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Resumen

Los alimentos de origen marino, son una fuente rica de proteinas, vitaminas y minerales,
ademas de ser la principal fuente dietética natural de los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga omega-3 (n-3): eicosapentaenoico (EPA; 20: 5n-3) y docosahexaenoico (DHA;
22: 6n-3). Estos acidos grasos esenciales generan en la salud humana multiples beneficios.
Sin embargo, los pescados y mariscos, la principal via de incorporacién de estos en la dieta,
no producen omega-3 por si solos, sino que los incorpora a través de la dieta, viéndose
afectados también en su crecimiento, desarrollo fisiolégico y respuesta inmune en cada
etapa del ciclo productivo por la disponibilidad de estos acidos grasos esenciales. Las
fuentes para la obtencion de acidos grasos omega-3 no son muy numerosas actualmente,
por esto es que la busqueda de fuentes alternativas constituye un desafio tecnolégico
importante, de alto potencial de desarrollo y que desde el punto de vista econémico es una
muy buena oportunidad para entrar a competir a un mercado cuya demanda ha venido en
alza y se proyecta que seguird aumentando a futuro, permitiendo mejorar también el factor
limitante para el cultivo comercial de diferentes especies mediante la incorporacion de
dietas alternativas. En base a estos antecedentes es que se presenta el protista heterétrofo
Oxyrrhis marina como una posible solucion a la problematica actual, ya que se ha reportado
gue este organismo posee altos niveles de acido grasos (EPA y DHA) y que estos dependen
del tipo de presa que se suministra a través de la dieta. Por lo cual, en este trabajo se realizé
una evaluacién de los efectos de la dieta suministrada para una cepa de O. marina nativa de
la region de Antofagasta. Para ello se estudiaron 3 dietas microalgales (Tetraselmis sp,
Dunaliella salina y Phaeodactylum tricornutum) en volimenes de 200 mL con diferentes
proporciones depredador/presa, en concreto 3 concentraciones de alimento (150.000
cél/mL, 250.000 cél/mL y 500.000 cél/mL) y 2 concentraciones distintas para el organismo
protozoo O. marina (5.000 cél/mL y 10.000 cél/mL). Dado que O. marina tiene la capacidad
no sélo de transformar si no de sintetizar de novo dichos los acidos grasos omega-3 de
interés sin necesidad de incorporarlos desde las presas, también se incorpordé levadura seca
gue no presenta dichos acidos grasos en su composicion como control alimenticio de bajo
costo. Los resultados obtenidos permitieron conocer las raciones de alimento idéneas:
250.000 cél/mL para Tetraselmis sp y Dunaliella salina, asi como 2.500.000 cél/mL para
Phaeodactylum tricornutum tras reajuste a peso seco equivalente, en combinaciéon con
10.000 cél/mL de Oxyrrhis marina. El mejor crecimiento se obtuvo con Dunaliella salina al
dia 4, sin embargo, se obtiene mejor produccion de EPA y DHA con Phaeodactylum
tricornutum, siendo en contraste muy baja la productividad de estos acidos grasos con el
suministro de la levadura como alimento de bajo costo. Por lo tanto, Oxyrrhis marina se
muestra como una potencial fuente de acidos grasos para la industria acuicola alimentaria,
destacando la importancia de un adecuado control del tipo y proporcion del alimento, asi
como el tiempo de cosecha del protista para potenciar y optimizar la obtencién de biomasa
rica en estos acidos grasos de interés, especificamente EPA y DHA.



