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1. INTRODUCCION

1.1 Problemética

Aungue se sabe que la adicion de micro algas en la dieta de gallinas ponedoras aumenta la
cantidad nutricional de huevo y de la carne, es importante reconocer que éstas, son sometidas
a tratamientos de liofilizado y centrifugado para su acondicionamiento, lo cual incrementa el
costo de produccion y puede provocar la alteracion de los nutrientes que contienen. Este
incremento de costos disminuye la posibilidad de adquisicion del producto final y aunque se
tienen huevos con mayor cantidad nutricional y fisica, hay un impacto directo en relacion a

la economia del proceso total de produccion.

1.2 Justificaciéon

La demanda actual de alimentos requiere una respuesta que beneficie no solo al consumidor,
sino al productor. EI uso de micro algas vivas, es una buena opcion al incluirse como
complemento en la dieta de las gallinas ponedoras, con el fin de eliminar los procesos de

liofilizado y centrifugado siendo que ademés son muy costosos en la cadena productiva.

2. OBJETIVOS
2.1 Hipotesis

El enriquecimiento de la dieta con algas Nannochloropsis sp. y Chlorella sp. Vivas en las
primeras etapas del crecimiento de gallinas ponedoras Rhode Island tiene un efecto en el
valor nutricional y propiedades fisicas del huevo producido.

2.2 Objetivo General

Evaluar el efecto sobre el contenido de nutrientes en el huevo cuando se afiaden microalgas
Nannochloropsis sp. Y Chlorella sp. vivas en la dieta a edad temprana de gallinas ponedoras
Rhode island.



2.3 Objetivos Particulares

v" Establecer un sistema de produccion de microalgas

<\

Evaluar el de crecimiento de las microalgas

v' Establecer un criadero de gallinas ponedoras de la raza Rhode island en el campus
Amealco de la UAQ

v" Suministrar una dieta constante a las gallinas de micro algas vivas Nannochloropsis
sp. y Chorella sp. y compararlas con un control

v Recolectar el huevo producido al inicio del periodo productivo y analizar sus
propiedades nutritivas y fisicas

v" Evaluar estadisticamente el efecto de la adicién de Nannochloropsis sp. y Chlorella

sp. en la dieta de la gallina sobre las propiedades nutritivas y fisicas del huevo.

3. MARCO TEORICO

3.1 EL HUEVO.

3.1.1 Definicion del huevo

Segun la norma oficial mexicana NOM-159-SSA1-1996, la cual hace referencia al huevo,
productos y sus derivados, el huevo es el producto de la ovulacion de la gallina (Gallus

domesticus) y otras especies de aves que sean aceptadas para consumo humano.

3.1.2 Estructura del huevo.

El huevo se compone de 3 partes principales: cascara, clara o albumen y la yema,
cada parte principal tiene otros componentes, dando asi un total de 10 partes que
componen el huevo (Figura 1) separadas entre si por medio de membranas que
mantienen su integridad.



Albumen denso externo

Céscara

Chalazas Albumen fluido externo

Yema

Albumen fluide interno

Disco germinal

Membrana vitelina

Membranas testdceas

Camara de aire

Figura 1. El huevo y sus partes (Instituto de estudios del huevo, 2009)

La cascara es la cubierta exterior del huevo y tiene gran importancia, ya que mantiene la
integridad fisica del huevo y actia como barrera bacterioldgica. Constituida en un 94% de
carbonato de calcio, y en menores cantidades minerales como sodio, magnesio, cinc,
manganeso, hierro, cobre, aluminio y boro (6%). Las membranas que recubren el interior de

la cascara son dos: membrana testacea interna y externa.

Clara o albumen, estad compuesta basicamente por agua (88%) y cerca del 12% de proteinas.
En el albumen se distinguen tres partes: el aloumen denso, el fluido y las chalazas; El
albumen denso rodea a la yema y es la principal fuente de riboflavina y de proteina del huevo
(Instituto de estudios del huevo, 2009).



La yema, es la parte central y anaranjada del huevo. Esta rodeada de la membrana vitelina,
que le da formay permite que ésta se mantenga separada de la clara o albumen. Su contenido
en agua es de aproximadamente el 50% (Instituto de estudios del huevo, 2009) Contiene un
63% de lipidos sobre sustancia seca, de los cuales casi un 30% son fosfolipidos, y 10% de
antioxidantes, responsables de su color (Aburto, 2008). El peso promedio del huevo es de 60
gr, de los cuales la clara representa el 58%, la yema 31%, la cascara y membranas 11% (
Barroeta, 2011).

3.1.3 Importancia del huevo.

Nuestro pais produce el 3% de la produccion mundial total de huevo, ocupando el quinto
lugar de produccion de huevo, (figura 2) vy el primer lugar a nivel mundial de paises
consumidores de huevo, con un consumo per cépita de 21.5 Kg, pues la dieta de los
mexicanos se basa en la ingesta de proteinas muchas veces obtenidas del consumo de huevo.

A nivel general, todos los ovoproductos clasicos (clara, yema y huevo entero en cualquiera
de sus presentaciones) son ampliamente empleados dentro del sector alimentario,
farmacéutico, salud y belleza ( FAO, 2015).

P
Cerca del 70% de la produccion mundial proviene de estos paises

FEDERACION
DE RUSIA
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Figura2. Produccion mundial de huevo (FAO, 2015)
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3.1.4 Contenido nutricional del huevo

La produccién de huevos de aves de corral es uno de los objetivos més atractivos para la
nutricion (Wang et al., 2017). El huevo tiene un contenido moderado de calorias, proteinas
precursoras de aminoacidos esenciales, cuenta también con una alta proporcion de &cidos
grasos (AG ) insaturados y es poseedor de casi todas las vitaminas y minerales esenciales a
excepcién de la vitamina C , es destacable su riqueza en &cido oleico (mono insaturado),
presente también en el aceite de oliva y valorado porque ejerce una accion benéfica en los
vasos sanguineos reduciendo el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares y hepaticas
(Barroeta, 2011). El huevo es la mejor fuente dietética de colina, un nutriente esencial ya que
sus diferentes metabolitos son necesarios en diversos procesos de nuestro organismo, en la
construccion de membranas y en la sintesis del neurotransmisor acetilcolina (Carbajal, 2006).
La composicién quimica de huevo dependera de la dieta de la gallina, asi como del sistema
de crianza, siendo los lipidos o fraccidn grasa el componente mas variable (Roux, 2005 ). En
la Tabla 1, se indica la composicién quimica promedio del huevo, incluyendo las vitaminas,

minerales y otros compuestos méas destacables.

Tabla 1. Propiedades quimicas del huevo.

Componentes | Unidades | Huevo 1  Huevo
(100g) (509)

Energia Kcal 143 72
Agua G 76.2 38.1
Proteina G 12.6 6.3
Grasa G 9.5 4.8
Carbohidratos |G 0.7 0.4
GS g 3.1 1.6
GMI g 3.7 1.8
GPI g 1.9 1
Colesterol mg 372 186
Vitaminas A, D, B2, Biotina, B12
Minerales Selenio, Yodo, Hierro y Zinc

o Carotenoides en ema
Fotoguimicos (Luteina y Zeaxantina) g

Fuente: USDA, 2014



3.1.5 Composicion quimica de la yema de huevo

En la yema se encuentran las principales vitaminas, lipidos y minerales del huevo y por ello
es la parte nutricionalmente mas valiosa (Tabla 2).

Tabla 2. Valores nutritivos de la yema de huevo. (USDA, 1999; Amerigan Egg Board,
2006)

Liquido/Congelada Seco
Nutrientes por 100 Yema Yema
gramos de huevo Yema [ Azucarada |Salada Yema
Proteinas (g) 15.3 [13.9 14.1 33.7
Lipidos (g) 23 208 20.9 52.9
Cenizas (Q) 1.4 |1.1 10.4 3.3
Carbohidratos () 36 |13 3.8 7.3
Calorias (cal) 282 |294 259.3 640
Colesterol (mg) 991 |917 912 2307
Grasas trans (g) 0.24 |18 0.16 0.63

3.2 LAS GALLINAS

3.2.1 Definicion de gallina

Se le llama gallina a la hembra del gallo perteneciente al orden de las Galliformes y a la
familia Phasianidae. Su uso principal es para carne y huevo y algunas razas son para pelea
(Mariaca Méndez, 2013).

3.2.2 Clasificacion de las gallinas



Las gallinas que se manejan de manera tecnificada y comercial se dividen en tres categorias,

de acuerdo a su tamafio y funcion zootécnica (SAGARPA, 2007):

Gallinas ligeras o livianas. Llamadas también aves de postura o ponedoras son las que se
explotan para la produccién de huevo para plato o consumo humano. Este tipo de aves puede
Ilegar a producir hasta 300 huevos en un afio, y su plumaje puede ser de color blanco o café

rojizo. Las principales razas son Babcock, Hy-Line, Hisex Brown, Hisex White y Dekalb.

