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RESUMEN

El presente trabajo describe en la primera parte la produccion de biomasa pigmentada a partir de
un cultivo continug, en condiciones no ésteriles y utilizando como fuente de carbong, el alcohol
etilico. La biomasa pigmentada fue liofilizada y caracterizada quimicamente. Esta, sustituyé
parcialmente la protelna de la harina de pescado y se utiliz6 cama aditivo al preparar dietas con
diferentes porcentajes de la biomasa pigmentada de colar rojo HPPRI en Tes bioensayos, dos
praductos comerciales de levaduras como contrales positivas, ademas de un extracto purificada
de B-1,3 glucano, incluidos en la dieta, para determinar si alguno de los producios tenia un efecto
positivo en el crecimiento, sobrevivencia, conversion alimenticia en la proporcién del alimento
(10%); asi coma su pigmentacion, y respuesta inmune(1%) en Litopenaeus vannamei juve-
niles. Ademas un cuarto bioensayo de digestibilidad de la proteina con la dieta control y la
blomasa pigmentada color rosa HPPR2 en la proporcidon 70:30,

Conclusiones y contribuciones: La asociacion de Phaffia rhodozyma y Saccharomyces exiguus
fue benéfica en la produccién de carotenos, la presencia de precursores en el liquido de remajo,
minerales y vitanunas son indispensables; asi como la relacidn C/N 5:1, temperaturas de 25°C,
LVVM y una agitacion de 40U rpm. La produccidn de pigmentos no va a la par con la de biomasa.
Sus precursures son formados a las 15 horas al inicio del cultivo continuo. La zeaxantina,
astaxantina y otros carotends se presentaran entre las 70 y 100 haras coma producios secundarios

Los colores de |a biomasa s presentan durante la fase miceliar en la prumera plantilla (HPPRLA)
fueron de color crema y solo el tratamiento tres en las paredes presentd color rojo, en la segunda
(IIPPR1B) variaron de rosa . naranja y morado pero no rojo. S¢ recomienda trabajar con cepas
de Phaffia con alta productividad de astaxantina.

En la evaluacién nutricional en peneidos las dieta HPPRIB y HPPR2, mostraron un alto poder
atractante y de palatibilidad, asl como también su estabilidad y biodisponibilidad del pigmento
por su forma miceliar; los resultados de la evaluacion biolégica al 1 % indicaron una tendericia
de ganancia en peso y sebrevivencia, Sin embargo, cuando la sustitucion de la HP fue del 10% el
efecto fue negativo en los camarones que se alimentaron por tiempos prolongadas y sélo en el
Bioensayo de inmunoestimulacidn( 1%), junto con la Saccharamyces cerevisiae, fue mis alta
(P~0.006) comparada con los animales cultivadas con la dieta que contenia B-glucano y la dieta
control. La tasas de conversion alimenticia fueron mayores para [a HPPRI 0% pero no para la
de |%.La pigmentacion se encontrd en todos los bioensayos por abajo de la Phatfia y en cuanto la
digestibilidad (HPPR2) fue la mayor. Sin embargo en ambas exister un alto consumo de la dieta.
Se recumicnda su uso cum aditivy y ng como fuente proteica.

Al final del experimento de inmunoestimulacion, 1a habilidad de los camarones para climinar
bacterias de la hemolinfa fue probada, los animales alimentados con HPPRI al 1%. Phaffia
rhodozymu, Succharomyces cerevistae y la dieta conrol no fueron estadisticamente diferentes
pero con la dieta de glucano ain mostraban alimeros altos de Fibrio karveyi y mostraron un
pobre desarrollo sobre los otros, indicando que no sélo este tratamiento no ayudd a incrementar
la resistencia a las infecciones, sino por el ceatrario, estos animales mostraron una baja
sobrevivencia cuanda s¢ caomparaba con los animales elimentados con la dieta control.




INTRODUCCION

Los avances cieatificos han permitido el intercambio internacional de tecnologias. En par-
ticular, la biotecnologia ofrecc perspectivas de competencia a carta y largo plazo en diversas
sectores productivos para llevar a cabo procesos especificos, a través de la utilizacion de
microorganismos, enzimas y células animales y vegetales,

Por la gran demanda y necesidad de producir alimentos baratos a gran escala, el drea de
alimentos se ha enfocado en la abtencion de fuentes alternas de proteinas y aditivys natu-
rales, y debido la complejidad estructural de algunos de ellos, como ¢n ¢l caso de los
pigmentos, se diftculta la posibilidad de que su sintesis quimica pueda ser realizada a un
baju costo y evitar la contaminacion del ambiente en su proceso; ademas, algunos Je estos,
han resultado ser carcinogénicos y teratogénicos.

Cuando el pigmento es obtenido por extraccién a partir de tejidos de plantas ¢ animales,
existe una dependencia entre el volumen del producto y la disponibilidad regional o tempo-
ral del organismo poseedor del pigmento; por ello, una alternativa a las procesas de
produccion mencionados, es la sintesis via cultivo celular, ya que los microorganismas
ofrecen la ventaja de no estar sujetos a las inclemencias de la naturaleza y poseen la
cualidad de adaptarse a diversos sustratos sin requeric amplios espacios y su tiempo de
duplicacion es corto con diversidad de rutas metabdlicas; ademas, puede producirse bajo
condiciones controladas y lo mas importante, son naturales y tienen un alto contcnido
nutricional y proteico.

Las técnicas mas recientes de la biotecnologia para la produccion de estos pigmentos
naturales abarca desde la micropropagacion de cultivos vegetales y la produccion de biomasa
via reactor, hasta la manipulacign genética de microorganismgs; pero la tendencia actual
es la seleccion en forma natural.

La biomasa de bacterias, hongos v levaduras puede ser considerada como una fuente
alterna de proteinas, lipidos, vitaminas, minerales, carbohidratos, atractantes e
inmunoestimulantes; algunas de ellas también producen diversos pigmentos entre ellas
destacan los carotenos con actividad antimicrobiana y antioxidante, El betacaroteno se le
conace por su accion fisioldgica inhibe las mutaciones y el desarrollo de tumores, aumenta
la respuesta inmune y es precursor de la vitamina A,

Los carotenos son necesarios para el desarrollo del ser humano y todos los animales;
debido a que no los pueden sintetizar “de navo”, dependen de su dicta para poder obtencrlos
y su ausencia provoca una variedad de sintomas y problemas. En el cultivo del camarén
los carotenoides en especial el grupo cis-xantofilas son necesanos para realizar algunas
funciones fenoldgicas y fisialdgicas, entre las que se encuentran la comunicacion entre
organismos, camuflaje, reproduccion y advertencia; asi como la percepcion de la luz,
proteccion intra-celular contra los radicales iibres causantes de estrés, dafic oxidativo y
lesidn inmunaldgica, entre otros; ademds, en el producto final afecta el criterio de calidad
externa vy su vida media de anaquel.




En el cultivo del camardn la dicta constituye un 60 % del costo tutal de la producsion; por
ello, la bisqueda de fuentes de proteina y aditivos nutricionales (antioxidantes, substancias
anti-estrés) a bajo costo es de gran interés en la Acuicultura.

En México, la produccion de camardn, actualmente asciende a unas 17,000 toneladas
métricas anuales de peso vive, cantidad que se ha triplicado con realacion a afios anteriores
y yue representa el 1.5% de la produccion mundial; el cultivo de camardn (Litopenaeus
vannamei, L stylirostris, L. aztecus, y otr0s), constituye una de las actividades economicas
principales de la acuicultura.

Este estudic esclarecid las condiciones adecuadas para la produccion de biomasa pigmentada
a partir de un cultivo mixto y su aplicacién en heneficio del crecimiento y sobrevivencia
del camardn, ya que se caomprobé que la calidad proteica, nutricional, antiestrés e
inmunoestimulante, supera cualquiera de las utilizadas actualmente (sintético, animal o
vegetal).

El atractivo de la biomasa pigmentada de color rojo radica en:

|.-  Escultivable ea forma continuaen un medio de sales minerales, alco-
hol etilico y agua de la llave; lo que ofrece ventajas econémicas por su
bajo costo.

2. Debido a su morfologia miceliar, ofrece mayar 4rea de contacto y al
disminuir el espesor de la pared celutar, le permite tener mayor
disponibilidad de nutrientes; ademas, es facilmente separable del medio
de cultiva.

3.- Por su calidad nutricional como fuente de proteinas e
inmunoestimulantes, asi como por €l aporte de pigmentos estables por
cstar incluidas dentro de la levadura, proporciona una mejaria en la
tasas de crecimieato y de sobrevivencia, un aumento en la respuesta
inmuney en la pigmentacion muscular del camardn blanco Litopenaeus
vannamei.

4.- Seutiliza para la alimentacion de otros organismos y también como
colorante en la industria alimenticia.

5.-  Generd unanueva linea de investigacion de pigmentos en el programa
de Maricultura del Departamento de Ecologia, en la Facultad dc
Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de Nueva Ledn.
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ANTECEDENTES

L1 Ecologia Microbiana

La ecologia microbiana se refierc a la relacién entre microorganismos y su ambiente.
Muchus de los estudios microbioldgicos van encaminados a caracterizar adecuadamente
las especies en cultivos purgs. Sin embargo, ésta se realiza en condiciones artificiales,
debido a que en €l ambicate natural es muy raro que los microorganismaos ¢ encuentren en
cultivos de este tipa; en realidad, la poblacion normal de un hdbitat abarca un gran aimerg
de especies microbianas diferentes (Pelczar, 1980).

La complejidad de microorganismos en un ambiente especifico y sus alrededores se conace
como ecosistema; €stos incluyen la reunidn de especies y los compuestos orgdnicos e
inorganicos de ua sitio en particular.

Los microorganismos que habitan en un mismo sitio constituyen una comunidad; la cual
esta formada por dos 0 mds poblaciones de especies microbianas individuales. Cada
poblacion puede ser vista como una entidad discreta, pero no independiente; frecuentemente
pocos compunentes de una comumdad microbiana son conocidos y estudiados. La
composicion de 1as comunidades naturales no es producta de la casualidad, cada especie y
geriero tienen cierta distribucion, un patrdn determinado por las respuestas psicoldgicas de
las poblaciones y el ambiente en €l que se encuentran (Brock, 1987).

Los microarganismas que habitan un ecosistema tienen muchos tipos de asociaciones o
interaceiones. Algunas de éstas son indiferentes o neutrales; otras son benéficas o positivas
y otras perjudiciales o negativas (Slater, 1981).

Los tres tipos de asociaciones cxiytentes su:

a)  Aseciacion neutral:

Newtralismo, es muy dificil suponer que haya dos ¢ mas poblaciones
de microorganismos que estén en contacto intimo sin afectarse entre
si. Esta sucede cntre los organismos que son muy diferentes en sus
necesidades de crecimiento. En otras palabras, los organismas de este
caso se desarrollan bien, porque no compiten por los alimentos que se
cncuentran en cantidades limitadas, ni se inhiben aunque ocupen el
mismo medio.

b)  Asociacion positiva a benéfica:
Mutualismo, es un ejemplo de relacién simbidtica en la cual cada
organismo resulta beneticiade. Una forma de asociacion mutualista
es la que implica un intercambio de alimentos entre das especies,
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fendmeno llamado sintrofisto (Slater, 1981). Un ejemplo de esta
relacion se da entre el Lactobacillus arubinosus y el Streptococcus
Jaecafis, cada uno produce el factor esencial requerido por el atro; el
primero produce cido félico y el segundo fenilalanina.

Comensalisma, es la relacion entre dos microorganismos en la cual
uno se beneficia de la asociacin y el otro no se ve afectado. En el tipo
més obvio de estarelacion, {os organismos comensales obtienen ventaja
del hospedero, ¢l cual, al desarrollarse, produce cambios fisicos o
fisiologicos en el ambiente que favorecen al comensal. Un ejemplo es
¢l crecimiento de las levaduras en soluciones muy concentradas de
azucar. La reduccion subsecuente de |a concentracion de azucar permite
el desarrollo de bacterias que no crecerian en las condiciones de alta
presion osmotica.

Asociaciin negativa o perjudicial;

Antagonismo, cuando un organismo afecta adversamente el medio en
quc vive otro organismo, se dice que es antagonista. Estos organismos
son de gran smportancia practica, ya que frecuentemente producen
antibioticos u otras sustancias inhibidoras que afectan los procesos de
desarrollo normal o supcrvivencia de otros. Ciertos compucstos
producidos por la Saccharomyces sp., inhiben la germinacion de
esporas de Acetobacier sp..

Comperencia, |os organismos que se establecen en gl mismo nicho
ecoldgico, es decir, que necesitan de los mismos alimentos y condiciones
ambientales, tiene una gran influencia entre si, compiten por las mismas
substancias. En algunas situaciunes ¢| mejor adaptado predumina ¢
elimina completamente a los otros.

Parayitismo, se define como la relacion que existe entre organismos
en lacualuno vive en o a expensas del otro; el parasito se aiunenta de
las células, tejidos o liquidos de otro organismo llamado hospedero,
que comdnmente es inofensivo en el proceso. E| parasito depende del
hospedero y vive en contacto fisico y metabdlico intimo con él.

Depredacion, |a muerte o ingestién (asimilacion) de microorganismos
de una especie por lus de otra especie, se conoce como depredacian; la
diferencia estd en que un depredador ingiere a otro organisma y un
parésito solo le roba a otro organismo, derivando alimentos del
hospedery en una forma que generalmente no s daiiina. La depredacion




es una relacidn extremadamente importante en la cadena alimentaria.

Anteriormente el término simbiosis se usaba coma referencia a la convivencia mutua de
organismos; actualmente se considera una asociacion bioldgica en la cual todos los
arganismos obtienen beneficios, coma en ¢l caso dc la fijacidn simbigtica del nitrogeno.

Para que un microorganismo crezca en un umbiente, €ste debe estar provisto de una fuente
disponible de energia, carbono y elementos nutricionales adicionales; en el primer nivel
trdfico se encuentran los organismos que usan la fuente de energia original del ecosistema
y son los que se alimentan primero en la cadenra, Otras poblaciones obtienen energia de los
productos excretados por las especies primarias, y las cuales pertenecen al segundo nivel
trofico y se denominan especies secundarias, mismas que proliferan por la oxidacién de
compuestos organicas ¢ inotganicos generados micrabioldgicamente dentro de un
ecosistema.

La naturaleza y magnitud de las actividades metabdlicas de los microorganismas son tales,
que frecuentcmente produccn cambios en el ambiente. Los cambios iniciales son la
transformacion del sustrato, seguidos por el agotamiento de los alimentos y la elaboracion
de productos finales. Los microorganismos que participan en el primer nivel de cambio,
elaboran productos inadecuadaos para utilizarlos posteriormente, pero estos son utilizados
por otras especies que después los sustituyen.

Manejar cultivos microbianos donde mds de una especie estd involucrada es complicado,
debido principalmente a que el estado de las variables de los sistemas estan cambiando con
respecto al menas a una variable, que usualmente es el tiempo: por [o tanto, ¢n la industria
alimenticia es poco comin encontrar tecnologias que involucren cultivos mixtos, debido a
que presenta una gran dificultad su control (Slater, 1981; Wang ef af, 1979 ).Por otra
parte el dimorfismo se presnta en condiciones especiales, presencia o ausencia de minerales
( Borges, 1993).

1.2 Procesos de Fermentacion

Un proceso de propagacion de microorganismos, involucra una serie de reacciones
bioquimicas efectuadas por sus enzimas, asi como las caracteristicas tisicas y quinucas de
operacion como producto del medio de cultivo y del desarrollo misma del proceso de

propagacion.
En general, el proceso de una fermentacién consta de las siguientes etapas:

I.  Seleccion de cepas (Aiba, 1973a)
2. Aislamiento, identificacidn, preservacion de cepas (Ross, 1979, Larone,




1987; Gimeno, ef al., 1993)
3. Preparacién del indculo (Stanbury, 1984),
Preparacion de materias primas y requerimientos del medio de cultivo
(Trivedi, et af , 1986)
Eleccion del sistema de fermentacién {Aiba, 1973a).
Recuperacion de la biomasa (Stanbury, 1984).
Tratamicnto de efluentes (Wang, 1979).
Manejo del producto para su comercializacidn (Aiba, 1973b; Wang,
etal, 1979),
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Entre estas etapas, debe existir una interrelacion para obtener gradualmente la eficiencia
maxima de la fermentacion.

El escalamiento de procesos es una tarea interdisciplinaria que requiere del uso combinado
e integrade de conceptas y métodos de Ingenieria Quimica y Fisiologia Microbiana

(Quintero, 1990).

Durante la propagacidn del microorganismo, la presencia del oxigeno es muy importante,
razon por la cual se requiere calcular su demanda de oxigeno es muy impaortante, razén por
la cual se requiere calcular su demanda por oxigeno (Va), la cual deberd conocerse para
saber si el reactor es capaz de satisfacer esa demanda ¢n functon de las condiciones de
aireaciony agitacion. La determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno (Xla),
proviene del conocimiento del Na; el Kfa se mide mediante la técnica establecida por
Taguchi et al, 1966, para posteriormente dar paso al criterio y método de escalamienta del
proceso (Wang, 1979).

Enun proceso aereadaq, la transferencia de oxigeno al medio de cultivo debe satisfacer la
demanda del microorganismae; el sumimistro de oxigeno es adecuado si es mayor que la
demandada por el microorganismo.

El sistema de agitacién micro-mezclado y macro-mezclado en un fermentador deberd
promover la transferencia de masa en la interfase y asegurar la humogeneidad del cultivo;
ademas de promover la transferencia de calor y proveer un area de interfase suficiente
entre gas-liquido-solido para |a transfcrencia de masa.

La viscosidad del medio de cultivo varia con la concentracion de la bivmasa, mas aun si
€sta es de tipo micelial, concomitantemente con un itcremento en los problemas de
ransferencia de oxigeno (Aiba, 1973b).

lL.a temperatura, el pH, las velocidades de aireacidn y agitacion juegan un papel importante
en la calidad del praceso de fermentaciin (Nagai, 1978). Existen algunas caracteristicas
importantes ¢n la formulacion del medio de cultivo y en las condiciones de propagacidn
que conducen a la formacion de espuma, para lo cual se requiere el uso de antiespumantes,




1.3

aunado a un disefio apropiado de impulsores que permiten una homogemzacion del medio
de cultivo y del proceso de transfereacia de masa y calor (Lee, 1992).

Las técnicas para propagdr microorganismos son de tres tipos: cultiva batch intermitente,
que consiste en propagar al tucroorganismo hasta que éste |lega 4 su fase extraordinaria,
comao consecuencia de un agotamiento de los nutrientes; cultiva semicontinuo, en ¢l cual
los nutrientes se van agregando en funcion de la respuesta que ofrece su cinética de
crecimiento y que a traves de la curva de produccion de células y de consumo de sustratg,
se puede cuantificar a una velacidad si se agrega el sustrate para evitar problemas de
regularizacion metabdlica; cultivo continuo, que consiste en iniciar la propagacion del
microorganismo hasta un 80%, aproximadamente, de su fase exponencial, en ese momento
agregar medio de cultivo fresco, a una velocidad igual a la de salida de producto, todo elle
en funcion de la capacidad metabdlica del microorganismo manteniendo constantes todos
los parametros de fermentacion, es decir, que todos ellos no cambian en funcion del tiempo.

El cultivo continug, permite mantener una fisiologia constante del microorganismo por
largos periodos de tiempo (Crueger, 1990a), por lo que esta alternativa permite utilizar
esta técnica para estudios de fisiologia microbiana en funcion de condiciones de operacidn,
asi como del agregado de diferentes materiales que afectan positiva o negativamente la
calidad del proceso.

El manejo de poblaciones microbianas puras, requiere que los procesos sean operados sin
contaminacion, para lograrlo es necesario un alto grado de limpieza y que las operaciones
sean asépticas. |.a esterilizacidn, es decir la eliminacion o destruccion de todas las entidades
vivas de los matertales que van a ser usados en el proceso, se puede llevar a cabo por
agentes fisicos como calor, filtracion y radiacion, o quimicos, utilizando derivados clorados,
metales pesados, derivados fendlicos, alcoholes, peréxido de hidrogeno, etc.(Crueger,
1990b).

Un proceso tipico de fermentacion es susceptible a contaminarse de muchas maneras, las
mas comunes son por el tipo de medio de cultivo utilizado, ¢l manejo del inoculo, ¢l proceso
de inoculacion, la forma del suministro de aire, la adicion de nutrientes, antiespumantes y
otros durante el proceso o por el fermentader mismo, debido a un disefio defectuoso de los
sellos del reactor o por la falta de mantenimiento apropiado (Quinteru, 1993).

Crecimiento Microbiano

El cultivo de microorganismes en laboratorio y a nivel industrial se ha desarrollado debido
4 que estos puseen una serie de propiedades tales como valor nutricional (alto conteaudo de




metabolicas, adaptacion para crecer en diversos sustratos no sujeta a cambios climatologicos
y produccion bajo condiciones totalmente controledas.

En un cultivo microbiane se presentan diferentes fases de crecimiento:

L. Lag o de retardo

2. Aceleracion del crecimiento
3. Crecimiento exponencial

4. Desaceleracion

5. Estacionaria

6. Declinacion

Estas fases reflejan cambios en la biomasa y en el medic ambiente. Después de la fase Lag
el crecimiento ocurre a la maxima vekocidad y finalmente cesa, como resultado del balance
entre los siguientes factores: carencia de nutriente, acumulacion de un producta inhibiterio
a algan cambio fisico-quimico en el medio ambiente.

Los moedelos de crecimiento unicelular en crecimiento por lote, puede ser expresado en
términos de concentracion celular (X), de sustrato limitante (S) y el de un inhibidor (I).

En 1942, Monod (citado por Quintero, 1993), establecic un modelo de crecimiento celular;
la ecuacién describe la rclacion entre la velocidad especifica del crecimiento (u) y la
concentracion de nutriente linutante (S), en el cultivo:

Ecuacidn de Monod. L= pmax_. S
Ks+S

El valor de pmax, se abtiene al grafivar p como funcidn de la concentracion del sustrato.
Ei valor de Ks, se obtiene cuando pmax es igual a la mitad (1 = 0.5 pmax).

En el cultivo continuo, la entrada del medio a una concentracion del sustrato (fuente de
carbono), So; y a un flujo volumétrico constante, F; dividida por el volumen del cultiva, V;
se denomina tasa de dilucion, D; ésta, es aproximadamente igual a p, la cual taimbien
carresponde a la pendiente del crecimiento exponencial.

D =F/WV

La produccion de biomasa, (x, expresada en gramos), por la unidad de volumen por la
unidad de tiempo del cultivo, se denomina productividad, P = Dx.




La razdn entre la cantidad de células producidas o productos celulares y el sustrato
consumido se denomina rendimieato o Y. Son 3 los rendimientos que se utilizan para
operar un fermentador. Y, gramos de células/gramos de sustrato; Y, gramos de células/
gramos de oxigeno; Y, ., kilucalorias desprendidas/kilogramos de células.

La p es constante durante la fase exponencial del crecimiento cuando éste es proporcional
a la masa de c€lulas presentes; la y estd en relacion con el tiempo de duplicacidn (td), v la
gcuacion se integra entre los limites X y 2X

W= 2 _ 0693
“ u

Los estudios cinéticos son necesarios para entender el comportamiento de cualquier
termentacion y consisten en la estimacion de las velocidades de la sintesis celalar, la
formacién de productos y los efectos del medio ambiente sobre estas velocidades.

Eu la cinética tarnbién deben considerarse las condiciones de temperatura, fuerza 16nica y
pH, mismas que se establecen al principio de la fermentacion y que varian durante su
lranscurso, a menos que se congolen estrictamente, esto puede contribuir notablemente en
el crecimieato celular y de los metabolitos secundarios que se produzcan (Quintero, 1993).

Cuando a un microorganismo se le proporcionan los nutrientes necesarios y las condiciones
ambientales Optimas, realiza un conjunto de reacciones metabglicas, en las cuales las células
crecen y/o producen algunas metabolitos de interés, La conversian de substrato a biomasa
determina el rendimiento del crecimiento celular, generalments cuanto mas oxidado esta el
substrato, menor es el rendimiento (Quintero, 1993).

Otros factores que afectan al crecimiento son:

- Temperatura, a medida que €sta sube, el crecimiento y las reacciones
enzimdticas son mas rdpidas; sin embargo, por encima de una cierta
temperatury, las proteinas, acidos nucleicos y otros componentes celulares
pueden daiiarse irreverscblemente, afectando la supervivencia microbiana.
El efecto de la tempetatura minima no se conoce lo suficiente, pero ésta
puede afectar en la {luidez de la membrana citoplasmatica, yuiza a una
temperatura muy baja, pueda impedir el transporte adecuado de los nutrientes,
asi como la fermacion de gradientes protonicos (Madigan, 1998).

- pH, cada microorganismo tiene un pH optimo; independientemente de las
candiciones externas (pH cxtracclular), debe permanecer cercano a la
aeutralidad, con la finalidad de impedir la destruccion de macromoléculas
labiles en condiciones acidas o alcalinas. Enun medio de cultivo, con medio
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labiles en condiciones acidas o alcalinas. En un medio de cultivo, con medio
no renovado, el pH puede cambiar durante el crecimienta como consecuencia
de las reacciones metabdlicas, por ello st emplvan amertiguadores para
mantener constante el pH, mismo que depende del tipo de organismo, ya que
debe de permanecer en hongos de 4.5a 7.0, en levaduras de 4.5a 6.0 y en
bacterias de 6.0 a 7.5 (Madigan, 1998).

- Agua, todos los microorganismas requieren agua y sudisponibilidad depende
no solo del contenide de é€sta en el medio ambiente, sino también de la
concentracion de solutos en ella; si el agua esta asociada a los solutos, entonces
no estd disponible para los micraorganismos. [.a disponibilidad de agua se
expresa generalmente en términos fisicos como “actividad de agua™ (aw),
que es la razdn entre la presion de vapor del aire en equilibrio con una sustancia
o solucidn y la presidn de vapor a la misma temperatura del agua pura. El
agua se difunde de una regién de baja concentracion de soluto, a otra de
mayor concentracion de solutos (0smosis). Los solutos que se acumulan en
el citoplasma para ajustar la actividad de agua no deben ser inhibitorios para
la bioquimica celular; ya que estos compuestos, son muy solubles enaguae
incluyen diversas azicares, polialcaholes, aminoacidos y derivados (Bailey,
1986).

- Aire, para el crecimienta de muchos microorganismos aerdbicos es necesario
suministrar suficiente aire debido a la baja solubilidad del oxigeno, ya que el
que es utilizado durante el crecimiento microbiano noes reemplazade siempre
por difusion del aire; ademas, la oxidacidn de la fuente de carbongo y su
transformacidn en células, productos y CO, establece una demanda de
oxigeno que es esencial satisfacer a través de la aereacion y mezclado del
cuitivo (Bailey, 1986; Madigan, 1998; Quintera, 1993).

Las levaduras y hongos filamentosos pueden crecer en muy diversos substratos; se
desarrallan en un amplio rango de temperatura y un pH dc 2 a 7; por lo tanto, los nutrientes
utilizados y las condiciones de cultivo son muy importantes para la produccion de biomasa
y metabolitos secundarios a partir de estgs microorgamismos (Quintero, 1993).

[.a compasicion de los medios de cultivo se clasifican quimicamente endefinidos y complejos
dependiendo de si su composicion es conocida o no. Es necesario un balance de los
componeantes elementales para proporcionar los nutrientes requeridos para obtener la
biomasa. [.as microorganismos requicren para su crecimicnto una fuente de encrgia y una
de carbano, en la mayoria de la fermentaciones industriales una misma fuente provee
ambas y es necesario que la fuente de materia contenga todos los elementos constitutivos
de la masa celular en las proporciones requeridas para la composicidn interna del organismo
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(H, O, C, N, S, P, Mg, Mn, Ca, Fe, Co, Zn, Cu, Mo) (Stanbury, 1984).