Abstract

Marine foods are a rich source of proteins, vitamins and minerals, as well as being the main
natural dietary source of long chain omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids:
eicosapentaenoic (EPA; 20: 5n- 3) and docosahexaenoic (DHA; 22: 6n-3). These essential
fatty acids generate multiple benefits for human health. However, fish and shellfish, the
main way of incorporating these into the diet, does not produce omega-3s by themselves,
but incorporates them through the diet, also being affected in their growth, physiological
development and immune response in each stage of the production cycle by the availability
of these essential fatty acids. The sources for obtaining omega-3 fatty acids are not very
frequent at the moment, which is why the search for alternative sources constitutes an
important technological challenge, with high development potential and that from the
economic point of view is a very good opportunity to enter to compete in a market whose
demand has been on the rise and it is projected that it will continue to increase in the
future, also allowing to improve the limiting factor for the commercial cultivation of
different species through the incorporation of alternative diets. Based on these
antecedents, the heterotrophic protist Oxyrrhis marina is presented as a possible solution to
the current problem, since it has been reported that this organism has high levels of fatty
acids (EPA and DHA) and that these depend on the type of prey. that is supplied through the
diet. Therefore, in this work an evaluation of the effects of the diet provided for a strain of
O. marina native to the Antofagasta region was carried out. For this, 3 microalgal diets
(Tetraselmis sp, Dunaliella salina and Phaeodactylum tricornutum) were studied in volumes
of 200 mL with different predator / prey ratios, specifically 3 food concentrations (150,000
célls / mL, 250,000 célls / mL and 500,000 célls / mL) and 2 different concentrations for the
protozoan organism O marina (5,000 célls / mL and 10,000 célls / mL). Since O. marina has
the ability not only to transform but to synthesize de novo the omega-3 fatty acids of
interest without the need to incorporate them from the dams, dry yeast that does not
present said fatty acids in its composition was also incorporated as low cost food control.
The results obtained allowed to know the suitable food rations: 250,000 célls / mL for
Tetraselmis sp and Dunaliella salina, as well as 2,500,000 célls / mL for Phaeodactylum
tricornutum after readjustment to equivalent dry weight, in combination with 10,000 célls /
mL of O. marina. The best growth was obtained with Dunaliella salina on day 4, however, it
is better obtained from EPA and DHA with Phaeodactylum tricornutum, the productivity of
these fatty acids being in contrast very low with the supply of yeast as a low-cost food.
Therefore, Oxyrrhis marina is shown as a potential source of fatty acids for the food
aquaculture industry, highlighting the importance of an adequate control of the type and
proportion of the food, as well as the harvest time of the protist to enhance and optimize
the obtaining of biomass rich in these acids. fats of interest, specifically EPA and DHA.
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1. Introduccion

1.1. Problematica y desafios en el area de alimentacidn de la industria acuicola.

Debido a la escasez de informacién existente sobre los requerimientos nutricionales para
dieta de diferentes organismos como peces, camarones y pectinidos, tanto en su fase
larvaria como en la adulta, la adecuada alimentacién de estos constituye actualmente el
principal factor limitante para el cultivo comercial de estos organismos. En su mayoria los
estudios se realizan en condiciones de laboratorio controladas “bajo techo” recibiendo
dietas artificiales como también dietas basadas en alimento vivo. Esta situacién ha generado
la necesidad de disefar y experimentar con nuevos sistemas de cultivo para las larvas,
siendo relevante en este aspecto la blsqueda de nuevas presas, con un tamaifio y un perfil
nutritivo adecuado a las distintas etapas de las larvas en cultivo. Entre los nutrientes
fundamentales, los lipidos juegan un papel importante como colchdn mecanico para el
soporte de los drganos vitales, y como una fuente importante de energia metabdlica (ATP).
En particular, los acidos grasos libres, derivados de los triglicéridos (grasas y aceites)
representan la principal fuente de combustible aerdbico para el metabolismo energético del
musculo del pez, sirviendo como vehiculo bioldgico en la absorcién de vitaminas
liposolubles A, D, E y K, indispensables para el mantenimiento e integridad de las
membranas célulares. En el caso de la alimentacion del salmén, el remplazo del aceite
marino por aceite vegetal impone limitaciones nutricionales, especuldandose que una de las
causas de la expansion del virus ISA se deberia a esta sustitucién ya que la ausencia de
acidos grasos omega-3 de origen marino puede provocar un debilitamiento de la respuesta
inmune del pez (Valenzuela et al., 2012). En concreto es por esto que, la recuperacion de la
industria acuicola del salmén, después de la crisis originada por el virus de la anemia
infecciosa del salmdn (ISA), ha generado nuevamente una demanda de aceite de pescado en
Chile que supera con creces la produccién interna, por lo que, la industria de alimentos para
la acuicultura ha debido recurrir a la importaciéon de aceite de pescado, especialmente
desde Peru, con el consiguiente incremento de los costos que esto significa. La sostenida
disminucion del recurso pesquero por sobrexplotacidn en los paises con mayor actividad en
este rubro (Chile y Peru) ha generado una importante disminucion de la disponibilidad de
harina y aceite de pescado. Actualmente la demanda de aceite de pescado sigue
aumentando, llegando a superar la oferta, alcanzado precios muy altos en el mercado
internacional y se espera que sigan subiendo. Se proyecta un crecimiento continuado en la
demanda de aceite de pescado por la Industria Acuicola en Chile, lo que genera un déficit
importante de este recurso, pero la alternativa a la cual se esta recurriendo cada vez mas es
el uso de aceites vegetales con contenido relativamente alto del acido graso omega-3 alfa
linolénico (aceite de canola y soya, entre otros) requiriéndose nuevas fuentes alternativas
qgue reemplacen el aceite de pescado que necesita la industria. Esta situacion ha motivado a
la industria de nutricién tanto humana como animal, a realizar esfuerzos a través de
investigacidon y desarrollo para la blsqueda de alternativas de remplazo del aceite y la
harina de pescado, como fuentes de acidos grasos en especial de los acidos grasos
poliinsaturados omega-3.
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1.2 La importancia de los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga omega-3 en la
industria alimentaria.