Gallinas pesadas. Las gallinas de este tipo tienen como funcion producir el huevo del cual,
una vez incubado naceran los pollos de engorda para la produccion de carne. En estas aves
el color de las plumas generalmente es blanco o café, siendo las razas mas importantes Ross,
Hybro, Cobb, Hubbard y Arbor Acres.

Gallinas semipesadas Llamadas también de doble propoésito, porque aunque no alcanzan
una produccién de huevo como las aves ligeras, su produccidn es bastante aceptable y ademas
las crias que producen, cuando son explotadas para la produccion de carne, alcanzan pesos
cercanos al de pollo de engorda producido por gallinas pesadas. El plumaje de estas aves
puede ser completamente rojo o bien de color negro con puntos blancos. En esta categoria

destacan las razas Rhode Island Red, Plymouth Rock Barred y cruzas de las dos anteriores.

3.2.3 Gallina Rhode island.

Es un ave grande de cuerpo ancho, bajo y horizontal, de patas amarillas (Figura 3). Son
excelentes en el trabajo como incubadoras y como madres. Son resistentes a condiciones
adversas y su carne es sabrosa. Esta raza nace en 1845 en Estados Unidos de América, su
nombre hace referencia al lugar donde nacid, Rhode island es el resultado de la cruza de
gallinas nativas, combate malayo y cochinchina. Tiene un periodo de crecimiento de 17
semanas con una viabilidad del 94 al 96. Su peso en cuanto a gallo maduro es de 3.3 a 4 kg.
Una gallina ya madura pesa de 2.6 a 3.3 kg Con un periodo de postura hasta las 80 semanas,
con un porcentaje de produccion del 90%. EIl peso promedio de los huevos es de 62 g y su

consumo de grano por dia es de 120 a 125 g (Oteiza, 2004).



Figura 3. Gallo y Gallina Rhode Island (Granja Santa Isabel, 2018)

3.2.4 Condiciones para la cria de gallinas ponedoras

A. Gallinero
El éxito de mantener a las aves sanas, depende de donde se construya el gallinero y los
cuidados de limpieza que se tengan. Deben tenerse en consideracion las regulaciones
existentes sobre el terreno; relieve, capacidad de drenaje, iluminacién, humedad, temperatura

y las restricciones medioambientales (Morfin, 2007).

La orientacion del gallinero en climas calidos y templados debe ser de Este a Oeste, y en
climas frios, de Norte a Sur (Navarro, 2002). La dimension de un gallinero, se determina de
acuerdo a las gallinas que se quieran tener, tomando en cuenta que en un gallinero de 7m?
caben 20 gallinas (SAGARPA, 2007). El gallinero debe contar con bebederos, lamparas,
comederos, una ventilacién adecuada y con cajones de postura (nidos) de 30 a 40 cm de altura
y de 30-40 cm de ancho, se pondra un cajon por cada 5 gallinas como maximo (Navarro,
2002).


https://www.google.com/url?sa=i%26rct=j%26q=%26esrc=s%26source=images%26cd=%26cad=rja%26uact=8%26ved=2ahUKEwicu_G64__cAhVNmK0KHakoDM8QjRx6BAgBEAU%26url=http://www.granjasantaisabel.com/gallinas-razas-foraneas/cornish.php%26psig=AOvVaw111sidcULXge95609DZkjR%26ust=1534996962208710

El material del cual este hecho el gallinero se determinara segun el clima y el presupuesto
que se tenga. En lugares célidos, las paredes pueden ser de malla de alambre, cafias huecas y
cortinas mientras que para los lugares frios de madera, adobe, ladrillo o algin otro material
que ofrezca mayor proteccion a las aves. El techo puede ser de teja, paja, palma, madera,
laminas de carton, asbesto u otros materiales que no causen ruido. Los cimientos deben ser
construidos con piedra y barro y los postes pueden ser troncos de madera, aislados con
plastico o alquitrdn en la base que se incrustard en los cimientos (SAGARPA, 2007). La
limpieza y desinfeccion son puntos vitales en la prevencion de enfermedades. La UP debe
contar con un Programa de Bioseguridad escrito, el cual debera de hacerse del conocimiento
al personal que pretenda ingresar a la unidad (SAGARPA y SENASICA, 2016), de acuerdo
a la Norma Oficial Mexicana NOM-SSA1-2009, précticas de higiene para el proceso de
alimentos, bebidas o suplementos alimenticios; Las puertas y ventanas de las areas de
produccién o elaboracion deben estar provistas de protecciones para evitar la entrada de
lluvia, fauna nociva o plagas, excepto puertas y ventanas que se encuentran en el area de
atencion al cliente. Debe disponerse de agua potable, asi como de instalaciones apropiadas

para su almacenamiento y distribucion.

B. Alimentacion de las gallinas

Los valores de requerimientos nutricionales y formulaciones son muy similares, pero existen
factores importantes en la programacion de las dietas, debido a que el consumo de alimento
puede variar debido a diferentes variables como la época del afio, generacién de estrés en las
gallinas o la raza de las mismas, por lo cual los programas de alimento tienen su base de
consumo, en relacion a la edad del ave y el nivel de produccion de huevo (Tabla 2)
(SAGARPA'Y SENASICA, 2009).



Tabla 3. Requerimientos de proteinas, calcio y kilocalorias de las gallinas semi-pesadas
segun la etapa de vida en que se encuentran (SAGARPA Y SENASICA, 2009)

Requerimientos

Iniciacion

(0-6 sem)

Crecimiento

(7-14 sem)

Desarrollo

(15-18 sem)

Produccion

(18- muerte)

Proteinas

21%

17%

15%

Fase | (1% prod-40

sem)

18%
Fase I

sem)

17%
Fase llI

muerte)

17%

(40 sem-60

(60 sem —

Calcio

1%

0.9%

0.9%

Fase | (1% prod-40

sem)

3.2%
Fase I

sem)

3.5%
Fase IlI

muerte)

4%

(40 sem-60

(60 sem —

Kcal EM/ Kg

2900

2875

2750-2865

Fase | (1% prod-40

sem)

2750
Fase |l

sem)

2750
Fase Il

muerte)
2750

(40 sem-60

(60 sem —




Nunca se debe disminuir la cantidad de alimento durante el desarrollo, 0 se mantiene o se

aumenta (Barroeta et al., 2011). En la Tabla 4 se muestra el consumo de alimento en gramos

que una gallina necesita de acuerdo a la etapa de vida en la que se encuentre (Navarro, 2002).

Tabla 4 requerimiento de alimento de las gallinas de postura segun su estado de vida
(Navarro, 2002)

Semana | Alimento | semana | Alimento | semana | Alimento | semana | Alimento | semana | Alimento
1 14 g 19 759 37 103 g 55 106 g 73 103 g
2 17 g 20 83 ¢ 38 104 g 56 106 g 74 103 g
3 20 g 21 89 ¢ 39 104 g 57 106 g 75 103 g
4 27 ¢ 22 93¢ 40 104 g 58 106 g 76 103 g
5 39¢ 23 95¢g 41 104 g 59 106 g 77 102 g
6 42 ¢ 24 97¢g 42 104 g 60 1059 78 102 g
7 45 ¢ 25 98 g 43 104 g 61 1059 79 102 g
8 49 ¢ 26 100 g 44 105¢g 62 105 ¢ 80 102 g
9 52 ¢ 27 101 g 45 105 g 63 105 g

10 54 g 28 101 g 46 105 g 64 105 g

11 55¢ 29 102 g 47 1059 65 104 g

12 57 ¢ 30 102 g 48 1059 66 104 g

13 59 ¢ 31 103 g 49 1059 67 104 g

14 60 g 32 103 g 50 105¢g 68 104 g

15 629 33 103 g 51 106 g 69 104 g

16 64 g 34 103 g 52 106 g 70 103 g

17 679 35 103 g 53 106 g 71 103 g

18 68 g 36 103 g 54 106 g 72 103 g

Los alimentos que una requiere gallina se dividen en (figura 4): Alimento de iniciacion, desde

el nacimiento hasta la 5 a 62 semana de edad. Alimento de crecimiento: desde la 6% a 72

semana hasta la semana 142 o 15%. Alimento de desarrollo o alimento de pre-postura: de la

152 0 162 semana de edad hasta el inicio de postura. Alimento durante la produccion: de la
172 semana hasta la muerte (SAGARPA Y SENASICA, 2009).

semana 142 0 152,

hasta el inicio de postura.

de la 152 0 162 semana de edad

(3) (@
Alimento de crecimiento: Al_lmento de desarrolloo Alimento durante la
desde |a 62 a 73 semana hastala_1| alimento de pre-postura: produccion:

de la 17% semana hasta la
muerte

Figurad. Alimentos que una gallina requiere segun su etapa de crecimiento.




