4.7.2  Tasa de crecimiento

Los resultados del bioensayo de crecimiento se presentan en la fig.37, donde se muestran
el peso de los camarones a través de las siete semanas de evaluacion.
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Figura 37.- Promedio de peso de Litopeneaus vannamei.

Los analisis estadisticos en los diferentes tratamientos no muestran diferencias significativas
(P=0.196) en el peso de los camarones después de siete semanas. La biomasa total, por
otro lado, fue significativamente afectada (P=0.043); los animales con tratamiento de Phaffia
mostraron mas alta biomasa después de las siete semanas del tratamiento que aquellos

alimentados con f-glucano, pero no cuando se compararon con los de control y con los
otros dos tratamientos (fig. 38).
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Figura 38.- Promedio final de biomasa de cada dieta.
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4.7.3 Tasa de conversion alimenticia

No se encontraron diferencias significativas (P=0.233) entre las dietas en cuanto a la tasa
de conversion; alin asi, la mejor corresponde a la Phaffia, 1a siguen la HPPR1, Control, la

Saccharomyces y por ultimo la de B—glucano (fig. 39).
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Figura 39.- Promedio de tasa de conversion alimenticia L.vannamei

4.7.4  Tasa de sobrevivencia

La sobrevivencia fue significativamente afectada (P=0.049), en los Litopenaeus vannamei
alimentados con la dieta que contenia Saccharomyces cerevisiae, Phaffia rhodozymay la
biomasa pigmentada HPPR1, con tasas mayores (71.25%, 77.5% y 76.7% respectiva-
mente), que los camarones alimentados con la dieta que contenia B-glucano (47.5%), pero
no a comparacion de los animales alimentados con la dieta control (56.25%) (fig. 40).
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Figura 40.- Promedio de sobrevivencia de L. vannamei

82



4.7.5  Actividad de la fenoloxidasa

Grandes variaciones se han encontrado para la actividad de la fenoloxidasa de los animales
en todas sus dietas excepto para los animales alimentados con la dieta de Phaffia, la cual
tuvo los valores mas bajos y uniformes que todos, con valores significativamente mas
bajos (P=0.003) que los de la dieta control, asi como las dietas con Saccharomyces cerevisiae
y la dieta con biomasa pigmentada HPPR1, pero no los de la dieta con B-glucano.

Los valores para la dieta de B-glucano aunque también eran generalmente superiores como
los de la dieta de la Phaffia, pero no a un nivel estadisticamente significativo, principalmente
debido a la gran variedad de las lecturas individuales.

Los resultados de la actividad de la fenoloxidasa, para los Litopenaeus vannamei, se
muestran en la fig. 41.
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Figura 41.- Actividad de la fenoloxidasa en L. vannamei

4.7.6  Eliminacion bacterial

La grafica muestra los resultados de la eliminacion de bacterias de la hemolinfa de los
camarones después de estimularlos con el patégeno V. harveyi cepa BP0S, de cuatro

replicados de diez camarones. Los resultados son variables y difieren entre animales
individuales utilizando el mismo tratamiento, pero hay una tendencia a reducir el nimero
a través del tiempo para todos los tratamientos, baja el nivel base de 0 a 10° UFC/ml en la
hemolinfa, detectadas en los camarones control no estimulados (fig. 42).
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Figura 42.- Eliminacion bacterial en L. vannamei

Después de 15h de la inmersion no se encontraron diferencias significativas para cualquiera

de las dietas (P=0.346), cuando se compararon los camarones con la dieta control o los de
control-control no estimulados.

Analisis estadisticos de los datos no fueron posibles a las 27 h después de la inmersion,

debido a varias muertes ocurridas a los camarones con el tratamiento de b-glucano, quedando
unicamente dos camarones del tratamiento para muestra.
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V. DISCUSION

Etapa I - Produccion de biomasa pigmentada

Un procesa de fermentacion comprende, ademés de las reacciones bioquimicas efectuadas
por uwn microorganisme y/o por enzimas, las caracteristicas fisicas y de operacidn del
recipiente donde se va a realizar el proceso y las operaciones que se efectian antes y
después de la fermentacidn.

La determinacion de la demanda de oxigeno, Na, se efectia para conocer la capacidad del
bioreactor; para satisfacer la demanda hiologica de oxigena a través de un sistema de
agitacion y aercacidn, se debe realizar antes de la fase estacionaria donde existe la maxima
cantidad de células y corresponde al coeficiente de transferencia de oxigeno, X{a, el cual
se mide a distintos tiempas y flujos de alimentacién (Taguchi, ez al., 1966). Ambos datos
son basicos para efectuar su escalamiento y aumentar |a produccion de bivmasa (Wang,
1979).

La viscosidad del medio varia con la forma de la levadura, ya sea oval ¢ micelar (liquido
no newtoniang), esta tltima aumentara la demanda de oxigeno (Aiha, 1973b).

La temperatura, ¢l pH, ademas de la presion del aire y la velocidad de agitacion del
fermentador aerébico dardn la concentracion de oxigeno disuelto necesario (Nagai, 1978).
También el uso de antiespumantes, el disefio del reactor, su capacidad, ¢l tipo, ntmero y
posicion de propelas deben de ser consideradas (Lee, 1992).

Los procesos de fermentacion se desarrollan con tres diferentes téenicas; uno es el cultivo
en lote (batch), el cual utiliza un reactor hasta que los micrunutrientes se agotan,; otro es el
cultivo semi-continuo, en el cual se agregan nutricates al reactor durante el proceso, previa
eliminacion de una parte del medio de cultivo; y por dltimo el cultivo continue, en el cual
antes de la fase estacionaria (al llegar al 80% de la fase exponencial), se agregan nutrientes
al reactor y a la misma velocidad se elimina la cantidad afiadida.

El cultivo continuo aerdbico, permite mantener |a poblacion de microorganismos en
constante crecimiento exponencial por largos periados (Crueger, 1990a); por ello, durante
el proceso existen diversas variables que son importantes de controlar; el flujo constante
de nutrientes es una de estas variables, ya que su concentracion en ¢l medio de cultiva sera
praporcional a la velocidad de crecimiento de los microorganismos.




Los microorganismos invelucrados se identificaron y caracterizaron por la MC Jovita
Martinez Cruz (CINVESTAV-IPN). El basidiomicete Phuffiu rhodozyma es un hongo
levaduriforme productor de pigmentos en especial la astaxantina esta se puede producir
en mds de un 90% de los de carotenos totales. Johnson y An, 1991 reportan en cepas
cultivadas de 3600 a 8000 ppm.Por su dimorfismo se puede pensar en un hongo filamentoso
del génera Penicillum o bien ¢n una [evadura del grupo de las ascomicetos en particular el
género Saccharomyces.El primero se diferencid por la produccion de conididforos y el
segundo por las ascasporas.

El hongo filamentoso Penicillum sp. y la bacteria Pseudomonas sp.crecen a pH acidos de
3 a5 aligual que las levaduras. En los productas comerciales de Phaffia rhodezyma de las
empresas Igene, Merck o Red Star reportan en su analisis microbiologico la presencia de
hongos, levaduras y bacterias, Estos pueden estar presentes como contaminaantes del producto
tenuinado, & bien forman partc del cuitivo mixto, pues todos tienen la capacidad de producir
pigmentos o bien sus precursores, ya que laasociacion entre los miembros de este cultivo
es de tipo positiva y/o benéfica, ¥y puede ser mutualista, en la cual todas las especies
resultan beneficiados con esa asociacidn, 0 comensalista, en la cual alguna o algunas de
las especies se benefician y las otras simplemente no se ven afectadas.

Un proceso de fermentacion comprende, ademds de las reacciones bioquimicas efectuadas
por ua microorganisme y/o por enzimas, las caracteristicas fisicas y de operacion del
recipiente donde se va a realizar el proceso y las operaciones que se efectian antes y
después de la fermentacion.

La preparacion de la semilla o indculo fue de importancia vital, para asegurar que el
cultivo microbiano en el momento de inocular el reactor , contenga una fisiologia microbiana
cuando mencs al 80% de la fase exponencial, esto se alcanzd primerv en un medio
enriquecido y posteriarmente traspasado a | medio mineral hasta obtener pigmentacion
aproximadamente 50 h; completandose en ambaos pasos un total de 70 a 90 h (Crueger,
1990b).

El acetato de amonio utilizado como reactivador de las cepas participd en la biosintesis de
los productos intermediarios principalmente en el mevalonato,este constituye la primera
reaccion para la ramificacion del isopreno, que pasa a ¢l famesil pirofosfato, antecesor del
geranigeranil pirofosfato (GGPP) y dos moléculas de este forman el fitoeno, €5 un compuesto
que flyoresce al UV y que forma parte de todas las moléculas C40 de los organismos
carotenogénicas (Meyer, 1994).

La optimizacidn del media de cultivo a traves del metodo Simplex modificado ¢on una
plantidla de 8 experimentas demostrd en general un praceso estable y las condicones que se
establecieron cubrieron las necesidades de la fisiologia de los microorganismos involucrados
en la produccion de pigmentos. Ya que el disefio de Plackett- Burmann permitio observar
ligeros o no efectos sobre las respuestas de |os factores probados.
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Meyer y col. (1993) han trabajada sobre ¢l desarrollo de medivs quimicamente definidos
que soporten una rapida y extensiva formacion de pigmento en microorganismos tales
como Phaffia rhodozyma, Monascus sp. y el alga azul verde Haematococcus pluvialis,
debido a los problemas de Regulacion de Pigmentos que se han presentado en la mayoria
dc estos estudios, se requicre de un medio de cultivo que proporcione de una base para el
estudio de la biosintesis de pigmentos y su regulacidn.

Las cinéticas de crecimiento obtcnidas de la primera plantilla mostraron alrededor de las
50 h un equilibrio y con valores de densidad dptica a la mitad del inicio del cultivo, debido
a alta tasa de dilucién, que en nuestro estudio fu¢ el de mayor infuencia directa en la
produccidn de biomasa seguida de la de pigmentos.

Por otra parte la calidad y cantidad de los ingredientes afecta de manera significativa todo
el comportamiento de los microorganismos (crecimiento, rendimiento, productividad,
formacion de metabaolitos), sin olvidar que afecta los costos de produccion también.Por lo
tanto, las compaiiias que s¢ dedican a procesos de fermentacidn estan continuamente tratando
de mejorar las formulaciones de sus medios de cultivo, debido a que las cepas y las mutantes,
gue también se estan introduciendo continuamente, podrian requerir sus propios medios de
crecimiento (Lin, 1993).

Un gran namero de autores ha sugerido medios de cultivos para una produccion alta de
carotenoides microbianos. Generalmente, los medios proporcionan la fuente de C, a partir
de carbohidratos: dextrosa, celobiosa, sacarosa, maltosa y jugo de frutas, pero con estos
se pueden presentar ¢l cfecto Crabtree, de inhibicion por altas concentracion. En €l presente
trabajo se utilizd el alcohol etilico sintético par ser una fuente de carbono economica y de
composicion estable (Simpson, 1994).

La fuente de nitrégeno tiene mayar efecto sobre la produccidn de pigmento que la fuente de
carbono. La proporcion C/N de 5:1.s¢ mantuvo durante el proceso aun y cuando se elimind
el cloruro de amonio participaren las de fuente de nitrogeno organico presente en las |
levaduras, aminodacidos y la previa formacion del acetato de amonio (Crueger 1990b).

La biosintesis de pigmentos se observd a través de las cinéticas de crecimiento desde el
inicio del cultivo continuo (15 h) por la formacion de precursores, tales como, aldheidos
beta- inona por la percepcidn de aromas frutales y de acetatos por la formacidn de acido
acético y en consecuencia la demanda de adiccion del hidraxido de sodio . Sin embargo la
pigmentacion se obtuve en la fase exponencial, entre las 70- 100 h de haber iniciado €l
cultivo intermitente (0 h) y este correspondio a un metabolito secundario

Los clementos traza son estimulantes para el crecimiento y la formacion de pigmento
debido a que las enzimas que intervienen en su biosintesis requieren estos iones divalentes
para su activacion. El mecanismo sugerido es que estos iones rompen ¢l enlace del geranil-
geranil pirofosfato para convertirlo en fitoeno . Ademas, se han repartado trabajos realizados
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con Monascus (Lin, 1991) en donde concentraciones muy bajas (alrededor de 0.09 mM),
incrementan la produccién de pigmento.Por esto a pesar de eliminar los minerales no se
abservaron efectos debido a que a nivel trazas estan presentcs en las sales del medio
mineral.