La composicién celular depende del tipo de microorganismos; por ejempla, las bacterias
levaduras y hongos, caen en €l siguiente rango: carbdn 45-55%, nitrdgena 6-14% potasio
0.5-2%, fosforo 1-3%, magnesio 0.1-1%, azufre 0.02-1%, calcio 1%, (porciento en pesa
seco), También estan presentes minerales menores tales como cobre 0.1-10mg, fierro |-
10mg, zinc lmg y manganeso J-Smg. (Trivedi ef a/ 1986).

La formulacion del medio de cultivo debe considerar todos los elementos antes mencionados
ademds de otros necesarios para la produccion de metabolitos especiales como los pigmentus,
antibidticos, y enzimas, entre atros. Las constituyentes se clasificanen gruposde laAala
D. El grupo “A™ contiene tedos los nutrientes necesarios excepto nitrdgeno (Glucosa,
KH,PO,, MgSO, 7H,0, CaCl,, Fe(S0,),, ZnSO,.7H,0, CuS0, 7H,0, MnSQ, FLO); el
grupo “B” provee nitrdgeno en forma de ion amonio, que es metabolizado por la mayoria
de los microorganismos en forma de sales mingraies (NH,Cl, NH (SO,),) y/0 compuestos
organicos (urea, aminoacidos). La funcidn del grupo *C”, un quelato cuya férmula gen-
eral es C.H,Na,O,.2H,O, proporciona el ion metal en solucion, éste también causa efectos
téxicos, sobre todo cuando el indcula es pequeiio. La propiedad buffer de los componentes
del grupe “D” es necesaria para mantener el pH adecuado (Na,HPO ,KH.PO,).

1.3.1 Cultivo continuo para la produccion de Proteina Unicelular (PUC)

En la década de los 60’s y principios de los 70°s, tuvo un gran auge la produccion de
proteinas unicelulares, pues s¢ pensaba que era una solucion posible a los problemas
alimentarios del mundo. Su produccion por medio de cultivos mixtos fue basada en suswatos
no convencionales, por ¢jemplo, en las parafinas y el metanol (Casas y col. 1971).

Lamayor experiencia en la produccion y usu de PUC, se hadado con [a levadura Candida
utilis (Torulopsis) y la Saccharamyces cerevisae, utilizada por mas de 50 afios en diversos
Faises y aprobada en los Estados Unidos por la Food Drug Administration (FDA) para
consumo animal y humano {De la Torre, 1993; Kirsop, 1988).

Otra levaduraes |a § exiguus, lacual es preferidaala S. cerevisqe en el levantamiento de
masas agrias en panificacidn, por rolerar mas altas concentraciones de 4cido acético.
Ademas, tiene la caracteristica de utilizar como tuente de carbono, el alcohol etilico (Aguirre,
1993, Espinozs, 1992; Galén, 1981; Olguin, 1993). La $: exiguas, forma un pseudomicelio
y en su fase amorfica se l¢ canoce como . holmii (American Type Culture Collection
“ATC.C7, 1990, Alexopoulus, 1956).

{2



En un trabajo preliminar realizado en la sala de Biotccnologia del Departamento de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Auténoma de Nuevo
L.eon, con la levadura S. exiguus y el hongo HPPRI en cultivo cantinuo, se establecid que
¢s posible mantener el predominio de la forma miceliar sobre la forma oval, que en un
principio es de color blanco y posteriormente cambia a rojo; para lograr esto, la
cancentracion del alcohal etilico, no debe ser mayor al 3% para evitar la pérdida del
pigmento en la forma miceliar (Alvarez, et ul,, 1994b).

L3.2  Produccion de carotenoides por un cultive mixto mediante cultivo
continuo.

Los carotenos son de reciente interés por su potencial de prevenir y disminuir enfermedades
coma la arteriosclerasis, cdncer, y el envejecimiento; €stos actiian como micronutrimentos
con actividad antioxidante inhibiendo la lipidoperoxidacién, pues en gran parte los
componentes en las membranas celulares son acidas grasos polinsaturados; otros
camponentes intracelulares sujetos a oxidacion pero en menor grado son las enzimas y los
acidos desoxirribonugléico. En la figura | se muestran los radicales libres gengrados de
fuentes enddgenas como la cadena respiratoria, enzimas oxidantes, células fagociticas,
etc. y/o exogenas coma los alimentos, contaminantes, fanmacos, humo de cigarro, etc.
(Pineda, 1994).

Los carotenos (CH), tienen dobles enlaces que pueden autooxidarse par reaccionar con el
oxigeno atmosfcrico, aunque la velocidad conm la que se cxiden, dependera de 1a luz,
temperatura y presencia de prooxidantes y antioxidantes; combinarsg con radicales libres
de acidos grasos (ROO.} forman el lipido-tudroperdxido (ROOH.) y un radical caroteno
(C.) (Frankel, 1993; Haard, 1992).

Inflamacion lesidn inmunoldgica Cataratogénesis
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Céncer 0~ Anion Superoxido
HO. Radical Hidroxllo
ROO - Radica] Peroxi
1202 Oxigeno Singulete
NOMO2- Mondxido/Didxido Isquernia-Estados

Reacciones inducidas

por Medicamentos deNivopens de Reflujo
Demencia Senil Arteriogsclerosis

Figura 1.- Los Carotenoys como antioxidantes en la prevencion de enfermedades.




La estructura quimica de los carotenoides es poliénica, consta de 40 atomos de carbano,
tormada por ocho unidades de isopreno, cuyo arreglo sc hace inversao en el centro; pueden
ser lincales o tener ciclizaciones en los extremos. El nombre génerico de “carotenaides”
deriva de la zanahoria Dacus carota (Badui, 1994).

Se dividen en dos grandes grupos pot su estructura quimica:

Caratenos, tienen caracteristicas de hidrocarburos, son sulubles en
cter de petrdleo y un poco en etanol; ejemplos: a, 3, y ~carctenas, y
licopeno.

Xartafilas, son 1a forma oxidadz de los carotenos, se presentan como
acidos, aldehidos 0 alcoholes y son solubles en etanol, metanol y éter
de petrdleo; ejemplos: fucoxantina, luteina, zeoxantina y astaxantina.

Ambos grupus deben sus colores amarillo, anaranjado y rojo, a la conjugacion de los
dobles enlaces, asi como la presencia de los anillos aromiticos en los extremos, en estado
natural su configuracion es frans y con algunas excepciones cis. Las modificaciones en
estas estructuras provocan cambios notorios en €l color (Goodwin, 1976; Gordon, et al.,
1983; Haard, 1992).

Los carotenoides junto a la clorofila, se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, en plantas, algas y bacterias fotosintéticas; calorean las hojas otofales, frutos
y algunas flores y raices de plantas; hongos superiores y levaduras; asi como el exoesqueleto
de los mariscos y €l plumaje de muchas aves, entre gtros. Sin ellos, la came, muchos
pescados, los huevas y la mantequilla tendrian un aspecto quc nos pareceria poce sano 'y
nada apetituso (Ando, er o, 1989, Setsuko, ef af., 1994; Sommer, et al., 1991).

En las plantas y los microoorganismos, los carotencides son sintetizados como metabolitos
secundarios, que se producen por una necesidad de proteccion a los rayos UV, pero también
absorben la luz con fines fotosintéticos apartir de dos moléculas de Acetil-CoA (fig.2).

La biosintesis de los caratenoides (terpenoides), es a partir del dcido mevaldnico,
caracterizado porque en su estructura s¢ repite una unidad de 5 carbonos conucida como
isopreno; 8 moléculas de ésta, mas | pirofosfate, forman ¢l prefitoeno. La pérdida del
pirofosfato y la apertura del anillo dan lugar al fitoeno, caroteno incoloro a partir del que
se sintetizan todos los demds (Caortés, 1993b).
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Figura 2.- Bivsintesis de betacarotenos y xantdfilas en microorganismos

La carotenogénesis microbiana y vegetal se induce por diversos factores durante su
produccion via reactor tales como la luz azul o rgja, que son un buen fotcinductor (Medrano,
et al., 1969); y en ausencia de luz, se induce por la adiccion de sustancias coma y-hidroxi-
mercunvbenzoato, y-cloro-mercuricbenzoato, dumetilformamida, sucginamida, isonicotnoul
hidrazina y la B-ionona (Margalith, 1992). En el medio de cultivo, la presencia de glucosa,
acetato, leucina o extracto de levadura se convierte en mevalonato, que es el precursor de
todos los terpenoides, el retinal o la vitamina A (Kirsop, et af,, 1988),

La toma de substratos, excrecidn de productos y el curso del metabolismo intracelular,
dependen del control combinado de los antecedentes genéticos de la célula y las condiciones
del medio ambiente (Madigan, 1998).

Los productos de |a oxidacion d« carotenoides en cultivos de plantas y microorganismos,
incluyen compuestos volatiles, los cuales ticnen aromas florales como el aspirano, la 3 -
ionona y la B -damascenona y frutales camo el 3-13, y el B -14 apocarotenales (Haard,
1992).

Los inhibidores de la carotenogénesis son la difenilamina, nicoting, picidina, imidazole,
fenilpiridazinona, 2, (4 cloroteniltio) trietilamina, asi como las concentraciones elevadas
de alcanos, saturar el medio con nitrogeno y la exposicion prolongada a temperaturas altas
(Haan, er al, 1991).

En Japén, s¢ ha obtenido un caroteno color rojo del hongo Morascus anka y del M.
purpureus, misma que sc ha utilizado desde hace cientos de afios comao colorante alimenticio,
y destacando la fuente de glutamato monosddico como estimulante de la carotenogenesis;
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por el contrario, una alta concentracion de fosfates y sulfatas de magnesio tienen un efecto
inhihitorio (Blanc ¢r al 1994, Lin, er af, 1991; Zhang er af, 1982). Watanabe, 1974
citado par Francis, 1987 aislé un pigmenta rojo de la Penicillium purpurogen.

La presencia de dcido trispdrico colorea de color rojo los cigoforos Biakesleea trispora, y
Phycomyces sp.; también se habla de la induccidn de pigmentos en cultivos mixtos (Tafoya,
ef af,, 1993, Frengova, 1994).

Otro pigmento rojo s la astaxantina (3,3'-dibroxi-4,4'-diccto-f-caroteno), que se ohtiene
del basidiomiceto Phaffia rhodozyma (Andrews e af 1976) utilizando diversas fuentes de
carbono como la glucosa, 1a celabiosa, el etanol, el succinato de N-glutamina, la urea, el
sulfato de amonio y algunos materiales vegetales de desecho como tomates, chicharos y
uvas { Meyers, 1994, Longoetal, 1992). Al existir cambios en la temperatura se producen
otros carotenas diferentes como el toruleno y la torularodina (Polulyakhov, 1991).

Sabre cultivos mixtos para la obtencion de pigmento rojo con aplicacion en la industria
alimenticia estan la Rodothorula glutinisin y el Lactobacitlus helveticus (Frengova, 1994,
as{ como la Phaffia y el Bacillus circulans, este ultimo producc enzimas que liberan el
pigmento de la levadura (Johnson, et af, 1991).

1.3.3  Determtinacidn de la concentracion celuiar

La concentracién celular {X), se refiere al niimero de células yfo su masa celular; éstas, se
pueden determinar por diferentes métodos dependiendo de las caracteristicas fisicas de los
microorganismos, principalmeate por su tamano; puede contarse el nimero de celulay
utilizando un microscopio histalégico (Ross, 1979).

Otro procedimiento es “platear”, es decir, colocar un volumen pequeiio del cultivo en una
caja “Petri” con agar nutritivo, € incubarlo a una determinada temperatura durante Un
tiempo fijo; el resuitado se obtiene contando las colonias y se multiplica por la dilucidn que
se haya hecho (Larone 1987, Gimeno ef af, 1993).

El métado mds empleado es el fotométrica, se utiliza un filtro azul para medir la dispersion
de |a luz. El método espectrofotométrico cuantifica la concentracién celular midiendo la
absorbancia para [evaduras a una longitud de onda de 650nm y para bacterias a 635nm.

Los microorganismos miceliales se determinan por peso seco, cuya técnica consiste en
centrifugar o filtrar con papel millipore; se lavan cuidadosamente con agua o solucion
amortiguadora y se ponen a secar al vacio con una temperatura de 100°C de 6 a | 8h hasta
alcanzar un peso canstante (Quintero, 1990).
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1.3.4  Determinacion del color rojo en hongos y levaduras

Para extraer los pigmentos existen diversos métodos fisicos, quimicos y enzimaticos, ¢n
particular para los caratenoides libres, su sensibilidad a la luz, calor, oxigena y acidos lo
hacen sumamente inestable, par lo que es necesario agregar antioxidantes durante este
procesa,

Para la extruccidn del pigmento en hongos se recomienda combinar varios procedimicntos
usando hidrixido de potasig, fenol y sglventes organicos coma: acetona, metanol, etanol,
tetrahidrofurano o dimetitsulfoxida, previo congelamiento con dioxido de carbono, omolide
€n un mortero con arena y sulfato de sodio anhidro. Opcionalmente se pueden adadir
enzimas, o somficar para romper |a pared celular (Goodwin, 1976, Farkas, 1979).

La extraccidn con fluidos supercriticos, utilizanda diéxido de carbono modificado con
etanol, ha recibido atencién por no dejar residuos quimicos en &l material y utiliza
temperaturas moderadas (Spanos, ef al,, 1993, Marsili, ef al, 1993).

Los tejidos que van ha sec analizados se almacenan a-10°C o se liofilizan en |a presencia
de uno o mas antioxidantes sintéticos, que actilan como donadores de protones, tales como:
Etoxiquin, ETQ; derivados fendlicos como los tocofcroles naturales y sintéticos;
butilhidroxianisol, BHA; butilhidroxitolueno, BHT; palato de propilo y
terbutilthidroxiquinona, TBHQ; o been, pueden ser naturales, que son inhibidores de radicales
libres, como el acido ascérbice (vitamina C) y ascorbil palmitato (Badui, 1994, Kanaer,
1994, Sherwin,1972).

Paor lltimo, se transfieren cn éter de pétraleo, acetona o hexana, o bien, se recuperan en
aceite de saya removiendo el éter en un rotavapor al vacio (Andrews, et al., 1976; Nam, e!
al., 1988; Sedemak, er al, 1990).

La determinacién de carotenos totales en las células imactas suspendidas en agua destilada
muestran una maxima longitud de gnda de absarcion a 490nm y puede seleccionarse una
cmision /dser del ion argdn 4 488nm de excitacion y medirse en un microscopio con contraste
de fase y obtenerse una relacion entre la fluorescencia y el contenida de carotenoides
dentro de la célula sin observar diferencias por ¢l crecimiento del pseudonticelio (Gil, 1994).

Gil-Hwan, ez al., (1989), han aisiado y caracterizado levaduras mutantes hiperproductoras
de carctenoides par citometria de flujo y microscopia flusrescente de barrido con focal
{aser. También se pueden cuantificar de manera directa por métodos de analisis sensorial
(comparacidn colorimétrica) e instrumental como la espectrofotometria de reflactancia e
indirecta previa ¢xtraccion y purificacian por espectrofotometria ultravioleta-visible de
transmitancia.
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Para identificarlos y cuantificarlos individualmente se separan por cromatografia en una
capa fina de fase normal: silica gel G alcalina con antioxidante, alumina, microcelulosa y
de papel como fase estacionaria y solventes organicos no polares como fase mavil (Wu, ef
al., 1994), y en fase reversa: silica gel G impregnada con parafina o aceites: C 18 y solventes
organicos polares y agua {Sthal, 1967), se identifican por su color y su Factor de Retardo
o Frente Relativo (Rf, por sus siglas en inglés), que es la distancia en centimetros recorrida
por el pigmento entre la distancia en centimetras recarrida por el eluente y multiplicado
por100; s¢ cuantifican por espectrofotometria de ultravicletu-visible, reflectancia o infrarrajo
con transformada de Fourier (Monteville, et al., 1991, Goodwin, 1976).

Otro método alternativo es la Cromatografia Liquida de Al Presidn (HPLC por sus
siglas en inglés) en fase reversa, acoplado como detector un espectro de masas (Sedmak,
1990; Nam, et al,, 1988, Lindsay, 1992, Nelis, 1989).

Acuiculiura

1.4.1 Cultive del camardn

El cultivo del camaran a nivel laboratorio implica un entendimiento de lu fisiologia del
espécimen en estudio, desde su ciclo biolégico, identificacién y nutricion en cada estadio,
hasta la elaboracion de dietas, patolagia, parametros fisice-quimicos de la calidad de agua
y microbiologicos (Pruder, 1994, Provenzano, 1983). Ademas de esto, la preparacion del
agua marina sintética y el disefio hidedulico del sistema que permita una adccuada aireacion,
una buena recirculacion del agua, asi como el sistema de purificacién para reciclar en
agua, los controles de temperatura y luminosidad (Ricque, 1990).

El crecimiento del camardn esta influenciade por dos tipos de factores: |os intrinsecos,
como la salud, genética, entre otros; y los extrinsecos, como |a calidad del alimento, el
desarrollo, la competencia por espacio y alimeato, ete. (Tacon, 1987, Ponce, 1990).

La calidad de un alimento en particular para ¢l cultivo del camaron, es principalmente el
aspecto de atractabilidad y palatabilidad, va que aun, cuanda un alimento outricionalmente
estd balanceado, resulta de poco valor si no es consumido por el camardn. La mayoria de
los atructantes utilizadoys son aminodcidos (homarina, tauring, prolina), nucledtidos (ATP,
ADP, AMP), compuestos cuaternarios de amonio (betaleinas) y acidos arganicos (Costero,
1993). Por otra parte, contribuye de manera importante la estabilidad del alimento durante
su elaboracion y almacenaje porque repercutiria ¢n su valor nutricional y econdmico; asi
como ¢l contenido de vitaminas, biodisponibildad, digestibilidad de proteinas, perfil de
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aminoicidos, rancidez de grasas y aceites (Ricque, 1992 y 1994) y de sus interacciones
con la produccién de compuestos toxicas como la mollerosina (Abda er al 1990).

Para la fabricacion de las dietas experimentales, se incluye desde [a compra de las materias
primas, andlisis bromatologicos de los ingredientes, previa seleccidon conforme a las
necesidades fisioldgicas del camardn; la formulacion se hace con laayuda de un programa
computarizado llamado Mixit (Salazar, 1993; Hardy, 1991; Akiyama et af,1991).

Durante el procesamienta de las distas y su posterior almacenaje, es necesario establecer
controles de calidad y complementar con pruebas de lixiviacion, biodisponiblidad y digestion
m vitro (Cruz 1990a y b; De La Cruz e a/ 1989; Akiyama et ai,1998).

1.4.2 Importancia de las proteinas

Las proteinas deatro de la dieta de los camargnes, estd fundamentada desde el punto de
vista econdmico y nutritivo,

Dentro del contexto econdmico cabe cansiderar que el alimento constituye uno de los
gastos mas importantes en ¢l costo de produccion de los cultivos, que es aproximadamente
del 60%, y la fraccidn proteica del alimento constituye una porcidn fundamental de éste.

En cuantoal plano nutricional, las proteinas no son solo importantes sino indispeusables,
ya que los camaranes, en contraste can los organismos terrestres, son capaces de derivar
mds energia metabolizable del catabolismo proteico que de los carbohidrates. Por lo ante-
rior, los requerimientos de este nutriente han sido extensivamente estudiados par diterentes
autores, los cuales mencionan que su nivel de incorporacion dentro de los alimentos
comerciales varia de 25 a 55%. Esta variacion se da en funcion de la edad, de los habitos
alimenticios de la especie, de la calidad de la fuente proteica (Henley, 1994; IFAMM,;
1970), su digestibilidad (Cha, 1979) y del valorenergético de la dieta, entre otros (Glass ef
al, 1989; Cruz ef al, 1993).

La proteina de la dieta es utilizada por el camardn para diversos fines como el manteaimicnto
y reparacion de tejidos, crecimiento, formacion de nuevas proteinas funcionales y
estructurales (hormonas, enzimas, anticuerpos, etc.) y una gran cantidad de sustancias de
impartancia biologica, ademas de servir como substrato para la formacion de carbohidratos
y lipidos. Por ello, se requiere incorporar en la dieta ingredientes con alto contenido proteico,
puesto que, una vez cubierta la racidn de mantemmienta, existe una relacion directa casi
lineal entre la racion proteica y la tasa de crecimiento, hasta |legar al requerimiento proteico
que corresponde al punto de mdximo de crecimiento, y a partir del cual, aunque se agregue
mds proteina, el crecimiento no aumenta (Koshio ef al., 1993).

El interés del usc de levaduras en la nutricion de peces y crusticeos cs un antiguo topico,
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debido a su calidad proteica rica en lisina, biodisponibilidad, contenido en vitaminas del
grupo B, oligoelementos, fosforo formado a partir de dcidos nucleicos (estos ultimos actdan
como precursores de atractantes) ¥ por su contenido de carotenos (Haard, 1992).

Ademds aunado a esto, la levadura tiene la ventaja de que hay menos destruccion Jurante
el proceso de fabricacién de los alimentos de las vitaminas y factores de crecimiento
desconocidos por estar encapsulados (Cuzdn, 1994; Coutteau, 1990).

1.4.3  Pigmentos en acuicultura

1.a primera impresién que nosotras tenemos acerca de la calidad o aceptabilidad de un
alimento es organoléptica, principalmente, la visual. Los colores de los alimentos se deben
adistintos compuestos organicos, algunos se producen durante su manejo y procesamiento,
y otras son aiiadidos, como los pigmentos y colorantes, para obtener una coloracton descada
¢n la came de los peces o crusticeos en cautiverio (Latscha, 1991; Caswa, 1993b; Lewis,
1990).

Se reconocen diversos agentes de color sintético y natural; estos dltimos pueden ser de
procedencia vegetal como los derivados tetrapirrdlicos, los omnacromos, [as melaninas,
los indigoides, las quinonas, les flavinas, las purinas, las pteridinas y los carotenoides o de
procedencia animal conio las heme-proteinas (Badui, 1994), carotenoides y otros (Simpson,
1981).

Los carotenoides junto con las melaninas son los mas abundantes n la naturaleza; sin
embargo, solo son sintetizados “de navo " por las plantas y algunos microorganismaos, por
lo tanto, los animales son completamente dependientes de la obtencidn de estos suplementos
por medio de la dieta, los cuales transforma en metabolitos activos, ya sea para cumplir
funciones bioquimicas y/o de pigmentacion (Meyer 1986, 1994; Mcnasveta, 1993).

Estudios en camarones indican que |os carotencides en particular |a astaxantina, no serd
més cansiderada que como pigmento y se le clasifica como vitamina soluble en grasa
(Cortés, 1993a); ademads la astaxantina, junto con la vitamina C y E, son antioxidantes
naturales que toman parte de la defensa cantra los radicales libres (He, 1993; [ngensamson,
1993; Setusko, 1994). El camarén na es capaz de sintctizar astaxantina “de nove”, par la
tanto, debe ser incluidaen su dieta {Haard, 1987); fuentes naturales de astaxantina son las
harinas de Krill (Euphasia superba y Thysanoessa sp.), cabeza de camardn (Johnson,
1989), langosta (Ya, 1991), soya y de levaduras (Trivedi, 1986).

Varios estudios con la astaxantina sintétice (lamada Carophyil pink, producida por La
Roche © conticne un 80% del 3,3'dihidroxi-4-4’-diceto-(3-caroteno, muestran tanto en
camarones como en peces, una alts sobrevivencia, mejor crecimiento y aumento en la
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respuesta inmune. A pesar de su baja palatibilidad (Arango, 1994; D’Abramo, 1995;
Haard, 1987; Kurkumaly, 1993; Negre, 1993).

Los factores que influyen en la pigmentacién de los crusticeos son: por parte del pigmenta
la cantidad, estructura quimica, estabilidad, biodisponibilidad, forma y tiempa de
administracion; por parte de |a dieta: la calidad del alimento, composicidn, manufactura,
toma de alimento/FCR; segiin la especie: su genética, desarrallo, cstadio (muda),
metabolismo, sexo, estado nutricional, enfermedad (infeccidn bacterial, virosis, fungica,
parasitos, intoxicaciones) (Matson, 1986; Torrisen 1989 citado por Meyer, 1993; Torrisen
1990).

Principales Factores que Influyen en la Pigmentacion del Camardn

11111

Pigmeatos Alimento Animal Ambiente Enfermedad
Cantidad logredientes Especies Sistema de Cultivo Nutricional
Tipo / Estructura Compasicién Genética Calidad de Suelo Infecciones Bacteriales
Forma Manufactura Etapa de Desarrollo Calidad de Agua Vibrosis Fungicas
Estabilidad Caldad Metabolisma lluminacidn Parisitos
Biwlispoaibilidad Ingestw/FCR Sexn Variaciones Estacionales Envenenamivnto
Periodo de Adman. Tejide Blanco

Muda

Figura 3.- Factures que afectan en la pigmentacidn de Peneidos.

La mayor parte de los pigmentos en los camarones son metabolizados en el hepatopancreas,
el cual también tiene las funciones de depdsito temparal y donde el B-carotcno es
transformado e astaxantina (fig 2), la forma esterificada de la astaxantina se encuentra en
el tejido epidérmico (masculo), ¥ se localiza en los cromdforos hipodérmicos y la capa
pigmentada de |a epidermis del exoesqueleto, donde predominan las carotenoproteinas y
los carotenalipidos. (Matson, 1986; Meyer 1994; Torrisen ¢r af, 1990; Vincent 1988).
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Figura 4.- Biotransformacion del Betacaroteno - Astaxaniina.

Enlos Litupenaeus vannamei, L. monodon, L. japonicum, los pigmentos se encuentran en
los muasculos en forma de mono y diestercarotenoides, (Chien 1992; Menasveta 1993,
Yamada 1990,.

1.4.4 Actividad inmunoestimulante

La produccidn de camardn en cultivos intensivos, representa una actividad de alto riesgo,
ya que debido a su alta densidad de poblacidn se pucden desarrollar y transmitir patégenas
con mayor frecuencia (Chivez, 1993; Boonyaralpalin, 1990).

En la aciualidad se efectian analisis de la calidad del agua; la deteccion de infecciones se
efectia sacrificando cspecimencs; asimismo, el uso de vacunas y antibidticos para su
tratamiento resulta también a un elevado costo y paco resuclven la etiologia primaria.

Un tratamiento alternativo s ¢l uso de los probioticos (Ewing, 1989; Hoyos, 1990) €
inmunoestimulantes (Dehasque, 1995a y b; Raa, 1992 y 1994) que permiten estudiar los
mecanismos de defensa en el camardn (Litopenaeus sp.), el cual cuenta con un sistema de
defensa no especifico formada de lectinas, un sistema profenol oxidasa (proPQ) y células
caon actividad fagocitica. Al ser activados estos mecanismos de defensa, se ha observado
una mejora en la flora normal microbiana intema y externa, asi como un aumento en la
tolerancia en situaciones dc cstrés causados par cambios de temperatura, concentracion de
saley, manipulacidn y contaminacidn bacteriana, viral o quimica; por ejemplo, algunos
virus y bacterias se mantienen latentes y solamente causardn enfermedad en casos de
estrés como cn la combinacidn de monodon bacoluvirus MBV y el Fibria spp. (Nash,
1990; Sung. 1994a; Adler, 1994).
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En el caso especifico del Fibrio spp., bacteria asociada con el intestino, agallas y cuticulas
de camaron silvestre y cultivado; ha sido aislado en concentraciones bajas de la hemolinfa
dc camaroncs aparentemente sanos, mismo que probablemente fue introducido como
resultado del estres (Lightoer, ¢t al., 1992).

Dentro de las reacciones de defensa en invertebrados, s¢ gbserva con frecuencia la
melanizacion; la enzima involucrada en la sintcsis de melanina es la fenoloxidasa (PO),
(E.C 1.103.1; o difenol.oxigeno, 0xido-reductasa), la cual es capaz de oxidar los fenoles a
quinonas, que posteriormente polimerizan en forma no enzimatica a la melanina (Vargas,
1992; Soderhill, 1986).

