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1. Introduccion

El aumento continuo de la poblacién mundial, estimada a mas de 10.000 millones de personas
para el 2100, supone un enorme reto para la seguridad alimentaria mundial (Spinola et al., 2023).
Asi como lo indica Boland et al. (2013), junto a este aumento poblacional también se encuentra
el rdpido aumento de los ingresos, la poblaciéon y la urbanizacién. Estas caracteristicas han sido
responsables, en gran medida, del cambio en la dieta y del rapido incremento del consumo humano
de proteinas animales durante las dltimas décadas. Adicionalmente, las tendencias alimenticias de
los paises emergentes, que se basaban en alimentos bésicos y cereales, han dado paso a los habitos
alimenticios de los paises desarrollados, que dependen en gran medida de los alimentos provenientes
de animales (Cai et al., 2022). Entre las industrias alimenticias de animales que més produce a nivel
mundial, estd la industria avicola. Esta industria presenté un aumento del 3,9 % entre el 2020 y
2023, aproximadamente 3,89 millones de toneladas métricas, y se ha pronosticado una tendencia
al alza para el 2024 (Mezoughem et al., 2024). Esto a su vez, representa un aumento en el costo y
consumo de los alimentos necesarios para producir los alimentos provenientes de estos animales.

La principal fuente de proteina y aminodcidos en las dietas avicolas alrededor del mundo es la torta
de soya o harina de soya (SBM, por sus siglas en inglés) (Aguirre et al., 2022; Ibanez et al., 2020),
y su aceptacién global se debe a su alto contenido proteico y un perfil de aminoacidos adecuado
(Dei, 2011). El uso de la torta de soya depende de la composicién nutricional de la harina, y esta
proporciona una proteina vegetal de alta calidad y aminoacidos esenciales y no esenciales en la
alimentacién animal. Es importante destacar que la composicién nutricional de la harina de soja
depende de factores que actiian de forma independiente e interactiva, como la geografia, el medio
ambiente, las condiciones de procesamiento y la genética (Pope et al., 2023).

La produccién de animales monogastricos, como las gallinas ponedoras, y su alimentacién, requiere
de la obtencion de grandes cantidades de torta de soya, lo que a su vez exige grandes extensiones de
tierra por parte de los alimentos convencionales. Asi mismo, esta necesidad conlleva a la destruccién
de habitats, la deforestacion, y el uso de grandes cantidades de agua, con graves consecuencias para
el medio ambiente (Chaves et al., 2021).

En Colombia, se destina un 71 % de la inversién total en la industria de gallinas de postura al
uso y produccién de su alimento, contrastado con el 44 % de la inversién en el caso de las gallinas
de levante. Este enfoque resalta la importancia del componente alimenticio en la cadena de valor
de la produccion de huevos. A su vez, el pais ha evidenciado en las dltimas décadas un crecimiento
notable tanto en la produccién como en el consumo de los huevos. En el afio 2010, el consumo
per cépita se situaba en 214 huevos, y esta cifra aumenté a 325 huevos para el afio 2020. De igual
forma, para el ano 2020 se registré una produccién de mas de 16000 millones de huevos en todo el
pais (Cuéllar, 2022).

Lo anterior representa un gran reto para la industria avicola colombiana y los suministros alimen-
ticios que esta utiliza, puesto que, para alimentar 1 millén de gallinas ponedoras, son necesarias
alrededor de 120 toneladas de alimento al dia. Esto representa altos costos, puesto que las impor-
taciones anuales de alimentos de soya representan el 95% del consumo, y la mayoria de estas son
utilizadas en la fabricacién de alimentos balanceados para animales (MinAgricultura, 2020; USDA-
APHIS-VS, 2013). Esta situacién, sumada a la drastica subida de los precios, ha llevado a buscar
nuevas fuentes alternativas de proteinas para uso en la formulacién de los alimentos (Pootthachaya
et al., 2023).

Como alternativa, la biomasa de las microalgas surge como suplementos alimenticios en las dietas
de las gallinas para mejorar la eficiencia alimenticia de los animales, disminuir el uso de la torta



de soya y reemplazar diferentes aditivos sintéticos utilizados. Segin El-Hack et al. (2023), la in-
corporacién de pequenas dosis de microalgas ha mostrado mejoras en el crecimiento y la calidad
de los huevos, el funcionamiento intestinal, respuestas inmunes y metabolismo de los lipidos en las
gallinas.

Ahora bien, las microalgas se consideran un recurso alimentario prometedor debido a que en su
biomasa se han encontrado muchos compuestos biolégicamente activos (Hao et al., 2022), como lo
son el contenido promedio de las proteinas, que se compara o es mayor a los ingredientes alimen-
ticios convencionales alcanzando hasta el 71 % de la materia seca, presentan nutrientes invaluables
como lipidos, acidos grasos y polisacaridos complejos, fibra alimenticia, compuestos fendlicos con
propiedades bioactivas, y alcanzan niveles de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) de hasta un
44 % (El-Hack et al., 2023; Chaves et al., 2021; Pootthachaya et al., 2023).

Especialmente los polisacaridos presentes en las microalgas sirven como prebidticos y promueven
la formacién de un microbiota intestinal sana en el sistema gastrointestinal de las gallinas (El-
Hack et al., 2023). Ademds, también pueden producir moléculas antioxidantes como los alcaloides,
carotenoides, flavonoides y acidos grasos. Estos compuestos juegan un rol sumamente importante
en el control de procesos oxidativos celulares, y la industria alimenticia ha generado una urgencia
por producir este tipo de compuestos de manera natural, puesto que los antioxidantes artificiales
presentan riesgos para la salud (El-Hack et al., 2023; Luo et al., 2015).

Se han realizado multiples estudios que destacan el papel de las microalgas como alimento o
suplemento alimenticio en las gallinas ponedoras, y los beneficios que esto trae. Por ejemplo: Un
estudio realizado por Ekmay et al. (2015) durante 14 semanas utilizando gallinas con diferentes
dietas de microalgas y niveles de inclusiéon de estas en sus dietas, demostré que, aunque se redujera
el promedio de consumo de alimento al dia por parte de las gallinas, estos animales alimentados
con dietas de microalgas mostraron peso final similar, produccién total de huevos y calidad de los
huevos en comparacién a las gallinas que se alimentaron con otros aditivos.

La biomasa de microalgas adicionada a las dietas se convierte en fuentes importantes de ca-
rotenoides, que mejoran la pigmentacién en la yema de los huevos (Poveda-Viquez et al., 2023).
Especificamente, se observo que alimentar las gallinas con microalgas verdes como Chlorella, estas
mejoraban el rendimiento en su puesta de huevos y su eclosionabilidad de los mismos (Englmaierovéd
et al., 2013).

Evaluar el valor nutritivo y bioquimico de un nuevo ingrediente, como lo es la biomasa de Chlorella
sorokiniana, se considera el primer paso para determinar su idoneidad para el uso en alimentos
avicolas, que es uno de los factores mas importantes a tener en cuenta en la formulacién de los
alimentos. Una vez determinada la composicién quimica de un nuevo ingrediente, la digestibilidad
suele ser el aspecto mas crucial definir su calidad nutricional, ya que la digestion contribuye a la
descomposicién fisica y bioquimica del pienso y los nutrientes en el organismo como preparacién
para su absorcion. Ademads, la digestion es altamente dependiente de su solubilidad y el grado de
su hidrdlisis quimica y enzimatica en el intestino del animal (Tibbetts et al., 2016).

El valor nutricional de las microalgas para su uso en gallinas varia dependiendo de la especie
de microalga utilizada, su descomposicion quimica y la adaptacion del animal a las microalgas
como suplemento alimenticio. A su vez, la digestibilidad de estas biomasas microalgales depende
de multiples factores, como la composicién quimica y caracteristicas morfolégicas (Pootthachaya
et al., 2023).

Los ensayos in vitro que implican simulaciones digestivas de los ingredientes con enzimas digestivas



purificadas permiten el andlisis de un gran nimero de muestras sin uso de animales (Tibbetts
et al., 2015). Aunque no son completamente definitivos en cuanto a la respuesta completa del
animal al alimento suministrado, estos métodos pueden complementar la informacién bioquimica
y nutricional de las microalgas, puesto que son relativamente econémicos, se obtienen resultados
rapidamente haciendo uso de pocas cantidades de muestras, y en general, tienen la capacidad de

generar informacién nutricional valiosa potencial para la investigacién in vivo y el uso industrial
(Ferndndez-Garcia et al., 2009).

Por todo lo anterior, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar diferentes medios de cultivo
en la produccién de macromoléculas funcionales en la cepa de Chlorella sorokiniana UTEX 1230
como posible suplemento alimenticio para gallinas ponedoras.

2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar diferentes medios de cultivo en la produccién de macromoléculas funcionales en la cepa
de Chlorella sorokiniana UTEX 1230 como posible suplemento alimenticio para gallinas ponedoras.

2.2. Objetivos Especificos

1. Establecer el efecto de la adiciéon de polvo Clinker proveniente de la industria cementera en
la productividad de la biomasa Chlorella sorokiniana UTEX 1230.