C. Requerimiento de agua

Las gallinas toman el agua que requieren de tres partes: la de bebida, que es la principal,
aportando el 75% de los requerimientos, la contenida en los alimentos, que aporta el 5% de
las necesidades y la del metabolismo de los principios nutritivos, suministrando el 20%
restante. Las aves consumen el doble de agua en relacion al peso del alimento que comen
(Koelkebekc, 1988). Los requerimientos agua variaran de acuerdo a la edad en que se
encuentren las gallinas (Navarro 2002) y también a algunos factores como las altas
temperaturas, algunos ingredientes alimenticios, exceso de sal, exceso de excrecion de acido
arico y niveles elevados de proteina; los factores mencionado provocaran un incremento en

el requerimiento de agua (Koelkebeck, 1988).

D. Cuidados de las gallinas

Los factores ambientales mas importantes a controlar en los alojamientos de la gallina de
postura, estos factores son: Ventilacion, debe promoverse para controlar la temperatura de la
caseta y para evitar la acumulacion de gases como amoniaco, bidxido de carbono y monéxido
de carbono al interior de las casetas; Temperatura, La temperatura dentro de la caseta debe
mantenerse entre 15 y 25° C en parametros productivos pues éstos afectan cuando la
temperatura esta fuera del rango de confort impactando directamente el consumo de alimento,
conversion alimenticia, mortalidad, produccion de huevo y calidad del cascaron. Mas cuando
se estd en recepcion, las pollitas deberan contar con una temperatura de 30 a 33° C; Humedad,
La humedad relativa dependera de la temperatura en el interior de la caseta en general el
rango aceptable es de 40 a 70 %; para controlar de la humedad se deben evitar fugas o
derrames de agua (SAGARPA Y SENASICA, 2016). El plan de vacunacion es indispensable
para prevenir la mortandad. Este plan debe ajustarse a la region en la que se desarrollan las
aves, Para tener una idea sobre el calendario de vacunacion se puede observar en la Tabla 3
(SAGARPA, 2007).



Tabla 5. Vacunas que deberan ponerse a las gallinas ponedoras (SAGARPA, 2007)

Vacuna Modo de aplicacién Edad de aves (dias)

Newcastle Vacuna subcutanea o gotas en 0jos 10, 28, 118, 208, 298,
388

Viruela aviar Aplicacion de vacuna en ala 21

Colera aviar Vacuna subcuténea (trai-bac o triple | 28, 118, 208, 298, 388

aviar) en la pechuga, la base del ala.

Gotas en ojos (pasteurella)

Parésitos externos | Desinfeccion del gallinero con benzal | 60,120.180.240,300,360
(corucos, conio, cal o ceniza

garrapatas)

Parésitos internos | Desparasitantes panacur en agua Yy | 180y 360

) ) comida
(lombrices, tenias)
Diarrea blanca Antibidticos disueltos en agua 28, 148, 260, 388
(salmoelas) (trimetroprim)
Coccidiosis Antibioticos disueltos en agua Yy |21
alimentos
Coriza infecciosa | Vacuna subcutanea o intramuscular 21 42

3.3 MICROALGAS

3.3.1 Descripcion

A. Definicion



Las microalgas son organismos unicelulares, eucariotas, fotosintéticos capaces de
transformar la energia luminosa en energia quimica con una eficiencia cuatro veces superior
a la de las plantas. La importancia que tienen las algas radica en su papel como productores
primarios de la cadena trofica, pues son las primeras formadoras de materia organica. Por su
tamafo reducido y variado (5-50 pum en promedio) son faciles de obtener y digerir por

multitud de organismos que se alimentan en forma directa del fitoplancton (Abalde, 2004).

B. Fisiologia de las microalgas
Las microalgas son pequefias células de forma elipsoidal (Figurab)

Figura 5. Esquema de las partes de una microalga. C: cloroplasto; MP: membrana plasmatica;
N: nucleo, M: mitocondria; REC: reticulo endoplasmatico asociado al cloroplasto; T:

tilacoides; PC: pared celular; V: vacuolas; L: lipidos; P: glébulos plastidiales (Lubian, 1982).

C. Importancia de las microalgas

Las microalgas son consideradas como organismos prometedores en la lucha contra el
cambio climatico, debido a la capacidad de absorber grandes cantidades de CO2 y al
potencial en la produccion de energia, convirtiéndose facilmente en diferentes tipos de
biocombustible (Miao y Wu, 2004). Las microalgas juegan un rol importante en la cria de
animales acuaticos, ademas de tener numerosas aplicaciones en las industrias alimenticia,

farmacologica, cosmetoldgica y ambiental (Brito et al., 2013)



3.3.2  Valor nutrimental de las microalgas

Las microalgas tienen un excelente valor nutritivo. Son una rica Fuente de aminoacidos
esenciales, vitaminas, minerales, Carotenoides y acidos grasos (Becker, 2007). Varios tipos

de microalgas son ricos en Omega 3y 6, especialmente EPA y DHA (Fraeye et al., 2012).

3.3.3 Cultivo de microalgas

Para el desarrollo 6ptimo de los cultivos de microalgas, se deben considerar los siguientes
factores (Tabla6) (Torrentera y Tacon, 1989):

a) Los recipientes, estos son de materiales no toxicos como las cajas de Petri, matraces
Erlenmeyer, matraces Ferenback, carboys o garrafas, etc., adecuados para cultivos de
laboratorio. Para cultivos a gran escala los recipientes de plastico, madera y concreto
son los méas recomendables, incluyendo los estanques rasticos en areas rurales son los
sistemas mas econdmicos.

b) Laaeracion, es un factor muy importante para la homogenizacion de los nutrientes y
para evitar la sedimentacion de las microalgas.

c) Lapenetracion de la luz en el cultivo. La inyeccion de CO2 (0.5%) para contribuir al
proceso fotosintético.

d) La temperatura, la mayoria de las especies crecen entre 10 a 35 °C, con una
temperatura Optima de 16-24 °C. La temperatura se puede ampliar o disminuir,

dependiendo de la especie que se esté cultivando (Gonzalez, 2015).

Tabla 6. Requerimientos de elementos fisicos y nutritivos de las algas (Torrentera y Tacon,
1989).

Requerimientos Compuestos Quimicos | VValores
Luz 2000-4000 lux
Temperatura 15-220C

Fisicos




Salinidad 0.37%
Ph De7a9
Redox
C C0O2C0O3= g/100ml
O.H 02H20 g/100ml
N N2NH4+NO3 g/100ml
P PO4= g/100ml
Nutritivos | S SO4= g/100ml
Na, K, Ca, Mg Sales g/100ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100ml
Cu, Co, Cl, I, Sr, Rb, Al, et [ Sales pg/100ml
Vitaminas B12, tiamina, biotina |pug/100ml

3.3.4 Descripcion de Nannochloropsis sp.

La microalga Nannochloropsis sp. es muy importante en acuicultura debido a su valor
nutricional. Esta microalga pertenece a la clase Eustigmatophyceae, que agrupa a las especies
que contienen la mayor cantidad de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS), especialmente
acido eicosapentaenoico (EPA), acido araquidonico (ARA), docosahexaenoico (DHA) de
gran importancia en la nutricién de animales marinos, especialmente en el crecimiento y
desarrollo de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Otero et al., 1997; Lopez y Boccanfuso,
2013).

3.3.5 Descripcion de Chlorella sp.

En general las algas Chlorella sp. Son micro organismos mixotrofico (capaces de obtener
energia metabdlica tanto de la fotosintesis como de seres vivos) (Liang et al., 2009)
Especificamente Chlorella. sp ha ocupado la atencion de los biotecnologos al ser una
importante fuente de biomasa para la produccion de biodiesel de segunda generacion (non-

food feedstock) (Gomez et al., 2011). En produccion de huevo, el alga podria servir como



una alternativa para la linaza (Lemahieu et al., 2013) ya que gracias a sus propiedades se

pueden transmitir los acidos grasos que posee en la yema de los huevos.

3.3.6 Microalgas en la produccion de huevo.

Con la necesidad de producir huevo de mayor calidad nutricional, se ha buscado la adicion
de complementos que promuevan la concentracion de &cidos grasos en el huevo. Aunque
algunos vegetales, como la colza y el lino, contienen cantidades notables de &cidos grasos
poliinsaturados, las principales fuentes son el pescado y las algas. Dado que el pescado
produce ciertos olores indeseables en los huevos, las algas se convierten en una buena opcion

para la deposicién de acidos grasos omega-3 en el huevo (Soler et al., 2011).