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga pertenecen al grupo omega-3 y son
indispensables para la salud humana (Kitajka et al., 2004; Sijtsma y De Swaaf, 2004; Mendes
et al., 2009; Simopoulos, 1991; Arts et al., 2001; Calder y Yaqoob, 2009). El &cido
eicosapentaenoico (EPA; 20: 5n-3) y el 4cido docosahexaenoico (DHA; 22: 6 n-3) son
componentes esenciales en la nutricion humana ya que pueden tratar enfermedades
cardiovasculares, demostrado en cientos de experimentos in vivo e in vitro, aparte de varios
ensayos clinicos (Connor et al., 2000). Se ha demostrado que una ingesta adecuada de
acidos grasos omega-3, incluido el DHA en una etapa temprana de la vida cumple funciones
clave en el crecimiento y desarrollo de los bebés como la salud cardiovascular en los adultos
(Hamilton et al., 2016) evitando el aumento de la presion arterial, reduciendo la
enfermedad coronaria y la depresion (Joordens et al., 2007). Estos beneficios derivados de
su consumo habitual estdn bien documentados en la literatura cientifica médica vy
nutricional. En este aspecto, existen también beneficios para el resto de organismos, por
ejemplo, para el crecimiento del pez, su estado, desarrollo fisiolégico y respuesta inmune,
en cada etapa del ciclo productivo cuando se incluye EPA y DHA en sus dietas alimenticias.
Hay evidencia para apoyan que la adicidon de aceite de pescado directamente o por medio
de la harina de pescado puede proporcionar una alta gama de beneficios, ya que sumado a
los beneficios directos al organismo, cuando los animales estdn destinados al consumo
humano existe la ventaja adicional que un animal alimentado con una dieta rica en omega-3
de cadena larga, a su vez hard una util contribucién al consumo alimenticio del usuario final.
Por esto, la Organizacién para la Alimentacién y Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) respaldan y aconsejan su consumo habitual. La fuente principal de los EPA
y DHA naturales disponibles para la alimentacion humana viene directamente de los
pescados y mariscos, sin embargo, estos no producen omega-3 por si solos, sino que se
adiciona a través de la dieta. Para asegurar los niveles adecuados de EPA y DHA, se debe
incluir como habiamos comentado harina de pescado u otra fuente en los alimentos de
peces cultivados entregando los requerimientos nutricionales minimos para lograr un
maximo crecimiento y un maximo almacenaje de los nutrientes en el tejido y prevenir la
ocurrencia de sintomas por deficiencia. En este sentido, tanto para las empresas
proveedoras de ingredientes para dietas de peces, como para las companias productoras de
alimentos, es relevante la blsqueda de una o diversas opciones que en algin momento
sean el reemplazo definitivo del omega-3 marino que actualmente se adiciona a las dietas,
siendo este altamente demandados por la industria alimentaria y la industria acuicola.
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1.2.1 Desafios en la produccidén de acidos grasos para la industria acuicola: Fuentes

alternativas de acidos grasos omega-3.