En los tratamientos 3,9,10, 11 y I3 se obtuviercn la mayor pigmentacion y también [a
formacidn de micelio debido a que la biosintesis s inducida por el estrés por trabajar en
rangos cercanas a la umax de 0.16. Los valores de p { velocidad especifica de crecimienta)
o bien la tasa de dilucion{ D)al iniciar el cultivo continuo tienen un rango de trabajo
optimo de 0.05-0.15 Asi para los tratamientos mds cercanos a 0.15 propician la formacion
de pigmento, y entre mas se alejen del valor de 0.15, [a prababilidad de presentar
pigmentacion disminuye considerablemente hasta no presentarse en absoluto, esto se debe
a que se origina ¢l lavado celular en ¢l reactor (Aiba, 1973b).

En los tratamientos 3, 10 y 13 la pigmentacidn se presento unicamente sobre la superficie
de la espuma, por la falta de oxigeno disuclto y/o bicn la presencia de acctaldehida,
acumulado probablemente por la inhibicidn de enzimas del metabolismo del alcohol
etilico Por otra partc podria ser indicativo de que se requiere aumentar los tiempos de
estancia disminuyendo el flujo de alimentacion.

Ademds es de interés hacer notar que la adiccion del LRM contribuy$ en gran parte de los
principales precursores del mevalonata como son glucosa, acetato, lcucina. Puesto que la
ruta metabolica se inicia con |a glucusa formandw, piruvato por medio de glucalisis, y a
partir de este se forma el Acetil coenzima A, para después iniciar con la ruta metabdlica de
los terpenos Por otra parte la presencia de fitoeno, beta- carotenos, zeaxantina y otros
carotenos no identificados a reducirian el proceso.

La determinacin de la demanda de oxigeno, Ma, se efectia para conocer la capacidad del
bioreactor; para satistacer la demanda biologica de oxigeno a través de un sistema de
agitacién y acreacion, s¢ debe realizar antes de la fasc cstacionaria donde ¢xiste 1a maxima
cantidad de células y corresponde al coeficiente de transferencia de oxigeno, Kla, el cual
se mide a distintos tiempos y flujos de alimentacion (Taguchi, et af, 1966). Ambos datos
son bésicos para efectuar su escalamiento y aumentar la produccion de biomasa (Wang,
1979). El mgjor coeficiente de transferencia de oxigeno Kla, correspondi¢ al tratamiento
orce

La viscosidad del medio varia con la forma de la levadura, ya sea oval o micelar (liquido
no newtoniano), esta Gltima aumentard la demanda de oxigeno (Aiba, 1973b),

La temperatura, ¢l pH, ademas de la presién del aire y la velocidad de agitacién en el
fermentador darén la concentracion de oxigeno disuslto necesario (Nagai, 1978). También
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¢l uso de antiespumantes, el disefio del reactor, su capacidad, €l tipo, nimero y pusicidn de
propelas deben de ser considerados (Lee, 1992).

Laos procesos de fermentacion se desarrollan con tres diferentes técnicas; una es €] cultivo
en lote o intermitente (batch en inglés), el cual utiliza un reactor hasta quc los micronutrientes
se agotan; dos es el cultivo semi-continuo, en el cual se agregan nutrientes al reactor
durante el proceso, previa eliminacion de una parte del medio de cultivo; y tres el cultivo
continuo, en &l cual antes de la fase estacionaria (al llegar al 80% de la fase exponencial),
se agregan nutrientes al reactor y a la misma velocidad se elimina la cantidad afiadida.

El cultivo continuo, permite mantener la poblacidn de microorganismos en crecimiento
expoaencial constante por largus periodos (Crueger, 1990a); pur ello, durante ¢l procesu
existen diversas variables que son importantes de controlar; ¢l flujo constante de nutrientes
es una de estas variables, ya que su concentracion en el medio de cultivo serd proporcional
a la velocidad de crecimiento de los microorganismaos,

Caracterizacidn bioquimica

Los valores de proteina de la biomasa HPPR1 son comparables a los descritos en la literatura
consultada; el contenido de proteina reportado para la levadura Saccharomyces exiguus es
de §0-52% (Galan, 1991), para el hongo Phaffia rhodozyma es de 20-30% (Lewis, 1990)
y para la Saccharomyces cerevisae es de 50% (Aguirre, 1993; Cuzdn, 1941).

La calidad de la proteina se puede considerar buena por su composicién aminoacidica,
gsto fue posible conocer a través del cromatograma observandose pocas diferencias
comparadas con las comerciales, siendo mejor en aminodcidos esenciales (His, lle, Leu,
Lys, Met, Cys, Phe, Tyr, Thr, y Val). y los datos abtenidaos serén dtiles para corregir la
prueba de digestibilidad de la proteina —-PDCAAS, por sus siglas en inglés de Protein
Digestibility Corrected Aminoacid Scoring- (Henley, [994).

Los colores que presentaron fue debido a diferentes mezclas de carotenos; los pigmentos
para la biomasa HPPR1 fueron solubles en diclorometano, dimetilsulfoxido y hexano. La
cromatografia liquida de alta resolucién solo identifica B-caroteno, luteina, zeaxantina y
en menor proporcion astaxanting
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Etapa H - Evaluacion Nutricional

Evaluacidn bioldgica

Los parametros de control de calidad de agua no presentaron problemas, debido al disefio
del sistema que permite reciclar el agua 9 veces al dia, ademas del mantemimiento y
supervisidn en general con que cuenta la sala de zooctecnia durante los bioensayos de
crecimiento, pigmentacion, digestibiidad e inmunoestimulacion.

En cudnto los ingredientes utilizados para elaborar los alimentos experimentales basados
en la formulacidn Mixit con un porcentaje aproximado de 30 %, se cubrieron los requisitos
nutricionales con todas las dietas experimentales isoproteicas, isolipidicas, e isocaloricas

(Akiyama,1991).

La estabilidad de las dictas cubrid las necesidades del camardn, la prueba de lexiviacidn
tuvieron poca pérdida de materia seca y permitiendo mantenerse en el agua suficiente

tiempo sin sufrir deteriord, no en el caso de la HPPR | agregd un factor actractante y una
gran palatibilidad de tal manera no se presentaron residuos.

Para los cuatro bioensayos se realizaron un total de 13 dietas las cuales se elaboraron
previo a su uso 'y se conservaron cn refrigeracion durante el bioensaya: 1) Crecimiento 2
dietas, sustituida la harina de pescado al 10%, con HPPR! y un Control, 2) Pigmentacion
J dietas, sustituida la harina de pescado al 10% con HPPRI Phaffia y Control, 3)
Digestibilidad (70:30) 3 dietas (HPPRI,Phaffia y Control); 4) Inmunoestimulante 1%
con 5 dietas aplicacion externa de: (1) levadura experimental (HPPR1) , (2) Phaffia
rhodozyma, (3)Saccharomyces cerevisiae (4) beta-glucano, extraido del Saccharomyces
cerevisiae al 0.1% y (5) una dieta control.

Tasas de crecimiento, sobrevivencia y de conversion alimenticia

Todas los camarones crecieron bien con un aumento hasta 6 veces su pesa, en promedio de
0.45 a 2.85 en peso, y en las dietas de HPPR.L, Phaffia y Saccharomyces al 1 y 10 % de
sustitucidn de la HP se observéd una tendencia en aumento de peso en €l bicensayo de
crecimiento, pero por el contrario una disminucion para las dictas HPPR 1 y Phaffia del
bioensayo de pigmentacidn.Las tasas de conversidn alimenticia fueron aitas debido a un
alto consumo de la dietas y ademds en el bioensaya de pigmentacién no incrementaron en

peso, Sin embargo hube un efecto positivo de todas las dietas en la tasa de sobrevivencia
con excepcion de la dieta al 1% con glucano.

Es interesante observar que los camarones con dieta de Phaffia mostraron mayor namero
de Vibrio harveyi en la hemolinfa hasta las 27 h después de la inmersion, donde los nimeros
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regresaron al nive| base la cual se detecto en los camarones no estimulados, mientras que
los camarones con la dieta de glucano no parecieron seguir la tendencia general de reducir
el nimero al pasar €l tiempo.

Por lo tanto parece que los camarones tratados con B-glucano fueron menos efectivos en
limpiar la ¥3brio harveyi de 1a hemolinfa, asi como puede también verse en las mortalidades
ya que en este tratammiento fueron los Gnicos en ser registrados

Se recomienda sustituciones de la harina de pescado a razén de un 10, 20y 30% de la
levadura comercial Saccharomyces cerevisiae en bioensayos con Litopenaeus vanname,

para obtener un aumento en las tasas de crecimiento y sobrevivencia. (Cuzdén, 1994, Brown,
1987).

También se ha utilizado Saccharomyces exiguus, coma fuente de proteina y probidtico en
camarones Litopenaeus vannamei, a un nivel de 15 y 30% se observo una tasa de crecimiento
superior a la dieta control, a pesar de la deficiente estabilidad de las dictas ocasionada par
un problema técnico por la humedad que poseia la dieta (Espinoza 1992).

No se encontraron reportes de sustitucion de harina de pescado por Phaffia rhodozyma,
solo existen como aditivo o bien estimulante en cantidades de ppm y sobre todo un periodo

corto precasecha. En ¢studios de biodisponibilidad de astaxantina es necesario agregar
enzimas que liberen las pigmentos.

Es pasible que los efectos negativos en la sobrevivencia de la Litopernaeus vannamei,
encontrados por [3-glucanos en este estudio, podrian ser debido a las dosis administradas,
especialmente cuando se tomarun en cantidades que la dicta control dio relativa mejor
sobrevivencia, aunque no a un nivel significativo. Estos hallazgos sugieren que hay una

necesidad de tener cuidado al administrar el B-glucano por periodos largos y/o en dosis
altas.

Dehasque, et al., (1995a), reporta que el salmdn antirtico, alimentado con una dieta que
contenia levadura de pan al 2%, mostrd una mejor sobrevivencia que los alimentados con
la dieta control cuando eran estimulados con Vifrio anguillarum, mientras el seabass
europeo juvenil mostraba resultados similares cuando s¢ alimentd con una dieta que contenia
la bigmasa pigmentada HPPR1 tratada al 1% (Dehasque, et al, 1995b).

Dehasque, er al, (1995a), mas tarde encontrd que la levadura del pan quimicamente tratada
para aumentar su digestibilidad y para incrementar el acceso a los glucanos en la superficie
de la levadura, dan mejor sobrevivencia que la levadura fresca. Puede por lo tanto, ser

posible un aumeato posterior de la performancia de las levaduras tratadas mediante
tratamietito quimico.
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Pigmentacion

A diferencia del bioensayo de crecimicnto para la dieta HPPRI B y Phaffia se obtuvieron
menores incrementos en peso y tasas de crecimiento significativamente comparados con
los controles. Sin embargo la pigmentacida y la relacién hepatosomdtica no fueron
significativas, se observo una tendencia en aumento, €sto se deduce de la concentracion de
astaxantina en HPPR1 de 230ppm y en Phaffia de 8000ppm. y a pesar de la gran diferencia
en concentracion para la dieta HPPR1 se muestra una mayor biodisponibilidad por
encontrarse los pigmentos distribuidos a lo largo de la pared celular del micelio, cuyo
grosor es menaor como s¢ observe en el microscopio electrdnico (Farkas,1979).

Por otra parte la actividad antioxidante se correlaciona con la atrofia del hepatopancréas
(Lee, 1977, Ricque et af 1994),

Digestibilidad

La digestibilidad maygr fue para la biomasa HPPRI con gran furmacidn de heces a
consecuencia de su alto consumo. El 6xido de cromo para ciertas especies a con niveles de
inclusion elevados se observarian una alta velocidad de trdnsito; pero no en nuestro caso
pues la concentracion utilizada fue del 1% Akiyama (19388), Tacon and Rodriguez, 1984
citado par Mendoza, 1993 senalan la importancia de que la disminucion dc la digestibilidad
causaria una contaminasién por excesiva excrecion de elementos no digeridos, En Chile,
se ha observado que al suministrar alimentos comerciales en cultivos para salmonidos con
baja digestibilidad, menores de 63%, se excretan hasta 133% mads sdlidos fecales por
tonelada de alimento, lo que repercutiria de manera negativa en la calidad de) agua; cosa
que no ocurriria si se administran dietas de una digestibilidad adecuada, mayor al 90%
(Ponce, 1990).

