos generados, una de ellas es el empleo de biodigestores,
del cual se introduce dentro de un recipiente el cual se realizara una digestion
anaerobia el cual va a degradar progresivamente el residuo lo que a su vez
generan subproductos como lo es el biogas y abono (Ganadero, 2023).

El rendimiento en la produccién de metano y/o la estabilidad de dicho tratamiento
microbiol6gico pueden ser mejorados mediante la aplicacion de diferentes
pretratamientos ya sean fisicos o quimicos (Aplicacion de tratamientos Térmicos,
Adicion de floculantes o coagulantes, Etc.), con la finalidad de ser tratado
conjuntamente con multiples sustratos de diversos origenes el cual seria lo ideal,
los cuales cuenten con la capacidad de ser biodegradables en un Unico sistema,
el cual se debe al aumento de la biodiversidad en los digestores anaerobios, la
dilucion de inhibidores presentes en los sustratos y/o el aporte de nutrientes
adicionales (Angeles, 2015).

La aplicacion de probioticos en la actualidad se ha vuelto esencial, principalmente
en la industria alimenticia, por lo cual es importante destacar que el uso de L.
casei en el tratamiento de residuos agroindustriales puede variar dependiendo de
las condiciones especificas de cada caso y del tipo de residuos tratados. Ademas,
es fundamental asegurar un adecuado manejo de control del proceso de
tratamientos el cual se prioriza el maximizar los beneficios junto con la
minimizacién de los posibles impactos negativos (Velasquez-Téllez, n.d.). De lo
contrario puede no desarrollarse el microorganismo en cuestion alterando la
composicién quimica del sustrato, lo cual podria causar efectos negativos tanto
para el sector medioambiental como en el sector econémico.

Se ha evaluado el crecimiento poblacional de L. casei en diferentes sustratos,
como suero clarificado, pulpa de uchuva, solucion isotonica de glucosa y suero de
leche de cabra, esto se debe a la presencia de nutrientes como carbohidratos,
acidos grasos, etc. Estos estudios han proporcionado informacion valiosa sobre la
viabilidad y el crecimiento de esta bacteria en entornos especificos, lo que es
fundamental para su aplicacion en la produccion de alimentos y productos

biotecnoldgicos (Téllez et al., 2015).
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Ademas, este probidtico se encuentra naturalmente dentro de la flora intestinal
humana, la cual es de suma importancia en el sector salud, por esta misma razén
el valor que se tienen de las biomasas generadas a partir del inoculo de L. casei
son altamente apreciadas.

la aplicacion de la biotecnologia como es el caso de las microalgas para la
depuracion de aguas residuales y la recirculacion de nutrientes al suelo. Las
microalgas, como pueden ser las Chlorella y Scenedesmus, son eficientes en la
eliminacién de contaminantes y nutrientes de las aguas residuales. Ademas,
contribuyen al desarrollo de sistemas de circuito cerrado mediante el reciclaje de
nutrientes y la captacion de carbono, de estas son opciones atractivas al tener un
gran margen de beneficio tanto en el area econdémica como en la optimizacion de
procesos.

Para ello se han empleado el uso de fotobiorreactores, los cuales son sistemas
cerrados utilizados para el cultivo de microorganismos fotosintéticos, como las
microalgas, en condiciones controladas. Estos dispositivos permiten el
aprovechamiento eficiente de la luz solar y la optimizacion de otros parametros
ambientales para el crecimiento y la produccién de biomasa de microorganismos
beneficiosos (Petro energia, 2021). De estos existen diversos tipos, uno de ellos
son los fotobiorreactores tipo balsa; de las cuales consisten en estanques de
tamafo y forma adecuados que se llenan con medio de cultivo y se dejan crecer
las microalgas. Este tipo de fotobiorreactor es econdémico y de bajo costo de
operacion, pero la productividad por unidad de superficie y la concentracién de
biomasa son bajas.

Fotobiorreactores tipo raceways, son fotobiorreactores abiertos que, ademas de
proporcionar un medio adecuado para el crecimiento de las microalgas, también
permiten la agitacion y la mezcla, facilitando el intercambio de gases y el control
del pH en cierta medida. Los previamente mencionados poseen un mayor nivel de
eficiencia a diferencia de los estanques abiertos en términos de productividad y
concentracion de biomasa. (Ruiz Reyes, 2015).

Fotobiorreactores tipo tubulares: Esta clase de fotobiorreactores consiste en tubos

o tuberias transparentes en forma de bucle o serpentin, a través de los cuales
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fluye el medio de cultivo y las microalgas. Donde la luz solar incide directamente
sobre los tubos, permitiendo una mayor eficiencia en la captacién de energia
luminosa. Los tipos tubulares llegan a tener un gran repertorio junto con una
disponibilidad de opciones dentro de sus configuraciones, como lo son los tubos
horizontales, verticales o inclinados, los cuales se adaptaran dependiendo del
entorno donde se montaran (Biotecnolégico, 2021).

De estos se tiene multiples beneficios a la hora de emplearse los cuales permiten
un desarrollo 6ptimo de la microalga a desarrollar, ademas de permitir un control
preciso de los parametros ambientales, como la intensidad Iluminica, la
temperatura del medio, el pH y la concentracion de nutrientes presentes. Lo cual
garantiza las condiciones Optimas para el crecimiento y la productividad de los
microorganismos beneficiosos (Benavente-Valdés et al., 2012).

Cabe recalcar que, de las principales aplicaciones de esta tecnologia, son usados
principalmente en el tratamiento de aguas residuales agroindustriales, donde las
microalgas desarrollan la capacidad de absorber y metabolizar los nutrientes
presentes en el agua, reduciendo la carga contaminante que a su vez produce una
biomasa de valor agregado. A su vez también pueden ser utilizados como una
fuente de combustible, ya sea desde la produccion de biogases, hasta la
generacion de las propias biomasas, siendo estas un producto de alto valor por lo
cual se reporta que las empresas dedicadas a la generacion de combustibles,
reportan que el uso de las microalgas para la generacion de biocombustibles es un
30% mas eficiente a diferencia de oleaginosas terrestres, las cuales dentro de su
naturaleza, el 50% son lipidicas lo que representa la mitad de su peso (Gonzalez-
Lazo, 2019).

Ademas de contar con una proteccion contra contaminantes externos: Al ser
sistemas cerrados, los fotobiorreactores protegen a las microalgas que son
beneficiosos de la contaminacion externa, lo que garantiza la pureza y la calidad
de la biomasa producida. su rendimiento no serd comprometido bajo ninguna
circunstancia (Fotobiorreactores SCHOTT. (s. f.)

