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RESUMEN

El presente estudio ha investigado la viabilidad del tratamiento del suero de queso
proveniente de la fabricacion de quesos de vaca utilizando un esquema de
biorrefineria basado en el cultivo de larvas de mosca soldado, con el fin de convertir
este residuo en un producto de valor agregado (extracto antimicrobiano) y un
biocombustible (biodiésel). El objetivo principal ha sido desarrollar una metodologia
para aprovechar el suero de queso mediante un esquema de biorrefineria. Los
resultados han demostrado que es posible bioconvertir 2,250 gramos de suero de
gueso en productos que incluyen 1,018 gramos de frass, 63.31 gramos de extracto
antimicrobiano y antioxidante, 44.3 gramos de larvas desgrasadas, y 22.67 gramos
de biodiésel. Se ha encontrado que las larvas alimentadas con este residuo pueden
acumular mas grasa, y que las condiciones del sustrato influyen significativamente
en las biomoléculas acumuladas por las larvas. Respecto a los productos de interés,
el extracto antimicrobiano obtenido ha mostrado actividad contra Salmonella spp., y
el rendimiento del biodiésel producido después de obtener el primer producto ha
sido de 61.13%. Finalmente se ha disefiado el esquema planteado para la
biorrefineria. Este es el primer trabajo que reporta la obtencién de biodiésel y
compuestos antimicrobianos a partir del tratamiento de suero de queso. Se ha
destacado la importancia de seguir investigando esta biorrefineria en términos
técnicos, econdmicos, asi como de impacto social y ambiental. Este enfoque podria
representar una alternativa sostenible y econémicamente viable para la gestién de

residuos lacteos y la produccién de bioproductos.

Palabras clave: biorrefineria, suero de queso, larva de mosca soldado,

aprovechamiento, biocombustibles, productos de valor agregado.



SUMMARY

The present study has investigated the feasibility of treating cow cheese whey using
a biorefinery scheme based on the cultivation of black soldier fly larvae, with the aim
of converting this waste into a value-added product (antimicrobial extract) and a
biofuel (biodiesel). The main objective has been to develop a methodology to utilize
cheese whey through a biorefinery approach. The results have demonstrated that it
is possible to bioconvert 2,250 grams of cheese whey into products such as 1,018
grams of frass, 63.31 grams of antimicrobial and antioxidant extract, 44.3 grams of
defatted larvae, and 22.67 grams of biodiesel. It has been found that larvae fed with
this waste can accumulate more fat, and that the substrate conditions significantly
influence the biomolecules accumulated by the larvae. Regarding the products of
interest, the obtained antimicrobial extract has showed activity against Salmonella
spp., and the biodiesel yield after obtaining the first product was 61.13%. Finally, the
proposed biorefinery scheme has been designed. This is the first work reporting the
production of biodiesel and antimicrobial compounds from the treatment of cheese
whey. The importance of further investigating this biorefinery in technical, economic,
social, and environmental terms was highlighted. This approach could represent a
sustainable and economically viable alternative for managing dairy waste and
producing bioproducts.

Keywords: biorefinery, cheese whey, black soldier fly larvae, up-cycling, biofuels,

value-added products.
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1.

Introduccion.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), anualmente se desecha un tercio de los alimentos producidos a
nivel mundial para el consumo humano, lo cual representa alrededor de 1,300
millones de toneladas (FAO, 2011). Estos residuos alimenticios son considerados
como un problema, ya que, aunque hay estrategias para su tratamiento, se siguen
generando en grandes cantidades. Cuando la materia organica llega entonces a los
vertederos, se descompone y produce gases de efecto invernadero como el didxido
de carbono y metano, los cuales contribuyen al calentamiento global. Ademas,
desde un punto de vista econémico, su transporte, manejo y eliminacion requiere
del uso considerable de recursos, por lo que estos residuos representan una
ventana de oportunidad para ser aprovechados (CCA, 2017). Particularmente, los
residuos lacteos resultan interesantes ya que, casi el 20% de ellos,
aproximadamente 150 millones de toneladas, fueron desechados en el afio 2019
(FAOStat, 2021). La produccion de 1 kilogramo de queso genera alrededor de 9
litros de suero (Charalambous y Vyrides, 2021). Este suero es un subproducto rico
en nutrientes, por lo que su manejo es indispensable para evitar contaminacion al
ambiente. Ademas de su potencial contaminante, la cantidad que se genera hacen
gue su aprovechamiento sea una oportunidad para ser convertidos en productos de
interés (Caltzontzin-Rabell et al., 2024).

Los residuos organicos como el suero de queso parecen ser alternativas de gran
potencial, ya que tienen una amplia disponibilidad; adicionalmente, se cuenta con
tecnologia e infraestructura para su recoleccion de la cual pueden generarse
combustibles y productos como los plasticos, quimicos, solventes, ceras,
fertilizantes, entre otros (Guo et al., 2015; Situmorang et al.,, 2019). Este
aprovechamiento contribuye a la economia circular, la cual, como su nombre indica,
busca usar de manera cerrada los recursos, en vez de un modo lineal. En esta

economia se busca mantener los recursos en su vida util el mayor tiempo posible lo



cual mantiene la sostenibilidad de los procesos en los cuales los residuos se

generan (Nagarajan et al., 2020).

La transformacion o tratamiento de residuos organicos puede llevarse a cabo
mediante procesos térmicos, bioquimicos y biolégicos. Dentro de los procesos
térmicos se incluyen la combustion directa, pirolisis, gasificacion y licuefaccion, los
cuales tienen como ventaja ser procesos sencillos para producir energia térmica y/o
eléctrica, asi como biocombustibles. En los procesos bioguimicos, se encuentra la
fermentacion y la digestion anaerdébica, los cuales pueden producir biocombustibles;
sin embargo, en este tipo de procesos no es posible generar de manera directa
energia térmica y/o eléctrica. La principal desventaja de los procesos térmicos y
bioquimicos es que no permiten el aprovechamiento de la biomasa para generar un
amplio espectro de productos de valor agregado (Figura 1) (Guo et al., 2015). Para
los efluentes lacteos, la digestion anaerobia es el proceso mayormente utilizado. Sin
embargo, ademas de no degradar por completo el residuo, hay algunos retos como
la inhibicion por lipidos, asi como las altas concentraciones de solidos suspendidos,
gue pueden afectar negativamente el rendimiento de algunos filtros que los

reactores requieren (Vlyssides et al., 2012).

T

Generacion de:

§.. -Electricidad
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| Baja eficiencia
| Baja tasa de conversién

Figura 1. Ventajas y desventajas de procesos de conversion térmicos y bioguimicos.



Dentro de los procesos biologicos de conversion se incluyen las microalgas, hongos
e insectos, los cuales pueden ser criados utilizando residuos como alimentos.
Especificamente, los insectos se contemplan como una fuente de proteina y tienen
la capacidad de degradar la biomasa; por otra parte, como resultado de su
crecimiento generan biomasa que puede procesarse para obtener diversos
productos. La mosca soldado (Hermetia illucens) es un insecto que ha cobrado
interés ya que sus larvas han mostrado la capacidad para degradar diferentes
residuos hasta en un 80%, entre los que se encuentran desechos de cocina,
estiércol, entre otros (Abdel-Shafy y Mansour, 2018). Ademas, es rica en proteina y
grasa en alimentos, asi como para la produccién de biocombustibles (Lalander et
al., 2019).

Aunqgue los procesos de conversion mencionados anteriormente (termoquimicos y
bioquimicos) son técnicamente factibles, no todos son rentables desde el punto de
vista financiero. Ademas, las tasas de conversion de residuos son relativamente
bajas (Guo et al., 2015); por ello, el tratamiento con insectos resulta prometedor,
dado gque posee una elevada tasa de conversion, y permite generar una biomasa
que puede convertirse en productos de valor agregado, biocombustibles y
bioenergia (Capellozza et al., 2019). En este sentido, el aprovechamiento integral

de los residuos, asi como la diversificacion de productos, son esenciales.

Un concepto que va de la mano con el procesamiento y aprovechamiento integral
de residuos es el de la biorrefineria. Una biorrefineria puede definirse como un
sistema complejo de tecnologias sostenibles para la explotacion de biomasa (Kamm
et al., 1998); en dicho sistema se busca el completo aprovechamiento de la biomasa
para obtener energia, combustibles y otros productos quimicos (Ghatak, 2011). Este
concepto es atractivo, ya que genera una mayor rentabilidad gracias a la

diversificacion de los productos generados.



1.1.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, se han propuesto procesos individuales
para el aprovechamiento de suero de queso, con lo cual también se logra su
disminucién. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue el de, bajo un esquema
de biorrefineria, obtener un producto de valor agregado y un biocombustible a partir

de la cria de larva de mosca soldado en suero de queso.
Justificacion

La poblacion mundial esta creciendo de manera constante, lo que conlleva
importantes retos para garantizar el suministro de alimentos, energia y agua,
adicionalmente, la produccién de los combustibles fosiles estd en declive, sus
precios se vuelven volatiles e inciertos, y su excesivo uso ha originado el aumento
en la concentracion de gases de efecto invernadero, lo cual acentda el cambio
climatico, asi como la inseguridad alimentaria, energética y de agua. Ademas,
debido a estas emisiones de dioxido de carbono, muchos paises han creado
politicas para apoyar nuevas alternativas energéticas (Moncada et al., 2016).

El suero de queso tiene propiedades contaminantes significativas, y un manejo
inadecuado puede causar salinizacién, contaminacion y degradacién del suelo,
contaminacion de aguas superficiales y agotamiento del oxigeno. Los tratamientos
actuales para el suero incluyen almacenamiento en tanques o humedales, métodos
anaerobicos, fisicoquimicos y electroquimicos, los cuales, aunque no eliminan los
contaminantes en su totalidad, se utilizan constantemente. Estos tratamientos
presentan obstaculos como la presencia de materia organica, el uso de tierras en
los humedales y la gran cantidad de lipidos que contienen hacen que se requieran
mas estudios para proporcionar alternativas a estos métodos para una mejor gestion
y uso (Caltzontzin-Rabell et al., 2024).

En este contexto, se ha observado un aumento en la brecha entre sustentabilidad
ambiental y crecimiento economico; ante esta situacion, se requieren tecnologias

sustentables, asi como la implementacion de la economia circular, que ayuden a



1.2.

disminuir esta situacion. Entre estas tecnologias se encuentran las biorrefinerias,
las cuales permiten generar biocombustibles, energia y productos con valor
agregado a partir de fuentes alternativas a las fésiles, tales como residuos de cereal
0 maiz, bagazo de la cafia, pastos, residuos agroindustriales o municipales entre
otros (Nizami et al., 2017).

La utilizacion de un proceso bioldgico como Hermetia illucens para el tratamiento de
suero de queso es una innovacion en la gestion de residuos lacteos. Aunque esta
especie ha demostrado ser eficaz en la degradacion de otros residuos organicos
(Padmanabha et al., 2023), su aplicacidon especifica para el suero de queso no ha
sido ampliamente explorada. Este enfoque no sélo ofrece una solucion eficiente
para la reduccion de la carga contaminante del suero de queso, sino que también
permite la produccion de biomasa compuesta por moléculas de interés en un
esquema de biorrefineria. Ademas, alinear este método con los principios de la
economia circular promueve la sostenibilidad al maximizar el uso de recursos a
través de la reduccion, reutilizacion y reciclaje. Por lo tanto, esta investigacion
pionera tiene el potencial de transformar la gestion de residuos lacteos, aportando

beneficios ambientales, econémicos y sociales.
Descripcion del problema

El manejo del suero de queso presenta varios desafios ambientales y de salud
publica que requieren soluciones efectivas y sostenibles para minimizar su impacto
negativo en el medio ambiente (Asunis et al., 2020). De las 145 millones de
toneladas de suero que se producen globalmente cada afio, solo el 60% se usa, el
resto se desecha (Lavelli y Beccalli, 2022). Una practica comun es el
almacenamiento en tanques o su disposicion en humedales, donde el suero puede

liberar contaminantes al medio ambiente si no se maneja adecuadamente.

Este subproducto contiene altas concentraciones de materia organica, como lactosa
(4-5 %), sales (0.5 %), grasas (0.5 %) y proteinas (0.6-1 %) (Lavelli y Beccalli, 2022);



ademas de una alta demanda quimica y biologica de oxigeno (Lappa et al., 2019),
lo que lo hace altamente contaminante si se descarga directamente en cuerpos de
agua 0 suelos sin tratamiento previo, causando salinizacion de suelos y/o

eutrofizacion.

El desecho de residuos organicos genera, a nivel global, pérdidas anuales por
aproximadamente $750 mil millones de ddélares (Dahiya et al., 2018). Tan sélo en
México se producen al afio aproximadamente 76 millones de toneladas de residuos
organicos, de las cuales el 79% corresponde a residuos del cultivo y cosecha, y el
otro 21% a restos de la agroindustria (Carrillo-Nieves et al., 2019). Si bien, no hay
un dato especifico para las pérdidas por suero de queso, desde un punto de vista
econdémico, las pérdidas y residuos alimenticios le cuestan alrededor de 680 mil
millones de délares a los paises industrializados, y 310 mil millones a paises en
desarrollo; en comparaciéon, en América del Norte y Europa se generan per capita
entre 95-115 kg de residuos alimenticios al afio, mientras que en Africa y Asia esta
cifra oscila entre 6-11 kg (CCA, 2017). Tan sélo para 2025 se prevé que los costos
de la gestidn de los residuos aumenten de 205, 400 millones de délares al afio a

375, 500 millones de délares.

Por ello, se requieren establecer esquemas de procesamiento como las
biorrefinerias que reduzcan la contaminacién ambiental, al mismo tiempo que
generen nuevos productos y bioenergia que cubran la demanda social y se

obtengan beneficios econémicos (Sperandio y Ferreira, 2019).

Fundamentacién tedrica

.Biorrefinerias

El uso de la biomasa como una materia prima para producir multiples productos se
lleva a cabo mediante una biorrefineria, la cual, en concepto, es analoga a la
petrorefineria, en la que se obtienen diversos productos, como gasolina y gas

natural del petréleo, a partir de una misma materia prima.



Una biorrefineria puede definirse como una instalacion en la que se convierte
biomasa en bioenergia (eléctrica y/o calorifica), biocombustibles, y productos con
valor agregado. La Agencia Internacional de Energia la define como el
procesamiento sustentable de la biomasa en un espectro de productos (alimentos,
quimicos y materiales) y energia (combustibles o calor) comercializables (Sperandio
y Ferreira, 2019). Una biorrefineria puede categorizarse con base en el producto
generado, el proceso empleado, o bien la materia prima. Algunas se han propuesto
para la conversion de biomasas cultivables; sin embargo, actualmente estan
cambiando a residuos generados (Venkata et al., 2019). Se han definido también
las biorrefinerias con base en la generacion de materias primas, teniendo
biorrefinerias de primera generacién (cultivos energéticos o alimenticios), de
segunda generacion (biomasa lignocelulésica), y de tercera o cuarta generacion
(algas) (Ng et al., 2017).

Un aspecto clave en el concepto de biorrefineria es el acceso a biomasas
adecuadas y de buen costo, que ademas sean sustentables. En las ultimas décadas
ha habido un mayor interés en el area de biorrefineria, enfocandose principalmente
en el desarrollo efectivo de costos y procesos. Entre las ventajas que tiene una
biorrefineria de este tipo es que incluye procesos sustentables, no existe
competencia con la alimentacion humana, y se pueden obtener un amplio rango de
bioproductos y bioenergéticos. Como desventajas se incluyen el suministro de
biomasa, asi como la eficiencia en el pretratamiento, el escalamiento y la conversion
de procesos. Es por esto, que la investigacion actual se enfoca en desarrollar
modelos avanzados que pueden utilizar un amplio rango de biomasas, que se
integren los procesos y/o que produzcan una gran variedad de productos de valor

agregado (Hassan et al., 2019).

Ahora bien, la gran cantidad de energia y productos quimicos que demanda la
poblacién mundial esta forzando a cambiar la economia lineal a una bioeconomia
circular. Esta bioeconomia demanda fuentes renovables que tengan un potencial

para generar un espectro de productos como biocombustibles, quimicos,



bioelectricidad, biomateriales, biofertilizantes, y alimento para animales. Al integrar
estos procesos, se tiene la ventaja de utilizar efluentes organicos y recuperar
productos, lo que lleva al desarrollo de una bioeconomia sustentable, y se les da un
uso a los residuos. Una biorrefineria de residuos debera ser capaz de lograr una
ruta verde sostenible con un bajo impacto ambiental. Este topico aborda, ademas,
una bioeconomia futurista que todavia necesita optimizacion de procesos,
integracion eficiente, recuperacion/separacion de los productos y escalamiento
(Dahiya et al., 2018). Es por ello que el concepto de biorrefinerias se encuentra

alineado al de bioeconomia circular.

De manera particular, las biorrefinerias de residuos orgéanicos permiten resolver un
problema de contaminacion obteniendo un amplio espectro de productos de valor
agregado, biocombustibles y energia. Estas biorrefinerias procesan algunos
residuos como los alimenticios, agricolas, de la industria pesquera, entre otros. En
ellas se han obtenido diversos productos entre los que se encuentran el aceite
propionico, acido lactico y fumarico, celulosa, acido citrico, &cido succinico, acido
oxalico, bioplasticos, bioetanol, hidrogeno, biogas, syngas, metano, biodiésel,
bioaceite, quitina, quitosano, polifenoles, proteina, antocianinas, y hasta

nanoparticulas de hierro, zinc, oro y plata (Carmona-Cabello et al., 2018).

Entre algunos residuos organicos se encuentra la Cassava, el cual es un cultivo rico
en nutrientes que sirve para alimentacion humana, animal y como insumo para la
produccion de papel, textiles, entre otros. Como consecuencia se genera una gran
cantidad de residuos, los cuales utilizando la estrategia de una biorrefineria pueden
producir bioetanol, proteinas, biomoléculas, acidos organicos, hongos, pigmentos
entre otros de una manera eficiente (Zhang et al., 2016). Otro ejemplo son los
residuos de la produccion de aceite de oliva, de los cuales pueden obtenerse
productos variados como energia, resinas, polimeros, compuestos aromaticos,
fibras de carbono, xilitol, oligosacaridos, proteinas, manitol, azucares solubles,
fenoles, péptidos, fertilizantes, biogas, bioetanol, entre otros (Negro et al., 2017).

Por otra parte, a partir de los residuos del procesamiento del mango se pueden



obtener también diferentes productos como polifenoles, pectina, almidén, fibra,

proteina y electricidad (Arora et al., 2018).

En 2018, Demichelis et al. investigaron la factibilidad para producir acido lactico y
biogas a partir de residuos alimenticios a través de una biorrefineria. Los resultados
muestran que la conversidn de los residuos en un esquema de biorrefineria
integrada contribuye a disminuir el uso energia, comparandolo con procesos

individuales.

En México, en 2019, Diaz-Jiménez et al. reportaron que del procesamiento del
Agave lechuguilla Torrey, que se utiliza para elaborar cuerdas, tapetes o bolsas, el
residuo llamado Guishe puede dar lugar a diferentes productos; entre dichos
productos se encuentran saponinas, fitoquimicos, aditivos de suelo, syngas,

biocarbén, bioetanol, biogéas, entre otros.