2. Determinar la composicién nutricional de la biomasa de Chlorella sorokiniana UTEX 1230
bajo diferentes medios de cultivo y niveles de adiciéon de polvo Clinker.

3. Establecer de manera in vitro la digestibilidad y la solubilidad de las proteinas presentes en
la biomasa de Chlorella sorokiniana UTEX 1230.

3. Meétodos

3.1. Biomasa de Microalga
3.1.1. Microorganismos

La cepa de microalga seleccionada para este estudio fue Chlorella sorokiniana UTEX 1230 (1230).
Estas microalgas se encuentran dentro del cepario del laboratorio de biotecnologia del centro de
Argos para la innovacién (CApl), ubicado dentro de la Universidad EAFIT sede Medellin.

3.1.2. Propagacién Celular

La propagacion celular de la cepa UTEX 1230 se realizé en volimenes de 50 mL de medio de
cultivo estéril BBM-liquido (cultivo de activacién) y se adicioné toda la biomasa microalgal presente
en las cajas de Petri. Posteriormente, el pre-indculo se realizé en volumen de 1 L de trabajo con 850
mL de medio de cultivo estéril BBM Liquido y 50 mL de suspensién algal provenientes del cultivo
de activacion. La preparacién del inéculo se desarrolld, en volumen de trabajo de 2 L con 1 L de
cultivo estéril BBM-liquido y 1 L de suspension algal provenientes del pre-inéculo.

Las condiciones empleadas para la propagacion celular fueron: temperatura ambiente, fotoperiodo
12:12, intensidad de luz 52 ymol/m?s y burbujeo de aire enriquecido con COs.



El desarrollo experimental se realizé a escala laboratorio piloto, para esto se empleando un sistema
de fotobiorreactores (FBR) cilindricos tipo columna de burbujeo, ubicados en la planta piloto del
CApl. La preparacion del inéculo se desarrollé en FBR cilindricos de 20 L, elaborados en acrilico
transparente, y la dispersién de gases en el medio de cultivo se realizé mediante una membrana
difusora ubicada en la parte inferior del FBR. Las condiciones para el inéculo y el sistema experi-
mental en planta piloto CApl fueron: luz y temperatura ambiente, fotoperiodos naturales, flujo de
aire de 2,5 v.v.m (volumen de aire por volumen de medio por minuto), burbujeo de aire enriquecido
con 3% de COg sintético y medio de cultivo BBM-liquido no esterilizado.

Los medios de cultivos empleados en la investigaciéon fueron el Medio Basal de Bold (BBM,
por sus siglas en inglés), el cual es ampliamente utilizando en el cultivo de miltiples especies de
microalgas verdes (Chlorophyceae) sin la necesidad de suplementos adicionales como extractos de
suelos o vitaminas (Brown et al., 1964; Nichols and Bold, 1965). El segundo medio de cultivo fue
el fertilizante comercial de origen orgdnico Abonisa®y como tercer medio de cultivo el fertilizante
comercial inorganico Florilizer®), el cual es empleado principalmente para la florescencia, rico en
potasio, nitrégeno y fésforo.

3.1.3. Cinética de Crecimiento Celular

El crecimiento celular fue cuantificado mediante el método de peso seco cada 48 horas, hasta
alcanzar la fase estacionaria, utilizando filtros estériles de éster de celulosa (Advantec MFS, Inc)
con poro de 0.45 um, didmetro de 47 mm y balanzas de humedad Sartorius Mark-3.

3.1.4. Diseno de Experimentos

Con el fin de determinar el efecto generado por la adicién un agente externo en la produccién celu-
lar y porcentaje de proteina, al utilizar cada uno de los medios de cultivo anteriormente mencionados
(BBM, Fertilizante Inorgénico y Organico) se evaluaron tres disenos experimentales unifactoriales,
donde el factor fue la concentracién de Clinker con 3 niveles (300, 450 y 600 mg/L).

El diseno experimental para la obtencién de biomasa consté de triplicados para cada tratamiento,
incluyendo los diferentes niveles de concentraciéon de Clinker, asi como un grupo de control sin la
adicién de Clinker. Para un total de 36 unidades experimentales, El anédlisis estadistico de los
resultados se realizé por medio de un anélisis de varianza (ANOVA) con el 95% de confiabilidad,
usando el Software estadistico STATGRAPHICS Centurién versién X VI, en el cual se comprobaron
los supuestos del ANOVA mediante test cuantitativos de: Shapiro- Wilk, Kolmogorv, Levene y
Durbin — Watson. Se utilizé el test de Tukey para establecer que tratamientos presentaron efecto
sobre las variables de respuestas, las barras de error presentadas en las graficas corresponden al
error, para cada uno de los tratamientos.

3.2. Analisis Bromatolégico

Los andlisis bromatolégicos de las biomasas obtenidas a escala piloto fueron ceniza (Método
923.03), humedad (Método 930.15), lipidos (Método 920.39), fibra cruda (Método 962.09), y pro-
teinas (Método 984.13) bajo los esténdares de la AOAC (Latimer, 2023) y las Normas ICONTEC.
También se calculd el contenido de carbohidratos (Se encuentran descritos en la seccién 7).



3.2.1. Concentracién de Exopolisacaridos (EPS)

La evaluacién a la concentracion de exopolisacaridos se realizé llevando a cabo el método esta-
blecido en el Laboratorio de Biotecnologia del Centro Argos para la Innovacién (CApl), realizado
de la siguiente manera:

Inicialmente, se tomé una muestra de 20 ml: de microalga en su medio de cultivo después de agitar
bien. Después, se centrifugd la muestra a 3800 RPM durante 10 minutos. De este sobrenadante, se
tomaron 5 mL y se llevaron a un tubo Falcon™ de 50 mL (ThermoFisher Scientific), y a este se
adicionaron 15 mL de etanol a -4 °C para que se lograra obtener una relacién 3:1 entre el etanol y
la muestra.

Esto se llevé una centrifuga (5804/5804 Eppendorf™, ThermoFisher Scientific), a 4200 RPM y
20 °C durante 20 minutos. Aqui, se generé un pellet en el fondo del tubo Falcon™. Se procedi6 a
eliminar el sobrenadante para asi dejar inicament el pellet en el tubo. Este se resuspendié con 2
mL de hidréxido de sodio (NaOH, 1M) y se agité muy bien.

Posteriormente, este se llevé a bano maria durante 1 hora a 60 °C. Pasado este tiempo, se tomé 1
mL de la solucién y se llevé a un tubo de ensayo de vidirio. Aqui, también se adicionaron 0,5 mL de
fenol (5%, %p/V) y 2 mL de 4cido sulfirico (H2SO4, 98 %) grado analitico (Sigma-Aldrich). Esto
se dej6 reposar durante 15 minutos y se volvié a llevar al bano maria durante otros 15 minutos a
30 °C.

Finalmente, se llevé la muestra a una celda calorimétrica y se midié su longitud de onda a 492
nm. Con una curva de calibracion, se procedié a calcular la concentraciéon de exopolisacaridos en
la muestra.

3.3. Perfil de Acidos Grasos

Para el andlisis y la cuantificaciéon de acidos grasos presentes en la biomasa, se llevd a cabo el
Método 996.06 establecido por la AOAC (Latimer, 2023) para las grasas totales (totales, saturadas
e insaturadas) en los alimentos. Este procedimiento fue llevado a cabo junto con el laboratorio
Aoxlab (Laboratorio Aoxlab, Medellin, Colombia).

3.4. Determinacién de la solubilidad de la proteina

La solubilidad de la proteina presente en la biomasa de microalgas fue medida segtin el método
de Araba and Dale (1990) con las modificaciones presentadas por Pootthachaya et al. (2023) y
Tibbetts et al. (2016)). Inicialmente, se ubicaron 1,5 g de biomasa microalgal seca y 150 mL de
solucién de hidréxido de potasio a 0,2% (KOH, pH 13). Esto se incubé en un bafio marfa en
agitacion a 22°C y 60 RPM por 30 minutos. Esto se centrifugé a 2700 RPM durante 15 minutos
y se recolectd el sobrenadante. Finalmente, se utilizaron los mL del sobrenadante en el método
Kjeldahl para determinacién de proteina usando el valor de conversién de 6,25.

La solubilidad de la proteina se calculd utilizando la siguiente férmula:

%Proteina En El Sobrenadante

%Solubilidad =

% Proteina Muestra Original

3.5. Determinacién de la digestibilidad in wvitro

La digestibilidad de la biomasa microalgal se evalué usando soluciones y enzimas basadas en
simulaciones in vitro de la digestién gastrointestinal de los animales monogdstricos, en este caso,



las gallinas ponedoras. Aqui, se evalué la digestibilidad con pepsina diluida (DPD) y digestibili-
dad géstrica y pancredtica (DGP). Para ambos casos, los porcentajes de digestibilidad in vitro se
calcularon de la siguiente manera:

%D.IV % Proteina muestra jpicia — % Proteina muestra iratamiento
0 Jd.V. =

%Proteina muestra ipicial

3.5.1. Determinacion de la digestibilidad de la biomasa usando pepsina diluida

Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el método 971.09 de la AOAC Latimer (2023)
y Komaki et al. (1998), modificado por Pootthachaya et al. (2023) de la siguiente manera:

En erlenmeyers de 250 mL, se agregd 1 g de biomasa microalgal y esta se mezclé con 150 mL de
una solucién enzimética de pepsina porcina (P7000, Sigma-Aldrich) al 0,0002 %. Esta fue preparada
en fresco con acido clorhidrico (HCI, 0,075M, pH 1,5) siguiendo el método de (Miller et al., 2002).
Los frascos se llevan a bafio maria en agitacién durante 16 horas a 40°C y 60 RPM. Después de
la digestion, se pasaron los contenidos hidrolizados por medio de un papel filtro (110 mm, poro de
1,2 p) en un embudo, y se realizaron lavados de agua destilada caliente hasta que el filtro quedara
libre de acido.

