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RESUMEN

La microalga Tetraselmis chuii fue evaluada con respecto a su capacidad de crecimiento
mixotrofico, produccion de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) de interés para el
cultivo de Litopenaus vannamei, asi como lipidos totales, pigmentos, proteina y tamafio
de microalga para su posterior evaluacion el larvas tempranas de L.vannamei (NV-
PZII). Inicialmente se realizO un experimento en condiciones mixotroficas y
autotroficas en el que se utilizaron el glicerol y el acetato en concentraciéon 0.1M en
presencia y ausencia de 4cido salicilico (SA) 10*M a 950 Lux, un control en
condiciones de cultivo de la Unidad Académica de Sisal (UAS) a 6,000 Lux 24°C y en
presencia de SA 10*M. La densidad celular de la microalga en condiciones UAS con
1.55x10° Cel'mL™ fue significativamente superior al resto de los cultivos p>0.05. La
presencia de SA en los tratamientos experimentales disminuy6 la produccion de
PUFAS p>0.05 y produjo un efecto negativo en la produccion de EPA y ALA mientras
que para el LA el efecto del acido salicilico fue positivo. El uso del glicerol en los
cultivos mixotroficos aument6 proporcion de EPA y LA en comparacion con el Acetato
p>0.05 y obtuvo el mayor porcentaje de PUFAS con 26.1+1.7 %. Posteriormente se
realizaron dos experimentos utilizando el glicerol en distintas concentraciones a 1,600
Lux cosechados al final de la fase de crecimiento exponencial y en la fase estacionaria.
El tratamiento Glicerol 0.2M cosechado durante la fase estacionaria obtuvo mayor
porcentaje de PUFAS con 39.94+1.9% parece aumentar los lipidos totales 22.03+0.81%
asi como la proporcion de EPA 13.0£0.6% vy altos niveles de LA y ALA respecto al
control. Los niveles de proteina y pigmentos de este tratamiento fueron muy similares
al tratamiento UAS, ademas reduce su tamafio por lo que su ingestion para los estadios
larvales tempranos de peneidos se facilita. Finalmente el tratamiento Glicerol 0.2M se
evalué como dieta exclusiva para la alimentacion de larvas tempranas de L.vannamei
(NV-PZII) asi como a una dieta control de T.chuii en condiciones UAS y un esquema
de alimentacién compuesto por 7.chuii y Chaetoceros gracillis. El tratamiento Glicerol
0.2M resulto no ser viable para este fin debido a la alta contaminacion producida por la
interaccion de la epifauna presente en el agua de los nauplios y el glicerol residual

presente en las microalgas que impedia el desarrollo de las larvas en PZI.



ABSTRACT

The microalgae Tetraselmis chuii was evaluated with respect their ability of
mixotrophic growth, production of polyunsaturated fatty acids (PUFAS) of interest for
the cultivation of Litopenaus vannamei, as well as total lipids, pigments, protein and
size of microalgae for subsequent evaluation on early larvae of L.vannamei (NV-PZII).
Initially an experiment was carried out in mixotrophic and autotrophic conditions in
which glycerol and acetate were used in concentration 0.1M in the presence and absence
of salicylic acid (SA) 10 ~* M to 950 Lux, a control under conditions of cultivation of
the Unidad Académica de Sisal (UAS) to 6,000 Lux 24 ° C and in the presence of SA
10 ~* M. The cell density of the microalgae grown in UAS conditions with 1.55 x 10°
Cel'mL™" was significantly higher than the rest of the cultures p<0.05. The presence of
SA in experimental treatments decreased the production of PUFAS p< 0.05 and
produced a negative effect on the production of EPA and ALA while for the effect of
the salicylic acid was positive. The use of glycerol in mixotrophic cultures increased
proportion of EPA compared to acetate p<0.05, and obtained the highest percentage of
PUFAS with 26.1+1.7%. Two experiments using glycerol in different concentrations to
1,600 Lux harvested at the end of the exponential growth phase and stationary phase
were subsequently conducted. The Glycerol 0.2 treatment harvested during the
stationary phase received the highest percentage of PUFAS 39.9%+1.9%, appears to
increase the total lipids 22.03+0.81% as well the proportion of EPA 13.0+0.6% and
high levels of LA and ALA respected to the control. Levels of protein and pigments of
this treatment were very similar to the UAS treatment, also reduces its size making their
intake for the early larval stages of penaeid. Finally the treatment Glycerol 0.2 was
evaluated as exclusive diet for early L.vannamei larvae (NV-PZIII) as well as a diet
with T.chuii in UAS conditions control and a feeding scheme composed of T.chuii and
Chaetoceros gracillis. Glycerol 0.2 treatment turned out to be viable for this purpose
due to high pollution caused by the interaction of the epifauna present in the water of
the nauplii and residual glycerol in microalgae that it prevented the development of

larvae in the PZI.



INTRODUCCION

El cultivo de los camarones marinos, se ha convertido en una actividad rentable y
generadora de divisas en varios paises de América Latina mediante su exportacion
(Lobato 1988). En México la exportacion total de camardén en el afio 2012 fue de
aproximadamente 29,000 toneladas con un valor de 283,000 millones de ddlares, siendo
el camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei uno de los peneidos mas

cultivados (CONAPESCA 2012).

Uno de los pasos criticos en la produccion de estos organismos se encuentra en las
etapas de desarrollo de larvas y postlarvas donde se producen las mayores tasas de
mortalidad (Mourente et al 1995; Brito et al., 2004). Durante los primeros estadios la
nutricion de estos organismos se basa en la filtracion de microalgas, principalmente de
diatomeas y flagelados, por lo que la cantidad y calidad del alimento son unos de los
factores mas criticos que afectan al desarrollo de las larvas aportando los elementos

basicos para su metabolismo (Nufiez et al., 2002).

Las larvas de camarones peneidos requieren de acidos grasos poliinsaturados de la
familia de los omega 3 y 6 especialmente acidos grasos esenciales como los C20:5n3 y
C22:6n3, ya que estos se relacionan con el crecimiento, la osmorregulacion y la
respuesta inmune (Palacios et al., 2004; Pifia et al., 2006; Nonwachai y et al., 2010). En
crustaceos la capacidad de sintesis de novo y la bioconversion de estas dos familias de
acidos grasos es limitada, por lo que deben de ser incorporados mediante la ingesta de
microalgas o de los organismos que las consumen (Lavens y Sorgelos, 1996; Wen y

Chen 2003; Nowachai et al., 2010).

Algunas especies de microalgas no contienen estos acidos grasos esenciales en
cantidades significantes, pero contienen altas concentraciones de 4cidos grasos
polinsaturados C6 y C8 con enlaces dobles y triples que son precursores de estos
(Volkman et al., 1989; Guedes et al., 2011). Aunque la composicidon de acidos grasos
depende mayormente de la seleccion de cepa, los perfiles de estos pueden ser
influenciados por las condiciones de cultivo (Vazhappilly y Feng 1998; Mata et al.,
2010)

En este estudio se modifico la calidad lipidica de la microalga Tetraselmis chuii
mediante cultivo, para su evaluacion final en la alimentacion de los estadios larvales del

camardn blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei.


http://www.springerlink.com.sci-hub.org/content/gbbkaptetj1n76h3/fulltext.html#CR28

Generalidades de las microalgas

Las algas son un grupo polifilético de organismos, macro y microscopicos, de
naturaleza procariota y eucariota, que, en general, son capaces de realizar la fotosintesis
oxigénica dentro de su perfil metabodlico y que colonizan tanto ambientes acuaticos
como terrestres (Prescott et al., 1999). Las microalgas son las algas que poseen una
organizacion microscopica, pudiendo encontrase microalgas unicelulares, filamentosas
o coloniales. Cierto numero de microalgas presentan asociacion simbidtica con otros
organismos aunque generalmente pueden encontrarse en vida libre e incluso poseer

movilidad debida a la presencia de flagelos (Tomaselli, 2004).

La biodiversidad de microalgas es enorme y representa un recurso casi sin explotar. Se
estima que existen entre de 200,000 y varios millones de especies pero s6lo unos
cuantos cientos de ellas son cultivadas en laboratorios y muy pocas han sido descritas

en detalle y estudiadas por su potencial econémico (Norton et al., 1996; Tredici, 2004).

Las microalgas requieren de aproximadamente de unos 19 elementos en mayor o menor
concentracion para un crecimiento normal. Ademas requieren de una temperatura
adecuada, asi como de la energia luminica Optima para realizar la fotosintesis, sin
embargo al tratarse de un amplio grupo de organismos estos requerimientos variaran
considerablemente entre especies. Durante la fotosintesis utilizan la energia luminica,
junto con agua y dioxido de carbono para producir oxigeno y carbohidratos,
convirtiendo la energia luminica en energia quimica (Hosikian et al., 2010). Esta
energia es utilizada principalmente para el crecimiento y reproduccion llegando a
complementar un ciclo completo en algunos dias (Sheehan et al., 1998). Debido a que
carecen de estructuras complejas invierten la mayor parte de la energia obtenida en su
division. La division celular puede ocurrir de diversas formas, la mas comun se realiza
mediante la fision binaria en la que a través de la constriccion de la pared celular o la
invaginacion de la membrana da como resultado dos células iguales. La reproduccion
sexual esta poco estudiada aunque aparece documentada por Shoichiro y Watanabe
(1989) en una microalga primitiva de la familia Prasinophiceae la cual se produce por
la fusion de dos células que dan lugar a un cigoto, sin embargo esto solo ocurre cuando
las microalgas provienen de diferentes cepas. También Huber et al., (1986) realizando
un estudio electroforético en el género Tetraselmis hallaron fenotipos caracteristicos de

heterocigosidad lo cual podria indicar ocurrencia de reproduccion sexual.



Actualmente la produccion de microalgas es de alrededor de 5.000 t/ afo de materia
seca con un valor aproximado de 1,25 x 10° délares EE.UU. / afio para aplicaciones en
un amplio espectro de usos en industrias farmacéutica, cosmética, energética y sobre

todo alimentaria (Muller-Feuga, 2000; Spolaore et al., 2006).

La produccién de metabolitos de interés a partir de microalgas se logra mediante la
modificaciéon de las condiciones de crecimiento, pudiéndose extraer diversos
compuestos quimicos de gran valor tales como pigmentos, antioxidantes, b-carotenos,
polisacaridos, triglicéridos vitaminas, biomasa y acidos grasos (Mata et al., 2010). Los
acidos grasos altamente poliinsaturados, HUFA por sus siglas en inglés, proveniente
de microalgas tienen un mercado biotecnolégico muy prometedor tanto para la
alimentacion humana como animal. Actualmente la produccion comercial de HUFA,
como el 4cido ecosapentanoico (EPA) y el docosahexaenoico (DHA) proviene
principalmente de aceites de pescado, sin embargo los costos de purificacion son
elevados (Barclay et al., 1994; Vazhappilly y Chen, 1998). Algunas de las ventajas que
presentan los HUFA producidos por microalgas respecto a los aceites de pescado son la
ausencia de olor y sabor desagradable, un reducido riesgo de contaminacién quimica y
un mejor potencial de purificacion (Barclay et al., 1994; Vazhappilly y Chen, 1998;
Pulz y Gross, 2004;). Algunas especies de microalgas tienen un alto contenido en
HUFA, especialmente EPA y DHA, como lo son: Monodus subterraneus,
Phaeodatylum tricornutum, Chlorella minutissima, Porphyridium cruentum, 'y
Crypthecodinium cohnii que han sido cultivadas en medios heterotréficos, utilizando
carbono organico como fuente de carbono, consiguiendo cantidades significantes de
EPA o DHA (18-96 mg-L") (Vazhappilly y Chen, 1998). Actualmente el DHA
producido por una cepa del dinoflagelado Crypthecodinium cohnii  esta siendo
comercializado por Martek Biosciences en Maryland (EEUU) mediante el crecimiento
en fermentadores de manera heterotrofica obteniendo muy buenos resultados. (Radmer

y Fisher, 1996).

Mas de 40 especies de microalgas se utilizan actualmente en la acuicultura a nivel
mundial, en funcion de las necesidades particulares de los organismos en cultivo (Pulz y
Gross, 2004). Las microalgas son el alimento natural de muchas especies usadas en
acuicultura y suponen la fuente principal de alimentacion en estadios larvales y

juveniles para muchas especies de crustaceos (Griffith el al., 1973; Jones, 1998;



Martinez-Cordova et al., 1998; Muller-Feuga, 2000). Estas contienen los requerimientos
nutricionales y nutrientes de alto valor necesarios para el desarrollo y crecimiento entre
los que se encuentran pigmentos, vitaminas y acidos grasos altamente poliinsaturados
(HUFA) (Brown et al., 1997; Pedrazzoli et al., 1998). Ademas de un perfil nutricional
adecuado, existen otros criterios para la seleccion de las microalgas como: una buena
digesibilidad, movilidad o un tamafio y forma celular que facilite su correcta ingestion
(Glaude y Maxley 1994;). Es en la acuicultura donde el uso de microalgas tiene
potenciales ventajas sobre la produccion para consumo humano o piensos para animales
terrestres ya que no precisa de cosechado, secado, almacenamiento y ademas presenta
altas eficiencias de conversion. (Benemann, 1992). Algunas de las principales especies

de microalgas utilizadas en acuacultura se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1: Principales géneros de microalgas utilizados en la acuacultura

Bacillariofitas Skeletonema, Chaetoceros, Phaeodactylum,
Nitzschia, Thalassiosira

Prymnesiofitas Isochrysis, Paviova

Prasinofitas Tetraselmis

Clorofitas Chlorella, Scenedesmus, Dunaliella

Cyanofitas Spirulina

Eustigmatofita Nannochloropsis

Criptofita Rhodomonas

Tipos de cultivos

Cultivo foto-autdtrofo

Los organismos foto-autotrofos son organismos que producen nueva biomasa a partir de
recursos inorganicos (didxido de carbono y nutrientes minerales) y energia luminosa
(Sages, 1994). Por lo tanto las condiciones de cultivo deben de proporcionar a las
microalgas de estos dos requerimientos basicos para un crecimiento optimo. Para ello
se suministra la energia luminica necesaria para la fotosintesis a través de la luz solar o
lamparas de luz y se realizan inyecciones de CO, por medio de tanques en el sistema de

aireacion.



Actualmente la mayoria de los sistemas de produccion fotoautotrofos a gran escala son
en estanques a cielo abierto y poco sofisticados (Borowitzka, 1999). La gran ventaja de
estos estaques abiertos reside en su simplicidad resultando en bajos costos de
producciéon y de operacion. Estos sistemas pueden ser naturales como lagos lagunas y
estanques o en estanques artificiales (Ugwu et al., 2008). Uno de los sistemas en
estaque artificial usualmente utilizado son los llamados “raceways” donde las
microalgas, agua y nutrientes avanzan por un circuito cerrado movidos por medio de
una rueda de palas. Estos raceways deben de ser someros para permitir la difusion de la
luz en la columna de agua (Singh et al., 2012). Sin embargo estos estanques a cielo
abierto presentan numerosas desventajas como contaminacién por otros organismos
como bacterias, otras algas y depredadores, un bajo control sobre la temperatura y la
iluminacioén incidente (Brennan et al., 2010) ademas de pérdidas por evaporacion,
difusion de CO; a la atmosfera y el requerimiento de grandes extensiones de tierras

(Ugwu et al., 2008).

Para solventar estos problemas se estdn desarrollando numerosos sistemas cerrados y
controlados para la produccion de biomasa, son los llamados foto-biorreactores. Estos
sistemas de produccion presentan grandes ventajas ya que carecen de intercambio
directo de gases con el ambiente minimizando la contaminacidon y permitiendo un
mayor control de parametros como pH, luz, concentracion de CO, por medio de
sensores (Singh et al., 2012) y la capacidad de poder ser utilizados en exterior
aprovechando la luz natural (Borowitzka, 1999). Ademas el cultivo de microalgas en
foto-biorreactores a menudo resulta en un incremento notable en la productividad, con
incrementos de hasta un 60 y un 300%, y con alta reproductibilidad (Cohen y Arad,
1989)

Existen una infinidad de disefios de foto-biorreactores, sin embargo aln presentan
limitaciones de productividad debidas al auto sombreado, producido por la alta densidad
de células en el cultivo que limitan la luz disponible para su crecimiento (Ceron et al.,
2005). El biofouling que se produce en las superficies y sensores, el estrés
hidrodinamico, que causa dafios a las células y problemas de escalabilidad del sistema
(Singh et al., 2012; Day y Tsavalos 1996). Por lo que actualmente no existe un foto-
biorreactor individual que retina todas las caracteristicas para ser un foto-biorreactor

completo (Singh et al., 2012)



Mientras en acuacultura los sistemas predominantes son los sistemas en interior siendo
el sistema “big bag” el mas ampliamente utilizado a gran escala (mas de 1000 L). Este
sistema consiste en la utilizacion para el cultivo de largas bolsas de 0.5 m de diametro
con un sistema de aireacion que generalmente operan en un sistema tipo bach

(Borowitzka, 1999).

Sin embargo el principal problema de este sistema es la necesidad de su uso en interior
para controlar la temperatura y debido al gran didmetro de las bolsas se requiere de la
utilizacion de luz artificial. Esto unido a que los trabajos de operacion son intensos y
que a menudo una mezcla inadecuada produce colapsos en los cultivos hacen que este

sistema sea costoso para la produccion (Borowitzka, 1999).

Cultivo Heterotrofico

Generalmente las microalgas son consideradas como foto-autotrofas obligadas
(requieren luz para su crecimiento) sin embargo ciertas microalgas son capaces de
crecer en presencia de sustratos organicos (Wen y Chen, 2003). El cultivo heterdtrofo
utiliza un sustrato de carbono organico como azucares o acidos organicos como Unica
fuente de carbono y energia. A menudo glucosa y acetato son las fuentes de carbono
utilizadas para el cultivo de heterétrofo sin embargo otras fuentes de carbono incluyen
mono-, di- y polisacaridos tales como fructosa, sacarosa, lactosa , almidon, aceites
vegetales tales como aceites de linaza, maiz y canola que pueden promover el
crecimiento y / o la produccion de PUFA (Wen y Chen, 2003). Para reducir el costo de
las fuentes de carbono orgéanico, ademas de aguas residuales, diversas materias primas
estan siendo examinadas por su capacidad para apoyar el crecimiento de algas (Liang,
2013). Uno de estos sustratos de bajo costo que estan surgiendo como subproducto de la
produccion de biodiesel es el glicerol crudo, que ha sido probado obteniendo resultados

similares al glicerol puro o glucosa (Abad y Turon, 2012).

Este modo de cultivo al prescindir de la energia luminica para el crecimiento de las
células permite aumentar en gran medida la densidad celular y la productividad (Chen,
1996). Ademas las microalgas pueden ser cultivadas en fermentadores cuya tecnologia
ya se encuentra estandarizada para usos a gran escala en recipientes de mas de 500,000
L reduciendo sustancialmente los costos de produccion de biomasa y permitiendo un
mayor grado de control. Otra ventaja que presenta es la gran densidad de células

(>75g/L peso seco) que permiten reducir los esfuerzos de su cosechado (Lee, 2004).
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No obstante el cultivo heterotréfico también presenta algunas desventajas como: el
nimero de especies de microalgas que son capaces de crecer heterotroficamente es
limitado, existe un incremento en el costo del medio de cultivo al anadir sustratos
orgdnicos, aumenta el riesgo de contaminacion y competencia con otros
microorganismos por dichos sustratos, puede ocurrir inhibicidon del crecimiento por
exceso de compuestos organicos y la incapacidad de producir metabolitos inducidos por

la luz (Chen, 1996).