La TAFMM (1970) reporta que dentro de las causas mas probables que se encuentra al
origen de la falta de disponibilidad de Yos aminodcidos, es la digestion incompleta; por lo
tanto, resulta esencial determinar la calidad proteica (Akivama, ef af., 1991), adicionalmente
el conocimiento de la digestibilidad de las materias primas permite realizar una formulacién
mis precisa de la dieta, pudiendo disminuir la cantidad de proteina o bien se podrian
utilizar fuentes de protcina de menor costo reduciendo asi sustancialmente el precio del
alimento (Akiyama, 1986; Brown, 1987; Mendoza, 1993),

92



Hajen, et al.,, (1993 3), mencionan que la determinacion de la digestibilidad es esencial no
solo para formular dietas a bajo costo, sino que ademas es muy atil para la investigacion

Actividad inmunoestimulante

El 3~ 1,3 glucano, encontrado en [as paredes de las c€lulas de las bacterias y hongos, dirige
la melanizacidn de la hemolinfa al activar la profenoloxidasa en los hemocitos de los
crustdceos (Soderhill, 1981), sirviendo como sefial para avisar sobire la presencia de
bacterias y hongos potencialmente patogenos Soderhill et 4l., (1985), los que resultaron
en una reaccion especifica mas alta. El B—1,3 glucana de hangos y bhacterias se une a la
proteina de unién glucana en el plasma, por lo que s¢ modifica ¢l sistema de profenoloxidasa

a su Forma activa.Al parecer el micelio en la biomasa HPPRI propicia estd actividad
inmunoestimulante (Unestam, 1977).

La protecina de union glucano puede también actuar como una opsonina, estimulando la
fagacitosis de las particulas de levadura por las células sanguineas aisladas (Cerenius et
al., 1994). Los B—1,3 glucanos han stdo utilizados exitusaments como inmunoestimulantes
a que aumentan el sistema de defensa no especifico de una gran variedad de animales,
como los cerdos y los camarones entre otros. Se han encontrado dosis tan bajas come 10

’g/cangrejo para disminuir efectivamente la cuenta de células en Carcinus maenas (Smith
etal., 1984).

Sung et al. (1994) estudiaron los efectos del fB—glucano extraido de la Saccharomyces
cerevisiae en postlarvas de¢ Pennaeus monodaon por inmersion y concluyeron que ias
concentraciones de 0.5 y 1 mg/ml, dieron una proteccion de corto término con una duracion
de 18 dias cuando se estimularon con Vibria vulnificus.

Robertson et al., (1990), mostraron que, aunque se use el B—glucano de la pared celular de
la Saccharomyces cerevisiae se aumentd la resistencia del Salmo salar coutra el agente
causante de la enfermedad entérica de boca roja y vibriosis, el método de la preparacion de
P-glucano fue de gran importancia en alcanzar este etecto y que el desarrollo uregular de
las diferentes glucanos puede ser debido a diferentes enlaces glicosidicos,

Matsuo y Miyvazono (1993), demostraron que a los 36 dias, la alimentacion de
péptidoglucano, un tipo de 3—glucano, para la trucha arcoiris, resultan en niveles inferiores
de proteccion que a los 28 dias. Parece que los compuestos como el B—glucana disefiados
como Inmunoegstimulantes, no siguen una relacion lineal de dosis/respuesta (Bliznakov y
Adler, 1972, citada en Raa, 1996), pera que un nimero distinto maximo puede
frecuentemente ser gbservado en una goncentracion intermedia con concenteaciones
superiores frecuentemente dan una ausencia de los efectos o una toxicidad. (Floch et al,,
1987, citada en Raa, 1996).superiores frecuentemente dan una ausencia de los efectos o
una toxicidad. (Floch, et al., 1987, citada en Raa, 1996.
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V. CONCLUSIONES

6.1 Produccion de biomasa pigmentada

En la biomasa HPPR1-A y la presencia de Penicillium sp y Pseudomaon sp. En [a biomasa
HPPR2, ademas de estos tres se identifico al ascomiceto Saccharomyces exiguus.

Para la biomas HPPR]-A el tratamiento No, 3 presento pigmentacion de colorrojo, en una
concentracion de 2800 ppm de las cuales sélo ¢l 10% correspondio a la astaxantina, pero
solo en la parte superior del reactor sobre la superficie de la espuma del medio de cultivo
vy la produccidn de biomasa de 2.034 a 6.958 gramos por litre.

Para la biomasa HPPR1-A las variables que favorecieron la pigmentacidn fueron el VVIM
de 1, la presencia del segundo indculo ¥ los minerales.

Para la biomasa HFPR1-B los tratamientos Nos. 9, 10, 11 y 13 pigmentaron rosa, rosa,
rnaranja y morado con concentraciones de 2800, 2800, 1800 y 8000 ppm respectivamente
los cuales correspondieran al beta-caroteno, la trans-luteina, la zeaxantina y otros no
identificados.

Para la biomasa HPPRI-B la produccidn de biomasa cn general fuc menor de 1.09 a 4.937
gramos por litra, 2 pesar que en la cinética D.Q/tiempo fueron mas altos debido a la mayor
cantidad de micelio pero no su peso seco.

Para la biomasa HPPR1-B las variables Gptimas de trabajo que favorecerdn la pigmentacion
fueron la agitacion, la presencia del LRM y 2 propelas.

La produccion de pigmentos en las condiciones establecidas en [a presente invetigacion
con excepcion del tratamiento No. 13 fueron inversamente proporcional a la praduccién
de biomasay posterior a la formacidn de micelio el cual lo propiciaron las altas tasas de
dilucidn. ¢l mejor Kla fue para el tratamiento No. 11.

La fuente de carbono de primera eleccion fueron los carbohidratos y no ¢l etanol etilico. La
presencia de precursores como aminoécidos, acetatos, fitoeno y zeaxantina favorecen la
praduccion de carotenoides.

La caracterizacion de la biomasa mostro valores moderados de proteinas 35-49%, con un
alto contenido de aminodcidos principalmente [acido glutamico, alanina [acido aspdrtico,
listna y leucina. El valor de digestibilidad in vitro para las dietas HPPR1 de 51.56 y para
HPPR2 de 97.35 %y en cudnto al perfil de carotenos ambas dietas presentan gran cantidad
de fitoeno, beta-carotenos, luteina, zeaxantina y otros no identificados y sélo en la dieta
HPPRI-A se determind astaxantina con una concentracion de 280 ppm, concentracién
que |a considera una cepa silvestre de Phaffia rhodozyma.




6.2 Evaluacion Nutricional

La biomasa pigmentada HPPR{, Phaffia rhodozyma, incluidas al 1% o al 10% en la dicta,
tuvieron un efecto positivo en el pesq, la biomasa final y la sobrevivencia del Litapenaeus
vannamei juvenil. A pesar de que la digestibilidad de la proteina de HPPR1 y de la Phaffia
fue igual a [a de 1a harina de pescado, al incluirse en la dieta en un mayor porcentaje como
en el bioensayo de pigimentacion, la tasa de crecimiento fueron menores. Por otra parte la
pigmentacion la inclusion fue del 20%, mostr6 una tendencia a ser mayor para Phaffia y
HPPR 1, pero este efecto se debe a una tasa de dilucion, puesto que la biomasa final fue
menor en porcentaje, No fue significativo, pues el control pigmento por la la presencia de
precursores y o otros carotenos en la dieta. En cuanto la actividad de la fenoloxidasa, con
la HPPR1 fue variable y para Phaffia, que se esperaba fuera la mas alta para estos animales,
se encontrd que tenian la actividad menor y la mas uniforme. Los animales a prueba para
la actividad de fenoloxidasa, que no fueron estimulados con algdn patégeno anterior al
muestreo ¥ en los tratamientos fueron al final administrados 20 horas antes de tormar
muestras de la hemolinfa. Esto podria indicar que con la Phaffia, la activacian del sistema
inmunoldgico es una respuesta ripida la cual poadria haber vuelto al nivel base al momento
del muestrec (Raa, 1996), por lo que habia camarones mas fortalecidos contra los patogenos

potenciales.

El efecto positivo en general de la HPPR y la Phaffia, podria ser atribuido a la presencia
de los carotenos; en particular la astaxantina, la diferencia la da las concentraciones de
ésta de 230 y 8000 ppm respectivamente En afios recientes, los pigmentos de carotenus
han recibido un aumento cn [a atencidn en la nutricion del camardn y la evidencia se esta
volviendo mas fuerte al apoyar el rol vital de kos pigmentos de caratenos en los crusticeos
e indicando que ellos nu pueden ser ya considerados dnicamente como pigmentos.
(Menasveta, et al., 1993), Juegan un papel importantc en la fisiologia y en general toda la
salud del animal (Torrissen, 1990). De hecho, se ha propuesto clasificar los carotenos
cOMmo wna vitamina liposoluble.

El glucano, por otra parte, ha dado una reduccién en la sobrevivencia y los animales con
esta dieta se observaron ser mucho mds propensos al estrés (mortalidad causada par su
manejo, etc.), que otros animales. La §. cerevisiae, dio un incremento en la sobrevivencia
como con los camaranes tratados con la Phgffio. La biomasa pigmentada HPPR1 tambi¢n
dio resultados variables. La sobrevivencia se incrementd, pero el crecimiento y la biomasa
se redujo, aungue no significativamente.

El comportamiento de incremento en sobrevivencia de las tres levaduras probadas,
especialmente la Phaffia rhodezyma y ¢l cultiva mixto { HPPR1) dio opcién para su uso
potencial como un probidtico e inmunoestimulante, pero se requiercn estudios sobre la
dosts, asi como con diferentes proporciones de concentraciones celulares de cada ung;
mientras que para el uso del 3-glucano, se requieren mas estudios para entender los efectos
y €l modo de accion de estos inmuncestimulantes potenciales.
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EXPERIENCIAS DE CULTIVO Y DETERMINACION DE PARAMETRQS CINETICOS
DE UNA COMUNIDAD BIOLOGICA COMPUESTA POR Saccharomyces exigus Y
UN HONGO PIGMENTADO

Mario Moisés Alvarez, Graciela Garcla-Diaz, Clanta Olvera-Camranza, Luis Gerardo Trevifio-Quintanilla,
Arturo Garcla-Bustamante, Ma.del Carmen Sandoval-Vifllareal @ Hiram Medrano-Roaldan.

Se han realizado experimentos de cuftivo Intermitente y continug, de
una comunidad integrada por la levadura Saccharomyces exigus ¥ Un hongo
pigmantada de color roja (HPPR1) hasta ahora no identificado taxondmicamente.

Una operacidén continua de cultivo tue seguida a lo large de 183 horas.
Durante este periodo de tiempo se observd la respuesta de la comunidad
bioldgica ante cambios de composiciin del media da cultive, patranss da
agitacion, suministro de aire y flujo volumstrico.

En cultivo intarmitente, se evalud ia velogidad especilica de crecimisnto
de cultivos esencialmente daminados por S, exigus © HFPR1, en distintas
concaniracionas de slancl come (inica fuanta de carbona (1, 2, 3y 4%%).

Los resuttados muestran que la cepa HPPR1 ve inhibido su crecimianto
a concantraciones de etanol cercanas al 3% en volumen, La tasa de cracimiento
especifico mixima (wmax) do esta cepa en el range de concantraciones de 1 a 2%
de stancl, resulta ser de 0.161 /hr. Este valor ag superiar a la pmax de |a levadura
S. axigus, Loe patrones de sucesidn de comunidades entre las cepas de HPPR1
y S. exigus provocados por cambios de flujo ¥ concentracidn <e elanol durante
un cultive continua, resultan explicables en términas de ks valoras de los
pardmetros cindticos de ambas cepas.

$e recomiendan condicianes de tiempo de residencia entra 6.25 y .08
horas y conceniracionas da etanal menoras al 2%, para mantenar la dominancia
poblacional de HPPR1 sobre S. exigus,

Palabras claye; Comunidad bioldgica, dominancia, reactor continuo tipo tanque, tasa
especlfica de crecimianto, pigmento.