Finalizada la filtracion, se puso a secar el papel filtro con los residuos in vitro durante la noche
en un horno a 80°C. Estos residuos se sometieron al método Kjeldahl mencionado anteriormente
para determinacién de proteina con un factor de conversion de 6,25.

3.5.2. Determinacién de la digestibilidad géstrica/pancreatica de la biomasa

Este procedimiento se llevé a cabo de acuerdo con el método descrito por Yegani et al. (2013) y
Tibbetts et al. (2016), modificado por Pootthachaya et al. (2023) de la siguiente manera:

Fase gastrica de la digestion: Se anadi6é 1 gramo de biomasa microalgal a un Erlenmeyer de
125 mL, junto con 25 mL de Buffer fosfato (0,1 M, pH neutro). Se redujo el pH a 2 afiadiendo 10
mL de HCI1 0,2 M y agitando la muestra para homogeneizar la solucién. Después, se anadié 1 mL
de solucién enzimdtica de pepsina porcina (25 mg/mL, P7000, Sigma Aldrich) y se agité de nuevo.
La mezcla se incubé en un bafio de agua a 40°C y 60 RPM durante 2 horas.

Fase pancreatica de la digestién: Se anadieron 10 mL de Buffer fosfato (0,2 M, pH neutro)
y 5 mL de NaOH a 0,6 M para llevar el pH a 6,8. Después, se anadié 1 mL de solucién enzimética
de pancreatina porcina que incluia proteasa, amilasa y lipasa (100 mg/mL, P1750, Sigma-Aldrich).
Tras una agitacion répida, los Erlenmeyers se incubaron en un bafio de agua a 40°C y 60 RPM
durante 4 horas.

Procesamiento final: El contenido se filtré a través de papel de filtro de 110 mm con un tamano
de poro de 1,2 ym en un embudo. Los residuos se enjuagaron con agua destilada tibia y se colocaron
en el filtro. Tras el filtrado, el papel de filtro que contenia los residuos in vitro se secé durante la
noche a 80 °C. Se determiné el contenido de proteinas mediante la técnica de Kjeldahl con un factor
de conversion de 6,25.

4. Resultados y Discusion

4.1. Crecimiento celular en medios de cultivo con diferentes concentraciones de
polvo Clinker

El efecto del polvo Clinker en el crecimiento celular de las microalgas, se observa en la figura 1,
2 y 3. En estas se evidencia un crecimiento celular en los diferentes medios de cultivo al exponerse



a Omg/L, 300 mg/L, 450 mg/L y 600 mg/L de polvo Clinker industrial.
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Figura 1: Cinética de crecimiento celular de C. sorokiniana en Fertilizante Organico Abonisa con
diferentes niveles de adicion de polvo Clinker.

En la figura 1 se muestra el efecto de los diferentes niveles de Clinker en el medio de cultivo de
fertilizante orgdnico Abonisa sobre el crecimiento celular de las microalgas. En todos los tratamien-
tos se inicié con una concentracién celular de 0,2 g/L, presentando una fase de adaptacién entre
los dias 1 y 3 de cultivo, seguido de una fase exponencial hasta el dia 14. El tratamiento que ma-
yor concentracién alcanzé fue el de 300 mg/L de adicién de Clinker alcanzando una concentracién
final de 2,31 g/L £ 0,11, seguido por el nivel de adicién de 450 mg/L, en donde se alcanzé una
concentracion celular de 2,25 g/L + 0,204, y el nivel de adicién de 600 mg/L donde se alcanzé una
concentracién celular de 1,64 + 0,37.

Por otro lado, la biomasa producida por el cultivo control del fertilizante orgdnico abonisa presenté
una menor crecimiento celular a través del tiempo, y una menor concentracién en general. Que las
biomasas producidas con adicion de polvo clinker presentaran un mayor crecimiento celular en
comparacién con la biomasa producida sin adicién de clinker sugiere que este puede actuar como
un estimulante del crecimiento celular en las biomasas que se cultiven con fertilizante orgdnico
abonisa, hasta cierto punto de concentraciéon del Clinker, ya que posiblemente a medida que se
incrementa los niveles de Clinker existe una inhibicién en el crecimiento celular, como sugiere Talec
et al. (2013), que al anexar concentraciones de polvo Clinker puede generar un efecto téxico en
diferentes cepas de microalgas.

En la figura 2 se observa el crecimiento celular del cultivo con el medio Basal Bristol y los diferentes
de adicién de Clinker. En esta cinética de crecimiento celular, se puede observar facilmente la fase
de adaptacién entre los dias 1 y 3, seguido de una fase exponencial de crecimiento desde el dia 3
hasta el dia 10 de la evaluacién. Después de esto, se reconoce una fase estacionaria para todos los
cultivos realizados hasta el dia 14, lo que indica que el cultivo llegé al equilibrio entre la muerte y
crecimiento celular.

Se evidencia que el tratamiento de 600 mg/L de polvo Clinker, fue el que presento menor con-
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Figura 2: Cinética de crecimiento celular de C. sorokiniana en Fertilizante Inorganico Florilizer con
diferentes niveles de adiciéon de polvo Clinker.

centracién celular lo que confirma la sugerencia de Talec et al. (2013), que estos niveles pueden
llegar a ser téxicos lo que disminuye el crecimiento celular, pues este fue el cultivo con una menor
concentracién celular alcanzada y con una cinética que menor crecimiento presenté durante la eva-
luacién, llegando unicamente a una concentracién celular maxima de 1,603 g/L + 0,201. La mayor
concentracién celular la presento el tratamiento sin adicién de polvo clinker. Contrastando los tra-
tamientos control del fertilizante organico Abonisa con el medio Basal Bold se evidencia un mayor
crecimiento celular en el control del Basal Bold, posiblemente esto se deba a que el medio Basal
Bold brinda una serie de micronutrientes especificos, como lo son el sulfato ferroso (FeSQOy,), acido
bérico (H3BO3), sulfato de zinc (ZnSOy), éxido de molibdeno (MoO3), entre otros micronutrientes
que el fertilizante organico no presenta, lo que puede conllevar a mayor crecimiento celular.

La cinética de crecimiento celular del cultivo de Fertilizante Inorganico Florilizer con los dife-
rentes niveles de adicién en la figura 3. Aqui, a diferencia de los medios de cultivo mencionados
anteriormente, no se alcanzaron picos de concentracién celular mayores a 1 g/L para todos los
tratamientos. Los niveles de adicién de 300 mg/L y 600 mg/ fueron los tratamientos que lograron
una concentracién celular mayor a 1 g/L, obteniendo 1,01 g/L + 0,21 y 1,12 g/L + 0,07, respec-
tivamente. Estos valores de concentracién los siguieron el nivel de adicién de 450 mg/L con una
concentracion celular de 0,92 g/L £ 0,27 y el cultivo control, con una concentracién celular de 0,88
g/L £+ 0,19.

En este ultimo, a diferencia de los controles en los medios previamente descritos, el cultivo control
llevado a cabo utilizando el fertilizante inorganico florilizer junto con el tratamiento control no
exhibié una relacién diferenciada en su crecimiento celular en comparacién con los tratamientos
que si incluyeron adicién de polvo Clinker. Esta observacién se refleja en la figura 3, donde el
crecimiento celular del cultivo control se mantiene en el mismo rango de crecimiento de los otros
cultivos.

A través de todos los medios de cultivo, el tratamiento que evidencié proporcionar mejores con-
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Figura 3: Cinética de crecimiento celular de C. sorokiniana en Fertilizante Inorganico Florilizer con
diferentes niveles de adiciéon de polvo Clinker.

diciones de crecimiento para la cepa C. sorokiniana fue el nivel de adicién de 300 mg/L de polvo

Clinker, mientras que las concentraciones mas bajas las presentaban los niveles de adicién de 600
mg/L.

El tiempo de cultivo para las microalgas puede variar de manera significativa dependiendo de la
especie de alga, condiciones de crecimiento, y el propdsito en si del cultivo realizado (Lee et al.,
2013). Generalmente, las microalgas son cosechadas durante su fase exponencial de crecimiento, ya
sea para el uso de biomasa o para usarlas como inéculo. En este trabajo, se buscé que el inéculo
inicial de C. sorokiniana utilizado para los cultivos se encontrara en su mayor valor de concentracién
celular (0,98 y 2,30 g/L) para cosecharla. Esta concentracién se encontré entre los 15-19 dias después
de su cultivo.