La inclusién del suero de queso en una biorrefineria ha sido descrita por dos
autores. En un trabajo realizado por Kopsahelis et al. (2018), se describié una
biorrefineria para los efluentes de vino y el suero de queso, ambos residuos
agroindustriales. Los productos propuestos fueron etanol, antioxidantes, sales de
tartrato, alimento para animales, aceite y concentrado de proteinas de suero. En
este trabajo, se concluye que se requiere mas investigacion para extraer, con alta
calidad, la mayor cantidad de productos posible, encontrar nuevos productos y

optimizar el disefio de la biorrefineria.

En otro trabajo realizado por Hemalatha et al. (2019), se propuso el tratamiento de
aguas residuales de la industria lactea dentro de un esquema de biorrefineria
utilizando microalgas como tratamiento. Las microalgas tienen la capacidad de
crecer rapidamente, al tiempo que se utilizan para eliminar nutrientes y acumular
aceites. El efluente el crecimiento, la formacién de metabolitos y la fijacion de CO:
en las microalgas, de las cuales se extrajeron los lipidos. En un segundo paso, la

biomasa desgrasada se hidrolizd con acido sulfarico en un 30 % de azucares



fermentables, como glucosa, fructosa, galactosa y manosa. Estos finalmente se
fermentaron para generar bioetanol. Se propuso que el agua restante se use para
regar plantas. Los autores destacan que, para tener un proceso mas rentable, es
necesario optimizar la extraccion de aceite, las condiciones de hidrdlisis y la

fermentacion.

Si bien ya existen biorrefinerias de suero de queso reportadas, no existe alguna que
proponga el uso de insectos en ellas. A continuacion, se describen los principales

procesos de conversion que se utilizan en las biorrefinerias.
2.2.Procesos de conversion de residuos organicos

La conversién de residuos organicos es importante ya que se pueden obtener
productos diversos y reducir el volumen de los residuos al mismo tiempo.
Dependiendo de su composicion, estos residuos pasaran por diferentes procesos
para la obtencion de energia, biocombustibles, o productos de valor agregado. Entre
estos procesos se encuentran los procesos térmicos (combustion, pirdlisis y
gasificacion), bioquimicos (fermentacion, digestion anaerdbica y
transesterificacion), y biolégicos (microalgas, composteo y tratamiento con

insectos).
2.2.1. Combustion

La combustion consiste en un proceso exotérmico donde se oxida la biomasa
(completa, en pedazos o pelletizada) en presencia de oxigeno (Hassan et al., 2019).
A 220-300 °C, la mayoria de los materiales secos organicos hacen ignicién en el
aire y causan una flama, liberando energia, calor y luz. La combustion comienza
con una pirdlisis cerca de los 260 °C, y genera carbén y humo; después el carbén
se convierte en ceniza y el humo en flama (Guo et al., 2015). Los procesos fisicos
mas comunes de conversion de la biomasa son el rompimiento de la biomasa y su

pelletizacion para su combustion (Liew et al., 2014).
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2.2.2. Pirolisis

La pirdlisis es una reaccién quimica fundamental que consiste en la descomposicion
de la biomasa en ausencia de aire y a altas temperaturas (entre 500-800 °C). Los
productos que se pueden obtener en este proceso son biocarbon (residuo),
bioaceite (aceite vapor condensado), y syngas (vapor no condensado). El bioaceite
es una mezcla de compuestos alifaticos y aromaticos como alcoholes, aldehidos,
acidos, azucares, ésteres, cetonas, fendlicos, hidrocarbonos, entre otros
(Kudakasseril et al., 2013). Existen dos tipos de pirdlisis, la lenta y la rapida, y ambas
se refieren a la tasa de calentamiento de la biomasa. En la pirdlisis lenta se calientan
los residuos entre 300-600 °C por horas o dias, obteniendo porcentajes de
biocarbon, bioaceite y syngas de 35, 30 y 35 % de biomasa seca, respectivamente.
La pirdlisis rapida consiste en aumentar la temperatura a 500 °C por 2 segundos, y
se obtiene un aproximado de 10-30, 50-70 y 15-20 % de biocarbodn, bioaceite y
syngas, respectivamente. En los procesos de pirdlisis se prefieren materiales con
menor contenido de nitrégeno, y mediante la manipulacién de la temperatura,
duracion y oxigeno disponible se pueden optimizar uno o mas de los tres productos
(Guo et al., 2015).

2.2.3. Gasificacion

La gasificacidn consiste en la oxidacién parcial de la biomasa con oxigeno
controlado (Hassan et al., 2019), y permite generar biocombustibles liquidos,
electricidad y calor; ademas, logra una mejor conversién de la energia que los
procesos de combustidon. La biomasa se calienta rapidamente por encima de 700
°C en una camara gasificadora (en presencia de oxigeno), y se quema parcialmente
en un ambiente controlado (Guo et al., 2015). Mientras mayor sea la temperatura,
mayor sera la cantidad de gas obtenido; sin embargo, su composicion dependera
de la cantidad de oxigeno/aire, y el tipo de biomasa que se utilice (Ghatak, 2011).
Este syngas que se genera contiene hidrégeno, monéxido de carbono y metano, y

puede convertirse en hidrocarburos de cadena larga, combustibles listos para
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usarse, ceras y naftas por medio de sintesis de Fischer-Tropsch y un catalizador
como cobalto o hierro. La principal ventaja es que puede convertir toda la biomasa
en combustibles o quimicos sin requerir grandes cantidades de energia
(Kudakasseril et al., 2013).

2.2.4. Fermentacion

La fermentacion es un proceso que consiste la conversion de los azucares simples
de los residuos organicos (obtenidos previamente por medio de hidrélisis) en etanol,
butanol, acetona, isobutanol, lipidos, entre otros por medio de microorganismos en
ausencia de oxigeno (Hassan et al., 2019). La hidrdlisis debe realizarse, ya que las
macromoléculas de azlUcar deben romperse en moléculas de glucosa mas
pequefias; para lograrlo, la materia prima debe contener entre 15-20% de almidoén,
lo cual se logra moliendo, mezclando con agua y procesando a punto de ebullicion
(110-120 °C por 2 horas). Este proceso requiere también de enzimas, amilasa (80—
90 °C) para romper las moléculas de almidon en dextrina y oligosacéridos; éstos se
hidrolizan por medio de la sacarificacion que utiliza enzimas como pululanasa y
glucoamilasay las convierte en glucosa, maltosa e isomaltosa. Finalmente se enfria
a 30 °C y se comienza con la fermentacion (32 °C por 50 horas) (Guo et al., 2015;
Alalwan et al., 2019). Como se menciond, este proceso consta de una hidrélisis y la
fermentacién en si; por lo que existen diferentes maneras de que se lleve a cabo,
las cuales incluyen la Hidrdlisis Separada y Fermentacion (HSF), la Sacarificacion
y Fermentacion Simultaneas (SSF), Sacarificacion Simultdnea y Co-Fermentacion
(SSCF), asi como el Bioprocesamiento Consolidado (BPC). Cada proceso tiene sus
ventajas; por ejemplo, la HSF puede optimizar tanto el proceso de hidrolisis como
el de fermentacion gracias a que se hacen por separado; a su vez la SSF tiene como
beneficio la capacidad de generar etanol en menos tiempo, ya que ambas etapas
suceden simultdneamente. La SSCF es analoga de la SSF ya que puede fermentar
azucares C6 y C5, y con esto obtener un mayor rendimiento. Por altimo, el BPC
incluye la produccién de celulasas para degradar, la hidrolisis de la biomasa

pretratada y la fermentacion de azucares C6 y C5 en un solo reactor, lo que reduce
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la complejidad del proceso (Chandel et al., 2018). Algunas desventajas en la HSF
es que la fermentacion puede verse obstaculizada cuando existen mezclas de
azucares o sustancias inhibidoras, lo cual sucede cuando el proceso se escala y
requiere grandes cantidades de sustrato (Ghatak, 2011); es por esto que es
importante conocer las diferentes maneras que existen para realizar una
fermentacion y obtener los mejores rendimientos posibles. En cuanto a los
microorganismos se requiere que puedan metabolizar azucares lignocelulésicos.
Por ejemplo, uno de los microorganismos mas usados S. cerevisiae no logra
degradar xilosa (C5) pero si su isomero D-xilulosa; por lo que empleando ingenieria
genética es posible agregarle genes que le permitan degradar ambas y aumentar la

produccion de etanol (Chandel et al., 2018).

2.2.5. Digestion anaerdbica

La digestion anaerdbica consiste en la degradacion de la biomasa en ausencia de
oxigeno para formar biogas y otros productos (Hassan et al., 2019). Este proceso
genera productos como metano, hidrogeno, acidos grasos volatiles, y acidos como
el acético, propionico, butirico, isobutirico, valérico, isovalérico. En la digestion se
siguen una serie de etapas: la acidogénesis, acetogénesis, deshidrogenacion y
metanogénesis; éstas se logran gracias a diferentes bacterias hidroliticas
(Bacteriocides, Clostridia, Bifidobacteria, Streptococci y Enterobacteriaceae que
degradan moléculas grandes en simples), acidogénicas (que convierten las
moléculas simples en diéxido de carbono, hidrégeno, amonio y &cidos organicos),
acetogénicas (que convierten los acidos organicos en acético, hidrégeno, amonio y
diéxido de carbono), y metanogénicas (que descomponen el acido acético en
metano y diéxido de carbono). El biogas crudo consiste entre 60-65% de metano,
30-35% de didxido de carbono y el resto suele ser vapor de agua e hidrogeno; una
vez que se retiran estas impurezas se puede utilizar como un sustituto de gas
natural (Guo et al., 2015). Este proceso suele ser uno de los procesos finales
después de la destilacion (Ghatak, 2011).
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2.2.6. Transesterificacion

La transesterificacion de aceites vegetales con alcohol es un método que estd muy
desarrollado y parece prometedor, ya que, ademas de biodiésel, genera glicerina
como subproducto. Este método consiste en reemplazar el grupo organico de un
éster con el grupo organico de un alcohol, y requiere un catalizador que acelere la
reaccion. Algunas variables como la temperatura, tiempo y presion, ademas de la
molaridad del alcohol y aceite, catalizador, concentracion e intensidad de mezclado
pueden afectar este proceso (Alalwan et al., 2019). El aceite a utilizar no debe
contener agua ni particulas; después de 2 horas de transesterificaciéon a 50-60 °C
en agitaciébn, se deja reposar a temperatura ambiente entre 2-12 horas. El
sobrenadante con el biodiésel crudo se separa de la capa de glicerina, el cual se
debera limpiar por medio de lavados con agua y posterior secado, ya que contiene

pequefias cantidades de metanol, jabon y mono/di/triglicéridos (Guo et al., 2015).
2.2.7. Microalgas

El uso de microalgas como tratamiento y biorremediacién de aguas residuales ha
cobrado relevancia gracias a su habilidad para producir proteinas, carbohidratos y
biomasa de tercera generacion; esto ultimo debido a los lipidos que acumulan para
la produccion de biodiésel, a partir de nutrientes que se encuentran en los desechos.
Sin embargo, la principal desventaja que tienen las microalgas es que su produccién
y cosecha aun son costosos; por lo que el uso de medios de cultivo con bajo costo
requiere ser investigado para optimizar este proceso (Ghobrini et al., 2018;
Daneshvar et al., 2019).

Gramegna et al., 2020 reportaron el uso de cuatro cepas de microalgas de la
especie Chlorella para tratar aguas residuales de lacteos, y la obtencion de
metabolitos usados en cosméticos o farmacos, colorantes y suplementos. Su uso

logré disminuir los costos del tratamiento de estas aguas ademas de aumentar la
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acumulacion de lipidos en las microalgas, lo que promete ser de utilidad al momento

de proponer su uso en esquemas de biorrefineria.
2.2.8. Composteo

El composteo de residuos se refiere a la degradacion de la materia organica
utilizando microorganismos tantos aerobios como anaerobios (CCA, 2017). Como
productos de este proceso se encuentran humus con acidos humicos y fulvicos que
son sustancias asimilables por las plantas, y se utilizan en vez de fertilizantes

quimicos.
2.2.9. Tratamiento con insectos

El tratamiento con insectos utiliza organismos como larvas para convertir biomasas
como residuos organicos en biomasa larval, la cual es rica en moléculas como
proteina y lipidos, ayudando a recuperar nutrientes de los residuos organicos
(Rehman et al., 2017). Ademas, de acuerdo con la literatura se observa que aun
hace falta investigar mas sobre el disefio de un esquema de biorrefineria con

insectos (Girotto y Cossu, 2019).
2.2.9.1. Mosca soldado

Hermetia illucens, o mosca soldado negra, es un insecto de la familia Stratiomyidae.
Este insecto habita comunmente en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, ya que su temperatura 6ptima de desarrollo esté entre los 24-30 °C con una
humedad entre el 60-90%. La cria de esta mosca requiere un lugar con sombra, y
el alimento donde se crien debera tener un tamafio de particula pequefio o liquido

para facilitar su ingestion (Dortmans et al., 2017).

Las larvas de esta mosca son de interés por su habilidad para digerir residuos y
convertirlos en biomasa (Abdel-Shafy y Mansour, 2018). Dichas larvas se componen

principalmente de un 40% de proteina y un 30% grasa, lo que la hace de interés
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como fuente de proteina y grasa en alimentos, asi como para la produccion de
biocombustibles (Lalander et al., 2019); es importante mencionar que estos
porcentajes varian en funcion del sustrato donde se crien las larvas (Newton, 2004).
Cabe destacar que este insecto no propaga bacterias o enfermedades, por lo que
puede crecer en residuos sin representar un riesgo (Newton, 2005; Feng et al.,
2019), ademas que inhiben el crecimiento de otras moscas. Los ciclos de vida de
esta mosca son cortos, y esta es una de las razones de interés para su produccion,

ya que maximizan la eficiencia de degradacién y minimizan costos (Park, 2015).

En la literatura se ha reportado el efecto antibacteriano del extracto metandlico de
la larva de mosca soldado (Choi et al., 2012), péptidos con actividad antimicrobiana
contra bacterias Gram positivas a partir de larvas inmunizadas (Park et al., 2015);
adicionalmente, la larva de mosca contiene dos tipos de quinina (Wasko et al.,
2016). También poseen altas actividades enzimaticas (amilasas, lipasas y
proteasas) en sus glandulas salivales e intestino, lo cual les permite degradar u
alimentarse de diferentes sustratos a diferencia de otras moscas o insectos (Kim et
al., 2011).

Las larvas requieren de grandes cantidades de sustrato después de eclosionar, por
lo que las hembras ovopositan en materia organica en descomposicion como frutas
o gallinaza, lo cual asegurara la fuente de alimento (Dortsman et al., 2017).
Conforme la mosca cumple su ciclo va cambiando sus habitos alimenticios. Por
ejemplo, una larva consume entre 25 y 500 mg de materia fresca y hUmeda por dia,
y cuando inicia la etapa de prepupa, la larva vacia su tracto digestivo. Cuando se
convierte en adulto, la larva pierde el orificio bucal y los 6rganos digestivos por lo
gue ya no puede alimentarse, y obtiene la energia de la grasa almacenada de su
etapa larval (Park, 2015). El ciclo de vida de la mosca soldado se presenta en la
Figura 2. El ciclo comienza cuando la hembra ovoposita alrededor de 500 huevos
(de aproximadamente 1 mm de longitud) en un lugar seco y cerca de materia en

descomposicion (Diclaro et al., 2009).
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Figura 2. Ciclo de vida de la mosca soldado (Hermetia illucens).

Aproximadamente 4 dias después las larvas eclosionaran y buscaran el alimento en
descomposicion. Dos semanas despues, llegaran a la madurez si las condiciones
ambientales fueron las adecuadas (pueden extenderse hasta 6 meses si las
condiciones son hostiles). Las larvas terminardn con un largo de aproximadamente
27 mmy 6 mm de ancho (Newton, 2005). En este periodo se dedicaran a almacenar
proteina y grasa para poder pasar a la etapa de pupa. Durante la transformacion a
prepupa, la larva reemplazara sus partes bucales con una estructura en forma de
gancho, la cual usaréa para moverse lejos del alimento a un lugar seco. La etapa de
pupa comienza cuando las prepupas migran a un lugar seco y protegido, y el
exoesqueleto se oscurece (Dortsman et al., 2017). Dos semanas después emergera

un adulto listo para encontrar pareja y repetir el ciclo (Park, 2015).

Como puede verse en la Tabla 1, la composicion de larvas y prepupas de la mosca
soldado dependera del sustrato en el cual fueron criadas; sin embargo, de manera
general se sabe que tienen un alto contenido de proteina y grasa (St-Hilaire et al.,

2007; Zheng et al., 2012a). Cuando las larvas son alimentadas con dietas ricas en
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carbohidratos y grasas, su contenido graso aumenta significativamente. Esta
variabilidad en la composicion nutricional de las larvas segun su alimentacion
permite optimizar su uso para diferentes aplicaciones industriales, destacando la

importancia de la eleccion de la dieta para alcanzar los objetivos especificos del

proceso de biorrefineria.

Tabla 1. Composicion de larva de mosca soldado criada en diferentes sustratos (cenizas,
proteina y grasa se expresan en g/100 gramos de muestra seca).

% Materia

Sustrato Seca Cenizas Proteina Grasa Autor
. Xiao et al.,
Pollinaza - - 47.0 17.7 2018
Residuos de Bruni et al.,
vegetales - 11.40 45.20 15.86 2018
Medio basado en 311 i 10.8 i
Rlanias Liland et al
Alga café 30.0 - 7.4 - N
50-50 (Medi I 2017
50 (Medioy alga 55, ; 4.5 -
café)
Alimento de pollos 38.7+£0.8 10.0 41.2 33.6
Digerido de biogés
(mezcla de
zanahoria, 38.6+29 19.7 42.2 21.8
chicharo, apio y
salsifi) Spranghers
Desecho de frutas 410+10 96 39.9 371 et al., 2017
y vegetales
Desecho de
restaurante (papas, 38.1+009 57 431 38.6
arroz, pastay e ' ' )
vegetales)

Residuo de Renna et al.,
vegetales - 7.12 55.34 17.97 2017
Hojas de platano y ) Katya et al.,

heno 13.9 43.5 16.7 2017
Cereales, desecho ) 11.65 116 2324 Devic et al.,
peces y levadura 2017
- Borgogno et
No especificado - 7.11 55.31 17.94 al.. 2017
No especificado 30.0+1.2 - 31.7+£05 21.1+0.7 BuBIZeorlzt el
Residuos Lock et al.,
organicos - 10.3 52.2 25.5 2016
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Residuos

g - 10.2 58.3 17.0
organicos
M. De
Mezcla de cereales - - 36.9 34.3 Marco et al.,
2015
30.2 + 135+ 37.2+ 30.8 +
Mezcla de cereales 0.86 0.83 0.68 119
Jarabes de cebada, 30.0 £ 48+017 44,6 + 38.6 + Tschirner M.
maiz, trigo y azucar 1.03 T 0.63 3.02 y Simon A.
Pulpa seca de 2015
179+ 229+ 52.3+
remolacha 119 134 167 3.4+1.04

azucarera

Con base en lo presentado anteriormente, el suero de queso es un subproducto
que, si bien es tratado, aun faltan mas investigaciones para su aprovechamiento.
Las larvas de mosca soldado contienen a su vez, moléculas de interés como
compuestos antimicrobianos, lipidos y proteina que pueden recuperarse como
productos de valor agregado y biocombustibles. Por ello, en este trabajo se propone
la sintesis de una biorrefineria para el aprovechamiento de residuos organicos,
especificamente con suero de queso y en la cual se obtenga al menos un producto
de valor agregado y un biocombustible, considerando como pretratamiento la cria

de la mosca soldado.