Mixotraéfico

El cultivo mixotréfico es una variante del cultivo heterotréfico donde CO, y carbono
organico se asimilan de forma simultdnea mientras el metabolismo respiratorio y el
fotosintético operan simultdneamente (Lee, 2004). Mediante el cultivo mixotréfico se
obtiene una alta productividad posiblemente debida a un efecto sinérgico del carbono
organico y la luz, (Cid et al., 1992, Cerén et al., 2005) donde la tasa de crecimiento es
aproximadamente la suma del crecimiento heterotrofico y foto-autotrofico (Lee, 2004).
Este crecimiento requiere bajas intensidades de luz ya que las altas intensidades de luz
no estimulan el crecimiento mixotrofico (Ukeles y Rose, 1976) pudiendo llegar, en
algunas cepas, inhibir la toma de glucosa como sustrato organico (Lee, 2004). Las bajas
intensidades de luz necesaria se traducen en una reduccion en los costos energéticos
(Cid et al.,, 1992) con el beneficio sobre el heterotrofico de poder de producir
metabolitos fotosintéticos (Chen, 1996). Segin Scheerer y Parthier los bajos niveles de
lipidos insaturados encontrados en los cultivos heterotroficos son debidos a la reduccion
de la membrana de los cloroplastos la cual contiene cantidades considerables de lipidos
insaturados (Scheerer y Parthier, 1982). Las microalgas que crecen bajo el régimen
mixotrofico pueden aumentar los niveles de clorofila, carotenoides y el contenido de
acidos grasos altamente insaturados (Cer6n et al., 2005). Ademas la luz deja de ser un
factor limitante del crecimiento (Andrade y Costa, 2007) y reduce foto inhibicion del

cultivo (Chojnacka y Noworyta, 2004).

El cultivo mixotrofico generalmente se produce en sistemas cerrados debido a que uno
de los mayores problemas del cultivo mixotréfico en sistemas abiertos es la
contaminacion bacterial principalmente por Rhodopseudomona spp. Para ello la
principal fuente de carbono utilizada en exteriores es el 4cido acético ya que reduce
considerablemente la contaminacion bacteriana (Lee, 2004). Este tipo de cultivo permite

reemplazar los foto-birreactores tubulares horizontales por reactores verticales de
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burbujeo reduciendo el area de tierra necesaria, ademas, reduce el uso de dioxido de

carbono cuyo precio es prohibitivo para su uso a gran escala (Cerdn et al., 2005).

Uno de los mercados en donde mejor ha resultado el cambio del modo de cultivo , de
autotrofico a mixotrofico, ha sido el cultivo de Chlorella que pasé de 200 toneladas por
afno en 1975 hasta llegar a las 2000 toneladas anuales en los 90’s cambiando el modo de
producir cultivos masivos, recortando costes de produccion para generar una fuente de
proteina econdmica para poder abastecer la creciente demanda de Chlorella como

alimento basico para rotiferos y alevines en la industria de la maricultura (Lee 2004).

Tetraselmis chuii

Tetraselmis chuii fue descrita por Butcher en 1959 y se clasifica en la clase
Prasinophyceae, dentro de la division Clorophyta. De forma ovoide y con un tamafio
entre 12-14 de largo por 9-10 um de acho presenta una gran distribucion en los
ecosistemas acuaticos continentales tropicales, encontrandose principalmente en

estuarios y charcos de marea ricos en nutrientes (Aboal Sanjurjo et al 2012).

Son microalgas que se caracterizan por estar en constante movimiento debido a sus
cuatro flagelos isodinamicos dispuestos en parejas enfrentadas, cuya fosa flagelar se
caracteriza por la presencia de abundantes “pelos” en la zona inferior de la hendidura.
Presentan estigmas en posicion variable de la parte anterior a la posterior que le permite
detectar la direccion e intensidad de la luz, asi como vacuolas pulsatiles cuya funcion es
la excrecion y regulacion de la presion osmoética ademds de una fina pared celular
llamada teca. También presentan pirenoide de pequefio tamafio rodeado por pequefios
granos de almidon (Hori et al., 1986). Estas células de color verde debido a la presencia

de clorofila a y b, aunque también presenta otros pigmentos como los carotenoides.

La reproduccion de Tetraselmis chuii es asexual y se produce mediante division celular
binaria, momento en el cual las células pierden el estado movil, y las dos células hijas

ya estdn completamente flageladas antes de la liberacion de la teca (Butcher 1959).

El género Tetraselmis es ampliamente utilizado en acuacultura y es muy adaptables a
las condiciones de cultivo tanto en exterior con luz natural como en condiciones de
laboratorio con iluminacidn artificial (Griffith 1973). También se ha reportado que este

género es capaz de utilizar sustrato organico como principal o Unica fuente de carbono
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(Day y Tsavalos 1996, Cid et al., 1992). Debido a su facilidad para crecer en una amplia
gama de condiciones ambientales fisico-quimicas Harel y Place describen este género
como “uno de los ejemplos de adaptacion a cambios ambientales extremos” (Harel y

Place 2004).

En cuanto a las condiciones 6ptimas de crecimiento segiin Murtidjo (2003) recomienda:
un pH de aproximadamente 7 a 8, una salinidad entre 27 ppt -32 ppt, una temperatura
entre 23-25 ° C y una intensidad de la luz de 3,000 lux para las necesidades de la
fotosintesis. Sin embargo Ghezelbahs et al en 2008 reportaron que las mayores
densidades celulares obtenidas con esta microalga fueron en cultivos realizados a 4,500
Lux y una salinidad de 40 ppt. La intensidad luminica utilizada en distintos trabajos con
Tetraselmis chuii ha variado desde los 1,000 lux hasta los 8,800 lux (Costa et al 2004;
Meseck et al 2007; Khairy y El-Sayed 2011)

Esta microalga debido a su papel como productor primario en la cadena alimentaria
acuatica tiene una alta relevancia ecoldgica. Por ello ha sido utilizada como
representante de fitoplancton marino en multiples estudios ecotoxicoldgicos como la
toxicidad de hidrocarburos policiclicos aromaticos , de oxitetraciclina y fluorfenicol, de
fracciones solubles en agua de biodiesel, o de productos farmacéuticos como diazepam,
clofibrato, y 4cido clofibrico (Nunes et al., 2005, Ferreira et al., 2007, Leite et al., 2011,
Vieira y Guillerminho 2012). También ha sido utilizada en estudios de los efectos de
metales pesados como plomo, cadmio, cobre y mercurio resultando ser un modelo
recomendando para estimar el efecto toxico de xenobioticos en aguas marinas tropicales
(Cordero et al., 2005). Tetraselmis chuii también ofrece una alta tolerancia al arsénico, e
incluso un buen crecimiento, aun a niveles tan altos como 50mg-L" (Irgolic et al.,

1977).

Lipidos en microalgas
El metabolismo lipidico de las algas es similar al de plantas superiores, especialmente

en la biosintesis de 4acidos grasos y triglicéridos. La fraccion lipidica que encontramos
en las microalgas generalmente estdn compuestas por triacilgliceroles, acidos grasos
libres, ceras, esteroles, hidrocarbonos, glucolipidos, fosfolipidos, pigmentos asi como
compuestos inusuales tales como 4cidos grasos halogenados e hidroxilados, alquenonas
de cadena larga, entre otros (Hernyez et al., 2009). El contenido lipidico en las

microalgas por lo general constituyen del 20 al 50% de su peso seco (Arredondo y
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Vézquez-Dubhalt, 1991) el cual varia en funcién de la especie y no del género, por lo que
existe gran variacion en la composicion entre las especies de cada grupo taxondmico
(Ben-Amotz et al., 1985; Hu et al., 2008 ). Ademas las condiciones fisicas y quimicas
de cultivo, tales como la fase de crecimiento, la disponibilidad y la clase de nutrientes,
la salinidad, fuentes de carbono, periodos e intensidad de luz, la temperatura, el pH, e
incluso, la asociacion con otros microorganismos alteran la produccién y composicion
de los lipidos (Hernyez et al., 2009). Las estructuras de estas moléculas estan
compuestas por largas cadenas hidrocarbonadas, unidades de isopreno y grupos

funcionales diversos (Hernyez et al., 2009).

Sintesis de acidos grasos

La composicion de acidos grasos de las microalgas cominmente incluye moléculas
lineales de 12 a 22 atomos de carbono en nimero par, saturadas e insaturadas. Existe
una variacioén en los niveles de saturacion entre microalgas dulceacuicolas y marinas
siendo mayor la proporcion de acidos grasos saturados y mono insaturados en las
primeras, mientras que en especies marinas los 4cidos grasos poliinsaturados
constituyen la mayor fraccioén de acidos grasos (Cohen, 1986; Hu et al., 2008; Griffiths
y Harrison, 2009)

La sintesis de acidos grasos de novo se producen en el interior de los cloroplastos. La
sintesis comienza cuando una molécula de acetil-CoA, derivado del piruvato
proveniente de la glucolisis, se carboxila por medio de la enzima acetil-CoA carboxilasa
dependiente de ATP para su conversion en malonil-CoA. Esta molécula por medio de 7
ciclos de adicion descarboxilativa es convertida en unidades acilo y B-reduccion,
catalizados por el sistema &cido graso sintetasa, hasta producir moléculas de 16
carbonos (4cido palmitico (16:0)) y de 18 carbonos (4cido oleico (18:1 n-9)) ambos
acidos grasos saturados. Estos acidos grasos serdn los precursores de las moléculas
poliinsaturadas, a su vez producidas mediante mecanismos de desaturacion aerobia y

elongacion (Hernyez et al., 2009).

Sintesis de Acidos grasos poliinsaturados

La sintesis de acidos grasos poliinsaturados comienza con el acido oleico (18:1 n-9)
como precursor que es desaturado por medio de la A12 desaturasa para convertirse en
acido linoleico (18:2 n-6) el primero de la serie omega 6 y posteriormente en acido -

linolenico (18:3 n-3) mediante la omega 3 desaturasa.
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La via mas comun para la sintesis de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga es
mediante las enzimas A6-desaturasa/A6-elongasa. Mediante esta via el DHA es
sintetizado a partir del acido a-linolenico (18:3 n-3) por adicion de un doble enlace por
la desaturasa para formar acido estearidonico (18:4 n-3) y posteriormente elongado por
A6-elongasa para formar acido eicosatetraenoico (20:4 n-3) y afadiendo otro doble
enlace por medio de la AS5-desaturasa se obtiene el 4cido ecosapentanenoico (EPA)
20:5 n-3, este a su vez sera elongado para formar el 4&cido docosapentaenoico (22:5n-3)
que finalmente al afiadir un doble enlace por medio de la A4-desaturasa formara el acido

docosahexanoico (22:6 n-3) DHA (Guedes et al 2011). Fig. 1.
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(22:5n-3
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(22:6 n-3)

e Addes

Figura 1: Esquema de la ruta de formacién de DHA a partir de acido a-linolenico por la via A6-desaturasa / A6-
elongasa y las enzimas involucradas

Una via menos comun es la A9-elongasa /A8-desaturasa donde el 4cido linoleico (18:2
n-6) o el a-linolenico (18:3 n-3) son primero elongados por la enzima A9-elongasa para
conseguir acido eicosadienoico (20:2 n-6) o eicosatrienoico (20:3 n-9) y posteriormente
desaturado por la A8- desaturasa para formar acido dihomo-y-linolenico (20:3 n-6) o
acido eicosatetraenoico (20:4 n-3), El acido ecosapentanenoico (EPA) 20:5 n-3 es
elongado por medio de la ®3-DPA y un doble enlace se afiade por medio de la A 4-

desaturasa para generar DHA. Fig. 2.
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Figura 2: Esquema de la ruta de formacién de acido dihomo-y-linolenico y 4cido eicosatetraenoico por la via A9-
elongasa /A8-desaturasa y las enzimas involucradas.

Sin embargo, a pesar de varias décadas de investigacion, algunos de los pasos de la
biosintesis de los 4acidos grasos insaturados relevantes en microalgas, todavia no se

conocen con certeza (Skulberg, 2004).

Desarrollo larvario de Litopenaeus vannamei

El camaron blanco Penaus vannamei (Boone 1931) actualmente Litopenaeus vannamei
(Pérez —Farfante y Kensley 1997) es un camarén peneido nativo de la costa Pacifica del
continente americano. Su rango de distribucidon geografico abarca desde el golfo de
California en México hasta la costa norte de Perd y su distribucién batimétrica se
encuentra entre de los 5 y los 72 metros de profundidad. De habitos bentdnicos en su
fase adulta se les localiza generalmente en fondos lodosos cercanos a la costa. La copula

y el desove se realiza en mar abierto en aguas de mayor profundidad. (FAO 1980)

Como otras especies de peneidos cambia su morfologia durante las distintas etapas de
su ciclo biologico. Después de la eclosion las larvas de Litopenaeus vannamei presenta
tres estadios larvarios planctonicos con diferentes subestadios: el estadio naupliar que
consta a su vez de cinco subestadios (NI-NV), el estadio de protozoea compuesto por
tres subestadios (PZI a PZIII) y finalmente el estadio de Mysis que lo componen otros
tres subestadios (MI a MIII) (Figura 3). Finalizado su ciclo larval es considerado
postlarva y migra de mar abierto hacia estuarios y lagunas cambiando sus hébitos

plancténicos por semi-benténicos (Fenucci 1988).

Durante el estadio naupliar se alimenta de las reservas del vitelo del huevo, nada
intermitentemente por medio de sus antenas y es fototactica positiva. A partir de PZI,
las larvas comienzan la alimentacion exogena volviéndose filtradoras de fitoplancton y

su natacion se da por medio de los apéndices cefalicos. Durante la fase de Mysis cambia
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de habitos alimenticios empezando a depredar zooplancton aunque continua
alimentandose de fitoplancton. Esta fase se caracteriza por una natacion muy
caracteristica con la cabeza hacia abajo y avanzando hacia atras (Citano y Alvarado
1981, Fenucci, 1988). Su morfologia también presenta grandes cambios donde el
abdomen se alarga y se presenta la aparicion del molino gastrico para el
fraccionamiento de las particulas alimenticias, asi como el inicio de la formacion de la

glandula digestiva (Libet, y Folder, 1990).

Figura 3: Ciclo vital de un camardén peneido tipico: |: maduracion y reproduccidn; 2: nauplio; 3: protozoeas; 4: mysis;
5: postlarvas; 6: juveniles; 7: adultos. A: estuarios; B: Mar abierto
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ANTECEDENTES

Tetraselmis Chuii

En acuicultura este género es ampliamente recomendada para la alimentacién de
organismos marinos herbivoros (Griffith 1973; Khairy y El-Sayed 2011),
principalmente debido a sus propiedades nutricionales como su alto contenido de
proteinas, lipidos, acidos grasos esenciales y esteroles es de gran aplicacion en cultivos
de peces y crustaceos, especialmente en sus estados larvarios (Khairy y El-Sayed 2011).
Este género se suele utilizar generalmente en combinacion con diatomeas a fin de
garantizar un perfil nutricional adecuado para animales de pastoreo (Wilkenfeld et al.,

1984; Gallardo et al., 1994; D’Souza Loneragan, 1999 ;Pina et al., 2005)

A continuacién se citan cronologicamente algunos de los estudios realizados con esta
microalga en crusticeos, especialmente camarones peneidos, asi como otros trabajos en

los que se presentan mejoras en el cultivo esta especie:

Tobias-Quinitio y Villegas (1981) compararon el crecimiento, la supervivencia y la
composicion de macronutrientes de larvas Penaeus monodon desde PZI a MIII
alimentadas con Chaetoceros calcitrans y Tetraselmis chuii. La supervivencia y las
tasas de crecimiento fueron de significativamente superiores en las lavas alimentadas
con C.calcitrans en el segundo y tercer dia de cultivo, pero no difirié durante la etapa de
Mysis y el final del periodo de cultivo. Los autores sefialaron que las diferencias en la
supervivencia y las tasas de crecimiento durante el segundo y tercer dia pudieron
atribuirse al tamafio de célula de T.chuii, mayor que C. calcitrans, que no pudo ser
ingerido en cantidad suficiente para el estadio de protozoea produciendo una fuerte
disminucion en la poblacion. Esto explicaria el bajo contenido en lipidos de las larvas
alimentadas con 7. chuii en PZIII frente a las alimentadas con C.calcitrans que contenia
una menor proporcion de este nutriente. El porcentaje de proteina cruda del tratamiento

de T.chuii fue superior para protozoeas y Mysis.

Kuban et al., (1985) compararon la supervivencia, metamorfosis y el crecimiento de
cuatro especies de larvas de peneidos (Penaeus aztecus, P. setiferus, P. vannamei y P.
stylirostris) después de ser alimentados con  una combinacion de diatomeas
(Skeletonema costatum y Chaetoceros gracilis) y otro tratamiento de solo flagelados

(Isochrysis sp. y Tetraselmis chuii), ambos solos o en combinacion con nauplios de
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Artemia. Los resultados mostraron que todas las especies de larvas alimentadas
unicamente con flagelados retrasaron su metamorfosis a Mysis. La supervivencia y el
crecimiento de las larvas también fueron significativamente mejor para las larvas

alimentadas con las diatomeas.

Kurmaly et al, (1989) realizaron un balance de energia de 7.chuii frente a un
microencapsulado para las larvas de Penaeus monodon dese PZI hasta PLI. La tasa de
ingestion de 7.chuii aumento hasta la fase MII donde comenzo a descender. La relacion
de tasa de ingestion y peso-especifico para las larvas alimentadas con 7. chuii mostraron
una disminucidén constante con el peso, después de una fuerte caida en PZIIL. Las
diferencias de asimilacion entre las larvas alimentadas con la microalga y con la dieta
encapsulada fueron minimas. Sin embargo se calculd que la masa necesaria de alimento
artificial necesario para cubrir los requerimientos de energia de las larvas es un 15%

mayor que para T.chuii.

Kurmaly et al, (1989) realizaron un andlisis comparativo del crecimiento y la
supervivencia de las larvas Penaeus monodon desde PZI a PLI alimentadas con varias
microalgas, entre las que se incluia T.chuii, dietas artificiales y en combinaciones de
ambos. El tratamiento que obtuvo la mayor supervivencia fue el que incluia T.chuii y
Rhodomonas baltica  combinada con una dieta comercial microencapsulada en
proporcion 1:1 con un 68.97% de supervivencia desde PZI a MI, mientras que el
tratamiento que contenia Unicamente 7.chuii la supervivencia fue del 66.15% desde PZI
a PL. La mejor tasa de crecimiento obtenida fue para el tratamiento de Rhodomonas
baltica. El andlisis bioquimico obtenido para Tetraselmis chuii fue de un 48.8% de

proteinas, un 24,7% carbohidratos, un de 4.3% lipidos y 22,2% ceniza.