Con respecto a la adiciéon de polvo Clinker en todos los cultivos realizados, este no representé
riesgos téxicos ni acciones inhibitorias en el crecimiento celular, asi como se demostré en los estudios
realizados por Lara-Gil et al. (2016) y Talec et al. (2013). Sin embargo, los efectos observados en el
aumento de la concentracion en los cultivos realizados con bajos niveles de polvo Clinker sugieren
que este tiene acciones estimulantes en el crecimiento y puede funcionar como aditivo en los medios
de cultivo que demuestren poco crecimiento celular a través del tiempo.

Los resultados de productividad presentados en la figura 4, se analizaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA), donde se encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos
con un nivel de confianza del 95 %. Para establecer las diferencias entre los tratamientos respecto a la
productividad, se utiliz6 el test de rangos multiples Tukey. Los tratamientos donde la concentracién
de Clinker fue de 300 mg/L presentaron mayor productividad, lo que sugiere que la productividad es
mayor cuando existe la presencia del polvo hasta una determinada concentracion, ya que después se
genera una inhibicion en el crecimiento por incremento de este agente externo. Este comportamiento
posiblemente pueda explicarse por qué la adicién del Clinker puede generar que la maquinaria celular
dirige el nitrégeno hacia la sintesis de proteinas, incluidas probablemente proteinas reparadoras o



desintoxicantes, hasta un punto (300 mg/L de Clinker) y luego el exceso genera inhibicién como lo
reporta Talec et al. (2013).
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Figura 4: Productividad de biomasa obtenida de C. sorokiniana en diferentes concentraciones de
Clinker. Las letras iguales corresponden a grupos estadisticamente homogéneos segun el test de
Tukey, con un nivel de confianza del 95 %.

4.2. Produccion de proteinas

En la figura 5, se puede observar que los tratamientos con diferentes concentraciones de Clinker en
los medios de cultivo de Fertilizante Organico Abonisa y el Medio Basal de Bold lograron producir
una cantidad de proteina similar, manteniéndose en un rango de porcentaje de proteina que no
supera el 20 % para todos los tratamientos aplicados, incluyendo el tratamiento control. Las células
cultivadas en el medio inorgénico Florilizer tuvieron la mayor capacidad de produccién de proteina,
superando el 40 % de contenido de proteina en la biomasa producida para todos los tratamientos.

Asi mismo, los demds niveles de adicién de polvo Clinker presentaron una alta produccién de
proteina en sus biomasas, con porcentajes de proteina de 41,95 % y 47,73 % para los tratamientos con
450 mg/L y 600 mg/L de adicién de polvo Clinker, respectivamente. Incluso la biomasa producida
por el tratamiento control también presenté un porcentaje de proteina de 43,81 %, con una diferencia
en la produccién de 64,4 % comparado con el control del Fertilizante Orgénico Abonisa, y de
67,2 % comparado con el control del Medio Basal de Bold (figura 5). Lo anterior sugiere que los
diferentes tratamientos de estimulacién con polvo Clinker no presentan una incidencia significativa
en la produccién de proteinas a nivel celular, sino que algin otro factor en comun a través de los
tratamientos, como lo puede ser el medio de cultivo, la temperatura, agitaciéon de los sistemas de
cultivo, entre otras variables.

Esto es coherente con Amorim et al. (2021), donde se destaca que el nitrégeno es el parametro mas
importante a la hora de producir proteinas en los cultivos de microalgas. Para la biomasa producida
en el medio de cultivo con mayor concentraciéon de nitrégeno, se presenté una mayor producciéon
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Figura 5: Produccion de proteina dentro de las células de Chlorella sorokiniana para los niveles de
adicion de polvo Clinker y medios de cultivo.

de proteinas en todos los tratamientos aplicados, independientemente de la concentracion del polvo
Clinker. Lo anterior también demuestra que, para que haya una mayor produccién de proteina por
parte de las microalgas, se espera que estas tengan un alto consumo de nitrégeno a través de su
cultivo. Tanto asi, que la implementacién de fuentes de nitrégeno de calidad comercial y bajo costo,
como lo son los fertilizantes agricolas, es crucial para la viabilidad de los cultivos de microalgas a
gran escala Soares et al. (2018).

Adicionalmente, cuando las microalgas se encuentran en condiciones de privaciéon de nutrientes,
inducen la acumulacién de lipidos y moléculas ricas en carbono para su almacenamiento de energia
o proteccién contra demds tipos de estrés (Amorim et al., 2021). Este tipo de acumulacién se
puede reconocer en la composicién nutricional de las biomasas cultivadas en los medios Basal
Bold y Fertilizante Organico Abonisa, donde estos podrian estar aplicando un estrés de nutrientes
esenciales para la produccién de proteinas, como lo es el nitrégeno y foésforo. Tanto asi, que este
estrés y el mecanismo de proteccién aplicado por las microalgas también explica la reduccion en la
produccién de proteina para estas biomasas.

Lo anterior también se evidencia en los resultados obtenidos de proteina presente en las biomasas
cultivadas en medio Basal Bold y el fertilizante Organico Abonisa, donde los tratamientos que no

presentaban algin tipo de estrés por parte del polvo Clinker fueron quienes evidenciaron tener un
mayor porcentaje de proteina.

Finalmente, es importante resaltar que la composiciéon de aminoacidos, ya sean aminoacidos hi-
drofébicos o hidrofilicos, también tiene incidencia en qué tanto se puede digerir la biomasa de las
microalgas. Segun Pootthachaya et al. (2023), para que las proteinas de las biomasas sean solubles,
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se necesitan un porcentaje considerable de aminodacidos hidréfobos. Por esta razon, es necesario de-
sarrollar investigaciones futuras en la composicién de aminoédcidos que permitan entender la calidad
de la proteina aplicada a las dietas de las gallinas.

4.3. Composicién Bromatoldgica de las biomasas

Para que un producto biolégico pueda ser aplicado como alimento, a este se le debe realizar
un andlisis bromatolégico, también conocido como un andlisis nutricional. Este tipo de estudios
permite reconocer las caracteristicas nutricionales del alimento, su composiciéon quimica, posibles
alteraciones, entre otras caracteristicas. En las figuras 6,7 y 8. se muestra la composicién nutricional
total de la biomasa cultivada con los tres medios de cultivos empleados y diferentes niveles de adicién
de polvo Clinker.

En las tres producciones de biomasa de microalgas con los medios de cultivo Fertilizante Organico
Abonisa, Medio Basal de Bold (BBM) y Fertilizante Inorgénico Florilizer, no se present6 carencia de
los componentes nutricionales evaluados, es decir, se presenté una composicion nutricional completa
para el contenido bromatolégico del suplemento. No obstante, se evidencié una diferencia en el
promedio de composicién nutricional total de la biomasa producida con los diferentes medios de
cultivo.

En la figura 6, se muestra la composicién de las biomasas producidas con el Fertilizante Organico
Abonisa y los diferentes niveles de adicién de polvo Clinker, donde se presenté una composicién
nutricional constante a través de los niveles de adicién, y con presencia de variaciones en las carac-
teristicas nutricionales totales de las caracteristicas evaluadas. Para la biomasa producida con un
nivel de adicién de 600 mg/L de polvo Clinker, la cantidad de grasa obtenida fue mayor a compara-
cién de las biomasas con los demas niveles de adicién. Para este tratamiento, el porcentaje de grasa
fue de 15,05 %, a diferencia del tratamiento de los tratamientos 300 mg/L, 450 mg/L y 0 mg/L de
adicién que presentaron un porcentaje de 4,12 %, 4,54 % y 3,64 % de grasa, respectivamente.

Se obtuvo una diferencia marcada en el contenido de cenizas, aqui, el tratamiento con 600 mg/L
de adicién de polvo Clinker presenté 22,35 % de cenizas, seguido del tratamiento con 450 mg/L de
adicién que present6 un 21,41 %, el tratamiento con 300 mg/L de adicién que present6 un 14,79 %
de cenizas, y finalmente el tratamiento con 0 mg/L de adicién, que solamente presenté un 6,71 %
de adicién.

En este ultimo tratamiento, el tratamiento control, se evidencié una diferencia en los perfiles
nutricionales de grasa, humedad, cenizas y carbohidratos a comparacién de las otras biomasas
producidas con los diferentes niveles de adicién de polvo Clinker establecidos. Aqui se observé un
aumento en el porcentaje de humedad y carbohidratos, y una disminucién en el porcentaje de
cenizas y grasas.

En la figura 7 se muestra cémo se compone las biomasas obtenidas con diferentes niveles de adicion
de polvo Clinker y el Medio Basal de Bold. Las diferentes composiciones nutricionales obtenidas
con los niveles de adicién de Clinker empleados demuestran una similitud entre ellas. Sin embargo,
como se describe en la seccién anterior, se diferencian entre ellas no sélo por su porcentaje de
proteina, sino también por su porcentaje de grasas.

Aqui, todas las biomasas obtenidas de los cultivos con diferentes niveles de adicién de Clinker
presentaron un rango porcentual de cantidad de grasa similar, que va desde los 2,24 % para el
tratamiento sin adicién de polvo Clinker, hasta el tratamiento con 450 mg/L de adicién, que alcanzo
un porcentaje de 3,68 % de grasa. No obstante, en la biomasa que se obtuvo del cultivo con 600
mg/L de adicién de polvo Clinker, se presentaron resultados opuestos a los que presenté la biomasa
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Figura 6: Composiciones bromatoldgicas de las biomasas obtenidas en los diferentes tratamientos
con fertilizante organico Abonisa

cultivada con Fertilizante Organico Abonisa y este mismo tratamiento. En este caso, el porcentaje
de grasa obtenido sélo alcanz6 el 0,24 %.