3. Hipotesis
El suero de queso, proveniente de la fabricacion de quesos de vaca, puede ser
tratado en un esquema de biorrefineria utilizando larvas de mosca soldado, lo que
permite la obtencion de un extracto antimicrobiano y biodiésel.

4. Objetivos

4.1.Objetivo general

Desarrollar una metodologia para aprovechar suero de queso proveniente de la

fabricacion de quesos de vaca, mediante un esquema de biorrefineria, en un
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4.2.

extracto antimicrobiano y biodiésel, utilizando como tratamiento la cria de mosca

soldado.

Objetivos particulares

Determinar las condiciones ambientales 6ptimas del medio de crianza que contenga
suero de queso para el crecimiento de larvas de mosca soldado.

Obtener y probar el extracto antimicrobiano de la larva de mosca soldado en escala
laboratorio.

Obtener biodiésel a partir de la grasa de la larva de mosca soldado en escala
laboratorio.

Sintesis conceptual de la biorrefineria propuesta con datos experimentales.

Metodologia

.Diagrama de flujo de la metodologia

La Figura 3 muestra, de forma esquemaética, la metodologia que se siguié para
cumplir los objetivos particulares. En las siguientes secciones, se describe de forma
detallada cada uno de los puntos, asi como los reactivos, materiales y métodos

utilizados.
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Figura 3. Diagrama de flujo de la metodologia.
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5.2.Determinacion de las condiciones ambientales Optimas del medio de crianza
gue contenga suero de queso para el crecimiento de larvas de mosca soldado.
5.2.1. Obtencion de insumos

5.2.1.1. Suero de queso

El suero de queso (Figura 4) se obtuvo de la planta piloto de lacteos de la Facultad
de Ingenieria de la Universidad Autdbnoma de Querétaro (El Marqués, Querétaro,

México) con una capacidad de produccion de suero de aproximadamente 450 litros

semanales.

Figura 4. Suero de queso utilizado.

5.2.1.2. Larvas de mosca soldado

En este trabajo se utilizaron larvas de mosca soldado de cinco dias de edad (Figura
5) provenientes de una planta piloto de la Facultad de Ingenieria de la Universidad
Auténoma de Querétaro (EI Marqués, Querétaro, México) con una capacidad de

produccion de 50 kilos de larvas secas semanalmente.
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Figura 5. Larvas utilizadas en el proyecto.

5.2.2. Prueba preliminar de alimentacion

Para conocer si las larvas eran capaces de alimentarse del residuo seleccionado
(suero de queso) se realizé una prueba preliminar de alimentacién. La prueba
consistié en modificar la dieta estdndar de las larvas (dieta Gainesville: 70% de agua
y un 30% de una mezcla de salvado, maiz y alimento para conejos), sustituyendo el
agua utilizada por el suero de queso. La dieta experimental consistio en 70% de
suero de queso y 30% de la mezcla de granos durante 11 dias. El montaje consistié
en tres recipientes de plastico (34.6 cm x 21 cm x 12.4 cm) colocados de forma
aleatoria en un cuarto con una temperatura continua de 24-30 °C (Dortsman et al.,
2017), cada uno de ellos con 1,500 larvas (0.016 g y 5 dias de edad).

La dieta se administré cada dos dias con una tasa de alimentacién de 0.18 g de
base humeda larvaldia? (Capellozza et al., 2019). El onceavo dia, las larvas se
separaron del residuo con la ayuda de tamices, se pesaron ambos y se colocaron
en bolsas previamente etiquetadas. Las larvas fueron colocadas en un congelador
(-20 °C) para su muerte donde permanecieron hasta su posterior analisis. Los
resultados se expresaron como medias + desviacion estandar. Los andlisis se
llevaron a cabo atendiendo las practicas de seguridad e higiene descritas en el
Anexo A.
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5.2.2.1. Andlisis del suero de queso

Se determinaron los sélidos no grasos, la densidad, la conductividad, el punto de
congelacion, las sales, la grasa, la proteina y la lactosa en el suero del queso
utilizando un equipo Lactoscan Milk Analyzer (Gharibi et al., 2020). La temperatura
y el pH se midieron con un Pen Meter Ohaus Serie ST. La acidez se determind por
valoracién con NaOH (0.1 N) utilizando fenolftaleina (1% v/v) como indicador
(Pereira et al., 2016).

5.2.2.2. Analisis proximal de las dietas y larvas obtenidas

Las muestras de alimento se secaron a 100 °C durante 48 h y la biomasa de larvas
se seco6 a 65 °C durante 72 h. Posteriormente, las muestras se molieron antes del
andlisis proximal, el cual se realiz6 por triplicado. Los andlisis se llevaron a cabo

atendiendo las practicas de seguridad e higiene descritas en el Anexo A.

Los andlisis de humedad y cenizas se realizaron por métodos gravimétricos y la
estimacion de carbohidratos se llevo a cabo por el método de antrona (AOAC,
2000). Los lipidos se extrajeron con un microondas Anton Paar Multiwave Pro SOLV
MF100 utilizando el método 3546 de la Agencia de Proteccion Medioambiental de
EE. UU. (EPA) y acetona (99.8%): hexano (98.5%) (1:29 v/v) como disolventes y su
cantidad se calculé con el método descrito por la AOAC (2000). El contenido de
proteina total se determiné utilizando el kit de proteina total, ensayo de proteina
Micro Lowry Sigma-Aldrich (Miron et al., 2019), y las calorias se determinaron

utilizando un calorimetro Anton Parr 6200 Isoperibdlico (Jin et al., 2021).
5.2.2.3. Andlisis de acidos grasos en CG-MS

Para el andlisis de acidos grasos se prepararon ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME) a partir del aceite de las larvas y de su residuo (FRASS). Se realizo una
transmetilacion acido-basica pesando 50 mg de las muestras molidas a las que se

afiadieron 400 pl de NaOH (1.25M en metanol). La mezcla se agité durante 1 miny
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después se sonico durante 5 min a 40 kHz. A continuacion, se afiadieron 400 pl de
H2SO04 (1.75 M en metanol), se agito de nuevo durante 1 minuto y se sonico durante
5 minutos. Por ultimo, se afiadieron 800 ul de hexanos, se agit6 durante 30
segundos y la mezcla se centrifugé a 10,000 g durante 5 min. Se recogieron los
sobrenadantes y se inyect6 1 ul de cada muestra en un cromatégrafo de gases (GC)
Agilent serie 7890A con una columna capilar HP-88 (30 m x 0.25 mm de diametro
interior x 0.25 ym) acoplada a un detector de espectrometro de masas (MS) de
cuadrupolo simple (Agilent 5975C). El flujo de helio (gas portador) fue de 1 ml min-t
y la temperatura del inyector se fijo en 250 °C en split 1:10. El contenido y el
componente de los FAMESs se realiz6 por comparacion con una mezcla estandar
Supelco® 37 Component FAME Mix, y el procesamiento de los datos se llevé a cabo
utilizando el software Chemstation (Agilent Technologies).

5.2.2.4. Andlisis del crecimiento de las larvas

Se registro el peso de 300 larvas cada vez antes de alimentarlas. Tanto el total de
larvas como el total de material residual (FRASS) se pesaron al final de los
experimentos. Para evaluar la tasa de consumo de suero de queso, se calcularon
el indice de reduccion de residuos (WRI) (Ecuacién 1) y la degradacion global (D)
(Ecuacion 2). La eficiencia de conversion del lactosuero en biomasa larvaria se
calculé mediante la eficiencia de conversion del alimento digerido (ECD) (Ecuacién
3). La tasa de crecimiento de las larvas (GR) (Ecuacion 4) también se determiné

utilizando las ecuaciones de Diener et al. (2009).

R

WRI = i x 100 (Ec.1)

dias de experimento

donde:

W= cantidad total de alimento suministrado, g
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R= cantidad residual, g
p=228 (Ec.2)
donde:

W= cantidad total de alimento suministrado, g

R= cantidad residual, g

donde:
B = biomasa larvas, g
W = cantidad total de alimento suministrado, g

R= cantidad residual, g

GR = il (Ec. 4)

dias de experimento

donde:

FW = peso final, g

IW = peso inicial, g
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5.2.3. Prueba de cantidad maxima de suero a degradar

Para conocer la mayor cantidad de suero que las larvas pueden degradar se estudio
el efecto de diferentes cantidades este residuo sobre su crecimiento y composicion.
La prueba consistié en la preparacion de tres dietas experimentales (T70, T75y

T80) como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Dietas experimentales propuestas para la determinacion maxima de suero a

degradar.
Dieta Suero de queso , , .
experimental (g/kq) Dieta Gainesville (g/kg)
T80 800 200
T75 750 250
T70 700 300

El montaje y desmontaje se llevaron a cabo de acuerdo con lo descrito en la seccion
5.2.2. Cada réplica consistié en un recipiente de plastico, 1,500 larvas y 1.0 kg de
Su respectivo tratamiento de dieta experimental, las cuales fueron acomodadas
mediante un diagrama de bloques al azar (Figura 6). Se eligié este disefio para
disminuir el efecto que la ubicacién del calentador o humidificador pudieran tener en

acomodo de las cajas en el rack.

Figura 6. Acomodo de los tratamientos en el rack.
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Las dietas experimentales se prepararon en fresco y se administraron cada dos dias
durante once dias. El analisis del suero se realizo de acuerdo con lo descrito en la
seccidén 5.2.2.1. Para el andlisis de las dietas experimentales, asi como de las larvas
y residuos se siguio la metodologia descrita en la seccidén 5.2.2.2. Para el analisis
del crecimiento de las larvas se siguio de igual manera, la metodologia descrita en
la seccién 5.2.2.4. Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar.
Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de una via y se efectuo la prueba de
Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p <
0.05).

5.2.4. Prueba de condiciones Optimas del suero para crecimiento y

generacion de productos de interés en BSFL

Para conocer las condiciones éptimas del suero para el crecimiento y generacion
de productos de interés en las larvas se realiz6 una prueba con suero con diferentes
caracteristicas. La prueba consisti6 en la preparacion de cuatro dietas
experimentales (T1, T2, T3y T4) y un control, como se muestra en la Tabla 3. La
proporcion utilizada fue la seleccionada con base en los resultados obtenidos de la

prueba descrita en la seccion 5.2.3.

Tabla 3. Composicion y caracteristicas de las dietas experimentales.
Gainesville Suero de Agua
(%) queso (%) (%)

T1 25 75 0

Dieta Caracteristicas del suero de queso

Obtenido el dia de su generacion y
utilizado sin refrigeracion.
Obtenido el dia de su generacion y

T2 25 75 0 refrigerado. Se templé antes de
darselo a BSFL.
Obtenido cada dia de su generacion

T3 25 75 0 y calentado hasta 38 °C antes de
darselo a BSFL.
T4 25 75 0 Obtenido cada dia de su generacion
Control 30 0 70 -

T1: dieta experimental 1, T2: dieta experimental 2, T3: dieta experimental 3, T4: dieta
experimental 4, Control: dieta control.
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El montaje y desmontaje se llevaron a cabo de acuerdo con lo descrito en la seccion
5.2.2. Cada réplica consistié en un recipiente de plastico, 1,500 larvas y 1.0 kg de
Su respectivo tratamiento de dieta experimental las cuales fueron acomodadas
mediante un diagrama de bloques al azar (Figura 7). Se eligio este disefio para
disminuir el efecto que la ubicacién del calentador o humidificador pudieran tener en

acomodo de las cajas en el rack.
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Figura 7. Acomodo de los tratamientos en el rack.

Las dietas experimentales se prepararon en fresco, se calentaron con ayuda de una
parrilla eléctrica y se administraron cada dos dias durante once dias. El andlisis del
suero se realizo de acuerdo con lo descrito en la secciéon 5.2.2.1. Para el andlisis de
las larvas y residuos se siguié la metodologia descrita en la seccion 5.2.2.2. Para el
analisis del crecimiento de las larvas se siguié de igual manera, la metodologia
descrita en la seccién 5.2.2.4. Los resultados se expresaron como media *
desviacion estandar. Se realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de una viay se
efectud la prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos (p < 0.05).
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5.3.0btencion y prueba del extracto antimicrobiano de la larva de mosca soldado

en escala laboratorio.

Una vez que se caracterizaron las larvas de mosca soldado obtenidas de la Gltima
prueba, se obtuvo y probo, a escala laboratorio, el extracto antimicrobiano de la
larva con el tratamiento que resulté adecuado para la produccién de moléculas de
interés. Los analisis se llevaron a cabo atendiendo las préacticas de seguridad e
higiene descritas en el Anexo A.

5.3.1. Preparacién de extractos

Se pesaron 200 mg de muestra seca, los cuales fueron mezclados con 10 ml de
metanol. La mezcla se sonicé por 30 min a temperatura ambiente y en condiciones
de oscuridad. Posteriormente, los extractos se centrifugaron a 5,000 rpm durante
10 minutos a una temperatura de 4 °C. Se recuperé el sobrenadante en un tubo
protegido por la luz, se sell6 y guardd en refrigeracion para su uso inmediato
(Cardador-Martinez et al. 2002).

5.3.2. Determinacion de los compuestos con actividad bioldgica

Para evaluar si los extractos presentaban compuestos con actividad biologica de
interés, se evaluaron compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y actividad

antioxidante; su determinacion se presenta a continuacion.
5.3.2.1. Determinacion de compuestos fenélicos

Los fenoles totales se determinaron por el método Folin Ciocalteu (Singleton et al.,
1999). Se tomaron 40 ml de los extractos y se adicionaron 460 pl de H20 destilada,
250 pl de folin y 1250 pl de Na2COs. Se dejaron reposar en oscuridad durante 2
horas, y después se midieron a 760 nm en el multiscan. El contenido de compuestos
fendlicos se expres6é como miligramos de acido gélico equivalente por gramo de

muestra.
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5.3.2.2. Determinacion de flavonoides

La cuantificacién se realizé mediante la metodologia de Oomah et al. (2005). Se
tomaron 50 pl de extracto metandlico y acuoso, y se le adicionaron 180 pul de
metanol mas 20 pl de solucién 2-aminoeetildifenilborato al 1% en una microplaca
de 96 pozos. Las muestras se midieron a 404 nm; el contenido de flavonoides se

expresé como miligramos equivalentes de rutina por gramo de muestra.
5.3.2.3. Determinacion de taninos

La cuantificacion de taninos se realiz6 mediante el método descrito por Feregrino-
Pérez et al. (2008). En una microplaca de 96 pozos se colocaron 50 pl de los
extractos y se adicionaron 200 pl de la solucién 1:1 de HCI 8%: CgHsOs3 (vainillina)
1%. Para el blanco se colocaron 50 pl de muestra mas 200 pl de HCI 4%. Para
cuantificar los taninos condensados se midio la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotometro. El contenido de taninos se expres6 como miligramos

equivalentes de catequina por gramo de muestra.

5.3.2.4. Determinacion de actividad antioxidante
5.3.2.4.1. Andlisis DPPH (difenil-picril-hidrazilo)

Se siguié el método original de Brand-Williams (1995) modificado por Fukumoto y
Mazza (2000), adaptandolo para su uso en microplaca. Se preparé el reactivo DPPH
(difenil-picril-hidrazilo) con 20 ul de extracto metandlico mas 200 ul de DPPH. Se
leyé a una absorbancia de 520 nm cada 10 minutos por 90 minutos; la placa se

mantuvo cubierta y en oscuridad entre cada lectura.

5.3.2.4.2. Andlisis ABTS (azino-bis-ethylbenzthiazoline-

sulphonic acid)

Se utilizé el método descrito por Nenadis et al. (2004) modificado para su uso en

microplaca. Se realizé una curva de calibracion previa. Las muestras se prepararon
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con 230 pl de etanol mas 20 pl de la muestra; los resultados se leyeron a una

absorbancia 520 nm.
5.3.3. Comparacion de los compuestos con actividad biolégica

Los compuestos fendlicos, flavonoides, taninos y actividad antioxidante se
compararon entre ellos. Los resultados se expresaron como media + desviacion
estandar. Se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) de una via y se efectud la
prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05). Ademas, se compararon con lo reportado en la literatura

para otros insectos, informacion que se concentra en la Tabla 4.

Tabla 4. Referencias sobre compuestos con actividad bioldgica en otros insectos.

Compuestos
con actividad Insecto Resultado Referencia
biolégica
Tenebrio molitor y 0.3-5 g GAE/100 g lﬁ'lz‘r’fg o ‘:I"'
Compuestos Acheta domesticus extracto (2019)
fenolicos Henicus whellani 7.77+ 0.46 GAE
Macrotermes 9.37 + 0.79 GAE
facilger
Henicus whellani 15.50 + 0.94 mEqg/g Kunatasa et al
Flavonoides Macro_termes 15.14 + 0.64 MEq/g (2020)
facilger
Henicus whellani 0.17 £ 0.007 mEg/g
Taninos Macrotermes
facilger 0.02 + 0.004 mEq/g
Actividad Tenebrio molitor 57% Navarro del
antioxidante Hierro et al.,
(DPPH) Acheta domesticus 72% (2019)
Actividad Zophobas morio 0.005 mg/ml Jantzen et al
antioxidante Locusta migratoria 0.026 mg/ml (2019) i
(ABTS) '
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5.3.4. Evaluacion de actividad antimicrobiana

Para evaluar el efecto del extracto antimicrobiano obtenido, se utilizaron los
microorganismos: Salmonella entérica, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Phytophthora capsici, Clavibacter y Listeria monocytogenes. Los microorganismos
se obtuvieron de la Facultad de Quimica, asi como el Laboratorio de
Nanocompositos y Metabolitos de la Universidad Autbnoma de Querétaro.

5.3.4.1. Activacioén de cepas microbianas.

Las cepas de los microorganismos se activaron re-suspendiendo 1 ml del cultivo
inactivo en 5 ml de medio LB fresco. Se incubaron a 27 °C por 24 horas, o hasta

que se obtuvo una absorbancia entre 0.08 y 0.13 a 625 nm.
5.3.4.2. Extraccion con solventes

Con base en lo reportado por Mohamed et al. (2021), donde se describi6 actividad
antimicrobiana de extractos de larva de mosca soldado, se preparé un extracto con
una concentracion de 40 mg/ml. Para ello, se pesaron 400 mg de larva seca, los
cuales fueron mezclados con 10 ml de agua, etanol y metanol. La mezcla se sonico
por 30 min a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Posteriormente,
los extractos se centrifugaron a 5,000 rpm durante 10 minutos a una temperatura
de 4 °C. Se recupero el sobrenadante en un tubo protegido por la luz, se sell6 y

guardo en refrigeracion para su uso inmediato.
5.3.4.3. Método de difusion en disco.

El método de difusion se realizé mediante la técnica Kirby Bauer con modificaciones.
Se inocularon 200 pl de las colonias en cajas Petri con agar Muller-Hinton. Después
del vaciado en placa, se colocaron los discos de papel filtro impregnados con los

extractos experimentales. Los discos fueron previamente esterilizados y después,
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se les adicionaron 45 pl de los extractos descritos en la Seccion 5.3.4.2 acuoso,
etandlico y metandlico. Como control positivo se utilizé clindamicina (200 pl/ml) y
como control negativo se utilizaron discos con agua estéril. Posteriormente las
placas utilizadas se incubaron a 37 °C y se calcul6 el halo de inhibicion midiendo el
diametro (usando el software ImageJ) de ésta después de 48 horas (Hudzicki, 2009;
Choi y Jiang, 2014). Los resultados se expresaron como media + desviacion
estandar. Se realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) de una via y se efectué la
prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05). La Figura 8 muestra el acomodo de los discos en la caja
Petri.

control negativo

réplica 1 réplica 2 réplica3

control positivo

Figura 8. Acomodo de los discos con extractos para la prueba de inhibicion.