Glaude y Maxey (1994) evaluaron la produccion heterotrofica de varias cepas de
microalgas, entre las que se incluia una cepa de T.chuii, con diferentes fuentes de
carbono como glucosa, glicerol o una mezcla de acetato, lactato y glutamato. Para

T.chuii el resultando fue positivo el tratamiento que contenia glucosa.

Gallardo et al (1994) crearon el primer esquema de alimentacion basico para la
alimentacion de larvas de Penaeus setiferus. Este estaba compuesto por la diatomea
Chaetoceros cerutosporum, Tetraselmis chuii y nauplios de Artemia. En los anélisis
realizados para calcular la concentracion optima de 7.chuii la tasa de crecimiento

maxima entre PZI y PLI se obtuvo con 3 x 10° Cel-'mL™, mientras que el mayor indice
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de desarrollo en el estadio de PZIII fue de 1 x 10° Cel'mL™ y la maxima supervivencia
obtenida (52%) entre PZI y PL contaba con 3 x 10° Cel'mL™ al igual que para el indice
de calidad y el indice de rendimiento. En combinacion con C. cerutosporum las
mayores tasas de crecimiento y desarrollo de las larvas fueron con 2 y 3 x 10° Cel'mL’
' de T.chuii, respectivamente. Al ser alimentadas unicamente con C. cerutosporum la
supervivencia y el indice de calidad disminuyeron, posiblemente debido a que la
combinacion de ambas microalgas podrian proporcionar la concentracion Optima de
lipidos requeridos para las larvas de L. setiferus. En este esquema recomendado para
estadios larvales de L. setiferus el flagelado T.chuii y la diatomea C. cerutosporum se

administran desde PZI hasta PLI.

Marin-Magén, y Canavate (1995), utilizaron 7. chuii en un estudio para evaluar la
preferencia de las larvas de Penaeus japonicus durante PZII-PZIII y el estadio de MI
entre la microalga y microcapsulas de pared proteica con tamafios similares. El
resultado sugiere las larvas de protozoea ingirieron ambas en proporciones similares.
Mientras que las larvas en MI mostraron una ingestion de 7.chuii muy por debajo del

control.

En 2000 postlarvas de Litopenaeus setiferus fueron alimentadas bajo cuatro regimenes
alimentacion que incluian combinaciones de nauplios de Artemia, una dieta comercial
de microparticulas, y una combinacion de Tetraselmis chuii y Chaetoceros gracilis. El
tratamiento que incluia la mezcla de microalgas mostrd6 una tasa de crecimiento
significativamente mas alta que los tratamientos donde estas estaban ausentes pudiendo
influir como fuente de vitaminas u otros micronutrientes para necesarios para las

postlarvas.(Brito et al., 2000)

Durante un estudio sobre el efecto de la alimentacion en larvas de camarén limpiador
Lysmata amboinensis, Cunha et al.,(2008) utilizaron las microalgas Tetraselmis chuii,
Chaetoceros gracillis y un tratamiento de ayuno como alimentacion experimental para el
estadio de PZI. Al finalizar las primeras 24h observaron que el contenido de proteina
soluble era significantemente mayor en los camarones alimentados con Chaetoceros
gracillis, mientras que la actividad de la enzima tripsina de las larvas alimentadas con

Tetraselmis chuii fue significativamente mayor que el resto de los tratamientos.

Esta microalga generalmente es cultivada en medio F o F/2 (Guillard, 1975) sin

embargo en un experimento realizado por Khairy y El-Sayed (2011) utilizando cuatro

20



medios de cultivo diferentes, incluyendo este, observaron que las mayores
concentraciones celulares fueron alcanzadas con el medio Erdschriber obteniendo una
diferencia significativa. Ademas el contenido de proteina total asi como el contenido de
lipidos totales también fueron significativamente superiores, especialmente el contenido

en acidos grasos poliinsaturados

Kokou et al.,, (2012) reportaron la presencia de actividad antimicrobial para esta
microalga ante cuatro de cepas de bacterias Vibrio utilizadas: V. lentus, V. splendidus.
V. scophthalmiy y V. parahaemolyticus impidiendo su crecimiento en 44 horas después
de su inoculaciéon y no pudiendo ser detectados al final del experimento. Esto apoya lo
encontrado por Makridis et al., (2006) donde T chuii reduce la carga microbial presente
un cultivo de Artemia enriquecida, especialmente las bacterias del genero Vibrio y

algunas cepas gram negativas.

Litopennaus vannamei

Las larvas de los camarones peneidos generalmente son alimentadas con diferentes
especies de microalgas, y la cantidad y calidad de estas son unos de los factores mas
criticos que afectan a su desarrollo (Nufez et al., 2001). Los cultivos con dietas mono
especificas pueden causar deficiencias nutricionales afectando al crecimiento y
supervivencia de la larva (Pifia et al., 2005). Algunas microalgas pueden incrementar la
supervivencia de las larvas mientras que otras tienen buen crecimiento pero baja
supervivencia o viceversa. Estas diferencias pueden ser debidas al tamafio o la

composicion quimica de la microalga (Tobias-Quinitio, 1981).

La diatomea Chaetoceros gracilis es la microalga que mejores resultados ha dado como
alimento exclusivo de larvas de Lifopenaeus vannamei. También microalgas como
Chaetoceros calcitrans, Isochrysis galbana, Skeletonema sp, Tetraselmis suecica y
Tetraselmis chuii  han sido utilizadas con mas o menos éxito en diferentes
combinaciones (Simoén, 1978; Kuban, 1985; Sangha, 2000; Pifia et al., 2005). Sin
embargo las larvas de L. vannamei durante los primeros subestadios de protozoea
demuestran una clara preferencia por el uso de diatomeas frente a los flagelados, (Nufiez
et al., 2001; Pifia et al., 2005). Segtin algunos autores (Tobias-quinitio y Villegas, 1982;
Gallardo et al., 1994; Nunez et al., 2001) esta preferencia puede ser debido a la
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diferencia entre el tamafio la boca de las larvas de los peneidos y el tamafo de las
células flageladas, generalmente mucho mayor que las diatomeas, que impiden su
ingestion. Esto contradice a las observaciones al microscopio realizadas por Galgani et
al (1988) donde aseguran que las larvas de L.vannamei son capaces de absorber
particulas de tamafios inferiores a 35um en PZI y de 50 pm para PZIl. Ademas el
flagelado Tetraselmis chuii es utilizado en esquemas de alimentacion de L.vannamei
desde la fase naupliar (Trece and Yates 1990) al igual que para L.notialis y L.schmitti
Leal et al (1985).

En general, los elementos nutricionales requeridos de las microalgas para un alta
supervivencia en larvas de peneidos son: un contenido de proteinas mayor del 25% de
su masa seca, un 8-30% de carbohidratos y alrededor de un 10% de lipidos,
especialmente acidos grasos como los C20:5n3 y C22:6n3 (Tobias-Quinito y Villegas,
1982)

Las larvas de peneidos tienen un requerimiento absoluto de acidos grasos insaturados
de cadena larga especialmente de EPA y DHA ya que parecen promover su crecimiento
(Pina et al., 2005). También se ha observado que la resistencia al estrés en larvas de
crustaceos esta relacionada con la presencia de niveles adecuados de PUFAS
principalmente EPA, 20:5n-3 y DHA, 22:6n-3 (Dhert et al., 1992). En particular
ante estrés salino la administracion de dietas con alto contenido de HUFA en postlarvas
de L.vannamei tiene un efecto beneficioso en la supervivencia. Esto se encuentra
relacionado con la modificacion de la composicion de acidos grasos de las branquias y
con el aumento de superficie de estas, mejorando los mecanismos osmorreguladores

Na'/ K'-ATPasa y la actividad de la anhidrasa carbonica (Palacios et al., 2004).

Montaiio y Navarro (1996) realizaron un estudio sobre la composicion de acidos grasos
entre larvas de L.vannamei de vida libre y cultivada encontraron que los niveles de
DHA y EPA eran significantemente mayores en los primeros, mientras que los
procedentes de cultivos la cantidad de 18:3n-3 era mucho mayor. Estas diferencias en
la composicion de acidos grasos se debieron principalmente a la dieta natural de las

larvas en estado salvajes.

Los é&cidos grasos poliinsaturados también afectan significativamente la respuesta

inmune de las larvas de Litopenaeus vannamei. Nonwachai y colaboradores (2010)
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realizaron un estudio donde las larvas fueron alimentadas con microalgas cultivadas
heterotréficamente con un alto contenido DHA y ARA. Posteriormente las larvas fueron
expuestas ante la bacteria Vibrio harveyi mostrando una mejora en parametros
inmunolégicos como total de hemocitos, actividad de fenoloxidasa, actividad

superoxido dismutasa, y actividad bactericida.

Litopenaeus vannamei presenta una fuerte adaptacion a este estadio inicial de herbivoria
presentado una produccion de la enzima tripsina a partir de PZI mucho mayor que en
otros peneidos (Jones et al.,, 1993). Esto le permite extraer rapidamente mas
componentes digeribles de la microalga obteniendo una baja eficiencia de asimilacion
pero una alta ganancia de energia neta. La produccion y actividad de la tripsina tiene un
pico entre PZII y Mysis I como consecuencia de los cambios en los habitos alimenticios
(habito raptorial), morfologicos (aparicion de la glandula digestiva) entre otros (Lovett y
Felder, 1989; Gallardo et al., 1994).Mientras la actividad de la lipasa que estd presente
desde la fase naupliar alcanza la mayor actividad durante los estadios de PZIl Y PZIII

(Rivera-Pérez, 2010).
Salicilatos, glicerol y acido acético

Salicilatos

Los salicilatos constituyen un grupo de compuestos derivados del acido salicilico (SA) ,
una fitohormona muy utilizada en medicina cuyo producto mas popular es el acido-
acetil-salicilico mas conocido como Aspirina producida por la Bayer Company desde
1898 (Raskin, 1992). Los salicilatos han sido ampliamente utilizados en muchos
tratamientos en plantas superiores observandose efectos como la induccion a la
floracion, crecimiento, desarrollo, inhibicion de la sintesis de etileno, incremento de la
fotosintesis, resistencia ante patogenos, disminucion de estrés y expresion de genes
entre otros. (Enyedi et al., 1992; Raskin, 1992; Gutiérrez-Coronado, 1998; Rhoads y
MclIntosh, 1992; Jordan y Casaretto, 2006). Sin embargo la literatura acerca de su

aplicacion en microalgas es muy escasa, la cual se cita a continuacion:

En 2002 Czerpak y colaboradores realizaron el primer estudio de la actividad del 4cido
salicilico en microalgas con la especie Chlorella vulgaris en diferentes concentraciones.
El mayor efecto del SA resultdé en un incremento en el numero de células 23-40 %
respecto al control. También el contenido de ADN y ARN se aumentd en un 60 %. El

SA estimulo intensamente la produccion de azucares un 40.7% y las proteinas en un
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60% ademas se observé una excrecion extracelular de proteinas, algo nunca antes
observado en microalgas. La intensidad fotosintética se vio incrementada en un 32.6 %
asi como el contenido de clorofila a y b en las células que aumentaron en un 28-50 % y
36-70 % respectivamente, el contenido de carotenoides también se increment6 en un 33-

57 %.

En 2006 Kovécik y su equipo estudiaron el efecto del cobre, el acido salicilico y una
combinacion de ambos sobre la produccion de acidos fenoloicos y aminoécidos libres
en Scenedesmus quadricauda. Los resultados mostraron que el cobre produjo una
disminuciéon en la produccion de clorofila mientras que SA la estimulaba. La
produccion de proteinas solubles totales y fenoles solubles se deprimieron con el

tratamiento Cu, mientras que SA no tuvo ningun efecto.

En 2012 Gao y colaboradores consiguieron por medio del acido salicilico la induccion
en la expresion transcripcional de ocho genes de carotenoides. La acumulacion de
astaxantina en Haematococcus pluvialis se incremento significativamente consiguiendo

una concentracion de 2.74 mg/L.

Glicerol y acido aceético
El 4cido acético y el glicerol han sido utilizados en diversos trabajos como fuentes de
carbono organico tanto para cultivos heterotrofos como mixotroficos. Algunos de estos

estudios se citan a continuacion:

En 1995 Vazhappilly y F.Chen estudiaron el crecimiento heterotréfico de 20 cepas de
microalgas con potencial para la produccion de EPA y DHA utilizando glucosa y
acetato como fuentes de carbono. La mayoria de la microalgas estudiadas mostraron un
crecimiento positivo en glucosa mientras que de las doce que podrian crecer en acetato
solo la microalga Crypthecodinium. Cohnii mostro un buen crecimiento en acetato

mientras que otras tres microalgas presentaron un crecimiento moderado en este medio.

En 1997 el equipo de investigacion encabezado por Kitano aislaron tres cepas de
microalgas silvestres que identificaron como Navicula saprophila, Rhodomonas salina
v Nitzschia sp. Estas cepas fueron cultivadas en presencia de acido acético como

sustrato a diferentes temperaturas con y sin iluminacion. La proporcion de EPA
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aumentd en presencia del acido acético en Rhodomonas salina y Nitzschia sp. Sin
embargo, la cepa de Navicula saprophila mostré la mayor productividad y contenido de
EPA, ademas su biomasa fue mejorada bajo condiciones mixotréficos en la presencia de
acido acético. A bajas temperaturas y en ausencia de acido acético el contenido de EPA
decay6 considerablemente para las cepas de Rhodomonas salina y Nitzschia sp.
Contrariamente en presencia del sustrato estas cepas mostraron los niveles mas altos de

EPA.

En 2001 la microalga Crypthecodinium cohnii fue cultivada con acetato de sodio como
fuente de carbono manteniendo a pH constate y otro cultivo que contenia glucosa como
sustrato. Los resultados revelaron que la acumulacion de lipidos en el cultivo con

acetato de sodio fue significativamente mayor que en glucosa. (Ratledge et al., 2010)

En 2005 Ceron y colaboradores investigaron el uso de varias fuentes de carbono, entre
las que se incluia el glicerol, en el cultivo mixotréfico y heterotrofico de la microalga
Phaeodactylum tricornutum. Los resultados mostraron que esta microalga solamente era
capaz de crecer heterotroficamente en glucosa. Sin embargo bajo condiciones
mixotroficas podia crecer en diferentes sustratos como el glicerol, que mostro ser el
medio mas estimulatorio para la produccion de clorofila, carotenoides y acidos grasos.
Cabe destacar que el uso de glicerol en esta microalga aument6 considerablemente los

niveles EPA.

En 2005 se investigo la capacidad de utilizacion de glicerol como fuente de carbono de
la cianobacterias Spirulina platensis en cultivo heterotréfico. Los resultados mostraron
un decaimiento en la produccion de los pigmentos clorofila a y ficocianina, mientras
que el crecimiento fue comparable a las condiciones del control al igual que el
contenido de lipidos. Sin embargo se encontraron variaciones en el los perfiles de
acidos a distintas concentraciones, destacando un incremento significativo en la
produccion del acido graso poliinsaturado y-linoleico a la mayor concentracién de

glicerol (Yrade y Costa,2007).
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JUSTIFICACION

La microalga Tetraselmis chuii, ha sido ampliamente utilizada en la alimentacién de
peneidos en combinacidon con diatomeas desde los estadios larvales de nauplios y PZI
(Alfonso 1985; Trece and Yates 1990; Gallardo et al 1995) ya que presenta un amplio
perfil de &cidos grasos altamente insaturados, sin embargo en varios articulos
publicados donde se muestran dichos perfiles la proporcion de EPA y DHA es baja
llegando incluso a estar alguno ausente (Dunstan el al, 1992, Brown et al., 1997). El
cultivo mixotrofico de microalgas podria estimular la produccion acidos grasos
altamente insaturados, como el 4cido eicosapentanoico (EPA) usando glicerol o 4cido

acético como fuente de carbono (Kitano et al., 1997; Ceron et al., 2005).

Como se menciond anteriormente Glaude y Maxey 1994 probaron la produccion
heterotréfica en T.chuii dando positivo en glucosa y negativo en acetato y una
combinacion de compuestos organicos que incluia glicerol. Sin embargo en ese estudio
se observa que en distintas especies del mismo género, como en el caso 7. suecica, se
reportaron tres resultados diferentes segiin las cepas utilizadas, mientras que para 7.
chuii solo fue probada en una cepa. Ademas existe el precedente de P. tricornutum, una
microalga que al ser cultivada con glicerol como fuente de carbono de manera
heterotrofica no presentaba crecimiento, mientras que en un ambiente mixotrofico crece

satisfactoriamente estimulando incluso la produccion de EPA (Ceron et al., 2005).

En este estudio también se pretende evaluar el efecto del acido salicilico en T.chuii. No
se ha encontrado que el 4cido salicilico haya sido probado en esta microalga ni en
ninguna otra microalga bajo condiciones mixotrdoficas, sin embargo se espera un
comportamiento similar al utilizado en cultivos fototréficos aumentando el numero
c€lulas y produccion de clorofila (Czerpak et al., 2002; Kovéacik et al., 2006). Ademas
en los escasos antecedentes acerca del uso de acido salicilico en microalgas no existe
ninguna evaluacion de coémo afecta a la produccion de lipido ni &cidos grasos

poliinsaturados.

Un mejoramiento en la calidad lipidica de T.chuii, especialmente en acidos grasos
altamente polinsaturados como DHA y EPA, podria afectar positivamente a los cultivos
larvales de L.vannamei ya que estos acidos grasos parecen estar relacionados con el
crecimiento, la osmorregulacion y la respuesta inmune (Palacios et al., 2004; Pifia et al.,

2006; Nonwachai y et al., 2010).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los cambios en la produccion de acidos grasos y la composicion bioquimica de

la microalga Tetraselmis chuii cultivada en dos medios mixotréficos (glicerol y acido

acético) suplementada con acido salicilico, y su efecto en el desempefio nutricional de

las larvas tempranas de Litopenaeus vannamei.

Objetivos particulares

a)

b)

d)

Realizar un cultivo preliminar con los sustratos orgédnicos (glicerol y écido
acético) y acido salicilico para reconocer cudl de los medios tiene mayor
repercusion en la sintesis de acidos grasos poliinsaturados de 7.chuii y definir
las cinéticas de crecimiento.
Seleccionar el medio que posea mayor repercusion en la sintesis de acidos
grasos poliinsaturados (especialmente DHA y EPA) y realizar cultivos a
distintas concentraciones en las fases final exponencial y estacionaria de la
curva de crecimiento.
Determinar las variaciones en el perfil de 4cidos grasos, lipidos totales,
proteinas, pigmentos, cinética de crecimiento y biomasa de Tetraselmis chuii
cultivadas con el medio seleccionado en las distintas fases de crecimiento y
concentraciones.
Seleccionar la fase de crecimiento y la concentracion en la que el medio
seleccionado produzca una mayor produccion de acidos grasos poliinsaturados
(especialmente DHA y EPA) para ser utilizada como alimento para las larvas
tempranas de L.vannamei
Determinar los indices de crecimiento y supervivencia de las larvas tempranas
de L. vannamei (NV-PZIII) alimentadas con tres dietas de microalgas.