Se han realizado varios experimentos que acreditan que enriquecer la dieta de gallinas
ponedoras con microalgas trae beneficios: Adicionar 4, 6, 8% del alga Sargassum spp. en la
dieta de gallinas ponedoras reduce significativamente el contenido de colesterol en el huevo
y afecta favorablemente el color de la yema( Carrillo et al., 2012). El contenido de &cido
docosahexaenoico (DHA) en la yema de huevo fue aumentado linealmente (P <0.01) con
niveles crecientes de algas (All-G-Rich™) en la dieta ( Ao et al., 2015). La adicién de
microalgas como fuente de PUFA de cadena larga n-3 a La dieta de las gallinas es una forma
eficaz de aumentar el nivel de DHA en los huevos. Ademas, este enfoque ofrece varias
ventajas en comparacion con el aceite de pescado, especialmente con respecto a la estabilidad
oxidativa de los lipidos (Fraeye et al., 2012). Las microalgas dieron como resultado niveles
de n-3 LC-PUFA altos, también dio lugar al enriquecimiento de acido a-linolénico. Ademas,
el color de la yema cambid de amarillo a un color rojo mas intenso con la suplementacion,
debido a la transferencia de carotenoides de microalgas a los huevos (Lemahieu et al., 2013).
El uso de DHA de microalgas en la dieta de gallinas produjo un enriquecimiento maximo en
la yema de huevo de é&cidos grasos poliinsaturados (Neijat et al., 2016). Se observd
enriquecimiento hasta una dosis de 120 mg de n-3 PUFA por 100 g de alimento y en la yema
un color pronunciado (Lemahieu et al., 2014). Isochrysis galbana y Nannochloropsis oculata,
fueron suplementadas a la dieta de las Gallinas, para examinar el efecto de la Presencia de
una pared celular en el enriquecimiento de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

omega-3 (n-3 LC-PUFA) de la yema (Lemabhieu et al., 2016). También se ha demostrado que



el consumo de huevos enriguecidos con algas, promueven el proceso de aprendizaje en los
humanos (Kaewsutas et al., 2017). Se observaron efectos importantes sobre la composicion
de &cidos grasos en la yema de huevo al agregarle Nannochloropsis (Fredricsson et al., 2005).
Se registré un aumento de acidos grasos en huevo de gallina y ademés una ganancia de peso
(Kim et al., 2016).

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION GEOGRAFICA

El experimento se realizd en las instalaciones de la universidad autonoma de Querétaro,
campus Amealco, ubicado en la carretera Amealco-Temazcaltzingo Kilémetro 1. A una
altura de 2629 msnm, con las siguientes coordenadas: 20° 9’ 36.94" N, 100° 6’ 34.49" W
(Figura6) y especificaciones: el municipio de Amealco posee un clima templado sub himedo
con una precipitacion abundante en el verano; la temperatura anual promedio es de 14.4° C
(INEGI, 2017)

on Universidad Autonoma
de Querétaro
Universidad
0 Autonoma
de Queretaro

Unidad...

Figura 6. Localizacion del experimento (Google map’s, 2017)

4.2 DURACION DEL DISENO EXPERIMENTAL



El disefio experimental tuvo una duracion de 32 semanas distribuidas como se describe en la

Tabla 7

Tabla 7 Cronograma de actividades del experimento

Actividad

Tiempo de duracion

1. Cultivo de microalgas
2. Observacion de crecimiento de microalgas
3. Crianzay alimentacién de gallinas

4. Anélisis de huevos

2 semanas

3 semanas

25 semanas

2semanas

4.3 DISENO EXPERIMETAL

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar con 21 Gallinas ponedoras y 3

Gallos rhode island, alojados en 3 habitaciones (tres tratamientos) con 7 repeticiones (7

gallinas) cada uno. El disefio es mostrado en la Tabla 8.

Tabla 8. Descripcion de los tratamientos

Gallinas alimentadas con alimento granja familiar de
purina ® en sus diferente presentaciones segun el

estado fenoldgico de la gallina y agua normal

Gallinas alimentadas con algas Chlorella sp.una dosis
de 0.250% en agua (Lemahieu et al.,, 2013).+

Alimento Granja familiar de purina ® en sus

T2.CH

diferente presentaciones segun el estado fenoldgico
de la gallina

Descripcion del tratamiento Cddigo

Repeticiones




Gallinas alimentadas Nannochloropsis sp. a una dosis
de 0.250% en agua (Lemahieu et al., 2013) +
alimento Alimetnto Granja familiar de purina ® en
sus diferente presentaciones segun el estado

fenoldgico de la gallina

4.4 MICROALGAS.

Para este estudio se utilizaron algas de las especies Chlorella y Nannochloropsis Agregando
una cantidad de 5ml: 200ml en agua potable previamente tratada con tiosulfito de sodio
marca clorkill® (Figura7) , Como medio de cultivo se utiliz6 Bayfolan forte® de bayer (
Figura8) en una solucion de 10:1. Primeramente se construyd una pequefia camara de cultivo
para producir las microalgas (Figura 9), esta camara proporciono luz en ciclos del8 horas
por 6 de oscuridad, la cdmara de cultivo también proporcioné O2 al cultivo a manera de
turbulencia, con una bomba marca elite modelo 802 (Figura 10), de esta manera se logro
evitar la precipitacion natural de las microalgas y se beneficié su crecimiento. La cAmara de
cultivo cont6 con las siguientes dimensiones: un metro de alto, por 80 cm de ancho y 30cm
de base. Se ocuparon recipientes de 1 litro (para el cultivo de primer semana) y 5 litros ( para
el cultivo de algas a gran escala), los recipientes fueron lavados y desinfectados,
posteriormente, cuando la siembra terminaba, se hacia un tapon de algodon para poner en los
garrafones, esto con el fin de evitar contaminaciones de otros microorganismos; Lo antes
mencionado se realizd de acuerdo al manual de “métodos y herramientas analiticas en la

evaluacion de la biomasa microalgal” (Vega y Voltolina, 2007)

Figura 7. Tiosulfito de sodio, se
le agregé una dosis de 2 gotas

por litro de agua segun lo



Figura 8. El Bayfolan contiene los
ingredientes que destacan: Nitrogeno
11.470%, Potasio 6%, Boro 0.036%,

calcio 0.25%, azufre 0.2%, fosforo 8%.

Figura 9. Camara de cultivo para Microalgas



Figura 10. Bomba DE O con dos entradas
ELITE 802

4.4.1 Disefio y armado de mini- biorreactores alimentadores

Una vez establecido el cultivo de microalgas y cuantificado su crecimiento, se procedio a
modificar estos mini-biorreactores de 5L que funcionaron como alimentadores de agua para
las gallinas. Los recipientes de 5L fueron modificados adicionandole un mecanismo de
liberacion controlada por presion hidrostatica, para proporcionar a las gallinas solo el agua

gue consumian, sin permitir evaporacién o pérdida por derrames.

4.4.2 Observacion de crecimiento de Microalgas.

Para cuantificar el crecimiento de la biomasa se tomaron muestras con una pipeta de 5 ml
del cultivo de microalgas, durante 21 dias, en charolas de papel aluminio con dimensiones
de 40cm? previamente pesadas, las muestras fueron tomadas todos los dias entre 9 -10 am y
puestas en el desecador (Figura 11), por 1 semana, Después fueron pesadas en la balanza
analitica para cuantificar el aumento de microalgas por dia. Finalmente se determind el dia
en el que alcanzaron una densidad de entre 2 y 5 % de biomasa en el agua. EI método de
cuantificacion fue tomado y modificado a nuestras posibilidades. Del manual de “métodos y

herramientas analiticas en la evaluacion de la biomasa microalgal” (Vega'y Voltolina, 2007)



Figura 11. Disecador solar casero

4.4.3 Cuantificacion de carbohidratos en microalgas

Los analisis se realizaron en base al método de fenol-acido sulfirico anhidra (Vega y

Voltolina, 2007) en los laboratorios de la facultad de Quimica de la universidad autbnoma

de Querétaro. La muestra de las algas se tom6 cuando las gallinas tenian seis semanas de

estarlas consumiendo.

A.

Curva de calibracion de carbohidratos totales utilizando glucosa.

La curva de calibracion se obtuvo usando un gradiente de concentracién de glucosa anhidra,

preparada a partir de una solucién de 120ug/ml (Tabla 7), se continGa la curva con los

reactivos que se describen ene el inciso B

Tabla7 . Curva de calibracion de carbohidratos, como estandar se utilizé glucosa anhidra
(Vegay Voltolina, 2007)

SOL.GLUCOSA | HO CONCENTRACION | ABSORBANCIA
(120pg/mL) DESTILADA | DE GLUCOSA | 485nm

TUBO | (L) (ML) (ug/mL)

Blanco 0 1000 0 0

1 100 900 12 0.171

2 120 800 24 0.284

3 300 700 36 0.321

4 400 600 48 0.378




5 500 500 60 0.567
6 600 400 72 0.632
7 700 300 84 0.715
8 800 120 96 0.848
9 900 100 108 0.990
10 1000 0 120 1.009

Con los datos de la tabla se realizé una grafica ajustado los datos por minimos cuadrados a
una ecuacion lineal, obteniendo r?, el valor de la pendiente (m), utilizando el intercepto(b)
igual a cero. El valor de r? fue superior 0.98, lo cual, segun el manual, indica que se podia
continuar con el siguiente paso: realizar la gréafica, para realizar la gréfica se tomaron los
datos de absorbancia (Assshm) como variable independiente y como variable independiente

la concentracion de glucosa (figural?2).