1. Introduccidn,

La complejidad estructural de la mayor parte de los pigmentos, dificulta la posibilidad de que su
sintesis quimica pueda ser realizada a un bajo costa. Por otro lado, cuando el pigmento es obtenido par
axtraccion a partir de tejidos de plantas o animales, existe una dependencia entre 8l volumen de producto
y la disponibilidad regional o temporal del organismo posssdor del pigmento. Una allernativa a las
procesos de produccidén mencionados, es la sintesis via cultivo celular.

Es conocida la capacidad productora de pigmentos por parte de algunos microorganismos.
Ejemplo de sllos son algunas bacterias de los géneros Sarcina, Mictococcus, Myxobactaerium,
Corynebacterium y Norcadia , asi como las levaduras del género Rhodotoruia y tos hongas Cantharelius
cinnebriannus, Phillotopsis nodulans, Neurospora crassa y algunas especias de Fusariumy Phycomyces.
El pigmsnto denominado azul indigo, emplsada ampliamente en la industria textil, actualmente es
producido via fermentacion, utilizando una cepa recombinante de Escherichia coli [1]. De especial
importancia comercial son también algunas levaduras que, al ser incorparadas a la diela de aves de
corral, imparten tonalidades atractivas a los huevos de éstas.
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Existan varias razaones por las cuales la capacidad productora de un pigmento podria representar
una ventaja competitiva para un microorgenismo. En las bactesas fotosintéticas, los pigmentos juegan
imporiante papel en el fendmeno de fototaxis. En las #acterfas no folosintéticas el pigmento puede
funcianar como fotoprotector, evitando el daho por radiacién a ciertos sistemas enzimaticos vitales para la
célula [2]. La actividad metabdlica de algunos pigmentos ha sido demostrada. Muchas bacterias
consumidaras de alcohol metilico poseen la capacidad de producir pigmentos en su fase estacionaria de
crecimiento. Esta capacidad ha sido asociada con ciera resistencia al fenédmeno de inhibicién por
sustrato [3] y [4].

Este sstudio pretende contribuir a esclarscer cuéles son las condiciones adecuadas de cultiva de
un hongo productor de pigmento rojo, hasta ahora no identificade. El atractiva de este microorganismo
radica en que, dada su morfologia miceliar, resultaria facilmente separable del caldo de cullivo, H
pigmento tendria aplicacikbn coma colorante en la industria alimentaria de comprobarse su imocuidad.
Por otro lada, el hecho de que sea cultivable de forma continua en un medio de bajo coslo tal como el
aleohol etilico, ofrec:e ventajas acondmicas. Adicionalmente, el hecho da que sea un producto natural,
garantiza su biodegraedabilidad, factor trascendente al evaluar el impacto ambiental qua tendria su
produccidn. El crecimiento de esta micrgorganismo fue observado por Medrano [5], en el Instituto
Tecnologico de Durange. Un cultive continuo de Saccharomyces axigus fue eventualments invadido por
sl hongo rojo mencionado, al que, en lo subsecuente, denominaremos HPPR1. De acuerdo a la
informacian de que se dispane, la contaminacién ocurrid mientras se mansejaban condicionas de cultiva
sparentemente adocuadas para S. exigus., desconociéndose hasta el momente tanto el origen de ka cepa
comtaminants, como los factores que propiciaron el éxito de la invasidn, Este sistema de cullivo mixto,
representa un excelenta modelo para el estudic del fendmeno de dominancia de poblgciones durante un
cultive continuo, bajo diferentes condiciones de operacidn.

2. Material y métadeoas.

o} Experimentacidn en cultivo intermitenta.

El indculo ulilizado en este estudio fue pravisto por el Dr. Hiram Medrano (Instituto Tecnoldgico de
Durango). Las experimentos de propagacidn en cultiva intermitente fuaron realizados en matraces

traces fueron agitados en una cdmara para agitacion. Su distribucion an ella fue aleatonia.

Jir

Erienm:yuzg?m{. utilizando 100 ml de medio de cultivo cuya lormulacidn se presenta en sl cuadrot.\{ﬁ)r‘
Los

Una se a propagacion se realizé en un reactor Now Brunswick de 14 K, mismo que posleriormente se
opo?a(ia en forma continua.
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Cuadro 1.  Formulacién del medio utilizado para el cultivo de HPPR1 y S, sxigus .
(Cantidades requeridas para preparar un litro de medio)

Componcates findanextales:
(NH4 2504 30g
KHPOy 30g
MgSO4 05g
Gy alg
Nall 01z
Etsgol al 96% peso 1% volumen

Compuesios Taza:
FeS04.7HZ0 0.0280 wg
Za504.TH20 0.0140 mg
CuS04.5H70 00250 mg
Coll2.6Ha0 00240 mg
NaMbO4.2H70 00240 wg
Mn50q HzQ 0.0840 mg
Biotiua 0.0002 mg

Tiamina 0.0400 mg




Se realizaron prusbas de crecimiento intermitente para determinar la sensibilidad de cultivos
predominados por S. exigus y HPPR1 a distintas concentraciones de etanol como dnica fuente de
carbono. Estas experimentas se realizaron bajo el siguiente pratocolo:

Cuatro matraces Erenmeyer de un liro, con ol medio de cultivo descrito enlatabla 1y 1,2,3y
4% volumen de etanol respectivamente, fueron inoculados con 5 ml de un cultivo donde predominaba S.

exigus. La absorbancia inicial promedio en estaos matraces fue de 0.440 unidades, medidas a 450 nm. >

Igualmente, cuatro matraces con las citadas concentraciones de etanol, fueron sembrados con un cultivo
donde predominaba HPPR1. La absorbancia promedio en estas muestras fue de 0.111 unidades a 450
nm. Muestras ds los ocho matraces mencionados fusron tomadas en intervalos de tiempo variables,
determindndose en cada caso su absorbancia y realizando maedicion de unidades Klett.

a Cultiva continuo.

Se cuttivéd en forma continua el binomio S. exigus- HPPR1 en un reactor New Brunswick de
volumen total de 14 K y volumen efectivo 10.5 It {ver figura 1). Las condiciones base de operacidn
fueran: 600 rpm, 1vvm dse suministro de aira, 450 mlhr de flujo de alimentacion y 1% voluman de etanol
en el medio de cultive. La formulacion presentada en la tabla 1 se vié modificada por la inclusién de 0.1%
de sdlidos concentrados a partir de liquido de remojo de maiz). Sobre estas condiciones se realizaron
modificaciones, aobservandose al impacto que éstas tandrian sobre la astabilidad del cultiva. Se tomaron
muestiras en dos sitios del reactor, tanto en la parte superficial del liquido (muestras de salida), como en
su fondo (muestras de fondo).
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Flgura 1. Representacién esquemdtica del reacter tipo tanque utilizade durante al cultivo
continuo da 5. exigus ¥ HPPR1.

Las perturbaciones estudiadas fuaeron:

a) Cambio en la fuente de carbono (suplsmentando con sélidos de remojo da maiz).
b) Cambio en la fuente de nitrdgeno. ~eewe

c) Cambio en el flujo volumeétrico.

d) Cambio en las condiciones de agitacidn (300-700 rpm).

e) Cambio en el numerc de impulsores empleados (2 ¢ 3).

f Supresidn de vitaminas y elemenios traza.

q9) Cambio en la concentracion de etancl del medio de cultiva (1,23 y 4%).
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La ocurrencia do estas perturbaciones fue decidida durante el transcurso del experimentae,
siguiendo el propésito de estabilizar el cultivo y promaver la dominancia de la cepa HPPR1.

a Estimacidn de ka a distintas condiciones operativas.

Se frealizé un anslisis comparativo de coeficientes de transferencia de oxigena a distintos flujos
de alimentacidn. Las determinaciones de kja se realizaron a flujos en el rango de 750-3000 mbhr, y a

condicion estable de 1vwm de aireacion. Las estimaciones fueron realizadas por el método dinamico [6 y
7 1. considerando que:

d[Og)et = ka ([O2]'{O2]) - mx (1)

dorde:
d{O2]/dt es el cambio de concentracién de oxigeno raspecto al tiempo en
estado no estacionario. {mg/(ft-sag)).
kja o3 el coeficients da Iransferencia de oxigena (1/s).

[O2]" es la concentracién de saluracidn de oxigena en agua, que para la presion
barométnica de trabajo tiene un valor de 7.4353 mg/t.

m es una constante {mg/(li-seg-unidad de absorbancia).

x es |la biomasa existenle en el momento de la determinacién (unidad de” absarbancia).

3. Hesuliados y discusidn.

Posterior a un proceso de resiembra en matraz, y partiendo de un cultivo no puro pera con afta
dominancia de HPPR1 sobre S. exigus (segun observaciones realizadas al microscopio), se inicié el
cultivo en el reactor de 14 it, de la comunidad microbioldgica descrite. La figura 2 muestra la etapa de
arranque dal cultivo. A partir del momento de siembra del tanqua (tliempo=0), y hasta un tiempao de 10.15
horas, o} fermentador se operé de manera intermitents. La disparidad entre las lecturas de absorbancia
de muestras tomadas del fondo y de la parte superior del reactor indica que, bajo las condiciones
predominantes en ese momento, la biomasa no sa encontraba homogensamente distribuida en al reactor.
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Figura 2. Psrfil da concentracién celular {expresada como absorbancia a 450 nm)
respecto al tiempo, para las primeras 14 horas de aperacién de un cultivo de HPPR1 y
$. oxigus en un reactor do 14 L. At= 10.15 arrancd la ¢peracidén continua.

Cumplidas las primeras 17 horas de operacion del reactor, se varié el flujo de entrada-salida de
sustrato, de 490 mlhr a 390 mlhr. El efecto de esta perturbacion puede observarse en la figura 3. La
pobiacidn celular aumerté por efecto de la disminucion de flujs. Esle efecta comianza a ser notorio a las
trece horas de ocurrido, manifestandose claramente una vez transcurrido un tiempo de residencia

1/,



despuss de la perturbacién (Tr=26.92 hrs. a un flujo de 330 mlhr). Sin embargo, esta mayor densidad
poblacional na estuvo ascciada con un sumento de la intensidad de pigmentacién del cultivo.
QObservaciones al microscopiv revelan quae la levadura 8. exigus (blanca y forma ovalada tipica) resultaba
dominants en el cullivo sobre la forma miceliar de HPPR1 a las 22 horas de operacion continua de éste.
Precisamente a este tiempo, se modificé sl sistema de agitacién dal reactor incorporando una tercar
propeka. El efecto de este cambio parecid ser relevante, disminuyendo la disparidad entre las lecturas de
absarbancia de la parts inferior y superior del reactor,

Prusbas cromatogréficas realizadas sobre muestras a la salikla del reactor durante las primeras
horas de operacidn, indican que el porcentaje de alcohol consumido era minimo, mostrando predileccion
el cultivo por consumir el carbono praveniante da los sdlidos de maf2. A las 49.75 horas de operacion se
tealizé un cambio en la composicidon del medio de cultive, retirindose el suministro de liquido de remajo
de maiz, El retiro de esta segunda fuente de carbono parece haber modificado sdlo ligeramente la
densidad poblacional en al reactor (var tendencia en figura 4 a parir de 1=49.75).
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Figurs 3. Perfll de concentracita celular (expresada coma absochancla a
43 am) respecto al Gempa, pars el intervalo comprendida catre 14
¥ 44 horas dz operacida de ua cullivo de HPPR1 y X exigis eayn

Figurs & Perfil do cowcentracitn colula (expreyads como sheorbancis &
430 um) respecio al tempo, para ¢l jnienalo compreadide eatre 43
y 60 haorad de Operscidn de ub QUltivo de HPPR) ¥ 3. exigus oo un
reacior de L4 1t. El cstimulo & consisdé cu un cambio de flujo resctor de 14 It Bl estitnylo © consistld en 1a modificacide del
volumétnco desde ua valor de 490 masta 390 mifr, Bl esamualo b medio de cuithro, relrandy kot sidos 3 tomaiq de malz.
copmaid co la dicidn J2 una tercer propels al slatoma de agitacidn,

Bajo la suposicidn de que |a tasa de crecimierto especifica de HPPR1 podria ser superior a la de
la levadura S. axigus, a las 72.5 hrs. de operacion se procedid a incrementar sl flujo volumétrico a 750
mlhr (figura 4). Esta suposicién se denvo del antecedente de que el hongo HPPR1 fue capaz de invadir
un cultivo de S. exigus mantenido en condiciones normales de cultiva continuo [S]. En un reactor
continuo, una invasion definitiva bajo ciertas condiciones de cultivo, puede explicarse en términos de una
mayar velocidad de crecimiento de la cepa invasora respecto a la cepa original. De ser esta la situacian,
al incrementar la tasa de dilugidn, y dado que sn un reactor continua tipo tanque con alimentacion estéril:

~
i @)
... la cepa de crecimiento mds lento se verdl desplazada por la de mayor tasa de urecimiento especifica,
siempra y cuando la D sea supserior a la tasa de crecimiento méxima de la cepa mas lenta, o bisn se
cumpla que:
1-(Tao)Mpmax) < @ (3)
..[8]. donde:

Tao es el tiempo de residencia hidraulico del reactor, igual a 1/D,
Hmax ©s la tasa de crecimiento méxima del microorganismo mas lento y

'E_Etiégigrl_ derivada de un halance de materia en un reactor continue tipo tanque con alimentacion esteril.

gl
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450 nm) respecta al tiernpo, para el intervalo comprendido entre 67 Y 89
horas de operacidén de un cultive de HPPR1 y 5. exigus en un reactar de
14 it €l gstimule d consistié en la modificacion del flujo volumétrico, desde

un valor de 380 mbhr hasta 750 mihe,
Mr«‘lmﬂn’
4
o 4

Después de un cambio de flujo de 390 a 750 mlmin (est{imule d, figura €), la pigmentacidn en el
medio de cultivo comenzé a hacersa nototia. Transcumido un tiempo de residencia en el reactor (14 horas
para el flujo de 750 mlhr), la absorbancia en la muestra fluctuaba en 1.8 unidades, vakr superior al
que se presentaba antes de la perturbacidn descrita. Aparentements, la sucesion de HPPA1 sobre la
levadura guarda relacién con la disminucion de disimilitud entre las lecturas de absorbancia de la parte
superficial del reactor y su seno. Se presupone que S. exigus tiene una mayor propension para ser
arrastrada hacia la superficie y alojarse en la espumna superficial.

Concentraciones da 2% y 3% de etanol en voluman, parecen tener efecto significativo en el
aumento de la densidad poblacional en el raactor (obsérvense tendencias en la figura 6, a partir de t=93,
tiempo en el cual se incrementa la concentracidon de etanol al 3%). Obsérvese sin embargo la
repercusién negativa de un ncremento de concentracion de etanol hasta un nivel del 4% (t=117.5, figura

6).
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Figura @. Perfil de concentracién celular (expresada como sbsorbancia a

450 nm) respecio al tismpo, para sl intarvalo comprendido entre 67 y 89
haras de operacidn de un cultivo de HPPR1 y &, exigus en un reactor Ge
14 . Los estimulos e y f cansistieron en incrementos en la cancentracidn
de etano| en el medio de cultive hasta un 3% y 4% volumen
tespectivamente,



Con la finalidad de establecer la concentracién adecuada de etancl en el medio de cullivo para
maximizar de esta forma el crecimiento de ia cepa pigmeniada, se realizaron ks experimentos de cultivo
intermitante cuya protocolo ha sido mencionado en la seccidn de material y métodas. En la figura 7 y 8,
se muestra el efecto de distintas concentraciones de etanul en |a curva de crecimiento de un cuftivo
dominado por HPPR1 y S. exigus respectivamante.

Los resultados demuestran que mieniras el crecimiento de HPPR1 es inhibido por
concentraciones volumétricas de etanol superiores a 2%, S. exigus, no muestra tal fendmeno de
inhibicion. Para el caso del cultivo de HPPR1, se demuestra qus en concentraciones volumétricas de 2%
de etanol, la cepa exhibe mayor tasa especifica de crecimisnto respecto al resto de las concentraciones
manejadas. El crecimiento se ve completaments inhibido a concentraciones alcohdlicas de 4%.

1% stanal. HPPRY
2% slaral. HPPR1
3% oundd. HPPR
4% slancl HPPAY

Absarbancia
Abgarhancia

tiempa {(hre) tiempo {(hra.)

Figara 7. Perfll de conccouncide celular (expresada como Figera &. Perfll d8 codccutracidn celular (capressds comé
shiorbancia 1 450 nm) respesto adl tiempo, pars ©l d culdvo absorbancia ¢ 430 pm) reepecto a tiempo, pars <l &l cultive
termitente de HPPRI eu matraces Erienmieyer da 1 I, & distiois Incrmicaw do . sxigur on matraces Edcameyer deo 1 it & diatintas
conccatraciones volumétricas de easol. COBCETRrCinnes volumérices do eqanol

Si los datos presentados en las figura 7 y 8 son analizados asumiendo que el crecimiento celular
puede ser representado por la ecuacion de Manod, entonces, una grafica de In{wxd) contra t, para los
puntos de fase exponencial, dard informacion sobre la tasa espacifica de crecimisnto a distintas
concentraciones de suslrato {(pendiente de la curva mencionada), tanta para HPPR1 como para S.
exigus, siendo;

x la absorbandia en un cierte tiempo
Xy la absorbancia inicial postenor a la inoculacion del medio.
t el tiempo de cultivo.

Estas curvas son presentadas en la figura 9 para el caso de un cultivo dominado por cepa
HPPR1, y en la figura 10 para al caso de un cultive dominado por S. exigus. El cuadro 2 muestra en
forma sintética los resultados de la evaluacién de tasas de crecimiento especificas,

En los cultivos dominados por HPPR1 se abserva una tasa de crecimianto mds alla para
concentraciones de 1y 2% de elanol, en comparaciin con aquellos dominados por S, exigus,

Este hecho justifica que HPPR1 sea ¢apaz de invadir cultivos de 5. exigus bajo condiciones de
flujos volumétricos altos. De los resultados del cuadro 2, se infisre que pmex da §. axigus es
aproximadamente 0,123, dadc que a incrementos en concentracidn de fuente de catbono, no se observa
incremento en la 1asa de crecimiento.

De ser asta suposicion correcta, tiempos do rasidencia menores a 8.06 hrs, permiten cumplir la
condicion expresada para cultive continuo por la ecuacion (3). de forma que aseguraran un progresivo
lavado de S. exigus , favoreciendo la dominancia de la cepa HPPR1 bajo condicionas de concentracion
de atanol de 1y 2%.
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Figura 9, Determinacién de tasas especfficas de crecimiento (pendientes de la recta In{x/xo)

= b + px), para diferentes concentraciones valumétricas da aetanol en el medio, de un cultiva
dominado por lu cepa HRPR1 . En la ordenada de cada grdfica se indica la cancantracion
de etanal en porcentaje volumen (1r indica 1%, 2r indica 2%, etc.).
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Figura 10 Daterminacién de tasas especliicas de crecimiento (pendientes de la recta In(x/xo)
=b + ux), para diferantes concentracionegs velumétricas de etancl en el medio, de un cuttive
dominado por la cepa S. eaxigus. En la ordenada de cada gréfica se indica la concentracion
de etanol en porcentaje volumen (1b indica 1%, 2b indica 2%, etc.).



Cuadra 2, Tasa de crecimienty especifica (i} bajo distintas condiciones de
concentracidn da suatrato para cultives dominados por cepa HPPR1 y 8. exigus.

% volumen de etanol ' ‘cqu.

HPPRI S oxigus.

1% o 0124

- _ Y0J437 | 0123
3% 02053 0110
4% 0.000 0.ll6

* 4 expresads en Liar,

ML 7 e

Aplicando la técnica de determinacidn de pardmetros cinéticos para la ecuacién de Monod ,
propuesta par Eisenthal y Cornish-Bowdan [9], ¥ considerando solamente los datos de tasa de
crecimienta espacifica de HPPR1 & concentraciones de 1 y 2% de etanol {candiciones donde alin no se
presenta inhibicidn por sustrato), se han encontrado valores para pmax ¥ Kg de la cepa HPPH1 de
0.161/hr y 0.22% volumen de stanol respectivamente.

Estos valores san vélidos sdlo en ol rango de concentraciones menores a 2% do otanol. Existe la
posibilidad de haber subestimado el valor de pmgix, dado que el cultivo utilizado no es realmente puro, y
por tanto, la lasa de crecimiento observada es en realidad una propiedad especifica dependiente de las
concentraciones de HPPR1 y S. exigus. Bajo el entendido de dominancia de HPPR1, los valoras
reportados resultan una adecuada aproximacidn. La figura 11 presenta el andlisis cinético wilizando la
metodologia grafica de Eisenthal y Goimish-Bowden. En esta metodologia cada punto ([S], Lobservada)
es utilizado para trazar una linea entre los puntos {-[S],0) y (0, pobservada). Teniendo tantas rectas como
puntos ([S], nobservada). la interseccion entre las rectas corespondera al punto (Ks, pmax)-

7~ 014300 + 72545 2% B2 w 1,000

803 y=au32004 013200 R2m1 X
0,18 '
Q7
— 2 0,16 9
01594 _
Q0,14 4
Q9.13
= 9012+
£ 041
r 0J0 3
2 0,07 3
0,06 =
0.05 -
0.04
UqU‘S -
0,02 i
0.01 <
0,00 v  g— e 1
-3 -2 -1 90009 1

-[Sustrata] sn %X volumen da etanel
Figura 11. Determinacidn de los pardmetros cinéticos Ks, pmax de la cepa HPPR1,
por el métade gréfico de Eisenthal y Cornish-Bowden [9],

El cuadro 3 musstra la dependencia del coeficiente de transferencia de oxigeno kja y del
parametro m tee'.pecto a las condiciones de flujo. (Nomenclatura astablecida en la seccion de material y

metodos). ”
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Cuadra 3. Coeficienies de transfarencia y términos mx estimados bajo distintas
condiciones de flujo duranie sl cultive continua de la cepa HPPR1.

Flujo X mx u* Kls U/
(mlhs)  (ads) (mg/(ieacg)) (L2 v
1
960 2316 0.0955 00412 0.03337 A ]
1200 2325 0.0729 00313 0.0551
1500 o 2386 — —-00725 ———00304 — 007984 V"'
1800 2445 0.06%0 0.0280 0.04500
3000 213 0.0640 0093 0.04081 b’l

* m expresada eo (mg/(t-segunklad de sbsorbancia)

Acorde con estos resultados, la transferencia de oxlgeno se ve maximizada alrededor de un flujo
de 1500 mltw. Este valor de tiujo, dado el volumen de trabajo del reactor, propiciaria una tasa de dilugdn
da 0.1428, alin infarior & la umax de la cepa HPPR1, siendo de esta forma impraobable el lavado celular.

4. Conclusiones,

Derivado del trabsjo expenimental realizado se establece que as posible mantsner un cultivo
conlinuo da S. exigus excento de problemas de invasidn por parte de la cepa HPPR1 o visceversa. Las
variables mas importantes para controlar un sistema en el que ambas cepas estan presentes, son el flujo
volumétrico y la concentracidn de etanol en el medio de cultivo. En un rango de tiempos de residencia de
6.21 a 8.06 hrs y manejando concentraciones de 2% volumen de atanol, gl cultive del hongo productor da
pigmento rojo HPPR1, es estable, La razon por la cual a tiempos de residencia altos {vgr. 10-30 hrs)
domina S. axigus sobre HPPR1, no estd plenamente esclaracida, infiridndose que la afinidad por etancl
del primero, es supenior a la del segundo,

No hay indicto de que la remocion de elementos traza y vitaminas afecten significativamente el
cracimisnta de HPPR1.