-T.chuii producida en condiciones estdndar de la UAS (Unidad
Academica de Sisal);

-T.chuii y Chaetoceros gracillis (dieta estandar utilizada en la UAS para
larvas de L. vannamei.)

-T.chuii producida bajo el tratamiento experimental seleccionado.

27



HIPOTESIS
El uso de cultivo mixotréfico utilizando glicerol y 4&cido acético como fuentes de
carbono aumentard la produccion de acidos grasos altamente poliinsaturados (EPA y

DHA) en Tetraselmis chuii.

El salicilato suplementado en los medios de cultivo estimulard el metabolismo
heterotréfico de la microalga Tetraselmis chuii aumentando la produccion de acidos

grasos poliinsaturados y mayor biomasa.

Los mayores niveles de acidos grasos poliinsaturados EPA y DHA de T.chuii
provenientes de los cultivos mixotroficos, suplementados con salicilatos, en
comparacion con 7. chuii producidas en condiciones de la Unidad Académica de Sisal,
tendran un efecto positivo en las larvas de L.vananmei, lo cual repercutird en un mejor

crecimiento y supervivencia.
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METODOLOGIA GENERAL DE LOS CULTIVOS CAPITULO1Y II

Los cultivos de microalgas se llevaron a cabo en el cepario del area de produccion de
alimento vivo en la Unidad Académica Sisal, en Hunucma, Yucatan. El cepario se
encuentra a una temperatura controlada de 24°C y un fotoperiodo continuo. Las cepas
de la microalga utilizadas en este experimento han sido donadas por el laboratorio de

alimento vivo de la Unidad Académica Sisal (UAS).

Los cultivos se iniciaron a partir de la cepa T.chuii que se conserva en el cepario del
area de produccion de alimento vivo de la UAS en tubos de ensayo de 10 mL y se
escalaron a un matraz de 250mL con agua de mar filtrada y desinfectada utilizando el
medio F/2 como fertilizante durante 10 dias sin aireacion. Posteriormente se traslado el
volumen a 1800mL durante otros 10 dias con aireacién moderada. Finalmente con el
volumen final de 1800mL se procedi6 de la manera mas aséptica posible a inocular los
tratamientos con un volumen de 50mL que corresponde al 10% del volumen final. (Fig.
4). Los tratamientos se distribuyeron en el area de cultivo de una manera totalmente

aleatoria.
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Figura 4:esquema de escalado del cultivo desde la cepa al
indéculo.

Todos los distintos tratamientos se realizaron por triplicado en matraces tipo bola de
500mL con aireacion moderada, y una salinidad del agua de mar filtrada fijada en
30g-L" la cual ha sido desinfectada con 0.3 mL de cloro por litro y desactivada con
0.15mL de tiosulfato de sodio. Posteriormente se afadio la cantidad recomendada de la

solucion A y B del medio F/2 (Guillard, 1975) y las cantidades necesarias de acido
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salicilico, glicerol o acido acético para conseguir la concentraciones deseadas y se

esterilizé en autoclave a 1.06 kg cm™ durante 60 minutos.

Seguimiento de los cultivos

Para determinar la cinética de crecimiento se realizé un seguimiento diario obteniendo
250 pL de muestras en las que se observo su estado y posteriormente se fijaron con una
solucion de lugol antes de proceder a su conteo. Los conteos de microalgas se realizan
por el método de contaje directo al microscopio Optico en una camara de Neubauer de

0.1 mm de profundidad. (Figura 5)

CONTEQ 16x8 ]
1 13
12 1220l , b
Camara INFERIOR === SR
127 1231 =l X2
126 112 = =
N2 Celulas 1251250 > B £51) = =
Z

Figura 5: se muestra la imagen de la cdmara de Neubauer y el modo de realizar el conteo directo.
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CAPITULO L

Seleccion del medio de cultivo

Inicialmente se realizd un cultivo preliminar con el objetivo de reconocer cual de los
medios de cultivos fototroficos y mixotroficos, de la microalga 7T.chuii sometida a
distintos tratamientos experimentales que incluian glicerol, acido acético y acido
salicilico tenian una mayor repercusion en la sintesis de acidos grasos poliinsaturados
de interés para la alimentacion de larvas tempranas de L.vannamei (principalmente EPA

y DHA ) y definir las cinéticas de crecimiento de la microalga.

METODOLOGIA

Este cultivo se realizd utilizando cinco tratamientos diferentes en condiciones
mixotroficas, autotroficas y en presencia y ausencia de acido salicilico asi como un
control autotrofico que representa las condiciones de produccion de T.chuii en la UAS
(medio F/2 y 6,000 Lux de iluminacién) como se muestra en la Tabla 1. Todos los
tratamientos se realizaron por triplicado, distribuidos de manera aleatoria y con
aireacion moderada. Los cultivos autotrofos  estuvieron bajo una condicién de
iluminacion de 6,000 Lux mientras que para los cultivos mixotroficos la iluminacion
fue de 950 Lux para impedir la inhibicion de la toma de sustrato organico (Ukeles y
Rose 1976) (Figura 6). El cosechado del cultivo se realiz a los 12 dias de cultivo que

es cuando se observo que todos los tratamientos se encontraban en fase estacionaria.

Tabla 2:Tratamientos con acetato de sodio, glicerol y acido salicilico para el cultivo de T.chuii en concentraciones
expresadas en moles y luxes utilizados.

Tratamientos Componentes del medio de cultivo

6.000 Lux

UAS F/2

UAS+SA F/2 + acido salicilico 10 * M
1.600 Lux

Acetato F/2 + Acetato de sodio 0.1M

Glicerol F/2 + Glicerol 0.1M

Acetato + SA F/2 +Acetato de sodio 0.1M + 4cido salicilico 10 * M

Glicerol + SA F/2 +Glicerol+ acido salicilico 10 * M
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Autétrofo

‘lluminacion:
-6000Lux
*Medios:
UAS
UAS+SA

Mixétrofo

‘lluminacién:
-950Lux

-Medios:
-Acet.
-Gly.
-Acet.+SA
-Gly.+5A

Figura 6: disposicion de los matraces en el cepario durante el cultivo de seleccién de medio.

Recuperacion de la biomasa

Alcanzada la fase estacionaria en todos los tratamientos se procedi6 al cosechado de los
cultivos. Para eliminar el exceso de agua se extrajeron 400 mL de los cultivos que se
distribuyeron en tubos falcon de 50 mL para su proceder al centrifugado. Este se realizo
en una centrifuga (IEC centra MP4R) a 5,000 rpm durante 10 min. Se retir6 el exceso de
agua y la pastilla celular de microalga resultante se llevo a congelacién en nitrégeno
liquido durante 10 minutos y fue almacenado durante toda la noche en refrigeracion a -
40 °C. Posteriormente en una liofilizadora LABCONCO FREEZONE 2.5 a 0.520 mBar
y a -45°C se liofilizo durante 24 horas. Finalmente el concentrado obtenido se pulverizd

y homogeniz6 en un mortero de ceramica hasta obtener un polvo fino y homogéneo.

Analisis acidos grasos

Este andlisis permite obtener el porcentaje de cada 4cido graso de la muestra respecto al
total de 4cidos identificados cromatograficamente. El andlisis consiste en una serie de
procesos que constan de extraccion de los lipidos con disolventes, saponificacion y
reextraccion de los acidos grasos, formacion de los derivados metilicos y analisis por
cromatografia de gases capilar con detector de ionizacion de llama. La cuantificacion se
hace utilizando el acido nonadecandico como estandar interno, que se anade a la
muestra después de la extraccion de los lipidos.
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Extraccion de los lipidos

El proceso se inicid partir de 50 mg de microalga liofilizada y pulverizada en un
mortero a la que se le anadid 4 mL de la mezcla de extraccion diclorometano: metanol
en proporcion 2:1. La extraccion se llevd a cabo en un bano ultrasonico a 60°C durante
30 min y posteriormente se centrifuga a 5,000 rpm durante 10 minutos para aclarar la
alicuota. Este proceso de extraccion se repitid dos veces a fin de maximizar el
rendimiento. Una vez recombinados los extractos se llevdo a sequedad completa
mediante la evaporacion de los disolventes bajo corriente de Nitrégeno calentando a 50

°C.

Saponificacion del extracto lipidico, obtencion y metilacion de los acidos grasos

Una vez extraidos los lipidos totales se afiadieron 100puL del 4cido C19:0 en metanol y
se procedid a la saponificacion. Para ello se anadié 1 mL de una solucion hidroxido de
potasio/metanol (20% w/v) y se calentd a 80°C por 60 min en una estufa. Se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se afiadieron 5 mL de solucion de NaCl (20% w/v)y 5
mL de hexano. La muestra se homogeniz6 en un vortex y fue centrifugada a 2000 rpm
durante 5 min. La fase superior fue descartada conservando la solucion acuosa de

lipidos saponificados

Para obtener los acidos grasos se afiadié una la solucion HCl al 35% hasta reducir el pH
a 1-2. Una vez alcanzado el pH requerido se adicionaron 2 mL de hexano, se
homogenizd en un vortex y se centrifugd a 2000 rpm por 5 min. La fase acuosa
(inferior) fue descartada mientras que la fase hexano (superior) se secé con Na,SO4
anhidro descartando la fase solida resultante. El hexano fue evaporado sin llegar a la

sequedad bajo una corriente de N, y calentando a 50°C.

Con el fin de mejorar su comportamiento cromatografico los acidos grasos extraidos se
derivaron formando los ésteres metilicos correspondientes. Para llevar a cabo la
reaccion de metilacion, al extracto seco se afiadid 1 mL de BF3/MeOH (10% w/v) y se
calent6 en la estufa a 80°C por 60 min. Una vez atemperado se afiadieron 2 mL de
solucion de NaCl (20% w/v) y 2 mL de hexano, la mezcla fue homogenizada en un
vortex y centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos para recuperar la fase superior
(hexano), que contiene a los ésteres formados. Finalmente la muestra se secd con
Na,SO4 anhidro descartando la fase solida y la solucion se conservé en atmosfera de N,

y refrigeracion hasta el analisis por cromatografia de gases.
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Analisis cromatografico para la determinacion del perfil de acidos grasos

Una vez concluido el tratamiento previo de las muestras para obtener los ésteres
metilicos de los acidos grasos presentes en las mismas, los acidos grasos individuales se
identificaron por cromatografia de gases capilar. Las muestras reconstituidas con
hexano se inyectaron en un cromatografo de gases con detector de ionizacion en llama
(FID, por sus siglas en inglés) Perkin Elmer modelo Clarus 500 equipado con un
inyector automatico. Las muestras se inyectaron en las condiciones cromatograficas
descritas en la Tabla 3.

Tabla 3: Condiciones de analisis por cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (CG/FID).

PARAMETRO VALOR

Columna Zebron ZB-WAX de Phenomenex, 20 m de
longitud, 0.18 mm de didmetro interno y 0.18 pm
de grosor de pelicula (Num.Cat. 7FD-G007-08).

Temperatura inicial del horno  100°C, 0 min
Rampa 1 10°C/min hasta 250°C durante 5 min
Acarreador Hidrégeno, flujo de 0.68 mL/min
Temperatura de inyector 250°C
Modo de inyeccion  Split, Razén 30:1
Inyeccion automatica
Volumen de inyeccion 2 puL
Detector FID
Temperatura del detector 250°C

Llama del detector Con una mezcla de H, (45 mL/min) y aire (450
mL/min)

Los compuestos individuales se identificaron de acuerdo a su tiempo de retencion,
tomando como referencia un estdndar con una mezcla de los compuestos de interés
(Supelco® 37 Component FAME Mix, Num. Cat. 47885-U). El perfil de 4cidos grasos
de cada muestra se generd calculando el porcentaje de area de cada compuesto en
relacion al 4rea total de 4cidos identificados.

Estadistica

Para determinar las diferencias entre la cinética de crecimiento y porcentajes de acidos
grasos de interés se realiz6 un andlisis de varianza de una sola via (ANOVA) (p< 0.05)
con el software STATISTICA. La ponderacion de las diferencias entre tratamientos se

realiz6 mediante la prueba de post hoc Tukey (Zar, 1996; Underwood, 1997).
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RESULTADOS

Cinética de crecimiento

Las microalgas cultivadas bajo la condicion de 6,000 Lux (UAS y UAS+SA) iniciaron
la cinética de crecimiento con una leve disminucion en el nimero de células durante los
dos primeros dias seguido de un crecimiento exponencial de cuatro dias de duracion
donde el tratamiento UAS alcanzé 1.55x10° Cel'mL™ mientras que el tratamiento
UAS+SA obtuvo 1.45x10° Cel'mL™ (p>0.05). En la fase estacionaria el tratamiento
UAS registro la mayor densidad celular en el décimo dia de cultivo con 1.67x10°
Cel'mL" y 1.61x10° Cel-mL™" al final del cultivo siendo significativamente superior al
cultivo UAS + SA que también obtuvo la mayor densidad en el décimo dia con

1.55x10° Cel'mL™"y 1.43 x10° Cel-mL™ al final del experimento.

Dia; LS Means
Wilks lambda=,00005, F(6&, 107,12)=56.6472, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 7: cinética de crecimiento de los cultivos UAS, UAS+SA, Acetato, Glicerol, Acetato+SA y Glicerol+SA, con una
duracién de 12 dias

Los cultivos mixotréficos también mostraron una fase de adaptacion de dos dias

seguido por un crecimiento de seis dias de duracidon a excepcion del tratamiento con
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Glicerol que continuo hasta el noveno dia. Al inicio de la fase estacionaria los cultivos
mixotroficos alcanzaron una densidad celular de 0.64 x10° Cel'mL™’ para el
Glicerol+SA, 0.75 x10° Cel'mL™" para el Acetato, 0.78 x10° Cel'-mL™" para Acetato+SA
y en el noveno dia el tratamiento de Glicerol obtuvo 0.98 x10° Cel-mL™" antes de entrar
en la fase estacionaria siendo esta la mayor densidad obtenida en todos cultivos
mixotroficos. Al final del cultivo las densidades celulares de los tratamientos Glicerol y
Acetato fueron significativamente superiores a sus homologos con acido salicilico y no

se encontraron diferencias significativas entre estos dos ultimos. (Figura 7)

Perfil de acidos grasos

El perfil de acidos grasos de 7. chuii presenta una composicion porcentual similar
independientemente de los tratamientos de cultivo, donde los acidos grasos
monoinsaturados se encuentran en mayor proporcion, seguidos de los saturados y en

menor medida los poliinsaturados.

Respecto a la proporcion relativa de acidos grasos poliinsaturados de la microalga 7.
chuii sometida a los distintos tratamientos el mayor porcentaje promedio obtenido fue
para el tratamiento de Glicerol con un 26.1+1.7% seguido por el tratamiento UAS con
24.6+0.8% y el Acetato 23.4%=+0.6 p>0.05 (Figura 8). No obstante entre los
tratamientos a los que se aplico el acido salicilico en comparacion con los tratamientos
homologos en donde el acido salicilico estuvo ausente se observa una tendencia a
reducir la proporcion relativa de 4cidos grasos poliinsaturados en favor de los

monoinsaturados. (Figura 8)

" )

Paicentaje &

=

| ]
{
|

| ' ] | |

40 | . | :

My | | | |

- , _ _ ! | |

i I NS I | I | I B (wewee

" [l Moronsatorxin

LIS LAS =S4 Arntabp Acalaloe 54 Ghearol Ghoorol+S8 Polrmskiads

Figura 8: Se muestran los porcentajes promedios de tipos de saturacién de los acidos grasos entre los tratamientos.
Los indices con la misma letra indican que existen diferencias significativas p<0.05
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Tabla 4: Composicion relativa de acidos grasos (% del total de acidos grasos identificados) de la microalga

Tetraselmis chuii.

6,000Lux 950Lux
Acidos Grasos UAS UAS+HSA Acetato Acetato+SA Glicerol Glicerol+SA
SATURADOS
C6:0 - - - - - -
C8:0 - tr - 0.1+0.0 - tr
C10:0 - tr - 0.140.1 0.140.1 tr
C12:0 - tr - 0.1+0.0 0.140.1 tr
C13:0 - tr - tr 0.1+0.0 tr
Cl14:0 0.540.1 0.5+0.0 0.4+0.0 0.540.0 1.140.2 0.740.3
Cl15:0 0.1£0.0 0.140.0 tr 0.140.0 0.4+0.1 0.3+0.1
Cl16:0 32.3£1.0 33.540.6 30.140.7 29.340.2 32.141.6 33.441.4
C17:0 0.3£0.0 0.5+0.3 0.3+0.0 1.00.1 0.540.1 0.940.1
Cl18:0 1.120.2 0.8+0.0 1.1£0.2 0.8+0.0 1.2+03 1.240.1
€20:0 0.3£0.0 0.1+0.0 tr tr 0.1£0.0 0.240.1
C24:0 0.240.0 0.240.0 0.1£0.1 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0
Subtotal saturados 34.8+1.4 35.8+1.1 32.2+1.0 32.1+0.6 35.8+2.6 36.9+2.1
MONOINSATURADOS
Cl4:1 - 0.240.0 tr 0.1+0.0 0.1+0.1 tr
Cl15:1 - - - 0.5+0.5 tr -
Cl6:1 0.3£0.0 0.3+0.0 0.9+0.1 1.0£0.2 2.9+0.5 22402
C17:1 1.2£0.0 1.0£0.1 1.3£0.1 1.120.0 1.8+0.2 1.240.1
C18:1n9¢/t 35.7+40.4 41.940.4 38.740.3 42.6+0.4 31.341.0 37.340.1
C20:1n9 3.340.2 3.320.1 3.540.2 3.340.1 2.0£0.2 25403
€22:1n9 tr tr 0.1£0.0 0.1+0.0 0.1+0.0 tr
Subtotal Monoinsaturados 40.6+0.7 46.7+0.7 44.5+0.7 48.6+1.2 38.1£2.0 43.3+0.8
POLIINSATURADOS
C18:2n6 (LA) 2.9:0.0° 3.720.1° 22+0.0° 3.5£02° 2.840.2° 3.920.1°
C18:3n6 0.3£0.0 0.240.0 0.120.1 0.2+0.0 0.2+0.0 0.2+0.0
C18:3n3 (ALA) 14.6+0.3" 9.740.1° 14.6:0.1° 10.540.2° 15.541.0° 10.9+1.1°
C20:2 - tr tr 0.1+0.0 tr -
€20:4n6 (ARA) 0.4£0.0° 0.3+0.0*° 0.4£0.0° 0.5:0.0° 0.4£0.0° 0.540.0°
€20:3n3 0.1£0.0 tr 0.120.1 tr 0.1+0.0 -
€20:5n3(EPA) 6.2+0.4° 3.3402° 5.9403° 4.4:0.1° 6.70.3" 4.120.4°
222 0.2+0.0 0.10.0 0.10.0 0.1+0.0 0.1+0.0 0.1+0.0
(22:6n3 (DHA) - tr - r? 0.1+0.1° r®
Subtotal Poliinsaturados 24.6+0.8 17.5+0.5 23.4+0.6 19.2+0.6 26.1+1.7 19.8£1.7
Subtotal n-3 20.9+0.7 13.120.3 20.440.4 14.9+0.4 22.541.4 15.141.5
Subtotal n-6 3.5:0.0 4.320.1 2.8+0.1 4.2 0.2 3.5+0.3 4.620.1
n-6/n-3 0.17 0.32 0.14 0.28 0.16 0.30