Se ha demostrado que ¢l camardn posee un sistema inmune prioritario que depende
principalmente de la fagocitosis, encapsulacion, aglutinacion y la actividad de lisis de los
hemocitos que son c€lulas circulantes en la hemolinfa, que contienen enziemas hidroliticas
como: fosfatasa dcida, B-gluco-oxidasa y esterasa (Smith y Soderhill, 1986), su sistema
inmune va dirigido a cualquier actividad celular o respuesta humoral provocada por la
invasién microbiana o parasitaria, en reconocimiento inicial a algo extraio por el hospedero
(Sung, 1996).

La respuesta inmune se realiza a través de un complejo en cascada de sirena de proteasas
y otros factores en los hemocitos que son especificamente depositados por moléculas ajenas,
como el sistema profenoloxidasa (proPQ), ¥ es limitado a las células semigranuladas y
granuladas. La actevacidn escalonada del ProPO, sirve como receptor de seiiales propias,
liberada de la superficie de microorganismos o pardsitos y concluyg en la conversion de
proenzima para activar la profenoloxidasa, la cual es necesaria para sintetizar la melanina
bacterial; €sta, es activada por cantidades de 1,3-glucanos, liposacaridos o espontaneamente
a bajas concentraciones de calcio (Smith ¥ SGderhill, 1991 Robertson, 1990) Existea
numerosos repartes del aumento de sobrevivencia y evidencia de inmunoestimulacion debidas
al B-glucano purificado, (Itami, e al,, 1993; Manaers, 1974; Matsuo, 1993) la que da
apoyo a futuras investigaciones.
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II. OBJETIVOS

QObjetivo General:

Investigar el desamrollo Optimo en cultivo continuy de un cultivo mixto en mediv sintético
para la produccion de biomasa pigmentada de color rojo y su evaluacion en nutricion de
camardn blanco Liropenaeus vannamei.

Objetivos Especificos:

1. [dentificar los microorganismos presentes en el cultivo mixto,

2. Establecer parametros de optimizacion del cultivo mixto, en cultivo continuo, en
condiciones no estériles, para |a produccion de una biomasa pigmentada de color rojo,
utilizando como fucnte de carbona el alcahaol etilico.

3. Caracterizar yuimica y bioquimicamente la bivmasa pigmentada de color rojo,
deshidratada en polvo de HPPR1B y HPPR2.

4. Realizar bigensayos en la nutricion del camardn blanco Litopenaeus vannamei para
evaluar Ja biomasa pigmentada de color rojo como fuente proteica, activador del sistema
inmunoldgico, anti-estrés y pigmentante.

5. Realizar bioensayo de digestibilidad de la praoteina de la biomasa pigmentada HPPR2.
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III. MATERIAL Y METODOS

Se presentan en 2 apartados, correspondientes a las 2 ctapas de la presente investigacion:

Etapal. - Produccidn de biomasa pigmentada en cultivo continuo que incluye las variables
de la biusintesis de pigmentos a partir de um cultivu mixto con la biomasa HPPRI en
fresco “A”y deshidratada “B”, identificacién de los microorganismas, su caracterizacion
quimica y bioquimica de las biomasas HPPR1B roja, y HPPR2 rosa (Victorino, 19935).

Etapa [l.- Evaluacion nutricional de las biomasas pigmentadas HPPR1“B” y HPPR2 de
color rosa, obtenida a partir de la primera plantilla de Plackett-Burmann, en el camardn
blanco Litopenneus vannamei que incluye bioensayos de crecimiento, pigmentacion, ©
inmunoestimulacion con HPPR1 “B” y de digestibilidad de proteinas con la HPPR2.

ETAPA I - Produccion de biomasa pigmentada a partir de un cultive mixto en un
procese continuo

3.1 Identificacion de los microorganismos

[.a identificacion de HPPR1"A”;"B” y HPPR2 se realizd por aislamiento en placas con
medios selectivas (Catalogo de levaduras A.T.C.C., 1990; Larone, 1987), por su morfologia,
en microcultivos (Koneman, et al., 1985), y por pruebas de dimorfismo {(Ross, 1979).

Para su observacion al microscopio histologica (Zeiss), se tifieron las prugbas con KOH,
azul de metileno y de diazonio (Summerbell, 1985) y se tomaron fotografias, también se
observaron al microscopia elecrénico de transmision Zeiss EM-9. Previaments, las muestras
se fijaron en glutaraldehido 2.5%, en bufler de fostates 0.1 M, pH 7.2, y Os04 2%, también
en buffer, se dehidrataron con alcohol etilico cada 1S min al 65, 70, 75,....100%, y se
infiltraron en resina Embed. Se realizaron cortes de 60 y 90 nm de grosor con cuchilla de
vidrio en un ultramicrotomo Portes Blum MT-1; y se colorearon con acetato de uranilo
saturado y con citrato de plama (Spuor, 1969). Ademas se realizaron prucbas confirmatorias
con tirillas de APl Yeast 20 C (A.T.C.C., 1990).




3.2

Cultivo Mixto

3.2.1 Material biologico

Una muestra de biomasa pigmentada de color rgjo fue proporcionada en un tubo de 20ml
por el Dr. Hiram Medrano Roldan, jefe ¢l Departamento de Biotecnologia dei Tecnoldgico
de Durango. Al microscopio se observan levaduras ¢ hifas no pigmentadas, pucs el color
se difunde. Esta provenia de un cultivo de Sacchuromyces exiguus, el cual presentd
repentinamente una coloracion roja, probablemente debido a una contaminacién. En una
practica de cultivo continuo, a nivel de post-grado del curso de Ingenicria Bioquimica de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL. Se reprodujo de nuevo la biomasa pigmentada
de color rojo a la cual se le denomind hongo productor de color rojo nimero uno (HPPR1).

Este cultivo sc describe con detalle en ¢l anexo | (Alvarez, 1994a). Sc cosecharon 72 litros
de biomasa liquida a lo largo de 168h; La biomasa pigmento despues de 120h de cultivo.
A partir de las 140h se colectaron alrededor de14 litros de biomasa a la salida del reactor,
la cuai se filtro y almacend un volumen de media litro cubierto con aceite mineral y se
etiquetd como “A”. Por otra parte al total de la biomasa liquida colectada en cualro
garrafones de 20 litros, se juntaran y se liofilizaron en el “Spray Dryer”, se etiqueto como
biomasa ‘“B”, se almacené en frascos cerrados y protegidos de la luz. Cabe mencionar que
solo la Gltima fraccion alrededor de 18 litros era bien pigmentada y por lo tauto, la
concentracion del pigmento toral de la fraccion “B” fue de un cuarto de la coloracion
obtenida en los Gltimos 18 litros, La biomasa HPPR2 fue proporcionada por ¢l Macstro en
Ciencias C. R. Victorino.

3.2.2  Preparacion del medio de cultivo MM-LRM-ETOH

Para |a preparacion del medio de cuitivo MM-LRM-ETOH, se pesaron las cantidades
indicadas en las siguicntes tablas, aforandose con agua de [a llave a un litro.

Compuesto Cantidad (g/l)
Etanul 7.8
Cloruro de Amonio (NH C1) 50
Faostato de Potasio Dibasico (K.H.!PO‘, 50
Sulfata de Magnesio (MgSQ,) 25
Cloruro de Calcio (CaCl, ) 0.1
Cloruro de Sadio (NaCl) 0.1
Liquida de Remoja de Malz {(LRM) | &
Solucion de mincrales més vitaminas 25*

* ml
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Relacidn de la solucion de minerales mas vitaminas:

Compuesto Cantidad (mg/1)
FeSO,.7H,0 0.0280
ZnSO,.TH,0 0.0140
CuSO,.5H,0 0.0250
CoCl,.6HLO 0.0240
NaMbO, 2H,0 0.0240
MnSO,.H,0 0.0840
Biotina 0.0002
Tiamina 0.0400

El pH se reguld con dcida clorhidrico (RICH) IN; se afiadio el alcohol etilico al (% (V/V);
se inoculd en un 2% con ¢l cultivo activado y se mantuvo en cultivo intermitente (batch o
lote) durante 14h,. hasta obtenerse una DO de 1.6 para miciar el cultivo continuo.

3.2.3  Preparacion del inécule a partir de la biomasa HPPRI “A”

La reactivacion de las cepas se realizd en condiciones estériles en matraces Erlenmeyer
con capacidad de 500ml; mismos que contenian 100ml de medio mineral (MM) y alcohol
etilico (ETOH) al 1%,

El ETOH sintético fue proporcionado por la compafiia CYDSA; se afiadié una o varias
asadas de las cepas conservadas en aceite mineral ( la biomasa “A” ) y se colocaron¢n un
agitador giratorio New Brunswick, a 25°C y 300rpm durante 36h. A partir de este se
prepar¢ el indculo, tomando dos ml del medio de cultivo y se colocaron en un segunda
matraz con MM y ETOH al 1%; se colocaron ¢n el agitador con las mismas condiciones
que el primero; se midio la densidad dptica (DO} a 650nm hasta obtencr una DO de 1.6,
nusma ue ocuerio a las 36h.

3.2.4  Preparacion del indculo a partir de la biomasa HPPR{ “B”

La reactivacion de las cepas “B”, se realizd de la misma forma que * A”; durante 36h,
posteriormente por triplicado s¢ inocularon dos ml por matraz cn tres difereates medios de
esporulacion:

a) MM - ETOH 1% con extracto de levadura 0.2 %
b) MM - ETOH 1% con sulfata de amanio 0.2%
<) MM - ETOH 1% con aetata de sadio 0.2% y un ml LRM (1:10}.

Se agitaron a 300rpm a 25 C durante 48 a 60h hasta obtener el inécule pigmentado de
colores rosa, naranja o rojo. De 72 a 90 h se abservaron la formacian de “pcllets”, las
cuales no son recomendables como indculo. Se utilizé como invcule el medio ¢, por
presentar la mayor pigmentacion.
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3,2.5 Culrivo continuo

Se usaron Bioreactores New Bruaswick Scientific modelo MF-21 de 141ts, con ua volumen
de trabajo de diez litros a los cuales se les afiadio al 2% el indculo,

Previo a su uso, los reactores se esterilizaron sin medio de cultivo. con vapor hamedo
durante 15min. a una presiénde 115mm de Hg.

Se calibraron con un tacdmetro las potencias de los 3 reactores que trabajaron
simultaneamente. Asi, como la velocidad de alimentacion de la bomba peristaltica de tres
vias, se calibraron los electrodos de oxigeno con gas de Nitrogeno a cero y 100% en un
biorcactor con agua y agitacidn; tos de pl con soluciones amortiguadorasde 4 y 7, para
la temperatura el sensor inmersa en agwa con glicerol al 10% contra un termometso. La
espuma se controlo con ¢l antiespumante Down Corning FG-10al 20%.

3.2.6 Optimizacidn de la produccidn de pigmento “A"

La optimizacion de la produccidn del pigmento, se hizo a través del método Secuencial
Simplex modificado (MSSM) (Hendrix, 1980); éste, es un praceso ortogonal en el cual
todos los efectos pueden ser estimados independientemente unos de otras y se puede describir
como una estrategia de retroalimentacion estrictamente empirica y multifactorial de alta
eficacia que permite ubicar con relativa rapidez el optimo experimental, con calculos vari-
ables de expansion, contraccion o reflexidn que determinan las condiciones del (los)
siguiente(s) experimento(s), seglin las respuestas obterudas.

En base a los resultados preliminares segiin Alvarez, et al., (1994b), se determinaron 11
variables con valores altgs y bajos o la adiccion 0 sustraccion de alguncs compaonentes del
medio de cultivo durante un cuitivo continuo y con un tiempa total del proceso de 120 h:

8 Concenteacion de ianes hidrégeno pH

2) Valumen de aire / volumen de liquida / minuto (VVM)

3) Velocidad de alimentacion (flujo ml/min.)

4) Temperatura (T °C)

5) Agitacion {rpm)

6) Liguido de Remajo del Maiz presente o susente en ¢l cultivo cuntinuo a las 22 h
(LRM Q1)

7 Reingoculacidn a Jas 48 h (2[)

8) Eliminacidn 6 adicién de vitaminas a las 64 h (V Q. |)

9 Eliminacidn 4§ adicidn de minerales a las B0 h (M 0, 1)

10)  Eliminacion 6 adicion de NH Clalas 96 h (N 0, 1)

11y  Numero de propelas Rusthon (NP 2,3)

3.2.6.1 Optimizacién de la produccidn de pigmento HPPRI “A”

Con la biomasa “A", se utilizo la plantilla de Plackett Burman para ocho tratamientos,
correspondientes a siete variables (k), mds uno (k+1): pH tres y cuatro, VVM de medio y
de uno, 500 y 700cpm, y la eliminacian (0) o adicidn (1) de un segundo indeulo {2dol),
vitaminas (V) y minerales (M) y el cloruro de amonio (IN); cada uno agregado o eliminado
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a la hora especificada en | listado anterior; se fijaron cuatro de las variables: temperatura
a 30°C, tres propelas y ¢l LRM presente durante las primeras | 5h, y se eluminé al inici§ de
la adiccidn del medio de cultiva con un flujo de alimentacion de 400 ml/h:

t/v mm  VVM  pH 2dol v M N
1 500 0.5 3 0 1 1 1
2 700 0.5 3 l ] 0 0
3 500 1.0 3 1 0 1 0
4 700 1.0 3 0 0 0 ]
5 500 0.5 4 1 0 0 1
6 700 0.5 4 0 0 1 0
7 500 1.0 4 0 i 0 0
3 700 1.0 4 1 1 ] 1

Las biomasas pigmentadas resultantes seran clasificadas segan su color

J3.2.6.2 Optimizacion de la produccion de pigmenio HPPRI “B”

Con la biomasa “B”, s¢ probaron las siguientes siete variables: temperaturade 20y 25 °C,
pHde35y4.5 VVMdeunoy 1.5, 300 y 400rpm, niimero de propelas dos y tres, cambio
de flujo de alimentacion de 400 a 600 ml/h a las 80h v la adicion o eliminacion del LRM
a las 22h, cuando se inicid {a adiccion y sustraccion simultanea del medio de cultivo.

vv 19  pH VVM mpm NP F  LRM
9 20 35 ! 300 3 600 l
10 TORE (L3S [ 400 3 400 0
1 20 45 I 400 2 600 0
12 25 45 1 300 2 400 L
13 20 3.3 1.5 400 2 400 l
14 25 35 LS 300 2 600 O
15 20 45 L5 30 3 40 0
16 25 45 L5 400 3 600 1

3.2.6.3 Produccion de pigmento HPPR2

A partir de las cepas aisladas de HPPRIA se obtivo la biomasa de color rosa HPPRZ.
Durante su proceso se midieron los parametros reoldgicos para establecer un disefio de
bioproceso miceliary su escalamiento (Victorino, 1995).




3.2.7  Pardmetros de evaluacion del cultiva continuo

Observacién al micrascapio, se observaron al microscopio estructuras ovaladas y
pseuduhifas, utilizando una solucidn al 1% de KOH, azul de metileno y azul de diazonia.

Cinética de crecimiento del cultive continuo, se tomaron muestras del medio de cultiva
de 4ml cada dos h; y se midia la DO en un Espectrofotémetra Turner M690 a una longitud
de unda de 650am. Cuando se present la fase miceliar se cambio a pesv seco y se tomaron
10ml del medio de cultivo a la salida del reactor cada dos h durante el cultivo continuo; se
llevaron 4 una estufa de secado a 105°C a peso constante y colocaron los tubos en un
desecador para que se enfriaran; finalmente se pesaran en una balanza analitica con una
sensibilidad de 0.1mg (Sartorius MoD. 2842), se determind la diferencia en peso de los
tubos, obteniendo el peso seco celular par litro de medio de cultivo (LMC); con la ecuacion:
A=(B-C)/D; dondc A, representa los grs de biomasa por [LMC; B, ¢s la suma del peso del
tubo y la materia seca expresada en grs; C, es el pesa del ubo en grs y D, es el volumen de
la muestra en ts. Posterionmente se graficaron curvas de crecimiento DO § peso en grs
contra tiempa.

Velocidad especifica de crecimiento () y el tiempo de duplicacion (td), €stas se obtuvieron
a partir de las graficas dc absorbancia 0 peso seco, contra ¢l tiempo; la p sc obtiene de la
pendiente de la curva de crecimiento; la i, se obtiene de daos puatos en la cinélica de
crecimicnta (u) donde la biomasa se duplica, estos datos también se obtienen con la siguicnte
formula:

td= 0693
18

Para la copa HPPRI1 se calculé pmax y Ks, al graficar volumen de ctancl cn % contra g
(Eisenthal, et al,, 1974).

Determinacion del coeficiente de rendimienta celular, los coeficientes de rendimiento
celular en base al substrato (Yx/s) fueron determinados por la relacion de la biomasa
celular y el consumo de alcohol ctilico; éste se cuantificd en un Cramatégrafo de Gases
Beckman modelo GC-72-15, con un detector de ionizacion de flama (FID siglas en ingles)
y un wntegradar electromico SP200, en una columna de acero inoxidable con la fase
estacionaria solida “Porapak Q" con una longitud de 1.26m y 0.32cm de didmetro, y las
condiciones de andlisis fueron; temperaturas de la columna a 120°C, inyectos 4 180°C y
detector a 200°C. Como fase mévil un flujo de nitrogeno de 20 ¢c/min. Para su cuantificacion
se prepararon estandares de alcahol etilico y se usé como estindar interno el alcohol
isopropilico, ambos solventes fueron de la firma Merck® (Olguin, 1993).

¥x/s = X-Xo
So-§
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Yx/s= Caeficiente de rendimiento en base a substrato (g c€lulas secas/g substrato)
X = Concentracidn final de biomasa celular (g/L)

Xo=Concentracion inicial de biomasa celular (g/L.)

So=Concentracidn inicial de alcahol etilico (g/L)

S = Conceutracion final de alcohol etilico (/L)

Posteriormente se graficaron curvas de crecimiento (DO vs. tiempo en h; Eisenthal, et al.,
1990).

Coeficiente de rendimiento del producto pigmentv, se obtuvo con [a ecuacion: Yp=P/5;
que s la concentracion de pigmento por sustrato (alcohal etilico, fuente de carbona)
expresados en porcentaje. Para la determinacion de los pigmentos en la biomasa, primero
s¢ cuantiticd el pigmento a través de la medicion de carotenos totales en un Espectrototometio
Beckman modelo DU650, a 470nm de longitud de onda, y ss usé como estindar la
astaxantina sintética Carophyii pink de La Roche ®. Se mezcld con lana de vidrio y
congelo con CO, se extrajo con acetona el pigmento del micelio, siendo necesaria la
utilizacién de ultrasonido; se afladieron tres parciones de hexano y se lava con agua destilada
concloruro de sodio al 1%, para romper la emulsidn hexano-agua. Se juntaron los extractos
de hexano y se arfadid sulfato de sodic anhidro para eliminar el agua y sc us6 una mezcla
de antioxidantes (ETQy BHT al 0.1%), para proteger a los carotenos libres de la oxidacion.
(Sedmak, ef af., 1990).

Los extractos de hexano, se filtraron y se aforaron a un volumen de 20ml los cuales se
leyeron en el espectrofotometro de absorcion a 470nm, (Ya Tu, ¢f @/,1991). La
cuantificacion de astaxantina se cbtuvo mediante la formula siguiente:

(D3 470nm) (Volumen de aforacion) (1G0)
(Pesa hiimedo en gramos) (19.30%)

Asiaxantina ppm =

* Coeficiente de extincion de astaxantina en hexano = 1930

En un segundo método, se cuantificaron los pigmentos con un espectrofotometro de
reflactancia Madelo MS2020PL (fabricante Macbeth No. de serie: 22066038) y se uso el
programa Color Mentor C2 versidn 5.5 (Color formulation and control for pigment and
oxide, Macbeth color-eye), este equipo pertenece a la empresa PYOSA planta San Nicolas
de los Garze, donde se midid la fuerza del pigmento (7) obtenida de los valores de
luminosidad, rojicidad y tonalidad (Ver anexo [I); para leer las muestras se tomaron 10ml|
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del medio de cultivo de la biomasa al inicio y al final del cultivo continuo, se filtraron en
papel Whatman No. |, se secaron durante la noche en una estufa a 60°C y se almacenaron
cn la oscuridad en un legajo hasta que se efectud su lectura. Sc realizd una curva de
calibracion con una suspension de biomasa de Phaffia de Merck®, la cual conticne una
mezcla de carotenos (8000ppm de astaxantina} y con la 3, exiguues color blanco se hicieron
las diluciones correspondientes.

§ § &
|

g meegtlmula 2
Mg
™

0 1000 2000 3000 4000

ppm Carotanos Totales
Phaffig rhodozyma Merck

Figura 5 - Curva patron de la fuerza del pigmento presente calculada para el valor
triestimulo Z/ppm carotenos totales de la biomasa pigmentada Phaffiu.
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Figura 6.- Sistema de valores proporcionados por la Comision Internacional de
Iluminacion (L*a*b).
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Figura 7.- Sistema de valores proporcionados por la Comisién Internacional de
Hluminacion (L*H*C).
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Demanda de oxigeno (Na) y coeficiente de transferencia (Kla), se midi6 la concentracion
celular en un Espectrofotometro Turner M690 a una longitud de onda de 650 nm. Se
determinaron los valores de Ng y Kla durante el cultivo continuo entre las 70y 100 h, a

traves del método dindmico de Tagushi-Humphrey (1966). Realizandose en dos fases:

A)  Sesuspendid la entrada de aire, y con un electrodo medidor de oxigeno
de respuesta rapida se midié la disminucion de la concentracién de
oxigeno cada 10 segundos; se graficaron los resultados contra el tiempo,
para obtener la tasa especifica de consumo de oxigenodisuelto (Q .=
g mol-O,/g-célula-h) a partir de la pendiente, la cual corresponde a la
demanda de oxigeno (Na).

B)  Antes de que alcanzara el valor critico de C, (Oxigeno disuelto en ¢l
seno del Jiquido), se inicié de nuevo la aeracién y se midio el aumento
de la concentracion de oxigeno cada 10 segundos; graficandose con-
tra el tiempo, para obtener el coeficiente de transferencia (h).

A partir del valor de Na, se calculé el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno
Kla (hr'); mediante la siguiente ecuacion:

Kla=Nal(C*-C)
Na = Demanda de Oxigeno (g O,/LMCxhora)

C* = Concentracién de oxigeno en el medio de cultivo al nivel de saturacidu (g O,/1)
CL = Concentracién de oxigeno en el medio de cultivo durante el proceso de
fermentacion (g O,/1)

Anilisis Estadistico, se utilizo un modelo de prediccion para definir que variables tuvieron
efectos positivos o negativos en la produccion de pigmentos; y a través de un analisis de
ANQVA, se compararon las medias de la varianza a un nivel de significancia de 0.05.
Dichos analisis se realizaron con el software Design ease 3.0.8 para Windows 1995.

3.2.8  Caracterizacion Quimica y bioquimica de Biomasas pigmentadas

Las biomasas HPPR1 “B” y HPPR2 fueron bromatologica y bioquimicamente
caracterizadas.

Secado de biomasas, 1a biomasa pigmentada HPPR1 “B”obtenida en el reactor durante la
fase final del cultivo continue, s& mezclo con la biomasa de color blanco-crema, misma
que se colecto desde el inicio del cultivo continuo en tres garrafones con capacidad cada
uno de 18 Ito. Las biomasas homogenizadas HPPRI “B” y la HPPR2 fueron liofilizadas
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por separado en un equipo de secado en seco (Spray Dry) marca Apex mod SSE 6B, con
una velocidad de alimentacion de diez ml/min y a la temperatura méas baja que registro el
equipo (100°C).

Andlisis proximal ¢ bromatoligico, se realizaron mediante métodos oficiales, se
determinaron en por ciento los pardmetros de: humedad, ceniza, proteina, grasa, fibra
cruda, extracto libre de nitrégeno (A.0.A.C., 1990).

Caracterizacion de carotenos, los carotenos y las xantofilas se identificaron por
cromatografia en capa fina (Wu, ez al., 1994) y los carotenos totales se cuantificaron en un
Espectrofotometro DU-600 Beckman a 470nm. Se compararon contra el estandar de
Carophy!l pink La Roche® y extractos de diversas fuentes de carotenos y xantofilas
(Lindsday, 1992).

Perfil de aminoacidos, se realizé por HPLC en un equipo Beckman System Gold con
detector de arreglo de diodos y un sistema computarizado donde se registraron los resultados:
con una columna de intercambio iénico SPHEROGEL SE-sodio y se trabajé con un
gradiente; la fase movil en la bomba A fue un buffer NaPPB y en la bomba B Ninhidrina.
las proteinas de la biomasa pigmentada se precipitaron con acido tricloroacético; se
cuantificé la proteina total por el método de Bradford. La hidrdlisis de la proteina se
realizo por digestion humeda en un horno de microondas CEM. Se realizaron curvas de
calibracién con albimina y estandares de aminoacides (SIGMA). El analisis se realizé en
una empresa particular de la industria de alimentos del Estado de México.

Digestibilidad de la proteina in vitro con pepsina, se determiné por el método estandar
de la A.0.A.C. modificado por Torry (Castro, et al., 1993; Olsen, 1992), se calcularon los
datos con las siguientes formulas:

% n _ 1401 *a*n*1000
m * 100
%n = nitroégeno de la muestra
a = ml gastados en Titulacion
n = normalidad del H,SO,
m = peso muesira en grammos

% digestibilidad = 100* —261b - %na
%nb

%nb = nitrégeno de todos los reactivos menos el de la pepsina
%mna = nitrégeno de la muestra digerida
% ntp nitrégeno total de la muestra ( sin digerir).
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Etapa Il - Evaluacion Nutricional

Se realizaron cuatro bioensayos. El primero trata el crecimiento, el segundo la pigmentacién,
el tercero la digestibilidad de la proteina y el cuarto su actividad inmunoestimulante.

3.3 Formulacion de dietas experimentales

Se realizaron las formulaciones de las dietas controles y experimentales (tablas de las
paginas 40 y 42) con el software de nutricién Mixit, Agricultural software Consultants,
INC; Hardy, 1991, en funcion de los resultados del analisis bromatolégico de los ingredientes

Las dietas de los bicensayos crecimiento y pigmentacion, la biomasa pigmentada se
adicciond al 10%, la harina de pescado y de camarén se desgrasaron y despigmentaron por
medio del método Bligh & Dyer (1959), debido a que estos ingredientes son la fuente mas
importante de pigmentos, quedando entonces solamente una pequefia aportacion por el
gluten, la harina de trigo y la pasta de soya.

Para el bioensayo de digestibilidad, las dietas experimentales se prepararon cou la dieta
base (Tabla de la pagina 38) y la biomasa pigmentada en una relacion 70:30.

Para el bioensayo de inmunoestimulacion, la biomasa pigmentada se aplico externamente
en aceite al 1%, la composicion de los ingredientes en la dieta con un 30% de proteinas se
calcularon con el programa “Mixit,"utilizando las proporciones en peso seco siguientes:

Composicion de ingredientes en la dieta para el bieensayo de inmunestimulacion

Lista de ingredientes % de inclusion
Harina de pescado 17.003
Harina Krill antirtico 3.000
Pasta de Soya 7.572
Harina de Trnigo 56.175
Gluten de trigo 8.000
L-Metionina 0.020
Fosfato monosddico 1.793
Vitamina C 0.025
Colina 0.031
Inositol 0.076
Mezcla vitaminica* 0.022
Colesterol 0.172
Lecitina de soya 3.285
Aceite de pescado 2.701
Antioxidante (ETQ) 0.020

*Mezcla vitaminica en la dieta mg/Kg: Vitamina K, 20; tiamina: 150; riboflavina: 100; cianocobalamina
B, 0.1; 4cido folico: 20; piridoxina: 50; pantoténico: 100; niacina: 300, colina: 400; biotina: 1; inositol:
300; Vitaminz A: 15,000 U/Kg y Vilamina D3: 7,500 Ul/Kg. (Akiyama, et al, 1991).