Bajo las condiciones de cullivo en un reactorcentinuo tipo tanque de 10.5 k de volumen ocupado,
agitado a_ 600 Jpm y cop-un suministro ds aire dé§ 1vvm, la transferencia de axigeno se ve favorscida par
flujos cercanos a los 1500'mihr. Esta condicidén fitiza estabilidad poblacional para la cepa HPPR1.
Estudios posterioras™pafa definir los parametros de rendimienta Y x;s. Y P/S ¥ Y O2/§ resultan
necesarios para evaluar la faclibilidad de cultivo de la cepa HPPR1 con fines comerciales.
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Sistema de valores proporcionados por la Comision Internacional de Iluminacion. Los
valores obtenidos se basan en un espacio cromatico en coordenadas rectangulares (L #a+b)
donde L es la luminosidad;(blanco +L a negro -L); a es la rojizidad (rojo +a a verde-a) y
b es la palidez (amarillo +b a azul -b), junto con otras coordenadas cilindricas (L +H*C),
estos valores representan respectivamente a la luminosidad o claridad, el tono v la
cromaticidad respecto a los colores primarios: rojo, amarillo y azul. El centro blanco
corresponde a la mezcla de todos los colores. La ventaja es que se lee directo sin previo
tratamiento de la muestra y se elimina la subjetividad del analista. Para su interpretacion
se utilizan valores tridimensionales a través de un programa computarizado.
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HPPR1 &4 camaronE R Hpsomatica

0.1918
0.1969
0.1674
0.1964
0.2029
0.1877
0.1250
0.2154
0.2150
0.1892
0.2113
0.2380

Phaffia
0.1885
0.2438
0.1667
0.1953
0.1666
Q.1805
0.2077
0.1764
0.3044
0.2069
0.2030
0.13%0
0.1836
0.2075

Contraol
0.2104
0.2291
0.1850
0.1418
0.2007
01759
0.1685
0.1796
0.2450
0.2072
0.1703
0.1380
0.1173

36578
32939
3.1870
4 3098
3.0058
26662
26587
338514
3273
3.0517
38368
4 5038

camaron £
2.7648
3.8471
2.8085
2.8063
13129
32640
30429
2.9396
51840
4 4330
3.2362
2.9454
3.3353
lanis

camaran E
37712
16832
3.3201
25538
3.3441
3.3170
3.0405
3.9603
4.4005
3.3092
4 2851
2.5412
2.4070

5.24359
6.03843
525259
4 55706
6.75028
7 03998
4.70155
5.59277
6.56870
6.19982
550748
528443

R Hpsomatica
§.7460
63372
59356
G.9593
5.0892
5.5300
6.8257
6.0003
58719
46673
6.2728
4.7192
§.5048
5.7613

R Hpsomatica
56791
6.2201
5.5721
5.652%
6.0016
5.3030
55419
49322
5.5675
8.2813
3.9859
53518
48733

contral cont.

Hojat

color Lab
97.608
93527
65.502
265.527
112.544

186.86
117.496
141,876
129.071

71.906

58 .5
68.29
55.551
113.893
8315

8566
125289
1781.846
261657



antrol

2 -2.68 944 261 -9.59 -2.08 10.14 58.5
217 $.72 -5.07 8.7 -2,22 10.32
3 -1.53 =11 38 {83 -1061 -4.32 11.51 68.29
-1.24 -11.02 5.4 1017 ~4.4 12.8
4 .56 -5.96 542 -5.8 211 808 55551
5 -0.07 -5.49 -3.2 -4 95 237 63 113.893
1.98 -2.93 -1.68 -1.66 -3.13 392
6 0.22 0.24 1.2 0.3 0.1 1.21 93.15
Phaffia
1 0.1 0.3% 0.19 0.44 -0.15 0.5 195.86
=195 A5 -4 91 4.1 -1.12 10.58 117.496
2 -0.34 1.4 0.2 -1.41 -2.31 1.65 141.876
1.47 -1 68 .95 -0.58 215 2.43
§ -2.05 -163 467 2.1 1.06 836 129071
-2.55 -2 48 -1.42 -3.37 1 332
6 3.05 -2.77 322 .87 -4.06 523 71.906
3.89 .71 -1.01 0.68 4.2 4.37
HPPR1
2 0.54 -1.73 -0 66 -1.1 -1.47 1.96 97.608
0.69 -1.67 -0.98 -1.03 -1.48 208
3 1.73 -1.33 -0.98 -1.55 -3.42 3.88 93.527
1.87 -3.16 -189 -1.34 -3.42 411
4 0.18 097 59 0.93 0.31 6.97 65.502
.91 1.86 1.06 2.02 0.21 2.29
4] -3.3 -1.14  .14.82 27 2.21 15.22 265.527
488 -354 -2.04 -5.56 2.34 637
5 -3.85 -7.18 -5.84 -8.12 -0.69 10.056 112 544
-4.07 751 434 -8.51 -0.68 9.58
Coantrol - Controlt
2 4 -161 1.38 Q.87 422 4.53 85,666
423 1.3 0.77 1.24 -4 25 4 49
3 -1.51 027 -2.96 045 1.47 334
4 225 -2.41 4. 82 -3.27 0.69 586 125288
-2.59 -29 -1.67 -3.81 0.78 423
9 -5 19 -3.84 103 -5.82 2.8 1215 171.B4G
-6.08 -5.18 -299 -7.4 3.02 853
6 374 203  -1566 -3.97 2133 1623 261657




Oneway

Oascriptives
RHP
95% Canfidence (nterval
for Mean
Std. Lawer Upper
N Mean Deviation | Std. Error Bound Bound Minimum | Maximum
HPPR1 12 57278 7947 2294 52229 62327 4.5G 704
CONTROL 12 5.4400 6065 1682 50735 5.8065 3.38 6.26
PHAFFIA 14 59729 7308 1983 5.4508 6.2949 4.67 6.95
Total 39 5.6839 7182 1150 5.4511 £.9168 3.98 7.04
Test of Homaogeneity of Varances
RHP
Levena
Statislic df di2 Sig,
1.017 2 36 372
ANOVA
RHP
Sum of Mean
Squaras df Square F Sig.
Between {Combined) 1.296 2 648 1.275 292
Groups Linear Unweighted 136 1 136 267 508
Term Waighted 173 1 173 341 563
Deviation 1123 1 1.123 2.209 148
Within Groups 18.306 35 508
Tolal 19,602 38
RHP
Subset for
alpha =
.05
TRATAMIE N 1
Tukey HSD3® CONTROL 13 £.4400
HPPR1 12 §.7278
PHAFFIA 14 S5.8729
Sig. 283
Duncan®b CONTROL 13 9.44Q(
HPPR1 12 57478
PHAFFIA 14 5.8729
Sig. 153

Means for groups in hamogeneous subsets are displayed.
a. Uses Marmanic Mean Sample Size = 12 948,

b. The graup sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type | error levels are not guaranteed. “«.J



Descriptives

COLORLAB
95% Confidence Interval
far Mean
Sd. Lowar Uppar
N Mean Deviation Sid. Errar Bound Bound Minimum Maximum
HPFR1 5 126.9620 79.3083 35 4677 28.4877 245 4353 65.50 265.53
CONTROL § 77.8750 24 9804 11.1716 46.8588 108.8932 5555 113.99
PHAFFIA 5 131.4440 45,0903 20.1650 75.4570 187.4310 71.91 196.86
C CONTROL 4 i61.1150 75.7219 378810 40,6245 281.6055 85.66 251.66
Total 1§ 122 4142 62.0574 14,2461 92 4842 152.3442 5555 265.53
ANCQVA
COLORLAB
Sum of Maan
Squares df Square F Sig.
Between (Combined) 16420 363 3 5473 454 1 548 243
Graups Linear Unweighted 5470.657 1| s470657 1.548 232
Term Woeighted 4870.842 1| 4370342 1,379 259
Deviation 11549.521 . 5774761 1635 228
Within Groups 52989 255 15 3932617
Total 59409.618 18
COLORLAB
Subset far
alpha =
.05
TRATAMIE N 1
[Tukey HSOR® CONTROL 5 77.8760
HPPR1 5 126 8620
PHAFFIA 5 131.4440
C.CONTROL 4 161.1150¢
Sig. 183
Duncanab CONTROL 5 77 B760
HPPR1 5 126.8620
PHAFF1A 5 131.4440
C CONTROL 4 161.11580
Sig. )65

Means far groups in homogeneous subsets are displayed.
3. Uses Hamanic Mean Sampie Size = 4 706

b. The group sizes are unequal. The harmenic mean of the group sizes is used. Type | error levels are nat guaranteed.




RESULTADOS DE DIGESTIBILIDAD

Dieta
% Cromo % Cromo % Proteina % Proteina
FPhafha gieta en heces heces dieta

1A 1,000 5.605 24,295 30.232
1B 1.000 5458 24 178 a0 232
2h, 1.000 5.389 19.115 30.232
2B 1.0040 6.389 19 441 30.232
38 1.000 5.291 24 Q85 30.232
I8 1.000 5.080 23.863 30.232
44 1.000Q $.325 23.350 30.232
4B 1.000 4.927 23.427 30.232
CONTROL
54, 1.000 3.234 24 875 31.442
o8 1.000 4.918 23.834 31.442
5A 1,000 6.046 23.729 31.442
68 1.000 9.649 24 324 31.442
TA 1.000 8.672 30.879 31.442
78 1.000 9.541 25.038 31.442
84 1.000 7.950 18.748 31.442
8B 1.000 7.888 18.959 31.442
HPPR
94 1.6000 §.487 19.41$ 40,080
9B 1.0000 7.741 19.765 40.080
10A 1.0000 9145 23.760 40,080
108 1.0000 4,794 25.225 40.080
114 1.06000 5.632 24 345 40,080
118 1.0000 5.005 22.209 40.080
12A 1.0000 6116 17.822 40,0870
128 1.0009 5826 17.814 40.080

Hoja1

%DPO MEDA

g5.662
85.342
20.822
20.798
84 343
84 462
85.496
84.272

75.537
83.187
B7.518
86,305
82685
85.62¢9
92.500
92 35

94 292
93.630
85478
86 872
§9.5385
89.92%
92,730
92.311

Pagina 1

86.475

85,714

90,861

%

desvast ODMSD MEDIA desvest

2719 82159 82,168

5515

2.730

81672
85,484
85.692
81.100
80.315
81.221
79.704

69,079
77.866
83.460
32.298
82.370
B{.953
§7.421
§7.323

83.217
87.082
80.564
79.141
82.853
80.020
83.649
82.836

§1.471

83045

2243

5.878

3.252
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BIOENSAYO - ACTIVIDAD IMMUNQESTIMULANTE

douano| no.  dieta |dieta] no XQ n7 x7 incp? food7 | cons 7 tc/ tca7| sob7?
A1 | 1 Control | 1 10 {046] 9 | 088 | 043 | 504 056 | 9323 [132] 90
A§ 7  Cortrol | 1 10 046 | 10 [ 7078 [ 032 | 488 0.49 7000 [151] 100
B2 |92 Control [ 1 10 1045 | w07 081 | 037 | 504 0.50 | 8sz02 {1.38] 100
B3 | 16 Gontrol | 1 10 J 044 | 40| 082 | 037 | 504 0.50 | 84.62 [1.35] 100
B12 | 20 | Control | 1 10 J 045 ] 10| 074 | 029 | 499 050 | 62.91 [1.75] 100
C?7 | 23 T Control | 1 10 J o456 | 10| 077 | 032 | 515 052 | 6937 |162] 100
D4 | 28 | Controi | 1 10 Joa5| 0] 076 | 030 | 513 0.51 66.08 [1.70] 100
D6 | 30 | Control | 1 10 [ca46 | 97 079 | 032 [ 493 055 | 7027 |163] 90
FRQO [045] 9 [ 079 | 034 | 502 0.52 74.81 [1.54] 97.50
DE 004 | 005 | 009 002 1054 |07 463
acuario| no.  dieta !dietal no xC | n7 x7 incp? | food?7 | cons 7 tc?  |ica?| sob?
A2 2 levadum 2 10 [ 0451 10| 081 | 035 | 495 050 | 78.49 '140| 100
AB 4 Levadurd 2 10 | 046 10| 084 [ 038 | 510 | 0351 8214 [1.35] 100
A0 | 8 Levadurd 2 W0 Jo4s| 10| o082 | 038 [ 505 | 05 8434 [1.34] 100
B2 [ 13 Levadud 2 10 J046] 9 | 075 | 029 | 498 055 | 8400 [189] 90
B7 | 15 'Levadurg 2 10 Joes | w0 | 082 | 037 [ 510 | 051 8026 [1.39] 100
B11 [ 19 Levadurd 2 10 1046 | 10 | 080 | 034 | 507 0.5 7522 {148] 100
C12 | 26 Levadur 2 10 (o046 w0 | 073 | 027 [ 515 052 | 59.48 [1.89] 100 |
D5 | 29 'Levadurd 2 10 | 045] 10| 077 | 031 | 479 047 | 6909 {1.50| 100
i PRO [ 045 9 | 079 | 034 | 501 0.5 7413 153] 9875
DE 004 | 0.04 Ir 0.14 0.02 | 9.01 10.23] 354
I
acuano| ng. t dieta |dieta| no x O n? x7 incp? . food? | cons ¥ tc? tca?7| sob7
£4 3 | Phaffia| 3 10 [04G | 10] 078 | 032 ' 5§15 | 052 6905 [1.61] 100
A12 10  Phaffia 3 10 .45 9 0.85 040 | 510 0.57 8655 1143 Q0
BS | 14 ; Phaffia 3 10 o046 9 | 085 | 0.39 | 500 056 | 85.51 '142] @0 |
D7 | 31 [ Phata| 3 1 10 | 046 | 10 | 074 | 028 ' 502 | 050 ] 6214 11771 100
[ TPRC | 046 | 9 | 080 { 035 | 506 0.53 75.89 [1.56] 9500 |
" e 0.05 0.05| 0.07 0.03 12.06 |0.16| 577
acuario| no. | dieta |digta| ng %xQ n7 x7 incp? food7 | cons 7 tc? tca7?| sob?
A8 & | HPPR1| 4 10 o6 | 10| 078 | 032 | 515 052 | 6832 [162] 100
B3 | i7 | HPPR1] 4 10 045 | 10| 086 | 040 | 507 0.51 8750 [1.27] 100
cZ | 21 | HPPR1! 4 0 046 9| 076 | 030 | 488 054 | 5545 (1.30] %0
D1 | 27 |HPPR1| 4 10 Joas| 0] 078 | 032 | 511 0.51 70.93 [1.59] 100
PRO | 046 ] 9 | 079 | 033 | 505 0.52 | 73.05 |1.57] 9750 |
DE 004 | 004 | 0,13 0.01 989 |022| 500
— 3.7
acuaria’ no. dieta |dieta| no x O n? x7 incp? | tood7 | cons 7 tci tca?; sobvy
A7 5 {Glucan| § 10 09| 10, 083 | 037 | 515 052 | 8035 [140] 100
A1 | 9 |Glucan] § 10 foas| 9 | 081 | @35 | 499 055 | 7822 (157 90
B1 i1 [ Glucan | 5 0 [oas]| 1| o067 | 022 | 488 045 | 4983 |202] 110
B10 | 18 | Glucan]| 5 10 [o4c | 10| 080 | 034 | 515 0.52 74.40 |1.50] 100
5 | 22 Glucan| 5 | +0 Jo46| 9 | 079 | 034 | 507 | 056 | 7373 (168 90
[—C9 | 24 | Glucan | 5 10 foas| w0 078 [ 033 | 502 050 | 7174 [154] 100 |
11 ] 25 1 Glucan | & 1 10 | 046 | 10| 079 [ 033 | 513 | 051 | 7233 11.54] 100
08 | 32 1 Glucan| 5 1T 10 J 046 | 10| 080 [ 033 | 501 | 050 | 7134 [151{ 100
[ PRO | 046 | 9 | 078 | 033 | 508 0.51 71.49 [ 1.60] 95875
[ i DOE | 0.0467 | 0.0438[ 0.0734 | 0.03427 [ 9.3147 [0.19] 6.4087