(ALA) =0-Linolénico ,(LA)= Linoléico, (ARA)=Araquidénico, (EPA) =Eicosapentanoico,(DHA) =Docosahexanoico, (n-3)

=omega 3, (n-6)=omega 6,( n-6/n-3)= relaciéon omega 6 / omega3,(Tr)=traza resultados menores a 0.05%). Numero de mediciones

por tratamiento=6
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Acidos grasos poliinsaturados de interés

a-Linolénico 18:3n3 (ALA)

En los cultivos fototroficos existen diferencias significativas para este acido graso
poliinsaturado entre el tratamiento UAS y el adicionado con 4cido salicilico con un
promedio de 14.6+0.3% y 10.5+£0.2% respectivamente (p<0.05). En los medios
mixotroficos se observa esta misma tendencia con los medios Glicerol y Acetato frente
a sus homologos con acido salicilico siendo significativa la diferencia entre ellos. El
tratamiento Glicerol con un promedio de 15.5 +1.0% fue superior a todos los medios
aunque no existi6 diferencia significativa entre este y el acetato con 14.6+0.1%(p>0.05).
El acido salicilico parece mostrar un efecto antagonico en los porcentajes de o-

linolenico para esta microalga. (Tabla 4)

Linoléico C18:2n6 (LA)

El 4cido linoléico durante cultivo fototréfico aumentd significativamente con la adicion
de 4cido salicilico llegando hasta 3.7+0.1% en comparacion con el 2.9+0.0% del
tratamiento UAS (p<0.05). De igual manera en los cultivos mixotréficos la presencia de
acido salicilico elevd los porcentajes de acido linoléico siendo el Glicerol+SA con
3.9+0.1 % siendo el mayor registro para este acido grasos sin existir diferencias
significativas con el Acetato+SA. De los tratamientos mixotroficos que no contenian
acido salicilico el Glicerol fue significativamente superior al Acetato con un 2.8+0.2%

frente al 2.2+0.0% del medio con Acetato como fuerte de carbono. (Tabla 4)

Araquidonico C20:4n6 (ARA)

En los cultivos fototroficos el acido araquiddnico varidé con la presencia de acido
salicilico disminuyendo con la presencia de este pero no significativamente obteniendo
0.4+0.0% para el F/2 y 0.320.0% para F/2+SA. En los cultivos mixotroficos la
presencia de SA tuvo un efecto contrario aumentando la cantidad de ARA siendo
significativas las diferencias del Acetato con su homologo con SA y con el Glicerol+SA

obteniendo estos dos ultimos 0.5+0.0% (p<0.05). (Tabla 4)

Eicosapentanoico 20:5n3 (EPA)

Para este acido graso las diferencias entre los tratamientos fototroficos fueron bastante
significativas ya que con 6.2+0.4% el tratamiento UAS superd en un 2.9% al
UAS+SA que obtuvo el porcentaje promedio mas bajo. Dentro de los mixotréficos la

presencia de SA mantiene la tendencia observada en los tratamientos fototroficos siendo
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siempre significativa la diferencia entre la presencia y ausencia de acido salicilico en las
fuentes de carbono. Otra diferencia significativa en el cultivo mixotrofico se da entre el
Acetato y el Glicerol que con 6.7+0.3% es el mayor porcentaje de EPA conseguido
superando los 5.9+0.3% del acetato. (Tabla 4)

Docosahexanoico 22:6n3 (DHA)

El acido docosahexanoico estuvo totalmente ausente para los tratamientos UAS,
Acetato y Glicerol+SA, mientras que los tratamientos Acetato+SA y UAS+SA los
porcentajes fueron muy bajos, menores a los dos decimales, siendo Unicamente el
Glicerol con 0.1+0.1% el unico que pareciera promover la producciéon de DHA aunque

no de manera significativa. (Tabla 4)

DISCUSION

En cuanto a la cinética de crecimiento los retrasos en el crecimiento observados al
inicio de los cultivos son debidos a un periodo de adaptacion fisiologica de las células
donde se incrementan los metabolitos involucrados en la division celular y fijacion de

carbono (Meyer, 1997).

En otros trabajos donde el glicerol o el acido acético han sido utilizados como sustrato
organico en condiciones mixotroficas, las concentraciones celulares suelen ser
superiores a las conseguidas en los cultivos autotréficos (Ceron, 2005; Kitano et 1997).
Sin embargo en este experimento el cultivo autotrofico (UAS) fue el que registro la
mayor densidad, siendo una diferencia significativa con los cultivos mixotroficos. Esto
sugiere que las microalgas no asimilan correctamente estos sustratos orgéanicos bajo
estas condiciones, pudiendo existir algin proceso inhibitorio del crecimiento debido a
las concentraciones de sustratos orgdnicos o bien, a una limitacion de la toma de estos
producida por una iluminacién incorrecta. En el caso de Euglena gracilis, P.triconium,
Agmenellum quadruplicatum, Goniotrichium elegans, Naviculapelliculosa o Nostoc sp
la incorporacion eficiente del 4cido acético o la metabolizacion de glicerol solo es
posible a determinadas condiciones de luz siendo incapaces de crecer en oscuridad.

(Cook, 1967; Ingram et al., 1973; Kaplan et al.,1986; Kitano et al.,1997; Ceron ,2005)

En condiciones autotréficas, el perfil de los 4cidos grasos poliinsaturados de interés
coincide bastante con lo descrito por Dustan et al., (1992) para esta microalga cultivada
en condiciones similares (medio F/2 Guillard y =6000 Lux). Al igual que el perfil del
tratamiento UAS, el ALA fue el que contribuyo en mayor medida al total de PUFA,
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aunque la proporcion obtenida fue casi un 10% mayor. Sin embargo para ARA, LAy

EPA los resultados fueron muy parecidos asi como la ausencia de DHA.

Los acidos grasos saturados y monoinsaturados variaron significativamente entre los
tratamientos mixotroficos adicionados con glicerol y acetatos debido a que grado de
insaturacion de los acidos grasos esta influenciado por la fuente de carbono usada en

cultivos mixotroficos. (Wood et al., 1999).

CONCLUSION

Se puede concluir que el acido salicilico bajo ambas condiciones de cultivo fototrofico y
mixotdfico parece producir un efecto negativo tanto para el crecimiento como la
composicion de los acidos grasos poliinsaturados EPA y ALA a excepcion del LA
donde el efecto del 4cido salicilico fue positivo. Para el ARA la presencia de SA en el
medio de cultivo solo fue negativo en la condicion fototréfica mientras que en los

mixodtroficos parece aumentar los porcentajes de este acido grasos.

En el uso del glicerol en los cultivos mixotroficos la proporcion relativa de EPA y el

LA aumenta significativamente en comparacion con el Acetato.

El crecimiento de los cultivos fototroficos fue superior a los mixotréficos en cuanto al
numero de células con diferencias entre los picos mas altos de cada condicion de hasta
41.47%

En cuanto a la composicion relativa de acidos grasos de interés el tratamiento Glicerol
tiene un mayor porcentaje de EPA, parecer promover la sintesis de DHA y represento el

mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados totales con 26.1+1.7 %

Por lo tanto el Glicerol es el medio seleccionado para ser probado a distintas
concentraciones, para cultivar 7. chuii y ser evaluado como alimento de larvas

tempranas de Litopeneaus vannamei.
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CAPITULO ILI.

Cultivos con glicerol como fuente de carbono.

Seleccionado el glicerol como fuente de carbono organico en el cultivo de 7.Chuii para
la alimentacion de las larvas de L.vannamei se procedi6 a realizar dos experimentos con
glicerol en distintas concentraciones (Tablas 3 y 4) que fueron cosechados en dos fases
diferentes de crecimiento, la fase final exponencial (9 dias) y la estacionaria (12 dias).
Ademas de la cinética de crecimiento y el perfil de acidos grasos a estos cultivos se les
contabiliz6 el porcentaje total de lipidos, porcentaje de proteina, pigmentos y tamafio de

las células.

Para los cultivos en los que se evalu6 al glicerol como fuente de carbono se decidio
modificar la iluminacién de los medios mixotréficos aumentando la intensidad de 950 a
1,600 Lux debido a que en un ensayo anterior (Glicerol I incluido en los anexos) se
observo que la luz estaba limitando el crecimiento de los cultivos mixotroficos, mientras

que para tratamiento UAS se mantuvo a 6,000Lux.

Ademas para garantizar una iluminaciéon mas homogénea e impedir interferencias de
radiaciones externas el area de cultivo fue cubierta con cartulinas tal y como se muestra

en la Figura 9.

Tabla 5: Tratamientos para el cultivo de T.chuii con glicerol como fuente de carbono en fase final exponencial con
concentraciones expresadas en moles y luxes utilizados.

Tratamientos Componentes del medio de cultivo

6.000 Lux

UAS F/2
1.600 Lux

oM F/2

0.05M F/2 + Glicerol 0.05M

0.1M F/2 + Glicerol 0.1M

0.15M F/2 + Glicerol 0.15M

0.2M F/2 + Glicerol 0.2M
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Tabla 6: Tratamientos para el cultivo de T.chuii con glicerol como fuente de carbono en fase estacionaria con
concentraciones expresadas en moles y luxes utilizados

Tratamientos Componentes del medio de cultivo
6.000 Lux
UAS F/2
1.600 Lux
oM F/2
0.1M F/2 + Glicerol 0.1M
0.2M F/2 + Glicerol 0.2M

Figura 9: se muestra el area de cultivo cubierta asi como los tratamientos en cada posicién y luxes utilizados.
METODOLOGIA

Recuperacion de la biomasa

Para estos cultivos, las microlagas producidas de las réplicas del mismo tratamiento
fueron homogenizadas mediante aireacion antes de ser centrifugadas a fin de conseguir
un mayor tamafio de muestra para realizar la determinacion de la composicion quimica
(nitrogeno elemental, pigmentos, lipidos totales y acidos grasos). Al igual que en el
cultivo preliminar se extrajeron 400 mL del cultivo que se dispusieron en tubos falcon
de 50 mL y se le elimin6 el exceso de agua centrifugando los tubos a 5000 rpm durante
10 min en una centrifuga (IEC centra MP4R). La pastilla celular de microalga
concentrada fue lavada con agua destilada y recombinada con los demas tubos del
mismo tratamiento, que finalmente volvieron a ser centrifugados dando como resultado

un concentrado por tratamiento (Pooled).
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Medicidén de las microalgas
Se tomaron mediciones de las microalgas en el momento del cosechado de los cultivos.

Las mediciones se realizaron mediante el uso de un microscopio con camara adaptada y
pantalla con software incorporado que permite tomar medidas en tiempo real. Estas
medidas se tomaron desde los extremos longitudinales y los perpendiculares tal y como

se muestra en la Figura 10 a fin de obtener el largo y ancho de las microalgas.
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Figura 10: muestra la pantalla de la cdmara del microscopio que permite realizar las mediciones de las microalgas.

Analisis de acidos grasos y lipidos totales
El andlisis de acidos grasos se realizo siguiendo la misma metodologia mencionada en

la seleccion del medio de cultivo con la diferencia de que esta vez se utilizaron 100mg
de microalga liofilizada para poder tener una mejor resolucion en los resultados del

cromatograma.

Ademas durante la extraccion de los lipidos, una vez recombinados los extractos y
llevados a la sequedad completa, estos fueron almacenados toda la noche en el
desecador para posteriormente realizar las pesadas a peso constante mediante el uso de
una balanza analitica para determinar los lipidos totales por diferencia de peso con los

viales también a peso constante.

Cuantificacion de clorofila a, b y carotenoides

La clorofila y los carotenoides totales se extrajeron a partir de 3 mg de biomasa
liofilizada a los que se les afiaden 5 ml de mezcla de extraccion de acetona:metanol en
proporcion 2:1. Para maximizar la extraccion la alicuota se almacend en tubos oscuros y

refrigerados a 4°C durante 24h. Los extractos se clarifican por centrifugaciéon 5000 rpm
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durante 10 min a 4°C. Finalmente se mide la absorbancia a las longitudes de onda de

480, 664 y 647 nm en un espectrofotometro ESPECTRONIC modelo 21D.

El contenido de clorofila y carotenoides totales se estima de acuerdo a las férmulas

establecidas por Jeffrey y Humphrey (1975):

Clorofila a (ug/ml) =11.93 A 664 nm — 1.93 A647

Clorofila b (ug/ml) =20.36 A 647 nm — 5.50 A664

Carotenoides totales (ng/ml) =4 A480 nm

Donde A es la absorbancia de la muestra a diferente longitud de onda.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se llevé a cabo mediante la medicion de nitrégeno
elemental de la muestra con el analizador elemental COSTECH ELEMENTAL
INSTRUMENT. Para ello se pesaron 5 mg de microalga liofilizada y pulverizada en
mortero que se introducen en el analizador. El principio basico del analizador elemental
es la reduccion por medio de la combustion de la muestra a sus elementos basico C, N,
H y S que posteriormente, por medio de una columna cromatografica, estos elementos
seran separados y el lector mostrara las sefales correspondientes al contenido de N total

de la muestra.

Para calcular la concentracion de proteinas contenida a partir del nitrogeno contenido en
la muestra se utiliza el factor de conversion recomendado para microalgas por Lourengo
et al (2007) de 4.58 ya que no existen estudios previos de factores de conversion para

esta microalga en especifico.

Estadistica

En los cultivos con glicerol para determinar las diferencias entre las cinéticas de
crecimiento y el tamafio de las microalgas se realizo un analisis de varianza de una sola
via (ANOVA) (p<0.05) con el software STATISTICA. La ponderacion de las
diferencias entre tratamientos se realizo mediante la prueba de post hoc Tukey (Zar,
1996; Underwood, 1997). Mientras que para los analisis de acidos grasos de interés,
lipidos totales, pigmentos y proteinas, que fueron analizados a partir de un pooled, se

realiz6é un andlisis exploratorio mediante el uso de diagramas de caja y bigotes con el
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software STATISTICA y un andlisis multivariado para obtener la correlacion existente

entre todos ellos.

RESULTADOS: CULTIVO CON GLICEROL COMO FUENTE DE CARBONO
CULTIVOS EN FASE FINAL EXPONENCIAL

Cinética de crecimiento

En este cultivo de 9 dias de duracion, todos los tratamientos pasaron a la fase de
crecimiento exponencial a partir del segundo dia tras el periodo de adaptacion. El
tratamiento UAS fue el que obtuvo la mayor concentracion final promedio con 1.74x10°
Cel'mL", siendo esta una diferencia significativa con los tratamientos que contenian
Glicerol y el control OM. Los promedios de los cultivos a 1,600 lux abarcaron desde los
1.54x10° Cel-mL™" del tratamiento 0.05M a los 1.64x10° Cel-mL"" del 0.2M siendo entre
estas dos concentraciones la unica diferencia significativa, mientras que el tratamiento
control OM con 1.59 x10° Cel-mL™" no obtuvo una diferencia significativa frente a los
tratamientos que incluian Glicerol. Todos los tratamientos a excepcion del 0.2M
alcanzaron la méxima concentracion promedio en el octavo dia de cultivo mientras que

el 0.2M la alcanzo en el noveno dia. (Figura 11)
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Figura 11: cinética de crecimiento de los cultivos UAS, Control OM vy con glicerol en las concentraciones; 0.05M,
0.1M, 0.15M y 0.2M cosechados en la fase final exponencial.
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Tamaiio de la microalga
Los resultados muestran una diferencia significativa de largo y ancho entre el

tratamiento UAS que tenia un promedio de 12.5+1.0 um de largo y 9.25+0.7 pm de
ancho con el tratamiento OM a distinta intensidad luminica con un promedio de
11.8+0.8 um de largo y 8.5+0.8 um de ancho. (Figuras 12a y 13a). Dentro de los
tratamientos a distintas concentraciones de glicerol solamente el tratamiento 0.2M con
11.14£0.9 um mostro una diferencia significativa de longitud con el control mientras
que para el ancho no existieron diferencias significativas (Figuras 12b y 13b). La luz
parece ser un factor determinante en las diferencias de tamafo de las microalgas tanto
para el largo como el ancho medido mientras que el glicerol tiene una tendencia a

disminuir en longitud con el aumento de concentracion.
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Figura 12a y b: longitud de T.chuii en el cultivo con glicerol como fuente de carbono en fase final exponencial.
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Figura 13a y b: ancho de T.chuii en el cultivo con glicerol como fuente de carbono en fase final exponencial

Pigmentos
En el tratamiento UAS a 6,000Lux el contenido de clorofila a, b y carotenoides fue de

2.29+0.09, 1.52+0.03 'y 0.5+0.02 pg/ml respectivamente, mientras que para el
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tratamiento OM la clorofila a y b fue de 2.73+£0.16 y 1.78+0.08 png/ml respectivamente y
0.88+0.05 pg/ml para carotenoides. Todos los tratamientos con Glicerol obtuvieron
concentraciones inferiores al Control OM para todos los pigmentos, y entre los
tratamientos 0.05M, 0.1M, 0.15M y 0.2M unicamente el tratamiento 0.2M con 2.28
ng/ml de clorofila a que fue ligeramente superior al resto de las concentraciones. (Tabla
7)

Tabla 7: tabla resumen de los resultados obtenidos para % proteina, % lipidos totales y pigmentos (ug/mL) en el
cultivo con glicerol como fuente de carbono en la fase final exponencial.