3.4

Todos los ingredientes sélidos se molieron finamente en un turbomolino Pulvex M¥; se
pesaron de acuerdo a la formulacién y mezclandose en una batidora Kitchen-Aid M? modelo
K45SS de Slts, primero se agregaron las harinas, que son los macroingredientes, por un
lapso de 20 min; después se fueron agregando cada uno de los microingredientes y por
altimo se afiadio lentamente el aceite y 300 ml de agua, hasta obtener una pasta homogénea.
La pasta se pasé por un molino de came, TorRey™* M22, con un dado de 2mm de didmetro
de orificio. Con excepcion de la dictas experimentales del cuarto bioensayo, el aceite se
afiadi6 después del secado. Los “pellets” se secaron en una estufa eléctrica Shel Lab™®,
M1130FX, por espacio de ocho min., a 100°C; finalmente se llevaron a temperatura ambiente
y se conservaron en recipientes herméticos, debidamente etiquetados y en refrigeracion.

Los nutrientes que aportaron el 30% de proteina fueron la harina de pescado y el coextrnido
de harina de soya con pasta de camarén o krill en una relacién 1:1.

Un minimo de 20%, méximo abierto de carbohidratos o extracto libre de nitrogeno (ELN)
con harina de trigo; el 7.5% de lipidos con el aceite de pescado de Menhaden; ceniza
maximo un 10%, fibra méximo 4 % y un premix de vitaminas, colina, inositol y vitamina
C, fueron incluidas en la dieta en cantidades recomendadas por Akiyama (1991). La dosis
de vitamina E suplementada fue de 100ppm, ya que esta cantidad esta reportada por He y
Lawrence (1993), como un nivel 6ptimo para dar buen crecimiento sin generar un exceso
que actiie como antioxidante. Ademas se agregaron 130ppm de antioxidante sintético ETQ
para contrarrestar la oxidacién por extrusion, ya que no genera residuos en exceso en las
dietas experimentales.

Se elaboraron un kilo de cada unay al analizarlas, éstas fueron isoproteicas e isocaldricas,
cubriendo los requerimientos nutricionales para el camaron (Akiyama, et al., 1993a, 1993b).

Analisis proximal de dietas experimentales

En las dietas terminadas se determind el por ciento de proteina, grasa, fibra, ceniza, humedad
y por diferencia el Extracto Libre de Nitrégeno, utilizando los métodos oficiales (A.O.A.C.,
1990) y estandarizados en los equipos automaticos de la linea Tecator y en el
espectrofotometro Beckman DU650, del Laboratorio de Analisis Quimicos del Programa
de Maricultura, Depto. de Ecologia, Unidad “B”de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la U.AN.L.
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3.3

3.6

3.7

Pruebas de lixiviacion

Se colocaron dos, cinco 0 diez g de cada una de las dietas en canastas de malla metdlica de
ocho x ocho x diez cm llevadas a peso constante durante una hora dentro de un tanque con
circulacion de agua marina sintética; la pérdida de materia seca se obtuvo por medio de la
siguicnte férmula (Aquacop,1978):

% Pérdida de materig seca =(£1-Pc) x ms-(P2-P¢c)  x100
(P1-Pc) x ms

P1 = peso de la canasta més el alimento inicial himedo

Pc = peso de la canasta seca

ms = por ciento en peso, de la materia seca en la muestra al inicio de la prueba
P2 = peso de la canasta mas el alimento lixiviado seco

Material biologico

Para el bioensayo de crecimiento (1) se obtuvieron juveniles de 550mg de peso promedio
de camarén blanco L. vannamei del laboratorio de produccion de postlarvas GENESIS,
S.A de C.V. Puerto Pefiasco, Sonora.Para los bioensayos de pigmentacion (2) y el de
digestibilidad (3) se utilizaron de los mismos camarones alimentados con una dieta comercial
en los tanques de aclimatacién, con un peso de 2.17g a 2.88g y de 3.07g a 4.85¢g
respectivamente y para el de actividad inmunoestimulante (4) con un rango de 0.25g a
0.64g de una granja de La Paz, México, certificados y libres de agentes infecciosos Ejem.
virus.

Condiciones experimentales, manejo de larvas

Las larvas se aclimataron durante una semana con una dieta base comercial en uno de los
tres estanques de pre-engorda con dimensiones de 140x150x40cm., con una capacidad de
500Its, después se repartieron aleatoriamente en algunos de los 48 acuarios de fibra de
vidrio de 60x30x35cm, con una capacidad de 60lts cada uno, colocando diez camarones
en cada uno (densidad equivalente a 62.5 organismos por metro cuadrado), se procurd que
las medias del peso de los camarones de cada acuario fueran homogéneas; posteriormente
los pesos fueron analizados estadisticamente para obsetrvar si no existian diferencias en las
medias de cada uno de los acuarios antes de iniciar los bioensayos durante una segunda
semana con las dietas experimentales; cada tratamiento se cornod con 4 replicados. Los
experimentos tuvieron una duracion de 28 a 56 dias, alimentando los camarones al 8% de
su biomasa una vez al dia.
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3.8

Durante los bioensayos se monitoreo: la temperatura del agua con un termémetro WekslerM®
con un rango de 20 a 25°C; la salinidad se midié con un salinémetro Y SI® modelo 33 con
un rango de 0 2 100 %s.; y cada quince dias se¢ midio la concentracion de nitritos, nitratos,
amonio y pH con Kits rdpidos de Aquarium System™®, El fotoperiodo se mantuvo de 12 h
de luzy 12 h de obscuridad.

Bioensayo de crecimiento para evaluar la biomasa como fuente
proteica

Se elaboraron dos dietas (un kilo de cada una); la control y la experimental; en esta Gltima
se incluyeron 100 g de la biomasa pigmentada en sustitucion por la harina de pescado y
harina de trigo; se quitd el 1.3% de la harina de pescado y 8.7% de la harina de trigo y se
mantuvieron constantes las cantidades de los otros ingredientes, mismos que estan
expresados en % en la siguiente tabla.

Férmula de las dietas experimentales expresadas en gramos por ciento (%)

Ingredientes basicas D-CONTROL10 D-HPPRI110
Harina de pescado 13.00 11.70
HPPR1 0.00 100
Pasta de Soya 13.0 13.0
Harina de camarén 4.0 4.0
Harina de Trigo 52.833 44,133
Gluten de trigo 8.0 8.0
Mezcla vitaminica* 0.225 0.225
Metionina 0.108 0.108
Aceite de pescado 7518 7518
Fosfato monosodico 1.269 1.269
Vitamina C 0.025 025
Vitamina E 0.010 0.010
Antioxidante ETQ 0.013 0.013

*Mezcla vitaminica en la dieta mg/Kg: Vitamina K 20; tiamina: 150; riboflavina: 100; cianocobalamina
B,, 0.1; &cido ESlico: 20; piridoxina: 50; pantoténico: 100; niacina; 300; colina: 400; biotina: 1; inositol:
300; Vitamina A: 15,000 Ul/Kg y Vitamina D3: 7,500 UI/Kg. (Akiyama, et al., 1991).
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3.9

Los camarones s¢ alimentaron una vezal dia, cubriendo ¢l 8% de la biomasa total en cada
tanque. Se pesaron al inicio, a los 14y 28 dias, y todos los dias por apreciacion se registraron
los consumos de alimento y nimero de muertos, Al final se calcularon las tasas de:

Conversién Alimenticia (TCA), Crecimiento (TC), Crecimiento Relativo (TCR) y

Sobrevivencia (TS) con las siguientes formulas:

o - Alimento consumido
Tasa de conversionalimenticia(TCA) =

Peso ganado

peso final — pesoinicial

Tasa de crecimiento = * 100

pesoinicial

peso crecimiento experimental
tasa de crecimiento control

Tusa de crecimiento relativo= *100

Numero final de organismos

*100

Tasa de sobrevivencia(TS) = —— :
Numeroinicial de organismos

Para el consumo de alimento se tomaron en cuenta los valores promedios estimados de los
individuos vivos en el acuario al momento de la biometria. El consumo individual se calculé
en base al consumo de alimento estimado en porciento cada dia para el acuario y namero
de camarones vivos ese dia, la férmula utilizada fue la siguiente:

racién en el acuario x % consumido del dia
nitmero de camarones en el acuario ese dia

Tasa de consumo (g) = Z

Bioensayo para la determinacion de pigmentacion

Se elaboraron tres dietas: una control y dos experimentales; de las dietas experimentales se
quitaron siete g de la harina de trigo y tres g de la harina de pescado; en una se agrego
biomasa pigmentada HPPRI y en la otra ei basidiomiceto comercial Phaffia Merck®; el
resto de los ingredientes fueron tomados en base a la formula de la dieta control del bioensayo
de crecimiento.
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Formula de las dietas experimentales expresadas en gramos por ciento (%).

[ngredientes basicos D-CONTROL D- EXPERIMENTAL
Harina de pescado 13.00 10.00
HPPR1 o Phaffia 0.00 10.0
Pasta de Soya 13.0 13.0
Harina de camarén 4.0 4.0
Harina de Trigo 52.833 45.833
Gluten de trigo 8.0 8.0
Mezcla vitaminica* 0.225 0.225
Metionina 0.108 0.108
Aceite de pescado 7518 7518
Fosfato monosodico 1.269 1.269
Vitamina C 0.025 0.025
Vitamina E 0.010 0.010
Antioxtdante ETQ 0.013 0.013

*Mezcla vitaminica en la dieta mg/Kg: Vitamina K, 20; tiamina: 150; riboflavina: 100; cianocobalamina
B, 0.1; dcido fdlico: 20; piridoxina: 50; pantoténico: 100; niacina: 300; colina: 400; biotina: 1; inositol:
3003 Vitamina A: 15,000 UUVKg y Vitamina D3: 7,500 UUKg, (Akiyama et al 1991).

Se tomaron como un segundo control positive los camarones de la sala alimentados con
una dieta comercial suplementada con artemia sp., que es rica en cataxantina

Laevaluacion biolégica se realizd de la misma manera que en el bioensayo de crecimiento.
Ademas al final del bioensayo se realizo la determinacion de la relacion hepatosomatica,
para conocer la capacidad de almacenamiento del pigmento, ésta se estimé segun el
procedimiento signiente: se disectd el hepatopancreas de cada camaran, el cual fue
pesado(P1) en una balanza AND M*modelo ER182A con una sensibilidad de 0.00001g.
Posteriormente se colocé el resto del cuerpo y se registré éste como (P2). Con la férmula
siguiente se determiné:

Relacion hepatosomatica = Peso hepatopdncreas (PJ) x 100
Peso del cuerpo (P2)

Para la cuantificacion de pigmentos los animales de cada dieta, se dividieron en dos grupos;
un grupo de camarones frescos y otro para camarones cocidos en agua hirviendo durante
fres minutos. Se elimin el exceso de agua con hojas de papel y se pesaron individualmente,
cada grupo se seccionaron y juntaron en tres partes: cefalotérax (cabeza y hepatopancreas),
caparazin (exoesqueleto) y musculo; cada fraccion se homogenizd y se extrajeron con
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acetona los pigmentos; los cuales se mezclaron con una porcidn igual de solucién de NaCl
al 5% en agua destilada y se lavaron con pequetias porciones de hexano, Los exiractos de
hexano se cuantificaron en el espectrofotometro de absorcidn a 470nm, (Ya Tu, ez al,, 1991).

Se realizé una curva de calibracion, con una solucion estindar de Carophyll pink,
procesandose por igual para obtener el porcentaje de recuperacion o pérdida. Se obtuvo el
limite de deteccion y el coeficiente de variacion con las precauciones necesarias (Ver pag.
30).

Una parte de los camarones cocidos de cada una de las dietas, se secaron entre toallas de
papel, congelaron y almacenaron con nitrégeno a -20°C hasta su lectura en el
espectrofotometro de reflectancia de la empresa PYOSA, donde se midié su luminosidad,
rojicidad y tonalidad; para efectuar las lecturas, los camarones se colocaron y pegaron
curveados en el centro de un cartoncillo y como referencia se tomd un grupo control con
una dieta sin carctenos.

3.10 Bioensayo para determinar el coeficiente de utilizacion digestiva

aparente de la proteina

Para la digestibilidad ir vivo se prepararon tres dietas con la formulacién de los bioensayos
de crecimiento y pigmentacion; misma que se usé como dieta control y en una proporcion
70:30 se adiccionaron la biomasa pigmentada HPPR2 obtenida del tratamiento tres de la
segunda plantilla y la ofra con la Phaffia comercial Merck®, las cuales se etiquetaron
como: CONTROL-30, HPPR2-30, y PHAFFIA-30 respectivamente.

Los camarones se alimentaron dos veces al dia, y se recolectaron las heces una hora después
por sifoneo durante 10 dias, hasta obtener 100 mg de heces en peso seco. Posteriormente
se determind la proteina total por el método micro Kjeldhal y el Cr,Q, se cuantificé por el
método espectrofotométrico a través de la siguiente curva de calibracion (R2=0.99958292).
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Figura 8.- Curva de calibracion de dioxido de cromo.

Se utilizo la dieta de Phaffia Merck como una referencia y el control y se midi6 la
digestibilidad de la protcina aparente in vivocon las siguiente formula:

% Dig = 100 -( 26 proteina en heces X % Cr,0_ endieta , 100)
% proteina en dieta % Cr,0, en heces

% Dig. del ingrediente = Dieg D.E x % nut.D.E. - 0.7 x Dig D.R x % nut. D.R.
0.3 x % nut. en la harina de pescado

D.E. = dieta experimeuntal con las proteinas (HPPR1 y Phaffia) a probar
D.R. = dieta de referencia que no contenga la proteina.

3.11 Bioensayo para determinar la actividad inmunoestimulante

Se elabord una dieta con [os ingredientes basicos, la cual se peletizd, secd y separd en 5
porciones. La dieta control se hizo con el aceite de pescado Menhaden al 2.7%; ademas se
hicieron suspensiones con el aceite de pescado en igual proporcion con cada una de las
biomasas: de HPPR1, de Phaffiay de S. cerevisae al 1% y de glucano al 0.1%,; éstas se
aplicaron externamente por aspersion (espreado) a la dieta base y se etiquetaron como:
AE-CONTROL-1, AE-HPPR1-1, AE-PHAFF]A-1, AE-S.C.-1, y AE-GLUCANO-1
respectivamente.
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Ingredientes Basicos en porciento

Harina de pescado 17.00
Harina Krill antartico 3.0
Pasta de Soya 7.97
Harina de Trigo 56.18
Gluten de trigo 8.00
L-Metionina 0.02
Fosfato monosodico 1.79
Vitamina C 0.025
Colina 0.031
Inositol 0.076
Mezcla vitaminica* 0.225
Colesterol 0.172
Lecitina de soya 3.29
Antioxidante ETQ 0.0201

Aceite de pescado “Menhaden” 2.7013

* Mezcla vitaminica en la dieta expresada en mg/Kg: Vitamina K 20; tiamina: 150; riboflavina: 100;
cianocobalamina B,, 0.1; acido folico: 20; piridoxina: 50; pantoténico: 100; niacina: 300; colina: 400; biotina:
1; inositel: 300; Vitamina A: 15,000 UVKg y Vitamina D3: 7,500 UI/Kg. (Akiyama, et af., 1989).

Pruebas de viabilidad, a las dietas AE 1% se realizaron pruebas de viabilidad antes y
después de la lixiviacion en agua marina durante 1 hora (Aquacop, 1978). Se cuantificaron
por conteo, en placas de PDA para microorganismos totales, en TCBS para vibrios y en
Agar-Rosa de Bengala selectivo para levaduras, todos ellos marca DIFCO (Brock, er al.,
1987).

*Tasas de crecimiento, conversion alimenticia y sobrevivencia los camarones se manejaron
de la misma forma que en el primer bioensayo, pero en esta ocasion se prolong6 el bioensayo
de 28 a 42 dias.

Efecto anti-estrés, Transcurridos 42 dias del bioensayo se tomaron camarones
aleatoriamente, en los cuales se midi6 la actividad estimulante por conteo de colonias de
vibrios en placas de TCBS de las diluciones con agua estéril (10'-10°) de la hemolinfa
obtenida de camarones expuestos a un estrés por inmersion a la cepa BP0S de V. harveyi
durante 24 h., en tres diluciones diferentes a partir de una solucion madre (UFC 2.84x107/
ml).

El biocnsayo se realizd en el exterior de la sala de zooctecnia para evitar la contaminacion
del sistema de recirculacion de agua marina sintética. Se colocaron diez camarones en
acuarios de 20x20x15¢m con capacidad de diez lto realizindose por tres replicados para
cada uno; 1) control, 2) levadura, 3) Phaffia, 4) HPPR1 y 5) control-control no expuesto
a bacterias.
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Para determinar el desafio bacteriano en la hemolinfa, se tomaron 101 de hemolinfa via
seno ventral de la base del pledpodo del primer segmento abdominal de 2 camarones de
cada uno de los tratamientos con micropipetas estériles, a las 3, 6,9, 15 y 27 h posteriores
a la inoculacién del V. harveyi, y se rociaron en placas de agar TCBS y se distribuyeron
uniformemente con una varilla de vidrio estéril; [as unidades formadoras de colonia (UFC)
se contaron después de incubarse por 24 h a temperatura ambiente (28°C aproximadarmente).

Todas las muertes que ocurrieron durante el experimento fueron registradas.

Respuesta inmunoligica, el 24 de septiembre de 1996, los camarones sobrevivientes del
experimento de crecimiento fueron transferidos via aérea dentro de bolsas de plastico; la
mifad llena con agua marina y ¢l resto con oxigeno; las bolsas fueron selladas y almacenadas
en cajas de hielo seco al CIAD en Hermosillo, México; a la mitad de los camarones se les

realiz6 el analisis de actividad enzimatica de la profenoloxidasa de acuerdo a Vargas-
Albores (1996).

Se obtuvieron 201 de la hemolinfa insertando puntillas estériles y se colocaron con 50pl
de anticoagulante (450nM NaCl,10mM KCl, 10nM EDTA disédico, 10mM HEPES, pH
7.3, 850mOsm/Kg) en tubos Eppendorf de 1.5ml. Se centrifugaron a 300 G por 10 min.,
el sedimento se lavo dos veces con 0.01M de buffer de cacodilato (CAC) y se resuspendié
en frio conuna dilucion de 1:10, con buffer de CAC 0.01M, 0.45mM de NaCl, 10mM de
CaCl,, 26 mM de MgCl,, con pH de 7; la suspension se homogenizd con un sonificador y
se centrifugd a 43,000 G por 20 min a una temperatura de 4°C y se conservo a -20°C.

La actividad de proPO se midi6 en un espectrofotométro a 490nm usando L-dopa (Sigma)
como sustrato; 200p] se mantuvieron a 37°C por 15min., se le anadieron 400ul de L-dopa
(1.6 mg/ml en buffer CAC), y se mezclaron por 1min.; posteriormente se afiadieron 400l
de buffer; se leyeron y determinaron las proteinas totales por el método de Bradford,
utilizando el suero de albumina bovina. El blanco fue preparado afiadiendo los reactivos al
buffer (PBS).

Los resultados fueron expresados en unidades y calculados como AAbs/min/mg de proteina.
Una unidad equivale a un cambio en absorbancia de 0.001/min/mg de proteina.
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Figura 9.- Curva de calibracion de proteina BSA (bovine serum albumin).
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3.12 Anadlisis estadistico

Para cada uno de los bicensayos se determuinaron las diferencias significativas entre los
datos obtenidos para cada bloque a través de pruebas de homogencidad de varianza de
Bartlett, se efectud un analisis de varianza ANOVA y pruebas de comparacién maltiple de
medias utilizando los métodos de Duncan y Tukey.

Se utilizé el programa de software SSPS/PC version 8.0 (1997).
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IV. RESULTADOS

Loy resultadus se presentan en 2 apartados, correspondientes a las 2 etapas de la presente
investigacion, el primero con los datos de la produccién de biomasa pigmentada HPPR1 y
HFPR2 a partir de un cultivo continuo y su caracterizacién quimica. El segundo con la
evaluacion nutricional de la biomasa pigmentada en ¢l camaron blanco L. vannamei.

ETAPA I - Produccion de biomasa pigmentada a partir de un cultivo
mix1o en un procese continuo

4.1 Identificacion de microorganismos

De la biomasa etiquetada como “A”, s¢ identificaron el HPPR1, como el basidiomiceto
Phaffia rhodozyma, el hongo filamentoso Penicillum sp. y la bacteria Pseudomonas sp.

De la biomasa etiquetada como “B”, las cepas aisladas en placas con medio de PDA se
identificaron una como ¢l basidiomiceto Phaffia rhodozyma por su pigmentacion naranja
y otra cepa que pigmentd de color rosa-naranga, la cual se Wentifico como Saccharomyces.
exiguus(fig. | 0-a). Sin embargo, al microscopio histoldgico no se observaron los pigmentos
por encontrarse difusos a mivel de la pared celular; a diferencia como son depositados en
una vacuola o saco ea la Phaffia rhodozyma Merck (tig.10-b).

Las observaciones al microscopio histoldgico, estereoscdpico y también electrinico,
mostraron células ovaladas y algunas en gemacion (fig. 10-c), formacion de micelio (fig.
10-d), y cortes transversales de células ovaladas y circulares respectivamente; estas dltimas
corresponden a las hifas con paredes celulares adelgazadas y ausencia de septas ( fig.
11).La presencia de ambas levaduras se confirmaron en tiritlas de APl al comparar las
cepas de la biomasa B con cepas puras de la Coleccidn del Laboratorio dc Microbiologia
FCB-UANL (fig. 12). También al ser resembradas en el medio de Gorodowas con la
formacion de ascasporas dentro de células en farma de raqueta para el género Saccharo-
myces (fig. 13-a) y su ausencia en las células circulares de Phaffia (fig. 13-b).

Ea la biomasa HPPR2 de color rosa no s observo |a presencia de (a §. exiguus.




b).- Depésitos de pigmentos en phaffia rhodozyma.

®

d).- Formacion de micelio del cultivo mixto.

Figura 10 .- Aislamiento de microorganismos (a) y observaciones
en el microscapio histolégico (b,c.d).
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Figura 11 - Observaciones al microscopio electrénico, corte transversal de células @

ovaladas y circulares de las hifas. ,IOTECAS
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Figura 12 .- Pruebas confirmatorias, tirillas API
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a).- Ascosporas del género Saccharomyces.

5;

b).- Ausencia de ascosporas en ¢l género Phaffia.

Figura 13 .- Produccién de ascosporas en medio de Gorodowas.
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4.2 Optimizacion de la produccion de pigmento

4.2.1 Cinética de crecimiento

Los tratamientos de las dos plantillas de Plackett-Burman, se procesaron en el siguiente
orden: 7,1,3,2.6,8,5,4y10, 13, 11,9, 16, 15, 12, 14. Se registraron cada dos horas su
DO durante 120 h, las concentraciones de oxigeno registradas para los pimera plantilla
fueron entre 40 y 80 % y para la segunda entre 60 y 80%. A continuacion se muestran las
curvas de crecimiento de las dos plantillas (figs 14 y 15).

En la primera el cultivo continuo se inicié a las 15 h de edad del medio de cultivo, las
células observadas al Microscopio inicialmente eran ovaladas y a las 30 h se presentaron
la formacién de escasas pseudohifas con una pigmentacion difusa a lo largo de la pared
celular (fig.16 y 17). La pigmentacion de color rojo mas intensa se presento en la biomasa
del tratamiento tres después de las 100 h, pero solo en la biomasa adherida a las paredes de
la parte superior del reactor, para los otros tratamientos la biomasa fue de color crema.

Cinética de Crecimiento
en Cultivo Continuo

- =—=Trat v
© 22_;8 —a— Trat.2
g %g Trat3
8 i = - s

120 T 71 T Trats
@ A i T 2] | _
f Wh e r-"-«uam.ﬁ_ {:""o e
R v — e R Vaie-an L

o —=—Trat8

Figura 14.- Cineticas de crecimiento, tratamientos del 1 al 8.
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Figura 17 .- Observaciones de hifas, microscopio esteroscépico.
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En la segunda plantilla, a las 50 h de iniciarse el cultivo continuo, se observo la presencia
de pseudohifas abundantes en todos los tratamientos; mismas que presentaban una
pigmentacion difusa a lo largo de su pared celular después de las 70 h de miciado el
proceso vy las cuales fueron de colores cremas inicialmente, v algunos cambiaron a rosas,
naranjas, v hasta moradas (fig 18).

Cinética de Crecimiento
en Cultivo Continuo

—e—Trat 8

—=—Trat 10
= Trat. 11
Y ——Trat 12
—u—Trat. 13
—e—Trat. 14
~p—Trat. 15
——Trat. 18

0/ 10 20 30 4 S0 60 76 86 g8 100

Horas

0.00 W% |

Figura 15.- Cinéticas de crecimiento, tratamientos del 9 al 16.
422 Evaluacion de pigmentacion y biomasa

En la siguiente tabla se resumen los datos de color por apreciacion visual, v se tomaron
muestras para cuantificarlos por espectrofotometria de reflectancia (fig. 19), se registraron
los colores que se presentaron en cada uno de los tratamientos en el reactor al final de cada
tratamiento. Por otra parte, también se tomaron muestras cada 2 h para cuantificar la
biomasa por el método gravimétrico y se obtuvo un promedio entre las 20 a las 100 h.

De los primeros ocho tratamientos, que correspondieron a la primera plantilla, solo el
No.tres presentd pigmentacion de color rojo en la biomasa, la cual estaba adherida a la
parte superior del reactor; la biomasa de cada uno de los ocho tratamientos, se deshidrato
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Figura 18.- Pigmentacion obtenida en los tratamientos del 9 al 16.
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Figura 19.- Pigmentacion obtenida en los tratamientos del 9 al 16.




en un liofilizador de charolas, se resuspendié y filtré para su cuantificacion de la intensidad
de color, la cual dio una concentraciéon de 2800ppm y solo el 10% fue astaxantina (se
cuantificé por cromatografia de capa fina de alta resolucion; conocido por sus siglas en
inglés HPTLC). '

La produccion de biomasa a las 15 h fue de 6.551 a 7.835 g/l y con un consumo de etanol
de 5.22 a 7.62 y un rango entre las 20 a las 100 h de 1.82 a2.913 g/l yde | a2 g/l
respectivamente (fig. 20).

Produccion de biomasa, consumo de etanol, color y concentracion de pigmentos

Tratamiento ~ Biomasa Etanol Color Biomasa  Carotenos
g/1* g/1* observado g/1** ppm

1 6.551 532 crema - crema 2.032 100
2 7.03 S crema - verde 2.178 100
3 6.958  5.32 crema - “rojo” 2.034 “2800”
4 7.013 7.62 crema - rosa 2913 100
5 6.716 5.27 crema - verde 2.016 100
6 7835 4.76 crema - verde 1.82 100
7 7.11 6.65 erema - amarillo 2.544 100
8 7.428 5.22 crema - crema 1.994 100

a las'15 h gramos de etanol consumido

i promedio de 20 a las 100 h, consumo de etanol 0.2%

o

pigmentos adheridos a la pared del reactor en la parte superior

Produccion de Biomasa

|15 horas |
@ 100 horas

O = N © »& 00 O N O

Figura 20.- Produccion de Biomasa en los tratamientos del 1 al 8.




Para la segunda plantilla 9, 10, 11 y 13. El tratamiento nimero nueve, fue el (inico que
presento coloracion rosa en todo el reactor; mientras que el 11 presenté un color naranja,
parael 10y 13, solo a nivel del micelio adherido en la parte superior del reactor; de color
rosa y morado respectivamente. Asi mismo, se observé que la concentracién de biomasa
(su peso en seco) es inversamente proporcional a la produccién de pigmento. La produccién
de biomasa a las 22 h oscil6 de 2.031 a 4.987 g/l y con un consumo de etanol de 5.958 a
6.835 y entre las 20 a las 100 h una biomasade 1.19 a 1.994 g/l y un consumo de etanol
de 1 a2 g/l (fig. 21).