5.4.0btencion del biodiésel a partir de las grasas de la larva de mosca soldado

en escala laboratorio.

Una vez que se obtuvieron las larvas de mosca criadas en los residuos lacteos, y
se extrajo el producto de valor agregado (extracto antimicrobiano), se procedié a la
generacion, en escala laboratorio, del biocombustible seleccionado que fue el
biodiésel. Para la obtencion de lipidos se utilizé un aparato Soxhlet donde se

pesaron 25 gramos de larvas y 250 ml de hexanos. Los lipidos se extrajeron por 6
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horas, una vez concluido este tiempo, se colecto el extracto y el solvente se evaporé

con un rotavapor.

Para la generacion de biodiésel por medio de transesterificacion, se utilizaron 5 g
de lipidos, los cuales se mezclaron con 40 g de metanol (radio 1:8). Como
catalizador se utilizé acido sulfrico concentrado (0.25 g). La temperatura y tiempo
de reaccioén fue de 70 °C y 6 horas, respectivamente. Una vez pasado este tiempo,
la mezcla se enfri6 a 25 °C y el metanol se separ6 mediante un proceso de
evaporacion. El glicerol de la capa inferior se elimindé mediante separacion de capas
y decantacion. Finalmente, el biodiésel crudo se lavé con agua destilada y, a
continuacion, se midié su peso gravimétricamente. Se utilizé la Ecuacién 5 para
calcular el rendimiento (Park et al., 2021). Los analisis se llevaron a cabo atendiendo

las practicas de seguridad e higiene descritas en el Anexo A.
Biodiésel crudo (%) = % x 100 (Ec. 5)

donde:
WA = peso de lipidos antes de la reaccion, mg
WB = peso de biodiésel crudo después de la reaccion, mg

Se comparo el rendimiento del control y los tratamientos con mayor cantidad de
grasa en las larvas. Los resultados se expresaron como media + desviacion
estandar. Se realizé un analisis de la varianza (ANOVA) de una via y se efectud la
prueba de Tukey. Letras distintas indican diferencias significativas entre

tratamientos (p < 0.05).
5.5.Sintesis de la biorrefineria propuesta con datos experimentales.
Con base en los datos obtenidos a lo largo de la investigacion, se identificaron y

definieron los componentes clave de la biorrefineria, incluyendo:
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Entrada de materia prima (suero de queso)

Cria de Hermetia illucens

Procesamiento de la biomasa larval (incluyendo equipos)
Produccion de productos finales (extracto antimicrobiano y biodiésel)
Subproductos de la biorrefineria

Entrada de reactivos

Finalmente, se realizé un diagrama de bloques para representar visualmente el flujo
de materiales y a través de la biorrefineria. El diagrama incluye todas las etapas del
proceso, desde la entrada del suero de queso hasta la obtencién de los productos

finales.
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6. Resultados y Discusion

6.1.Determinacion de las condiciones ambientales Optimas del medio de crianza

gue contiene suero de queso para el crecimiento de larvas de mosca soldado

6.1.1. Prueba preliminar de alimentacién

Los resultados presentados en esta seccion se encuentran publicados en el articulo
“2024. Revaluation process of cheese whey through the cultivation of black soldier
fly larvae (Hermetia illucens)” https://doi.org/10.1002/eng2.12853.

6.1.1.1. Analisis del suero de queso

Se compar6 el suero de queso proveniente de la Planta Piloto del Campus
Amazcala con otros sueros reportados en la literatura (Tabla 5). Estos sueros tienen
diferentes caracteristicas y los autores propusieron tratamientos como digestion
anaerobica, separacion con membranas o microalgas (Patel et al. 2020).

Los valores de solidos, lactosa y pH son consistentes con los reportados por otros
autores, mientras que las proteinas y la acidez se encuentran dentro de los rangos
reportados. Segun los valores de acidez (1.25+0.23) y pH (6.14 + 0.08) reportados,
el suero utilizado en este estudio es un suero dulce. EI mayor porcentaje de grasa
se debe a que la leche no se descrema o desnata para la produccién de queso en

el Campus, a diferencia de otros productores.

Tabla 5. Composicion del suero de queso experimental y reportado.

Soélidos Acidez
Tipo de o no Proteina Lactosa (acido .
suero Grasa (%) grasos (%) (%) P lactico Referencias
(%) g/L)
6.14
Suero de 0.95+0.18 938+ 349+ 498+ + 1.25+ i
experimental ~ T T 7 0.70 0.26 0.37 068 0.23
9.6 = 52+ 72+ 09=% El Achkar et
Suero dulce NR 0.2 NR 02 02 002  al(2020)
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https://doi.org/10.1002/eng2.12853

0.56 + 380+ 6.0- Fischery

Suero dulce 0.47 £0.01 NR ; NR Kleinschmidt,
0.01 007 65 (2015)
Suero de 5.8- Ponist et al.,
Queso 0.4-0.5 67 0608 45 Lo MR 2021)
Suero de 558+ 088+ 426+ O Charalambous
Ueso 0.09+£0.01 0.01 0.01 0.015 + NR y Vyrides,
q ' : : 0.02 (2021)
Suero acido NR 2.86 + 1.73 + 0.7+ 42+ 20+ Nishanthi et
0.07 0.01 002 002 0.2 al. (2017)
L. 95+ 46+ 41+ 52+ El Achkar et
SUED EEED IR 03 R 01 01 01  al(2020)
SUero nativo \R 25+ 22+ 01+ 65+ 001+
0.01 0.01 0.02 0.03 0.001 Nishanthiet
Suero 8.9 + 24+ 55+ 07+ al(2017)
salado IR 001 L0*01 53 G901 o001

*NR= no reportado

Hay una correlacion inversa de —0.72 entre el pH y la acidez, lo que indica que a
medida que el pH aumenta, la acidez disminuye. La medicion del pH es crucial ya
gue el peso de las prepupas es mayor cuando el pH inicial del sustrato es 6.0 (Ma
et al., 2018), lo cual se alinea con los pesos de las larvas alimentadas con la dieta

experimental.

Conocer la composicion del suero es esencial porque las macromoléculas
producidas por las larvas dependen directamente del sustrato en el que se crian.
Un alto contenido de proteinas y grasas resultard en una mejor eficiencia de
conversion y crecimiento de las larvas (Chia et al., 2020). En esta prueba se

concluy6 que el residuo puede ser tratado con las larvas.
6.1.1.2. Anélisis proximal de las dietas y larvas obtenidas

En la Tabla 6 se muestran los resultados del andlisis proximal de las dietas estandar
y experimental. Solo existieron diferencias entre la cantidad de lipidos y calorias,
gue se encuentran en mayor cantidad en la dieta experimental que contiene suero
de queso. El aumento de lipidos se debe a un mayor contenido de lipidos en el

suero utilizado que en el agua, la cual se emplea en la dieta estandar. En cuanto a
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las calorias, el aumento se atribuye también una mayor cantidad de grasa en la
dieta; cuanto mayor sea la cantidad de grasa y carbohidratos en un alimento, mas
calorias tendra (Merrill & Watt, 1973).

Tabla 6. Composicion proximal de la Dieta Estandar (DS) y la Dieta Experimental (DE) (%
de materia seca a menos que se indique lo contrario)

Componente DS DE
Carbohidratos 38.15 + 2.532 36.14 + 0.352
Lipidos 3.76 + 0.03° 7.71 £ 0.042
Proteina 13.47 £ 0.80° 12.99 + 0.852
Cenizas 5.16 + 0.032 5.19 +£0.312
Calorias (cal/g) 3,382.33 + 148.66° 4,063.69 + 66.38?2

*Todos los valores indicados son la media + desviacion estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Los resultados del analisis proximal de la biomasa de larvas se compararon con
datos de larvas criadas en diferentes residuos (Tabla 7). Las larvas alimentadas con
suero de queso tuvieron una mayor cantidad de lipidos y proteinas, lo cual
concuerda con lo reportado por Ewald et al. (2020), donde se menciona que
dependiendo de la composicion del sustrato donde se crien, variara su composicion

final.

La cantidad de lipidos obtenida es similar a la obtenida utilizando como sustrato
residuos de frutas, lo cual puede deberse a que tienen una mayor cantidad de
carbohidratos que los otros sustratos. Se ha reportado que, un sustrato rico en
carbohidratos y bajo en proteina puede generar larvas con mayor contenido de
grasa que una dieta “equilibrada” (Franco et al., 2021). Las larvas convierten los
carbohidratos en lipidos, por lo que un aumento en su cantidad afectara

directamente a la cantidad de lipidos que acumulan.

En cuanto a las proteinas, los resultados son similares con lo reportado en otros
trabajos, por lo que puede asumirse que la larva no vio afectada la produccion de

éstas.
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Para evaluar el contenido energético de la biomasa de larvas, se midieron también
las calorias, siendo este valor de 6,233.67 + 24.25 cal/g. Este dato, si bien da
informacion sobre el potencial alimenticio de un sustrato, también indica la energia
que puede liberar cuando se quema. Si se compara con la cascara de arroz
(2,998.23 cal/g), que se utiliza para la produccion de pellets para quema y se estima
que puede producir hasta 500 kW de electricidad (Duan et al., 2020), se observa
que, utilizando un tratamiento bioldgico, se pueden obtener no sélo productos como
lipidos y proteinas sino también podria estudiarse la produccion de biocombustibles

sélidos como pellets a partir del tratamiento de suero de queso.

Tabla 7. Composicion proximal (% de materia seca) de larvas criadas en diferentes tipos

de residuos.
Sustrato Carbohidratos  Lipidos Proteina  Cenizas Referencias
Dieta 200+007 4248:126 °+8% §g41002 :
experimental 0.72
Mezcla de
residuos de NR 2628+18 4188r 1298
1.32 0.6|5
frutas y verduras
Mezcla de 30.75 +
residuos de NR 40.70 + 1.88 1‘ 03‘ 7.22 £0.22 Meneguz et
frutas ’ al. (2018b)
Residuos 34.43 + 14.57 +
vinicolas NR 3222196 "4 76 0.67
AEEIElloe NR 20.87+065 °290% 73.019
cerveceros 0.53
Okara 7.47 17.2 39.2 4.13
Res'rf]:f?zs o 17.3 11.1 29.5 540  Bavaetal,
(2019)
Granos de 11.2 2.89 15.8 4.13
cerveza
Mezcla de
residuos 1386+ 0.14 3562+027 °042% 70g4qgp CApellozza
0.16 et al. (2019)
vegetales

*NR= no reportado

6.1.1.3. Analisis de acidos grasos en CG-MS

Para conocer si este primer acercamiento de tratar el suero con la larva habia tenido
un efecto en la proporcion de acidos grasos acumulados en las lavas, se analizo el

perfil, el resultado se muestra en la Figura 9. Como puede observarse, los lipidos
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larvarios estan compuestos mayoritariamente por acidos grasos saturados (SFA) y
monoinsaturados (MUFA), lo que coincide con lo reportado por Ewald et al., (2020).
Su identificacion es importante ya que estos 4cidos grasos son ideales para la
generacion de biodiésel (Kamarulzaman et al., 2019). Ademas, acumula algunos
acidos grasos poliinsaturados (PUFA), que serian de interés si se utilizaran como
alimento animal (Hu et al., 2020). Con este andlisis, se confirmé que las larvas no
se ven afectadas en la proporcion de &cidos grasos generados por lo que su
posterior comparacion con un control y otras dietas experimentales fue el siguiente

paso.
300
250
200
150

100

| | w

Contenido de dcidos grasos (mg/g)

50

C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C1é:1 C180 C181 C182 C183 C20:1 C22:0 SFA MFA  PUFA n-3 n-6 n-¢
né n9 né n3 n¢

Acidos grasos identificados en larvas criadas en suero de queso

Figura 9. Perfil de acidos grasos de las larvas criadas en suero de queso.
*SFA = acidos grasos saturados; MUFA = &cidos grasos monoinsaturados; PUFA= acidos
grasos poliinsaturados; los omegas n-3, -6, -9 aportan beneficios para la salud humana.

6.1.1.4. Andlisis del crecimiento de las larvas

Con la dieta experimental, las larvas alcanzaron un peso individual promedio de
0.252 + 0.003 g. Comparandolo con lo reportado por Capellozza et al. (2019) donde
utilizaron: 1) una dieta Gainesville estandar y obtuvieron un peso de 0.225 + 0.007
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gy 2) una mezcla de residuos vegetales donde reportaron un peso de 0.183 + 0.006
g, puede observarse que hubo una mayor ganancia de peso en este estudio, lo cual
se atribuye a la composicion del sustrato. La mayor cantidad de carbohidratos que
tenia debido al suero de queso permitié la acumulacién de grasa y el crecimiento.
En cuanto al WRIy ECD (indice de reduccion de residuos y eficiencia de conversion
del alimento digerido, respectivamente), ambos se encuentran dentro del rango
reportado por otros autores (Tabla 8). Respecto a la degradacién global (D) y la tasa
de crecimiento (GR), ambas resultaron mas altas que lo reportado en otros trabajos,
confirmando que las larvas de mosca soldado negra pueden, no sélo crecer en este

residuo, sino crecer mas que en otros.

Tabla 8. Desempefio del crecimiento larvario y eficacia de la reduccion de residuos (en
base a la materia hUmeda).

Sustrato WRI (g d?) D ECD GR (g d?) Referencia
Dieta
experimental 2.73+0.00 0.72%+0.01 0.14 +£0.02 0.0222 + 0.0009 -
Mezcla de
residuosde 5, 59 NR 0.07 +0.01 0.006 + 0.0018
frutas y
vegetales
Mezcla de Meneguz
residuos de 3.2+041 NR 0.05+0.01 0.007 = 0.0007 et al.,
frutas (2018b)
Residuos 2.4+0.32 NR 0.06 + 0.00 0.006 + 0.0009
vinicolas
Residuos 5.3+ 1.05 NR 0.14+0.03 0.014 + 0.0009
cerveceros
Res?};&s de 3901021 NR  0.27+0.02 0.0056+0.0001
Okara 4.90 + 0.07 NR 0.36+0.02 0.0021 + 0.0000 B""(VZ%E;;""’
Granosde 54, 0 NR  0.25+001 0.0014 +0.0000
cerveza
Mezcla de Capellozza
residuos de 1.78+£0.07 0.52 +0.01 NR NR et al.
vegetales (2019)
Residuos de Wona et al
endospermo 0.31 0.41+£0.03 0.22 NR g '
q (2019)
e coco

*WRI= indice de reduccion de residuos; D= degradacion global;, ECD= eficiencia de
conversion del alimento digerido; GR= tasa de crecimiento de las larvas; NR= no reportado.
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6.1.1.5. Analisis de frass generado de la cria de las larvas

Buscando la circularidad del proceso, se analizé la composicion de residuo
proveniente de la cria de las larvas: el frass. Este subproducto presenta en base
seca, una cantidad de 17.96 = 2.00 % de carbohidratos, 5.13 £ 1.09 % de lipidos,
10.87 £ 2.14 % de minerales o cenizas y 3867.14 + 15.05 cal/g de calorias.
Comparandolo con datos de Naser El Deen et al. (2023), donde utilizaron como
sustrato alimento para pollos, resalta que el suero de queso facilité la degradacién
de los carbohidratos (38.85 %) y la proteina (23.57 %). Respecto a los lipidos (2.86)
y minerales (7.80), se observd un aumentd lo cual tiene sentido ya que la
composicion del frass depende directamente del sustrato utilizado; en este caso, el

suero de queso contiene mas grasa y minerales que el alimento para pollos.

Ademas, aungue se ha propuesto el uso de este frass como fertilizante para plantas,
existen diversos articulos que se contraponen entre si, mencionando que algunas
veces y con algunas plantas ha funcionado y en otras no (Klammsteiner et al., 2020);
por lo que se concluye que depende del origen del frass asi como el tipo de plantas
gue se utilizan. Considerando ambas posturas contrarias entre si, surge la idea de
que este residuo puede ser utilizado como pellet combustible ya que, como se
menciong, tiene un contenido energético aun mayor que la cascarilla de arroz que
se usa con este proposito. Conocer la composicién permitira buscar alternativas

para su uso y su aprovechamiento.
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6.1.2. Prueba de cantidad maxima de suero a degradar

Los resultados presentados en esta seccion se encuentran publicados en el articulo
“2022. Effect of whey addition on the growth and proximal composition of black
soldier fly (Hermetia illucens) larvae”, XVII Congreso Internacional de Ingenieria,
UAQ.

6.1.2.1. Dietas experimentales

Para evaluar las diferencias respecto a su composicion nutrimental, las tres dietas
con diferentes cantidades de suero fueron analizadas. Los resultados de estos
analisis se muestran en la Tabla 9. Las dietas T80 y T75 no mostraron diferencias
significativas en su composicién, excepto en cenizas. De acuerdo con lo descrito en
la Seccion 1.2, los constituyentes mas abundantes en el suero son la lactosa, las
proteinas, los lipidos y las sales minerales, que incluyen NaCl, KCl y sales de calcio,
entre otras. Por lo tanto, a medida que aumenté la cantidad de suero afadida,
también lo hacian las cenizas, que son minerales, lipidos y proteinas. En
comparacion con lo observado en un estudio de Bava et al., 2019, en el que se
utilizé dieta de gallina como control y diversos residuos, como desechos de Okara,
las dietas experimentales contenian menos lipidos y menos proteinas. Las
diferencias entre los tres sustratos se deben entonces a la cantidad de suero

anadida.

Tabla 9. Composicion proximal de las dietas experimentales (% de materia seca, salvo
gue se indique lo contrario)

Dieta . - . Calorias Referencia
. Cenizas Lipidos Proteina
experimental (cal/g)
9.99 + a . 4166.67 £ -
T80 0.04° 8.62+0.022 10.71+1.64 35.08
5.51 + ab . 411493z -
T75 0.02° 8.11+0.70 10.41 +£1.89 28 56 ab
519+ b .  4063.68 £ -
T70 0.31° 7.71+0.04> 9.75+0.85 66,385
Dieta de Zotta et al.,
gallina 135 4.0 17.0 - (2020)
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Residuo de Zotta et al.,
Okara 4.13 17.2 39.2 - (2020)

. *Todos los valores indicados son la media + desviacion estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

6.1.2.2. Biomasa de larvas

La composicion proximal de las larvas criadas con las dietas experimentales se
muestra en la Tabla 10. Nuevamente se confirma que el contenido acumulado de
macromoléculas varia en funcion de la fuente de alimentacion; si el alimento es rico
en estas macromoléculas, la biomasa también lo sera (Liu et al., 2017; Barragan-
Fonseca et al., 2019).

De acuerdo con Romano et al., (2023), las larvas de mosca contienen un mayor
contenido de minerales que los sustratos en los que se crian, lo cual se corrobora
con lo encontrado en este experimento. El aumento de minerales en las larvas T70
puede deberse a que asimilaron de mejor manera los minerales en la mezcla de
granos, lo cual elevé la cantidad de éstos en ellas. Las dietas T75 y T80 asimilaron
menos minerales del sustrato, probablemente debido al aumento en las sales
minerales que el suero de queso contiene ya que elementos especificos se
absorben de diferentes maneras, sin tener claro aun el mecanismo de

bioacumulacion (Romano et al., 2023).