Cabe mencionar que el cultivo de estas a diferencia de otros agentes bioldgicos,

no se requiere el uso de suelos para su cultivo, debido a que la naturaleza de
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estas requiere de medios acuaticos, ya sean de origen salino (Provenientes de los
océanos), o de aguas dulces (Provenientes de lagos, rios, etc.).

Para el desarrollo e interpretacién de los datos generados, se utiliza el modelo
matematico de curva de gumpertz el cual es un tipo de modelo matematico
utilizado para describir el crecimiento de una serie temporal (Parés-Casanova,
n.d.).

La curva de Gompertz es una funcion sigmoidea que describe el crecimiento como
mas lento al comienzo y al final de un periodo de tiempo dado. La curva tiene una
asintota hacia la derecha, donde el valor futuro de la funcion se aproxima de
manera mas gradual, en contraste con la asintota hacia la izquierda, donde el
valor inferior se acerca simétricamente a la curva. Esta funcion es un caso
especial de la funcién logistica generalizada (Casas, n.d.).

Para realizar la modelacion de la curva, es necesaria contar con una base de
datos de las cuales se dividen en cuatro elementos esenciales:

Datos de tiempo: En este punto se requiere una serie temporal que represente el
periodo de tiempo en el que se observa el crecimiento del objeto de estudio de
interés. Esto puede ser en dias, meses, afios u otra unidad de tiempo determinada
segun el tiempo marcado por el estudio a desarrollar.

Datos de crecimiento: Se necesitan datos que representen el crecimiento
observado en el periodo de tiempo especificado. Estos datos pueden ser en forma
de nimeros absolutos o porcentajes de crecimiento dependiendo de la unidad de
medida empleada.

Puntos de inflexion: La curva de Gompertz tiene puntos de inflexién que indican el
cambio en la tasa de crecimiento (fase Log, fase Lag, fase estacionaria, fase de
muerte). Se requiere de esta clase de datos que identifiquen dichos puntos de
inflexién en la serie temporal.

Parametros de ajuste: La curva de Gompertz se ajusta utilizando parametros
especificos que determinan la forma y el ajuste de la curva a los datos observados
(Tiempo, recursos utilizados, . Estos parametros incluyen el punto de inflexion, la

tasa de crecimiento maxima y otros parametros relacionados (Dietrichson, n.d.).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

En el caso de estudio se utilizaron métodos aprobados por la federacion los cuales
han sido abalados e introducidos dentro de las metodologias estandarizadas
dentro de las normativas oficiales mexicanas, junto con sus iguales.

Tabla 3: Métodos de analisis empleados.

Parametros: Método
pH 2320-B de la APHA-AWWA-WPFC
(1991)
ST 2540 de la APHA-AWWA-WPFC
(1999).
STV 2540G de la APHA-AWWA-WPFC
(1999).
Fosforo Método 4500-PB 4.
Carbohidratos Método de la antrona modificado
(1973).
Nitrogeno Método Kjeldahl
D.Q.O. Micro método (técnica colorimétrica)
D.Q.O. Soluble Micro método (técnica colorimétrica)
Coliformes Fecales (NOMO004-SEMARNAT-2002)

potencial de Hidrogeno (pH), Solidos Totales (ST), Solidos Totales Volatiles (STV) Demanda Quimica de Oxigeno (D.Q.0O),
Demanda Quimica de Oxigeno Soluble (D.Q.O. Soluble)

3.1 Acondicionamiento de la muestra

El sustrato obtenido se le realizo una dilucién 1:6 del cual se peso 15gms de la
muestra en estado sélido, del cual se adiciono 750ml de agua destilada, posterior
a ello con el uso de un colador se filtr6 hasta obtener la mayor cantidad de
muestra en esto liquido, a lo cual se deposité en un recipiente herméticamente

cerrado para sus posteriores analisis.

3.2 Organismos

Se utilizaron los microorganismos Nanocloropsis Oculata, la cual es utilizada para
procesos de acuicultura y microbiologia algal, la cual posee una suspension

celular de 100ml. La microalga que se cultivd en medio liquido F/2 del cual
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requiere poseer un pH de 6.8 a su vez debera poseer una iluminacioén de >100
UE/M/s.

Parte de sus caracteristicas es que posee un diametro de ym— 5 ym. Pigmentos
principales clorofila a y violaxantina. Junto con una pared celular Rigida, compleja;
algagenanos, celulosa, glicoproteinas, pectinas, carragenanos (Hoja Técnica
Nannochloropsis Oculata, 18d. C.)

El Lactobacillus casei se cultivé en medio MRS (DeMan, Rogosa &Sharp) en tubos
de ensaye de 10 ml, a partir de este cultivo se llevd a cabo el desarrollo de las
cinéticas de crecimiento, a una temperatura media de 37°C, el cual su primer

conteo celular tuvo una relacién 6/10.

3.3 Parametros Fisicos: Solidos Totales

Los sdlidos totales se denominan como la materia organica residual posterior al
proceso de evaporacion junto con el secado de la muestra con una temperatura ya
establecida. La muestra se evapora en un crisol de porcelana a peso constante, a
temperatura de 103°-105°C en un periodo de 24 horas, el aumento del peso sobre
el peso del crisol vacio, representa el peso de los sélidos totales.

Calculo

P; — P
%ST:%*
2

100

Ecuacion 1: calculo de sélidos totales

Doénde:
P1= Peso del crisol a peso constante.
P2= Peso de la muestra.

Ps=Peso del crisol a peso constante + muestra seca.
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3.4 Parametros Fisicos: Solidos Totales Volatiles

Una vez que se haya producido el residuo generado en la determinacion de la
técnica de Solidos Totales el cual se han mencionado anteriormente, se introduce
en una mufla y se calcina la muestra hasta alcanzar los 550°C en un lapso de dos
horas, el peso que perdio el crisol tras la calcinacion del residuo seco representa

el contenido de los sdlidos volatiles, al igual que la anterior determinacion.