Produccion de biomasa, consumo de etanol, color y concentracion de pigmentos

Tratamiento Biomasa Etanol Color Biomasa  Carotenos
g/I* g/1* observado g/1** ppm

9 3.678 6.051 crema - rosa 1.19 2800
10 4.463 6.03 crema -rosa” 1.38 “2800”
11 4.162 5.958 crema - naranja 1.09 1800
12 4.58 6.013 crema - crema 1.21 100
13 4,987 6.116 crema -"morado” 1.22 “8000"
14 2.031 6.835 crema - crema 1.23 100
15 3.795 6.13 crema - crema 1.26 100
16 4633 6.275 crema - crema 1.994 100

® a las 22 h gramos de etanol consumido

** promedio de 20 a las 100 h, consumo de etanol 0.2%

e pigmentos adheridos a la pared del reactor en la parte superior

Produccién de biomasa

45

35

25 e e
" @15 horas

® 100 horas

15

05

9 0 M 12 13 14 15 1B
Tratamientos

Figura 21.- Produccion de Biomasa en los tratamientos del 9 al 16.
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4.2.3  Evaluacion de la cinética del cultivo continuo

Los valores de p, fueron obtenidos de la fase de crecimiento exponencial. Alas 150 16 h
estos valores cambiaron a D, debido a la introduccién de medio de cultivo fresco y su

salida correspondiente.

En la tabla siguiente se muestran los rendimientos YX/S, YP/S y Y P/X correspondientes a
la primera plantilla, donde P representa los pigmentos totales, de los cuales solo un 10%
corresponde a la xantdfila llamada astaxantina. Ademas los valores de la velocidad de

crecimiento y tiempos de duplicacion (figs. 22 y 23).

Evaluacion de la cinética del cultivo continuo

Tratamiento p(hr') td(hr) YX/S* YP/S»* Y P/X**
1 0.0859 8.00 1.016 0.05 0.0492
2 0.0962 7.20 1.089 0.05 0.0459
3 0.1431 5.24 1.017 0.14 0.1376
4 0.1671 4.15 1.456 0.05 0.0343
5 0.1088 6.36 1.008 0.05 0.0496
6 0.0920 7.53 0.910 0.05 0.0549
7 0.1765 4.32 1.272 0.05 0.0393
8 0.1079 6.42 0.997 0.05 0.0501
* 15 hr/** 100 hr
Rendimiento Biomasa/etanol
18
: Lt
s |m 15 horas |
ll100horas

Figura 22.- Rendimiento de Biomasa-sustrato de los tratamientos del 1 al 8.




Rendimiento Pigmento/Biomasa

Y PIX

Figura 23.- Rendimiento del Pigmento-Biomasa de los tratamientos del I al 8,

Los tiempos de duplicacion de los microorganismos oscilaron entre las 4.5 y las 8 h; la
fuente de carbono inicial utilizada por los microorganismos, fueron los aziicares presentes
en el medio de cultivo, ya que la concentracion de etanol inicial registrada fue de 8g/I,
permaneciendo sin cambios durante este mismo lapso; posteriormente (15 h) se registraron
en promedio 2g/1.

En la tabla siguiente se muestran las velocidades de crecimiento, tiempos de duplicacién y
los rendimientos YX/S, YP/Sy Y P/X de los tratamientos del 9 al 16. El tratamiento nimero
nueve con un rendimiento de 0.2352 se le denominé hongo productor de pigmento rosa
numero dos (HPPR2).

Evaluacion de la cinética del cultivo continuo

Tratamiento p(hr!) td(hr) X X/S* YP/S¥* Y) PEXY
9 0.0978 7.00 0.595 0.14 0.2352
10 0.0899 8.00 0.690 0.14 0.2028
11 0.0698 10.00 0.545 0.09 0.1651
12 0.1012 7.00 0.605 0.05 0.0826
13 0.1520 4.56 0.610 0.40 0.6557
14 0.0696 10.00 0.615 0.05 0.0813
15 0.0978 7.00 0.630 0.05 0.0793
16 0.1191 6.00 0.997 0.05 0.0501

*15 hr / **100 hr
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En el tratamiento niimero nueve se analizaron los pigmentos por cromatografia liquida de
alta resolucion y se identificaron la zeaxantina, la frans luteina y el B-caroteno. La
astaxantina no se detecté. Sin embargo, también se observaron otros carotenos no
identificados (figs. 24 y 25).

Rendimiento Biomasal/etanol

| 15 horas
W 100 horas

Y xis

Tratamientos

Figura 24.- Rendimiento de Biomasa-sustrato de los tratamientos del 9 al 16.

Rendimiento Pigmento/Biomasa

Y PIX

Tratamientos

Figura 25.- Rendimiento de Pigmento-Biomasa de los tratamientos del 9 al 16.




A partir del tratamiento que pigmentd ¢l namera tres de la primera plantilla, se planted la
segunda plantilla. Los datos se obtuvieron de las diferencias promedio entre Jos “peores” y
los “mejores”. Los resultados se analizaron por separadg, la produccion de biomasa y
pigmento. También se combinaron las dos respuestas y al producta se le sacd raiz cuadrada.
Posteriormente los datos fueron ordenados en una columna de menor a mayor, enseguida
se tomo el primer valor como el “peor” promedio y se saca la diferencia del promedio de la
suma de los 7 datos restantes (1:6); después se toma come promedio “peor” los tres primeros
datos contra los ¢uatre Gltimos (3:5), (5:3), (7:1), (2:4),(4:4), (6:2), de estos resultados se
obtuvieron los coeficientes de deseabilidad sacandole raiz a la n (n=numero de respuestas)
¥ se comparon <¢on los rendimientos obtenidos de las sumas horizontales de la tabla de
datos distribuidos segun la plantilla de Plackett-Burman (Hendrix, 1980).

Para la segunda plantilla el tratamiento 13 fue el que presentd mayor pigmentacidn y el
andlisis de los datos por el paquete “Design easy analysis”indicaron las variables Optimas
de trabajo que favorecerdn la pigmentacién son: la temperaturade 25°C, el de pH 4.5,
un volumen de aire por Ita de mediode cultivo (VVM), 2 propelas, una tasa de alimentacion
de 400 ml/h, la agitacion de 400rpm y la presencia del liquido de remojo ( LRM).

4.2.4  Caeficiente de transferencia y demanda bioldgica de oxigeno

De los tratamientos que presentaron pigmentacion: nueve, diez, L1 y i3, se determina por
duplicado su Na y Kla.

Resultados de ia Na y Kia

Tratamiento Na mg/1.hr Kla Lhr!

9 1208 302
1271 318
10 1023 256
1101 275
11 1185 296
1300 325
13 1023 256
1141 285
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4.2.5 Asociacion simbidtica

A continuacion se muestra la cinética de crecimiento de cada uno de [os microorganismos
del cultivo mixto. En la curva de levadura, estan presentes dos: el ascomiceto Saccharo-
myces exiguus y ¢l basidiomiceta Phaffia rhodozyma; el hungo corresponde al género
Penicillum y la bacteria al género Pseudomonas (fig. 26).

>~
& o

w

A

Biomasa (g/1)
< o= ; N ‘: w

o

0 10 20 30 40 50 &9 70 80
Tiempo (hr)

—&—Bacteria —a&— levadwra —@—HMongy —%— Cultive Mixto

Figura 26.- Cinéticas individuales de cada una de los microorganisros y del cultive moxio.

Los resultados de la figura anterior muestran que hay un efecto benéfico entre los individuos
que companen el cultivo mixto. La velocidad especifica de crecimiento para la Pseudomo-
nas sp., es de 0.112 h-1; para la Penticilium sp., 0.022 h-1; para la Phaffia y 1a S. exiguus
de 0.0758 h-1.

A pesar de que las velocidades de crecimiento de cada microorganismo son muy diferentes,
existe una asociacion entre ellos que permite, cuando se encuentran en comunidad, aumnentar
su velocidad especifica de crecimiento a 0.1194. Lsto es muy importante, debido a que este
cultivo mixto produce aproximadamente tres veces mds pigmento que ¢l que se obtendria
con cada uno de lus micrgorganismaes por separado. Lo anterior nos permite visualizar que
la asociacion entre los miembros de este cultivo positiva y/o benéfica, y puede ser mutualista,
cn la cual todas las especies resultan beneficiadas can esa asociacion, o comensalista, en la
cual alguna o algunas de las especies se benefician y las otras simplemente no se ven
afectadas.
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4.3 Caracterizacion bioquimica de la biomasa pigmentada HPPRI y

HPPR2

4.3.1  Andlisis proximal de la biomasa

Los resultados del analisis proximal de las biomasas de HPPRIB, HPPR2 y Fhaffia
rhodozyma producto comercial de la empresa Merck, se mucstran en la siguiente tabla. Se
obtuvo como dato importante que la Phajfia comercial muestra de un 25% a un 30%
menos de proteina que las biomasas HPPRLB y HPPR2 (fig. 27).

Parimetros | HPPRIB  HPPR2  Phaffia

raja rosa Merck®
Humedad 2.70 4,57 3.40
Cenizas 12.30 15.09 11.8
Grasas 1.20 0.80 0.36
Proteina 43.30 40.49 35.45
Fibra 1.20 1.20 2.12
ELN 39.30 37.85 46.37

4.3.2  Caracterizacion de caratenos

Como se observaron en las placas cromatograficas (fig. 28), los carotenos de las levaduras
cxperimentales HPPRIB, HPPR2, §. exiguus y la Phaffia, cerrespondicrona la astaxantina,
zeaxantina, f-caroteno y otros no identificados, con los Rf de 95, 90, y 5 respectivamente.
Se compararon con extractos de zanahoria, de flores de zempasuchil (80% de ¢rams luteina,
4.5% de zeaxantina), LRM (zeaxantina), extracta de zanahoria (3-carotenc), de harina de
camardn, Ademas los estindares de PB-caroteno/zeaxantina, astaxantina de Phaffia
rhodozyma Merck® y astaxantina sintética de La Roche®, llamado Carophyll Fink.
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Ademads bajo la estimulacion de la onda corta UV (236wm), se observaron tres manchas
con alta intensidad fluarescentes color lila con Rf de 35, 70 y 85; y otras con menor
intensidad en todas las muestras.

Identificacidn de carotenos por cromarografia en capa delgada

Carotenos Rf* Color
Astaxantina 95 rojo
Zeaxantina 90 amarillo
Desconocido 85 lila,,
Desconocido 70 lilag,
Desconocido 15 lilag,
B-carotena 5 rosa-nararija

* Factor de retardo o frente relativo
** Color por expgosicidn a la luz ultravioleta (236nm).

La cuantificacion de los carotenos totales por espectroscopia de absorcion en el visible no
se rcalizd en el laboratorio, primero no fue completa la extraccion de los caratenos (87%
de astaxantina) de la Phaffia rhodozyma Merck®. Ademds de los problemas para
mantenerla estable, al sustituirla por la astaxantina sintética esta fue parcialmente soluble
en hexano y los carotenos de HPPRI1 en hexano, al concentrarlos y recuperarlos cn metanal
st degradaban.

Las biomasas HPPR1 roja y HPPR2 rosa se analizaron por Cromatografia liquida de alta
resalucion (HPLC). Los carotenos identificados fueron zeaxantina, rans luteina y otros
carotenos no identificados; pero ninguna de estos comespondio a la astaxantina, Las muestras
analizadas por cromatografia de capa fina de alta resolucion (FIPTLC) y cuantificadas
por espectroscopia de reflectancia, reportan que de los carotenos totales un 2.8%
correspondia a la astaxantina

4.3.3  Perfil de aminodcidos

En la siguiente tabla se presentan los datos obtenidos del cromatograma de aminodcidos,
sus tiempos de retencidn, que le permite identificarlo y su purcentaje en peso.
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Figura 27.- De izquierda a derecha las Biomasas HPPRIB, HPPR2 y la
dieta HPPRI para los bioensayos.
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Figura 28.- Identificacién de carotenos por cromatografia en capa delgada,observacién directa y al UV.
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Perfil de Aminodcidos

Nimero de Tiempo de Nombre Porciento
Amunoicido Retencidn en peso
1 7.79 Acido aspértico 11.163

2 838 Treonina 5.780

3 11.08 Serina 6.237

4 13.01 Acido Glutamico 12.732

5 14.04 Prolina 1.198

6 18.48 Glicina 10.245

7 19.95 Alanina 12.232

8 22.66 Cistina 0612

9 25.39 Valina 6.083

10 26.82 Metionina 1.664

11 29.84 Isoleucina 4.581

12 30.65 Leucina 8.096

13 33.34 Tirosina 2.144

14 34.26 Fenilalanina 2494

15 41.34 Histidina 1.702

16 44.34 Lisina 8.589

17 59.43 Arginina 3.298

* El Triptofano no se detectd, por lo tanto no fue cuantificado. El pice
con ticmpo de retencidn dc 50, correspondio a un jon fosfata.

4.3.4  Digestibilidad de la proteina in vitra

Para |a biomasa pigmentada s¢ procesaron dos muestras (HPPR1 y HHPR2) y un coatrol
positivo la Phaffia Merck® en la siguiente tabla se muestran los resultados de digestibilidad,
fibra y grasa en porciento en peso




% Digestibilidad in vitro

HPPRI1 51.56
HPFR2 97.35
Phaffia Merck® 8221

ETAPA II - Evaluacion Nutricional de la biomasa pigmentada HPPR1
en camarones blancos juveniles Litopenaeus vannamei

4.4 Bioensayo de crecimiento

4.4.1 Andlisis proximal de ingredientes

Los resultados del andlisis bromatoldgico de los ingredientes experimentales se muestran
en la siguiente tabla. Las valores del porcentaje de grasa en la harinas de pescado y de
camaron disminuyeron considerablemente como resultado de la delipidacion y subsecuente
despigmentacion.

Andlisis proximal de ingredientes en porcentaje (% en base humeda)

Ingrediente Proteina  Grasa Fibra Ceniza ELN  Humedad
H. Pescado 71.93 930 0.58 14.60 1.56 1.99
H. Pescadol 74.53 041 022 14.73 1.33 870
Pasta Soya 46.12 0.89 2.23 6.36 39.52 437
H. Camardn 44.13 2.19 8.64 33.58 7.06 439
H. Camarén2 45.21 0.28 13.44 32.72 232 579
Gluten Triga 75.36 091 0.12 1.56 11.42 5.46
H. Trigo 12.78 (.32 0.506 1.38 7559 8.42

1.2 [ngredientes delipidados y despigmentados
ELN = Extracto libre de pitrogena
H. = Harina




4.4.2 Andlisis proximal de las dietas

Los resuliados del analisis proximal de |as dietas experimentales se resumen en la siguiente
tabla. Los porcentajes en base seca ohtenidos para todos los parametros fueron homogéneos,.
por lo que se consideran dietas isoproteicas, isolipidicas, isocaldricas y por igual la
estabilidad de las dietas en el agua marina.

Andlisis proximal de {as Dietas experimentales del bivensayo de crecimiento
(% en base kiuneda)

Parametwos D-HPPRI1-10 D-Control-10

Humedad 82 95
Cenizas 5.6 5.0
Grasas 7.4 e
Proteina 314 34
Fibra .5 1.4
ELN 459 455
Kg calorias 43433 430.79
p-m.s. 4.7 5.0

4.4.3  Evaluacidn bioldgica

4.4.3.1 Calidad de agua

Los parametros fisico-quimicos del agua marina de la sala de zooctecnia del programa de
maricultura durante el transcurso del primer hicensayo fueron registrados durante 5 semanas
(1 de aclimatizacion y 4 del bicensayo) dentra de los siguientes rangos: Temperatura de 25
a 29 C, salinidad de 35 a 36ppt., ¢l pH de 8.3 a 8.6, amoniaco 0.1ppm, los nitritos de 0 a
0.15ppm y nitratos de 25 a 28ppm.

4.4.3.2 Pardmerros bislégicos

Los resultados promedio de la tasas de sobrevivencia, crecimiento, consumg, incremento
y conversion alimenticia de las dos dietas experimentales. Después de los |4 y 28 dias de
experimentacion se presentan en la siguiente tabla. Ademas los valores de la prueba “t”de
Student para observar las diferencias.




Resultadoes promedio del bivensayo para evalugr crecimiento

Dietas Control HPPRI Valor Probabilidad

R Dias
Réplicas 5x10 4x10 det
Tasa de 0-14 92 95 0.607 0.545
Sobrevivencia 836 5.77
DS 0-23 72 85 2.129 0.578
10.95 5.77
Tasa de 0-14 21.70 31.45 1.084 0.366
Crecimiento 14.62 8.14
DS 0-28 43.55 63.95 0.75 0916
24.22 2262
Tasa de 0-14 0.19 0.40 2.446 0.0]5*
Consumo 0.09 0.17
DS 0-28 047 0.71 1.601 0.343
0.20 0.26
Tasa de 0-14 0.12 0.180 L31S 0.348
Incremento 0.03 0.05
DS 0-23 027 0.370 1.134 Q.84
0.13 0.13
Tasade 0-14 13.51 2.23 -0.810 0.05
Conversion alimeaticia 27.44 0.81 3.34
DS 0-28 204 208 0.045 0839
1.21 0.97

* Significativo a un nivel de significancia de 0.03.

Los resultados demuestran que las tasas de sobrevivencia y crecimiento de 0-14 y 0-28
dias de consumir la dieta experimental, no se observaron diferencias, a pesar que en los
datos st muestra una tendencia de aumento. Por otra parte, se observan diferencias en un
consumo mayor de la dieta experimental de los 0 a los 14 dias (P=0.015), ver analisis
estadistico en el anexo 2/1.
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Figura 29.- Representacion grdfica de las tasas de sobrevivencia (a) y crecimiento (b) del bioensayo

para evaluar la biomasa como fuente proteica.




4.5 Bioensayo de pigmentacion

4.5.1Analisis proximal de los ingredientes

Se utilizaron los mismos ingredientes del bicensayo de crecimiento(4.4.1)

4.5.2  Andlisis proximal de la dieta

Los porcentajes en base seca obtenidos para todos los parametros fueron homogéneos. Por
otra parte, cabe meacionar que en la formulacidn tedrica se restringic a un 30% el aporte
de proteina por los ingredientes. Sin embargo, en las dietas se encontraron valores mayores
a los esperados, pero este aumento fue similar en todas ellas, por lo que se consideran
dietas isoproteicas, isolipidicas, pero no en cuanto a calorias.

Andlisis proximal de las dietas experimentales del bioensayo de pigmentacion
(Porcentaje en base hiimeda)

Pardmetros HPPRI1 PhaffiaMerck®  Control

Humedad 5.35 5.62 6.28
Cenizas 6.53 6.17 6.55
Grasas 796 7.69 1.5

Proteina 37.39 36.8 36.52
Fibra 1.1 0.86 1.03
ELN 41.62 42 85 42.12
Kg calorias 428.36 445134 483.56
p.ms 5.35 3.62 6.28

4.5.3 Evaluacion nuiricional

4.5.3.1 Calidad de agua

Los parametras fistco-quimicos del agua marina de la Sala de Zooctecnia del Programa de
Maricultura durante el transcurso del segundo bioensayo fueron registrados durante cinco
semanas (uno de aclimatizacion y cuatro del bioensayo) dentro de los siguientes rangos:
Temperaturade 252 29 C, salinidad de 35 a J6ppt., el pH de 8.3 a 8 6, amoniaco 0. ppm,
los mitritos de 0 a 0.15ppm y nitratos de 25 a 28ppm.
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4.5.3.2 Pardmetros bioldgicos

Los resultados promedio de la tasas Je sobrevivencia, crecimiento, consumo, inuretenta y
conversion alimenticia de [as tres dietas experimentales; al final del bicensayo (28 dias) se
presentan en la siguiente tabla. Ademas s¢ incluyen los valores de £y probatilidad de la
ANOVA,

Resutiados promedio del bioensaya para evaluar pigmentacion

Dietas Dias Control HPPR1 Phaffia  Valoresde F/
oy (as bl
Réplicas 4x10 4x10 X Probabilidag
Tasa de 0-14 89.50 96.5 96.5 1.333
Sobrevivencia 7 7 7 0.311
DS 0-28 89.5 93 93 0.1111
7 14 4 0.896
Tasa de 0-14 34 .96 23.90 29.25 4.058
Crecimiento 4.98 5.72 452 0.09%
DS 0-28 71.99 33.65 53.10 17.77
9.52 1197 3.73 0.00 **=
Tasa de 0-14 2.63 2.42 2.41 1.10
Consumo 0.33 021 0.12 0.37
DS 0-28 5.46 4,65 517 1.638
087 .60 0.31 0247
Tasa de 0-14 0.87 0.65 0.65 1.77
Incremento 0.16 0.21 0.20 0.22
DS 0-28 1.79 0.91 1.37 13.17
021 0.34 0.13 0.002**"
Tasa de 0-14 3.08 3.94 398 1.13
Lonversidn alimenticia 0.6531 1.03 .11 0.364
DS 0-28 3.04 5.72 3.80 3.15
0.35 2.6 0.57 0.092

**2 dltamente significativo a un rivel de significancia de 0 05 .

Los resultados a los 0-28 dias demuestwan significativamente un aumento en la tasa de crecimiento
¢ incremento en la dieta control, pero no para las dietas experimentales (P=0.001 y P=0.002
respectivamente), mientras que para la tasa de sobreviveucia, conversian alimenticia y consuma
no s¢ abservaron diferencias entre las dietas, ver andlisis estadistico en el anexo 2/2.




TASA DE SOBREVIVENCIA

120

100 + L
i

TASA DE CRECIMIENTO

Figura 30.- Representacion grdfica de las tasas de sobrevivencia (a) y crecimiento (b) del bioensayo

para evaluar la biomasa como fuente de pigmentos.
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4.5.4  Evaluacion de pigmentacion

4.5.4.1 Relacion hepatosomdtica

El analisis estadistico indicé que no hubo diferencias significativas (P = 0.292), los valores
de la relacién hepatosomatica fueron de menor a mayor, primero ¢l control, seguido de HPPR1
y por altimo para la Phaffia (fig. 31 derecha); En la fig. 31 lado izquierdo, por apreciaciéon
visual, los hepatopdncreas fueron mas pigmentados en los camarones alimentados con HPPR1

RELACION HEPATOSOMATICA

RHP
O =W aAna

HPPRY CONTROL PHAFFIA

Figura 31.- Imdgen de hepatopéncreas con las dietas HPPRI y control. Grdfica de la
relacién hepatosomatica.

4.5.4.2 Cuantificacion de pigmentos

Para determinar la pigmentacion en L. vannamei,) se utilizaron dos métodes diferentes
espectrofotométricos 1) absorcion y 2) reflectancia. Después de los 28 dias los camarones
alimentados con las tres dictas: Phaffia, HPPR1 y Control, se formaron dos grupos, el
primero se fracciond en dos: A) crudos y B) cocidos, ademas, cada uno s¢ subdividié en
cabeza, exoesqueleto y musculo. Los pigmentos se extrajeron con acetona-hexano y se
leyeron en un espectrofotometro a 470 nm. La curva se realizo en metanol por lo cual los
calculos se realizaron con el coeficiente de astaxantina en hexano.

Los resultados se muestran en la fig.32. Al aplicar una ANOVA no se encontraron
diferencias, aunque existio una tendencia de aumento de pigmentacion para los camarones
alimentados con las dietas de Phaffia y HPPRI en todas las subdivisiones de ambas
fracciones, crudas o cocidas del camaron, con la excepcion de la cabeza cocida del con-
trol.
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Pigmentacion en Penneaus vannamei
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Figurg 32.- Cuantificacion de pigmentos por el método espectrofotométrico de absorcion

En ¢l segundo método, se compararon cuatro dictas: A: Control con dicta comercial
suplementada con arremia sp., B: HPPR1; C: Dieta control sin pigmentos; D: Phaffia.Se
midi6 el color con un espectrofotometro de reflectancia equipado con una lampara de
xenon, pulsado con una esfera para iluminacion difusa y eliminar el efecto de direccionalidad,
ademas un filtro UV y un adaptador en el area de exposicion grande o pequeiia para ser
utilizado en ¢l software Color Mentor( ver anexo II). Los resultados se analizaron, con los
valores Z que representan la fuerza del pigmento. No se encontraron diferencias significativas
(P = 0.243). Sin embargo, En las grafica y fotografia de la fig. 34 se¢ puede apreciar una

tendencia en pigmentacion mayor para el Control A, seguido de Phaffia, HPPR1 y por
ultimo la dieta C control sin pigmento adicional
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marones cocidos: 9 HPPR1, 2 control, 8 contol-artemia
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Figura 34.- Cuantificacién de pigmentos por el método espectrofotométrico de reflectancia.
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A continuacion se muestran en la fig. 35 las graaficas con los estimulos por separado: la
primera el sistema Lab, donde L representa la luminosidad; A, el color de verde a rojoy B,
de azul a amarillo. En la segunda se muestra la cromaticidad, el tono y brillantez.

Bioensayo de Pigmentacion

Valores de Color

L@ & & O Hs/o o+ ow

A= ‘verde - r0jo B = azul -amearillc L= blanco - negra
Estimulos

Z

Bioensayo de Pigmentacion

@ HPPR1
m C Control
o Control
m Phafia

Valor de Color

Figura 35.- Cuantificacién de pigmentos por espectrofotometria de reflectancia (L*a*b)L*H*C)..




4.6 Bioensayo para medir la digestibilidad de la proteina

4.6.1  Andlisis proximal de los ingredientes

Se utilizaron los mismos ingredientes del bioensayo [ (4.4.1)

4.6.2 Analisis proximal de las dietas

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los parametros del analisis proximal de
las tres dietas elaboradas para el Bioensayo de digestibilidad del ingrediente: biomasas de
HPPR2 y Phaffia. Ladieta control es mezclada con las biomasas cn una proporcion 70:30.
Las dietas son isoproteicas, ¢ isolipidicas y solo el porcentaje de cenizas es allo, mientras
que los carbohidratos son bajos para la biomasa HPPR2.

Analisis proximal de la dietas HPPR2-310, Phaffia-30 y Cantraol-30

Pardmetros HPPRI1 Phaffia Merck® Control

Humnedad 457 8.72 5.59
Cenizas 15.096 6.32 6.82
Grasas 3.0 10.82 996
Proteina 30.485 305 3137¢
Fibra 12 1.8 1.3
ELN 40.649 41.84 43 955

4.6.3 Digestibilidad de la proteina

Como resultados de este bioensayo se abservo una diferencia en la cantidad en promedio
de heces totales de 4 replicados recolectadas en diez dias de las dietas control, Phaffia y
HPPRI de 0.432, 0.650 y 0.399¢g respectivamente. Los resultados de la digestibilidad de
la proteina para la dieta HPPR2-30 fue significativa ( P=0.031 ), pero no para la
digestibilidad de la materia seca ( P=0.744)
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Digestibilidad de la proteina "in vivo"
%

%
@
@

Phaffia Control HPPR2
DIETAS

Figura 36.- Digestibilidad de la proteina “in vivo".
4.7 Bioensayo para medir la actividad inmunoestimulante

4.7.1  Evaluacion nutricional
4.7.1.1 Calidad de agua

Los parametros fisico-quimicos del agua marina de la Sala de Zooctecnia del Programa de
Maricultura fueron por igual a los otros bioensayos y también se verificé su calidad
microbiolégica.