Trat. Proteina% Lipidos % Chlor a Chlor b Carot
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
UAS 7.14+0.07° 14.27 +0.15° 1.36 £ 0.05° 0.93 +0.03° 0.50 +0.02°
om 9.13+0.06° 16.47 +0.15° 2.73+0.16° 1.78 +0.08° 0.88 + 0.05°
0.05M 8.51+0.06° 16.37 +0.35°° 2.18 +0.05°° 1.42 £0.05° 0.74 + 0.06%°
0.1M 8.76 + 0.02° 16.13 + 0.38"°¢ 2.20 +0.04°¢ 1.43 +0.03° 0.75 +0.02°
0.15M 8.73 +0.09" 15.90 + 0.26° 2.15+0.07° 1.42 £0.08° 0.70 +0.02°
0.2M 8.76 +0.02° 16.17 +0.12° 2.28+0.03° 1.47 +0.01° 0.74 +0.01°

(UAS)= Condiciones de la Unidad Académica de Sisal,(M)= moles de glicerol, (Chlor a)=Clorofila a, (Chlor b)=clorofila b,(carot)=

Carotenoides, Superindices con las mismas letras indican que no son diferencias. Mediciones por tratamiento=3

Proteina

Las proteinas presentes en 7. chuii variaron en relacion con los tratamientos. Para el
tratamiento UAS cultivado a 6,000Lux presentd un valor promedio de 7.14+0.07%
mientras que para el control OM a 1600Lux este valor promedio fue de 9.13+0.06 %
siendo esta la mayor diferencia entre los tratamientos. En cuanto al glicerol se observa
que este tiene un efecto antagonico en la produccién de proteinas obteniendo el menor
porcentaje el tratamiento 0.05M con 8.51+0.06 % de promedio mientras que para el
resto de concentraciones no existieron diferencias siendo el promedio para el

tratamiento 0.15M de 8.7340.09% y de 8.76+0.02% para 0.1M y 0.2M. (Tabla 7)

Lipidos totales
El mayor porcentaje de lipidos fue obtenido en el tratamiento OM con 16.5+0.1% frente

al 14.3+0.1% del tratamiento a 6,000Lux del UAS. La presencia de glicerol parece tener
un efecto negativo disminuyendo el porcentaje de lipidos al aumentar la concentracion
de glicerol, siendo los tratamientos 0.15M y 0.2M con 15.9+0.3% y 16.2+0.1%

respectivamente diferencias respecto al control OM. (Tabla 7)

Perfil acidos grasos
En este experimento los 4acidos saturados y monoinsaturados son afectados

principalmente por la intensidad luminica, registrando el mayor porcentaje de saturados
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en el cultivo UAS con 37.7£1.5 % y el menor de 26.7£2.4% el OM. En los
monoinsaturados ocurre lo contrario siendo el cultivo OM con 40.0+2.3% el mayor
porcentaje registrado mientras que el UAS con 31.8+0.9% el menor. En cuanto a la
concentracion de glicerol se observa una tendencia a la reduccion en la saturacion de los
acidos grasos monoinsaturados con el aumento de la concentracion, mientras que los
acidos grasos poliinsaturados, pese a disminuir a una baja concentracion de glicerol
(0.05M y 0.1M) respecto al control, en los tratamientos 0.15M y 0.2M los porcentajes
de estos aumentaron aunque no significativamente. Dentro de los acidos grasos
poliinsaturados la luz parece ser un factor condicionante en cuanto a las proporciones de
las familias omega 3 y 6 siendo la relaciéon n-6/n-3 del tratamiento a 6,000lux de 0.24
mientras que para el tratamiento OM esta relacion fue de 0.11. Para el caso del glicerol
esta relacion disminuyo a 0.9 en los tratamientos 0.05M, 0.1M y 0.15M mientras que el

0.2M fue de 0.1. (Tabla 8)

Tabla 8: Resumen de los 4cidos grasos principales y de interés (expresados como porcentaje del total de los acidos
grasos identificados) del cultivo con glicerol como fuente de carbono cosechado en fase final exponencial.

Acidos Grasos UAS Control 0M 0.05M 0.1M 0.15M 0.2M
35.0+1.3 253423 32.9+0.7 32.7+0.8 33.2+4.5 29.2+6.7
Cl16:0
cle:1 0.5+0.0 0.3+0.0 1.740.1 1.8+0.1 2.140.2 2.240.2
C18:1n9c/t 27.8+0.6 35.1+1.7 29.7+0.9 29.1+1.4 24.7+6.9 27.242.9
C18:2n6 (LA) 5.120.1% 2.520.1° 1.920.1° 1.9£0.1° 2320.2° 2.420.3°
CI8:3n3(ALA) 17.8+0.8" 20.9+1.0° 18.740.3° 19.20.3° 212+1.3° 222:1.9°
€20:4n6 (ARA) 0.840.1° 0.6:0.1° 0.540.0° 0.5+0.0%° 0.520.0° 0.6:0.0°
€20:5n3 (EPA) 5.6+1.2° 7.040.7 %4 7.120.2° 7.220.1° 7.540.8 >4 7.940.5
C22:6n3(DHA) tr tr tr tr tr tr
Subtotal saturados 37.7£1.5 26.7+2.4 35.5+0.8 35.3x1.0 36.3£5.0 32.1£7.1
Subtotal Monoinsaturados 31.8+0.9 40.0£2.3 35.4+1.2 35.0£1.7 31.4+7.4 33.9+3.6
Subtotal Poliinsaturados 30.4+2.7 32.2+1.9 29.1+0.6 29.7+0.9 32.3£2.6 34.0£2.8
Subtotal n-3 23.62.1 28.3+1.7 26.1+0.5 26.7+0.5 28.8+2.3 30.4£2.5
Subtotal n-6 6.4+0.6 3.520.1 2.7£0.1 2.8+0.2 3.20.2 3.3+0.3
n-6/n-3 0.27 0.12 0.10 0.10 0.11 0.11

(ALA) =o-Linolénico ,(LA)= Linoléico, (ARA)=Araquidénico, (EPA) =Eicosapentanoico,(DHA) =Docosahexanoico, (n-3) =omega
3, (n-6)=omega 6,( n-6/n-3)= relacion omega 6 / omega3, (UAS)=condiciones Unidad Académica de Sisal , (Tr)=traza resultados
menores a 0.05%), Superindices con las mismas letras indican que no son diferencias Numero de mediciones por tratamiento=3
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Acidos grasos poliinsaturados de interés

a-Linolénico 18:3n3 (ALA)

Para el 4cido graso a-Linolenico el tratamiento UAS obtuvo un 17.8+0.8% mientras que
para el tratamiento Control OM, somentido a menor irradiacion, el porcentaje obtenido
graso pasé a ser 20.9+£1%. El glicerol influyo negativamente en la produciéon de este
acido graso afectando en mayor medida a los tratamientos con menores
concentraciones, 0.05M y 0.1 M con 18.7+£0.3% y 19.2+0.33%, mientras que para los
tratamientos 0.15M y 0.2M con 21.2+1.3 y 22.15£1.9% existi6 una tendencia a
aumentar con la concentracion aunque sin diferenencias respecto al control OM. (Tabla

8)

Linoléico C18:2n6 (LA)

Los resultados de promedios de los porcentajes para el 4cido linoleico revelan que la
intensidad de luz es un factor que aumenta considerablemente la proporcion de este
acido graso duplicando el porcentaje de 2.5+0.1% en el OM a 5.1+0.1% en el UAS.
Respecto a los tratamientos con glicerol se registré un descenso respecto al control 0OM
de este acido graso en los tratamientos 0.05M y 0.1M con 1.9+0.1%. Posteriormente
este porcentaje va aumentando en las siguientes concentraciones hasta alcanzar el

2.4+0.3% en el 0.2M sin llegar a superar al control. (Tabla 8)

Araquidonico C20:4n6 (ARA)

El acido araquiddnico presento muy pocas variaciones, siendo la Unica diferencia entre
tratamientos mixotroficos la de los medios 0.05M con un 0.2+0.2% y el 0.2M con
0.3+0.1% aunque sin llegar a superar al Control OM con 0.6+0.1%. Mientras que el

tratamiento UAS con 0.8+0.1% obtuvo el mayor porcentaje registrado. (Tabla 8)

Eicosapentanoico 20:5n3 (EPA)

Los porcentajes de EPA relativo a los acidos grasos identificados siguieron una
tendencia a aumentar con la concentracion de glicerol obteniendo el mayor promedio el
tratamiento 0.2M con un 7.940.5 % mientras que el tratamiento OM obtuvo 7.0+0.7% .
El tratamiento UAS con 5.6+1.2% presento una amplia dispersion en los promedios por

lo que no existe una diferencia entre este y el tratamiento OM. (Tabla 8)
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Docosahexanoico 22:6n3 (DHA)
Para este acido graso poliinsaturado al obtener los mayores resultados de 0.03% fue
considerado traza por lo que ningin tratamiento parece promover la sintesis de este

acido graso. (Tabla 8)

Analisis multivariado
El anélisis multivariado indic6 que cuando la intensidad luminica condiciona el cultivo

los pigmentos clorofila a, b y carotenoides se encuentran muy correlacionados con las
proteinas del orden de 0.99 de correlacion y sus distancias son menores debido a que
los pigmentos se encuentran engarzados en proteinas formando los complejos
pigmento-proteina en las membranas de los tilacoides. Los pigmentos también poseen
una alta correlacion con los lipidos totales entre 0.97-0.98 ya que estos forman parte de
la fraccion lipidica. Sin embargo cuando el glicerol es el condicionante los pigmentos
solo se correlacionan entre si y los lipidos totales ya no poseen tanta correlacion con
estos tan solo del orden de 0.74-0.84 y sus distancias son mayores (Figural4).

(Correlaciones en Tablas I y II del anexo)

LUZ EXPONENCIAL GLICEROL EXPONENCIAL
Clasificacion completa Clasificacion completa
< w -
Ty} p—
o =t i
£ 'JF'r:Lﬁ ,_"__I_‘ £ o2 = '_
= = = [ e ]
& @ ¢ « o o o g [ 2 <
2 S§38ga5 fe2 )2 -FK : 5 3
S 8ES5tazaeg 2@ o £ ees . 2 o
6o 28300 g 24§ °©"2 S & 8 8 g9
<< a0 Pgo<GEOU 8§ o oo <o <
= £ Mmoo r ¢ S
3 <¢¢ 89
- O ©
distancias distancias
hclust (*, "complete”) hclust (*, "complete”)

Figura 14: muestra las distancias del andlisis multivariado para los acidos grasos de interés, lipidos totales,
pigmentos y proteinas de los cultivos cosechados en la fase final exponencial cuando estan afectados por la variable
luz y por la variable glicerol.

50



RESULTADOS : CULTIVOS CON GLICEROL COMO FUENTE DE CARBONO
EN FASE ESTACIONARIA

Cinética de crecimiento

El tratamiento UAS inicio la fase de crecimiento exponencial en solo dos dias, mientras
que para los cultivos que se encontraban a menor irradiacion (OM, 0.1M y 0.2M) este
tiempo se prolong6 un dia mas. Para el tratamiento UAS la fase exponencial se mantuvo
hasta el sexto dia donde comenz6 la fase estacionaria la cual se caracteriz6 por fuertes
variaciones en la densidad celular. Sin embargo para el resto de los cultivos no fue hasta
el noveno dia cuando entraron en la fase estacionaria del cultivo. La mayor densidad
promedio obtenida al final del cultivo correspondié al UAS con 2.12x10° Cel-mL"
seguido por el tratamiento OM con 2.07x10° Cel'mL" no existiendo diferencias

significativas entre ellos.

Dia; LS Means
Wilks lambda=,00000, F(44, 52,295)=46,524, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars denote 0,95 confidence intervals

2 5E6
2E6 |
1,5E6 |
E BB}
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_ = 0.1M
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Figura 15: cinética de crecimiento de los cultivos UAS, Control OM vy con glicerol en las concentraciones; 0.1M y
0.2M cosechados durante la fase estacionaria.
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Entre los cultivos mixotroficos no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos 0.1M con una densidad celular de 1.63x10° Cel'mL" y 0.2M con 1.71x10°
Cel'mL" sin embargo estos si fueron significativamente inferiores al control OM.
También puede observase como las pendientes son menores segiun aumenta la
concentracion de glicerol, alargando la fase exponencial en un crecimiento mas lento.
En el tratamiento 0.1M puede apreciarse como a partir del noveno dia, cuando comienza
la fase estacionaria, la densidad celular disminuye durante dos dias con un incremento
en el doceavo dia, mientras que en el tratamiento 0.2M tras un leve descenso en el
décimo dia este sigue aumentando hasta superar al 0.1M en densidad celular a la fecha

de la cosecha.

Tamafio de la microalga
Al finalizar el cultivo el tratamiento UAS obtuvo el mayor tamafio promedio con

9.56+0.84 um de ancho por 14.86+1.1 um de largo sin embargo la diferencia con el
control OM con 14.38+1.02 de largo y 9.56+0.83 de ancho no fue significativa (Figuras
l6a y 17a). Dentro de los tratamientos mixotroficos se observa una tendencia a
disminuir el tamafio con la concentracion de glicerol siendo el tratamiento 0.2M el de
menor tamafio con 8.40+0.70 um de ancho por 12.72+0.78um de largo. Entre los
tratamientos que contenian glicerol las medidas correspondientes a la longitud fueron
diferencias significativas respecto al control mientras que para el ancho no hubo

diferencias significativas. (Figuras 16b y 17b)

Laego (pm)
Larngo (yen)

6000 Lux § X
Testaments a Tratamento b

Figura 16a y 16b: longitud de T.chuii en el cultivo con glicerol como fuente de carbono en fase estacionaria
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Tratamionto, LS Means

Archo (m)

Ancho (yem

oM UAS

1600 Lix 6000 Lux

Tratarvento a
Figura 17ay 17b: ancho de T.chuii en el cultivo con glicerol como fuente de carbono en fase estacionaria.

Pigmentos
En este cultivo las concentraciones de clorofila a, b y carotenoides variaron con la

cantidad de luz a la que fueron expuestos los medios control UAS y OM siendo este
ultimo el que arroja los valores mas altos en todos los pigmentos con 3.81+£0.14 pg/mL
para clorofila a, 2.25+0.09 en clorofila b y 1.98+0.09 pg/ml para los carotenoides.
Mientras que para las condiciones UAS las concentraciones fueron de 2.29+0.09 ng/mL
para clorofila a, 1.52+0.03 en clorofila b y 1.43+0.06 pg/ml para los carotenoides. En
cuanto a los cultivos mixotrdéficos se observa una disminucion en la concentracion de
pigmentos segun se incrementan las concentraciones de glicerol siendo el tratamiento
0.2M el que menor cantidad de pigmentos registrd con 2.57 pg/mL para clorofila a,

1.46+£0.03 en clorofila b y 1.32+0.04 pg/ml para los carotenoides. (Tabla 9)

Tabla 9: tabla resumen de los resultados obtenidos para % proteina, % lipidos totales y pigmentos (ug/mL) en el
cultivo con glicerol como fuente de carbono en la fase estacionaria.

Trat. Proteina% Lipidos % Chlor a Chlor b Carot
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
UAS 8.320.33° 16.73 +0.23° 2.29+0.09° 1.5240.03° 1.43%0.06°
om 11.17 +0.93 18.27 +0.15° 3.81+0.14° 2.25+0.09" 1.98+0.09"
0.1M 10.34 +1.38" 17.90 +0.36" 2.91+0.20° 1.64+0.12° 1.5340.10°
0.2M 8.38 +0.58° 22.03 +0.81° 2.57+0.04° 1.46+0.03° 1.32+0.04°

(UAS)= Condiciones de la Unidad Académica de Sisal,(M)= moles de glicerol, (Chlor a)=Clorofila a, (Chlor b)=clorofila b,(carot)=

Carotenoides, Superindices con las mismas letras indican que no son diferencias. Mediciones por tratamiento=3

Proteina
Los porcentajes de proteina se vieron afectados por las variables de la intensidad de luz

del cultivo y presencia de glicerol. El tratamiento UAS presentd un valor promedio de

53



8.32+0.33% mientras que a 1,600Lux este valor promedio fue de 11.17+0.93 % siendo
esta la mayor diferencia entre los tratamientos. Respecto al glicerol se observa que este
tiene un efecto negativo en cuanto la produccion de proteinas siendo tratamiento 0.2M

el que menor porcentaje de proteinas presentd con 8.38+0.58%. (Tabla 8)

Lipidos totales
En cuanto a los lipidos totales se observa que la intensidad de luz est4 relacionada con

las diferencias observadas entre los cultivos OM y UAS que presentaron valores de
18.27+£0.15% y 14.27+0.15% respectivamente. Dentro de los tratamientos que contenian
glicerol como fuente de carbono el tratamiento 0.1M disminuyd ligeramente el
promedio de lipidos respecto al control OM mientras que a mayor concentracion el
tratamiento 0.2M obtuvo la mayor proporcion promedio de lipidos totales con un

22.03+0.81%. (Figura 18)

Box Piol of %LIPIDOS TOTALES grouped by TRATAMIENTO
Esiacionario ghicenod y LAS 11v*15¢
24
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o Median
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I — I .. LA 02M { I Mon-Outher Range
6000L 1800 Lux & Outliors
TRATAMIENTO = Extramas

Figura 18: muestra los resultados de los lipidos totales como % del cultivo con glicerol como fuente de carbono en
fase estacionaria

Perfil acidos grasos
La intensidad luminica parece ser un factor relacionado con las proporciones de 4cidos

grasos poliinsaturados en la microalga durante el estado estacionario siendo el
tratamiento UAS con 37.64+2.1% superior al 29.1+£5.8% obtenido por el tratamiento
Control OM. La relacién n-6 /n-3 del tratamiento UAS fue de 0.19 mientras que para el

control OM esta disminuy6 a 0.11 debido a que la sintesis de 4cidos grasos de la familia
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omega 6 fue la mitad de la obtenida en el tratamiento mas iluminado UAS. Entre los
cultivos en los que el glicerol actuaba como fuente de carbono se aprecia un aumento
considerable de acidos grasos poliinsaturados con la adicion de glicerol llegando a
suponer hasta un 39.9+1.9% en el tratamiento 0.2M. Las relaciones n-6 /n-3 entre el
control y las dos concentraciones glicerol se mantuvieron constantes a 0.11 ya que los

porcentajes de ambas familias aumentaron de manera proporcional. (Tabla 10)

Tabla 10: tabla resumen de los acidos grasos principales y de interés (expresados como % del total de los 4cidos
grasos identificados ) del cultivo con glicerol como fuente de carbono cosechado en fase exponencial .(Tr=traza
resultados menores a 0.05%).

Acidos Grasos UAS Control 0OM 0.1M 0.2M
C16:0 18.8+3.7 26.6+0.4 29.6+0.3 29.743.3
C16:1 3.340.6 7.6+1.3 3.340.1 2.740.1
C18:1n9¢/t 33.9+2.8 30.5+8.4 25.8+0.9 20.8+4.7

a b c d
C18:2n6 (LA) 5.2+0.4 2.5+0.4 3.120.0 3.4+0.2

a ab a b
C18:3n3 (ALA) 20.0+0.8 17.143.3 18.6+0.2 21.4+1.0

a b c a
€20:4n6 (ARA) 1.420.1 0.7+0.1 0.9+0.0 1.140.0
€20:5n3 (EPA) 9.9+0.7" 8.1:1.8° 11.803° 13.00.6"
(C22:6n3 (DHA) - tr tr
Subtotal saturados 20.443.9 27.8+0.7 31.8£1.0 32.443.4
Subtotal Monoinsaturados 41.9+3.8 43.110.7 33.0£1.0 27.745.0
Subtotal Poliinsaturados 37.6+2.1 29.15.8 35.2+0.6 39.9+1.9
Subtotal n-3 30.0£1.5 25.345.1 30.5+0.5 34.5£1.6
Subtotal n-6 7.3+0.5 3.5+0.6 4.430.1 5.0+0.2
n-6/n-3 0.24 0.14 0.14 0.15

(ALA) =a-Linolénico ,(LA)= Linoléico, (ARA)=Araquidoénico, (EPA) =Eicosapentanoico,(DHA) =Docosahexanoico, (n-3) =omega
3, (n-6)=omega 6,( n-6/n-3)= relacion omega 6 / omega3, (UAS)=condiciones Unidad Académica de Sisal , (Tr)=traza resultados
menores a 0.05%), Superindices con las mismas letras indican que no son diferencias. Niimero de mediciones por tratamiento=3

Acidos grasos poliinsaturados de interés

a-Linolénico 18:3n3 (ALA)

Debido a la alta dispersion que presentaron resultados para este acido graso en el
tratamiento Control OM con 17.14£3.3% no se hallaron diferencias con el resto de los
tratamientos, aunque los promedios de los porcentajes obtuvieron una tendencia a
aumentar con la concentracion de glicerol siendo el mayor porcentaje el obtenido en el
tratamiento 0.2M con 21.44+1.0% mientras que para el tratamiento UAS el porcentaje

promedio fue de 20.0+0.8%.(Tabla 10)
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Linoléico 18:2n6 (LA)

La produccion de acido linoléico parece estar relacionada con la intensidad luminica a
la que estan sometidos los tratamientos siendo el UAS con 5.2+0.4% el que mayor
porcentaje presento frente al OM que fue de 2.5+0.4%. Entre los tratamiento con glicerol

parece ser que este tiene un efecto positivo que aumenta con la concentracion siendo el

0.2M con 3.440.2% el mayor porcentaje obtenido a 1600lux. (Tabla 10)

Araquidonico C20:4n6 (ARA)

En este acido graso obtuvo los mayores porcentajes en los tratamientos UAS y 0.2M
con 1.4+0.1 y 1.1£0.0 respectivamente. Sin embargo el tratamiento control, sometido a
menos iluminacidon, presentd el menor valor registrado con 0.7+0.1. Los porcentajes

aumentaron ligeramente con la concentracion de glicerol. (Tabla 10)

Eicosapentanoico 20:5n3 (EPA)

La proporcion relativa del acido graso eicosapentanoico en la microalga varia con las
variables de intensidad luminica y en mayor medida con la presencia de glicerol. Al
aumentar la intensidad luminica los porcentajes promedios de este acido graso
disminuyen como revela la diferencia entre los tratamientos OM con 9.9+0.7% y el
UAS con 8.1+1.8%. La presencia de glicerol en los cultivos también aumenta la
proporciéon de EPA siendo el tratamiento 0.2M con 13.0£0.6% el mayor porcentaje
obtenido mientras que el 0.IM con 11.8+0.3% también fue superior al control OM.