Adicionalmente, se observé una regularidad entre los perfiles nutricionales de carbohidratos y
fibra a través de las biomasas producidas con los diferentes niveles de adicién de polvo Clinker.
Para el caso del perfil nutricional de carbohidratos, la biomasa que mayor porcentaje obtuvo fue la
biomasa con el tratamiento control, con 56,31 %; y la biomasa que menor porcentaje obtuvo fue la
biomasa con el tratamiento de 300 mg/L de polvo Clinker, con 49,4 %. Para el perfil nutricional de
fibra, esta se mantuvo a través de todas las biomasas en un rango de 2,53 % por parte de la biomasa
con 300 mg/L de tratamiento y de 3,68 % por parte de la biomasa con 600 mg/L de tratamiento.

Es importante resaltar las diferencias que se presentan en la composicion nutricional del tra-
tamiento control en comparacién con las dem&s biomasas que tenian adicién de polvo Clinker.
Adicionalmente a las diferencias que se evidenciaron en la composicién de grasa y proteina, el tra-
tamiento control destacé en su aumento en el porcentaje de humedad con un 8,63 %, mientras que
los demads niveles de humedad presentaron valores menores, oscilando entre 7,15% y 7,31 %. Por
otro lado, se observé una disminucion en el porcentaje de cenizas en el tratamiento control, con
un 14,78 %, a diferencia de los demés niveles de ceniza que registraron valores mas altos, entre el
23,18% y el 27,13 %.

Al observar la composicién nutricional de las biomasas producidas con los diferentes niveles de
adicion de polvo Clinker y el Fertilizante Inorganico Florilizer en la figura 8, no sélo se evidencia una
diferencia entre las biomasas con diferentes niveles de polvo Clinker, sino también entre las biomasas
producidas con los medios de cultivo anteriormente descritos. Aqui, se produjo un porcentaje de
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Figura 7: Composiciones bromatoldgicas de las biomasas obtenidas en los diferentes tratamientos
con el medio Basal Bold

grasa diferente a través de las biomasas producidas bajo la adicion de los diferentes niveles de polvo
Clinker, donde el mayor porcentaje fue de 13,27 % y lo present6 la biomasa con 0 mg/L de adicién
de polvo Clinker, y el menor porcentaje fue de 2,6 % y lo presenté la biomasa con 450 mg/L de
adicién de polvo Clinker.

Consecuentemente, la cantidad de carbohidratos que se obtuvieron de todos los tratamientos
de adicién de polvo Clinker usando este medio fueron mucho menores siendo comparados con
las biomasas obtenidas de los cultivos con los medios anteriores. Con el Fertilizante Inorganico
Florilizer, los cultivos alcanzaron un méximo de 28,63 % de carbohidratos con el tratamiento sin
adicién de polvo Clinker, y un minimo de 8,74 % de carbohidratos con el tratamiento de 300 mg/L
de adicion.

Es importante resaltar las diferencias entre las composiciones nutricionales de las biomasas con
tratamientos de adicién de polvo Clinker y la biomasa en donde este no se adicioné. En consecuen-
cia, se presentaron diferencias en el porcentaje de fibra y de cenizas entre la biomasa del tratamiento
control y las demds biomasas producidas. Para el perfil nutricional de fibra, la biomasa del trata-
miento control presenté un porcentaje de 3,57 %, mayor a comparacién de las deméas biomasas, que
su porcentaje de fibra se mantuvo en un rango de 1,03 % a 1,65 %.

Adicionalmente, para el perfil nutricional de cenizas, la biomasa del tratamiento control produjo
un 4,73 %, menor a comparacién de las demds biomasas, las cuales presentaron valores de cenizas
en un rango de 24,19 % a 26,11 %.

A pesar de todas estas diferencias entre los perfiles nutricionales de las biomasas obtenidas con
los diferentes tratamientos, el perfil nutricional de humedad se mantuvo entre 6,27 % y 7,78 %, un
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rango similar para las biomasas con los diferentes tratamientos de adicién de polvo Clinker.
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Figura 8: Composiciones bromatoldgicas de las biomasas obtenidas en los diferentes tratamientos
con el fertilizante inorganico Florilizer

A pesar de que las biomasas cultivadas con el fertilizante organico Abonisa y el medio de Basal
Bold presentaran un bajo porcentaje de proteina en comparacién con las biomasas obtenidas del
cultivo con el fertilizante inorganico Fertilizer, estas también pueden ser consideradas suplementos
alimenticios para gallinas, dependiendo de las necesidades alimenticias y productivas del animal,
debido a su alto contenido en carbohidratos y fibra, ya que los carbohidratos componen la mayor
proporciéon de las dietas para gallinas utilizadas comuinmente, y este compuesto es considerado la
mayor fuente de energia para las gallinas y su microflora intestinal (El-Hack et al., 2023).

Por otro lado, han reportado cepas de Chlorella sorokiniana que, a diferencia de los resultados
obtenidos, logran producir hasta 37 % de lipidos en su biomasa (Kakarla et al., 2018). Sin em-
bargo, los niveles de lipidos obtenidos representan una ventaja en la formulacion de suplementos
alimenticios animales, donde el promedio de la literatura es de alrededor del 6 %.

En particular, se observa que las biomasas cultivadas en el medio basal de Bold exhiben menores
niveles de lipidos en comparacién con las biomasas obtenidas utilizando otros medios de cultivo.
Esta disparidad puede atribuirse a un posible estrés celular inducido por la escasez de nutrientes
en el cultivo. Aunque limitar la disponibilidad de nutrientes es una practica comun para inducir la
acumulacién de lipidos en las microalgas (Song et al., 2022), las condiciones de estrés resultantes
de la deficiencia de nutrientes esenciales como lo son el nitrégeno y el fésforo pueden disminuir la
produccién de biomasa y, consiguientemente, afectar de forma negativa el rendimiento final de los
lipidos (Maltsev et al., 2023).

A su vez, se destacan notables concentraciones de lipidos en la biomasa cultivada utilizando
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el Fertilizante Organico Abonisa y con la mayor adicién de polvo Clinker. Esta alta concentracién
puede ser atribuida a diversos factores que inducen el estrés celular, la sobresaturacién de nutrientes
como el fésforo, y la presencia de aditivos que afectan la integridad morfolégica de la microalga,
entre otros (Song et al., 2022).

La importancia de la fibra como componente alimenticio, especialmente en las aves de corral como
las gallinas, es altamente debatido. Este componente se ha reportado como un componente funcional
para los érganos digestivos de las aves, o un antinutriente (Tejeda and Kim, 2021). Sin embargo,
de manera general, se ha desaconsejado alimentar a las aves de corral con fibra debido a sus afectos
adversos sobre el rendimiento y el uso de los nutrientes por parte del animal. Especificamente,
al incluir cantidades adecuadas de fibra dietética a en las dietas avicolas, favorece el desarrollo
gastrointestinal, el rendimiento del crecimiento, y evita el consumo excesivo de alimento sin impedir
el crecimiento de las aves. Sin embargo, es necesario definir como se incluye esta fibra en las dietas
avicolas (Jha and Mishra, 2021).

Por ejemplo, en el estudio realizado por Poveda-Viquez et al. (2023), se determiné una baja
concentracién de fibra para la biomasa de Anthrospira maxima que utilizaron, y esta a su vez al ser
anadida en pequenas concentraciones en las dietas de las gallinas, genera una alta disponibilidad
nutricional de la biomasa seca, por lo que los valores obtenidos en los diferentes tratamientos tienen
a ser atractivos a esta industria debido a su equilibrado valor de fibra.

Adicionalmente, todas las biomasas con tratamiento de adicién presentaron altos niveles de ceniza
en comparacion a los controles, que se puede deber a los niveles de adicién de Clinker. Esta ceniza,
quien aporta el contenido de minerales para las gallinas y es un elemento crucial para la formacién
de la cascara del huevo en las gallinas ponedoras, resulta ser beneficiosa para la salud animal
(Gkarane et al., 2020).

Dados los resultados obtenidos, todas las biomasas cultivadas con C. sorokiniana se pueden
considerar como suplementos alimenticios para gallinas ponedoras gracias a su composicién rica
en carbohidratos, fibra, cenizas, grasas, entre otros. Sin embargo, entre las biomasas con mayor
porcentaje de proteina, la biomasa cultivada en el Fertilizante Inorgénico Florilizer con 300 mg/L
de adicién de polvo Clinker se considera un suplemento alimenticio que logra anadir caracteristicas
nutricionales pertinentes a los alimentos cominmente utilizados para gallinas. Esto se debe a un
aumento en el porcentaje de proteina, cenizas, lipidos, y una disminucion en la fibra digestiva y los
carbohidratos.