BIOENSAYQ - ACTIVIDAD {INMUNGESTIMULANTE

%14 |incpi4|n14[food14 consi4 tcld tcatl4|sobi4] n2i %21 inp21 food21 | cons2i
135 | 090 | 9 | 163  1.81 196.33 [ 2.02]| 80 9 1.62 117 25200 | 2480
142 | 095 [ 8 | 208 | 257 20924 [267] @0 8 1.58 122 20455 | 368
135 | 090 [10] 167 | 167 20315 1e4| 100 | 10 158 1.14 [ 25730 | 257
1.30 [ 086 [10] 166 | 1866 19412 [1e3[ 100 |10 [ 156 111 | 25348 | 253 |
128 | 083 | 9| 165 | 184 18354 [221] 90 9 1.55 1.10 25600 | 284 |
133 (087 [ 9] 162 [ 180 19030 [ 207 w0 9 1.55 1.09 25005 [ 278
110 [ 064 |10[ 165 | 165 14092 [255] 100 | 8 1.31 0.86 24970 [ 312
135 | 088 | 7| 142 | 203 19128 [230] 70 [ 5 1.65 1.19 21565 [ 433
131 [ 086 | 9 1669 | 188 185 61 220 (9000 8 1.56 1.11 2537 308
0.09 | 009 1.78 | 0.31 20.83 0.29 | 10.69 0.11 0.1 210 | 062
%14 [incp14|n14)food14| consl4 tc14 tcald| sob14| n21 *21 inp21 food21 |, cons2i
119 [ U074 [10] 164 | 1864 163.41 2221 100 | 1C 1.45 0.99 24720 | 247
132 | 087 [ 10| 169 | 169 | 18845 [1S5] 100 | 40 [ 150 104 25790 | 2.58
137 [ 092 [ 9| 188 | 186 20649 | 202 90 9 1.71 1.26 25740 | 2.36
124 [ 078 [ 8| 161 [ 201 | 16992 [258] 80 a 147 1.01 724760 [ 310
128 | 083 [10] 169 [ 169 18136 [205[ 100 | 9 160 | 105 | 25705 | 236
[ 130 (085 [ 9| 165 | 183 | 18582 |[216| 90 9 1.561 115 25225 | 280
127 | 081 [ 9| 168 186 | 17620 |230[ %0 9 158 | 112 T 25520 | 284
120 | 075 [10] 162 | 162 16578 [215] w0 | 7 1.64 1.18 24855 ' 355
127 | 082 | 9 [16585] 177 179068 [ 218]9375| @ 1.56 1.10 25 28 248
006 | 008 033 | 0.14 14,15 020 7.44 0.09 0.09 0.96 0.33
x14  lincpi4|{ni4|food14| consl4 fc14 tcald|sob14] n21 *21 inp21 fcod2l  cons2i
122 | 076 [10] 166 | 166 16538 | 217 100 | 10 153 1.08 25740 | 258
143 | 098 | 9| 167 | 188 21384 191 | 90 9 1.76 1.31 25625 | 2.85
(138 | 092 | 9 [ 182 [ 181 20173 (19 90 | S 169 | 123 | 24770 | 275 |
108 | 063 [10] 160 . 160 13676 [ 255[ 100 | 10 [ 129 | 084 [ 24885 [ 249 |
128 | 082 [ 9 [1637 173 17968 | 2156500 9 1.57 1.1 25 26 2.67
016 | 0.1§ 033 012 34 .99 029]| 577 0.21 0.21 051 0.18
Ll S
x14  |incp14|ni14|food14 cansi14 tc14 tcal4 | sobT4] n2il %21 inp21 food21 | cans2i
124 | 077 [10] 169 169 16538 [219] 100 | 9 152 108 75935 | 289
134 | 089 [ 10| 168 168 194 74 190 w0 | 9 1.41 0.96 25215 | 2.80
123 | 077 | 8| i56 | 195 | 16747 |254| 80 | 7 171 125 24028 [ 343
123 [ 078 [10] 167 | 167 171.15 215 100 | 10 1.44 U988 = 25725 2.57
126 | 080 | 9 1652 176 174.93 2209500 8 152 106 2524 2.92
006 [ 006 063 | 013 1336 0.26 | 10.00 0.14 013 | 087 0.36
5.04 .08 ______i B S
x14 incpl4!n14d food 14| cons14 lc1d tcatd | sobid4] n21 x21 inp21 food21 | consdl
130 | 085 | 10| 163 | 163 18472 192 100 | 8 1.81 1.35 25 170 3.15
132 | 087 [ 9] 166 [ 185 19302 '212] 90 9 156 111 25210 | 2.80 |
116 | 071 [11] 167 [ 152 158676 213 19| n 1.41 0.96 75515 | 232
129 | 083 |10 169 | 169 180.04 | 204 [ 100 | 10 160 114 25290 | 2.53 |
121 |07 8| 159 | 198 16617 '262| 80 8 1,46 1.00 24160 102
135 | 089 | 9| 164 | 182 19726 [204| 90 | 8 | 153 [ 108 | 24790 | 3.10 |
13 08 | 7/ 181 230 184.78 271 70 § 174 | 128 | 24585 | 492 |
126 | 083 | 8| 165 | 206 17656 | 2439 | 80 8 1.57 110 25230 [ 315
720 | 082 | 9 | 1641 ] 186 18042 | 2.26 [90.00 8 1.58 113 2499]  3.12
006137 0.06 0.341 [02532] 12.9521789 | 0.3 [1309 0.1344| 0.13194] 0.4467082| 0.7868




BIQENSAYD - ACTIVIDAD INMUNOESTIMULANTE

(o3 tcaZl |sob21] n23 |x 28 inp28 | food28 | cons2B c28 tca28 | sob28| n35 | x 3%
255.51 2.40 90 ] 8 [201] 1.55 | 35175 | 440 | 33969 | 284 80 8 [ 237
266 03 301 80 | 8 201 155 | 39205 480 [ 33641 | 317 | 80 g | 237
25528 2.26 100 | o 194 149 | 35780 398 | 33496 | 267 90 9 | 22
252.04 228 | 100 | 8 |197] 153 ] 35323 | 3.92 | 34520 ' 257 90 8 | 224
242.41 258 90 | @ [1val 149 | 36.025 | 400 | 328.50 | 269 90 9 |22
239.17 254 90 | & [184] 148 | 34530 | 432 | 32341 | 292 80 8 | 228 |
187.20 365 80 | 7 [180| 1.34 | 33695 | 484 | 29294 | 3oz 70 7 | 211
256.71 365 50 | 3 |189] 143 | 25630 | 854 | 30909 | 598 30 3 | 226
244.29 280 8500 7 [193] 148 34.45 486 | 32628 | 3.31 [ /Ro5| 7 | 226
24.56 .58 | 1604 0.07| 0.07 3390 153 | 1747 [71.13 [ 1996 0.07

tc21 tca?1 |sob?1] n28 [x 28] np?8 . foad2B | cons2B |- tc28 tca28 | sob28] n35 | x 35
220 40 249 | 100 ] 10 [150] 715 | 33495 | 335 [ 25477 | 292 " 100 | 10 | 1.79
22593 249 | 100 | 9 [188] 142 | 35615 | 3.96 | 30862 | 279 . 90 g | 214
281.80 237 90 | 9 (208] 184 | 35715 | 397 | 36582 [ 243 90 8 | 248
220.14 307 | 80 | @ [185] 140 | 33985 | 425 | 30475 | 3.04 g0 7 | 230 |
229.68 2.73 90 | 7 [161] 135 | 34255 | 489 | 25244 | 425 70 6 | 183
25307 243 90 [ 9 J200| 154 | 34675 | 385 [ 33811 | 250 90 9 [ z18
244.23 2.53 90 | 7 J199] 153 | 35120 | s.02 | 33355 | 3.28 70 7 [ 225
26140 3.00 70 | 7 [205] 160 | 34155 | 48 | 35222 | 3.06 70 7 | 244
24208 262 (8375, 8 |183] 143 34,63 427 131379 | 303 8250 7 | 217
22.18 028 | 491 [0.19] d.18 0.80 060 | 4229 | 057 J1165 0.25 |

tc21 tca2i |sob2i| n28 | x 28] np28 | food2d | cons28 tc28 tca2d  schz8| n3%5 x35
234.72 2.40 100 | 10 |179] 134 | 35145 | 351 | 29148 [ 263 | 100 | 10 . 209
786 94 218 90 | 9 |212] 167 | 35800 | 399 | 36564 | 239 0 9 | 221
268.83 2.24 90 | 9 [209] 164 | 34970 | 389 | 35782 | 2.38 90 B [ 254
18315 297 | 100 | 9 [159] 113 | 34485 [ 383 | 24743 | 339 90 a8 | 202
243.41 245 [9500] 9 [1.90] 144 3513 | 381 | 31559 | 270 19250 | 8 | 227

4564 036 | 577 026] 026 0.59 020 | 5632 | 048 | 500 [ 025

tc?1 tca21 |[sobZ1| n28 |x 28] inp28 | foodd8 | cons?8 c28 tca28 | sab?8| n35 | x 35
227 59 2.74 90 | 9 [180] 133 | 35820 | 398 | 28769 | 298 90 g | 206
209.43 2,93 90 |
273.36 274 70 | 7 [209] 163 | 33103 | 473 | 35540 | 291 70 6 | 2.46
216 74 261 100 | 9 752 107 | 35775 | 2399 | 23509 [ 373 90 10 [ 186
231.78 276 (8750 8 180 1.34 34.90 423 | 29271 | 320 |8333| 8 | 2.2