(Tabla 10)

Docosahexanoico 22:6n3 (DHA)
El 4cido graso docosahexanoico estuvo ausente en los tratamientos UAS y 0.2M ,
mientras que para los tratamiento OM y 0.1M las pequefias variaciones de centésimas

que presentaron fueron consideradas como trazas. (Tabla 10)

Analisis multivariado
El analisis multivariado indicé que cuando la luz es el factor condicionante en el cultivo

cosechado en la fase estacionaria los pigmentos clorofila @ y b se encuentra muy
correlacionado entre si, casi del orden de 1.00 de correlacion y las distancias entre estos
y los lipidos totales son menores con una correlacion de entre 0.97-0.98 debido a que
forman parte de la fraccion lipidica. Sin embargo cuando el glicerol es el factor variable
los lipidos totales tiene mas correlacion con los acidos grasos 18:3n3, 18:2n6 y 20:5n3

del orden entre el 0.94 y 0.98. Esta es una correlacion ldgica entre dcidos grasos ya que
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el 4acido graso 18:2n6 es precursor del 18:3n3 que a su vez lo es de 20:5n3.(Figura 19)

(Correlaciones en Tablas Il y IV del anexo)
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Figura 19: muestra las distancias del analisis multivariado para los acidos grasos de interés, lipidos totales,
pigmentos y proteinas de los cultivos cosechados en la fase estacionaria cuando estan afectados por la variable luz y
por la variable glicerol

DISCUSION

Cinética de crecimiento

En el cultivo cosechado en la fase exponencial las diferencias observadas respecto a la
densidad celular entre los tratamientos control OM (1,600 Lux) y UAS (6,000 Lux)
revelan que, aun siendo este Ultimo significativamente superior, se trata una diferencia
bastante baja en relacion con los 4,400 lux de diferencia entre los tratamientos. Esto
podria indicar que se estd produciendo un proceso de fotoinhibicién en esta fase del
cultivo, pudiendo ser la condicion de 6,000 lux excesiva y producir procesos de foto-
oxidacion dentro de la célula limitando su crecimiento (Barnes y Mann 1999). Este
efecto fue observado por Ghezelbash et al (2008) al exponer a 6,500 lux esta microalga
a la misma salinidad de 30g-L"'. En cuanto a la presencia de glicerol en los cultivos
cosechado en la fase estacionaria puede observarse como las pendientes de las curvas de
crecimiento disminuyen respecto al control ralentizando el crecimiento de la microalga.
Esto ultimo no se corresponde con lo encontrado en otras especies de microalgas que

son capaces de asimilar el carbono organico de manera mixotrofica donde la tasa de
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crecimiento es aproximadamente la suma del crecimiento heterotroéfico y foto-

autotrofico (Kitano et al 1997, Lee 2004, Cerodn et al., 2005).

Tamario de la microlaga
En los tratamientos con glicerol la disminucion del tamafio podria estar relacionado con

el hecho de que este actia en la célula como osmorregulador (Hu, 2004), y debido a la
diferencia de concentracion de glicerol entre el medio y el interior de la célula se podria
producir, por medio de la osmosis, una perdida agua del interior de la célula para

mantener el equilibrio osmatico con la consecuente pérdida de volumen.

Pigmentos
Las diferencias en las concentraciones de pigmentos relacionadas con la intensidad

luminica pudiera ser debido a un proceso de fotoinhibicion producido por la condicion
de 6,000lux, que al ser excesiva, no permitiria la absorcion de luz por parte de los
sistemas fotosintético reduciéndose asi el contenido de pigmentos (Barnes y Mann
1999). Mientras que para el tratamiento OM cuando la luz es un factor limitante de
crecimiento los organismos fotosintéticos tienden a almacenar pigmentos auxiliares que
les permiten la captacion de energia suficiente para su crecimiento (Piqueres y Vega
1998). En el caso del glicerol, que actia como fuente de carbono, los resultados
menores a los reportados por el control OM se corresponden con lo reportado para otras
microalgas cuando se afiade otra fuente de carbono como acetato, etanol o glucosa
(Bermudez et al 2003). Este efecto inhibitorio de sintesis de clorofila cuando se utilizan
sustratos organicos fue propuesto por Lewitus y Caron (1991). El uso de glicerol como
fuente de carbon en microalgas puede inducir cambios bioquimicos y estructurales en
los sistemas fotosintéticos como una reduccion de contenido de ficoeritrina, una
disminucién del embalaje de los tilacoides , numero de tilacoides por célula y tamaiio de
las particulas que forman el fotosistema II (Lewitus et al., 1991) reduciendo por lo tanto

el contenido en pigmentos.

En cuanto a la produccion de carotenoides los resultados contradicen a lo encontrado
por Ceron et al., (2005) para el cultivo de Phaeodactylum tricornutum en glicerol ya
que el contenido de estos disminuye en todos los casos con el incremento en la

concentracion de carbono organico.

Proteina
La proporcion de proteina de la microalga posee una correlacion de 0.99 con las

concentraciones de clorofila a, b y carotenoides a diferentes intensidades de luz. Esto es
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debido a que los pigmentos no se encuentran libres en las células sino que se encuentran
engarzados dentro de las proteinas fotosintéticas en las membranas de los tilacoides.
(Tomaselli 2004). Ademds moléculas de pigmentos como la clorofila a estan
compuestos por un anillo tetrapirrélico que contiene cuatro dtomos nitrogeno que es
contabilizado como proteina total ya que esta se obtiene a partir del nitrégeno elemental

de la muestra.

El aumento en el porcentaje de proteinas con la disminucioén de intensidad de la luz se
corresponde con lo encontrado por Ghezelbash et al (2008) para esta microalga en
similares condiciones de cultivo. Esto es debido a que cuando la luz es un factor
limitante de crecimiento los organismos destinan el nitrégeno a la formacion de
pigmentos mientras que cuando la luz es abundante el nitrégeno es destinado a la

biosintesis y no al almacenamiento de pigmentos auxiliares (Piqueres y Vega 1998)

Los menores porcentajes de proteinas obtenidos en los tratamientos con glicerol
pudieran ser debidos a que la microalga tras asimilar el glicerol del medio por difusion
simple y tras los procesos de fosforilizacion y oxidadacion se obtiene gliceraldehido 3
fosfato el cual entra en la glucolisis obteniendo asi la energia necesaria para el
crecimiento pudiendo inhibir rutas metabolicas como la ruta pentosa fosfato (Aubert et
al 1994) que en condiciones normales se produce en los cloroplastos ricos en complejos

proteina-pigmentos.

Lipidos totales
Los menores porcentajes de lipidos totales encontrados en los tratamientos UAS en

ambos cultivos podria deberse a que una condicion de alta irradiacion como la de 6,000
lux podria producir en la microalga un efecto de fotoinhibicion el cual, entre otros
procesos, puede causar la oxidacion de los lipidos reduciendo asi el porcentaje total de
lipidos (Barnes y Mann 1999). Ademds la baja concentracion de  pigmentos
encontrados en este tratamiento puede interferir en el porcentaje total de lipidos ya que
estos forman parte de la fraccion lipidica de la microalga (Hernyez et al, 2009). El
mayor contenido de lipidos totales encontrado en los tratamientos OM sometidos a 1,600
Lux puede ser debido al hecho de que la microalga sometida a una menor iluminacion
requiere de una mayor cantidad de pigmentos para obtener la energia necesaria, los
cuales se encuentran en las membranas de los tilacoides compuestos principalmente por

una bicapa lipidica de mono y digalactosyldigliceridos y proteinas (Singer y Nicholson,
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1972). Segin Solovchenko et al. (2008), una baja intensidad luminosa induce la
formacion de lipidos polares (fosfolipidos y glucolipidos), que estan funcional y

estructuralmente asociados a la membrana celular.

En cuanto al efecto negativo en la proporcion de lipidos observado en los tratamientos
con glicerol del cultivo cosechado en la fase exponencial, puede ser debido al efecto,
que segun Lewitus et al, (1991), produce el uso de glicerol como fuente de carbon en
microalgas en relacion a la disminucion del nimero, embalaje de los tilacoides y por lo
tanto de los lipidos estructurales que los conforman. Sin embargo el alto porcentaje de
lipidos totales encontrado en el tratamiento 0.2M del cultivo cosechado en la fase
estacionaria no parece estar relacionado con los lipidos estructurales de los sistemas
fotosintéticos puesto que dicho tratamiento posee los niveles mas bajos de pigmentos y
proteinas reportados para la condicion de 1,600lux, pudiendo ser estos lipidos de
almacenamiento que se encuentran en forma de triacilgliceridos, estructurales propios
de la membrana celular u otros compuesto que conforman la fraccion lipidica. Una
posible explicacion al alto contenido lipidico encontrado en el tratamiento mixotréfico
cosechado en la fase estacionaria podria ser el incremento de carbono disponible que
permite a las células incrementar la proporcion de lipidos de almacenamiento (Roessler
1990). Ademdas en esta fase del cultivo es cuando la muchas de las microalgas
comienza a almacenar lipidos debido a la limitacion de nutrientes y el descenso de la

division celular ( Pratoomyot et al 2005).

Acidos grasos poliinsaturados de interés
El contenido de &cidos grasos de interés en este trabajo varid con respecto a la fase de

crecimiento, intensidad de luz y a la concentracion glicerol. El 4cido graso mas afectado
por el cambio de intensidad de luz fue el LA el cual se mantuvo siempre en mayor
proporciéon en los cultivos sometidos a una mayor irradiacion (tratamientos UAS)
independientemente de la fase de crecimiento. Sin embargo la fase de crecimiento si
modifico las cantidades de LA obtenido en los tratamientos con glicerol siendo en todos
los casos las proporciones de estos mayores al control cuando este se encontraba en la
fase estacionaria. Este acido graso, el primero de la serie omega 6, es un importante
precursor de 4cidos grasos poliinsaturados como ALA y DHA con los que, para el
cultivo en fase estacionaria, mantuvo una alta correlacion de los datos con un 0.94 y
0.98 respectivamente. Esto Ultimo unido a la baja proporcion relativa de ARA

encontrado en ambos cultivos podria indicar que esta microalga esta utilizando la ruta
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A6-desaturasa/A6-elongasa para la sintesis de acidos grasos altamente poliinsaturados

una de las rutas mas comunes (Guedes et al 2011).

Los acidos a-Linolenico y ecosapentanoico también obtuvieron diferencias segun la
fase de crecimiento y la intensidad de la luz a la que fueron expuestos los tratamientos,
encontrandose mayores contenidos de ambos acidos grasos en los tratamientos a
menor irradiacién (OM) en la fase exponencial, mientras que en los cultivos cosechados
en la fase estacionaria los mayores contenidos de estos acidos grasos correspondieron a
los tratamientos a mayor irradiacion (UAS) excepto para el ALA donde debido a la
amplia dispersion de los resultados no se muestran diferencias. Estas diferencias entre
las fases de crecimiento pudieran estar relacionadas con la velocidad de crecimiento y la
velocidad con la que las microalgas del tratamiento UAS agotan los nutrientes en el
cultivo cosechado en la fase estacionaria, el cual alcanza dos dias antes esta fase y
comienzan a observarse oscilaciones en la densidad celular hasta el dia de cosechado.
Segun Garibay et al. (2009) el contenido oleaginoso y el perfil de composicion lipidica

de las microalgas, puede ser controlado mediante la limitacion de nutrientes.

La proporcion relativa de EPA se vio incrementada respecto al control OM en los
tratamientos mixotroficos en ambos cultivos, siendo mayor el aumento en la fase
estacionaria con el tratamiento 0.2M. En 2005 Cerén y colaboradores incrementaron
mediante el cultivo mixotréfico con glicerol los porcentajes de EPA de la microalga
Phaeodactylum tricornutum obteniendo las mayores concentraciones con 0.1M y

adiciones de amonio.

Debido a los bajos porcentajes encontrados de los acidos grasos poliinsaturados ARA y
DHA en ambos cultivos, estos fueron considerados cantidades despreciables. Esto
coincide con lo encontrado por Dustan et al (1991) y Brown et al., (1997) para esta

microalga.

CONCLUSION

El tratamiento mixotréfico usando glicerol a 0.2M parece tener un efecto positivo en la
produccion de lipidos totales en las algas cosechadas durante la fase estacionaria,
obteniendo un 22.03+0.81%. La proporcion de &cidos grasos poliinsaturados obtenidos
con este tratamiento fue del 39.9+£1.9% con un aumento considerable de la proporcion
de EPA 13.0+0.6% vy altos niveles de LA y ALA respecto al control. Los resultados

obtenidos en proteinas y pigmentos de este tratamiento fueron muy similares al

61



obtenido en el tratamiento UAS. El tamafio de 7. chuii cultivada en glicerol 0.2M
reduce su tamafio por lo que su ingestion para los estadios larvales tempranos de
peneidos se facilita. Por lo anterior, este tratamiento fue elegido para ser evaluado como

fuente de alimento para larvas temprana de L.vannamei.
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CAPITULO III.

Evaluacion de T.chuii en la alimentacion de larvas tempranas de
L.vannamei

Disefio experimental para L. vannamei

Para el experimento con larvas tempranas (desde NV a PZIII ) de litopenaus vannamei
se utilizaron tres dietas. La primera de 7. chuii cultivada durante 12 dias en medio F/2
con glicerol a una concentracion de 0.2M como sustrato organico, otra de 7. chuii pero
en condiciones de la UAS (medio F/2 y a 6000 Lux de iluminacién), y un control con la
dieta estantadar para larvas de L. vannamei compuesto por una mezcla de T.chuii y la
diatomea Chaetoceros gracillis propuesta por Treece y Yates (1990). Para que el
tratamiento experimental posea una composicion similar al medio seleccionado se
inocularon los matraces de manera que se alimentd todos los dias con cultivos de 12

dias.

El cultivo experimental de las larvas fue llevado a cabo en matraces tipo bola de 2L de
capacidad. Un total de 150 Nauplios L fue colocado en cada matraz. Se utilizo un
disefio completamente aleatorizado con 9 réplicas/tratamiento de las cuales 7 fueron
utilizadas para los andlisis de reservas lipidicas, lipidos totales, perfil de acidos grasos,
proteinas y supervivencia, y las dos replicas restantes para determinar los indices de

desarrollo.

Origen de las larvas y condiciones de cultivo

Las larvas utilizadas se obtuvieron de los reproductores cultivados en la Unidad
Académica Sisal, Yucatan, México. Después del cosechado, los nauplios fueron
aclimatados a temperatura constante de 28°C introduciendo los matraces al bafio maria
con agua dulce recirculante. La salinidad para el cultivo fue de 35g-L", la aireacion

moderada y el agua utilizada para el cultivo fue previamente esterilizada.

Esquema de alimentacion
El esquema de alimentacion para las dietas de T.chuii experimental y T.chuii estdndar
UAS se realizo ajustando las concentraciones dos veces al dia (mafiana y tarde) antes de

alimentar para evitar exceso o déficit de alimento. El esquema ajustado se muestra en la
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tabla 11. El esquema de alimentacion Estandar es mostrado en la tabla 22 (combinacién

de T.chuii y Ch.gracillis) propuesta por Treece y Yates (1990)

Tabla 11: Esquema de alimentacidn de estadios larvales tempranos de Litopenaus vannamei para los tratamientos
de T.chuii en condiciones UAS y T.chuii experimental 0,2M glicerol.

Estadio Concentracién T.chui

NV 5,000 Cel'-mL"

PZI 10,000 Cel-mL
PZII 15,000 Cel-mL
PZIIl 25,000 Cel-mL™"

Tabla 12: Esquema de alimentacién de estadios larvales tempranos de Litopenaus vannamei para el tratamiento de
Chaetoceros gracilis y tetraselmis chui (Treece and Yates 1990)

Estadio Concentracion Ch.gracilis  Concentracién T.chui
NV 10,000 Cel-mL" 5,000 Cel-mL™"

PZI 40,000 Cel-mL! 10,000 Cel-mL"

PZIl 75,000 Cel-mL™" 10,000 Cel-mL"!
PZIll 85,000 Cel-mL™" 25,000 Cel'mL™"

Indicadores zootécnicos

Supervivencia
La supervivencia fue determinada al final de los experimentos contando el numero de

PZ 1II producidas en relacion con el nlimero de nauplios V cultivados.

Crecimiento e indice de desarrollo.

Se obtuvieron las medidas de longitud y peso de las larvas, extrayendo 10 larvas de
cada tratamiento en cada uno de los subestadios. Las mediciones realizaron en
microscopio Optico con regleta mientras que peso se calculé mediante el uso de una
balanza analitica. La longitud para las PZI se realizé midiendo desde el extremo anterior
del cefalotorax hasta el final de la furca sin espinas, mientras que en PZIl y PZIII se la
medida fue tomada desde el extremo anterior del rostrum hasta el final de la furca sin

espinas.

Se determin6d el crecimiento absoluto (CA) y relativo (CR) asi como las tasas de

crecimiento absoluto (TCA) y relativo (TCR) del peso y la longitud de acuerdo con las
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formulas propuestas por Busacker et al., (1990). Ademés de evaluarse la tasa especifica

de crecimiento TCE mediante la féormula:
TCE=[(Ln Y2 -Ln Y1)/ (t2-t1)]-100

Donde: Ln Y1 y Ln Y2 son el logaritmo natural del peso al inicio y al final de la fase de

crecimiento, t2-t1 la duracion del experimento en dias.