4.4. Concentraciéon de exopolisacaridos (EPS) en las biomasas

Los resultados de produccién de exopolisacaridos en diferentes tratamientos de concentraciones
de Clinker en los medios de cultivo fertilizante organico Abonisa, medio basal de Bold y fertilizante
inorgénico Florilizer se evidencian en la figura 9. En el caso de las microalgas cultivadas en el medio
fertilizante orgdnico Abonisa, reportaron la mayor cantidad de exopolisacdridos a través de todos
los tratamientos utilizados. Sin embargo, se observé una menor produccién para las microalgas
cultivadas con el tratamiento de 600 mg/L de adicién de polvo Clinker. Asi mismo, las microalgas
sin adicién del Clinker reportaron niveles bajos en su produccién de exopolisacaridos, similares a
los anteriormente mencionados.

Para los cultivos de microalgas con adicién de 300 mg/L y 450 mg/L de polvo Clinker, estos
reportaron altos niveles de concentracién de exopolisacéridos, superando los 100 mg/L de glucosa
presente en los cultivos para las microalgas con ambos niveles de adicion.

Para las microalgas cultivadas con Basal Bold y con fertilizante inorgdnico, la produccion de
exopolisacaridos fue mucho menor en comparacion con el cultivo anteriormente descrito. No obs-
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Figura 9: Produccién de EPS de los diferentes tratamientos

tante, las microalgas de estos cultivos reportaron niveles relevantes de exopolisacaridos, con un
maximo de 40,02 mg/L £ 0,02 para las microalgas cultivadas en el tratamiento de 450 mg/L de
adicién de Clinker en el medio BBM, y para el fertilizante inorgénico Fertilizer, un maximo de 54,90
mg/L £+ 0,08 en el tratamiento de 300 mg/L de adicién de Clinker. A su vez, para las microalgas
cultivadas en el medio Basal Bold para los tratamientos control y con 600 mg/L de adicién de
polvo Clinker, se observaron niveles de exopolisacaridos menores a los mencionados anteriormente.
Consiguientemente, para el tratamiento con el fertilizante inorganico Fertilizer, las microalgas cul-
tivadas con los tratamientos de 300 mg/L y 450 mg/L de adicién fueron quienes produjeron una
mayor cantidad de exopolisacédridos, con 54,90 mg/L + 0,08 y 48,83 mg/L + 0,39. Mientras tanto,
los tratamientos con 600 mg/L y 0 mg/L de adicién reportaron niveles de exopolisacdridos que no
superaron los 7 mg/L de glucosa (figura 9).

Es importante destacar que en los cultivos de microalgas sin adicién de Clinker se registré la menor
cantidad de exopolisacéridos en todos los medios de cultivo empleados. Esto podria indicar que la
adicion de polvo Clinker actiia como un agente estimulante para la produccién de exopolisacaridos
por parte de los cultivos de microalgas. Sin embargo, después de los controles, los niveles mas bajos
observados fueron en los cultivos con el nivel més alto de adicién de polvo Clinker, con la excepcién
de los resultados obtenidos utilizando el medio Basal Bold. Aqui, los niveles de exopolisacaridos en
este tratamiento y en el tratamiento con 300 mg/L de adicién de Clinker fueron comparables.

Como se menciond anteriormente, los exopolisacaridos funcionan como una barrera fisica que
protege a la microalga de agentes daninos o condiciones ambientales adversas, y su rol principal es
mantener la integridad y funcién de las membranas biol6gicas celulares (Rossi and Philippis, 2016;
Tamaru et al., 2005). A la hora de exponer los cultivos celulares a estrés celular por la adicién
de un estimulante como lo es el polvo Clinker, se puede observar un aumento en su produccién
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de exopolisacdridos a comparacion del cultivo control. Sin embargo, como se puede observar en la
fig 9, cuando hay una mayor concentracién de este polvo Clinker en el cultivo, la producciéon de
exopolisacaridos también disminuye a un nivel cercano de los cultivos control. Todo esto sugiere
que, si bien la adicién de polvo Clinker puede estimular la produccién de exopolisacaridos en los
cultivos de microalgas, un exceso de este aditivo podria inhibir su produccién.

Un factor importante para futuras investigaciones es la relacion carbono-nitrégeno en los medios
de cultivo y su incidencia tanto en la produccion de exopolisaciridos como en la produccién de
proteina. Se ha observado que la reduccién del contenido de nitrégeno en los medios de cultivo pro-
voca la sintesis de exopolisacaridos, probablemente al incremento en la relaciéon carbono-nitrégeno
que esto genera (Kumar et al., 2007). A su vez, en el estudio realizado por Cai et al. (2022) se
observé que la disminucién en la relacién carbono-nitrégeno promueve la sintesis de glutamato en
las células de las microalgas, que después incrementa la sintesis de proteinas. Ahora bien, a través
de la literatura se han definido multiples beneficios de la suplementacién con expolisacaridos de
origen microbiano y microalgal para las gallinas ponedoras. Estas sustancias han sido exploradas
como una excelente alternativa a los antibiéticos aplicadas en la industria del alimento para el
ganado y las gallinas, gracias a sus propiedades bioldgicas y funcionales (Yang et al., 2023).

En un estudio realizado por Ashfaq et al. (2020), donde evalué el efecto de prebiéticos como los
exopolisacaridos, en el microbiota gastrointestinal de las gallinas de engorde. Aqui, se sugiere que los
exopolisacaridos de origen microbiano no sélo inhiben el crecimiento de bacterias patégenas como
E. coli o Salmonella, sino que también favorecen el crecimiento de microorganismos beneficiosos
en el intestino delgado de estos animales. Esto se debe a que los exopolisacaridos presentes en las
biomasas de microalgas no tienen la capacidad de fermentarse completamente por la microbiota
gastrointestinal de los animales. Entonces, cuando estas sustancias pasan al intestino grueso, actiian
como prebidticos mejorando el desarrollo y funcion de bacterias beneficiosas como Lactobacillus y
Bifidobacterium (El-Hack et al., 2023).

4.5. Costo de produccién de biomasa

Actualmente, el costo para produccién de biomasa microalgal sigue siendo el mayor cuello de
botella de esta tecnologia ya sea para ser utilizada como alternativa para reduccién de gases efecto
invernadero, produccién metabolitos, produccién de suplemento alimenticio etc (Chaves et al.,
2021; Song et al., 2022; Muys et al., 2019; Lara-Gil et al., 2016; Spinola et al., 2022). Por lo que
diferentes investigaciones se centran en la disminucién de costos del proceso de produccion de
biomasa microalgal entre la que resalta el reemplazo del medio de cultivo por medios que sean
econémicos, por lo que el presente trabajo evalué 2 medios de cultivos (el fertilizante orgénico
Abonisa y el fertilizante inorganico Fertilizer), con el fin de evaluar el costo de produccién de
biomasa.

La figura 10, muestra el costo aproximado de produccién de 1 kg biomasa al emplear la concen-
tracion celular méxima encontrada en cada uno de los medios evaluados. En esta figura se evidencia
que el mayor costo de produccién lo tiene el medio de cultivo Basal Bold, debido a la cantidad de
sales que se utilizan para su preparacién, mientras que los fertilizantes comerciales presentaron los
valores mas bajos, lo que indican que podrian ser un medio de cultivo atractivo para reemplazar el
Basal Bold y producir biomasa a gran escala.

Considerando los resultados obtenidos con relaciéon a la concentracién de proteinas y exopoli-
sacéaridos, asi como el analisis del costo asociado a la produccién de biomasa, se definié como
objeto de estudio para la determinacion del perfil lipidico y la evaluacion in vitro, a la biomasa
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obtenida mediante el cultivo con el fertilizante inorganico florilizer y la adicién de polvo clinker a
una concentracién de 300 mg/L.

4.6. Composicién de acidos grasos de la biomasa seleccionada (Fertilizante
Inorganico Fertilizer, 300 mg/L Clinker)

Al obtener los resultados de acidos grasos para la biomasa seleccionada, se obtuvo una concen-
tracién total de 3,27 g/100g, y dentro de esta, se obtuvo la composicién observada en la figura
12. Aqui, en coherencia con Kalwani et al. (2024), los 4cidos grasos que representaban la mayoria
de la composicién en la biomasa de C. sorokiniana con adiciéon de polvo clinker fueron el dcido
v-linoléico (C18:3), el 4cido linoléico (C18:2) y el acido palmitico (C16:0), con una concentracién
de 1,43 g/100g, 0,75 g/100g y 0,61, respectivamente.

Tanto los lipidos como los 4cidos grasos obtenidos de las microalgas son componentes nutricionales
altamente investigados. Muchas especies de microalgas son fuentes ricas en PUFAS n-3 de cadena
larga, como lo son el DHA, EPA y DPA, los cuales son requeridos en las dietas de las gallinas
(El-Hack et al., 2023).

Sin embargo, para entender los resultados de acidos grasos obtenidos, es importante resaltar la
sintesis de los acidos grasos saturados. Esta ruta metabdlica es similar tanto en las plantas como
en las microalgas, y se divide en tres vias distintas apoyadas por tres sistemas enzimaticos:

En primer lugar, la biosintesis del dcido palmitico (16:0) y otros dcidos grasos saturados se com-
pleta a partir del acetil-CoA, siguiendo la via de la sintasa de dcidos grasos (FAS, por sus siglas en
inglés); después, se producen nuevos alargamientos de cadena, y finalmente, desaturaciones como
parte de las vias n-3 y n-6 para producir acidos grasos poliinsaturados mds complejos (Remize
et al., 2021).