4.7.1.2 Pardmetros biologicos

Los resultados promedio de la tasas de sobrevivencia, crecimiento, conversién alimenticia,
consumo, incremento y biomasa total de las cinco dietas experimentales al final del
bioensayo (49 dias) se presentan en la siguiente tabla. Ademas se incluyen los valores de F
y probabilidad del analisis de ANOVA:
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Resultados promedio bivensayo para evaluar inmunoestimulacidn

Dietas Control HPPRI Phatfia Saccha. Glucan Valores
Réplicas 8x10 4x10 8x10 3x10 8x10 de F/P
TS 0-14 90 95 95 93.75 90 03859
DS 10.6 10 577 744 1349

TS 028 7625 833 915 825 75 1.0534
DS 1995  11.54 5 1154 1772

TS 049  S625  76.65 7780 7125 4750 4605
DS 1506 2309 957 1356 1585  0.006*¢*
TC 0-14 138610 174935 179677 179678 130416 0431
DS 2082 1336 3498 1415  12.85

TC 0-28 326275 292713 315592 313785 324437 04584
DS 1746 6033 5631 4229  38.83

TC 0-49 540162 484936 589447 540230 532338  1.542
DS 3690 7489 3433 6465 6537  0.196
TCA ~ 0-14 2098 2195 2147 2178 2758 01445
DS 02941 02634 02910 0.1974  0.3009

TCA 028 33075 32067 26975  3.0338 32363 04942
DS L1313 04546 04759  0.5685  0.6800

TCA 049 39325 32667 3.0925 43450 52800 14936
DS 07962 0.6553 08405 1.0952 2.8527 02330
C 049 96100 72867 8600 99313 124913 16702
DS 17547 18745 24794 1986 58441  0.1871
I 049 24538 22267 26950 23225 24288 15751
DS 0.1805 03443 03854 02817 02922 02106
BT 049 1804 2004 2422 1983 1491 2869
DS 466 408 225 448  SBS  0.043%

——— — — — — — — D D WD WS — D N WD S W Tt GEEE WD W ——— — N —

* Significativo, *** Altamente significativo a un nive! de significancia de 0.05
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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.

] Promedio de Peso de |
} Litopeneaus vannamei

[ 0 7 14 21 28 35 42 49
t Tiempo en Dias

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 B-glucano, pero no cuando se compararon con los de control y con los
otros dos tratamientos (fig. 38).

P W S T . . SSE . . A Wam W HVEs v A | - 150 N VS & Wy &S SN =i . -

Promedio Final de Biomasa por Dieta

30 |
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‘ Rendimiento en |
gramos por Dieta 16

10
5

Control Levadura Glucan Phatfa HPPR1 ‘VE-O-—DE —l |
Dietas m-DE ‘ |

s i

F igura 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; aun asi, la mejor corresponde a la Phaffia, la siguen la HPPR1, Control, la
Saccharomyces y por tltimo la de B—glucano (fig. 39).

Promedio de Tasa de Conversién Alimenticia de
Litopeneaus vannamei

Promedio de la Tasa de
Conversion Alimentici

OO DN Wl b v o
Suviowonomomon

(=]
~

14 21 28 35 42 49
Tiempo en Dias

Figura 39.- Promedio de tasa de conversion alimenticia L.yannamei
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 rhodozymayy 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).

Promedio de Sobrevivencia 1
de Litopeneaus vannamei
i 90 pa—
2 g %
§ 0
60
50
21
mmwmm-

Figura 40.- Promedio de sobrevivencia de L. vannamei
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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 3-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.

Actividad de la Fenoloxidasa
225 rir—— — T — - —

2.00
1.78
180 4+
125 | 4
1.00 -
075
0.50
0.25
0.00

Unidades de Actividad de
Fenoloxidasa

Dieta

Figura 41.- Actividad de la fenoloxidasa en L. vannamei

4.7.6  Eliminacion bacterial

La grafica muestra los resultados de la eliminacién 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.

Andlisis 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
iinicamente dos camarones del tratamiento para muestra.
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V.  DISCUSION

Etapa I - Produccion de biomasa pigmentada

Un procesa de fermentacion comprende, ademas de las reacciones bioquimicas efectuadas
por un 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 efectitan antes y
después de la fermentacion.

La determinacion de la demanda de oxigeno, Va, se efectia para conocer |a capacidad del
bioreactor; para satisfacer la demanda biolagica de oxigeno a través de un sistema de
agitacion y aercacién, se debe realizar antes de la fase estacionania donde existe la maxima
cantidad de células y corresponde al coeficicnte de transferencia de oxigeno, X/a, el cual
se mide a distintos tiempos y flujos de alimentacidn (Taguchy, ez af., 1966). Ambos datos
son basicos para efectuar su escalamiento y aumentar la produccion de bivmasa (Wang,
1979).

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

La temperature, €l pH, ademas de la presidn del aire y la velocidad de agitacion del
fermentador aerébico dardn |la concentracion de oxigeno disuelto necesario (Nagai, [978).
También el uso de antiespumantes, el disefio del reactor, su capacidad, el tipo, nimero y
posicion de propelas deben de serconsideradas (Lee, 1992).

Los procesos de fermentacion se desarrollan con tres difcrentes técnicas; uno es el cultive
en [ote (batch), el cual utiléza un reactor hasta que los mmicrunuirientes se agotan, otro es el
cultivo semi-continuo, en el cual se agregan nutrientes al reactor durante el proceso, previa
eliminacion de una parte del medio de cultiveo; y por dltimo el cultivo continuo, en el cual
antes de la fas¢ 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 continug aerdbico, permite mantener ja poblacion de microorganisinos en
constante crecimiento exponencial por largos periodos (Crueger, 1990a); por ello, durante
el procesa 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 cultivo sera
proporcional a la velocidad de crecimiento de los microorganismos.




Los microorganismos invelucrados se identificaron y caracterizaron por la MC Jovita
Martinez Cruz (CINVESTAV-IPN). El basidiomiceto 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, [991 reportan en cepas
cultivadas de 3000 a 8000 ppm.Por su dimoriismo se puede pensar en un hongo filamentoso
del génera Penicillum o bien cnuna levadura del grupo de las ascomicetos en particular el
género Saccharomyces. El primero se diferencic por la produccion de conididforos y el
segundo por las ascasporas.

El hongo lilamentoso Peniciiium sp. y la bacteria Pseudomonas sp.crecen a pH acidos de
3 a5 aligual que las levaduras. En los productas comerciales de Phaffia rhodozyma 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 contaminantes del producto
tenuiinado, & bien forman partc del cuitivo mixto, pues todos tienen la capacidad de producir
pigmentos o bien sus precursores, ya que la asociacion entre los miembros de este cultivo
es de tipo positiva y/o benéfica, y puede ser mutualista, en la cuai todas las especies
resultan beneficiados con esa asociacién, 0 comensalista, en la cual alguna o algunas de
las especies se benefician y las otras simplemente no se ven afectadas.

Un proceso de fermentacién comprende, ademds de las reacciones bioquimicas efectuadas
Por un mMicroorganismoe y/o por enzimas, las caracteristicas [isicas y de operacion del
recipiente donde se va a realizar el proceso y las operaciones que se ¢fectiian antes y
después de la fermentacion.

La preparacion de la semilla o inéculo fue de importancia vital, para ascgurar que el
cultivo microbiano en el momento de inocular el reactor , contenga una fisiologia microbiana
cuando menos al 80% de la fase exponencial, esto se alcanzd primeru en un medio
enriquecida y posteriormente traspasado a | medio mineral hasta obtener pigmentacion
aproximadamente 50 h; completandose en ambos 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 coastituye la primera
veaccidn para la ramificacion del isopreno, que pasa a ¢l farmesil pirofosfato, antecesor del
geranigerani| pirofosfato (GGPP) y dos moléculas de este forman el fitoeno, es un compuesto
que fluoresce 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 ¢un una
plantilla de 8 experimentos demosted 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 permitid observar
ligeros o no efectos sobre las respuestas de los factores probados.
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Meyer y cal. (1993) han trabajade sobre el desarrollo de medivs quimicamente definidos
que soporten una rapida y extensiva formacion de pigmento en microorganismos tales
como FPhaffia 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 fue el de mayor infuencia directa en la
produccion de biomasa seguida de la de pigmentos.

Por otra parte la calidad y cantidad de los ingredientes afecta de manera signiticativa todo
el comportamiento de los microarganismos (crecimiento, rendimiento, productividad,
formacion de metabolitos), sin olvidar que afecta los costos de produccion también. Porlo
tanto, las compaiiias que se dedican a procesos de fermentacion estin continuamente tratando
de mejorar las formulaciones de sus medios de cultivo, debido a que las cepas y las mutantes,
gue también se estan introduciendo cantinuamente, podrian requertir sus propios medios de
crecimiento (Lin, 1993).

Un gran namero de autares ha sugerido medios de cultivos para una preduccion alta de
carotenoides microbianos. Generalmente, los medios proporcionan la fueate de C, a partir
de carbohidratos: dextrosa, celobiosa, sacarosa, maltosa y jugo de frutas, pero con estos
s¢ pueden presentar ¢l efecto Crabtree, de inhibicion por altas concentracion. En ¢l presente
trahajo se utilizd el alcohol etilico sintética par ser una fuente de carbono ecénomica y de
compusicion estable (Simpson, 1990).

La fuente de nitrégena tiene mayar efecto sobre la produccion de pigmento que la fuente de
carbono. La proporcion C/N de 5:1.s¢ mantuvo durante el proceso aun y cuando se ¢limind
el clorure de amonio participaren las de fuente de nitrégeno otganico presente en las |
levaduras, aminodcidos 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 percepcion de arumas frutales y de acetatos por la formacidn de dcido
acético y en consecucncia la demanda de adiccion del hidraxido de sodio . Sin embargola
pigmentacion se obtuvo en (a fase exponencial, entre las 70- 100 h de haber inwciado ¢l
cultivo intermitente (0 h) y este correspondio a un metabolito secundario

Los elementos 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 el enlace de| geraml-
geranil pirofosfato para convertirlo en fitoeno . Ademas, se han reportado trabajos realizados
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con Monascus (Lin, 1991) en donde concentraciones muy bajas (alrededor de 0.09 mM),
incrementan la produccion de pigmento.Por 510 a pesar de eliminar los minerales no se
abservaron efectos debido a que a nivel trazas estdn presentcs en las sales del medio
mineral.

En los tratamientos 3, 9,10, 11 y 13 se abtuvieron la mayor pigmentacion y también la
formacidn de micelio debido a que la biosintesis es inducida por el estrés por trabajar en
rangos cercanos a la pmax de 0.16. Los valores de p ( velocidad especitica de crecimienta)
o bien la tasa de diluciéon{ D)al iniciar el cultivo continuo tienen un rango de trabajo
optimo de 0.05 -0.15 \Asi para los tratamientos mas cercanos a 0.15 propician la formacién
de pigmento, y entre mas se alejen del valor de 0.15, |a prababilidad de presentar
pigmentacion disminuye considerablemente hasta no presentarse en absoluto, €sto se debe
a que se origina ¢l lavada 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 prabablemente por la inhibicién de enzimas del metabolismo del alcohot
ctilico.Por otra partc podria ser indicativo de que se requiere aumentar los tiempos de
estancia disminuyendo el flujo de alimentacion.

Ademis es de interés hacer notar que la adiccion del LRM contribuyé en gran parte de los
principales precursores del mevalonata como son glucosa, acetato, lcucina. Puesto que la
ruta metabolica se inicia con |a glucosa formando, piruvato por medio de glucdlisis, y a
partir de este se torma el Acetil coenzima A, para después iniciar con [a ruta metabdlica de
los terpenos Por owra parte la presencia de fitoeno, beta- carotenos, zeaxanting y otros
carotenos no idemtificados a reducirian el proceso.

La determinacién de la demanda de oxigeno, Va, se efectia para conocer 1a capacidad del
bioreactor; para satistacer la demanda bioldgica de oxigeno a través de un sistema de
agitacién y acreacion, s¢ debe realizar antes de la fasc cstacionaria donde ¢xiste l1a maxima
cantidad de células y corresponde a| coeficiente de transferencia de oxigeno, Kfa, el cual
se mide a distintos tiempos vy flujos de alimentacion (Taguchi, et al., 1966). Ambos datos
son bésicos para efectuar su escalamiento y aumentar la produccion de biomasa (Wang,
1979). El mejor coeficients de transferencia de oxigene Kla, correspondid al tratamiento
ornce

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

L.a temperatura, el pH, ademds de la presion del aire y la velocidad de agitacion en el
fermentador darén la concentracion de oxigeno disurlto necesariv (Nagai, 1978). Tambien
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¢l uso de antiespumantes, el disefio del reactor, su capacidad, <l tipo, nimero y posicidn de
propelas deben de ser considerados (Lee, 1992},

Los procesos de fermentacion se desarrolian con tres diferentes t€cnicas; una es €l cultivo
en lote o intermitente (hatch en inglés), el cual utiliza un reactor hasta que 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 0% de la fase exponencial),
se agregan nutrientes al reactor y a la misma velocidad se elimina la cantidad afadida.

El cultivo continuo, permite mantener la poblacidn de microorganismos en crecitniento
exponencial constante por latgos periodos (Crueger, 1990a); por 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 concentracién en el medio de cultivo serd praporcional
a la velocidad de crecimiento de ios microorganismos.

Caracterizacidn bioquimica

Los valores de proteina de la biomasa HPPR 1 son comparables a los descritos en la literatura
consultada; el contenido de proteina reportado para la levadura Saccharomyces exiguus es
de 50-52% (Galan, 1991), para el hango Phaffia rhodozyma es de 20-30% (Lewis, 1990)
y para la Saccharontyces cerevisae es de 50% (Aguirre, 1993; Cuzdn, 1941),

La calidad de la proteina se puede considerar buena por su composicién aminoacidica,
esto 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 obtenidas serén ftiles para corregir la
prueba de digestibilidad de la proteina -PDCAAS, por sus siglas en inglés de Protein
Digestibility Corrected Aminoacid Scoring- (Henley, 1994).

Los colores que presentaron {ue debido a diferentes mezclas de carotenos; los pigmentos
para la biomasa HPPRI fueron solubles en diclorometano, dimetilsulfoxido y hexano. La
cromatografia liquida de alta resolucidn solo identificd B-carateno, luteina, zeaxantina y
€0 menor proporcion astaxantina
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Etapa I - Evaluacion Nuftricional

Evaluacién bioldgica

Las 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 mantenimiento y
supervisidn en general con que cuenta la sala de zooctecnia durante los bioensayos de
crecimiento, pigmentacion, digestibilidad € inmunoestimulacion.

En cudnto los ingredientes utilizados para elaborar las alimentos experimentales basados
en la formulacién Mixit con un porcentaje aproximudo de 30 %, s¢ cubrieron los requisitos
nutricionales con todas las dietas experimentales isoproteicas, isolipidicas, ¢ isocaloricas

(Akiyama,1991).

La estabilidad de las dictas cubrid las necesidades del camardn, la prueba de lexiviacién
tuvieron poca perdida 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 s¢ elaboraron
previo a suUsO y se conservaron cn refrigeracion durante el bicensaya: 1) Crecimiento 2
dietas, sustituida la harina de pescado al 10%, con HPPR! y ua Control, 2) Pigmentacion
J dietas, sustituida la harina de pescado al 10% con HPPR|,Phaffia y Coatrol, 3)
Digestibilidad (70:30) 3 dietas (HPPR,Phaffia y Control); 4) Inmunoestimulante (%
con 5 dietas aplicacion externa de: (1) levadura experimental (HPPR]) , (2) Phaffia
rhodozyma, (3)Saccharomyces cerevisiae (4) beta-glucano, extraido del Saccharomyces
cerevisiae al 0.1% y {5) una dieta contrul.

Tasas de crecimiento, sobrevivencia y de conversiin alimenticia

Todos los camarones crecieron bien con un aumento hasta 6 veces su pesa, en promedioc de
0.45 a 2.85 en peso, y en las dietas de HPPR 1, Phaffia y Saccharumyces al 1 y 10 % de
sustitucién de la HP se observd una tendencia en aumento de peso en ¢l bicensayo de
crecimiento, pero por el contrarig una disminucién para las dictas HPPR 1 y Phaffia del
bioensayo de pigmentacidn.Las tasas de conversion alimenticia fueron altas debidoaun
alto consumo de la dietas y ademis en el bioensaya de pigmentacion no incrementaron en

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

Es interesante observar que lgs camarones con dieta de Pagffia mostraron mayor aimero
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 detectd en los camarones no estimulados, mientras que
los camarones con la dieta de glucano no parecieron seguir la tendencia general de reducir
el ndmero al pasar ¢l tiempo.

Por lo tanto parece que los camaranes tratados con [-glucano fueron menos efectivos en
limpiar la Fibrio harveyi de la hemolinfa, asi como puede también verse en las mortalidades
ya que en este tratamiento fueron los anicos en ser registrados

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

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

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

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

corto precosecha. En estudios de biodisponibilidad de astaxantina es necesario agregar
enzimas que liberen los pigmentos.

Es posible que los efectos negativas en la sobrevivencia de la Litopenaeus vanname:,
encontradas por B-glucanos en este estudio, podrian ser debido a las dosis administradas,
especialmente cuando se tomarun en cantidades que la dieta 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 antartico, alimentado con una dieta que
contenia levadura de pan al 2%, mostrd una mejor svbrevivencia que los alimentados con
la dieta control cuando eran estimulados con Vibrio anguillarum, mientras el seabass
europeo juvenil mostraba resulados similares cuando se alimentd con una dieta que contenia
la bigmasa pigmentada HPPR1 tratada al 1% (Dehasque, et al., 1995b).

Dehasque, etal, (1995a), més tarde encontrd que la levadura del pan quimicamente tratada
para aumentar su digestibilidad y para incrementar el acceso a los glucaugs 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
tratamietite quimico.
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Pigmentacion

A diferencia del bioensayo de crecimicnto para la dieta HPPR1 B y Phaffia se obtuvieron
menores incrementos en peso y tasas de crecimiento significativamente comparados con
los controles. Sin embargo la pigmentacion y la relacion hepatosomdtica no fuercn
significativas, se observd una tendencia en aumento; ¢sto se deduce de la concentracion de
astaxantina en HPPR | de 280ppm 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 |os pigmentos distribuidos a lo largo de la pared celular del micelio, cuyo
grosor s menar come s¢ observo en el microscopio electronico (Farkas, 1979).

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

Digestibilidad

La digestibilidad mayor fue para la biomasa HPPR1 con gran formacidn de heces a
consecuencia de su alto consumo. E| 6xido de cromo para ciertas especics o con niveles de
inclusion elevados se abservarian una alta velocidad de trdnsito; pero no en nuestro ¢aso
pues la concentracion utilizada fue del 1% Akiyama (1988), Tacon and Rodriguez, 1984
citado par Mendoza, 1993 senalan la importancia de que la disminucion de la digestibilidad
causaria una contaminacion por excesiva excrecion de elementos no digeridos. En Chil,
se ha observado que al suministrar alimentos comerciales en cultivos para salménidos con
baja digestibilidad, menores de 63%, se excretan hasta 133% mds sdlidos fecales por
tonelada de alimento, lo que repercutiria de manera negativa en la calidad del 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 12 calidad proteica (Akivama, et al., 1991), adicionalmente
el conocimiento de la digestibilidad de las materias primas permite realizar una formulacion
mids precisa de la dieta, pudiendo disminuir 1a 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).
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Hajen, et al., (1993 a), mencionan que la determinacion de la digestibilidad es esencial no
solo para formular dietas a bajo costo, sino que ademds es muy Gtil para |a investigacion

Actividad inmunoestimulante

El B—1,3 glucano, encontrado en [as paredes de las células de las bacterias y hongos, dirige
la melanizacidn de la hemolinfa al activar la profencloxidasa en los hemocitos de los
crustaceos (Soderhall, 1981), sirviendo como sefial para avisar sobre la presencia de
bacterias y hungos potencialmente patogenos Soderhill et al., (1985), los qus resultaron
en una reaccidn especifica mas alta. El f-1,3 glucana de hangos y hacterias sc une a la
proteina de union glucana en el plasma, por lo que se modifica ¢l sistema de protenaloxidasa

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

La proteina de unidn glucano puede también actuar como una opsonina, estimulando la
fagocitosis de las particulas de levadura por las células sanguineas aisladas (Cerenius et
al., 1994). Los —1,3 glucanos han sido utilizados exitusamente como inmunoestimulantes
a que aumentan ¢l sistema de defensa no especifico de una gran variedad de animales,
como los cerdos y las camarones eqtre otros. Se han encontrado dasis tan bajas como 100

"g/cangrejo para disminuir efectivamente la cuenta de células en Carcinus maenas (Smith
etal,, 1934).

Sung et al. (1994) estudiaron los efectos del f—glucano extraido de la Saccharomyces
cerevisiae en postlarvas dc Pennaeus monodon por inmersidn y concluyeron que las
concentraciones de 0.5 y | mg/ml, diron una proteccion de ¢orto término con una duracion
de 18 dias cuando se estimularon con ¥ibrio vuinificus.

Robertson et al., (1990), mostraron que, aunque se use el B—glucanode la pared celular de
la Saccharomyces cerevisiae s¢ aumento la resistencia del Salme salar contra el agente
causante de la enfermedad entérica de boca roja y vibriosis, el método de la preparacion de
B-glucano fue de gran importancia en alcanzar este etecto y que el desarrollo urregular de
las diferentes glucanos puede ser debido a diferentes enlaces glicosidicas.

Matsuo y Miyazono (1993), demostraron que a los 56 dias, la alimentucion de
peptidoglucano, un tipo de 3-glucano, para la trucha arcoiris, resultan en niveles inferiores
de proteccidn que a los 28 dias. Parece que los compuestos como el B-glucanc diseflados
como Inmunoestimulantes, no siguen una relacion lineal de dosis/respuesta (Bliznakov y
Adler, 1972, citada en Raa, 1996), pera que un niltmero distinto maximo puede
frecuentemente ser gbservado en una <oncentracion imtermmedia con concenteaciones
superiores frecuentemente dam 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. (Flach, et al, 1987; citada en Raa, 1996
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Vi. CONCLUSIONES

6.1 Produccidn de biomasa pigmentada

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

Para |a biomas HPPR1-A el tratamiento No. 3 presentd pigmentacidn de color rojo, en una
concentracion de 2800 ppm de las cuales solo ¢l 10% correspondid a la astaxaatuna, pero
solo en la parte superior del reactor sobre la superficie de la espuma del medio de cultivo
y la produccidn de biomasa de 2.034 a 6.958 grames por litro.

Para |a biomasa HPPR LA las variables que favorecieron la pigmentacidn fueron el VVM
de 1, la presencia del segundo indculo y los minerales,

Para la biomasa HPPR-B los tratamientos Nos. 9, 10, [1 y 13 pigmentaron rosa, rosa,
naranja y morado con concentraciones de 2300, 2800, 1800 y 8000 ppm respectivamente
los cuales correspondieran al beta-caroteno, la trans-luteina, la zeaxantina y otros no
identificados.

Para la biomasa HPPR1-B la produccidn de biomasa cn general fuc menar de 1.09 a 4.987
gramos por litro, a pesar que en la cinética D.O/tiempo fueron mas altos debido a la mayor
cantidad de micelio pero no su pesa seco.

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

La produccién de pigmentos en las condiciones establecidas en [a presente invetigacion
con excepeion del tratamiento No. |3 fueron inversamente proporcional a la praduccion
de biomasay posterior a la formacion de micelio el cual lo propiciaron las altas tasas de
dilucién. el mejor Kla fue para el tratamiento No. 1.

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

La caracterizacion de la biomasa mosto valores moderados de proteinas 35-49%, con un
alto contenida de aminodcidas principalmente [acido glutimico, alanina (acido aspértico,
lisina y leucina. El valor de digestibilidad in vitro para las dietas HPPR! 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 identificadas y solo en la dieta
HPPRI1-A se determind astaxantina con una concentracion de 280 ppm, concentracién
que |a considera una cepa silvestre de Phaffia rhodozyma.




6.2 FEvaluacion Nutricional

La biomasa pigmentada HPPRI, Phaffia rhodozyma, incluidas al 1% 0 al 10% en la dicta,
tuvieron un efecto positivo en el pesq, la biomasa final y la sobrevivencia del Litopernaeus
vannamei juvenil. A pesar de que la digestibilidad de la proteina de HPPR | y de la Phaffia
fue igual a (a de la harins de pescado, al incluirse en la dieta en un mayor porcentaje como
en el bioensayo de pigmentacion, |a tasa de ¢recimiento fugron menores. Por otra parte la
pigmentacidn la inclusion fue del 20%, mostro una tendencia a ser mayor para Phaffia y
HPPR |, pero este efecto se debe a una tasa de dilucian, puesto que la biomasa final fue
meqor en porcentaje. No fue significativo, pues el control pigmento por |a la presencia de
precursares y o otras carotenos en la dieta. En cuanto la actividad de la fenoloxidasa, con
la HPPR| fue variable y para Phaffia, que se esperaba fuera la més alta para estos animales,
se encontrd que terian la actividad menor y la mas uniforme. Los animales a prueba para
la actividad de fenoloxidasa, que no fueron estimuladas con algdn patégeno anterior al
muestreo ¥ €n los tratamientos fueron al final administrados 20 horas antes de tomar
muestras de la hemalinfa. Esto podria indicar que con la Phaffia, la activacidn del sistema
inmunoldgico es una respuesta rapida la cual podria haber vuelto al nivel base al momento
del muestreo (Raa, 1996), por lo que habia camarones mas fortalecidos contra los patogenos

patenciales.

El efecto positive en general de la HPPR1 y la Phaffia, podria ser atribuido a la presencia
de los carotenos; en particular ia astaxantina, la diferencia la da las concentraciones de
ésta de 280 y 8000 ppm respectivamente En afios recientes, los pigmentos de carotenus
han recibido un aumento cn la atencidn en la nutricion del camaron y la evidencia se estd
volviendo mas fuerte al apoyar el rol vital de los pigmentos de caratenos en 0s crusticeos
¢ indicandg que ellos nu pueden ser ya considerados dnicamente como pigmentos.
(Menasveta, etal., 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
como una vitaniina 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 por su
mane;jo, etc.), que otros animales. La §. cerevisiae, dio un incremento en la sobrevivencia
como con los camaranes tratados con la Phgffic. La biomasa pigmentada HPPR| tambien
dio resultados variables La sobrevivencia se incrementd, pero el crecimiento y la biomasa
se redujo, aunque no significativamente.

El comportamiento de incremento en sobrevivencia de las tres levaduras probadas,
especialmente la Phaffia rhodezyma y ¢! cultivo mixto { HPPR 1) dio opcidn 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 B-glucano, se requieren m4s estudios para entender los efectos
y el modo de accidn de estos inmuncgestimulantes 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 Otvera-Camanza, Luis Gerardo Trevifio-Quintanilla,
Arturo Garcla-Bustamante, Ma.del Carmmen Sandoval-Villarreal @ Hiram Medrano-Raldan.

Se han realizado experimentos de cullive intermitents y continug, de
una comunidad integrada pot (a levadura Saccharomycos exigus Y un hongo
pigmantada de color roja (HPPR1) hasta ahora no identificado taxondmicamente.

Una operacidn continua de cultivo tue seguida a lo largo de 183 horas.
Durante ests pariodo de tiempo se observé |z respussta de la comunidad
bioldgica ante cambios de composician del media de cullivo, patranea da
agitacion, suministro de aire y flujo volumétrico.

En cultivo intermitente, se evalud ia velocidad especilica de crecimiento
de cultivos esencialmente daminados por S, exigus © HFPR1, en distintas
concaniraciansa de elancl como Unica fuanta de carbone (1, 2, 3y 4%).

Log resultados muestran que la cepa HPPR1 ve inhibido su crecimiento
a concentraciones de etanol cercanas al 3% en volumen. La tasa de crecimiento
espeocifico maxima (nmax) de esta cepa en of rango de concantraciones de 1 a 2%
de stanol, resulta ser de Q.161 /hr, Esta valor 8s superior a la pmax g la lovadura
S. exigus. Los patranes de sucesidn de cumunidades entre |as cepas de HPPR1
y S. exigus provocados por ¢cambioa de flujo ¥ concentracidn de etanol durante
un cultive continua, resultan axplicables en términos de ks valores ds las
parémetros cindlicos de ambas cepag.