Como fuentes alternativas de obtenciéon de omega-3, en el ambito de la acuicultura, se
han estudiado las microalgas para ser utilizadas como alimento de rotiferos y peces. Los
organismos tipo fitoplancton son los mas faciles de producir utilizando un buen programa
de fertilizacion, sin embargo, las fuentes proveedoras de acidos grasos son escasas en
dinoflagelados marinos, relaciondndose en general con la produccién de toxinas o
pigmentos (Singh S. et al., 2005). Las especies de microalgas mds utilizadas son Isochrysis
galbana, Pavlova lutheri, Tetraselmis suecica, Chaetoceros gracilis y C. calcitrans (Farias-
Molina, 2001; Velasco et al., 2007). Generalmente, se usa la mezcla de dos microalgas en las
fases iniciales, una flagelada y una diatomea, y cuando las larvas alcanzan tallas mayores, se
recomienda incluir también especies como Tetraselmis (Helm et al., 2006; Farias-Molina,
2001; Velasco, 2008) ya que la calidad nutricional del alimento suministrado es un factor
critico que determina la calidad y salud de las larvas, contribuyendo al éxito en las
operaciones de acuicultura (Brown, 2002). Actualmente se comercializan alrededor de 20
especies de microalgas, los candidatos mas destacados como fuentes de acidos grasos
incluyen los géneros Nannochloropsis y Phaeodactylum debido a su alto contenido de EPA y
DHA (Schiiler et al., 2017). Phaeodactylum tricornutum es una microalga perteneciente a la
clase Bacillariophyta, intensificando su estudio debido a su gran produccién de EPA y su
rapido crecimiento, evitando costos de produccién y bajo requerimiento de silice en
comparacion a otras diatomeas empleandose en la industria por su composicién bioquimica
célular y su valor nutritivo (Pérez et al., 2008; Steinrlicken et al., 2018). Algunas de estas
fuentes novedosas de omega-3 ya son productos disponibles comercialmente (Tabla 1).
Dado este panorama, y las oportunidades que efectivamente tiene esta industria en los
mercados nacionales e internacionales, es importante abordar el desafio que impone la
recuperacidon de este sector productivo, teniendo un alto potencial en la mejora de los
cultivos reconociendo la importancia de la interaccién entre los distintos microorganismos
del plancton asegurando un buen suministro y tipo de alimentos naturales que prefiere cada
especie en particular. Entre las especies heterotréficas Schizochytrium spp. parece ser una
alternativa mds cercana para ser incorporada a la dieta (Sahin et al., 2018), no obstante, sus
costes no permiten que éstos sean incorporados en dietas de engorde de peces y su
produccidn se destina practicamente a dietas de destete larvario y a consumo humano
directo. Entre otras fuentes alternativas esta el krill, el cual provee de importantes acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga EPA y DHA con gran biodisponibilidad al encontrarse
como fosfolipidos (Albalat et al., 2016). También estd la opcién de la mejora del
aprovechamiento de los subproductos pesqueros a través de la mejora de la eficiencia de la
economia circular. Otra de las opciones, que no es de origen marino, son los organismos
modificados genéticamente (OGM) (Delarue y Guriec, 2014). Actualmente se plantea la
posibilidad de transformar plantas para que sean productoras de omega-3 o modificar
microalgas para que produzcan mayor cantidad de lipidos EPA y DHA. En el primer caso, los
trabajos mas avanzados se han producido con Camelina sativa la cual ya ha sido probada en
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salmones (Hixson et al., 2014). Dentro de todas estas alternativas, la que se presenta en fase
industrial en algunos paises, es la obtencién de lipidos a partir de microalgas, las cuales,
cuando son cultivados en condiciones adecuadas, permiten obtener fosfolipidos con alta
proporcién de DHA, no obstante, su aplicacidon es limitada y constituye un importante
desafio por sus elevados costes de producciéon y procesado. (Valenzuela et al., 2014).
Mientras que otras estan en desarrollo y podrian estar disponibles en un futuro préximo
(Tocher et al., 2019).
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Figura 1. Actuales fuentes alternativas de omega-3. Tomada de Mispeces 2018.