Calculo
P; — P,
%SV = ——* 100
P; —P
Ecuacion 2: Calculo de sélidos totales volatiles
Doénde:

P1= Peso del crisol a peso constante
P2=Peso de la muestra
Ps= Peso del crisol a peso constante + muestra seca

P4= Peso del crisol a peso constante + peso de la muestra calcinada

3.5 Parametros Fisicos: pH

El pH es uno de los parametros que marca la concentracion de los iones de
Hidrogeno en una disolucién existente, para ello se utliza un equipo
(Potencibmetro de mesa pH/mV MESA SM-25CW) donde se introduce
directamente el electrodo en la muestra el cual en la pantalla del equipo nos

arrojara la lectura de la medicion de la muestra de interés.
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3.6 Parametros Quimicos: Determinacidon de Carbohidratos por el Método de
Antrona — Sulfurico

La determinacion de carbohidratos se determin6 mediante el método de Antrona
(H2S0a4), el cual rompe los enlaces glucosidicos de los carbohidratos presentes en
el sustrato. La reaccion se llevé a cabo a una temperatura de 94°C en un lapso de
12 minutos, posteriormente una vez que los tubos tomaron una coloracion azul
oscuro, las muestras se dejaron a temperatura ambiente, antes de leer en el

espectrofotometro a una de absorbancia de 620 nm

3.6.1 Metodologia para la preparacion del reactivo Acido - Antrona

Para la ejecucion de la técnica de Carbohidratos Método Acido Antrona, en un
tubo con rosca se miden 0.02ml de la muestra a analizar, se adiciona 2ml de la
solucion Acido sulftrico para que se lleve a cabo la reaccién, una vez adicionados
aparecera una turbidez de color blanco lo cual se debe de mezclar
homogéneamente para que la reaccion se desarrolle debidamente, a lo
consiguiente se deberéa calentar en bafio tipo maria los tubos con las muestras a
analizar las cuales deberan alcanzar una temperatura de 94°C en un intervalo de
12 minutos, tras ello la muestra tomara una coloracion azul oscuro a lo que por
consecuente se debera dejar de enfriar en un tiempo aproximado de 10min, una
vez los tubos sean manipulables se procederan a leer en el espectrofotébmetro con

una absorbancia de 620nm.

= Ty
X Z

llustracion 3: Estructura quimica del compuesto Antrona
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3.7 Determinacion de Demanda Quimica de Oxigeno (D.Q.0.) Por Micro-
Método (Técnica Colorimetria)

La demanda quimica de oxigeno se emplea como una de las técnicas de medicion
del Oxigeno el cual equivale a la materia organica contenida la cual es susceptible
a oxidacion por un oxidante quimico organico lo cual se debe a la presencia de los
agentes microbianos presentes en el medio.

Previamente al desarrollo de la técnica, se realizo la dilucién (1:4) a la muestra de
interés, se tomaran 2 ml de muestra y se diluyé en 6ml de agua destilada, a partir
de esta muestra se midieron 10 ml y la muestra se centrifugé a 5000 rpm por 5
minutos.

Posteriormente se mezclo 1 ml de las muestras a analizar con 0.5 ml de la
solucién digestora y la solucion de acido sulfurico puro con sulfato de plata. La
mezcla se homogeniz6 mediante agitacion, lo cual genera una reaccion
exotérmica.

La placa digestora se calent6é previamente a una temperatura de 150°C, una vez
alcanzada la temperatura deseada, se procedié a distribuir equitativamente los
tubos con rosca en la placa de digestion, para ello se dejaron en reposo por un
periodo de dos horas. Una vez concluido el tiempo de digestion, se dejo enfriar en
un area ausente de fuentes luminicas por un lapso de 10 minutos, posterior a ello

las muestras se midieron en el espectrofotdmetro a una absorbancia de 620nm.
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3.8 Determinacién de Nitrogeno Total Kjeldahl (Proteinas)

El método Kjendal se basa en la combustion himeda de las muestras, para lo cual
se usaron los siguientes reactivos para llevar a cabo la digestién; Sulfato de Cobre
(CuS0a4), Sulfato de Potasio (K2S0a4), Selenio (Se), Acido Sulfarico Concentrado
(H2S04), Acido Borico al 4% (HsBO3), Hidroxido de Sodio al 40% (NaOH).

Se pesaron de 30 a 50 miligramos de muestra de la cual se depositaron en
matraces microkjendhal (Matraces de Digestién), se adicionaron 0.2 gramos de
sulfato de cobre (CuSo4), 0.5 gramos de Sulfato de Potasio (K2SO4), 0.1grms de
selenio (Se) y finalmente se agregaron 3ml de &cido sulfirico concentrado
(H2S0a4), agitando suavemente a lo cual se agita suavemente para que obtener
una mezcla homogénea.

En consecuente a ello se llevaron a digestion a la parrilla digestora la cual se
tendra un tiempo estimado de 1 hora (aproximadamente) para que la muestra
tome una coloracion de color verde lima (o en su caso una tonalidad mas clara).
En vasos de precipitado de plastico de 50ml, se agregaron 10ml de Acido Bérico al
4% y a cada uno de ellos se adiciono una gota de rojo de metilo.

Se dejara enfriar los matraces kjendal y durante este intervalo, se adicionara agua
destilada hasta llegar al nivel suficiente, posterior a ello se calentara el Destilador
microkjendhal hasta llegar a su punto de ebullicion del agua.

Posterior a ello se vierte la muestra en el destilador y se captara en los vasos de
precipitado de plastico con la solucién de Acido Bérico al 4% la cual se encontrara
en un bafio de hielo.

El destilado recolectado se capta en la solucién de Acido Borico al 4%, el cual se
encontrara a los 10ml, al momento de captarse el destilado aumentara el volumen
de este hasta los 25ml, el cual cambiara su coloracion de morado a verde claro,
posterior a ello se titulara con Acido sulfarico 0.02N, el cual cambiara la coloracion

de verde arosa, el cual se deberé registrar los mililitros gastados de la titulacion.
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Calculo:

Dénde:

G=mililitros de la solucion gastados en la titulacion.

N= normalidad de la solucién usada en la titulacion.

0.014= mili equivalentes de nitrégeno.

M= peso de la muestra en gramos o volumen en mililitros.

Para convertir el nitrégeno a proteina, los valores obtenidos de % de nitrogeno se

multiplican por los factores publicados de los alimentos.

Posterior a ello se calculara el porciento de proteina total a partir del contenido de
nitrégeno, se usa el factor que varia segun el origen de la muestra el cual se aplica
la siguiente ecuacion:
Calculo:

%P=%N x F

%P=Porciento de proteina
%N=Porciento de nitrégeno

F=factor de conversién
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3.9 Determinacién de Fosforo (Método 4500-PB 4. Digestién con Acido
Sulfarico-Acido Nitrico)

Para el desarrollo de la técnica en primera estancia, el material se deberéa lavar
previamente con acido clorhidrico y con agua destilada lo cual ayudara a eliminar
cualquier rastro de fosforo en el material asi evitando la aparicién de falsos
positivos.