Tras ser sintetizados por la via FAS, los 16:0 abarcan un ltimo paso de condensacion, reduccion,
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mg/L Clinker)

deshidratacién y reduccion, respectivamente, y dan lugar a un acido graso saturado de dos carbonos
més largo: el dcido estedrico (18:0). 16:0 y 18:0 son los principales productos de la via FAS en las
microalgas (Khozin-Goldberg, 2016). Lo anterior es coherente con los resultados obtenidos, pues
uno de los dcidos grasos que presenté mayor concentracion en la biomasa seleccionada fue el dcido
palmitico (C16:0), el cual es el primer acido grasos sintetizado en las microalgas, y precursor de
acidos grasos mas complejos. Otro de estos precursores es el dcido graso C18:0, sin embargo, este
presentd una concentracién mucho més baja en la biomasa.

Después, en las vias convencionales para desaturar los acidos grasos de la ruta FAS en acidos
grasos mas complejos, el 18:1n-9 es desaturado por la enzima A12 desaturasa y posteriormente por
una enzima A15 desaturasa para formar acido linoléico y acido a-linolénico, respectivamente, los
precursores de las familias de dcidos grasos n-6 y n-3 (Remize et al., 2021).

En la biomasa seleccionada, se puede observar una alta concentracién de acido linoléico (C 18:2)
y acido 7-linoléico (C18:3), donde el primero es el precursor del segundo, y este es el primer &cido
graso complejo en la biosintesis de dcidos grasos n-6 (Mahendra et al., 2023).

En las gallinas, los dcidos grasos linoléicos y «-linoléicos se transfieren al tejido adiposo y otros
tejidos (Mahendra et al., 2023). Adicionalmente, se conoce que el dcido 7-linoléico mejor a la
salud de las gallinas actuando como un agente anti-inflamatorio, antitrombdético, antiproliferativo,
y agente reductor de lipidos (El-Demerdash, 2011; Watanabe et al., 2014). A su vez, como se
menciona en Kishawy et al. (2019), el enriquecimiento muscular con omega-3 y omega-6 puede
reducir el riesgo a enfermedades cardiovasculares, reduciendo los niveles de colesterol lipoproteinas
de baja densidad en la sangre.

Aunque estos resultados demuestran un excelente potencial en la aplicacién de microalgas como
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suplemento de acidos grasos, al comparar la composicién de dcidos grasos de la biomasa seleccionada
(FIF, 300 mg/L Clinker) con la composicién reportada en la literatura (Lee et al., 2013), se observa
que la biomasa seleccionada no alcanza los niveles de concentracion mencionados. En la literatura
consultada, se evidencian concentraciones de acido palmitico (C 16:0), 4cido linoleico (C 18:2) y
acido ~-linoléico (C 18:3) de 13.06 %, 55.02 % y 10.09 %, respectivamente.

4.7. Solubilidad y Diegstibilidad in wvitro de la proteina producida por la bio-
masa seleccionada (FIF, 300 mg/L Clinker)

La tabla nimero 1 presenta tanto la solubilidad de la proteina como la digestibilidad in vitro de
la biomasa cultivada en el fertilizante inorganico florilizer con adicién de 300 mg/L de polvo Clin-
ker. Para la evaluacién de solubilidad de la proteina, se observé un 75,70 % = 5,71 de solubilidad.
Por otro lado, estableciendo la digestibilidad in vitro de esta biomasa, en la digestibilidad bifasi-
ca (gastrica y pancredtica) se obtuvo un alto porcentaje de digestién de la proteina, alcanzando
58,22 % =+ 6,01. La digestibilidad con pepsina diluida, el porcentaje de digestibilidad fue menor a
la digestibilidad bifésica, en donde se reporté un 41,49 % =+ 4,20 de digestién.

Valor (%)
Solubilidad de proteina 75,7024 + 5,71
Digestibilidad
con Pepsina Diluida
Digestibilidad Bifasica
(Géstrica/Pancreética)

41,4936 £ 4,20

58,2298 £ 6,01

Tabla 1: Valores de solubilidad de la proteina y digestibilidad invitro

En este trabajo, se aplicaron metodologias que permitieron la digestién tanto quimica como en-
zimdtica. Al juntar las digestiones del &cido clorhidrico a niveles bajos de pH (1-2,5) y la pepsina a
concentraciones comunes del estémago monogastrico (0,0002 %), se pudo evidenciar una degrada-
cién en las paredes celulares y una hidrdlisis en las proteinas liberadas como lo reporta (Tibbetts
et al., 2016).

Sin embargo, los resultados presentados en la investigacion previamente mencionada contrastan
con los resultados obtenidos, puesto que en esta se registraron valores de solubilidad de proteinas,
digestibilidad con pepsina diluida y digestibilidad bifdsica de 83.4 %, 80 % y 69 %, respectivamente;
y en esta evaluacién no se reflejé6 una digestion eficiente de las proteinas en presencia de bajas
concentraciones de pepsina, en donde se alcanzd el porcentaje mas bajo a través de todos los
ensayos, con un 41,49 + 4,20 %.

Aun asi, es importante resaltar que la determinacién de la digestibilidad in vitro implementan-
do diferentes cécteles de enzimas digestivas, condiciones de ensayo y métodos de preparacion de
muestras ha sido variable, oscilando entre el 27 % y 97 % de digestibilidad (Tibbetts et al., 2015).

Como se ha resaltado anteriormente, la composicién quimica de las microalgas varia considera-
blemente entre las distintas especies e incluso dentro de cada una de ellas, dependiendo de la época
de cosecha, factores medioambientales, entre otros.

Las microalgas verdes, tales como C. sorokiniana, contienen celulosa y otros carbohidratos inso-
lubles reticulados como componente principal en su pared celular, que afecta en gran medida la
digestibilidad y uso de los nutrientes, especialmente las proteinas, a la hora de ser digeridas por
aves de corral (Pootthachaya et al., 2023; Spinola et al., 2023). Por esta razén, el alto contenido de
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proteinas que las microalgas tienden a presentar no logra ser digerido correctamente, y presentan
una digestibilidad relativamente baja.

En adicién a la determinacién de la digestibilidad usando enzimas digestivas, en este trabajo
también se determiné la solubilidad de la proteina. Este método fue establecido por Araba and
Dale (1990), permite un andlisis rapido de la calidad de las proteinas presentes en los alimentos de
soya, los cuales son los alimentos mas utilizados para alimentar gallinas de corral, al exponerlos a
niveles bésicos de pH (12-13).

El concepto principal en el que se basa esta prueba es que, aunque las proteinas estan compuestas
por cadenas de aminoacidos unidos de forma covalente, su estructura tridimensional estd unida muy
débilmente por enlaces de hidrégeno, que pueden romperse con facilidad (Parsons et al., 1991).
En este trabajo, se evidencié una buena solubilidad de las proteinas, llegando a un porcentaje
de solubilidad de 75,70 % =+ 5,71. Esto se debe a que las proteinas de las microalgas tienen la
capacidad de perturbar sus estructuras secundarias y terciarias y desdoblarse al estar expuestas
a un calentamiento ligero, tal como se realiz6 en esta prueba (Tibbetts et al., 2016), lo que les
permite una mejor digestién y disolucion.

A pesar de que los resultados de digestion fueron consistentes, y se reporté un porcentaje sig-
nificativo de digestién para las tres evaluaciones, la biomasa obtenida de C. sorokiniana debe ser
expuesta a mas de un tipo de evaluacion in vitro para determinar su digestibilidad. Aqui, se evi-
denci6 la necesidad de realizar diferentes ensayos y evaluar su digestién en diferentes circunstancias
para determinarla correctamente.

5. Conclusiones

Se logré establecer el efecto del polvo de Clinker procedente de la industria cementera en la
productividad celular de la cepa C. sorokiniana en diferentes medios de cultivos, evidencidndose
que este agente externo puede generar un efecto positivo hasta ciertas concentraciones (300 mg/L)
pero luego el incremento de este puede genera una posible inhibicién en el crecimiento celular.

Las biomasas obtenidas de estos cultivos exhibieron un perfil nutricional equiparable con los
alimentos aplicados en la produccién de gallinas ponedoras. Especificamente, el cultivo realizado
con C. sorokiniana y el Fertilizante Inorgdnico Florilizer, junto con una adicién de 300 mg/L
de polvo Clinker, mostré una reduccién en los niveles de fibra, carbohidratos, y un incremento
significativo de proteina, ceniza y lipidos, asi como la presencia considerable de exopolisacaridos.
Estos factores nutricionales son de suma relevancia al formular un suplemento alimenticio destinado
a gallinas ponedoras.

Asi mismo, este formulado se evalué el perfil de aminoacios y su digestibilidad de proteinas de
manera n vitro. Aqui, se pudo obtener resultados relevantes en los dcidos grasos, especialmente
en la produccion de acidos ~y-linoléicos, los cuales representan beneficios en la salud de las gallinas
al ser suministrados en sus dietas y en la evaluacion de la digestibilidad in vitro de sus proteinas,
se obtuvieron porcentajes de solubilidad y digestibilidad comparables con los ya reportados en la
literatura.