1.3 La importancia de la mejora tréfica en la alimentacion en acuicultura.

Identificar una dieta especifica que cumpla con los requisitos necesarios para optimizar el
crecimiento y la sobrevivencia, sobre todo en la etapa larval, es uno de los factores mas
limitantes para el crecimiento y la supervivencia de larvas de moluscos pectinidos (Uriarte y
Farias, 1999; Vivanco et al., 2014). Existen antecedentes que indican que se necesita
incorporan eslabones tréficos intermedios a los que actualmente se emplean
tradicionalmente en la acuicultura (microalgas, rotiferos y Artemias), utilizados como
miembros importantes de las redes troficas planctdnicas en la transferencia de la materia
organica, formando en gran parte el anillo microbiano o red tréfica microbiana (microbial
loop), la cual corresponde a un agregado al esquema cladsico de la cadena trdéfica en
ecosistemas acuaticos plancténicos. Diferentes estudios (Martinez, 1991; Marty et al., 1992;
Delaunay et al., 1993), han informado que las larvas de los pectinidos tienen un alto
requerimiento de EPA en las fases larvarias tempranas y una disminucién hacia la fase tardia
y posmetamorfica, mientras que los requerimientos de DHA parecen mantenerse altos
durante toda la vida larvaria e incluso después de la metamorfosis. Por otro lado, las larvas
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de peces no se alimentan activamente en los primeros estadios, sino que sobreviven
consumiendo la reserva de alimentos de su saco vitelino, para luego poder suministrar una
dieta en los estadios posteriores correspondientes. Es por ello que también necesitan EPA y
DHA en relacidon al poco tiempo antes de la absorcién completa del saco vitelino. Los
alevines tempranos comienzan a consumir alimentos naturales, que normalmente consisten
primero en el plancton mas pequefio, por ejemplo, algas microscépicas y rotiferos. A
medida que aumenta el tamafio de su boca, los alevines comen plancton cada vez mayor y
larvas/crisalidas de insectos siendo este utilizado también como el alimento favorito de los
peces, variando considerablemente dependiendo de la especie y de su fase de desarrollo.
Paulatinamente, a medida que crece, sus preferencias alimenticias van cambiando hasta
parecerse mas a los peces adultos. La incorporacion en las diferentes fases de alimentacién
de fuentes alternativas de acidos grasos es fundamental y alternativas como el uso de
aceites vegetales con alto contenido de acido graso omega-3 alfa Linolénico (ALN) (canola,
linaza, chia) puede ser una opcidn, sin embargo, la conversion del ALN en EPA y DHA es muy
baja en humanos, animales y peces de cultivo, con lo cual hay riesgo de deficiencia
nutricional de EPA y/o DHA. En este ambito, el protistas heterdtrofo, Oxyrrhis marina, que
puede biosintetizar de novo los acidos grasos poliinsaturados del tipo omega-3 EPA y DHA
(Lund et al., 2008) y en el que se han identificado una amplia gama de genes asociados con
la sintesis y el metabolismo de aminoacidos, lo que indica la gran capacidad biosintéticas de
esta especie que cambia dentro del ciclo de crecimiento como respuesta a diversos factores
bidticos y abidticos (Davidson et al., 1992; Flynn et al.,, 1993), lo hacen un atractivo
candidato como alimento alternativo rico en omega-3 para la acuicultura, sumado a su
potencialidad como mejora a la red tréfica suministrada como alimento. Actualmente son
reconocidos como miembros importantes de las redes tréficas plancténicas en la
transferencia de la materia organica, ya que forman parte del llamado anillo microbiano o
red tréfica microbiana, donde una parte importante de la produccién primaria fluye a través
de los protistas heterdtrofos antes de la transferencia del carbono hacia metazoos
omnivoros y carnivoros de mayor tamaifo como las larvas de molusco y peces de
importancia comercial para Chile. Existe una alta complejidad estructural y funcional de los
sistemas marinos pelagicos, abarcando desde los virus hasta vertebrados superiores, con
interacciones multiples a diferentes niveles y en este entorno, el crecimiento y la mortalidad
debida a la depredacidn son los factores mas importantes (Jeong et al., 2015). O. marina
han sido y siguen siendo utilizados histéricamente como modelo para examinar conceptos
asociados con la dinamica de |la poblacién (Gause et al., 1936; Fenton et al., 2010), donde las
altas tasas de crecimiento pero bajas en mortalidad debido a la depredacién pueden causar
aumentos rapidos en la abundancia de sus células (Jeong et al., 2015). En este aspecto, para
comprender las funciones de un dinoflagelado en los ecosistemas marinos y sus
interacciones con otros organismos relacionados (como una presa potencial o un
depredador) es necesario seguir realizando estudios en este ambito.
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Tabla 1. Nuevas fuentes de EPA y DHA para la industria acuicola. Tabla resumen
con el origen y composicién de potenciales y nuevas fuentes de EPA y DHA para
la industria acuicola.

Table 1

Summary of the origins and compositions of some potential new sources of EPA and DHA.