28.71 013 [12s8 028| 028 156 | 043 | 6033 | 045 1155 | 0.3 |

|5_T . 6.37 |

21 tcaz1 |sob21] n28 x2B| inp28 | food28 | cons28 | (c28 tca28 [sob28| n35 | x35
295.20 2.33 80 | 8 [215| 169 | 34470 | 431 | 36943 | 255 80 | 8 [ 249
245.87 2.652 90 | 9 [186] 141 | 34510 | 383 | 31249 | 271 90 8 [ 212
213.02 243 | 110 ] 10 [163] 148 | 35115 [ 351 [ 26347 | 297 | 100 | 8 | z.19
247.07 222 1100 | 8 [207' 161 | 34590 | 4.32 | 34902 | 269 80 8 | 243
22018 301 80 | 7 [184 139 | 33460 [ 478 | 30382 [ 345 0_| & [ 222]]
238.02 287 30 | 7 |18z 137 | 33940 | 485 | 30240 | 354 70 7 [ 207
279.08 384 50 | 4 [220] i7a [ 32385 | 810 | ar9ss | 464 40 3 1269
237 B8 286 a0 ¥ 7 [193] 146 | 34155 | 488 | 31502 [ 334 70 7 | 212

247.04 276(83./5| 7 [194] 148 3408 462 | 32444 | 324 [ 7500 © | 228
[ 27.752926] 0.52029] 17.68 0.19]/0 18715]| 0.840998| 1.41071] 38.8366 | 0 GB136 17 728 0.2222




BICENSAYQ - ACTIVIDAD INMUNQESTIMULANTE

inp3d5 | alim35 | cons35 | ¢35 tcadd | sobdv | nd2| x42 | inpd2  Aim4d consd2|  kcd?
181 [ 45455 | 568 | 397533 | 313 | 80 | 8 | 238 | 193 55455 693 | 424.204
181 | 494 | 618 | 414674 | 324 | 80 | 7 | 269 [ 223 5916 ~ 845 | 484783
[ 181 | 4638 | 515 | 407116 [ 284 | 90 | 9 | 263 [ 219 | 3662 629 | 491011
| 180 [453625[ 567 | 406787 | 315 | 80 [ 7 [ 246 | 202 |453625 648 | 456.561
1.61 | 46925 | 621 | 398896 | 289 | 90 | 9 | 256 | 210 | %6685 6.30 | 464386
162 (44495 | 556 | 399179 | 305 | 80 | 8 | 256 | 211 | 55295 6.91 | 460.9%96
165 | 4363 | €23 | 362019 | 3.77 | 70 | 7 | 244 | 198 | 4363 623 | 433.292
180 [ 31485 [ 1050 | 389899 | 583 | 30 | 3 | 259 | 213 | 31485 1050 | 461328
180 | 4414 | 627 | 39701 | 349 [7500] 7 | 254 | 209 5046 _ 7.26 | 45932
007 | 540 [ 175 | 1601 | 098 |97 [0 | 040 | 951 ~ 149 & 2314
inp35 | alim35 | cons3h tc35 tcads | sobd5|nd2| x42 | inpd2 | aimdZ consd2 tcd?
1.34 | 4281 | 428 | 297339 319 | 100 [10] 198 | 153 { %281 528 | 336.803
1.68 | 45885 | 510 | 365505 | 304 90 | 9] 240 [ 194 | 36845 632 | 423360
203 | 46145 | 577 | 453971 284 | 80 | 8| 284 | 239 | 5556y 695 | 534787
185 | 43865 | 627 | 403119 333 | 70 | 7 | 241 | 195 | %4425 7.78 | 426825 |
138 | 4336 723 | 301681 525 | 60 | 6 | 218 . 172 | §312 , 1062__ 378070 |
171 | 4456 . 495 | 37472 . 290 | 90 | 9 [ 226 ' 180 | 533 593 | 394639 |
1.79 | 42494 642 | 389262 359 | 70 | 6 [ 251 205 | 5398 __9.00 ! 447.204
199 | 4410 630 | 438631 | 347 | 70 | 7 | 277 232 | 5268 ' 753 ' 511479
172 | 4446 579 | 37796 | 342 [7875] 7 | 242 196 | 5410 1_742 | 43190
025 [ 117 096 5695 | 0.78 | 13.58 029 029 | 1.46 ! 1.74 ! 65.68
inp35 | alim35 : cons33 tc3s tcalds | sob3g | nd?| x 42 inpd? |, ahmd2 |consd? tcd 2
164 | 45335 | 453 , 356997 | 277 | 100 [ 1] 233 | 147 | 45335 | 453 | 409.170
195 | 4634 | 515 | 428265 | 264 | 90 | 8 | 289 | 244 | 5738 | 717 ! 534320
208 | 4572 | 572 | 456072 | 274 | 80 | 7 [ 288 | 243 | 5628 | 8.04 ! 531.018
156 | 44385 | 655 | 341740 | 355 | 80 | 8 | 232 | 186 [ 55185 [ 690 | 407112
181 | 4545 | 524 | a9a77 | 293 |8/50| 8 | 261 | 215 | 5355 | 666 | 470.40
"025 | 082 | 053 | 9512 | 0.42 | 957 233 | 033 | 555 | 150 7191
inp35 | alim35 | cons35 o35 tcads [ sob35|nd42| x42  inpdZ | alimd?2 {consd?2  tcd?
159 [ 4633 | 519 [ 343008 [ 323 | 90 [ 9] 229 182 | 5721 | ©36 . 393.0%
2.00 | 429835 716 | 437482 | 358 | 60 | 5 | 268 222 [a29825| B6Q = 484279
140 | 463 | 463 | 306811 [ 330 [ 100 | 9 [ 211 166 463 | 514 | 365247
167 | 4520 | 565 | 36310 | 337 |8333| 7 | 236 190 | 4983 | 670 & 41419
0.31 192 | 134 6665 | 0.18 [ 20.82 029 I 029 744 | 175 | 6227 |
. , 708 -
inp3s | alim35  eonsas a5 | tcads | sobd5|nd2| x42 | mpé2 | akmd2 ' cons4?2 c42
204 | 4441 5651 [ 444487 371 ] 80 |6 | 307 | 261 | 4411 739 | 569942
157 | 4447 | 556 | 369303 | 333 | 80 | 7 | 255 | 2.10 | 5535 | 791 | 464169
| 174 [ 45315 566 | 386637 ' 326 | 80 | 8 [ 254 | 209 | $6.115 | 7.01 | 464588
| 197 | 4448 556 | 476302 ' 283 | 80 |8 | 272 225 [ 4448 | 556 ; 488937 |
| .76 [ 42495 | 708 | 386111 402 | 60 | 5 | 253 208 | 53.055 | 1061 I 455 702
162 | 4367 | 624 | 356608 | 386 | 70 | 4 | 237 185 | 5479 | 1370, 408830
223 | 4133 1378 | 486783 | 617 | 30 | 3 | 288 342 | 4133 | 1378 | 526.725
166 | 43685 623 | 356897 | 376 { 70 | 6 [ 224 | 177 | 43585 | 726 | 382040
[ 183 | 4368 695 40164 374] 6875 5| 260 215 4810 | 915 | 470.12
02203] 1.25687 2.809] 46.64822[ 1.0869| 17.27 0.2775 02771 62487 | 3.1624 ] 60.132111




BIOENSAYO - ACTIWIDAD INMUNQESTIMULANTE

Tcad? | sobAZ | ndd] x49 | inpdd | ahm4d | consdd | tcdd | icadd [sobad]biomasa total
3.60 80 § | 302 | 256 | 69.370 | 13.87 | 56228 541 | 50 |1s.10 ]
379 | 70 | 6 | 343 | 297 | 70970 | 1183 | 64565 3.97 60 |20.58
258 | 90 | 51 418 [ 374 | 71810 | 1438 | 839.33 3.85 50 §20.90
[ 3.21 70 | 5 | 285 | 241 | 45363 | 907 | 54570 3.76 50 1427
299 | 90 | 8| 292 | 247 | 70375 | 880 545.47 3.56 50 12338
328 | 80 | 6 | 305 | 259 | 69550 | 1159 [ 567.40 447 | 50 [18.30
316 | 70 | 7 | 284 | 238 | 43630 | 623 520.79 262 | 70 [19.86
492 | 30 | 3 | 219 | 273 | 31.485 | 1050 | 591.13 384 30 Jos8 ]
348 | 7250 |[563| 317 | 273 | 5908 10.78 | "602.22 393 [56.25|18.04
066 | 19.09 045 | 045 [ 16.20 2.72 102.87 0.79_ [15.06 4.48
tcad? | sobd? [ ndd| x 4% | inpd3 ' alim49 [ consdg tc49 tcadd  sabd9|biomasa tolal
246 | 100 | 8 | 240 [ 194 67945 [ 849 431.04 437 | 80 19.16
325 | 90 | 9 1 280 | 234 | 72575 | 80§ 5039 54 345 [ 90| 2518 |
291 [ 80 | 8 | 326 | 280 | 71129 [ &89 627.07 3.17 80 26
398 | 70 | 6 | 283 | 237 | 69.245 | 1154 | 516.81 4.88 60 16.95
616 | S0 | 5 | 253 | 208 | 68105 " 1362 | 45526 6.568 50 12 66
329 | 90 | & | 258 [ 213 | 65790 | 822 466 34 3.87 80 2066
438 | 61 | 6 | 277 | 231 | 67.255 | 1121 | 503.12 4.85 60 16.61
325 | 70 | 7 ' 306 | 261 | 65955 | 942 57581 361 70 21.43
383 [ 1626 7 | 278 232 | 6850 9.93 51062 434 [71.25 1983125 |
1.05 | 16.85 028 | G2a [ 239 | 4199 64.66 110 [13.96 448
tcad? | sobd2 [ndG| x49 | inpd9 | alimdd | consdd tcd9 tcadd |sobd9|biomasa total
242 | 100 | 9 | 298 | 252 | 45335 | 504 55017 2.00 Y 26.8
294 | 80 | 7 | 328 | 283 | 72765 | 1040 | 619.92 368 | 70 | 2293 |
[ 3.31 70 | 7 [ 361 | 316 | 71260 | 1018 | 690.87 3.22 70 25.3
37 80 | 8 | 273 | 227 | 70260 | 878 456 83 387 | 80 2187
[ 310 [ 9250 | 7 | 315 | 269 | 6491 860 589.45 319 (7750} 24225
[ 055 | 1258 038 | 038 | 1309 | 248 8433 084 | 357 809
tcad? | zobd2 | nd9 | x49 npal | alimd9 | consd9 tcd 9 tcad9  sabdd|biomasa tatal
[ 345 | 90 | 9| 254 | 208 73065 | 8.12 447.41 30 90 22 86
[ 388 | 50 | 5 | 307 | 262 | 42983 | 880 | 5/1.18 328 | S0 1537
310 | 90 | 9 | 243 [ 198 | 46300 | 514 | 43622 | 260 | 99 2141
(340 | 7667 | 7 | 268 | 222 | 5d12 | 729 | 48494 3.26_ | 76.67 20.0456667 |
| 039 | 2:309| [ 034 [ 034 | 1849 1.87 7490 066 [2308]  6.74
T 8.05 1 ]
tcad? | sobd2 [ nd9| x49 | inpd9 | alim4d | consd9 tc49 tcad9 |sob49|biomasa total
282 | 60 | 6 | 300 | 254 | 44110 | 7.35 555.02 289 | 60 18
(377 | 70 | 5 [ 311 | 266 | 69925 | 1399 | 63805 526 | 50 15,55
[ 336 [ 80 |7 | 298 | 253 | 71.070 | 10.15 | 56370 401 | 70| 2086
| 247 | 80 | 6 | 380 | 334 | 44480 | 7.1 72430 @ 222 | 69 228 |
§11 | 50 | 3 | 383 | 343 | 67340 | 2245 | 75307 6.54 30 11.67
| 740 | 40 |3 | 253 [ 208 | 70620 | 2354 | 45850 | 1133 | 30 7.59
| 570 | 30 | 3| 314 ] 268 | 41330 | 13.78 | 58482 §.13 30 943
470 | 60 | 5 | 235 [ 18 [ 43585 | 872 40603 4.53 50 11.74
[ 434 [ 6875 475 3.00 [ 264 | 6656 13.42 | 57919 528 | 47.50 149
| 1645 118077 0.53853| U.5387 14 16378 [ 6 43693 | 117.57876[2.811758] 15.81 5.50
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