Absorbancia

0.145 y=0.0049+0.1394
0.144 //-'-
0.143
0.141 _—

0.14

/ = Al sorbancia

0.139
0.138
0.137
0.136
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NG
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Figura 12. Curva de Absorbancia (Asgsnm)

B. Determinacion de carbohidratos totales

Se lavaron bien todos los materiales con jabon y después con acido clorhidrico al 10%, éstos

fueron enjuagados con suficiente agua destilada y secados con sanitas.



1. Se pesaron de 5 a 10 mg de muestra de algas y se depositaron en tubos de vidrio de
14 ml c/u (2 para cada especia de alga) pesados previamente también.

2. Se agregaron 5mL de H>SO4 1.0 M, expuestos a temperatura ambiente hasta que
todos los tubos, incluyendo los tubos de la curva.

3. Se taparon los tubos que contenian muestra de Microalgas con papel aluminio y se

sometieron a un termo-bafio a 100°C durante una hora (Figura 13).

Figura 13. Muestras de microalgas preparadas con 5 ml de acido clorhidrico al 1M, puestas

en termo-bafio por el lapso de una hora.

4. Al término de la hora se retiraron los tubos del termo-bafio y esperamos a que los
tubos alcanzaran temperatura ambiente.

5. Cuando los tubos alcanzaron la temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras
a 4000 rpm/10°C por 15 minutos.

6. Se separa el extracto con una pipeta pasteur, teniendo cuidado de no suspender las
pastillas celular adherida al fondo del tubo, se mide el volumen total y se pasa a un
tubo limpio.



7. Setomauna muestra de 1 mL del extracto &cidoy 1 mL de fenol al 5% y se mezcla,
después se deja reposar la muestra. por 40 minutos.
8. Se agregan 5 mL de H>SO4 concentrado. En un espectrometro calibrado a 485nm.

La concentracion de carbohidratos totales en la muestra se calcula a partir de la ecuacion
de la recta obtenida de la curva de calibracién. La ecuacion para la cuantificacion es a

siguiente:

% Carbohidratos = (((m X Augs)/Vm)VE) Ps x 100

Donde:

Ps= Peso seco de las algas

Ve= volumen del extracto acido

Vm= volumen muestra

m= pendiente de la ecuacion de calibracion

4.4.4 Cuantificacion de proteinas en Microalgas

La cuantificacion de proteinas se realizd por diferencia de pesos, de la siguiente manera.
Proteinas = (LT+Ca+) — (Cen)

Donde:

LT= Lipidos Total

Ca= Carbohidratos

Cen= Cenizas*

Las cenizas fueron extraidas por el método universal de extraccion de cenizas de alimentos

(Nollet, 1996). En este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una



temperatura que fluctda entre los 550 -600°C; el material inorganico que no se volatiliza a

esta temperatura se conoce como ceniza.

4.4.5

Cuantificacion de lipidos en Microalgas

Se realizo la cuantificacion de lipidos polares y no polares de acuerdo al método de Bligh y

Dyer (1959) adaptado para la extraccion de lipidos en Microalgas y a las condiciones que se

tenian en el campus Amealco. También se realizo el desglose de lipidos no polares con el

método.... Realizados en el laboratorio de posgrado, campus Amazcala.

A.

=

Cuantificacion de lipidos totales y no polares

Al. Extraccion de lipidos totales.

Se pesaron 5 mg de Microalgas disecadas y se pusieron en tubos falcon de 15 ml,
previamente pesados y lavados con jabdn anti-gérmenes y secados con alcohol.

Se agreg6 una mezcla de 5 ml de una mezcla de cloroformo: metanol (1:2)

Los tubos se agitaron manualmente por 3 minutos y después se sonicaron a un rpm
de 3000 rpm por un tiempo de 5 minutos.

Se centrifugaron los tubos a 3500rpm por 10 minutos

En tubos de vidrio de 15 ml previamente pesados y lavados, con papel filtro se filtr6
el liquido dela parte superior encontrado en cada tubo falcon.

A lo que quedd en cada tubo se le volvié a agregar 5ml de la mezcla cloroformo:
metanol (1:2) repitiendo el proceso de los incisos 3,4,5, tomando en cuenta que el
tubo de vidrio mencionado en el inciso 5, sera el mismo, teniendo asi una cantidad de
10ml de extracto por cada tubo.

Los tubos de vidrio con la muestra, se dejaron en un bafio maria a 60 grados por 8 hrs
(Figura 15).



Figura 15. Extraccion de lipidos totales de microalgas en bafio Maria

8. Al final se obtuvo un producto denso que corresponde a los lipidos totales. Los tubos
fueron bien secados y pesados nuevamente al final por diferencia de pesos se obtuvo
la cantidad de lipidos con la siguiente ecuacion.

Lipidos totales= Peso fina del tubo- Peso inicialdel tubo
AZ2. Extraccion de lipidos no polares.

1. Se agregaron 2ml de hexano puro a los tubos que contenian la extraccion de lipidos.

2. Se agitaron los tubos por 3 minutos y se centrifugaron a 3500rpm por 10 minutos.

3. Entubos de vidrio de 15 ml previamente pesados y lavados, con papel filtro se filtrd
el liquido de la parte superior encontrado en cada tubo proveniente de la extraccion
de lipidos totales.

4. Se repitid el proceso realizado en los incisos anteriores y se puso a bafio maria a 60
grados por 8 hrs.

5. Se secaron bien los tubos y fueron pesados.

6. La cuantificacion de lipidos se realizo de la siguiente manera.

Lipidos no polares= Peso fina del tubo- Peso inicial del tubo

B. Desglose de lipidos no polares

El desglose de lipidos se realizé en el laboratorio de posgrado, en el campus Amazcala.



4.4.6 Cuantificacion de cenizas

La cuantificacion de cenizas totales se realizo en el laboratorio de posgrado de la universidad
autonoma de Querétaro, campus aeropuerto. EI método utilizado fue el propuesto en base a
la norma NMX-F-066-S-1978 y Nollet, 1996.

1. Se pesaron 2 crisoles de porcelana para obtener el peso constante de cada uno de ellos.
2. En cada uno se puso una muestra de 1 a 3 g aproximadamente.

3. Se precalcind la muestra en la placa de calentamiento, posteriormente los crisoles se
colocaron con la muestra en la mufla y se increment6 la temperatura, dejando a que se
calcinaran a 550°C por 3 horas, hasta que se obtuvieron cenizas blanco — grisaceas (Figura
16).

Figura 16. Cenizas del alga Nannochloropsis sp.
4. Se apag6 la mufla, se dejo enfriar el desecador y posteriormente se pesaron.

5. Se realizaron los calculos para cuantificar las cenizas totales se realizaron de la siguiente
manera:

%CT= (mcyc-mcv/mcyms-mcv) X100

Donde: mcv= masa del crisol vacio en g



mcyms=masa del crisol y la muestra seca en g
mcyc= masa del crisol y la muestra calcinada en g.

45 MANEJO DE GALLINAS

4.5.1 Disefioy construccion de gallineros.

Se construyeron 3 gallineros rusticos (uno para cada tratamiento), con orientacion de norte a
sur, cada uno con la siguiente descripcién: 5m de largo, 1m de ancho y 1.30m de alto. Los
gallineros se equiparon adecuadamente con: bebederos, comederos, cajas de postura (Figura,
12) (SAGARPA, 2007 )

Figura 12. Plano de gallinero.



4.5.2 Crianza de gallinas ponedoras

A Adaptacion

Antes de comenzar con el experimento, esperamos a que las pollitas (de 1 semana de nacidas)
se adaptaran al lugar y clima; antes de la recepcion se desinfectaron las instalaciones. Se
proporciond una temperatura de 28 grados, los primeros dias de recepcion; solo por las
noches y en las mafianas. Se les dio como alimento granja familiar de la marca purina para
pollitas y también maiz molido, esto en una proporcion de 1:1, asi como agua con electrolitos
para hidratar por dos dias. Se realizaran visitas periodicas en la mafiana en el periodo de 7 a
8 amy por las tardes de 6-7pm, durante estas visitas se realizaran labores de limpieza, revisar
que coman bien, tomen agua, no haya mortandad o aplastamiento y que no haya un posible
sintoma de enfermedad. Las pollitas fueron vacunadas segun lo indica (SAGARPA, 2007)
(Tabla 3).

B. Semanas 2 ¥4 - 12

Después de la adaptacidn se asignaran completamente al azar 7 pollitas para cada tratamiento
y 1 gallo, se colocaron comederos de reja en los cuales se les dio una mezcla de maiz molido
y alimento de inicio para ponedoras “Granja Familiar pollitas de purina ®”,en una relacion
de 1:2, esto segun los requerimientos que propone (Navarro, 2002) (Tabla 1). Las pollitas
fueron pesadas el dia de recepcion, en la sexta semana, en la 12semana 'y En la semana 25
(ya que todas habian puesto). Para identificar cada gallina, se les marco con un c6digo puesto
en una etiqueta, en su pata izquierda (Tabla 8).