Composition "

Total n-3 LC-PUFA

Product Development Partners Source Type Lipid Content EPAS DHAC % ofTFAY 9 of Product Reference
AlgaPrime™ DHA Corbion (TerraViaBunge) ©  Microalgae  Algal biomass 60 0 48 48 28 [22]
DHAgold™ DSM Nutritional Products Microalgae  Algal biomass 49 10 444 458 225 [43]
DHA Natur™ ADM Animal Nutnition Microalgae  Algal biomass 50-60 025 34 343 17.2-206 [24)
ForPlus™ Alltech Coppens £ Microalgae  Algal biomass 61 03 29 293 17.9 [45]
Nymega™ Heliae Development £ Microalgae  Algal biomass 65 ~0.1 20 ~31 21 [46]
'\':'ran:an>2 o1l Veramans h Microalgae o1l 100 ~16 ~34 ~54 ~54 [E34 |
Camelina sariva Rothamsted Research UoS GM camelina O1l 100 20 4] 24 24 [48]
Camelina sativa Rothamsted ResearchUoS GM camehna o1l 100 9 11 28 28 [49]
Latitude™ BASF/Cargill GM canola o1l 100 7 1 12 12 [50]
Aquaterra™/Nutnterra™ x CSIRO/Nuseed GRDC GM canola Ol 100 05 10 12 12 [51]
Yarrowia lipohytica’ DuPont GMyeast  Yeast biomass ~50 ~50 0 50 25 521

* Compositional data were extracted or extrapolated from various sources and. in some cases. may differ in detail from final commercialised products o Percentage of
product; © Percentage of total fatty acids (TFA); ¢ Includes 20-4n-3 and 22:5n-3 (if any); © Initially developed by Terravia Holdings (formerly Solazyme) and to be
commercially produced and marketad in joint venture with Bunge. Acquired by Corbion after Terravia filed for bankruptcy with uent buyout of Bunge: £ Initially
developad by Alltech and. after acquiring Coppens International feed company. was included in many of Alitech Coppens aquafeeds although this may not continue in the
future with the closure of the microalgal facility in the USA: £ Initially developed by Heliae Development LLC and distributed in partnership with Syndel Laboratories Ltd
E Initially developed by DSM and to be produced and marketed by Veramaris®. a 50-50 joint venture with Evonik: * Oil from GM canola to be marketed as Aquaterra™ and

Nutriterra™ for aquaculture and human consumption. respectively- ! An oil from GM Flipolytica was once marketed in capsule form as New Harvest™ EPA for human
consumption Compositional data extracted or extrapolated from the publications or publicly available materials cited in last column ADM. Archer Daniels Midland
Company; CSIRO, Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation; GRDC, Grains Research and Development Corporation; UoS, University of Stirling

1.4. Aspectos generales del protista heterétrofo O. marina.

Oxyrrhis marina superficialmente, es facil de reconocer (Dodge, 1982) y aislar del
entorno natural (Lowe et al.,, 2011), de cuerpo alargado oval, asimétricamente posterior,
cinturén imperfecto en el lado derecho, un robusto colgante de Iébulo con forma de
tentdculo entre los dos flagelos que divide el amplio surco ventral no desarrollado, incoloro
y con una longitud de 10-37 um, tipico de aguas poco profundas, pozas litorales y supra
litorales (Johnson, 2000; Kimmance et al., 2006). Es una especie ampliamente estudiada
(Montagnes et al., 2011a) que presenta una amplia distribucion geografica (Watts et al.,
2011). Es considerado un microorganismo cosmopolita y su presencia ha sido reportada en
Bélgica, Dinamarca, Rumania, Irlanda, Alemania, Inglaterra, Espafia, Italia, Francia, Rusia,
USA, México, Finlandia, U.K, Corea, Japdn, Australia, Sudafrica, Brasil (Watts et al.,, 2011) y
Cuba (Gémez et al., 2014). Entre sus caracteristicas a destacar es que puede sercultivado
con una amplia variedad de especies de presas en experimentos de alimentaciéon basados
en laboratorio (Kent, 1880; Barker, 1935; Droop, 1953) siendo una buena alternativa
proyectada ala cultivo como recurso biotecnolégico, debido a su facilidad de cultivo, amplia
distribucién y tolerancia a un amplio rango de condiciones ambientales (Lowe et al., 2011b).