Previamente la muestra sera centrifugada por cinco minutos a 5,000 rpm, de la
cual se trabajara unicamente con la fase liquida obtenida de la muestra.

Una vez concretado los anteriores pasos, se medira en un matraz microkjeldhal
5ml de la muestra que se centrifugo previamente, a lo cual se le adicionara 0.5ml
de Acido Sulfurico Concentrado (H2S04), ademas de adicionar 2.5ml de Acido
Nitrico (HNO3s). Posterior a ello se llevara a digestion en el digestor micro-Kjeldahl
las muestras hasta la obtencion de 1ml del total de la muestra.

Concluida la digestion se dejara enfriar hasta poder ser manipulable, prosiguiendo
con la adiciéon de 10ml de agua destilada y a su vez agregar 0.05ml de indicador
de fenolftaleina (una gota aproximadamente).

Se afadira una cantidad requerida (20ml aproximadamente) de solucion de NaOH
1N lo cual producira una ligera coloracion rosa en la muestra.

A continuacion, se transferira la muestra a un matraz aforado de 50ml,
prosiguiendo a aforar hasta alcanzar los 50ml utilizando agua destilada.

Se tomaran 25ml de la muestra de lo cual se auxiliard con una pipeta de 25ml, de
la cual se transferira a un matraz Erlenmeyer de 125ml, también se le adicionara
0.05ml de indicador de Fenolftaleina (una gota aproximadamente).

Afadira 4ml de reactivo combinado a lo cual se deberd mezclar de forma
homogénea, dentro de un lapso de diez minutos se dejard reposar lo cual
cambiara su tonalidad de color rosa a una coloracion azul.

Finalmente se medird su absorbancia en el espectrofotometro a 880nm, con un
blanco de referencia.

Célculos:

mgP (en vol. final de 58 ml aprox.)x1000

P/l
mgP/ ml muestra
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3.10 Parametros bioldgicos: Determinacion de coliformes fecales (NOM004-
SEMARNAT-2002)

Para el acondicionamiento de la muestra se debera de suspender una cantidad X
g de la materia a determinar la cual debera corresponder a 4g de solidos totales
en 36ml de agua de disolucion para asi obtener una dilucién de 10-1, la cual
deberd mezclarse en un lapso de 2 a 3 minutos, auxiliandose con una parrilla de
agitacion a una velocidad de 800rpm.

Posterior a ello se deberan de preparar diluciones decimales, la cual se debera de
transferir Iml en 9ml de agua de dilucién de forma sucesiva hasta la obtencion de
la dilucion requerida, las cuales deberan ser agitadas energéticamente 25 veces
en 7 segundos, con la finalidad de obtener resultados comparables.

Se requerira el uso de diferentes pipetas las cuales previamente deberan ser
esterilizadas para ser usadas en cada una de las diluciones decimales, para el
aforo de la pipeta se debera introducir la punta de esta en el interior del cuello del
tubo de ensaye manteniendo una posicién vertical, inclinando el tubo, por lo que
se debe evitar introducir méas de la tercera parte de la pipeta.

En el caso de realizarse por primera vez el analisis a una muestra se debera
utilizar al menos cuatro series de tres o0 cinco tubos de cada una, para posterior
utilizar tres series de tubos.

Para la realizacion de la prueba presuntiva se debera transferir 1ml de las
diluciones previamente seleccionadas a cada una de las series de tubos
correspondientes las cuales deberan de contener caldo lactosado y ser incubados
a 35+ 0,5°C.

Los tubos deberan ser examinados a las 24 horas de su incubacion, la cual se
acidificar el medio con o sin produccion de gas la cual se indica con un cambio de
coloracion de puarpura a color amarillo, a partir de este punto indica una prueba
presuntiva positiva de la presencia de coliformes fecales, en caso contrario incubar
un segundo lapso de 24 horas.

La acidificacion del medio, con o sin formacion de gas en el lapso de las 48 + 3
horas, finaliza con una prueba presuntiva positiva, en caso contrario concluye la

prueba.
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Se seleccionaran los tubos de la prueba presuntiva que hayan dado positivos, se
resembran por triple asada (previamente esterilizada con el uso de un mechero),
en tubos de fermentacion los cuales contendran el caldo EC, posterior a ello seran
incubados a 44,5 + 0,2°C en un lapso de 24 + 2 horas.

Finalmente, los tubos que presenten una produccion de gas en el medio, seran
considerados positivos en la prueba confirmativa, los tubos sin esta formacion,

seran desechados.

Caélculo
NMP = (NMP de tablas) X (10/mayor volumen inoculado) (1)

3.10.1 Preparacion de caldo lactosado con purpura de bromocresol

Se realiza la preparacion del medio C.L. la cual se encuentra deshidratada, para a
ello se empleard una parrilla de agitacion para la mezcla de los compuestos a su
vez se pesara una cantidad de 0,01g de purpura de bromocresol, las cuales se
adicionaran en 1lt de agua destilada, por lo que debera poseer un pH de 6,9 + 0,2,
en caso contrario se debera ajustar con una solucién de hidroxido de sodio 0,1N.

Finalmente se distribuira en volimenes de 10ml del medio preparado en tubos de
ensaye, los cuales se deberan tapar, sellar y esterilizar en la autoclave a 121°C en

un lapso de 15 minutos.

3.10.2 Preparacion del medio EC

Se disolvera el medio EC el cual se encuentra en forma deshidratada,
auxiliandose con una parrilla de agitacion, la cual se disolvera en 1lt de agua
destilada, la cual deber& poseer un pH de 6,9 £ 0,2 en caso contrario se debera
ajustar con una solucién de hidréxido de sodio 0,1N, posteriormente se distribuira
en volumenes de 10ml en tubos de ensaye los cuales debera poseer en su interior
tubos de Durham invertidos, los cuales se deberan tapar y esterilizar en la

autoclave a 121°C en un lapso de 15ml.
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3.10.3 Solucién tampoén A

Disolver fosfato monopotasico en 500ml de agua destilada, la cual debera poseer
un pH de 7,2 £ 0,2 con la solucién de hidroxido de sodio 1 N y aforar a 1 L de agua

destilada, la cual se esterilizara en la autoclave a 121°C por 15 minutos

3.10.4 Solucién tampoén B

Disolver cloruro de sodio magnesio en 500ml de agua destilada y aforar a 1000ml
con agua destilada, posterior a ello se esterilizara en la autoclave a 121°C en un

lapso de 15 minutos.