Tabla 8. Descripcion de codigos utilizados para la identificacion de pollitas a la hora de

pesarlas
Gallinal | Gallina2 | Gallina3 | Gallina4 | Gallina5 | Gallina 6
Tratamientol T1R1 T1R2 T1R3 T1R4 T1R5 T1R6
Tratamiento?2 T2R2 T2R2 T2R3 T2R4 T2R5 T2R6




Tratamiento 3 T3R3 T3R2 T3R3 T3R4 T3R5 T3R6

Se determiné un horario para proporcionarles comida: en la mafiana 7.30am y en la tarde
6:30pm. En cada visita se limpiaba y se hacia revision de que todo estuviera bien. El
requerimiento de algas vivas fue de 0.250 % en relacion al consumo de alimento que se le
estuviera dando a la pollita, este porcentaje fue dado tomando como referencia el
experimento de (Lemabhieu et al, 2013) en el cual se encontraron resultados 6ptimos con esa

cantidad de polvo de algas.

C. Semanas 13-18

Los cuidados siguieron siendo los mismos, lo Unico que cambio fue la dosis de alimentacion.
El alimento en la semana 17 cambio a Granja Familiar gallinas de purina ® y se sigui6

usando este al fin del experimento

4.6 CALIDAD DEL HUEVO.
4.6.1 Determinacion de calidad mecénica del huevo
Para determinar la calidad mecéanica del huevo se medieron en primer lugar las siguientes

variables: Peso total de huevo, peso de la albumina, el peso de la yema. ( Lemahieu etal,
2013).

4.6.2 Determinacion de proteinas del huevo



La cuantificacion de proteinas se realizd por diferencia de pesos, de la siguiente manera.
Proteinas = (LT+Ca+) — (Cen)

Donde:

LT= Lipidos Total

Ca= Carbohidratos

Cen= Cenizas*

Las cenizas fueron extraidas por el método universal de extraccion de cenizas de alimentos
(Nollet, 1996). En este método toda la materia organica se oxida en ausencia de flama a una
temperatura que fluctda entre los 550 -600°C; el material inorganico que no se volatiliza a

esta temperatura se conoce cComo ceniza.

4.6.3 Cuantificacion de cenizas

La cuantificacion de cenizas totales se realizo en el laboratorio de posgrado de la universidad
autonoma de Querétaro, campus aeropuerto. EI método utilizado fue el propuesto en base a
la norma NMX-F-066-S-1978 y Nollet, 1996.

1. Se pesaron 2 crisoles de porcelana para obtener el peso constante de cada uno de ellos.
2. En cada uno se puso una muestra de 1 a 3 g aproximadamente.

3. Se precalcin6 la muestra en la placa de calentamiento, posteriormente los crisoles se
colocaron con la muestra en la mufla y se increment6 la temperatura, dejando a que se
calcinaran a 550°C por 3 horas, hasta que se obtuvieron cenizas blanco — grisaceas (Figura
16).



Figura 16. Cenizas del alga Nannochloropsis sp.
4. Se apago la mufla, se dejo enfriar el desecador y posteriormente se pesaron.

5. Se realizaron los célculos para cuantificar las cenizas totales se realizaron de la siguiente

manera:

%CT= (mcyc-mcv/mcyms-mcv) X100

Donde: mcv= masa del crisol vacio en g
mcyms=masa del crisol y la muestra seca en g

mcyc= masa del crisol y la muestra calcinada en g.

4.6.4 Cuantificacion de lipidos

La cuantificacion de lipidos polares y no polares se realizé de acuerdo al método de Bligh'y
Dyer (1959); Vega y Voltolina, (2007) adaptado para la extraccién de lipidos en yema de
huevo y a las condiciones que se tenian en el campus Amealco. También se realizo el

desglose de lipidos no polares en el laboratorio de posgrado, campus Amazcala.

A. Cuantificacion de lipidos totales y no polares
Al. Extraccion de lipidos totales.



9. Se pesaron 0.007 a 0.01 gramos de yema de huevo y se pondran en tubos falcon de
15 ml, previamente pesados y lavados con jabon anti-gérmenes y secados con alcohol.

10. Se agregara una mezcla de 5 ml de una mezcla de Hexano: Metanol (1:2)

11. Los tubos se agitaran manualmente por 3 minutos y después se sonicaran a 3000 rpm
por 5 minutos. Después los tubos se centrifugaran a 3500rpm por 10 minutos

12. Entubos de vidrio de 15 ml previamente pesados y lavados, con papel filtro se filtrara
el liquido de la parte superior que esté en cada tubo falcon.

13. A lo que queda en cada tubo se le vuelve a agregar 5ml de la mezcla Hexano: Metanol
(1:2) repitiendo el proceso de los incisos 3,4,5, tomando en cuenta que el tubo de
vidrio mencionado en el inciso 5, sera el mismo, teniendo asi una cantidad de 10ml
de extracto por cada tubo.

14. Los tubos de vidrio con la muestra, se dejaran en bafio maria a 60 grados por 8 hrs.

15. Al final se obtuvo un producto denso que corresponde a los lipidos totales. Los tubos
fueron bien secados y pesados nuevamente al final por diferencia de pesos se obtuvo
la cantidad de lipidos con la siguiente ecuacion.

Lipidos totales= Peso fina del tubo- Peso inicial del tubo
B. Extraccion de lipidos no polares.

1. Se agregaran 3ml de hexano puro a los tubos que contengan la extraccién de
lipidos. Se agitaran los tubos por 3 minutos y se centrifugaran a 3500rpm por 10
minutos.

2. Entubos de vidrio de 15 ml previamente pesados y lavados, con papel filtro se
filtrara el liquido de la parte superior encontrado en cada tubo proveniente de la
extraccion de lipidos totales. Se repetira el proceso de los incisos anteriores y se
pondrad a bafio maria de 60 grados por 8 hrs. Se secan bien los tubos y seran
pesados.

3. Lacuantificacion de lipidos se realizara de la siguiente manera.

Lipidos no polares= Peso fina del tubo- Peso inicial del tubo

4.6.5 Determinacién de carbohidratos



Los analisis se realizaran en el laboratorio del campus Amazcala y la facultad de quimica
ubicada en Centro Universitario, la muestra de las algas se tomara durante el consumo. Los
analisis de carbohidratos se haran en base al método de fenol-acido sulfurico anhidra (Vega

y Voltolina, 2007), la metodologia fue la siguiente:

A Curva de calibracién de carbohidratos totales utilizando glucosa.

La curva de calibracion se obtiene usando un gradiente de concentracion de glucosa anhidra,
preparada a partir de una solucién de 120ug/Ml (Tabla 9). Todas las diluciones se hacen por
triplicado y una vez que se tienen las diferentes concentraciones de glucosa, se continda la

curva con los reactivos que se describen ene el inciso B

Tabla 9. Curva de calibracion de carbohidratos, como estandar se utiliz6 glucosa anhidra
(Vegay Voltolina, 2007)

SOL.GLUCOSA | H20 CONCENTRACION | ABSORBANCIA
(120pg/mL) DESTILADA | DE GLUCOSA | 485nm

TUBO | (ub) (ML) (Hg/mL)

Blanco 0 1000 0 0

1 100 900 12 0.171

2 120 800 24 0.284

3 300 700 36 0.321

4 400 600 48 0.378

5 500 500 60 0.567

6 600 400 12 0.632




7 700 300 84 0.715

8 800 120 96 0.848
9 900 100 108 0.990
10 1000 0 120 1.009

Con los datos de la tabla se realiz6 una grafica ajustado los datos por minimos cuadrados a
una ecuacion lineal, obteniendo r?, el valor de la pendiente (m), utilizando el intercepto(b)
igual a cero. El valor de r? fue superior 0.98, lo cual, segiin el manual, indica que se podia
continuar con el siguiente paso: realizar la grafica, para realizar la grafica se tomaron los
datos de absorbancia (Asssnm) como variable independiente y como variable independiente

la concentracion de glucosa (figural?).
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Figura 17. Curva de Absorbancia (Asgsnm)

B. Determinacion de carbohidratos totales

Antes de proceder con el protocolo, se lavan con &cido clorhidrico al 10% todos los
materiales que se utilizaran, éstos seran enjuagados con suficiente agua destilada y

secados en estufa.



B.1. Se utilizaran muestras de un gramo de algas secadas previamente en el desecador lavadas

con formato de amonio.

B.2. Se agregan 5mL de H2SO4 1.0 M, expuestos a temperatura ambiente hasta que todos

los tubos contengan el acido.

B.3. Se tapan los tubos con papel aluminio y se someten a un termo-bafio a 1000C durante

una hora.

B.4. Al término de la hora se retiran los tubos del termo-bafio y esperamos hasta llegara a

temperatura ambiente.
B.5. Se centrifuga a 4000 rpm/100C por 15 minutos.