Se recomiendan condicianes de tiempo de residencia entra 6.25 y £.08
horas y concentracionas da etanal menores al 2%, para mantensr la dominancia
poblacional de HPPR1 sobre S. sxigus.

Palabras claye; Comunidad bioldgica, dominancia, reactor continuo tipo tanque, tasa
especifica de crecimienta, pigmento.

1. Introduccién.

La complejidad estructural de la mayar parte de los pigmentos, dificulta |a posibilidad de que su
sintesis quimica pueda ser realizada a un bajo costa. Por otro lado, cuando el pigmento es obtenido por
extraccion a partir de tejidos de plantas o animales, existe una dependencia entre el volumen de producto
y la disponibilidad regional o temparal del crganismo pasasdor del pigmento. Una allarnativa a los
procesos de produccién mencionados, es la sintesis via cultivo celular.

Es conocida la capacidad productora de pigmentos por parte de algunos microorganismos.
Ejemplo de ellos son algunas bacterias de los géneros Sarcina, Microcaccus, Myxobacterium,
Corynebacterium y Norcadia , asi como las levaduras del género Rhodotoruiay los hangas Cantharelius
cinnebnannus, Phiilotopsss nodulans, Neurospora crassa y algunas especias de Fusariumy FPhycomyces.
El pigmente deanominado azul {ndigo, empleado ampliamente en la industria textil, actualmante es
producido via fermentacion, utilizando una cepa recombinante de Escherichi@a coli [1]. De especial
importancia comercial son también algunas levaduras que, al ser incorparadas a la dieta de aves de
corral, imparten tonalidades atractivas a los huevos de éstas.
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Existan varias razones por las cuales la capacidad productora de un pigmento podria reprasentar
una ventaja competitiva para un microorganismo. En las pactenas fotosintéticas, los pigmentos juegan
imporiante papel en el fenémena de fototaxis. En las decterias no folosiniéticas el pigmento puede
funcianar coma fotoprotector, evitando el dafio por radiacidn a ciertos sistemas enziméticos vitales para la
¢élula [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 cieta resistencia al fendémeno de inhibicién por
sustrato [3] y [4].

Este estudio pretends contribuir a esclarecer cusles son las condiciones adecuadas de cultiva de
un hongo productar de pigmento rojo, hasta ahora no identificado. El atractivo de este microorganismo
radica en que, dada su morfologfa miceliar, resultaria facilmente separable del caldo de cullivo. El
pigmento tendria aplicacidn coma colorants en la industria alimentaria de comprobarse su imocuidad.
Por otro lade, el hecho de que sea cultivable de forma continua en un medio de bajo coslo tal come el
aleohol etilico, afrece ventajas acondmicas. Adicionalmsente, el hecho de que sea un producto natural,
garantiza su biodegradabilidad. factor trascendente al evaluar el impacto ambiental que tendria su
produccidn. El crecimisnio de este microorganismo fue observado por Medrano [5], en el Instituto
Tecmologico de Durango. Un cultiva continuo de Saccharomyces exigus fue eventuaimente invadido par
sl hongo rojo mencionada, al que, en lo subsecuents, denominaremos HPPR1. De acuerdo a la
informacion de que sv dispone, la comamiftacion ocuirid mientras s@ manejaban condiciones de cultiva
aparentemente adecuadas para S. axigus., desconociéndose hasta el momento tanto el origen de ka cepa
contaminants, como los factores que propiciaron el éxito de la invasion. Este sistema de cullivo mixto,
representa un excelenta modelo para ¢l estudio del fendmeno de dominancia de poblgcionas durante un
cultive continuo, bajo diferentes condiciones de operacién.

2. Material y métados.

a Experimsntacion en cultivo intermitenta.

El indculo ulilizado en este estudio fue pravisto por el Dr. Hiram Medrano (Instiuto Tecnolégico de
Durango). Los experimentos de propagacién en cultiva intermitenta fueron realizados en matraces

tracas fueron agitados en una cidmara para agiacion. Su distribucién en ella fue aleatoria.

o4

Edenmw. utilizanda 100 mil de medio de cultivo cuya lormulacidn se presemnta en el cuadrot.\-{'gx‘
Los

Una se a propagacion s realizd en un reactor New Brunswick de 14 I, mismo que posteriormeante se
ope/ta(ia en forma continua.

1 a
0,3
Cuadro 1.  Formulacién del medio utilizado para el cultive de HPPR1 y 8. exigus .
(Cantidades requaeridas para preparar un litro de media)

Componcates fundumeatales:
(NH4 2504 50¢g
KH3 POy 30g
MgSQy 0S5g
CaCly alg
NaCl 0lg
Elsgol al 96% peao 1% volumes
Compuesios TEL
FeSO4,7HZ0 00280 wg
Z9504.TH20 00140 mg
QuS04.3H70 00250 mg
CoCl2.6Ha0 0.0240 mg
NaMbO4.2H20 0.0240 mg
Mn504 HzQ 0.0840 mg
Biotius 0.0002 mg

Tlamins 0.0400 mg




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

Cuatro matraces Erlenmeyer de un litro, con el medio de cultivo descrito enfatabla 1y 1,2, 3y
4% volumen de stanol respectivamente, fusron inoculades con 5 ml de un cultivo donds predominaba S.

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

(gualmente, cuatro matraces con las citadas concentraciones de etanol, fueron sembrados con un cufiivo
dgonde predominaba HPPR1. La absorbancia promedio en estas muestras fue de 0.111 unidades a 450
nm. Muestras ds los ocho matraces mencionados fueron tomadas en intervalos de tiempo variables,
detormindndose en cada caso su absorbancia y realizando medicidn de unidades Klett.

a Cultive continuo.

Se cutivé en forma continua el binomio S. exigus- HPPR1 en un reactor New Brunswick de
volumen total de 14 t y volumen efectivo 10.5 It (ver figura 1}. Las condiciones base de operacién
fueron: 600 rpm, 1vvm da suministro de aire, 450 mlhr de flujo de alimentacion y 1% volumen de etancl
en el medio de cultive. La formulacion presentada en la tabla 1 se vid modfficada por la inclusién de 0.1%
de sdlidos concentrados a partir de liquido de remojo de maiz). Sobre estas condiciones se realizaron
modificaciones, observandose al impacto que éstas tendrfan sobra la astabilidad del cultiva. Se tomaron
muesiras en dos sitios del reactor, tanto en la parte superficial del liquide (muestras de salida), como en
su fondo (muestras de fonda).

Flgura 1. Representacién esquemdtica del reactor tipo tanque utilizado durante al cultivo
continuo de S. exigus ¥ HPPR1.

Las perturbacianes estudiadas fueron:

a) Cambio en la fuente de carbono (suplementando con sélides de remojo de maiz).
b) Cambio en la fuente de nitrdgenc. ees=

c) Cambio en el flujo volumétrico,

d) Cambio en las condiciones de agitaciin (300-700 rpmy).

e) Cambio an el nimere de impulsores empleados (2 ¢ 3).

f Supresidn de vitaminas y elemenios {raza.

q) Cambio en la concentracidn de etancl del medio de cultivo (1,23 Y 4%).
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La ocurrencia do estas pertubaciones fus decidida durante el transcurso del experimento,
siguiendo el propésito de estabilizar el cultivo y promaver la dominancia de la cepa HPPR1.

a Estimacién de ka a distintas condiciones operativas.

Se prealizd un andlisis comparativo de coeficientes de transferencia de ox/geno a distintos flujos
de alimentacién. Las determinaciones de ka se realizaron a flujos en el rengo de 750-3000 mltr, y a

condicion estable de 1vvm de aireacion. Las estimaciones fusron realizadas por el método dinamico [6 y
7 |, considerando qua:

d[Oz)dt < ka (102]-[O2]) - mx (1)

donde:
d{O2)/dt es el cambio de caoncentracién de oxigeno raspecto al tiempo en
estada no estacionario. (mg/(it-seg)).
kja o3 el cosficients da lransferencia de oxigena (1/s).

[02]' gs la concentracidn de saluracion de oxigeno en agua, que para la presion
barométnica da trabajo tiene un valor de 7.4353 mg/it.

m es una constante {mg/(it-seg-unidad de absorbancia).
x es la biomasa existenle en el momenio de la determinacién {unidad de” absarbancia).

3. Resultados y discusién.

Posterior a un proceso dé resiembra en matraz, y partiendo de un cukivo no puro pera con alta
dominancia de HPPR1 sobre S. exigus (segun observaciones realizadas al microscopio), se inicié sl
cultivo en el reactor de 14 It, de la comunidad microbioldgica descrite. La figura 2 muestia la etapa de
arranque del cultiva. A partir del momento de sismbra del tanqua (tiempo=0), ¥ hasta un tiempa de 10.15
horas, el fermentador se operd 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 momenta, la bioinasa no sa encantraba homogensamente distribuida en al reactor.

2,90

., \‘_’
1,50 +

¢ Absealids

abserbancis

01 2 8§ ¢ 5 6T 6 @ 1011121314
tlempe (hrs.) .
Figura 2. Perfil da conceniracién celular (expresada como absorbancia a 450 nm)
respecto al tiempo, para las primeras 14 horas de operacién ds un cultive de HPPR1 y
$. exigus en un reactor de 14 . A t= 10.15 arrancd la operacién continua.

Cumplidas las primeras 17 horas de aperacion del reactor, se varié el flujo de entrada-salida de
sustrato, de 430 mUVhr a 390 mlhr. El efecto de esta perturbacién pusde observarse en la figura 3. La
poblacidn celular aumenté par efecto de la disminucion de flujo. Esle efecta comisnza a ser notorio a las
trece horas de ocurrido, manifestdndose claramente una vez transcurrido un tiempo de residencia
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despusés de la perturbacién (Tr=26.92 hrs. a un flujo de 380 mbhr). Sin embargo, esta mayor densidad
poblacional na estuvo asociada con un aumento de la intensidad de pigmentacién del cultivo.
QObservaciones al microscapio revelan que la levadura S. exigus (blanca y forma ovalada tipica) resultaba
dominants en el cullivo sobre la forma miceliar de HPPR1 a las 22 horas de operacion conlinua de éste.
Pracisamente a este tiempo, se madificd sl sistema de agitacidn del reactor incorporando una tercer
propsla. El efecto de este cambio parecié ser relevante, disminuyendo la disparidad entra las lecturas de
absarbancia de la parte inferior y supetior del reactor.

Prusbas cromatogréficas realizadas sobre musstras a la salida del reactor durante las primeras
horas de operacidn, indican que el porcentaje de alcohol consumido era minimo, mostrando predileccion
el cultivo par consumir el carbona proveniente da los sdlidos de malz. A las 49,75 horas de operacicn se
tealizé un cambio en la composicién del medio de cuitivo, retirdndose el suministro de liquido de remajo
de malz. El retiro de esta segunda fuente de carbono parece haber modificado sélo ligeraments la
densidad pablacional en el reactor (var tendancia en figura 4 a parir de 1=49.75).
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Bajo la suposicion de que la tasa de crecimierto especifica de HPPR1 podria ser superior a la de
la lovadura S. axigus, a las 72.5 hrs. de operacion se procedid a incrementar ¢l flujo valumétrico a 750
ml/hr (figura 4). Esta suposicion se derivo del antecedenie de que sl hongo HPPR1 fue capaz de invadir
un cultivo de S. exigus mantenida Bn condiciones normmales de cultiva conlinuo [S]. En un reactor
continuo, una invasion definitiva bajo ciertas condiciones de cultivo, puede explicarse en términos de una
mayor velocidad de crecimiento de la cepa invasora respecto a la cepa original. De ser esta la situacion,
al incrementar la tasa da dilugién, y dado que sn un reactor continua tipo tangque con alimentacion estéril:

O=pn @')

.. la cepa de crecimiento mds lento se verd desplazada por la de mayor tasa de crecimiento especifica,
siempra y cuando la D sea superior a la tasa de crecimiento méxima de |a cepa mads lenta, o bien se

cumpla que:
1+(Tao)(rmax) < O (3)
..[8], donde:

Tao es al tiempo de residencia hidraulico del reactor, igual a 1/0,
Hmax @s la tasa de crecimiento maxima del microorganismo mas lento y
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Después de un cambio de flujo de 390 a 750 mlmin (est(imulo d, figura €), la pigmentacién en el
medio de cultivo comenzé a hacersa noloria. Transcurride un tiempo de residencia en el reactor (14 horas
para el flujo de 750 mltr), la absorbancia en la muestra fluctuaba en 1.8 unidades, valor superior al
que se presentaba antes de la perturbacidn descrita. Aparentemante, la sucesion de HPPR1 sabre la
levadura guarda relacién con la disminuciin de disimilitud entre las lecturas de absorbancia de la parte
superficial del reactor y su seno. Se presupcne que S. exigus tiens una mayor propensin pam ser
arrastrada hacia la superficie y alojarse en la espuma supsificial.

Concentraciones de 2% y 3% de etanol en volumen, parecen tener sfecto significativa en el
aumento de la densidad poblacional en el reactor (obsérvense tendencias en la figura 6, a partir de t=93,
tiempo en al cual se incrementa la concentracidn de etanol al 3%). Obsérvese sin embargo la
repercusién negativa de un incremento de concentracion da etanol hasta un nivel del 4% (t=117.5, figura

6).
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Figura 6. Perfil de cancantracién celular (expresada como absorbancia a

450 nm) respecto al tiempo, para sl intervaio comprendido entre 67 y B9
horas de operacién da un cultiva de HPPR1 y §. exigus en un reactor de
14 8. Los estimulos @ y T consistieron en incremamntos en la concentracién
de stanol sn el medio de cultivo hasta un 3% y 4% volumen
respectivamente,



Can la finalidad de establecer la concentraciin adecuada de etanol en sl medio de cullivo para
maximizar de esta forma el crecimiento de la cepa pigmenlada, se realizaron los experimentas de cultivo
intermitante cuyo protocolo ha sido mencianado en la seccién de material y métodos. En la figura 7 y 8,
se muesira ol electo de distintas concentraciones de elanal en la curva de crecimiento de un cultive
dominado por HPPR1 y S. exigus raspectivamante.

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

1% stanol, HFPRY
2% siand HPPR1 -
0 I% etandl. HPPR1 i
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Figaura 7. Per(ll de couccattacidn celulus (oxpreazda come Figers & Perfil 46 couccutracidn ccluler fcapresads <omd
abyorbancia & 430 nm) respecto al tiempo. pars o el caltivo wbsorbancis 1 430 nm) respecto 1 tempo, pera el 2l culuve
termitests ds HPPAI e mairaces Erienmoyer da 1 I, » distinias atermiicate do S sxigus on matraces Edeameyer do 1 1¢ 4 diatiotas
couscawoss volundtricss de cuanol. COBCETRCACIOEES valuméirices G0 6Lanol

Si los datos presentadas en las figura 7 y 8 son analizados asumiendo que el crecimiento celular
pusede ser representado por ka ecuacion de Monad, entonces, una grafica de In(a/xe) cuntra {, para los
puntos de fase exponencial, dard informacién sobre la tasa espacifica de crecimiento a distintas
concentraciones de suslrato (perliente de la curva menclonada), tanta para HPPR1 como para S.
exigus, siendo;

x la absorbandia en un cierto tiempo
X, la absorbancia inicial posterior a la inoculacion del medio.
t el tiempo de cultvo.

Estas curvas son presentadas en la figura 9 para el caso de un cultivo dominado por cepa
HPPR1, y en la figura 10 para el caso de un cultive dominado por S. exigus. €l cuadro 2 muestra en
forma sintetica los resultados ds la evaluacidn de tasas ds crecimiento aspecificas.

En los cultives dominados por HPPA1 se abserva una tasa de crecimiento mds alla para
concentraciones de 1y 2% de elancl, en comparaciin con aqusllos dominadas por S. exigus,

Este hecho justfica que HPPR1 sea capaz de invadir cultivos de S. exigus baja condiciones de
flujos volumétricos altos. Da los resultades del cuadro 2, se infiore qua pmex da S. aexigus es
aproximadamente 0.123, dado que a incrementos en concentracidon de fuente de carbono, no se observa
incremerto en la 1asa de ¢recimiento.

De ser esta suposicion comrecta, tiempos de rasidencia menores a 8.06 hrs, permiten cumplir la
condicion expresada para cullivo continuoe por la ecuacidn (3), de forma que aseguraran un progresivo
lavado de S. exigus , favoreciendo la dominancia de la cepa HPPR1 bajo condicionas de concentracion
de etanol de 1 y 2%.



I/T

3

v-’.-ll.ml‘o.lm S 544 Yo - AT78 + R 14500 e o osan

12 16 19 16 30 38 84 19131418 19 3083 34
Usmpe (hre) tismpe [hrv)
Ve 07014 + 6o0Se0 W8 w MI8S yu - RATN » {STeln W Q1Y
oA (TR ' s
& 08 au -.'
Toed P, . .
:u- ;u‘ .. L]
u-‘ ek e ®
a2 ANy
[} e in 20 » -
Hompe ()
Figura 8, Determinacién da tasas especfiicas de crecimiento (pendientes de la recta In{x/xo)

= b + px), para diferentes concentraciones valumétricas ds atanol en el madio, de un cultivo
daminado por la cepa HPPA1 . En la ordenada de cada grafica se indica la cancentracion
de etanal en parcentaje volumen (1r indica 1%, 2r indica 2%, ets.).
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Figura 10 Oaterminacién de tasas especificas de crecimiento (pendientas de la recta In(x/xo0)
= b + lx), para diferentes concentracionas valuméiricas de etanal en el medio, de un cuttive
dominado par la cepa S. exigus . En la ordenada de cada gréfica se indica la concentracion
de etandl en porcentaje volumen (1b indica 1%, 2b indica 2%, etc.).



Cuadro 2. Tasa de crecimienta especifica (u)° bajo distintas condiciones de
concentracidn de sustrato para culivos doiminados por cepa HPPR1 y S. exigus.

% volumen b8 ool =
HPPRI | & cgus.
.
% 01058 o.1io
% 0.000 ]
* 3 expresads ea L,

= L L e’? b

Aplicando la técnica de determinacidn de pardmetros cinélicos para la ecuacidn de Monod ,
propuesta par Eisenthal y Cornish-Bowdan (9], y considerando solamenta los datos de tasa de
crecimienta especifica de HPPR1 a concentraciones de 1 y 2% de etanol (candiciones donde ain no se
presenta inhibicidn por sustrato), se han encontrado valores para pmgx ¥ Ke de la cepa HPPR1 de
0.161/hr y 0.22% volumen de stanol respectivaments.

Estos valores san vélidos sdlo en 8l rangoe de concentraciones menores a 2% de stanol. Exists la
posibilidad de haber subestimado el valor de pmgyx, dado que el cultivo utilizado no es realmente puro, y
par tanto, ka lasa de crecimiento observada es en realidad una propiedad especifica dependiente de las
concenlraciones de HPPR1 y S. exigus. Bajo el entendido de dominancia de HPPR1, los valores
reportados resultan una adecuada aproximacidn. La figura 11 presenta el anglisis cinético wilzando la
metodologia grafica de Eisenthal y Comish-Bowden. En esta metodologia cada punto ([S], Lobservadal.
as utilizado para trazar una |inea entre 108 puntos {~[S],0) y (0, pobservada)- Teniendo tantas rectas como
puntos ([S], pobservada). 18 interseccidn entre las rectas corresponderd al punto (Ks, pmax).

Y= 014500 + T2545s-2x R*Zw 1,000

¥ = 0,13200 + 0,13200x l“z-17 .
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Figura 11. Determinacién de los pardmetros cinélicos Ks, pmax de la cepa HPPR1,
por el métada gréfico de Eisenthal y Carnish-Bowden [9],

El cuadro 3 musstra la dependencia del coeficiente de transferencia de oxigeno kja y del
paramatro mtespecto a las condiciones de fiujo. (Nomenclatura aestablecida en la seccion de material y

matodos), 2
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Cuadro 3. Coeficienies de transfarencia y términas nmx estimados baja distintas
condiciones de flujo duranie sl cultive continuc de la cepa HPPR1.

Ul// :
' A K
Flyjo X mx m® Kls U/ X
k) @) (et W) Vot N
560 2316 00553 0012 0007 N

1200 2328 0072 00313 005531

1500 —— 2386 — —-00725 ———00308 —— -0.07984 ¥

1300 2465 0.06%0 00230 0.04300

3000 213% 0.0640 00299 0.04081 V

* m expresada e (mg/(t-segunidad de shsorbancls)

Acorde can estos resultados, la transferencia de oxigeno se ve maximizada alrededor de un flujo
de 1500 mliw. Este valor ds fiujo, dado el volumen de trabajo del reactor, propiciaria una tasa de dilugién
de 0.1428, aiin infarior & la pmax de la cepa HPPR1, siendo de asta forma improbable el lavado celular.

4. Conclusiones.

Derivado del trabsjo experimental realizado se establece que ss posible mantener un cultivo
cominuo de S. exigus excento de problemas de invasidn por parte de la cepa HPPR1 o visceversa. Las
vanables mds importantes para controlar un sisterna en el que ambas cepas estén presentes, son el flujo
volumsétnico 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 etanol, gl cultivo del honge productor de
pigmento rojo HPPR1, es estable., La razdn por la cual a tismpos de residencia altos (vgr. 10-30 hrs)
domina S. axigus sohre HPPR1, na esté plenamente esclarecida, infiridhdose que la afinidad por etanal
del primero, es supenor a la del segundo.

No hay indicka de que la remocion de slementos traza y vitaminas afecten significativamente el
cracimisnto de HPPR1.

Bajo las condiciones de cullivo en un reactorcentinue tipo tanque de 10.5 k de volumen ocupado,
agitado a 600 spm y can-un suministro de aire dé 1vvm, la transferancia de oxigeno se ve favorecida par
flujos cercanos a los 1500 'mbhr. Esta condicikén tiza estabilidad poblacional para la cepa HPPR1,
Estudios posteriores™pafa definir los parametros de rendimiento Y x/s. Y P/S ¥y Y 02/S resultan
necesatios para evaluar la factibilidad de cultivo de la cepa HPPR1 con fines comerciales.
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Sistema de valores proporcionados por la Comision Internacional de Hluminacion. 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) v
b es la palidez (amarillo +5 a azul -5), junto con otras coordenadas cilindricas (L - *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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Group Statistics

Sid. Std Error
TRATAMIE N Mean Dey-ation Mean
CREINC14  HPPR1 4 1800 | 4.690E-02 | 2.345E€-02
CONTROL 5 1202 | 7 958E-02 | 3 577E-02
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Levene's Test for .
Equalty of Variances 1-lest for Eguality of Means
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F Sig. t af (2-talled) Difference DiFerence Lower Upper
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assumed 1.011 348 1315 7 230 §.980E-02 4 54%E-02 - .78E-02 1674
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TRATAMIE N Mean Deviation Mean
CREINC28  HPFR1 4 3700 126S | 6.325E-72
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B Z-1an i
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Equal variances
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w-ﬁ:— an
1 Al
33 3
ANRVA
PIGINC2E
Sum qf Mosa
Squeres ar Sguate 3 Si
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HPPR1 4 camaronE R Hpsomatica

0.1918
0.13989
0.1674
0.1854
0.2029
0.1877
0.1250
0.2154
0.2150
0.1892
0.2113
0.2380

Phaftia
0 1885
0.2438
01687
0.1953
Q.1686
Q.1805
0.2077
0.1764
0.3044
0.2089
0.2030
0.13%0
0.1836
0.2075

Control
0.2104
0.2291
0.1850
0.1418
0.2007
01759
0.1685
0.1756
0.2450
0.2072
0.1708
0.1360
0.1173

36578
32939
3.1870
4 3098
3.0058
26662
26587
38514
3.2731
3.0517
38366
45038

c¢arnaron €
27648
3.8471
28085
2 8063
33129
32640
30429
29396
5. 1840
44330
J3.2362
29454
3.3353
Jeois

camamn E
37712
16832
3.3201
25538
3.3441
3.3170
3.0405
3.5603
4 4005
3.3092
4.2851
2.5412
2 4070

524359
603843
525259
4 55706
6.75028
703998
4.7015%
5.59277
6.56870
6.19382
550748
528443

R Mpsomatica
G.7460
6.3372
£.9356
6.9593
§0892
£§.5300
698257
€.0008
58719
46673
6.2728
4.7192
$.5048
57613

R Hpsomatica
5.5791
62201
5.5721
£.652%
6.0016
5.3030
55419
49322
$.5679
8.2613
3.9859
53518
48733

cantrol cont

Hojat

oolor Lab
97.608
93.827
65.502
265.527
112.544

196.86
117.496
141,876
129.071

71.906

585
68.29
$5.551
113.893
83.16

85.66
125289
1781.846
261657



gntrol

i -2.68 -9 44 2.61 .9.69 -2.08 10.14 5§85
217 $.72 -§.07 £.71 -3.22 10.32
3 -1.53 =11 38 083 -10.61 -4.32 11.51 68.29
-1.24 -11.02 G4 -10.17 -4.4 12.8
4 056 596 543 56 211 808 55 551
5 0.07 -5.49 32 495 237 635 113.893
1.99 -2.93 -1.68 -1.66 -3.13 J ez
6 0.22 0.24 1.2 0.3 0.1 1.21 93.15
Phaffia
1 0.31 Q.38 Q.19 0.44 -0.18 05 196.86
395 4S5 491 .83 112 1058  117.496
2 -0.34 1.4 02 -1.41 0.31 1.65 141,876
147 -1 68 -0 96 Q58 215 243
5 -205 -183 467 2.1 1.06 536 129071
«2.95 -2.46 142 «3.37 i1 382
6 3.05 277 3.22 0.87 4.06 5.23 71.906
3.89 1.71 -1.01 Q.68 42 4.37
HPPR1
2 0.64 -1.73 -0 66 -1.1 -1.47 1.96 97.608
0.69 -1.67 -0 98 -1.03 =148 205
3 1.73 -3.33 098 -1.55 -3.42 3.88 93.627
1.87 -3.16 -185 -1.34 -3.42 4.11
4 0.18 a97 69 0.93 Q.31 6.97 §5.502
0.81 186 1.06 2.02 0.21 2.29
b} -3.3 -1.14 -14.82 2.7 2.21 15.22 265.527
488 354 -2.04 -5.56 2.34 6.37
5 -3.85 -7.18 -5.84 -8.12 .69 1005 112 544
-4.07 7.1 434 -8.51 Q.68 9.58
Controi - Control
4 161 1.39 Q.87 422 453 85 666
423 -1.31 Q.77 1.24 425 4 49
-1.81 0.27 -2.96 Q.45 1.47 334
-2.25 -2.41 -4 82 -3.27 0.69 58 125289
2.59 -29 -1.67 ~-3.81 0.78 423
-5 19 -3.84 103 <582 28 1215 171.846
608 -5 18 -2.99 -7.4 3.02 8,53
-374 205 1566 357 233 1623 261657




Oneway

Descriptives
RHP
95% Canfidence (nterval
for Mean
Std. Lower Upper
_ N Mean Deviation Std. Emror | Bound Bound Minimum Maximum
HPPRA1 12 57278 73947 2294 5.2229 62327 4.56 704
GONTROL 13 5.4400 6065 1682 §.073% $.8065 3.58 6.26
PHAFFIA 14 $.8729 7309 1953 5.4508 65.2049 467 6.96
Total 39 5.6839 7182 1150 $.4511 $.9168 3.98 7.04
Test of Homogeneity of Variances
RHP
Levene
Statislic di df2 Sig.
1017 2 36 372
ANOVA
RHP
Sum of Mean
| Squares df Square F Sig.
Between (Combined) 1.296 2 648 1275 292
Groups Linear Unweighted 138 1 136 267 608
Team Weighted 173 1 173 361 563
Dcviation 1123 1 1.123 2.209 148
Within Groups 16.306 35 .508
Tolal 19.602 38
RHP
Subset for
alpha =
.05
TRATAMIE N 1
Tukey HSD2® CONTROL 13 £.4400
HPPR1 12 5.7278
PHAFFIA 14 58729
Sig. 283
Duncan&b CONTROL 13 5.4400
HPPR1 12 §.7278
PHAFFIA 14 5.8729
Sig. 153