3.10.5 Agua de dilucién

Se adiciona 1,25ml de la solucion tampén A y 5ml de la solucion tampén B, las
cuales se debera aforar a 1L con agua destilada, posterior a ello se distribuira en
tubos de rosca con cierre hermético, para finalmente esterilizar en la autoclave a

121°C en un lapso de 15 minutos.

3.11 Conteo Celular

Se realizo una dilucion 1:10 (1 ml de muestra bilégica y 9ml de agua destilada) la
cual se utilizé un microscopio con los objetivos 100X y 40X, para realiza el conteo
se utilizé la camara de neubauer junto con un contador de células manual.

Para el Lactobacillus Cassei, se utilizé el objetivo 100X junto con el uso de aceite
de inmersioén (una gota) para la cuantificacion celular, en el caso de la microalga
Nanocloropsis Oculata se utilizo el objetivo 40X, en ambos casos se requirio el uso
de un cubre objetos.
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3.12 Inoculacion de Lactobacillus Cassei

Tabla 4: Caracterizacion fisicoquimica del residuo cervecero artesanal.

Parametro Unidad Residuo BSG
Solidos totales %m/m 91.43
Sélidos totales volatiles % m/m 84.87
Carbohidratos g/L 14.801
Proteinas* % 11.29
Nitrogeno* mg/kg ST 1.80
pH -—-- 5

Se prepara el caldo MRS para los mililitros que se deseen preparar (Nota:
adicionar 10ml mas de lo requerido), adicionar en los tubos de ensaye a esterilizar
junto con el caldo MRS en el auto calve a una temperatura de 121°C en un lapso
de 15 minutos.

Una vez terminado el tiempo de esterilizacion, se dejara enfriar los materiales y
reactivos hasta poder ser manipulables, por consecuente se esterilizara el area
donde se realizara la propagacion del inoculo.

Se agregaran 9 ml del caldo MRS a los tubos junto con 1ml del inoculo para
completar los 10 ml totales. Posterior a ello se sellaran los tubos a los cuales se
incubaran a la estufa de cultivo por 24 horas a una temperatura de 37°C, se
debera revisar que se haya formado un precipitado de coloracion Blanca lo cual
nos indicara que se desarroll6 el agente microbiano a lo que finalmente se

almacenaran en el refrigerador para su posterior uso.
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3.13 Desarrollo de las cinéticas de bioconversion Anaerobia con el uso de
Probi6ticos

Con la finalidad de evaluar los rendimientos en diversas concentraciones del
probidtico utilizado, del cual en primera instancia se utilizaron tres matraces
Erlenmeyer de 250 ml, a cada uno de estos se les adiciono diversas cantidades de
agua destilada (M1: 190 ml, M2: 180 ml, M3: 170 ml), posterior a ello se
esterilizaron en la autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos, posterior
a ello se pesaron en diversas cantidades el sustrato (M1: 15.2018, M2: 14.4015,
M3: 13.6017) a los cuales se adicionaron en los matraces con agua destilada en
su interior que previamente se esterilizaron. En consecuente se adiciono el inoculo
a utilizar (L. casei) en los matraces a utilizar en diversas concentraciones (5%,
10%, 15%).

Finalmente se recubrieron la parte superior de los matraces con papel aluminio
para realizar el proceso de fermentacién anaerobia, donde Unicamente se
introdujo una manguera de plastico de un diametro de 4", con la finalidad de tener
un medio adecuado para la toma de la muestra en cuestion. Para llevar a cabo el
proceso fermentativo anaerobio, se utilizd el equipo de agitador universal a una
temperatura constante de 32°C, de las cuales se distribuyeron de forma equitativa,
a lo cual durante el proceso se realiza la toma de la muestra cada 4 horas, con la
finalidad de tener un monitoreo y evaluacion de rendimiento del probiotico utilizado
en un tiempo establecido de 72 horas, ya que es el tiempo esperado para el

desarrollo completo del probidtico en la muestra de interés
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3.14 Desarrollo de las cinéticas de Bioconversion Aerobia con el uso de
Microalgas

Los resultados de la caracterizacion fisico-quimica y microbiolégica del residuo

bovino se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del residuo bovino.

PARAMETRO UNIDAD PROMEDIO

ST %m/m 1.28

STV %m/m 67.39

pH 9.62
DQO mg/L Mg/L 1966.30
DQO Soluble mg/L mg/L 792.80
Fosforo Total 164.06 164.06
Coliformes Fecales NMP 500x104

Se prepar6 una dilucion 1:6; para lo cual se tomaron 900 ml de muestra total (150
gramos de muestra) y se agregaron 750ml de agua destilada.

Posteriormente se Filtré en un colador de metal de 30 cm de diametro hasta la
obtencion de residuo en estado liquido. Se prepararon seis biorreactores tipo
Batch, ubicados en é&rea estéril a cada uno de los cuales se le adicion6 un
volumen de inoculo a diferentes concentraciones (15%, 30%, 45%), finalmente se
adiciono el sustrato en diversas cantidades (340 ml, 280 ml, 220 ml). Con la
finalidad de promover la fotosintesis, se utilizé iluminacion tipo led de luz blanca
con una intensidad de 3,000 lux en un periodo establecido de 12 horas,
posteriormente un segundo periodo de 12 horas de oscuridad para obtener un
Optimo crecimiento.

Con la finalidad de que la microalga empleada se adapte y a su vez se desarrolle
en el medio, para ello se realiz6 en sistema aislado (sin entradas ni salidas) en un
lapso de 21 dias para concluir si consigue adaptarse en el medio a trabajar, de la
cual se desed obtener biomasas obtenidas de la microalga esto con la finalidad de

analizarlas para su posterior investigacion en el uso y aplicacion tecnolégica.
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3.15 Determinacion de Biomasa micro algal

La biomasa obtenida posterior a los 21 dias de su cinética, se centrifug6 a 10,000
rpm por 10 minutos con la finalidad de separar la fase liquida de la fase sélida.
Una vez centrifugada la muestra, la fase solida la cual previamente se centrifugo
en agua destilada, con la finalidad de remover la mayor cantidad de residuos
sélidos (se repitio esta operacion dos veces).

Prosiguiendo con la metodologia, se depositdé la fase solida en crisoles de
porcelana las cuales se encontraban a peso constante, en horno de secado por un
lapso de 4horas a una temperatura de 95°C.

Se registro el peso de los crisoles (pl), El peso de la muestra centrifugada (p2) y
el peso de la muestra posterior a las 4 horas de secado (p3).

Posterior a ello se encontrara, la muestra lista para proseguir con las

determinaciones correspondientes.