B.6. Se separa el extracto con una pipeta pasteur, teniendo cuidado de no suspender las
pastillas celular adherida al fondo del tubo, se mide el volumen total y se pasa a un tubo

limpio.

B.7. Se toma una muestra de 1 mL del extracto acido y 1 mL de fenol al 5% y se mezcla,

después se deja reposar la muestra.por 40 minutos.
B.8. Se agregan 5 mL de H2SO4 concentrado. En un espectrémetro calibrado a 485nm.

La concentracion de carbohidratos totales en la muestra se calcula a partir de la ecuacion de

la recta obtenida de la curva de calibracion. La ecuacion para la cuantificacion es a siguiente:

% Carbohidratos = (((m x A485)/Vm)VE) Ps x 100

Donde:

Ps= Peso seco de las algas

VE= volumen del extracto acido
Vm= volumen muestra

m= pendiente de la ecuacion de calibracién



5. RESULTADOS

5.1. Pruebas de confiabilidad realizadas

Después del analisis de varianza, y al encontrarse diferencia significativa en la medicion de
proteian, los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas estadisticas para asegurar la
normalidad de estos y se obtuvieron los siguientes resultados: en la prueba de potencia un
80%, en la prueba de Bartlett T= 2.088 , y X?.10.05= 5.99.

5.2. Microalgas

5.2.1. Peso seco de microalgas

Las algas fueron dadas a las gallinas a partir del dia 10, después de su siembra, dado que
el alga Chlorella en el dia 10 comienzan a adquirir una densidad estable y el alga
Nannochloropsis en el dia 10 continla con estabilidad en su densidad (Anexosly 2).

5.2.2. Carbohidratos
El alga con mayor concentracion de carbohidratos fue Chlorella (Anexo3)

5.2.3. Lipidos
El alga con mayor porcentaje de lipidos no polares (LPN) fue el alga Nannochloropsis

(Anexo4).

5.2.4. Proteinas
La mayor cantidad de proteinas encontradas courrié en Nannochloropsis (Anexo5)

5.3.  Crianza de gallinas

5.3.1. Peso de las gallinas
El peso de las gallinas no fue muy variable entre cada tratamiento (Anexo 6y7)

5.3.2. Desarrollo sexual de las gallinas
El primer tratamiento en poner, fue el tratamiento 3 que corresponde al tratamiento donde se

utilizaron algas Nannochloropsis.sp, el segundo tratamiento en poner fue el tratamiento 1
(Testigo) y el ultimo tratamiento en poner, fue el tratamiento 2, que corresponde al

tratamiento donde se utilizaron algas Chlorella.sp. Pero a pesar de que no todas pusieron al



mismo tiempo, las fechas de postura son similares, pues no hay un espacio de mas de un mes

entre la primer y la dltima puesta (Anexo 8)

5.4.  Cualidades del huevo

5.4.1. Cualidades fisicas
Los datos que se muestran (Anexo9 y 9.1) fueron obtenidos del promedio de todos los datos

generados de cada unidad experimental medida. Los datos obtenidos de cada unidad
experimental muestran que el tratamiento 2 (T2) en cual se suministro el alga Chlorella es

quien proporciono huevos con mayor diametro polar, ecuatorial y mayor peso.

5.4.2. Cualidades nutritivas
*Carbohidratos

El testigo T1, presento un mayor porcentaje de carbohidratos en la yema de huevo, en
comparacion con los tratamientos en los cuales se usaron algas esto se puede observar en las
tablas del anexo 10,11y 12.

*Lipidos

Los resultados obtenidos en la extraccion de lipidos se dividen en dos partes: lipidos polares
y lipidos no polares. El testigo (T1) presento la mayor cantidad de lipidos polares, seguido
del T2y el tratamiento con menos lipidos polares fue el T3, tratamiento en al cual se le agrego
algas Nannocloropsis (Anexos 13,14 y 15). En la obtencion de lipidos no polares los datos

mostraron que el tratamiento con mayor cantidad de estos fue el T2. (Anex0s16,17,18)
*Proteinas

El tratamiento con datos mas altos en proteinas fue el tratamiento con algas Chlorella (T2),se

pueden observar los datos en los anexos 19,20y 21

6. DISCUSION

6.1.  Pesos de gallinas.



En el anova realizado a los datos referentes al peso, las gallinas no presentan una diferencia.
Lo que indica que el consumo de un cultivo de MA como alimento acuoso no tiene ningln

efecto sobre el desarrollo de las gallinas.(Anexo 6y7)

6.2. Cualidades del huevo

6.2.1. Cualidades fisicas

Realizando el Anova (Anexo), no se encontrd una diferencia estadisticamente significativa
en cuanto al peso de la yema, diametro longitudinal y trasversal medidos en el huevo, pero
si hubo una diferencia significativa en el peso de los huevos (Tabla 16 y 17). El didmetro
longitudinal y trasversal, estan asociados directamente con el peso de huevo, es decir, que
los huevos méas pesados tienen didmetros también mas grandes y viceversa. En relacién con
el peso del huevo (North y Bell,1998; Juarez-Caratachea, et al., 2010) sefialan que éste
depende principalmente de la edad del ave, del tamafio de la yema, de la variacion individual

entre gallinas y del medio ambiente de produccion.

6.2.2. Cualidades quimicas

*Carbohidratos

De los datos obtenidos, se encontrd una diferencia estadisticamente significativa al 95% de
confiabilidad en los Tratamientos 2 y 3, donde se adicionaron algas (Anexo 23),

*Lipidos

En el anova realizado a los datos obtenidos en lipidos no se encontré diferencia significativa
esto puede ser debido a que la mayoria de los nutrientes (proteinas, aminoacidos, grasa total
y macrominerales) muestran escasa variacion al cambiar la dieta de las gallinas mientras que
Microminerales, vitaminas y acidos grasos son los mas influenciables por cambios dietéticos.
El efecto es mas o menos pronunciado en funcion del nutriente en cuestion. Los lipidos de la
yema no son sintetizados en el ovario sino en el higado. De hecho, mas del 95 % de la sintesis

de &cidos grasos tiene lugar en este 6rgano. Una vez sintetizados, los triglicéridos son



incorporados a lipoproteinas de muy baja densidad que seran el vehiculo de transporte de las

grasas entre el higado y tejidos extrahepaticos tal como el ovario (Escribano, 1991).
*Proteinas

En el ANOVA realizado en proteinas, no se tuvo una diferencia significativa entre los
tratamientos con respecto a la cantidad de proteinas en la yema de huevo, pero si en el peso
de estos, la explicacion a este resultado, Es esto podria ser debido a un incremento de

proteinas en la clara del huevo.

En otro articulo se menciona una pequefia variacion en el contenido total de luteina en la
yema agregando MA en la dieta de las gallinas (Kim y Shin, 2022). Un analisis mas
especifico de los lipidos podria ayudar a identificar si se pueden lograr efectos positivos
similares utilizando cultivos vivos como suplementos, ya que en ocasiones estos compuestos

no logran llegar al huevo (Elkin & Lorenz 2009)

7. CONCLUSION

Agregar microalgas vivas a la dieta de las gallinas incrementa la cantidad de proteinas en la
yema de huevo, pero no muestra un efecto considerable en el peso, carbohidratos y lipidos
del huevo. la sustitucion de agua con microalgas vivas en la dieta de la gallinas hace posible

que la calidad nutricional de huevo aumente.

Es posible que haya un mayor efecto a nivel peptidico y molecular, sin embargo esto
requeriria un estudio mas profundo de estructura de proteinas. Ademas, el andlisis de la
calidad de los lipidos en yema también es un area pendiente pro estudiar al suministrar
microalgas vivas en la dieta de gallinas ponedoras, dada su efectividad comprobada cuando

estas se adicionan en forma de suplemento seco.
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AnNexos

Se muestran los resultados obtenidos del proyecto de investigacion

1. Propiedas de las Microalgas
1.1 Peso seco de microalgas

Anexol

Curva decrecimiento de alga Chlorella

Densidad

2 densidad  (g/L)
1 ——Lineal (densidad  (g/L))

Dias

VVemos como el alga Chlorella sp., en el dia 10 comienzan a adquirir una densidad estable.
Anexo2




Crecimiento de alga Nannochloropsis
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Observamos que el alga Nannochloropsis en el dia 10 continta con estabilidad.