Comparando las dietas experimentales con las reportadas por Bava et al., (2019),
la cantidad de cenizas y lipidos es similar a una dieta de gallina y diferente a una
dieta de residuos de Okara. En cuanto a la proteina, se observdé una cantidad
inferior, lo que se debi6 al contenido de proteina en las dietas experimentales (Liu
et al., 2017; Barragan-Fonseca et al., 2019). El analisis de las larvas ofrece una
vision de como la cantidad de suero afecté a su composicién, siendo T80 y T75 las
dietas que contenian una mayor cantidad de proteinas y lipidos, productos de

interés para extraer de las larvas.
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Tabla 10. Composicion proximal de la biomasa de larvas (BL) obtenida (% de materia

seca)
D_|etas Cenizas Lipidos Proteina Referencia
experimentales
BL: T80 10.61 +0.07°  39.57 + 0.662 17.93 + 0.81° -
BL: T75 10.29 £+ 0.11¢  39.57 + 1.062 18.46 + 0.75% -
BL: T70 12.82+0.21* 27.45+0.41° 19.36 + 0.00072 -
BL: dieta Zotta et al.,
gallina 11.7 25.1 52.8 (2020)
BL: residuos Zotta et al.,
Okara 5.91 31.2 51.2 (2020)

* Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).
6.1.2.3. Calculos y crecimiento de larvas

Los pesos iniciales y finales de las larvas se muestran en la Figura 10. La longitud
y el ancho finales de las larvas se presentan en la Figura 11. Como se puede

observar, los pesos y longitudes de las larvas en cada tratamiento son
estadisticamente diferentes.

0.350 L
B Peso inicial

u Peso final
0.300

| 0273b 0.290 a
0.250
: 0.204 ¢

0.100
0.050

omsu oo15a 0.015a
0.000 L

TBO 170

Peso de las larvas con Ius diferentes dietas
experimentales

(=]
N
o
o

Peso larva (g)
o
g

Figura 10. Peso inicial y final de BSFL para T80, T75y T70, respectivamente.

*Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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Figura 11. Longitud y ancho final de larvas para T80, T75y T70, respectivamente.

*Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Las larvas alimentadas con T75 tuvieron el mayor peso (0.29 g/larva), lo que puede
atribuirse a la composicién nutricional de su alimento, ya que tiene mas grasa, mas
proteina'y mas calorias que la dieta T70 (Danieli et al., 2019; Chia et al., 2020; Ewald
et al., 2020; Scala et al., 2020). Si bien se esperaria que las larvas de T80 crecieran
mas que las T75, es importante sefialar que buscaron salir de la bandeja donde
estaba el sustrato; por lo tanto, desde el principio se observé la aversion por la
humedad del ambiente en el que fueron criadas. Esta observacién se confirma con
lo reportado en el trabajo de Cheng et al., (2017) donde se afirma que el crecimiento

y desarrollo de las larvas es afectado por la humedad del sustrato.

El exceso de humedad hizo que las larvas pasaran menos tiempo en el sustrato y,
por tanto, que se alimentaran menos. Esto también se confirma por el peso y la
longitud, donde las larvas criadas en T75 fueron las mas largas y similares a lo
reportado por Salomone et al. (2017) y Zurbrtigg et al. (2018); en dichos estudios
se menciona que las larvas crecen alrededor de 25-27 mm de longitud y 5-6 mm de

ancho.
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Respecto a los indices WRI (indice de reduccién de residuos), ECD (eficiencia de
conversion del alimento digerido) y GR (tasa de crecimiento de las larvas), los
resultados se muestran en la Tabla 11. T70 fue la dieta con los valores mas bajos,
que de nuevo se atribuyen a la composicion del sustrato, ya que estan directamente
relacionados con el crecimiento. En cuanto al WRI, que mide la tasa de consumo
de sustrato, se puede observar que todas indican una tasa similar de reduccion de
sustrato. Sin embargo, cuando se compara con otro estudio (Zotta et al., 2020), en
el que se ensay0 un sustrato control y residuo de Okara, se observa que las dietas
experimentales obtuvieron menores resultados. Esto puede deberse a que las
dietas en la literatura contenian menos humedad, lo que permiti6 a las larvas
bioconvertir el sustrato sin tratar de escapar. Al comparar los indices de crecimiento
y conversion de biomasa con lo reportado en la literatura, se observa que tuvieron

un aumento, que se atribuye a los nutrientes aportados por el suero de queso.

Tabla 11. Desempefio del crecimiento de las larvas y eficiencia en la reduccion de
residuos (base hiumeda).

eXpe?iiﬁt:nstales WRI (g d7) ECD GR (g d*) Referencia
T80 2.72+000° 0.29+0.02° v i
T75 2.72+0.00® 0.29 + 0.05% %%2050%;—’ i
T70 272+0.00° 0.210.00° %%1071‘53 i
Dieta gallina 4.46+0.36 0.27+0.02 0.0051+0.0007 Zo(ttz%gg)a'-’
Residuos Okara  4.90£0.07  0.36 +0.02 06909(2335 ZO(“Z% gg)a'-,

* WRI=indice de reduccion de residuos; ECD=eficiencia de conversion del alimento
digerido, GR=tasa de crecimiento. *Todos los valores indicados son la media + desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

De acuerdo con los resultados obtenidos en este experimento y en relacion con las
tasas de crecimiento y la composicion de las larvas, la dieta T75 es la que produce
el mayor peso en las larvas, asi como una mayor cantidad de lipidos, los cuales son
uno de los productos de interés en las larvas. Por ello, esta proporcion fue la que se

selecciono para el siguiente experimento.
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6.1.3. Prueba de condiciones Optimas del suero para crecimiento y

generacion de productos de interés en BSFL

Los resultados presentados en esta seccidn se encuentran publicados en el
articulo “2024. Bio-upcycling of cheese whey: transforming waste into raw
materials for biofuels and animal feed”
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e32700 .

6.1.3.1. Analisis del suero de queso durante la experimentacion

Con la finalidad de evaluar la modificacion en las caracteristicas fisicas y
nutrimentales de los sueros de queso utilizados, éstos se analizaron los dias de la
alimentacion (1, 3y 6) antes de mezclarlo con los granos. Para la Dieta Experimental
1 (T1) se utilizé suero de queso obtenido el dia de su generacion y utilizado sin
refrigeracion; para T2 se utilizé suero obtenido el dia de su generacién y refrigerado
(se templd antes de darselo a BSFL); para la T3 se alimento a las larvas con suero
obtenido cada dia de su generacion y calentado hasta 38 °C antes de darselo a
BSFL; T4 utiliz6 suero de queso fresco obtenido cada dia de su generacion.

Los resultados de estos analisis se muestran en la Figura 12 (a-j). Estos datos

revelan diferencias significativas entre todos los parametros analizados que se

atribuyen a las condiciones en las que fueron almacenados.
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Figura 12. Andlisis del suero de queso. (a) pH, (b) acido lactico, (c) temperatura, (d)
grasa, (e) soélidos no grasos, (f) densidad, (g) proteina, (h) conductividad, (i) lactosa y (j)
punto de congelacién. *Todos los valores indicados son la media + desviacién estandar.

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

El suero no refrigerado mostré una disminucion en el pH (Fig. 1a) debido a la
produccion de &cido lactico por bacterias lacticas (Fig. 1b) (Sebastian-Nicolas et al.,
2020); en contraste, el suero refrigerado no mostrd esta disminucion ya que las
bajas temperaturas inhiben el crecimiento bacteriano. Dado que el suero de queso
se clasifica en dos tipos segun el pH (6.0 - 6.5 para suero dulce y 4.5 para suero
acido) (Fischer y Kleinschmidt, 2015), los sueros experimentales utilizados en estos
ensayos comenzaron como sueros dulces, y solo el no refrigerado se acidificé a lo
largo de los dias. La temperatura y la grasa también fueron diferentes (Fig. 1c-d)
debido a las condiciones de almacenamiento. El porcentaje de grasa fue menor en
el suero de queso refrigerado; esto se debe a que la grasa de la leche experimenta
una ligera contraccién cuando solidifica al enfriarse la leche (Watson y Tittsler,
1961). En contraste con otros trabajos (0.4 - 0.5 %) (Ponist et al., 2021), el
porcentaje de grasa es mayor en el presente experimento (0.72 - 1.04 %), ya que,

como se habia mencionado, la leche utilizada para la producciéon de queso en el
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Campus Amazcala difiere de la norma aplicada por otros productores, ya que no

esta descremada.

En el suero de queso, la cantidad de sélidos no grasos afecta la densidad (Fig. le-
f). Los datos obtenidos mostraron valores similares a los reportados para otros
sueros: para solidos totales (6 - 6.2 %) (Menchik et al., 2019) y para densidad de
leche de cabra (31.19 g/cm?) (Gharibi et al., 2020). Respecto al contenido de
proteinas (2.30 - 2.52 %) se encuentra dentro del rango de valores reportados (1.0
- 10.8 %) (Fig. 1g) (Nishanthi et al., 2017). La conductividad o salinidad en el suero
de queso depende de la cantidad de sal (NaCl) afiadida durante la produccién del
queso. En este trabajo, los sueros experimentales (Fig. 1h) mostraron valores de
conductividad bajos, entre 3.88 y 6.03 mS, comparados con lo descrito en la

literatura de 8 mS promedio (Carvalho et al., 2013).

La lactosa es uno de los principales componentes contaminantes que tiene el suero
de queso ya que, al ser un carbohidrato, sirve de alimento para varios
microorganismos, 1o que aumenta su demanda bioldgica y quimica de oxigeno. En
este experimento, los valores del suero (Fig. 1i) se mantuvieron dentro del rango
reportado en otros trabajos (Ahmad et al., 2019). El ultimo parametro analizado, el
punto de congelacion, permite la determinacién de leche adulterada ya que, si
contiene un mayor contenido de agua que el estandar, indica una posible alteracion.
Los sueros de queso experimentales presentan un punto de congelacion mas bajo
(0.36 — 0.41 °C) (Fig. 1j) que el punto de congelacion de la leche de vaca (0.53 °C)
(Henno et al., 2008). Esta diferencia tiene que ver con que, para hacer el queso, se

le quitaron diversos nutrientes a la leche.
Entre los parametros de interés que deben considerarse para que el suero, y

cualquier sustrato, pueda ser usado para criar larvas son el pH, la temperatura, la

humedad y la composicion del sustrato ya que se ha descrito el efecto tan
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importante que tienen en el crecimiento y desarrollo de BSFL (Padmanabha et al.,
2020).

Se realiz6 un andlisis proximal de la dieta control y la dieta con suero de queso en
el dia 1 para comparar la composicion de ambas y los posibles efectos que podrian

tener en las larvas; los resultados se muestran en la Tabla 12.

La dieta experimental presenta una menor cantidad de carbohidratos debido a la
reduccion en la adicion de la mezcla de granos; no obstante, exhibe un mayor
contenido de grasa y ceniza como resultado de la adicién del suero de queso. El
incremento en el contenido caldrico se relaciona, a su vez, con el aumento en el

contenido de grasa.

Tabla 12. Composicion proximal de la Dieta Control y la Dieta Experimental (% de materia
seca a menos que se indique lo contrario)

Dieta experimental (75%

Control (70% aguay

0
Componente 30% dieta Gainesville) suero de quesoy 25%
dieta Gainesville)
Carbohidratos 38.15+ 2532 34.87 +1.20°
Lipidos 3.76 £ 0.03° 8.11 £ 0.708
Proteina 13.47 £ 0.802 15.06 + 2.792
Cenizas 5.16 + 0.03° 5.51 +0.022
el 3,382.33 + 148.66" 4,114.93 + 28.56°
(cal/g)

* Todos los valores indicados son media + desviacién estandar (DE; n = 3). Letras
distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

6.1.3.2. Crecimiento y desarrollo de las larvas en los tratamientos

propuestos

La Figura 13 muestra como fueron ganando peso las larvas criadas en las dietas

experimentales durante los dias que duré el experimento.
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Figura 13. Aumento de peso de las larvas (mg) durante los dias de experimentacion. T1:
dieta experimental preparada con suero obtenido el dia de su generacion y utilizado sin
refrigeracion y mezcla de granos (75:25), T2: dieta experimental preparada con suero
obtenido el dia de su generacién y refrigerado y mezcla de granos (75:25), T3: dieta
experimental preparada con suero obtenido cada dia de su generacion y calentado hasta
38 °C antes de darselo a BSFL y mezcla de granos (75:25), T4: dieta experimental
preparada con suero obtenido cada dia de su generacion y mezcla de granos (75:25),
Control: dieta control Gainesville preparada con agua (70:30)*Todos los valores
mostrados son media + desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0.05).

El peso inicial y final, el ancho y la longitud se presentan en la Figura 14 (a-c). El
peso inicial por larva (0.0082 + 0.0004 g) no fue significativamente diferente entre
los tratamientos propuestos por lo que todas las larvas alimentadas con las dietas
experimentales comenzaron con el mismo peso. Las dietas experimentales
propuestas afectaron a la ganancia de peso, el crecimiento y la eficiencia del
proceso de BSFL. Los pesos mas altos se registraron en T3 y T4, que contenian

suero fresco obtenido el dia de su generacion. Esto es consistente con informes que
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muestran que la temperatura (Chia et al., 2018) y el pH son factores criticos en el

desarrollo larval (Meneguz et al., 2018a).
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Figura 14. Peso inicial y final (a), longitud (b) y anchura (c) de las BSFL utilizadas en este
trabajo. T1: dieta experimental preparada con suero obtenido el dia de su generacién y
utilizado sin refrigeracion y mezcla de granos (75:25), T2: dieta experimental preparada

con suero obtenido el dia de su generacion y refrigerado y mezcla de granos (75:25), T3:

dieta experimental preparada con suero obtenido cada dia de su generacion y calentado
hasta 38 °C antes de darselo a BSFL y mezcla de granos (75:25), T4: dieta experimental
preparada con suero obtenido cada dia de su generacion y mezcla de granos (75:25),
Control: dieta control Gainesville preparada con agua (70:30)*Todos los valores
mostrados son media + desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0.05).

En la larva de mosca soldado, un pH bajo (<6.0) afecta a los microorganismos
intestinales que tienen en su sistema digestivo (Pang et al., 2020). Por lo tanto, el
menor peso que se muestra en la Figura 14a de T1L puede atribuirse al pH bajo por
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la acidificacion del suero. Respecto a la variable de temperatura, existen reportes
gue han descrito que una temperatura alrededor de 45 °C (la cual es Optima para la
actividad proteolitica) contribuye a aumentar el metabolismo de las larvas soldado
negro y, por lo tanto, su bioconversion (Seyedalmoosavi et al., 2022). Dado que los
demas parametros analizados en los sueros experimentales estaban dentro de los
datos reportados, se puede suponer que el pH y la temperatura fueron los
principales factores que afectaron el peso, la longitud y el ancho. Es importante
resaltar que los tratamientos T3L y T4L fueron los que mostraron los valores mas

altos en las tres variables analizadas.

En la Tabla 13, se comparan los datos obtenidos en este experimento con datos de
la literatura. Con esta comparacion se observa que dietas ricas en proteinas y fibra
hacen que las larvas se desarrollen mas lentamente que las dietas equilibradas con
cereales (De Smet et al., 2018). Los valores reportados que se asemejan mas a los
obtenidos son aquellos que contienen granos (Chia et al., 2018; Bava et al., 2019),
dietas “equilibradas” (Lalander et al., 2019), o sustratos que han sido sometidos a
un pretratamiento con microorganismos (Isibika et al., 2019). Los valores que mas
difieren provienen de dietas ricas en vegetales (fibra) (Rahmi et al., 2020) y fibra
(Jucker et al., 2020; Lindberg et al., 2022). El andlisis del suero de queso realizado,
mostrd que este residuo aporta un 6 % adicional de carbohidratos, proteinas y
grasas a la dieta de Gainesville, por lo que esta inclusidon de nutrientes permite un

mejor desarrollo en las larvas (Meneguz et al., 2018a).

Tabla 13. Peso final, longitud y ancho de la biomasa de las larvas obtenidas y reportadas.

Dieta y condiciones Peso (g) Longitud (cm) Ancho (cm) Referencia
Tl 0.248 +0.011° 2.30+0.1353 0.5+ 0.04° -
T2 0.243 +£0.006"> 2.10+0.197° 0.5+ 0.04° -
T3 0.285 + 0.0092 2.30 +0.1512 0.5+ 0.00% -
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T4 0.284 £ 0.0222 2.33+0.1077 0.5+ 0.00? -
Control 0.253 £ 0.003* 2.30 + 0.103% 0.5+ 0.00% -
Residuos de malta de Chia et al
cerveceriay levadura 0.216 NR NR (2018) '
(37 °C)
Residuos de malta de Chia et al
cerveceriay levadura 0.168 NR NR (2018) '
(35 °C)

. . : Meneguz et al.
Dieta Gainesville 0.153 £ 0.113 1.25 NR (2018a)
Cascaras de platano  0.12+0.06  1.691+0.399 0.437 +0.112 Ra(hzrg'zgg al.
Cascaras deyuca  0.09+005  1.436+0318 0.367 +0.072 Ra&”&'zg; al
Cascaras de platano Rahmi et al
(50 %) con cascaras 0.06 1.506 +0.392 0.396 + 0.103 (2020) '

de yuca (50 %)

_ . Bava et al.

Alimento para gallinas 0.229 + 0.020 NR NR (2019)
Bagazo de maiz Bava et al
(residuo de 0.197 £ 0.014 NR NR '
i (2019)
produccion de etanol)

Okara (residuo de Bava et al.
produccion de tofu) 0138 £ 0.006 NR NR (2019)
Granos gastados de | 1954 0.001 NR NR B Gl

cerveza (2019)
Residuos de matadero
con 50 % de frutasy  0.252 + 0.013 NR NR Lalander et al.
(2019)
verduras.
o Lalander et al.
Lodos no digeridos  0.070 + 0.005 NR NR (2019)
Céascaras de platano
pretratadas con Isibika et al
amoniaco, seguidas 0.231 NR NR '
) ) (2019)
e pretratamiento
microbiano.
_ _ Lindberg et al.
Residuos alimentos 0.141 NR NR (2022)
Recortes de brécoli y Lindberg et al.
coliflor 0.108 NR NR (2022)
_ _ 0.0304 + Jucker et al.
Residuos de grillos 0.00029 1.578 + 0.010 NR (2020)

NR: no reportado, T1: dieta experimental 1, T2: dieta experimental 2, T3: dieta
experimental 3, T4: dieta experimental 4, y Control. *Todos los valores mostrados son
media + desviacion estandar (DE; n = 3). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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En la Tabla 14 presentan datos reportados en la literatura, asi como los resultados
relativos al impacto de las dietas experimentales sobre el crecimiento y eficiencia
de conversion de las larvas. Si bien todas las dietas promovieron el crecimiento y
desarrollo de las larvas, las diferentes caracteristicas y composiciones, impactaron

en su rendimiento.

Todos los tratamientos, incluido el control, lograron un indice de reduccion de
residuos alto, que confirma la capacidad de las larvas para reducir sustratos
organicos. En cuanto a la eficiencia de conversién de alimentos (ECD) y el
crecimiento de las larvas, la dieta T3 fue la que superé a las demas. Un valor alto
de ECD indica que el alimento o sustrato se asimila de buena manera en la biomasa
de las larvas. La tasa de crecimiento de las larvas esta relacionada con este ultimo
indice, ya que una mejor asimilacion del alimento dar4 como resultado un mayor
crecimiento. Estos resultados confirman que la temperatura y el pH también juegan
un papel importante en el desarrollo larval (Pang et al., 2020; Seyedalmoosavi et
al., 2022). Es importante mencionar que las dietas experimentales no afectaron la
generacion de frass (excretas, exoesqueletos y alimento no consumido), sino que

afectaron la asimilacion o eficiencia metabdlica del sustrato por parte de las larvas.