3.16 Determinacion de Biomasa probidtica

Una vez finalizado el proceso fermentativo anaerobio, se procedié a captar la
biomasa generada de los matraces empleados.

Para ello se agitaron energéticamente los matraces, debido a que la muestra en
cuestion se sedimento en gran parte. Posterior a ello se vierte la muestra en tubos
de centrifugado con rosca los cuales poseen una capacidad maxima de 50 ml, se
vierten hasta que todos los tubos tengan el mismo nivel de muestra en su interior.
Continuando con la metodologia, se cierran los tubos para introducirlos a la
centrifuga, la cual esta operacion se realizard en un lapso de 5 minutos a 5,000
revoluciones por minuto.

Posterior a este paso se separara la fase liquida de la fase sdlida, para ello se
requerira el uso de capsulas de porcelana donde se registrara el peso de estas
(p1), se depositara la fase solida previamente centrifugada en las capsulas la
cuales se registraran su peso (p2), finalmente se introduciran a la estufa de

secado la cual tendra una temperatura constante de 95°C en un lapso de 24hrs.
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Finalmente, pasadas las 24hrs, los crisoles se depositaran en un desecador por
10min, una vez la temperatura de estos haya disminuido, se registrara el peso de
estas (p3). A lo cual se procedera a la pulverizacién de la biomasa utilizando un
mortero y pistilo, finalmente se depositara en un lugar seco a su vez libre de

humedad, la cual se encontrara lista para sus futuras determinaciones.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Tratamiento del residuo a partir del probidtico Lactobacillus casei

El sustrato se obtuvo de una microempresa localizada en la ciudad de Orizaba,
Veracruz, el cual obtuvo en estado sdlido (particulas finas), del cual se realiz6 el
analisis de los parametros de interés (fisicos-quimicos), de los resultados
analizados de los parametros fisicos, se muestra que el pH del sustrato es acido
(pH 5), a su vez se muestra un alto porcentaje en los ST junto con los STV,
mientras que en las determinaciones quimicas se tuvieren concentraciones
considerablemente elevadas de carbohidratos y de proteinas dentro del mismo, a
comparacion del Nitrégeno el cual fue relativamente mas bajo a comparacion de
los otros dos elementos.

En el desarrollo de la cinética anaerobia se opto por el uso de tres
concentraciones diferentes del sustrato junto con el agente microbiologico
(Lactobacillus Cassei), esto con la finalidad de evaluar el rendimiento del

probidtico en las diversas concentraciones del sustrato.

Obtencidn de la muestra (residuo

cervecero artesanal).

l

Fase 1: Caracterizacion del residuo.

l

Fase 2: Desarrollo celular del

r

probidtico. . Tabla de Métodos
pH
ST
Tiempo de desarrollo experimental: 72 hrs. STV.
Fosforo
| D.Q.0.
Obtencion de 1a bi <terior al D.Q.0. Soluble
encidn de la biomasa posterior a Nitrégeno
tratamiento. Carbohidratos

l

Fase 3: Caracterizacion fisico-quimica y biologica.

v

Biomasa tratada.

llustracion 4: Diagrama del desarrollo experimental del Lactobacillus Cassei.
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llustracion 5: Conteo del Lactobacilo utilizando la camara de Neubauer Utilizando el objetivo 100x complementado con

aceite de inmersién.

Posterior a la determinacion de Carbohidratos, Proteinas y Nitrébgeno se muestra
una concentracion media en los niveles de carbohidratos, a diferencia de la
determinacion de los otros dos parametros, los cuales se obtuvieron niveles

relativamente bajos.
El crecimiento del Probiético empleado (L. casei) en el residuo cervecero artesanal

empleado en lapso establecido de 72 horas, se generaron las curvas de

crecimiento en sus diversas concentraciones del inoculo (5%, 10%, 15%).
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llustracion 6: Desarrollo de la cinética anaerobia del lactobacilo L Cassei en sus diversas concentraciones (5%, 10% y 15%)

utilizando un agitador orbital

De las cuales se obtuvieron crecimientos poblacionales significativos, junto con un

notorio consumo de carbohidratos.

llustracion 7: Digestion de muestras utilizando el método de Bafio Maria para la determinacion de carbohidratos

Se observo que la cinética fermentativa anaerobia con la menor concentracion fue
el que se obtuvieron valores de crecimiento poblacional elevado, esto se debe a la
disponibilidad de carbohidratos presente en el medio lo cual le favorecié en gran
medida para la disminucion de este recurso y la generacion de una biomasa rica
en nitrégeno y proteinas, de lo cual se desarrollo en un intervalo de tiempo

relativamente corto, de la cual se mantuvo una temperatura continua de 32°C, a
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los cuales se desarrollaron replicas resultando en un total de seis muestras
analizadas.
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Graficos 1: Desarrollo del L Cassei en una concentracion al 5% del inoculo.
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Graficos 2: Desarrollo del L Cassei en una concentracién al 10% del inoculo.
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Graficos 3: Desarrollo del L Cassei en una concentracion al 15% del inoculO.

La biomasa obtenida posterior a la cinética del L. casei sobre el residuo cervecero
artesanal, muestra una importante disminucion en el consumo de los
carbohidratos en un lapso de 72 horas, lo cual permiti®6 mantener el crecimiento
celular en forma estable generando una biomasa rica en proteinas con un
importante potencial para el consumo humano.

A su vez que los niveles de nitrogeno/proteinas en sus diferentes concentraciones
se noté un aumento exponencial, siendo la del inoculo del 10% que mostro un

mayor rendimiento a contraparte de las concentraciones del 5% y 15%.
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Graficos 4: Niveles de Nitrégeno y proteinas previo y posterior al desarrollo de la cinética.

Los porcentajes de Solidos Totales de las cinéticas disminuyeron de forma
considerable en el tiempo establecido de las 72hrs, en el caso de los Solidos
Totales Voléatiles se observo una disminucion del 89% en las 24 horas, el cual mas
tarde a las 12 horas tuvo un aumento al 100% y nuevamente una disminucion en
la hora 48 con un 95% de S.T.V el cual finalizo nuevamente con un 100% en la

hora 72.

Los niveles de pH se mantuvieron estables con una media de 5.90 teniendo un
punto maximo de 7.75 en las 72 horas.