Sin embargo, este método es sélo una aproximacion de la verdadera digestibilidad de las proteinas
y no es tan precisos como los métodos in vivo. En consecuencia, se requieren evaluaciones biolégicas
mediante estudios de alimentacion animal, en donde se determine niveles éptimos de inclusién
de la biomasa para los alimentos utilizados en gallinas en funcién de su nutricién, seguridad, y
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rendimiento nutricional.
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7. Anexos

7.0.1. Analisis de proteina

La determinaciéon de proteinas en las muestras de biomasa microalgal se cuantifica de manera
indirecta basdndose en el nitrégeno total, que se determina por medio del método Kjeldahl. El
método Kjeldahl implica la digestion del alimento con un acido fuerte para que el nitrégeno se
pueda liberar (Hayes, 2020). Después, este es cuantificado por medio del método de titulacidn.
Este estd establecido como el método 984.13 por la AOAC (Latimer, 2023), y se modificé de la
siguiente manera:

En un tubo de digestion Kjeldahl, se combiné 1 gramo de muestra de biomasa con 5 gramos
de catalizador de sulfato de cobre/sulfato de potasio (KSO4/CuSO4). El tubo se colocé en un
digestor Kjeldahl (Kjeldahl Kjeldahl Digestion System KJD10), y se afiadieron 20 mL de acido
sulfurico al 98 %. El ciclo de digestién se ajusté a una curva de calentamiento de 150°C durante
30 minutos, 210°C durante 20 minutos y 390°C durante 90 minutos. Simultaneamente, los gases
producidos se manejaron en un depurador, donde los vapores de agua (H20) y acido sulfirico
(H2S04) se neutralizaron con hidréxido de sodio (NaOH) y se secaron con carbén activado.

Posteriormente, el tubo Kjeldahl se trasladé al destilador (Hanon K9840 Auto Kjeldahl) para
completar el ciclo de destilacién. Los valores de lavado se ajustaron diluyendo con 20 mL de agua,
anadiendo 150 mL de 4cido bérico al 4 % (H3BO4), 50 mL de hidréxido sédico al 50 % (NaOH)
y lavando con 20 mL de agua durante 20 minutos. La presencia de nitrogeno destilado se detecté
por un cambio de color en el dcido bérico (H3BO,), dependiendo del indicador empleado.

Una vez finalizada la destilacion, el recipiente que contenia el producto se titulé con &cido
clorhidrico (HCI) a 0,025 N. Esta operacién se realizé en un equipo multipardmetro con agitador
magnético (SI Analytics TitroLine®) 5000 Titrator) hasta que se detecté un cambio cualitati-
vo de color, en este caso a marrén, y se alcanzé un pH de 4,44, que corresponde al punto de
equivalencia tedrico del acido bérico. Esta técnica permitié calcular cuantos mililitros de acido
valorante se consumieron durante la valoracién.

Finalmente, utilizando la siguiente férmula, se obtienen los valores de porcentaje de nitrégeno y
proteina total de la muestra:

(ml ger —ml Blanco) x [HCI] x 1,407

9 muestra

%Proteina = %Nitrogeno x 6,25

%Nitrogeno =

7.0.2. Analisis de grasas

El método de extraccién Soxhlet, establecido como el método 920.39 por la AOAC (Latimer,
2023), se utiliza ampliamente para muchos tipos de muestras sélidas, especialmente muestras
bioldgicas y medioambientales. Durante muchos anos, este método se ha utilizado como practica
estandar de forma rutinaria para extraer compuestos bioactivos de diversas fuentes naturales
(Rakhee et al., 2018; Zygler et al., 2012). El equipo experimental para la extraccién utilizado en
el método Soxhlet consta de un matraz de destilacion, un dedal portamuestra de celulosa, un
sifén, y un condensador.

Inicialmente, se tomaron 2 gr de la muestra de microalga seca y se ubicaron en el dedal de
celulosa (Whatman 603 extraction thimbles 33x88) Adicionalmente, se purgé el recipiente donde



se realizara la destilacién con hexano, se seco a 45°C en un horno previamente calentado, y se
pes6 con una balanza analitica (SHIMADZU AUW220D).

Una vez tomados estos valores, se ubicaron en el montaje del método Soxhlet con el condensador
y el sifén, y este iltimo se llend con hexano hasta lograr una primera sifonada. Se cerrd el montaje
ubicando el condensador y el balén, y se mantuvo una temperatura entre 250°C y 300°C durante
4 horas, logrando multiples sifonadas del hexano durante este procedimiento. Pasadas las 4 horas,
se tomo el recipiente donde se realizé la destilacion y se virtié lo que quede en el sifén Soxhlet.
Se ubico en el rota-vaporador a 68,7°C, que es el punto de ebullicién del hexano, hasta que este
este evapord completamente y en el recipiente sélo quedaron las grasas extraidas.

Finalmente, se pesé el recipiente donde se realizé la destilacién nuevamente en una balanza
analitica (SHIMADZU AUW220D) y se utiliz6 la siguiente férmula para obtener el porcentaje
de grasas en la muestra:

Pesoy recipiente — P€50; recipiente
%Grasa = f recip P x 100

9 muestra

7.0.3. Analisis de Fibra

Digestién acida: En un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se combiné 1 g de material de biomasa
seco con 100 mL de 4cido sulftrico al 1,25 %. La solucién resultante se calenté hasta ebullicién
durante 30 minutos en una placa calefactora (CORNING PC-420D) y se dejo enfriarla durante 1
minuto. Para eliminar cualquier resto de acido sulfurico, la solucién se filtré utilizando un sistema
de filtrado al vacio con lavados de agua caliente. El residuo filtrado se retiré con una espatula y
se devolvié al matraz Erlenmeyer.

Digestion Basica: Al residuo en el matraz Erlenmeyer se anadieron 100 mL de hidréxido de
sodio (NaOH) al 1,25 % y se calenté a ebullicién en una placa caliente durante 30 minutos. Se dejé
durante 1 minuto y la solucién resultante se filtré nuevamente utilizando un sistema de filtracién
al vacio y lavados con agua caliente para conseguir un pH neutro. El residuo del filtrado se recogié
y se guardd en un crisol limpio y seco.

Tratamiento final: El crisol con la muestra digerida se introdujo en un horno a 105°C durante
3 horas, seguido de un periodo de 1 hora en un desecador. Se registrd el peso inicial del crisol
utilizando una balanza analitica y luego se colocé en una mufla durante 3 horas a 505°C. Después
de otro periodo de 1 hora en el desecador, se registré el peso final del crisol con la muestra en la
balanza analitica para obtener el peso final.

Se utilizé la siguiente formula para obtener el porcentaje de grasas de la muestra:

% Fibra = Gsecado — Ycalcinado % 100

9 muestra

7.0.4. Analisis de Cenizas y Humedad

La ceniza es el residuo inorganico que queda después de eliminar el agua y los materiales organicos
por calentamiento en un horno de mufla. Mide la materia inorganica o el contenido mineral total
de una materia prima. Ademds, puede proporcionar una evaluacion rdpida de la contaminacién
o adulteracién. Esta evaluacion se llevé a cabo bajo el Método 923.03 establecido por la AOAC
(Latimer, 2023) en el Laboratorio de Anélisis Fisicoquimico del Centro Argos para La Innovacién,
en Medellin, Colombia.
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7.0.5. Analisis de carbohidratos

Para la determinacién de la cantidad de carbohidratos en los alimentos, se hizo por diferencia del
valor 100 restado de los contenidos nutricionales ya establecidos por las evaluaciones mencionadas
adicionalmente de proteina, grasa, humedad, cenizas y fibra.

7.0.6. Revisiéon de Composicién de Torta de Soya

La harina de soya o torta de soya (SBM) es la principal fuente de proteina y aminodcidos en las
dietas avicolas en todo el mundo (Aguirre et al., 2022). La composicién nutricional de esta puede
variar por sus métodos de produccién y la forma que se emplea, como se comercializa, entre
otros factores. Para conocer las necesidades alimenticias de las gallinas a la hora de desarrollar
un suplemento alimenticio, se realizé la siguiente matriz de comparacion:

1 2 3 4 5 6 7 Promedio
Humedad 12% 9,17% | 12% 12% 12% 10% 13% 11,45 %
Proteina 46% | 30,58 % | 44% | 46,30% | 46,30% | 45,50% | 46 % 43,53 %
Fibra 3,30% | 4,92% T% | 4,945% | 4,19% 3,40 % 4% 4,54 %
Grasas 1,6% | 246% | 0,5% 1,50% | 4% 6,4%
Cenizas 6 % 3.23% 6,713 % | 6,595 % 7% 5,908 %
Carbohidratos | 31,1% | 27,5% 27,5 %

Tabla 2: Comparison table of the macronutritional composition of soybean meal. 1) AgroColanta,
2) Akpomie et al. (2020), 3) SoyMeal Org, 4) Ibéfnez et al. (2020), 5) Aguirre et al. (2020), 6)
Garzén (2006), 7) Itacol.
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