Al comparar el WRI obtenido con los reportados por otros autores, se observa que
las dietas equilibradas como mezclas de frutas y verduras o dietas ricas en cereales
tienen un indice méas alto. Esta diferencia puede deberse al nimero de dias de
experimentacion, el cual es un valor que afecta directamente al calculo. En este
trabajo, las larvas estuvieron en contacto con el sustrato durante 11 dias, mientras
que, en los trabajos listados, permanecieron entre 15 y 24 dias (Meneguz et al.,
2018b; Bava et al., 2019; Jucker et al., 2020). Esta diferencia en dias permitiria que
las larvas degradaran el sustrato durante mas tiempo y lo convirtieran en biomasa,
lo cual también se confirma con un ECD mas alto. Por ello, se requieren estudios

para conocer los dias ideales en los cuales las larvas hayan asimilado de mejor
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manera el residuo. De esta manera, dependiendo de la composicion del sustrato se

podria definir la cantidad de dias que deberia estar en el sustrato para la produccion

de moléculas de interés. Respecto a la LGR, las dietas experimentales superaron

los valores reportados; lo que indica que las larvas criadas con suero de queso

pueden convertir y utilizar una mayor cantidad de residuos en biomasa larval por

dia.

Tabla 14. Rendimiento del crecimiento de las larvas y eficiencia de conversion en dietas

experimentales.

Eficiencia de

Tasa de indice de conversisn del
Substrato crecimiento de reduccion de ; . ) Referencia
las larvas (LGR) residuos (WRI) alimento ingerido
(ECD)
TI1L 0.0218 + 0.001° 2.72710 + 0.00002¢ 0.1617 + 0.0004°¢ -
T2L 0.0214 + 0.001° 2.72709 + 0.00001¢ 0.1824 + 0.0097° -
T3L 0.0252 + 0.0012 2.72696 + 0.00003° 0.2155 + 0.01902 -
T4L 0.0250 + 0.0022 2.72705 + 0.000022 0.1837 + 0.0159° -
Control  0.0223 + 0.0003° 2.72709 + 0.00001¢ 0.1496 + 0.0101° -
Residuos Jucker et al.
de grillos NR 3.12 £ 0.53 0.19 £ 0.05 (2020)
70 %
residuos
de Meneguz et al
vegetalesy 0.006 +0.0018 3.2+0.26 0.07 + 0.009 2818b :
30 % ( )
residuos
de frutas
100%
residuos  0.007 + 0.0007 3.2+041 0.05 + 0.011 Me”gguzbet al.
de fruta (2018Db)
Granos Meneguz et al
gastados 0.006 + 0.0009 5.3+x1.05 0.06 £ 0.002 (2818b) :
de cerveza
Residuos
dela Meneguz et al.
produccion 0.014 + 0.0009 2.4 +0.32 0.14 £ 0.034 (2018b)
de vino
Alimento o5 4 0.0007 4.46 + 0.36 0.27 + 0.02 Bava et al.
para gallina (2019)
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Bagazo de
maiz
(residuo de 0.0056 + 0.0001 3.22+0.21
produccién
de etanol)
Okara
(residuo de
produccién
de tofu)
Granos
gastados 0.0014 + 0.0000 3.01+0.06
de cerveza

0.0021 + 0.0.000 4.90 + 0.07

0.27 +0.02

0.36 + 0.02

0.25+0.01

Bava et al.
(2019)

Bava et al.
(2019)

Bava et al.
(2019)

T1L: dieta experimental 1 larvas, T2L: dieta experimental 2 larvas, T3L: dieta experimental
3 larvas, T4L: dieta experimental 4 larvas y Control: larvas de control. *Todos los valores
mostrados son media + desviacidén estandar (DE; n = 3). Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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6.1.3.3. Andlisis proximal de las larvas criadas en dietas experimentales

La Figura 15 muestra la composicion general de la biomasa larvaria obtenida. En
ella, puede observarse que la dieta T3 es la que méas produjo grasa, la cual es la

materia prima del biodiésel que se busca realizar.

Confrol L T2L

T4L T3L
Cenizas —Lipidos Proteina ——Carbeohidratos ——Compuestos indeferminados

Figura 15. Composicion general de la biomasa larvaria obtenida. T1L: lavas criadas en
dieta experimental preparada con suero obtenido el dia de su generacién y utilizado sin
refrigeracion y mezcla de granos (75:25), T2L: larvas criadas en dieta experimental
preparada con suero obtenido el dia de su generacion y refrigerado y mezcla de granos
(75:25), T3L: larvas criadas en dieta experimental preparada con suero obtenido cada dia
de su generacion y calentado hasta 38 °C antes de darselo a BSFL y mezcla de granos
(75:25), T4L: dieta experimental preparada con suero obtenido cada dia de su generacion
y mezcla de granos (75:25), ControlL: dieta control Gainesville preparada con agua
(70:30)
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De manera similar, en la Tabla 15 se describe la composicion proximal de las larvas
criadas en las dietas experimentales. El contenido de grasa en las larvas de mosca
soldado es importante ya que funciona como materia prima para la produccion de
biodiésel, el cual es uno de los productos buscados en el presente trabajo. En este
sentido, el analisis de lipidos en la biomasa de BSFL obtenida con las diferentes
dietas experimentales muestra una mayor cantidad acumulada en T3L. Esto se
atribuye principalmente al hecho de que esta dieta se prepard con suero de queso
fresco calentado a una temperatura mas alta y con una cantidad constante de grasa
durante los dias experimentales. El efecto negativo de un pH y temperatura bajas
puede observarse en la baja cantidad de proteina y grasa de las larvas T1Ly T2L.
Un dato interesante es que las larvas de BSFL criadas en la dieta control mostraron
los valores mas bajos de lipidos, lo que puede atribuirse a la diferencia en el

contenido de grasa entre los sustratos debido a la inclusién de suero de queso.

Tabla 15. Composicion proximal (% de materia seca) de larvas criadas con dietas
experimentales.

TiL T2L T3L T4L Control
Cenizas 7.86 £ 0.412° ggjol; 7.49 £ 0.051°¢ 7.65+ 0.103* 8.34 + 0.0322
Lipidos 36.70 + 1.02° 3?:22,;1 4557 +0.61* 37.35+0.80* 33.01 +0.21°
Proteina 28.85 + 0.06° 217.'5?97[)3 26.28 + 0.46° 33.26 +0.44% 29.27 + 1.51°

Carbohidratos 0.98+0.14® 1.04 +£0.20® 1.35+0.05° 1.37+0.15° 1.24+0.17°

Compuestos
indeterminados
(posiblemente 25.61 27.82 19.31 20.36 28.14
fibra, humedad
y quitina)

T1L: dieta experimental 1 larvas, T2L: dieta experimental 2 larvas, T3L: dieta experimental
3 larvas, T4L: dieta experimental 4 larvas y Control: larvas de control. *Todos los valores
mostrados son media + desviacion estandar (DE; n = 3). Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

El contenido de grasa en las larvas soldado negro es importante ya que funciona

como materia prima para la produccion de biodiésel. En este sentido, el analisis de
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lipidos en la biomasa de las larvas obtenida con las diferentes dietas experimentales
muestra una cantidad mayor en T3L. Esto podria atribuirse al hecho de que esta
dieta se prepar6 con suero de queso fresco con una temperatura mas alta y una
cantidad constante de grasa durante los dias experimentales que T1Ly T2L. T1Ly
T2L mostraron una cantidad significativamente menor debido al pH mas bajo y a la
temperatura mas baja, respectivamente. Las larvas soldado negro criadas en el
sustrato de control mostraron los valores mas bajos de lipidos, lo que puede
atribuirse a la diferencia en grasa entre los sustratos debido a la inclusién de suero

de queso.

Las cantidades de grasa obtenidas de las larvas experimentales en el presente
estudio (35.95 - 45.57 % de materia seca) son similares a las reportadas por varios
autores. Algunos de estos trabajos muestran larvas con un contenido de grasa mas
alto que las del presente estudio. Ewald et al. (2020) reportaron un contenido de
grasa cruda de hasta 46.7 % para larvas alimentadas con trucha (Onchorhynchus
mykiss) mezcladas en una proporcion de 5:1 con salvado de trigo. En otro estudio,
Scala et al. (2020) describieron la obtencion de larvas con un 36.1 % de grasa
cuando fueron criadas en manzana; Danieli et al. (2019) describieron la generacién
de hasta 46.9 % de grasa en larvas de BSFL criadas en una dieta alta en
carbohidratos; de manera similar, Meneguz et al. (2018b) reportaron que utilizando
desechos de frutas como sustrato, se pueden obtener larvas con un 40.7 %;
finalmente, Jucker et al. (2020) mencionaron la obtencion de larvas con un
porcentaje de grasa de 38.67 % cuando fueron criadas en desechos de grillos. Sin
embargo, también hay informes que son superados por los resultados presentados
en este estudio. Shumo et al. (2019) obtuvieron larvas con una cantidad de grasa
del 30.1 %, cuando fueron criadas en estiércol de pollo; Meneguz et al. (2018b)
reportaron hasta un 26.28 % de grasa en larvas criadas en una mezcla de vegetales
y frutas; las larvas criadas en Okara generaron un 31.2 % (Bava et al., 2019);
finalmente, Danieli et al. (2019) informaron un contenido del 31.9 % en larvas

criadas en una dieta alta en fibra.
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En cuanto a la proteina, se observé una cantidad menor en T3L. Esto se debe al
hecho de que, como se menciond anteriormente, el metabolismo larval se ve
afectado por la temperatura (Neven, 2000). Por lo tanto, la temperatura promovio
en T3L la conversion de nutrientes en lipidos en lugar de proteinas. En contraste,
se observo una mayor cantidad de proteina en T4L. Las otras dietas no mostraron
diferencias, lo que indica que el suero de queso no afecta negativamente la cantidad
de proteina generada; por el contrario, puede aumentar si se modifican las
condiciones de los residuos, lo cual brinda una ventana de oportunidad para el

disefio de los sustratos dependiendo del uso final de las larvas.

En otros estudios, en los cuales se utilizaron diferentes sustratos, se obtuvieron
cantidades de proteina similares a las descritas en este trabajo (26.28 - 33.26 %).
Algunos de los sustratos reportados son estiércol de pollo (41.1 % de materia seca)
(Shumo et al., 2019), manzana (31.12 %) (Scala et al., 2020), dieta de gallina (52.8
%), destilador de maiz (53.4 %), Okara (51.2 %), granos de cerveza (54.1 %) (Bava
et al., 2019), dieta alta en fibra (22.2 %) (Danieli et al., 2019), desechos de frutas
(22.97 %), mezcla de desechos de frutas y verduras (31.29 %) (Meneguz et al.,
2018b) y desechos de grillos (37.06 %) (Jucker et al., 2020). Una vez mas, se
observa el efecto de la composicion del sustrato en la composicion de las larvas. Se
destaca que los sustratos que generaron larvas con una cantidad similar de proteina
a las obtenidas en este trabajo fueron manzana, dieta alta en fibra, desechos de
frutas y desechos de frutas y verduras, los cuales son ricos en carbohidratos y se
asimilan como grasa. Es importante mencionar que los métodos analiticos para la
cuantificacion de proteinas son diferentes; por lo tanto, las discrepancias también

pueden deberse a esto.

Puede concluirse entonces que las dietas experimentales generaron en las larvas
una cantidad significativa de grasa. Es importante destacar que el suero de queso
(independientemente de sus condiciones) utilizado como sustrato puede generar
larvas con una cantidad mayor o igual de grasa que otros residuos. Por lo tanto, es

factible utilizar estas larvas como tratamiento en un esquema de biorrefineria para
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Su posterior uso y obtencién de productos de interés. Es importante mencionar que
no se determind la fibra ni la quitina (Cappellozza et al., 2019), los cuales son
componentes son de interés ya que las larvas pueden ser utilizadas como alimento
para animales. En ciertas proporciones, tanto la fibra como la quitina pueden afectar
la digestibilidad o estimular el sistema inmunoldgico de algunos peces (Stenberg et

al., 2019), respectivamente.

Una vez que la grasa de las larvas se extrajo, se analizaron los acidos grasos para
evaluar el efecto que el sustrato pudo tener en el metabolismo de éstos. El perfil de
los acidos grasos de las larvas se muestra en la Tabla 16. Independientemente de
la dieta, las larvas presentaron una mayor cantidad de &cidos grasos saturados
(SFA), lo cual concuerda con lo reportado en la literatura.

Tabla 16. Contenido de 4cidos grasos identificados en las dietas experimentales y en las
larvas de biomasa de control (base seca).

Acidos
.. 9rasos TFA1 TFA2 TFA3 TFA4 ControlFA
identificados
(mg/g)
C 10:0 0.89+0.03" 0.90+0.01° 1.01+0.07° 1.49+0.22% 1.44+0.35
22.83 + 41.07 +
C12:0 Teg  2L74%0719 26.47%2.10° 2o 3516%6.11°
10.67 + 10.49 +
C 14:0 9.92+0.10° 1079+0.16° 10.25+0.03° o%oa P
_ 18.62 + . . 1691 .
C 16:0 Oaeah  19.02%0.19% 19.84+0.60 ppant 14.82 + 2.41
C16:1(n7) 3.57+0.11° 3.81+009° 4.56+0.14° 2.56+0.37° 3.22+0.16°
C 18:0 6.43+0.24° 6.59+0.08° 4.78+0.40" 512+0099° 2.05+1.79
, 17.96 + . . 1226+ )
C 18:1 (n9) 0,468 17.91 +0.31% 16.40 + 0.72 e 1179+188
C 18:2 (n6) 15'%;—’ 17.21+1.10° 15.83+0.47° 9.60+0.65¢ 19.21 +1.172
C18:3(n3) 2.01+0.09° 2.02+021% 0.87+0.04> 032+027° 1.82%+0.322
58.70 + . . 7526 )
SFA 0.97¢ 59.04 + 1.07° 62.34 + 1.33 3o7a  6396%211
2153 + . . 1482+ )
MFA 0 258 21.72 +0.33% 20.96 + 0.85 ,7qp 15.01£201
19.78 + X .
PUFA 0795 19.23+1.31° 16.70 + 0.50° 9.92 + 0.64¢ 21.03 + 1.432

TFA1: acidos grasos dieta experimental 1, TFA2: acidos grasos dieta experimental 2,
TFA3: acidos grasos dieta experimental 3, TFA4: acidos grasos dieta experimental 4,
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ControlFA: acidos grasos control. *Todos los valores mostrados son media *+ desviacion
estandar (DE; n = 3). Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos
(p = 0.05).

En todos los perfiles de acidos grasos obtenidos, el acido laurico (C12:0) es el

principal acido graso en las grasas saturadas, seguido por el acido palmitico
(C16:0). En cuanto a los acidos grasos insaturados, se encontré una composicion
equilibrada de dos acidos grasos, oleico (C18:1 n-9) y linoleico (C18:2 n-6). Estas
proporciones son similares a las reportadas por otros autores (Meneguz et al.,
2018b; Caligiani et al., 2019; Danieli et al., 2019; Gao et al., 2019; Wong et al., 2019;
Ewald et al., 2020; Giannetto et al., 2020; Hadj Saadoun et al., 2020; Romano,
2022).

T4 fue la dieta con el mayor contenido de &cidos grasos saturados en las larvas,
seguida por T3 y Control. Aquellas con la menor cantidad de SFA fueron T1y T2.
Ewald et al. (2020) encontraron una correlacion positiva entre el peso de las larvas
y el porcentaje de SFA total. Sin embargo, mientras que esto es cierto para T1y T2,
la dieta Control generé una cantidad similar de estos acidos que en las larvas
criadas con T3. Dado que la Unica diferencia entre T3 y T4 fue el aumento de la
temperatura, el andlisis sugiere que un aumento en este factor afecta negativamente

la sintesis de este tipo de acidos grasos.

De la misma manera, aumentar la sintesis de SFA disminuye la sintesis de MUFA.
En cuanto a los PUFA, se ha descrito que es probable que su acumulacion provenga
del sustrato (Ewald et al., 2020). Por lo tanto, el aumento de PUFAs observado en
T1, puede deberse al hecho de que esta dieta contenia una mayor cantidad de
mezcla de granos (30 %) que las otras dietas experimentales (25 %).

Conocer el perfil de acidos grasos de un posible alimento, es importante ya que
algunos acidos grasos pueden causar dafio en la salud. Por ejemplo, se ha
informado que los SFA, que son los mas abundantes en las BSFL, son
desfavorables en la dieta ya que aumentan las lipoproteinas de baja densidad, lo

gue puede causar trombosis (Shumo et al., 2019). Del mismo modo, el perfil que
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presentan estas larvas es similar al de otros aceites, como el de palma o coco, lo
gue ofrece varias oportunidades para su uso tanto en la industria cosmética como
en la de biocombustibles (Ewald et al., 2020). Conocer como el sustrato y sus
condiciones afectan el perfil de acidos grasos de las BSFL permitiria la ingenieria

de larvas para la cria, dependiendo de su uso.

6.2. Obtenciony prueba del extracto antimicrobiano de la larva de mosca
soldado en escala laboratorio.

6.2.1. Determinacion de los compuestos con actividad biologica

Para evaluar si los extractos metandlicos provenientes de las larvas criadas en las
dietas experimentales presentaban compuestos con actividad biol6gica de interés,
se evaluaron compuestos fendlicos, flavonoides y actividad antioxidante. Los
resultados de estos andlisis se muestran en la Tabla 17. La principal diferencia entre
los ensayos de DPPH y ABTS, ademas del radical que se utiliza, es que el ABTS
puede ayudar a cuantificar moléculas antioxidantes hidrofilicas y lipofilicas, a
diferencia del DPPH que funciona mejor para moléculas lipofilicas (Munteanu y
Apetrei, 2021).

Por ello, la diferencia entre los resultados presentados puede atribuirse a que la
dieta Control, gener6 en las larvas compuestos antioxidantes lipofilicos como los
PUFAs, los cuales fueron los que mas se generaron con esta dieta y que se ha
comprobado, tienen actividad antioxidante (Oppedisano et al., 2020). Por su parte,
el suero de queso promovié la acumulacion de &cidos grasos saturados y otras

moléculas solubles en el metanol, las cuales se cuantificaron con el ABTS.

Respecto a los fenoles y flavonoides no hubo diferencias significativas, por lo que
el suero de queso no afectd su produccion. Los taninos se generaron en mayor
cantidad en las dietas T3 y T4, lo cual indica que el suero fresco promueve su

produccion.
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Cabe resaltar que, si bien se analizaron moléculas que pueden disolverse en
metanol, existen otras moléculas como la quitina que sélo se solubilizan en éste
cuando esté saturado con cloruro de calcio. Por ello, un estudio a mayor profundidad
sobre las diferentes moléculas antioxidantes y a su vez antimicrobianas y con
diferentes solventes, resulta necesario para comprender y aprovechar al maximo

estas larvas.

Tabla 17. Compuestos con actividad biolégica en las dietas experimentales y en las larvas
de biomasa de control (base seca).