Para la determinacion del indice de desarrollo se utilizard la férmula propuesta por

Villegas y Kanazawa, (1979):

D=} A/N

Donde: A es el nimero de organismos de cada subestadio multiplicado por el numero
asignado a cada subestadio y N es el numero total de larvas muestreadas. El valor del

numero absoluto asignado a cada subestadio larval es: PZI=1, PZII=2, PZIII=3,

RESULTADOS Y DISCUSION

Todos los tratamientos de este experimento se mantuvieron estables hasta el cuarto dia
de cultivo cuando el agua de los matraces del tratamiento Tch+Gly comenz6 a verse
ligeramente turbia y en las larvas extraidas para el indice de desarrollo se podia observar
colonias de microorganismos adheridos a los apéndices del cefalotorax (Fotografia 5).
Este aumento de la carga de microorganismos en el agua pudiera haber sido favorecido
por la presencia de los cordones fecales de las larvas donde comienza la colonizacion ya
que estos cordones podrian aportar desechos nitrogenados, que unido al carbono del
glicerol residual contenido en el agua de las microalgas, favorecen el crecimiento de la
epifauna presente en el agua de las larvas durante la siembra de los matraces y/o en el

interior de los nauplios (Crab et al,. 2009) (Figura 20).
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Figura 20: Fotografia que muestran los microorganismos adheridas a las Pzl del tratamiento T.ch+Gly

Figura 21: Fotografia que muestran los microorganismos colonizando los cordones fecales del tratamiento
T.ch+Gly

Las larvas del tratamiento experimental T.ch+Gly, que continuaban en el estadio de PzI
al cuarto dia, resultaban muy dificiles de extraer para evaluacion microscopica y
determinacion del estadio del desarrollo debido a la baja densidad de larvas y la alta
carga de particulas en suspension. El tratamiento control (Tch+Chae) alcanzo el indice
de desarrollo 3 después de cinco dias y fue desmontado mientras que el tratamiento T.ch
continuaba en el indice 2 tras seis dias y se decidié levantarlo (Tabla 13). La

supervivencia de los tratamientos Tch+Chae y Tch fueron del 91,52 y 76,10 %
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respectivamente mientras que para el tratamiento de Tch+Gly no se encontraron larvas
en el quinto dia (Tabla 14). La falta de asincronismo es evidente debido a que en
ninguno de los dias se presentan dos o mas estadios larvarios de forma simultanea en

los cultivos.

Tabla 13: estadios e indices de desarrollo durante el transcurso del experimento.

Tratamiento Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Est. Est. |I.D Est. |I.D Est. |I.D Est. |I.D Est. |I1.D
Tch+Chae NIl Pzl 1 Pzl 1 Pzll |2 Pzlll |3
T.ch NIl Pzl 1 Pzl 1 Pzl 1 PzIl |2 PzIl |2
Tch+Gly NIl Pzl 1 Pzl 1 Pzl 1

Tabla 14: % de supervivencia de las larvas de L. vannamei

Tratamiento Estadio | % supervivencia
Tch+Chae PzIll 91.52
Tch Pzll 76.1
Tch+Gly Pzl 0

Indicadores zootécnicos
Los mejores resultados se obtuvieron en las larvas alimentadas con la dieta Tch+Chae

(T.chuii+Ch.gracilis) con un incremento en el crecimiento absoluto de 29.3 ug frente a
los 6.60 y 1.80 ng de las dietas T.ch y T.ch+Gly respectivamente. El incremento diario
maximo en peso fue de 4.88 pg/dia con la dieta Tch+Chae y el menor 0.6 pg /dia con la
dieta T.ch+Gly , lo anterior representa una diferencia de 87.71% a favor de los primeros
que si consiguieron llegar hasta PzIII mientras que los segundos no lograron pasar de
PzI. Por otra parte, las diferencias obtenidas en las tasas de crecimiento TCA, TCR y
TCE para las larvas de L. vannamei con la dieta Tch+Chae también fueron muy
superiores respecto a las otras dietas principalmente porque las larvas no consiguieron
llegar a PzIII al dia en las que estas fueron cosechadas (Tablal5). D’Souza y Loneragan
(1999) reportaron una supervivencia de larvas de L.vannamei superior cuando fueron
alimentadas con Chaetoceros muelleri o con mezcla de microalgas que las larvas se
alimentaron con Tetraselmis suecica, Isochrysis sp. o Dunaliella tertiolecta sola.
Ademas el desarrollo de las larvas alimentadas con C. muelleri o con mezcla de

microalgas fue siempre mas rapido que cuando las larvas se alimentaban con las otras
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dietas. Estas diferencias también podrian estar relacionada con la preferencia de
alimentacion en los primeros subestadios de protozoea de diatomeas en el esquema
Tch+Chae frente a los tratamiento en las que 7.chuii es la microalga exclusiva quiza no
por diferencias de tamafio como mencionan algunos autores (Tobias-quinitio y Villegas,
1982; Gallardo et al., 1994; Nufiez et al., 2001) sino més bien porque las diatomeas
abastecen a las larvas de acidos grasos esenciales que se encuentran ausentes en
Tetraselmis chuii como el DHA que son necesarios para obtener una alta supervivencia
y acelerar los cambios de estadios de Pzl y PzII (Pifia et al., 2005; D"Souza Loneragan,

1999; Gallardo et al., 1994; Wilkenfeld et al., 1984).

Tabla 15: Tasa de crecimiento absoluto (TCA), relativo (TCR) y especifico (TCE) para el peso (ug) de larvas de L.
vannamei

Registro Unidades Tch+Chae Tch Tch+Gly
Dias de cultivo Dias* 4 5 3
Estadio cosechado N/C Pzlll Pzll Pzl
Peso inicial Ug 5.60%1.65 7.4011.84 5.80£1.99
Peso final ug 34.9018.20 14.00+5.46  7.60+3.06
Crec. Absoluto (CA) ug 29.30 6.60 1.80
Tasa crec. Absoluto (TCA)  pg/dia 4.88 1.32 0.60
Crec. Relativo (CR) % 523.21 89.19 31.03
Tasa crec. Relativo (TCR) %/dia 130.80 17.84 10.34
Tasa crec. Especifico %/dia 45,74 12.75 9.01

(Promedio * desviacion Standard). N/C (no corresponde). *Dias a partir que la larva comienza la alimentacion exdgena (Pzl)

CONCLUSION
El tratamiento de Tch+Gly no resulta viable para el cultivo de larvas de L.vannamei ya

que aun tras esterilizar el agua de cultivo y materiales usados en la alimentacion, utilizar
filtros en la aireacion para los cultivos de microalgas y camarén y realizando una baja
manipulacion de los matraces, la epifauna presente en el agua de los nauplios se ve
aumentada exponencialmente por la presencia de glicerol residual del cultivo de las
microalgas (Figura 22). Este aumento en la carga de microoganismos oportunistas
llegan a formar grumos que se adhieren a las larvas impidiendo que estas puedan nadar ,
filtrar y realizar la muda correctamente. Mientras que las microalgas, que también
presentan movilidad, quedan atapadas en estos grumos y precipitan al fondo del matraz
dejando de estar disponibles para el camarén. Las diferencias en las supervivencias y

cambios de estadios entre los tratamientos T.ch y Tch+Chae pone de manifiesto la
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necesidad de implementar en los cultivos con Tetraselmis chuii, una segunda microalga
que abastezca a las larvas de 4cidos grasos esenciales como el ausentes en Tetraselmis

chuii.

Ademas del cultivo Tch+Chae se puede concluir que es posible realizar un cultivo de
150 larvas en 1500mL sin realizar modificaciones en el volumen utilizando el esquema
de alimentacion disefiado por Treece and Yates en 1990 disefiado para un cultivo con de

100 larvas en 2L finales con aumentos de volumen obteniendo una alta supervivencia y

un rapido desarrollo en el estadio de zoea.

Figura 22: imagenes que muestran algunos de los microorganismos oportunistas que aparecieron
en los cultivos de Tch+Gly.

CONCLUSIONES GENERALES

El tratamiento con glicerol 0.1M usado como medio de cultivo bajo la condicion de
crecimiento mixotréfico tuvo el mayor porcentaje de acidos grasos poliinsaturados
totales incluidos el EPA y LA. Por lo tanto, la primera hipdtesis planteada es rechaza en
estas condiciones ya que ninguno de los tratamientos de este experimento logrd
aumentar de manera significativa las concentraciones de EPA y DHA. De igual manera
la segunda hipdtesis también es rechazada ya que los tratamientos adicionados con

acido salicilico fueron los que obtuvieron las menores concentraciones celulares asi
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como los menores porcentajes totales de acidos grasos poliinsaturados tanto para los

cultivos mixotrofico como autotroficos.

La modificacion del medio de cultivo en régimen mixotrofico con glicerol a una
concentracion 0.2M y cosechado en la fase estacionaria logré mejorar la calidad lipidica
de la microalga 7. chuii frente a las condiciones utilizadas por la UAS para la
alimentacion de larvas de L.vannamei aumentando los porcentajes totales de acidos
grasos poliinsaturados totales, total de n-3 y EPA. A esta concentracién también se
reportaron los mayores porcentajes de lipidos totales alcanzando un 22.03+0.81% frente
a los 14.27+0.15% del cultivo UAS. Los tamafos de la microalga también presentaron
las mayores variaciones con la maxima concentracion de glicerol reduciendo el tamafio
de la microalga en 1.66 um de largo y 1.16 pm de ancho lo que la haria mas facil de
ingerir para los estadios larvales tempranos de peneidos. Sin embargo los contenidos de
proteina y pigmentos del tratamiento 0.2M fueron muy similares los obtenidos para el
cultivo en condiciones UAS. Por lo tanto, para este tratamiento, aunque se lograra
aumentar la proporcion relativa de EPA, debido al disefio (Pooled) y por deficiencias

estadisticas no es posible aceptar o rechazar la primera hipoétesis.

El tratamiento con glicerol 0.2M cosechado en fase estacionaria resulta ser inviable para
la alimentacion de larvas tempranas de L. vannamei debido a la alta contaminacion
producida por parte de la epifauna presente en el agua de las larvas que se adherian a los
apéndices de las larvas impidiendo su locomocion y su capacidad de filtracion. El
glicerol residual presente en las microalgas con las que se alimentaba y los desechos
nitrogenados producidos por las larvas generaron las condiciones Optimas para el
desarrollo de la epifauna presente en el agua de los nauplios. Las larvas alimentadas con
este tratamiento no lograron pasar de PZI y a los 4 dias de experimento ya no se
encontraron ejemplares en los matraces. Por lo tanto la tercera hipotesis es rechazada
debido a la baja supervivencia obtenida debido a la contaminacion de los cultivos y al

retraso en el crecimiento que produce este tratamiento.
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ANEXOS

Bioensayo de T.chuii con Glicerol como fuente de carbono

Una vez seleccionado el glicerol como medio candidato la alimentacion de las larvas se
realizé un cultivo de nueve dias, tiempo en el que la todos los tratamientos del cultivo
de seleccion de medio habian finalizado la fase de crecimiento exponencial e iniciaban
la fase estacionaria. Los cultivos se realizaron a diferentes concentraciones: Control
(Autotréfico), 0.05M, 0.1M, 0.15M, 0.2M y 0.25M. Los cultivos autotrofos se
realizaron bajo una iluminacion de 6,000 Lux mientras que para los cultivos

mixotroficos la 1lluminacion fue de 950 Lux.

Cinética de crecimiento
Debido a la variacion en la intensidad luminica en el cepario respecto al cultivo de

seleccion de medio, algunos de los matraces mas externos estuvieron expuestos a
radiaciones superiores a los 950 Lux fijados para el cultivo mixotrofico por lo que las
cinéticas de crecimiento de las réplicas, que estaban distribuidos aleatoriamente,
presentaban grandes diferencias entre ellos. Uno de los tratamientos que mas se vio
afectado por esta diferencia en la radiacion fue el 0.2M cuyas concentraciones finales
variaban de 0.60x10° a 0.88 x10° Cel-mL" entre las réplicas. Al evaluar las diferencias
de crecimiento de las réplicas respecto las posiciones que ocupaban se observé que el
crecimiento mixotrofico estaba siendo limitado por la luz. También se creyd oportuna la
necesidad de un nuevo control OM en la iluminacion mixotrofica. Por estas razones se

decidio repetir el cultivo con los cambios pertinentes y este no fue cosechado.

Grafico anexo I: Curva de crecimiento del cultivo Glicerol |
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La cinética de crecimiento para este cultivo presento una diferencia bastante

significativa del tratamiento UAS, con un promedio de 9.34x10° Cel-mL™, frente a los

que contenian el glicerol. Todos los tratamientos alcanzaron la maxima densidad al

noveno dia de cultivo. Dentro de los tratamientos de glicerol no se obtuvo ninguna

diferencia significativa entre ellos, sin embargo las densidades promedio fueron

inversamente proporcionales a las concentraciones de glicerol.

Correlacion analisis multivariado
Tabla anexo | : tabla de correlacién cuando la luz es el factor variable en el cultivo cosechado en la fase exponencial:

Proteina

CLOR.A

CLOR.B

Carot

Lipidos totales

AG18.2n6

AG 18.3n3

AG 20.4n6

AG 20.5n3

AG 22.6n3

Proteina

1.000

0.993

0.996

0.994

0.991

-0.999

0.896

0.544

0.668

0.844

CLOR.A

0.993

1.000

0.999

0.999

0.977

-0.994

0.858

0.509

0.640

0.807

CLOR.B

0.996

0.999

1.000

0.999

0.981

-0.996

0.867

0.518

0.648

0.814

LUZ EXPONENCIAL

Carot Lipidos totales
0.994 0.991
0.999 0.977
0.999 0.981
1.000 0.97
0.974 1.000
-0.993 -0.994
0.854 0.944
0.499 0.528
0.638 0.744
0.806 0.894

AG 18.2n6

-0.999

-0.994

-0.996

-0.993

-0.994

1.000

-0.905

-0.528

-0.692

-0.851

AG 18.3n3 AG 20.4n6 AG20.5n3 AG 22.6n3

0.896

0.858

0.867

0.854

0.944

-0.905

1.000

0.395

0.892

0.977

0.544

0.509

0.518

0.499

0.528

-0.528

0.396

1.000

-0.033

0.226

0.669

0.641

0.649

0.638

0.744

-0.692

0.892

-0.033

1.000

0.926

0.844

0.807

0.814

0.806

0.894

-0.852

0.977

0.226

0.926

1.000

Tabla anexo Il : tabla de correlacién cuando la concentracion de glicerol es el factor variable en el cultivo cosechado

en la fase exponencial:

Proteina

CLOR.A

CLOR.B

Carot

Lipidos totales

AG18.2n6

AG18.3n3

AG20.4n6

AG20.5n3

AG22.6n3

Proteina

1.000

0.839

0.832

0.738

0.120

0.595

0.318

0.136

-0.130

0.017

CLOR.A

0.839

1.000

0.987

0.937

0.453

0.536

0.177

0.254

-0.323

0.259

CLOR.B

0.832

0.987

1.000

0.920

0.494

0.578

0.231

0.201

-0.261

0.272

Carot

0.738

0.937

0.920

1.000

0.492

0.323

-0.020

0.296

-0.438

0.315

GLICEROL EXPONENCIAL

Lipidos totales

0.120

0.453

0.493

0.492

1.000

0.127

0.052

0.460

-0.122

0.511

AG 18.2n6

0.595

0.536

0.578

0.323

0.127

1.000

0.879

-0.018

0.408

-0.137

AG 18.3n3 AG20.4n6 AG20.5n3 AG 22.6n3

0.318

0.177

0.231

-0.020

0.052

0.879

1.000

-0.031

0.736

-0.314

0.136

0.254

0.201

0.296

0.460

-0.018

-0.031

1.000

-0.308

0.104

-0.131

-0.324

-0.261

-0.438

-0.122

0.408

0.736

-0.308

1.000

-0.220

0.017

0.259

0.272

0.315

0.511

-0.137

-0.314

0.103

-0.220

1.000
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Tabla anexo Ill : tabla de correlacion cuando la luz es el factor variable en el cultivo cosechado en la fase

estacionaria:

Proteina

CLOR.A

CLOR.B

Carot

Proteina CLOR.A

1.000

0.919

0.905

0.865

Lipidos totales  0.915

AG 18.2n6

AG 18.3n3

AG 20.4n6

AG 20.5n3

AG 22.6n3

-0.849

0.068

-0.450

0.759

-0.180

0.919 0

.905 0.865

1.000 0.998 0.991

0.998 1.000 0.994

0.991 0.993 1.000

0.996 0.995 0.982

-0.965 -0.965 -0.955

-0.103 -0.118 -0.112

-0.392 -0.349 -0.356

0.779

0.770 0.779

-0.036  -0.059 0.011

CLOR.B Carot Lipidos.totales

0.915

0.996

0.995

0.982

1.000

-0.981

-0.168

-0.384

0.744

-0.055

LUZ ESTACIONARIO

AG 18.2n6

-0.849

-0.965

-0.965

-0.955

-0.982

1.000

0.346

0.340

-0.625

0.050

AG 18.3n3 AG 20.4n6

0.068

-0.103

-0.118

-0.112

-0.168

0.346

1.000

-0.341

0.494

0.257

-0.450

-0.392

-0.349

-0.356

-0.384

0.340

-0.341

1.000

-0.640

-0.717

AG 20.5n3 AG 22.6n3

0.759

0.780

0.770

0.778

0.744

-0.625

0.494

-0.640

1.000

0.310

-0.180

-0.036

-0.059

0.011

-0.055

0.0503

0.257

-0.717

0.310

1.000

Tabla anexo IV : tabla de correlacién cuando la concentracidn de glicerol es el factor variable en el cultivo cosechado

en la fase estacionaria:

Proteina

CLOR.A

CLOR.B

Carot

Lipidos totales

AG 18.2n6

AG 18.3n3

AG 20.4n6

AG 20.5n3

AG 22.6n3

GLICEROL ESTACIONARIO

Proteina CLOR.A CLOR.B Carot Lipidos totales
1.000 0.632  0.615 0.638 -0.728
0.632 1.000  0.995 0.994 -0.629
0.615 0.995 1.000 0.990 -0.579
0.638 0.994  0.990 1.000 -0.656
-0.728 -0.629  -0.579 -0.656 1.000
-0.519 -0.812  -0.824 -0.828 0.637
-0.392 -0.615  -0.617 -0.644 0.674
-0.263 0.073 0.123 0.134 0.203
-0.532 -0.864  -0.878 -0.863 0.577
0.456 0.673 0.601 0.680 -0.785

AG 18.2n6

-0.519

-0.812

-0.824

-0.828

0.637

1.000

0.936

-0.267

0.977

-0.562

AG 18.3n3 AG 20.4n6

-0.392

-0.615

-0.617

-0.644

0.674

0.936

1.000

-0.209

0.877

-0.556

-0.263

0.073

0.123

0.134

0.203

-0.267

-0.209

1.000

-0.151

-0.187

AG 20.5n3 AG 22.6n3

-0.532

-0.863

-0.878

-0.862

0.577

0.977

0.877

-0.151

1.000

-0.553

0.456
0.673
0.601
0.679
-0.785
-0.562
-0.559
-0.187
-0.552

1.000
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