Means for groups in hgmoganeous subsets are displayed.
a. Uses Marmonic Mean Sample Size = 12 949,
b. The group 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
Std. Lowar Upper
N Mean Dewviation Sld. Error Bound Bound Minimum Maximum
(RPPRT 5 | 1269620 | 79.3083 354677 264877 | 226 4363 65.50 26553
CONTROL g 77.8760 24,9804 11.1716 46.8588 108.8932 $5.55 113.89
PHAFFIA 5 131.4440 45.0903 20.1650 75.4570 187.4310 711.81 196.88
C CONTROL 4 61,1150 75.721¢9 37.8810 40.6245 281.6055 85.66 261.66
Total 18 122 4142 62.0974 14.2461 g2 4842 152.3442 55.55 265.53
ANOVA
COLORLAB
Sum of Maan
Squares df Square F Sig.
Between (Combined) 16420 363 3| 5473454 1 549 243
Groups Linear Unweighted 5470657 1| s470657 1.548 232
Term Waeighted 4870.842 1| 4870842 1.378 .259
Deviation 11549.621 2 5774.761 1.835 .228
Within Groups §2989.255 15 3532.617
Total 59409.618 18
COLORLAB
Subset far
alpha =
QA5
TRATAMIE N 1
(Tukey HSO®® CONTROL 5 | 77.8760
HPPR1 5 1268620
PHAFFIA 5 131.4440
C.CONTROL 4 161.115¢
Sig. 183
Duncanab CONTROL 5 77 B760
HPPR 1 ] 126.9620
PHAFFIA 5 131.4440
C CONTROL 4 161.1150
Sig. .065

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
4. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4 706

b. The group sizes are unequal. The harmenic mean af the group sizes is used. Type | emror levels are nat guzranteed




RESULTADOS DE DIGESTIBILIDAD

Dieta
% Cromo
Phtaffia dieta

1A 1.000
1B 1.000
24 1.000
2B 1.000
3A 1.000
38 1.000
40 1.000
4B 1.000
CONTROL

Sa, 1.000
58 1.000
SA 1.000
6B 1.000
TA 1.000
78 1.000
34 1.000
8B 1.Q00
HPPR

9A 1.0000
98 1.0000
10A 1.0000
QB 1.0000
114 1.0000
118 10000
12A 1.0000
128 1.0009

§.603
5456
6.889
6.989
§.291
5.080
$.325
4.827

3.234
4.918
8.046
5.649
5.872
9.541
7.950
7.888

§.487
7.741
9.14%
4.794
5.832
5008
6116
5.826

heces

24.296
24.178
19 118
19 441
24 08§
23 863
23.350
23.427

24 875
23.834
23729
24 324
30.879
25038
16 748
18,959

19.415
19.765
23.760
25.225
24345
22.209
17.822
17.314

% Cromo % Proteina % Proteina

en heces dieta

30.232
30 232
30.232
30.232
30.232
30232
30 232
30.232

31.442
31.442
31.442
31.442
31.442
31.442
31.442
31.442

40,080
40.030
40.080
40030
40.080
40.080
40.080
40.080

Hoja1l

% D.PD MEDIA

£5.662
85.342
90.822
90.799
84 943
84 .462
85.49
84.272

75.537
83.187
67.518
86,305
82685
85.629
92 500
92.356

94.292
93.630
§8.478
86.872
§9.588
89.829
92.730
92.371

Pégmna 1

96.475

85,714

290,861

%

desvest DMSD MEDIA desvest

2718 82159 82.168

5.515

2.730

81872
85.484
85692
81.100
80.315
81.221
79.704

69.079
77.866
83.460
82.298
82.370
81,953
87.421
§7.323

83.217
87.082
80.564
79.141
82.853
80.020
83.649
82,636

81.471

83.045

2.243

$5.878

3.252
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BIOENSAYQ - ACTIVIDAD INMUNQESTIMULANTE

acuang| no.  dieta |dieta| no x O n7 x7 incp? foad7 | cans? tc7 tca7| sob7
Al [ 1 Contral [ 1 10 y046] 9 | 0388 | 043 , 504 ) 056 | 9323 |1.32] 90
Ag 7 Control | 1 10 J046| 10 [ 078 | 032 | 488 | 048 | 7000 [151| 100
[ B2 [ 32 Control [ 1 10 J 045 | w0 081 | 037 | 504 | 050 | 8202 {138 100
B8 | 16  Contral | 1 10 J 04410 082 [ 037 | S04 | 050 | 8462 [135] 100
B12 | 20 | Contral | 1 18 104510 074 | 029 | 499 | 050 | 6291 (1.75] 100 |
€7 | 23 " Control | 1 10 J 04610 077 [ 032 [ 5§15 | 052 | 6937 [1.62] 100
D4 | 28 [ Control | 1 10 fo45 | 10| 076 | 030 [ 513 | 051 66,08 [1.70] 100
D6 | 30 [ Conral [ 1 10 046 | 97079 | 032 [ 493 | 055 | 7027 [169] S0
FRO [ 045 9 | 079 | 0.34 | 502 052 | 7481 [1.54] 97.50
DE 004 | 005 | 009 | 002 | 1054 |0.17]| 463
acuano| no. dieta !dietal no x O n7 x? ingf food7 | cons 7 tc? lca7]| sob?7
A2 2 Llevadurg 2 10 [o4s5[ 10| 081 | 635 | 495 050 | 7849 '140] 100
AB 4 Levadum| 2 10 | 046 | 10| 084 | 038 | 510 [ 051 8214 [1.3s] 100
A10 | 8 Levadurd 2 10 J 045110 0382 [ 038 | 508 | 05 84.34 [1.34] 100
B3 | 13 Levadurd 2 10 J 046 9 | 075 | 029 | 498 055 | 8400 [189] 90
B7 | 15 'Levadurd 2 10 foss | 10 082 [ 037 | 510 | 051 BO.26 |[1.38] 100
B11 | 19 Levadura 2 10 | 046 | 10 | 080 | .34 | 507 0.5 7522 |1.48] 100
C12 | 26 Levadu 2 10 Jo¢6 | 10| 073 [ 027 ] 515 [ 052 [ 5948 [1.89] 100
D5 | 29 Levadurd 2z | 10 | 045 | 10 | 077 | 031 ' 471 | 047 | 6909 [150] 160 |
[ PRO [ 045 9 | 079 | 034 | 501 0.5 7413 153] 9875
DE 004 | 0.04 Ir 014 | 002 | 901 1023 3%
I
acuano| no. t dieta |dieta| no x QO n7 x?_ ncp? .« food? cans ¥ tc7 tcat| sob7? |
Ad 3 [ Phaffia| 3 10 | 046 0] 078 | 032 ' 5§15 | 052 | 6905 [161] 100
A12 10 Phaffia| 3 10 Q.46 9 0385 040 | 510 0.57 8665 |1.43] <o
BS | 14  Phathia 3 | 10 | 046 | 9 | 085 [ 038 | 500 | 056 | 8551 '142] <90 |
D7 31 [ Phaffia| 3 19 § 046 10| 074 | 028 ' 502 0.50 6214 177 100
[ JPRO | 04G| 9 | 080 | 035 | 506 | 053 | 7599 [1.56] 9500 |
DE 0.05 | 0.05 | 007 | 003 | 1206 |0.16] 577
acuario| no. | dicta |dieta| no xQ n7 %7 incp?7  (ood7 | cons 7 tc? | tca?| sob7
a8 | 6 TRPPR1| & 10 |06 | 10| 078 | 032 | 515 | 052 | bBo32 |162] 100
B3 | 17 | HPPR1[ & 10 lo4cs| 10| 08 | 040 | 507 | Q.51 87.50 [1.27] 100
Cz | 21 | HPPR1| 4 0 04| 9 | 076 | 0.30 [ 488 | 054 | 5545 11.80] S0
O1 | 27 | HPPR1| 4 0 Jo4s| 0| 078 | 032 | 514 051 7093 [159] 100
PRO | 04C| 9 ] 079 | 033 | 505 | 052 | 73.05 |157] 97.50 |
DE 004 | 004 | 013 | Q.01 9.89 (022 500 |
— 3.17
acuario’ no. | dieta |dietal| ao | xQO | a7 x7 ncp? | food7 | cons/ tc/ |tcal! sob?
AT 5 |Glucan | § i0 [o45|] 0. 083 [ 037 | 515 | 052 | 8035 [1.40[ 100
A1 | 9 |Glucan]| § 10 fo4s5| 8 | 081 | 035 | 499 | 055 | 7822 |1.57| 90
81 | 11 Glucan | § 10 Joas| 11| 067 | 022 | 498 | 045 | 4983 [202] 110
B10 | 18 [ Glucan| 5 0 foac | 10| 080 [ 034 | 515 | 052 | 74.40 [150] 100
C5 | 22 [Glucan [ 5 10 loa4s| @ [ 079 | 034 | 507 | ©56 | 73.73 168 90
C9 | 26 1 Glucan| 5 | 10 | 045 | 10 | 0./8 | 033 | 602 | 050 | 71.74 [1.54] 100 |
Ci1 | 25 iGlucan | & | 10 J o046 10 | 979 [ 033 | 513 0.51 7233 1154 100
D8 | 32 1 Gucan| 5 | 10 | 046 | 10 [ 080 | 033 [ 501 050 [ 7134 T1.51] 100
I PRO | 046 | 9 | 078 | 033 | 508 | 0.51 ?1.49_i1.60 9875
f—— § OE [ 0.0a67 | 0.0438] 0.0734 | Q 03427 9.3147 | 0.19] 6.4087




BIOENSAYQ - ACTIVIDAD INMUNQESTIMULANTE

x14 incp14[n1d|food14 consid tct4g lcatd|sgb14] n21i x21 inp21 | food21 |cons2i
135 | 090 | 9 | 163 1.81 198.33 | 2.02| 90 9 1.62 117 | 25200 | 280
142 [ 096 | 8 | 206 . 257 20524 |[267] &0 8 168 122 23455 | 368
135 | 090 | 10| 16.7 | 167 20315 1e4| 100 | 10 158 1.14 [ 25730 | 257
1.30 | 086 [10] 166 | 166 19412 | 1.93| 100 [ 10 [ 156 111 | 2538 | 253 |
128 [ 083 [ 9| 165 | 184 18384 [221 g0 9 1.55 1.10 25600 | 284
133 (087 | 9| 162 ] 180 190.30 | 207 %0 9 155 1.09 25005 | 2.78 |
110 | 064 [10[ 165 | 165 14092 |[255] 100 8 131 0.86 24970 | 3.12
135 | o088 | 7 | 142 | 203 19128 [230] 720 [ 5 165 1.19 21565 | 4.33
131 [ 086 | 9 | 1669 | 183 18861 2.20 | 9000 9 156 1.11 2537 308
0.02 | 009 1.76 | 0.31 20.83 0.29 | 10.69 0.11 0.1 270 | 962
X14 | Incpld|nid|food1d| consid|  tcl4  [tcalé|sobla] n21 | x21 | inp2d  foode!  cons2i
119 | 0.74 [ 10] 164 | 164 163.41 222 100 | 10 145 0.99 74720 | 247
132 1087 [10] 169 | 169 | 18845 [185] fo0 [ 10 150 104 75790 | 2.58
137 | 092 | 9| 168 | 1.86 20643 |202| @0 9 | 171 1.26 25740 | 2.36
124 | 078 | 8 | 161 | 201 | 16392 |2.58| 80 a 147 101 24760 | 310
128 | 083 [10] 169 | 169 16136 [205[ 100 | 9 [ 150 | 105 | 25705 | 286
[ 130 [ 085 | 9] 165 | 183 18582 |216] 90 g 161 115 75225_| 280
127 [ 081 | 9| 768 | 186 | 17620 |230[ 90 | 9 | 758 | 112 T 25520 | 2
120 | 075 | 10| 162 | 1862 165.78 | 2.15| 100 | 7 164 | 118 24855 ' 365
127 | 082 [ 9 [16568 | 177 17968 | 2.18 |93.75| 8 1.56 1.10 25 24 238
006 | 0.06 033 | 0.14 14.15 020] 7.44 0.09 0.09 0.6 0133
x14 lincpt4|{n14[food14|cons14 tc14 tcalsd|sob14] n21 x21 inp21 fcod21  cons2i
122 | 0.76 |10 166 | 166 16638 | 217 | 100 | 10 153 108 | 25770 | 258
| 143 [ 098 | 9| 167 | 186 21384 1191] 90 9 176 1.31 25625 | 285
138 [ 092 [ 9 [ 162 1.8 201.73 196 | 90 9 1569 123 24770} 275 |
108 | 063 [10] 160 . 160 13576 | 255] 100 | 10 | 129 | 084 [ 24885 [ 249 |
128 | 082 | 9 | 1637 1.73 17968 | 2159500 9 157 1.11 2526 | 2.67
016 [ 016 [ | 033 012 3499 029 577 021 | 021 051 0.16
x14  {incp14|n14|food14 consid 14 tcal4|sebt4| n21 x21 inp21 foog21 | cons2i
124 | 077 | 10| 169 169 16638 | 219 100 | 9 152 108 75995 | 2.89
134 | 083 [10] 168 ,L 168 | 19474 190 100 | @9 141 0.96 25215 | 2.80
123 [ 077 | 8| i56 | 185 16747 | 254 | 80 7 171 1.25 24028 | 3.43
123 (078 | 10| 167 | 167 17115 215 100 | 10 1.44 098 = 25725 257
126 | 080 | 9 | 1652 | 1.75 17493 | 2.20 |95.00] @ 152 106 2524 2.92
006 [006 [ [ 063 [ 013 133 [026[10.00, 014 [ 013 | 0¢7 0.36
5.04 — ' 6os | ___ | . - —
%14 [incp14!n14 food14| cons14 lc14 tcatd | sobid] n21 x21 | Inpz1 food21 | cansZi
130 | 085 10| 163 | 163 , 18472 [192] 100 | B8 | 181 | 135 | 25170 | 3.15
132 | o087 [ 9] 166 | 1.85 19302 ' 2.12| 90 9 15 | 111 25210 | 2.80
116 | 071 [11][ 167 | 152 15676 213 110 ] 1 141 ' 096 25515 | 232
120 | 083 |10 169 | 169 18004 | 204 | 100 | 10 160 114 25290 | 253 )
121 |07 8| 159 | 198 16617 262 | &0 8 1.46 1.00 24160 Ja2
135 | 089 | 9| 164 | 182 19726 | 204 90 3 153 108 2a790 | 3.1Q |
131 | 085 | 7 [ 61| 230 18478 |271| 70| § 174 [ 128 | 24585 | 492
1206 | 083 | 8| 65| 206 178 56 243 | 80 8 157 110 25230 3.15
720 | 082 | 9| 1641] 186 18042 | 2.26 [ 80.00 8l 1.58 113 2493 3.12
0.06137| 006 0341 | 02532| 12.8521789 | 03 (1309 0.1344| 0.13194] 0.4467082] 0.7868




BIOENSAYO - ATTIVIDAD INMUNOESTIMULANTE

tcal tca2l [sab21] n28 [x28 npeB | food28 | cons2B| 28 | tca’8 |sob28| n3s | x 35
255 51 2.40 90 | 8 [201) 1955 | 35175 | 440 | 33969 | 284 BG 8 | 2.27
266 03 301 80 | 8 [201] 155 | 39205 490 | 33641 | 317 80 8 | 2ar
255 28 226 | 100 | 9 [194] 149 | 35780 398 | 33496 | 267 a0 9 | 226
252.04 228 | 00| 8 |197] 153 | 35323 | 382 | 34520 257 | 40 8 | 224
242 41 2.59 90 | 9 [1yal 149 [ 36025 | 400 | 328.50 | 269 | 90 3 | 226
23917 254 30 | ® (194 148 | 34530 | 432 | 32341 | 292 | 80 8 | 228 |
187.20 365 80 | 7 [180| 1.34 | 33.895 | 484 | 29294 | 362 70 7 | 211
256.71 365 50 | 3 |189] 143 | 25630 | 854 | 30909 | 598 30 3 [ 226
244,29 280 | 8500( 7 (193] 148 | 3445 | 486 | 32628 | 3.41 | /625| 7 | 226

24.56 as5a 1604 0.07| 007 390 153 | 1747 | 1.13 | 19.96 0.07

21| tca?i _|sobz1] n28 [x 28| inp?8 . f0ad28 | consgk | 1628 | 1ca28 | sobz8] n35 | x 35
220 40 249 | 100 | 10 |[1G0]| 7115 | 33495 | 3.35 | 25477 | 292 | 100 | 10 | 1.79
22593 2d9 | 100 | 9 [1838] 142 | 35615 | 3.96 | 30862 | 279 = 90 | 9 | 2.14
261.80 227 90 | 9 (208] 164 | 35715 | 397 | 36682 | 243 30 8 | 246
220 14 307 80 | B8 [185] 140 | 33985 | 425 | 30475 | 3.04 80 7 | 230 |
22968 273 | 90 | 7 [ve1] 115 | 34.2556 | 489 | 25244 | 425 70 6 | 183
253.07 243 | 90 | 9 200 154 | 34675 | 385 | 33811 | 250 30 9 [ 218
24423 253 | 90 "7 |199] 153 | 35120 | 502 {33355 | 328 70 7 | 225
261 40 3.00 70 | 7 |205| 160 | 34.155 | 488 | 35222 | 306 70 7 | 244
242 08 2.62 6375, 8 (188 143 34.63 4 27 313.79 303 82 S0 7 217
2218 028 | 991 019] 019 080 060 | 4229 | 057 | 1165 0.25 |

w21 tcacl |Sob21]| n28 |x 28| inp29 | loodZd | cons28 | tced | tca2B  scbz8] n35 X35
23472 | 240 | 10 ] 10 [179] 134 | 35145 | 361 | 29148 | 263 | 100 | 10 209
286 94 718 80 | § [212] 167 | 35800 | 399 | 36564 | 239 a0 9 | 241
268.83 2.24 90 | 9 [209] 164 | 34970 | 383 | 35782 | 238 90 8 | 254
183.15 297 | 100 | 9 |159] 113 | 34485 | 383 | 24743 | 339 90 8 | 202
243 41 245 |9500] 9 (190 144 | 3513 | 381 | 31559 | 270 [ 9250| & | 227

64 | 0% | 577 026| 026 059 020 | 5632 | 048 | 500 025

Z1 %21 |sobZ1| n28 |x 28] inp28 | lood28 | cons2B | 28 | tca2d |sabsd] wa5 | x 35
22759 | 2./4 90 | 9 [180] 139 | 35820 | 398 | 28769 | 298 | 90 g | 206
20943 | 2.93 0 |
27336 | 274 70| 7 (209l 163 [ 33103 | 4,73 | 35540 | 2.91 70 6 | 246
21674 261 100 g 152 107 35.775 2.98 23505 373 90 10 186
23178 | 276 |B7.50] 8 180 134 | 3490 | 423 | 29271 | 320 [8333| 8 | 212

28.71 013 | 1258 028 028 15 | 043 | 6033 | 045 [1155| _ | 031 |

| 541 6.37 |
tc21 tca21 |sob2il| n28 x 28| inp28 | food28 cor_1_§28 c28 tca28 | sob28| n35 [ x35
29520 | 233 80 | 8 (215 169 | 34470 | 491 | 36943 | 255 aa 8 | 249
24587 2852 90 | 9 (186 141 | 34510 | 383 | 31248 | 271 a0 8 [ 212
213.02 243 | 110 | 10 [163] 118 | 35115 | 351 | 26347 | 297 | 100 | 8 | z19
24707 | 222 | 100 | 8 [207' %61 | 34590 | 432 | 34902 | 269 | 87 | 8 | 243

22018 301 80 | 7 [184 139 | 33450 | 478 | 30382 | 346 W | 8 [ 222 ]

238.02 2.87 80 7 [182 1.37 33.940 4.85 302 40 354 70 7 207 |
279.08 384 50 | 4 [220] 174 | 32.385 | 9.10 | 37985 | 464 40 3 [ 269
237.88 2 86 80 | 7 [193| 146 | 34155 | 488 | 31502 | 394 70 T | 212

247 04 276(83./5| 7 |[194] 148 | 3408 | 482 | 32a44 | 324 | (500| 6 | 228 |

[ 27752926 0.52029] 17.68 0.19]0 18715]| 0.840998 [ 1.41071] 38 8366 |0 GB136 17 728! 0.2222




BIOENSAYQ - ACTIVIDAD INMUNDESTIMULANTE

inp35 | alim35 | cons35| tc3% tcads | sobdS|nd2| x42 | inpd2  3im4? consd2|  tcd?
181 | 45455 | 568 | 397533 | 373 [ 80 [ 8 | 238 | 193 $5455 693 | 422204
101 | 494 | 618 | 414674 | 324 | 80 | 7 | 269 | 223 5916 _BAS | 484783
181 | 4638 | 515 | 407116 | 284 | 90 | 9 263 | 219 | 3662 629 | 491.011
| 180 [453625| 567 | 406767 | 315 | @0 | 7 | 246 | 2.02 | 453625 648 | 456 561
181 | 46925 | $.21 | 398896 | 280 | 90 | 9| 256 | 210 | 56585 6€.30 | 464 386
182 | 44495 | 556 [ 399179 | 305 | 80 | 8 | 25 | 2.11 | 55295 6.91 | 460.99%6
165 | 4363 | 623 | 362019 | 377 | 70 | 7 | 244 | 198 | 4363 623 | 433292
1B0 | 31485 | 1050 | 389899 | 583 | 30 | 3 | 259 | 213 | 31485 ~ 1050 | 461328
180 | 4414 | 627 | 39701 | 349 |[7500| 7 | 254 | 209 5046 _ 726 | 45932
007 | 540 | 175 1601 | 085 [1927| | 010 | 010 | 951 149 | 2314
|
inp35 | aim35 | cons35 tcds tcalds [sob35|nd2| x42 | inpd2 | alimd2 consd? fcd?2
1.04 | 4281 | 426 | 297339 ., 316 | 100 [ 10] 198 | 153 | 9281 528 | 338803
158 | 45885 | 510 | 365.505 | 304 90 | 9] 240 | 194 | 56.845 632 | 423 360
203 | 46145 | 577 [ 453971 284 | 80 | B [ 264 | 239 | 9556Y _ 695 | 534787 |
1685 | 43865 627 | 403119 339 | 70 | 7 | 241 | 195 | S4.425 7.78 | 425825
138 | 43.36 723 | 301681 523 | 60 | 5 | 218 - 172 | §312 , 1062 378079 |
171 | 4456 495 | 374772 296 { 90 | 9 | 226 ' 180 | 5336 533 [ 394639 |
179 | 4494 642 | 389262 353 | 70 | & [ 251 205 | 5398 _ 9.00 | 447.204
199 | 4412 630 | 438631 | 347 | 70 | 7 | 277 232 | 5268 | 7.53 511479
172 | 4446 579 | 37796 | 342 | 7876 7 | 242 196 | 5410 |_742 | 43190
025 | 117 095 | 5695 | 0.78 | 13.58 025 025 | 146 274 [ 6569
inp35 | alim35 ; cons33 tc3s tcads | sob35 | ndZ| x42 , npdZ , alimaz | consa? tcd?
164 | 45335 | 453 , 456987 | 277 | 100 | 10 ] 233 | 187 | 45335 | 453 | 409170
1957 4634 | 515 | 428265 | 264 | 90 | 8 | 289 | 244 | 5738 | 717 | 534320
2.08 45.72 972 456 072 2.74 80 7 2 88 243 5628 3,04 531.018
156 | 44385 | 555 | 341740 | 355 | 80 | 8 [ 232 | 186 | 55185 | GIO | 407 112
TE1 | 4545 | 524 | 39577 | 293 | 8780, 8 | 267 | 215 | 53.55 | 666 | 47040
"025 | 082 [ 053 | 9512 | 042 | 957 033 | 033 | 5585 | 150 7191
|
inp35 | alim25 | cons3y tc3% tcals [sob35|nd2| xd42 inpdZ | alimd2 |consd? tcd?
(759 | 4633 | 515 | 343008 [ 373 | 90 [ 9 | 229 | 182 | 572l | 635 . 393066
700 | 429825 716 | 437482 | 358 | 60 | 5 | 268 222 (429825 B6U 184279
140 | 463 | 463 | 308811 | 330 | 100 | 9 [ 211 7166 | 463 | 514 . 365247
167 | 4520 | 565 | 36310 | 337 8333 | 7 | 236 190 | 4883 | ©70 . 41419 |
0.31 1.92 1.34 66.65 0.18 [ 20.82 029 I 028 744 | 175 | 6227 |
— , 708 .
Ras | almab  cons35|  tcah | tcads | sobi5|na2| x42 | mpd2 | aimd2  consd2| 1642
204 | 4411 , 5651 | 444487 271 | 80 | 6 | 307 | 261 | 4411 735 | 563942
157 | 4447 | 656 | 369.303 [ 333 | 80 | 7 | 255 | 210 | 5535 791 | 464159
1.74 | 45315 566 | 386637 ' 326 | 80 | 8 [ 254 ' 209 | §6.115 | 7.01 : 464588
| 197 | 4¢48 566 | 426302 ' 283 | 80 | 8 | 272_ 225 | 4448 | 956 i 488937
(.76 | 42495 ' 708 | 386111 402 | &0 | 6 | 253 208 | 53.055 | 1061, 455702
162 | 4367 | 624 | 376638 | 386 | 70 | 4 | 231 185 | 5479 [ 1370, 408330
223 | 4133 1379 | 486783 | 617 | 30 | 3 [ 288 242 | 4133 | 1378 | 526.725
166 | 43585 623 | 336897 | a76 | 70 | & | 224 | 177 | 43585 | 726 | 332040
183 [ 4368 695 40164 374| 6875 5| 2860 218] 4910 [ 915 470.12
02203 | 1.25687 2.809] 4664822 1.0869( 17.27 0.2775, 0.2771] 6.2487 | 3 1624 [ 60 132111




BIOENSAYO - ACTIVIDAD INMUNOESTIMULANTE

Tcad? | sobdZ | nad] x49 | inpdd | ahmd4d | cons4d 49 | icadd [sobdd]tiomasa total
369 80 ] 302 | 25 | 69.37Q 13.87 562.28 5.41 50 [15.10 |
379 | 70 | 6 | 343 | 297 | 70870 | 1183 | 64565 397 60 |2058
288 | 90 § 1 418 | 374 | 71910 | 1438 | 839.33 385 50 {2094
321 70 | 5 | 285 | 241 [ 45363 | 907 | 54570 3.76 50 [1427
299 | 90 | 8 | 292 | 247 | 70375 | 880 545.47 3.56 80 [2338
3728 | 3 | 6 | 305 | 259 | 69550 | 1159 | 567.40 447 | 50 [1830
36 | 70 | 7 [ 284 | 238 | 43630 | 623 | 520.79 262 | 70 [i95.86
492 | 30 | 3 | 319 | 273 | 31485 | 1050 | 591.13 384 30 Jos8
348 | 72.50 |563| 317 | 273 | 5908 10.78 | 60222 393 _156.25|16.04
066 | 1909 045 | 045 | 1620 272 102.87 0.79 [15.06 448
tcad? | sobd? [ nd9| x48 | npdd ' alim49 | consdd tc49 tcadd  sabad|biomasa total
346 | 100 | 8 | 240 | 194 67945 | 849 431.04 437 | 80 19.16
325 , 00 | 9 | 280 | 234 | 72575 | 8.06 509 54 345 90 | 2518 |
291 | 80 | 8 | 325 | 240 | 71129 | ©6.89 627.07 317 80 26
398 | 70 | 6 | 283 | 237 | 69245 | 3154 | 516.81 488 60 16 95
6.16 50 § | 253 | 208 | 68105 ' 1362 | 45526 5.568 50 12 66
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