@ % ST (L. casei)

B % STV (L. casei)

—A— pH
EL X
=
o (ﬁ
X

Ot 7 7 1 T r T 1T 80
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo (h)

Gréficos 5: Porcentajes de Sélidos Totales, Sélidos Totales Volatiles y pH de la cinética anaerébica del L Cassei.
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4.2 Tratamiento a partir de la Microalga Nanocloropsis Oculata

Se realizo el muestro del sustrato (Residuo Bovino) en el

municipio de

Ixhuatlancillo, Veracruz del cual se realizé la caracterizacion preliminar fisico-

guimica (pH, ST, D.Q.O., etc.), como parte de los objetivos establecidos en el

trabajo de investigacion desarrollado. Del cual dentro de sus parametros fisicos se

obtuvo una estadistica elevada en los S.T.V. junto con un pH elevado siendo este

un medio alcalino, en el caso de los parametros quimicos se observaron niveles

elevados en la D.Q.O. y la D.Q.O. soluble, junto con el aparatado microbiolégico

se confirmo la presencia de microrganismos en el sustrato (Coliformes Fecales).

Rastreo y obtencion de la muestra.

Fase 1: Caracterizacion del residuo.

F 3

Fase 2: Desarrollo celular de la

microalga en fotobiorreactores.

Tiempo de desarrollo experimental: 21 dias

Obtencidn de la biomasa posterior al

tratamiento

l

Fase 3. Caracterizacion fisico-quimica y biologica

A4

Biomasa tratada posterior al tratamiento

Y

Tabla de Métodos

pH
ST
STV.

Fosforo

D.Q.0.

D.Q.0O. Soluble

Coliformes Fecales

llustracion 8: Desarrollo experimental de la microalga Nanocloropsis Oculata.
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Durante el desarrollo poblacional de la Microalga en el residuo bovino tuvo un
crecimiento acelerado en los primeros cinco dias en una concentracién del 45%, a
diferencia de las de menor concentracion, de las cuales no consiguieron adaptarse
en su totalidad, de lo cual decreci6 su fase de desarrollo posterior al séptimo dia
del tiempo establecido, a lo cual, sin presentar niveles de nitrégeno necesarios,

consiguio desarrollarse en el medio.

llustracion 9: Microalga Nanocloropsis Oculata observada desde un microscopio usando el objetivo 40X durante el conteo

celular en camara de Neubauer

Ademas, se observo que las variaciones de pH fueron minimas teniendo una
media de 8.40 de la cual Unicamente se notaron fluctuaciones a partir de un pH de
09, de la cual el fotobiorreactor con 45% de concentracion de microalga tuvo una
disminuciodn significativa en los niveles de pH siendo la moda de 7.75, a diferencia
de las concentraciones menores, mantuvieron sus niveles de pH similares.
Comparado con resultados obtenidos por Kulsoom (2023) quien utilizo este agente
microbiano previamente en residuos de origen marino (Residuos de Pescado),
residuos de ganado, aves de corral, estiércol, vegetales y mezclas,
respectivamente. llegando a hacer una remocion en los niveles de Nitrégeno
amoniacal en un 11,7%, 8%, 5%, 11,3%, 6,1% y 3,8%.

60



llustracion 10: Fotobiorreactores tipo Batch durante el desarrollo celular inicial de la microalga Nanocloropsis Oculata (Dia0).

Lo que se puede comprender es que puede ser utilizado como un agente para la
biorremediacion de desechos ya sean de origen ganaderos o agricolas, lo cual
varia sus desempefios si dependiendo del origen del sustrato puede llegar afectar

directamente el crecimiento celular del mismo.

llustracion 11: Desarrollo de la Microalga Nanocloropsis Oculta (Dia 7)
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Gréficos 6: Desarrollo de la Microalga Nanocloropsis Oculata.
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Gréficos 7: Monitoreo de pH de la cinética de la microalga Nanocloropsis Oculata.

Respecto a los Solidos totales generados, las de concentraciones de 15% y 35%
se observé que tuvieron una disminucién minima, casi lineal en los 21 dias
establecidos, a diferencia de la de mayor concentracion la cual tuvo un repunte

considerable en los dias posteriores.
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llustracion 12: Desarrollo de la microalga Nanocloropsis Oculata (Dia 14)

Caso contrario al de mayor porcentaje que se observd una disminucion gradual,
con la excepcioén de que en el dia 12 se obtuvo un repunte en la generacién de los

mismos.

llustracion 13: Dia final de desarrollo de la microalga Nanocloropsis Oculata (Dia 21)

En cuestion de los Solidos Totales Volatiles tuvieron una disminucion progresiva
de la microalga, donde el valor minimo fue del 46%. Ademas de que se observo

un repunte en el dia 14 con un porcentaje del 62%.
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Graficos 8: Solidos Totales generados de la cinética de la microalga Nanocloropsis Oculata
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Graficos 9: Solidos Totales Volatiles de la cinética de la microalga Nanocloropsis Oculata.

Los niveles de DQO y DQO Soluble en la cinética de la microalga usada, se
observo que en las concentraciones del 15% y 30% no se consiguieron remover
los niveles de DQO necesarios para el tratamiento del residuo, sin embargo, en el
caso de la concentracion del 45%, fue la que se obtuvo un mejor desempefio en la

remocién de DQO y DQO soluble presente en el medio.
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llustracion 14: Espectrofotémetro (Thermo Genesys 20), utilizado para la medicién de absorcién de las muestras de interés.

En contraste a los resultados propuestos por Sales-Pérez et al. (2023) el cual
determino que se pueden llegar a remover varios agentes contaminantes u otras
caracteristicas fisicoquimicas del medio como puede ser la Demanda Quimica de

Oxigeno Soluble con concentraciones del 10% del inoculo.

llustracion 15 Muestras posterior a digestién habiendo usado la placa de calentamiento (Muestras de D.Q.O. lado izquierdo,
Blanco ubicado en el centro, Muestras de D.Q.O. Soluble lado derecho.
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También se determind de que en concentraciones elevadas de este mismo se
puede obtener una remocién con un porcentaje del 37.18%, se pueden aprecian

en medios como es el caso del agua residual utilizada en el estudio mencionado.

llustracion 16: Placa de calentamiento (Felisa), utilizada para el desarrollo de la técnica de determinacién de D.Q.O, para la

digestion de las muestras de interés

Un caso similar descrito por Salwa Hafidzahet al (2024) donde menciona que en
medios como es el desecho de aguas ricas en azucares (Carbohidratos) han
conseguido tener remociones de hasta un 64.98% y 66.45%, en el cual los
parametros a destacar son; SST, DQO y DBO.