T1L T2L T3L TaL ControlL
ABTS+ (mg 8068+ we | 74.79%
E Trolox/g) 1142  (>93%£9.65 9.08%°

ABTS + (% . e 67.32%
nhibiciony 72-90%1.08% 66.50+9.14 8 Gosbe

DPPH+ (mg b cd e d a
E Trolox/g) 62.10+4.68° 58.22+1.24°° 48.82+1.25° 57.83+1.22° 65.12+1.59
DPPH(%
inhibicion)
Contenido
total fenoles 1.70+0.30* 1.56+0.90* 1.88+0.12% 1.72+0.27% 1.40+0.11?
(mg EAG/qg)
Contenido
total
flavonoides 76.59+13.52 67.09+3.9% 84.78+1.6%
(mgE
rutina/q)
Taninos
(mg E 2.39+0.45¢ 2.33+1.02° 3.72+0.38% 2.72+0.17% 1.37 +0.65°
catequina/g)

T1L: dieta experimental 1 larvas, T2L: dieta experimental 2 larvas, T3L: dieta experimental
3 larvas, T4L: dieta experimental 4 larvas y ControlL: larvas de control. *Todos los valores
mostrados son media + desviacion estandar (DE; n = 3). Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

71.83 +4.21* 69.35 +4.96°

64.51 +3.98" 62.17 +4.70°

26.01+7.36" 19.91+1.94% 511+1.97% 19.28+1.91¢ 30.76 +2.50?

83.11 +

e 67.75+5.7°

En un trabajo realizado por da Cruz et al., se evalud la capacidad antioxidante
mediante ABTS (la cual es eficiente para evaluar hidrolizados de proteina) del suero
de queso, mostrando una actividad de reduccién de 57.28% (da Cruz et al., 2020).
Esto es de interés ya que, al comparar los resultados de % de ABTS en la larva,
pareciera que el suero aporta una importante actividad que ademas hace que ésta

aumente en la larva. Respecto al DPPH, se ha reportado para suero de queso
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panela una actividad de 26% lo cual es similar o mayor a lo que mas se ha obtenido
en las larvas, esto puede indicar que el suero no aporta en nada o muy poco a la
generacion de moléculas detectadas con este método (Martin del Campo et al.,
2019). Para el suero de queso se ha evaluado también la cantidad de fenoles
totales, los cuales han sido reportados en 245.43 £ 114.76 mg/L; si lo comparamos
con lo mostrado en este trabajo podemos ver una clara diferencia, lo cual puede
deberse a que la larva no acumula este tipo de compuestos (Chavez-Servin et al.,
2018).

El suero de queso tiene un contenido de flavonoides de aproximadamente 1.24 +
0.05 mg/L (Qureshi et al., 2019), lo cual representa un bajo o nulo aporte a la larva
ya que ésta tuvo valores mucho mas altos. Esta comparacion puede reflejar que la
larva tiende entonces a acumular estos compuestos sin importar si su alimento los
incluye o no. En este sentido se deberia estudiar con mayor detalle la composiciéon
total del alimento experimental que contenia también la mezcla de granos. Sobre
taninos, si bien no se encontraron reportes de ellos en el suero de queso, la cantidad
encontrada en la larva es baja, lo que implica que no lo acumulé o su alimento

mezclado con el suero no lo contenia.

6.2.2. Comparacion de los compuestos con actividad bioldgica

Los compuestos fendlicos (fenoles totales), flavonoides, taninos y actividad
antioxidante se compararon con lo reportado en la literatura, utilizando informacién
de la Tabla 4. Respecto a los compuestos fendlicos, los datos se obtuvieron en un
rango entre 1.40 +£0.11 y 1.88 +0.12 mg EAG/qg, lo cual puede compararse con lo
reportado para Tenebrio molitor (Navarro del Hierro et al., 2019) donde se describe

que este insecto presenta una cantidad de fenoles en el rango 3-50 g EAG/ g.

A su vez, Kunatasa et al. (2020) reporta valores de flavonoides de 15.50 + 0.94

mEqg/g y 15.14 + 0.64 mEqg/g para Henicus whellani y Macrotermes facilger,
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respectivamente. Dichos valores se ven sobrepasados con los resultados obtenidos

en este trabajo, que estan en el rango de entre 67.09y 84.78 mgE rutina/g.

Respecto a los taninos, también se ha reportado su presencia en el insecto Henicus
whellani con 0.17 + 0.007 mEqg/g y Macrotermes facilger con 15.14 + 0.64 mEqg/g
(Kunatasa et al., 2020), mientras que para Hermetia illucens, se encontraron en este
trabajo valores desde 1.37 +0.65 hasta 3.72 + 0.38, lo cual resulta bajo. Finalmente,
para la capacidad antioxidante medida por DPPH, se ha reportado un 72% para
Acheta domesticus, 57% para Tenebrio molitor (Navarro del Hierro et al., 2019) y
39.76 + 0.054 umol ET/g para huevos de Axayacatl (Corixidae); estos datos
muestran que lo obtenido en el analisis de las larvas crecidas en suero de queso
presenta niveles menores a lo descrito. Para la capacidad antioxidante medida por
ABTS, se ha reportado un 25.34 + 0.472 umol ET/g para huevos de Axayacatl
(Corixidae), lo cual es sobrepasado por los valores obtenidos para Hermetia
illucens. Los fenoles, flavonoides y taninos son moléculas que se absorben desde
la dieta (Felton and Summers, 1995), por ello, las diferencias aqui presentadas
pueden deberse a las diferentes dietas en las cuales se criaron los insectos

presentados.

6.2.3. Evaluacion de actividad antimicrobiana

6.2.3.1. Método de difusién en disco

Con base en la cantidad de grasa generada, se opté por utilizar extractos (40 mg/ml
de concentracién) de las larvas del tratamiento 3, el cual consistié en larvas criadas
en la dieta 3. Esta dieta consistio en suero obtenido cada dia de su generacion y
calentado hasta 38 °C antes de darselo a BSFL. Los microorganismos utilizados
(200 pl) para probar el extracto antimicrobiano fueron: E. coli, Salmonella, P. capsici,
B.subitilis, E. faecalis, Pseudomonas, B. cereus, S. aureus, Listeriay Clavibacter se

muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Cepas utilizadas para la prueba del antimicrobiano.

El crecimiento de los microorganismos E. faecalis, B. cereus, Salmonella, S. aureus
se vio afectado cuando se aplicaron los extractos de Hermetia illucens criada en

suero de queso. El didmetro de los halos obtenidos se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Diametro de los halos obtenidos.

Microorganismo Diametro obtenido (mm) Tipo de extracto

E. faecalis 13.35+ 3.76 metandlico
B. cereus 10.06 £ 0.72 metandlico
Salmonella spp. 11.29 + 2.29 etandlico
Salmonella spp 17.22 +1.82 metandlico
S. aureus 10.06 + 0.72 metandlico
E. coli 0.0+0.0 metandlico y etandlico
P. capsici 0.0+0.0 metandlico y etandlico
B. subitilis 0.0+0.0 metandlico y etandlico
Pseudomonas 0.0+0.0 metandlico y etandlico
Listeria 0.0+0.0 metandlico y etandlico
Clavibacter 0.0+0.0 metandlico y etandlico
E. faecalis 0.0+ 0.0 etandlico
B. cereus 0.0+0.0 etandlico
S. aureus 0.0+£0.0 etandlico
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. *Los valores mostrados son media *+ desviacidn estandar.

Los halos se compararon con datos reportados por el Comité Europeo sobre
Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana en las tablas de puntos de corte para la
interpretacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés)
y diametros de zonas (EUCAST, 2024).

Tabla 19. Comparacion de los halos obtenidos con lo reportado por el Comité Europeo

sobre Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana.

o Punto de o Actividad
Antibiotic Caracteristica o )
M.o. corte(m antimicrobian Imagen
0 S
m) a
2 ug de >10 Susceptible Si
ampicilina <8 Resistente No
10 pg de >12 Susceptible Si
E. faecalis norfloxacin
a/5pugde )
o <12 Resistente No
vancomicin
a
5 ug de <10 Susceptible No
vancomicin ) ]
>10 Resistente Si
a
B. cereus .
5 ug de <17 Susceptible No
clindamicin ) ]
>17 Resistente Si
a
_ No (extracto
<12 Susceptible -
30 ug de etandlico)
cefadroxilo ) Si (extracto
Salmonell >12 Resistente .
etanalico)
a spp. .
10 pg de _ Si (extracto
o <17 Susceptible -
gentamicin metanolico)
a >17 Resistente No (extracto
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metanolico)

30 ug de <15 Susceptible No
S. aureus o i
amikacina >15 Resistente Si

M.0.: microorganismos

Como se observa en la Tabla 19, los microorganismos E. faecalis y Salmonella spp.
mostraron susceptibilidad a los extractos metandlicos (40 mg/ml) de larva de mosca
criada en suero de queso, por lo cual se puede decir que tienen una actividad
antimicrobiana. Esta tabla se armé utilizando datos del Comité Europeo sobre
Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana. Se buscaron los rangos similares a lo
obtenido para poder comparar la actividad con antibiéticos comercialmente
conocidos. Si el halo obtenido es mayor a los limites descritos para la
susceptibilidad, se considera que el microrganismo es sensible al producto probado,
de lo contrario, se considera que éste es resistente a lo probado. Los extractos
metandlicos de la larva preparados en este trabajo, mostraron entonces tener una
actividad antimicrobiana similar a 2 pg de ampicilina, 10 pg de norfloxacina o 5 ug

de vancomicina para E. faecalis y 10 pg de gentamicina para Salmonella.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por otros autores en los que
han descrito la actividad antimicrobiana que tienen extractos de esta larva
inmunizada con Lactobacillus casei en Samonella. La actividad antimicrobiana se le
atribuy6 a la melitina (péptido), que es el principal componente del veneno de abeja.
(Lee et al., 2020) y que a 27 °C es moderadamente soluble en metanol (Abd El-
Wahed et al., 2019). Otros trabajos reportan también la presencia y asilamiento de
péptidos, por ejemplo: un péptido similar a defensina (DLP4) y que tiene
propiedades antimicrobianas (Park et al., 2015) asi como siete fragmentos de genes

de péptidos antimicrobianos de Hermetia illucens (Elhag et al., 2017; Lu et al., 2022).

En otros trabajos, se ha reportado también actividad antimicrobiana de extractos de
larva realizados en medios acidos para la extraccion de quitosano, al cual se le

atribuyen estas propiedades (Lagat et al., 2021; Guarnieri et al., 2022).
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En 2014, Choi y Jiang indicaron que los extractos con diferentes solventes tienen
actividad antibacteriana y propiedades que inhiben eficazmente el crecimiento de
bacterias de manera dependiente de la concentracion del &cido hexanodioico, el

cual es soluble en metanol.

De manera general, se puede observar que la actividad antimicrobiana que los
extractos presentan puede deberse a diferentes moléculas, ya sean péptidos,
quitosano o quitina o &cido hexanodioico. En este sentido, en este trabajo se
confirma que las larvas tienen compuestos antimicrobianos y seria de interés
conocer cuales moléculas son las que estan mayormente presentes en larvas
crecidas en este sustrato en particular. De este modo, se podria proponer una
extraccion 6ptima de los mismos, asi como separarlos para obtener no sélo uno,

sino varios extractos antimicrobianos con diferentes aplicaciones.

6.3.0btencion del biodiésel a partir de las grasas de la larva de mosca
soldado en escala laboratorio.

6.3.1. Transesterificacion de grasa para la produccion de biodiésel

Para realizar una comparacion entre tratamientos, se seleccionaron el control, 3 y
4. Esto, debido a que fueron los tratamientos con mayor cantidad de grasa extraida.
Una vez que se obtuvo el extracto antimicrobiano, se extrajo la grasa para
convertirla en biodiésel. Mediante la ecuacion 5 se calculo el rendimiento de la
produccion de biodiésel a partir de la grasa, los resultados de muestran en la Tabla
20.

Tabla 20. Rendimiento del biodiésel obtenido a partir de la grasa de larvas de mosca
soldado criadas en suero se queso y dieta Gainesville control.

Rendimiento

Rendimiento

Muestra % grasa roduccién de }
'Y P biodissel promedio (%)
63.33
Control 33.01 63.90 63.34+0.562
62.79
Grasa T3L 4557 62.85 61.13+1.522
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59.96

60.57
64.06

Grasa T4L 37.35 59.22 62.03 + 2.52°
62.83

Grasa T3L: grasa de las larvas criadas en dieta experimental preparada con suero
obtenido cada dia de su generacién y calentado hasta 38 °C antes de darselo a BSFL y
mezcla de granos (75:25), Grasa T4L: grasa de las larvas criadas en dieta experimental

preparada con suero obtenido cada dia de su generacion y mezcla de granos (75:25),
Grasa Control L: grasa de las larvas criadas en dieta control Gainesville preparada con
agua (70:30) *Todos los valores mostrados son media + desviacion estandar (DE; n = 3).
Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).

Como puede observarse, no hubo diferencia significativa en cuanto al rendimiento
obtenido en ninguno de los tratamientos o control, lo cual significa que la inclusion
del suero en la dieta no afecta la produccion de biodiésel. No obstante, los
rendimientos obtenidos en este trabajo resultan bajos comparados con o
mencionado por diversos autores. Por ejemplo, Liew et al. (2023) reportaron
eficiencias de conversion altas de entre 90 y 94% lo cual puede deberse a la
metodologia que se siguié en la cual se utilizé un co-solvente (cloroformo) y lo
resultante se lavd con éter de petréleo y cloruro de sodio. Otros métodos de
transesterificacion de dos pasos alcanzaron un rendimiento de aproximadamente
92-93% (Zheng et al., 2012a) y 93-96 % (Li et al., 2011; Li et al., 2015). Otro estudio
por Nguyen et al. (2018) que mencioné la transesterificacion de un paso con
diferentes solventes reportd rendimientos de 63.37% para hexanos, 54.83% para
acetona, 48.50% para cloroformo y 35.67% de éter de petroleo, lo cual es
comparable con lo que se obtuvo. Park et al. (2021) reportaron un rendimiento
maximo de 86.51% lo cual resulta interesante ya que se utilizd la misma

metodologia descrita en su trabajo.

Las diferencias en cuanto a los rendimientos presentados pueden deberse a la
variacion en los reactivos y métodos usados. Se podria mejorar el control en la
temperatura, asi como la limpieza del biodiésel. En este sentido, se observa que

existen métodos con mezclas de solventes asi como el lavado con soluciones
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especificas que parece que aumentan la eficiencia del proceso (Liew et al., 2023) y
con ello, la rentabilidad del proceso. Si bien uno de los objetivos del proyecto era
sblo confirmar que se podia producir biodiésel, aun hay diversas éareas de
oportunidad en las cuales se puede hacer mas eficiente el proceso de obtener

biodiésel a partir de larvas de mosca soldado criadas en suero de queso.
6.4.Sintesis de la biorrefineria propuesta con datos experimentales

Finalmente, se realizo la sintesis de la biorrefineria con los datos del tratamiento 3
para la obtencion de los productos finales a partir del suero de queso. El diagrama
de la biorrefineria propuesta, asi como el balance de masa se muestra en la Figura
17.
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Figura 17. Diagrama de la biorrefineria propuesta.
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Como puede observarse, el tratamiento de 2,250 gramos de suero de queso en un
esquema de biorrefineria usando larvas de mosca soldado es factible y se obtienen
como productos de interés: 1) 1,018 g de frass que puede ser estudiado como
fertilizante natural y/o bioestimulante foliar (Basri et al., 2022); 2) 63.31 g de extracto
antimicrobiano y antioxidante; 3) 44.3 g de larvas desgrasadas, las cuales tienen
proteina y pueden ser utilizadas como alimento para animales (Li et al., 2017), y 4)
22.67 g de biodiésel.

Comparando por ejemplo, un estudio realizado por Liew et al. (2023) donde se
investigé la bioconversién de estiércol con BSFL para producir biodiésel, se
menciona que se pueden producir 1.3 g de biodiésel a partir de 100 g de estiércol
en 21 dias. En el presente trabajo, de acuerdo con los datos, de 100 g de suero de
gueso pueden obtenerse aproximadamente 1.01 g de biodiésel en 11 dias, lo cual
representa una disminucion importante del tiempo de 10 dias. Esta comparacién
resalta la eficiencia de una biorrefineria basada en suero de queso, ya que no sélo
reduce significativamente el tiempo necesario para la produccion de biodiésel y
productos de interés, sino que también optimiza el proceso al utilizar un residuo

lacteo abundante y potencialmente contaminante.

Si bien, pareciera que el tratamiento de suero de queso en un esquema de
biorrefineria utilizando larvas de mosca soldado negro es una estrategia innovadora
para la gestion de residuos y la generacion de productos de valor agregado y
biocombustibles, es indispensable que la biorrefineria propuesta sea evaluada en
aspectos econdmicos, escalamiento, consumo energético e impacto ambiental para
poder confirmar que es una alternativa sustentable. Sobre todo, seria interesante
evaluar el impacto ambiental derivado del cultivode los granos usados como
entrada, asi como la produccion de reactivos quimicos que se requieren en el
proceso. Con base en este analisis se podrian proponer estrategias de mejora como
sustitucion de recursos, cambio de métodos, integracion y optimizacion de

procesos, entre otros.
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7. Conclusiones

Este estudio es el primer trabajo en reportar la obtencion de biodiésel a partir del
tratamiento de suero de queso proveniente de la fabricaciébn de quesos de vaca
mediante un esquema de biorrefineria utilizando larvas de mosca soldado. Los
resultados obtenidos demuestran que el suero de queso puede ser efectivamente
tratado, generando una variedad de productos de interés y de los cuales se
obtuvieron y analizaron el extracto antimicrobiano y antioxidante y biodiésel.
Ademas, también existen otros productos como las larvas desgrasadas que pueden
usarse suplemento proteico en la alimentacion animal, asi como la extraccion de
quitina y el frass que puede ser investigado como fertilizante natural y/o

bioestimulante foliar.

También, la rapida conversién del suero de queso proveniente de la fabricacion de
quesos de vaca demuestra una mayor tasa de bioconversion y productividad de
BSFL. Esta eficiencia temporal y productiva podria traducirse en menores costos
operativos y un impacto ambiental reducido, haciendo del uso del suero de queso
una alternativa atractiva y sostenible frente a otros residuos organicos. Sin embargo,
es crucial seguir analizando la biorrefineria no sélo en términos de eficiencia y
productividad, sino también en cuanto a su impacto social y ambiental. Realizar un
analisis de ciclo de vida permitira evaluar de manera integral los beneficios y
desafios de este enfoque, facilitando su implementacion a mayor escala y

promoviendo un desarrollo mas sostenible y responsable.
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Anexo A: Practicas de seguridad e higiene.

Con el objetivo de prevenir y actuar ante accidentes que puedan suscitarse dentro
y fuera de los laboratorios a utilizar, se atendieron las siguientes practicas de
seguridad e higiene basadas en lo reportado por Aleman (2005), NOM-002-
SEMARNAT-1996, NOM-052-SEMARNAT-2005 y NOM-087-SEMARNAT-SSA1-
2002:

1. Atender las medidas de sana distancia (1.5 m de separacion) entre
compainieros.

2. Conocer la hoja de datos de seguridad de todos los reactivos que se
emplearan en los experimentos a realizar.

3. Mantener la campana de extraccién limpia y sin reactivos.

4. Evitar el uso de dispositivos moviles cuando se manipulen sustancias

quimicas en las mesas de trabajo.

Mantener el area de trabajo limpia y ordenada.

No comer ni almacenar alimentos dentro del laboratorio.