1.2 Carbohidratos

Anexo 3. Concentracion de carbohidratos encontrados en las algas

Calculo de carbohidratos

Alga Carbohidratos mg/g
chlorella.SP 153.08
nannochloropsis.SP | 102.46

1.3 Lipidos en algas




Anexo 4. Concentracion de lipidos en algas

Alga peso de la | peso lipidos | %de lipidos | peso de | % de Lnp
muestra totales totales Lnp

chlorella.SP 0.044 0.0298 67.72727273 | 0.0168 56.37583893

nannochloropsis.SP | 0.0314 0.0165 52.5477707 | 0.0138 83.63636364

2. Crianza de las gallinas

2.1.1 Peso de las gallinas

Anexo 6. Peso promedio por semana de las gallinas

peso promedio

semana | T1 T2 T3
171.25 165 166.875
2 248.125 236.875 231.25
3 314.375 299.875 279.375
4 366.875 302.5 348.75
5 425 450.625 452.5
6 506.25 513.75 521.25
7 689.375 670 648.125
8 773.75 772.5 741.875
9 1198.75 1151.25 1133.75
16 1370.625 1250 1165.625
25 2783.75 2807.5 2705




Anexo7. Evolucion de pesos por cada tratamiento

PESO DE LAS GALLINAS

3000

2

2500

2000

1500 *T1
Y m mT2

A AT3

PESOEN g

1000

N
500 ~ o =
mmmA

0 5 10 15 20 25 30

semanas

2.1.2 Desarrollo sexual de las gallinas
Anexo 8. Desarrollo sexual de las gallinas segun la fecha de primer puesta

Tratamiento Fecha de primera | Intervalos de diferencia en
puesta puestas

T1 24/01/18

(Testigo)

T2 2/02/18 T1Y T3= 3dias

(Chlorella) T1Y T2= 8 dias

T3 21/01/18 T2 Y T3=11dias

(Nannochloropsis)

3. Cualidades del huevo
3.1 Cualidades fisicas

Las cualidades que presentaron los huevos obtenidos se presentan en la tabla siguiente



Anex09. Promedio obtenido de los primeros huevos de las gallinas.

tratamiento Diametro polar Diametro Peso en (g)
ecuatorial(mm)
(mm)
T1 54.83105263 40.8631579 50.5263158
T2 56.4726316 41.8042105 54.9473684
T3 54.0852632 41.1042105 49.2105263

Anexo 9.1. Promedio obtenido de los primeros 19 huevos de las gallinas.

Tratamiento Peso en de la yema
(9)

T1 33.46934

T2 34.2131

T3 34.24618

3.2 Cualidades nutritivas

*Carbohidratos

Anexo 10. Cantidad de carbohidratos en mg/g obtenidos del Tratamientol (Testigo).

Tratamiento 1 (testigo)

Clave | Peso de la muestra | Absorbancia de Lectura | carbohidratos (mg/g
(9) a485nm de yema)

hl 0.0645 -

h2 0.0517 1.262 155.0980934

h3 0.0506 1.379 174.9858837

h4 0.0568 0.825 86.21730382




h5

0.0507

0.911

108.7066779

Anexo 11. mg/g de carbohidratos obtenidos del Tratamiento2

Tratamiento 2 (Chlorella.SP)
Clave | peso de la | Absorbancia de Lectura | carbohidratos
muestra(g) a 485nm (mg/g de yema)

hl 0.0637 1.31 131.2626149
h2 0.0847 0.943 67.76859504
h3 0.0552 0.609 60.76604555
h4 0.0714 0.568 42.87715086
h5 0.0691 1.005 89.47694852

Anexo 12. Carbohidratos (mg/g) gue se obtuvieron del Tratamiento3

Tratamiento 3 (Nannochloropsis.SP)
Clave | peso de la | lectura a 485nm carbohidratos
muestra(g) (mg/g de yema)

h1l 0.0806 0.595 40.37575328

h2 0.0582 0.504 4474717722

h3 0.0682 0.71 59.76120654
h4 0.0619 0.69 63.53565659
h5 0.0584 0.682 66.36497065
*Lipidos

Los resultados obtenidos en la extraccion de lipidos se dividen en dos partes: lipidos polares

y lipidos no polares.

1. Lipidos polares.




Anexo 13. Lipidos Totales (%) obtenidos del tratamientol

Tratamiento 1(testigo)

peso de la| % de lipidos totales
yema(g)

0.2021 57.69421079
0.3108 59.16988417

0.322 74.47204969
0.2127 36.10719323

0.254 59.21259843

Anexol4. Lipidos Totales (%) obtenidos del tratamiento2

Tratamiento 2 (Chlorella.SP)

peso de la | % de lipidos otales
yema(g)

0.2694 56.8671121
0.3275 72.9465649
0.3158 71.7859405
0.2722 54.2248347
0.2846 39.5643008

Anexo 15. Lipidos Totales (%) obtenidos del tratamiento3

Tratamiento 3 (Nannochloropsis.SP)

peso de la | % de lipidos totales
yema(g)

0.3131 84.637496

0.2207 40.6887177

0.1765 79.490085

0.2216 59.2509025

0.2368 16.9341216




2. Lipidos no polares se muestran en las tablas

Anexo16. Lipidos no polares (%) obtenidos del tratamientol

Tratamiento 1(testigo)

peso de la | %de lipidos no polares
yema(g)

0.1881 24.4550771

0.0993 25.2769386

0.1136 24.8239437

0.1743 17.6133104

0.1161 27.0456503

Anexol7. Lipidos no

olares (%) obtenidos del tratamiento2

Tratamiento 2 (Chlorella.SP)

peso de la | %de lipidos no polares
yema(g)

0.0946 29.5983087

0.1448 18.6464088

0.1143 28.4339458

0.0942 30.5732484

0.1105 28.7782805

Anexo018. Lipidos no polares (%) obtenidos del tratamiento3

Tratamiento 3 (Nannochloropsis.SP)
peso de la | %de lipidos no polares
yema(g)

0.1582 24.7155499

0.1026 12.08577

0.1641 23.6441194

0.1231 32.3314379




0.1732 27.7136259

*Proteinas

Anexo019. Proteinas (%) obtenidos del tratamientol

Tratamiento 1(testigo)

peso de la| %de proteinas
yema(g)

0.1881 39.31

0.0993 29.82

0.1136 13.68

0.1743 56.01

0.1161 32.28

Anexo20. Proteinas (%) obtenidos del tratamiento2

Tratamiento 2 (Chlorella.SP)
peso de la | %de proteinas
yema(g)

0.0946 31.89

0.1448 18.41

0.1143 22.03

0.0942 39.96

0.1105 54.06

Anexo21. Proteinas (%) obtenidos del tratamiento3

Tratamiento 3 (Nannochloropsis.SP)

peso de la | %de proteinas

yema(g)
0.1582 9.12
0.1026 53.72

0.1641 13.44




4. DISCUSION

0.1231

33.82

0.1732

17.19

4.1 Cualidades del huevo

4.1.1 Cualidades fisicas

Anexo22
Tablal. ANOVA para Peso de la yema por Tratamiento
Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre 1.92959 2 (0.964795 1.55 0.2518
grupos
Intra 7.46752 12 10.622293
grupos
Total 9.39711 14
(Corr.)

La razon-F, que en este caso es igual a 1.55039, es el cociente entre el estimado entre-grupos
y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3

variables con un nivel del 95.0% de confianza.
Tabla2 . ANOVA para Ancho de huevo por TRATAMINETO

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 9.08001 2 (4.54001 1.68 0.1952

grupos

Intra 145.557 54 |2.6955

grupos

Total 154.637 56

(Corr.)

La razdn-F, que en este caso es igual a 1.68429, es el cociente entre el estimado entre-grupos
y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3

variables con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla3. ANOVA para Largo por Tratamiento




Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 2.55792 2 [1.27896 0.38 0.6895

grupos

Intra 40.0213 12 |3.33511

grupos

Total 42.5792 14

(Corr.)

Larazon-F, que en este caso es igual a 0.383484, es el cociente entre el estimado entre-grupos
y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor o igual que
0.05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3

variables con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 4. ANOVA para Peso de huevo por TRATAMINETO

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 343.193 2 [171.596 3.61 0.0339

grupos

Intra 2568.84 54 (47.5712

grupos

Total 2912.04 56

(Corr.)

La razon-F, que en este caso es igual a 3.60715, es el cociente entre el estimado entre-grupos
y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un

nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 5. Pruebas de Multiple Rangos para Peso por TRATAMINETO

Contrast |Sig. |Diferenci |+/-

e a Limites
T1-T2 -4.42105 (4.48641
T1-T3 1.31579 |4.48641
T2-T3 |* |[5.73684 |4.48641

* indica una diferencia significativa.

4.1.2 Cualidades nutritivas

Anexo23

*Carbohidratos

Tabla 6 ANOVA para Carbohidratos por Tratamiento

Fuente Suma de|Gl [Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 13285.4 2 |6642.72 7.19 0.0101

grupos




Intra 10164.4 11 (924.034
grupos

Total 23449.8 13

(Corr.)

La razon-F, que en este caso es igual a 7.18883, es el cociente entre el estimado entre-grupos
y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 3 variables con un
nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 7. Tabla de comparacién multiple de medias que determina cuales son diferentes

estadisticamente.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
T1-T2 * 52.8217 44.8816
T1-T3 * 76.295 44.8816
T2-T3 23.4733 42.3148

* indica una diferencia significativa.

Carbohidratos

Gréfica 1. Grafica de medias en la que se puede observar la diferencia que ay entre los

tratamientos

Medias y 95.0% de Fisher LSD
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