Se observo que una disminucién significativa de la demanda quimica de oxigeno
total (D.Q. O) (Grafica 10). Entre los dias 5y 6 de la cinética con concentracion del
45%, en contraste con la de concentracion del 30% la cual a partir del dia 9 al 11
disminuyo gradualmente, sin embargo, el lote el cual poseia una concentracion del
15/ se observo picos de incrementos de la D.Q.O. soluble el cual al mismo tiempo
disminuian a lo largo del tiempo establecido, a lo que finalmente se obtuvo una
disminucion para el dia 21

En el caso de la demanda quimica de oxigeno soluble (D.Q.O. soluble) (Grafica
11), se observo un incremento exponencial en el lote con concentracion del 30% el
cual se obtuvo una diminucién del parametro a partir del dia 12, en el caso del cual

poseia una concentracion del 45% se mantuvo con niveles bajos desde el dia
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inicial (dia 0), a comparacion con la que posee una concentracion del 15% la cual
se tuvo un aumento a partir del dia 16 hasta el dia 21 que empezé a disminuir

nuevamente.

DQO Total
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Graficos 10: Niveles de DQO de la cinética de la microalga Nanocloropsis Oculata.
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Graficos 11: Niveles de DQO Soluble de la cinética de la microalga Nanocloropsis Oculata.
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Gréficos 12: Niveles de Fésforo de la biomasa microalgal generada.

Las cantidades de Fosforo en las biomasas generadas de las cinéticas montadas,
nos muestran que la de concentracion del 30% posee una cantidad elevada
contrastada a las de 15% y 45%.

llustracién 17: Ejecucién de la metodologia de determinacién de Fosforo en muestra de residuo Bovino

Comparado con resultados descritos por Mehra y Jutur (2022) que detalla que
para mejorar el rendimiento de las biomasas utilizando el método de un factor a la
vez (OFAT), posterior a nueve dias de cultivo se obtuvieron resultados que la

concentracion maxima de biomasa alcanzada fue de 576 mg “*, en comparacion
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con 460 mg iniciales por lo que se resume en una mejora en sus rendimientos

generados con este método.

3
, e
llustracion 18: Preparacion de reactivo combinado para la determinacién de Fosforo, previo a la medicion de absorbancia
mediante el uso del Espectrofotémetro.

En las biomasas micro algales generadas, del 15% y 45% se muestra una
cantidad minima de coliformes fecales presentes, el cual se expresa en NMP

(Numero Mas Probable)

Tabla 6: Resultados de la determinacion de coliformes fecales en base a las biomasas mico algales generadas en sus

diferentes concentraciones (15% y 45%).

BIOMASAS UNIDAD PROMEDIO Y DESVIACION ESTANDAR
15% NMP 3X10?
45% NMP 4X10?
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4.3 Conteo Celular de la microalga Nanocloropsis Oculata y del Lactobacilo
Lactobacillus Casei

Se realizo el monitoreo celular de la microalga (Nanocloropsis Oculata) y el
probiotico (Lactobacillus casei) en el residuo Agroindustrial (Bovino), el cual se
utilizé un Microscopio Zeiss, Primo Star, UNAM 02504632.
Se realizo el conteo celular con el objetivo 40X y 100X auxiliandose con el aceite
de Inmersion para el conteo de los lactobacilos junto con la microalga, a su vez se
utilizé la cAmara de Neubauer a su vez con un contador celular, con la cuadricula
de la propia camara se facilité el conteo de células por Litro.
Esto debido al tamafio de las células se tomo en consideracion la zona central de
la cuadricula de la camara, lo cual facilité el conteo (tamafio aproximado de 2 a
200 ym).

E;uadriculado
(& _/ Yy
/|

- —— J

llustracion 19: Esquema de la Camara de Neubauer, indicando la zona designada para la realizacién del conteo celular.
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llustracion 20: Zona central de la camara de Neubauer

llustracion 21: Microscopio Zeiss Primo Star, UNAM 02504632, empleado para el conteo celular de los agentes bioldgico.
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CONCLUSIONES

El uso de agentes remediadores biologicos para el tratamiento de residuos
agroindustriales Nanocloropsis Oculata y Lactobacillus casei, tuvieron
crecimientos poblacionales elevados, cumpliendo con los objetivos propuestos en
el tema de investigacion a tratar.

El residuo bovino que se caracterizo se obtuvo una nula presencia en los Niveles
de Nitrégeno y proteinas partiendo de la base de datos generada, se determiné
gue se necesitan concentraciones de la Microalga en un 45% o superiores para su
desarrollo en el medio a tratar, a la vez que factores abidticos como lo son;
intensidad luminica, pH. afecta directamente en el crecimiento del organismo en
cuestion.

Se concluye que para el parametro de D.Q.O. total se obtuvo una disminucién
progresiva, a diferencia de la D.Q.O. Soluble no se obtuvo una disminucion en
todas sus concentraciones, la cual en el fotobiorreactor del 15% se observo un
aumento en su concentracion en el dia numero 19. Ademas del cual se obtuvo una
notoria reducciéon en los sdlidos totales, sedimentando en gran medida parte del
residuo teniendo un desarrollo maximo en el dia nimero 16 de la cinética, lo cual a
Su vez obtuvo biomasa.

Las biomasas micro-algales obtenidas presentaron una reduccion importante en
algunos de los parametros establecidos de los cuales se realizé el método de
conteo de coliformes fecales de los cuales mostro una baja concentracion de los
agentes microbiolégicos previamente mencionados lo que indica que la microalga
Nanocloropsis Oculata es apta y recomendada para la remocion de
microorganismos patogénicos.

En el caso del Lactobacilo utilizado para el residuo cervecero artesanal utilizando
métodos de fermentacion anaerobia, se observé que en bajas concentraciones del
LCG al 5% se tiene un crecimiento poblacional elevado en un lapso de 12hrs, a la
vez que los niveles de carbohidratos disminuyen de forma progresiva, lo cual nos
indica que con menores concentraciones del inoculo, se obtienen mayores

rendimientos de generacion de biomasa rica en proteinas.
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RECOMENDACIONES

Para el residuo bovino utilizado para el desarrollo y crecimiento de la microalga
Nanocloropsis Oculata, es recomendable realizar un tratamiento térmico, esto con
la finalidad de realizar una remocion de agentes biolégicos contaminantes
(Coliformes Fecales, entre otros), de los cuales llegan a influir en el crecimiento
celular de la microalga Nanocloropsis Oculata.

Para mantener un crecimiento poblacional de la microalga utilizada, se puede
adicionar parte del residuo bovino para que sea un sistema semicontinuo

(Adicionar cantidades controladas del sustrato).
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