No tocar con las manos los 0jos, nariz o boca mientras se utilicen guantes.

© N o 0

Lavar las manos después de retirarse los guantes y antes de salir del

laboratorio.

9. Utilizar el equipo de proteccion personal requerido (bata, guantes y/o lentes
de seguridad) y, en caso de tener el cabello largo, mantenerlo recogido.

10. Utilizar siempre pantalon y zapato cerrado dentro del laboratorio.

11.No devolver reactivos al envase original si existe un sobrante, separar la
cantidad aproximada.

12.Nunca desechar residuos peligrosos en el desagie, se deberd contar con

envases de bioseguridad etiquetados adecuadamente, los cuales se

eliminaran previo acuerdo con el gestor de residuos contratado (esto incluye

telas o papeles impregnados).
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13.En el caso de los residuos peligrosos y biologico infecciosos como punzantes
y cortantes, se deben depositar en recipientes adecuados y deben ser
descontaminados antes de su eliminacion.

14.Los solventes utilizados se clasifican por polaridad y posteriormente son
transportados por especialistas en el manejo de solventes a una planta de
residuos (externa a la UAQ) para su inactivacion y/o reutilizacion.

15. Transportar los productos en bandejas o recipientes para evitar derrames en
caso de roturas.

16.No efectuar pipeteos con la boca.

17.Asegurar el enfriamiento de los materiales antes de aplicar directamente las
manos para tomarlos.

18.No dejar mecheros encendidos y sin vigilancia.

19. Al finalizar una tarea u operacion, recoger materiales, reactivos, equipos, etc.,
evitando las acumulaciones innecesarias. Asegurar ademas la desconexion
de aparatos, agua, gases, etc.

20.Usar y almacenar productos inflamables en las cantidades imprescindibles.

21. Sustituir los productos quimicos mas peligrosos por otros que sean de menor
peligrosidad.

22.Comprobar el adecuado etiquetaje de recipientes y botellas. Etiquetar
debidamente las soluciones preparadas en el laboratorio.

23.No reutilizar envases para otros productos sin quitar la etiqueta original.

24.No sobreponer etiquetas.

Los desechos organicos generados de las muestras y desechos agroindustriales
derivados se destinaron a la composta, siempre y cuando estos residuos agricolas

no contengan sustancias contaminantes.
Anexo B: Productos obtenidos derivados de la presente investigacion

A continuacion, se muestran los productos obtenidos a partir del presente trabajo.
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Abstract

Organic wastes, including cheese whey, are generated in greater quantities
each year, which require management that has economic and social impli-
cations. Current treatments of cheese whey do not allow for its complete
degradation or utilization. In this context, black soldier fly larvae (BSFL)
promise to degrade a variety of wastes while generating and accumulat-
ing value-added products such as protein, fat that can be transformed into
biodiesel, and fertilizer can be obtained from their residues. In this work,
the aim was to evaluate the cultivation of BSFL as a biological treatment
for the revaluation process of cheese whey, as well as the composition of
the larvae and residue (FRASS) obtained for the subsequent extraction of

value-added products such as fat or protein. It was observed that cheese whey
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para el cultivo de la mosca soldado; las larvas de esta mosca tienen una alta eficiencia
de conversion, y generan grasa que puede ser convertida en biodigsel. Si se manipula la
generacidn de grasas a partir de la alimentacion, es posible incrementar la produceidn
de biodiésel.
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Resumen

La humanidad tiene necesidades y retos que, para ser
solventados, requieren la participacion de organismos
diversos, entre los que se encuentran los animales.
En particular, la participacion de los animales en los
proyectos de investigacion esta regulada y legislada en
la mayorfa de los paises; sin embargo, el uso de insectos
en este sentido alin requiere atencion. En el presente

Abstract

Humanity has needs and challenges that, in order to be
solved, require the participation of diverse organisms,
including animals. In porticulor, the participation af
animals in research projects is regulated and legislatedin
most countries; houwever, the use of insects in this sense
still requires attention. In this work, the use of insects
as food was reviewed, as well as their participation in
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_Abstract— The black soldier fly larvae (BSFL) are organisms
that have generated interest due to the wide variety of residues
that can convert into products of interest, such as protein and fat,
which can be converted into biodiesel. Cheese whey is a residue
that has not been studied as a substrate for this organism. In the
present work, three experimental diets were tested with different
amounts of cheese whey in order to determine the optimal amount
for their growth and generation of macromolecules of interest. It
was observed that BSFL can degrade up to 75% of the whey and
25% of the Gainesville diet, without affecting their development in
general. Knowing these percentages will allow the design of
strategies for the treatment of this waste, and its revaluation in
producrs such as biofuels and value-added products.

Keywords—Black soldier fly larvae, bioconversion, biological
treatment, whey, dairy waste, valorization.

up to 1.6 times; therefore. the use of BSFL as waste treatment
for its revaluation is attractive [8].

This insect prefers tropical and subtropical climates, as it
fequires a certain moisture content for its proper development.
The humidity of the substrate where the larvae are reared is of
interest for several reasons. It can make it difficult to separate
the residue and the larvae, especially if it has a moisture content
of about 80%. In addition. if the residue 1s very wet. it will be
difficult to handle. It also affects bioconversion, as there are
reports where larval growth and development were affected [9]

According to the literature, several residues has been
studied, such as bread. food waste, fish. mussels [10]. A waste
that has not been studied as a substrate is the whey obtained from
cheese production. which results of interest because about 160
to 190 milli d worldwide [111

lon_fons Der vear grc
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_Abstrac— The generation of municipal waste is a growing
problem that not only has a significant economic impact, but also
Tepresents a source of pollution. Among the alternatives to its
treatment is the wse of insects, which transform the waste into
biomass rich in proteins and a residue called frass. It has been
reported that frass is rich in Dutrients such as mitrogen amd
phosphorus, vital for plant growth. This werk reviewed several
articles where insect frass has been tested during the growth and
development of varions plants. A sustainable method to reuse
waste and advance in a circular economy is the alternative of using
frass as fertilizer.

[Eeywerds—organic waste reameni, biological ireamment,
ferilizers, nseers, insect frass.

I INTRODUCTION
By 2025, municipal solid waste generation is expected to be

energy, and anfioxidants, among others [6], and thersby promote
the circular sconomy [2].

Another major challenze facing humanity 13 s constant
growth. Human population 15 growmg rapudly, which leads to
increased production by agriculture and hivestock to ensure food
for billions of people. Among the challenges this prezents, space
is inereasingly smaller, in addition to the fact that the methods
used must be sustamable; the above is due to the cument
situation of the environment, as well as the eritical state in which
resources are found [7].

In 2017 a study was conducted on the situation of
agriculture i Mexico. It 15 ughhizhted that the area used for
agriculture has increased very little compared fo the growth of
the Mexican population. Therefore, increasing the vield per unit
area is necessary as a strategy to ensure food production. The
et mabide ot s #hn wmae WIEA 4hn vailahle —ehle
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£ Absiract—The dairy industry generates a significant amount, cheese, which is obtained from milk. generates waste such as
= around 150 wmillion tons, of losses and wastes. Particularly, whey  whey The treatment of whey is complex. due to its important
= requires treatment due fo rheir high numient content and  gianiities of proteins. lactose. high content of organic matter.
a 'h“ﬂnf“’ its facility to po]l\_ne This rreatment also allows its alkalmity, and it is easy to acidificate [5]. Another residue
= vevalorization. Among the main processes that have beenveported e e (DWW). which results by the
= are the biochemical ones, where anaerobic fermentation is used tg ~ SSHSTAIEE 18 dairy wa - g

= produce ethanol, biological processes with microalgae, for the washing of equipment. contamers. or comtrol analysis. This
2 production of fatty acids and some chemicals, and other processes, ~ Water is composed by lactose. proteins. lipids. salts and
2 such as physical or enzymatic. If these processes are integrated, a detergents [6]
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de suero de queso en un esquema de biorrefineria mediante el cultivo de
mosca soldado”

i UNI‘gRSIDAD
AUTONOMA
DE QUERETARO

Otorga el presente:

RECONOCIMIENTO

ala
M.C. Valeria Caltzonzin Rabell
por su participacion en el seminario FIBIO 2024 con la ponencia:

“Aprovechamiento de suero de queso en un esquema de
biorefineria mediante el cultivo de mosca soldado”

Amazcala, El Marqués, Querétaro 08 de febrero 2024

Luz Pésa#Rea Mega Torres

cultad de Ingenieria  Coordinador del Seminario FIBIO 2024

SEMI
cam| NARIO Y
*am’é“?cqla FIBIO Fi
<o

Dr. Geffaro oto Zaraziia  Dra. M,
Coordinador del Campus Amazcala Dire

FACULTAD
DE INGENIERIA

17.Participacion como Ponente en el Seminario PSPB 2024. “Aprovechamiento

de suero de queso en un esquema de biorrefineria mediante el cultivo de
mosca soldado”
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UNIVERSIDAD
AUTONOMA
DE QUERETARO

IPFI PSPB

RiA Procesos Sustenfables de
Producsion de Bioproductos

FACULTAD %@?
DE INGENIERIA

La Facultad de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Querétaro otorga el
presente reconocimiento a:

M.C. Valeria Caltzontzin Rabell

Por haber impartido la ponencia Aprovechamiento de suero de queso en un
esquema de biorrefineria mediante el cultivo de mosca soldado en| el marco del
Programa de Seminarios del Grupo Procesos Sustentables de Produccién de
Bioproductos 2024-1.

Dra. Claudia Gutiérrez Antonio
Coordinadora de Grupo de Investigacion PSPB
Facultad de Ingenieria

Querétaro, Querétaro, 2 de Febrero de 2024
N e A Y A /= |

18.Publicacion de articulo cientifico “Revalorization of Cheese Whey through a
Biorefinery = Scheme” en revista “CHEMICAL ENGINEERING
TRANSACTIONS” 2024. https://10.3303/CET24109041

241

A publication of

CHEMICAL ENGINEERING TRANSACTIONS m
VOL. 109, 2024 The Italian Association

of Chemical Engineering
Online at www_catjournal it
Guest Editors: Leonardo Tognotti, Rubens Maciel Filho, Viatcheslau Kafarow
Copyright © 2024, AIDIC Servizi S.r.l. .
1SBN 979-12-81206-09-0; ISSN 22830216 DOI: 10.3303/CET24108041

Revalorization of Cheese Whey through a Biorefinery
Scheme

Valeria Caltzontzin-Rabell, Claudia Gutiérrez-Antonio®

Universidad Autonoma de Querétaro, Facullad de Ingenieria, Campus Amazeala, Carrelera a Chichimequillas sin Km 1,
Amazcala, El Marqués, Querétaro, 76265, México.
claugtez@grmail.com

Cheese whey is a by-product of cheese production. This waste, of which almost 145 million tons are generated
annually, is of interest because of the management it requires; improper handling can cause adverse
environmental impacts due to its high organic load and nutrient content. Although the treatment depends on its
origin, anaerobic digestion is the most widely used from which methane can be obtained. In this way, several
proposals for its treatment through biorefinery schemes have been proposed. However, treatment with insects
and their inclusion in biorefinery schemes, specifically with black soldier fly larvae (Hermetia illucens), has not
been oroposed. Black soldier flv larvae (BSFL) have stood out for their effectiveness in treatina laroe auantities

19. Participaciéon con ponencia en CECYTE, Querétaro. 2024.
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ENTREGA EL PRESENTE
DCIMIENTO
a: M. en C. Valeria Caltonzin
Rabell

su participacién con la conferencia “Basura para unos,
y biocombustible para ofros" proporcionada a los
el Plantel #10 La Esperanza.

20.Participaciéon como Ponente en el 1er Congreso Internacional “Produccion y
Transformacion de Alimentos para la Seguridad Alimentaria” del Instituto

Tecnoldgico de Roque.

EL TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO
ATRAVES DEL INSTITUTO TECNOLOGICO DE ROQUE

OTORGA LA PRESENTE

RECONOCIMIENTO
A

M.C. VALERIA CALTZONTZIN RABELL

Por impartir la conferencia
"PRODUCCION DE BIODIESEL DE SUERO LACTEO
Y MOSCAS SOLDADO”

En el ler CONGRESO INTERNACIONAL
de Al para la

i6ny T

ROQUE, CELAYA, GTO, A 25 DE ABRIL DE 2023

\ ]
NAYELLI DEL cu:h»«lnsz SEGOVI,

DIRECTORA DEL INSTITUTO TECNOLGGICO DE ROQUE

firoque &Y Gl o

“En

21.Participacién como Ponente en el 1er Concurso Interplanteles STEAM
“Basura para unos, alimento y biocombustibles para otros”.

. 2023.
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El grupo colegiado en Investigacion y divulgacién en STEAM
otorga la presente

CONSTANCIA

~ Valeria Caltzontzin Rabell

Por su participacién en el evento ler Concurso Interplanteles de Proyectos
STEAM con la ponencia:

Basura para unos, alimento y biocombustibles para otros

Impartida el 09 de noviembre del 2023 en el Parque Biotecnolégico de la
Universidad Auténoma de Querétar

MARIANA LUJAMBIO CHAVEZ DULCE GAl RIVERA SANCHEZ
Comité Organizador \ ! -4 Comité Organizador

22.Participacion con poster en la XVII Reunién Nacional de Bioenergia 2023.
“‘Aprovechamiento de suero de queso mediante un esquema de
biorrefineria”.

ANV A=

e

P i"",\

Q Q XVII REUNION NACIONAL A 2N
R [ 10ENERGIA: CRISIS ENERGETICA Y RESILIENCIA

=0 2

OTORGA LA PRESENTE:

CONSTANCGIA

A: Valeria Caltzontzin Rabell y, Cloudic Gutiérrez Antonio

Por su valiosa participacion con la contribucién en cartel titulada “Aprovechamiento de suero de queso

mediante un esquema de biorrefineria”, presentada como parte de la seccién temdtica ‘Biorrefinerias®

durante el en la XVIl Reunién Nacional de Bioenergia, realizada los dias 27 y 28 de noviembre del 2023
en la ciudad de Morelio, Michoacan

W e fArins Gloa b

PRES\DENTé DE LA REMBIO COORDINADORA ACADEMICA DE LA XVII RN
Mtro. Rodolfo Diaz Jiménez Biol. Teresita Arias Chalico

o I ed Mexicana d
<8 e lexicana de
;

ioenergia

23.Participacion con poster en el Encuentro Iberoamericano en Biomasa y
Bioenergia. Noviembre 2022. “Aprovechamiento de residuos del cultivo de
insectos (frass) como fertilizante: uso y beneficios”.
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La Red Iberoamericana de Tecnologias de Biomasa y
Bioenergia Rural otorga el presente

RECONOCIMIENTO a:

e Ifaki Lopez Portas, Valeria Caltzontzin Rabell, Claudia

Gutiérrez Antonio

Por haber presentado el trabajo:

Aprovechamiento de residuos del cultivo de insectos (frass) como fertilizante: uso y
beneficios, en modalidad presencial, formato péster

en el Encuentro Iberoamericano en Biomasa y Bioenergia - Bioeconomia Sustentable
y Circular Rumbo al Desarrollo Sostenible, realizado en la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Autonoma de Querétaro

Q
T X N Ny
| oK N Ay
V7% : 5
Claudia Gutiérraz Antonio Dagoberto Arias Aguilar Quelbis Quintero Bertel Silvina M. Manrique
TNVERSDAD ATTONONA TV TECNOLCCD UNVERSDAD € SUCKE COLOMBIA COOROINADORA GE
OF GUERTARD.NERCD OE ComAREn SRAT TS

24. Participacion como Asesora de equipo ganador del segundo lugar en el ler
Concurso Interplanteles STEAM. 2023. “Produccion de pellets mejoradores
de suelo apartir de residuos agricolas”

ne
]'g'ﬂm"*ﬁ;‘m El grupo colegiado en Investigacion y divulgacion en STEAM
Nzt otorga la presente

LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
MEDIANTE LA ESCUELA DE BACHILLERES Y EL CLUB STEAM

Otorgan la presente C O N STANC IA
CONSTANCIA

Valeria Caltzonizin Rabell

Valeria Caltzontzin Rabell

Por asesorar el proyecto ganador del segundo lugar “Produccién de
pellets mejoradores de suelo apartir de residuos agricolas” en el ler

Por su participacién como Asesor en el Concurso Interplanteles:
“Produccién de pellets mejoradores de suelo

aparr de residuos agricolas” Concurso de Proyectos STEAM realizado el 9 de noviembre del 2023.
en el evento Proyectos STEAM,
llevado a cabo el 9 de noviembre del 2023, A 20 de Enero del 2024 en la Escuela de Bachilleres, Plantel sur.

en el Parque Biotecnoldgico de la Facultad de Ingenieria.

MARIANA LUJAMBIO CHAVEZ DULCE GABRIELA RIVERA SANCHEZ

Responsable grupo Responsable club STEAM
colegiado

SOMOSUAQ

25. Participacién como Responsable en proyecto FOPER 2021 “Revalorizaciéon
de suero lacteo mediante un tratamiento con larvas de mosca soldado”
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FOMDO DF PROYECTOS ESPECIALES DE RECTORIA

o Diteceidn de A dod Univeisilaria
RECONOCIMIENTO
a
CALTZONTZIN RABELL VALERIA
RESI;OILIVS‘A‘B”LE DE P‘RO;’E.CTO

FOPER 2021

“Fondo de Proyectos Especiales de Rectoria”

26. Participacion como Responsable en proyecto FOPER 2022 “Evaluacion de
un fertilizante organico a partir de residuos del cultivo de larva de mosca

soldado (frass) en residuos lacteos”.

i 5.5 4
.| A

O T
NI AL COMUNDAD X
L AL . ARG AL L Ak

RECONOCIMIENTO

CALTZONTZIN RABELL VALERIA

P s e prsién come

RESPONSABLE DE PROYECTO

FOPER 2022

“Fondo de Proyectos Especiales de Rectoria”

SOMOS UAG”

27.Participacién en sinodo de alumna de maestria. 2024.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

SECRETARIA ACADEMICA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

En la cludad de Querétaro Qro., sienda las 10.00 horas del dia 7 da junio de 2024, en las

Ia Universidad Autér . s reunid el
Jurado designado por la Secretaria Académica en la autorizacién nimero 2822 de fecha 25 de
abril de 2024, DRA. CLAUDIA GUTIERREZ ANTONIO, DIRECTOR: M. EN C. VALERIA
CALTZONTZIN RABELL, SECRETARIO; DR. SERGIO IVAN MARTINEZ GUIDO, VOCAL; DR.
JUAN MANUEL VERA MORALES, SINODAL; DR. RAMON GERARDO GUEVARA GONZALEZ,
SINODAL, para efectuar el examen de grado a la

C.LUZ ANDREA GUTIERREZ RAMIREZ
Para obtener el grado de.
MAESTRIA EN CIENCIAS (INGENIERIA EN BIOSISTEMAS)
El acto se realizé de conformidad con el Reglamento de Estudiantes vigente, expedido por la
Institucién, con base en la tesis “Obt
de frass de larva de mosca soldado y residuos de poda de fresa” realizado por la

sustentante, y el resultado fue:

AD, ) Al E

No. de acta:
2024FIN037342

Acta seguido se tomo protesta y para constancia del examen se levanta la presente acta, que.
firman de conformidad los participantes:

W
A
. EN C. VALERINGALTZONTZIN RASELL
SECRETARIO
VERA WORALES
LENTE
DR RAVDS LUz AN
SUPLENTE SUSTENTANTE
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