1.4.1 Potencialidad de O. marina como fuente alternativa de acidos grasos.

Las cepas de microalgas tienen un enorme potencial para contribuir a la bioeconomia,
desde la produccién de varios productos, asi como alimentos para animales y suplementos
alimenticios de alto valor, representando un recurso prometedor para la biotecnologia en la
produccién de acidos grasos poliinsaturados (LC-PUFA) sin embargo hay pocos estudios en
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relacion a la potencialidad de dinoflagelados protistas como O. marina. En este aspecto, hay
prometedores antecedentes basado en estudios que han sido motivados debido a sus
caracteristicas citoldgicas y genéticas inusuales al biosintetizar de novo los acidos grasos
poliinsaturados del tipo omega-3 EPA y DHA (Lund et al., 2008), siendo capaz de sintetizar el
set completo de aminoacidos, donde tiene reductoisomerasa de acido Ketol, que participa
en la sintesis de los aminoacidos esenciales Valina, Leucina e Isoleucina el cual posee un
buen contenido nutricional que depende directamente de su dieta. Siendo capaz por tanto
de mejorar tréficamente la calidad nutricional de algas consideradas de mala calidad y asi
suministrar de manera eficiente el acido docosahexaenoico (DHA) al siguiente nivel tréfico
(Hartz, 2010). Al analizar un conjunto de datos de transcriptoma obtenido de Oxyrrhis
marina, (Lowe et al., 2011) identificaron una amplia gama de genes asociados con la sintesis
y el metabolismo de aminoacidos, lo que indica las capacidades biosintéticas de esta
especie.

Respecto a la relacidén con las presas dentro de la red trdéfica, el organismo O. marina ha
sido utilizado ampliamente como un modelo de depredador para investigar la alimentacion
selectiva con diferentes especies de presas (Goldman et al., 1989; Flynn et al., 1996; Hansen
et al., 1996; Davidson et al., 2005). Triemer (1982) notd cambios en la forma después de la
ingestion del alimento, la variacién en el tamafio se produce segun la concentracién de los
alimentos y el estado del cultivo (Kimmance, S. A., Atkison, D., Montagnes, D. J. S, 2006), no
obstante, el tamafio dptimo de presas es mds pequefio que el de si mismo (Hansen, 1992;
Hansen et al., 1996; Davidson et al., 2011), demostrando que O. marina discrimina entre
presas segun el tamafio, la composicién bioquimica y la carga (Hammer et al., 1999, 2001;
Wootton et al., 2007). Sobrevive también a través de la absorcion de moléculas organicas
disueltas, usando este mecanismo en ambientes saprobianos obteniendo los nutrientes a
partir de materiales organicos inertes (Lowe et al., 2011b). Exhibe fototaxismo positivo
(Droop, 1954; Hartz, 2010) y un ciclo pronunciado de dia aumentando las tasas de
alimentacion y crecimiento durante el dia (Jakobsen y Strom, 2004). Hay pocos estudios
sobre los patrones de alimentacidn de los protistas heterétrofos comunes (Park et al., 2011)
por lo tanto, vale la pena explorar las interacciones y relaciéon con el contenido de lipidos.
Actualmente existen estudios sobre la composicién de acidos grasos y/o la produccion de
DHA de O. marina alimentado con presas de algas (Breteler et al., 1999; Veloza et al., 2006;
Park et al., 2016), dando como resultado una alta concentracidn durante brotes explosivos y
extensos, siendo estudiados como candidatos potenciales para un tipo de recurso de
biocombustible (de la Jara et al., 2003; Fuentes-Griinewald et al., 2012, 2016). En particular,
el dinoflagelado heterdtrofo O. marina produce altos niveles de DHA cuando se alimenta de
diversas presas de algas, bacterias, nano o micro-flagelados, dinoflagelados fototréficos,
nanoflagelados heterétrofos, ciliados y levaduras (Jeong et al., 2017) proporcionan una base
para comprender las interacciones entre protistas heterdtrofos y su contenido nutricional
en relacion a presas que sean de gran relevancia en este aspecto. Por todas estas
caracteristicas es que, este microorganismo ha despertado el interés de la comunidad
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cientifica mundial, lo cual se ha visto reflejado en el aumento de las publicaciones,
presentando un gran interés biotecnoldgico para diferentes industrias entre ellas la de
alimentacion acuicola. Bajo este contexto y en el dmbito de la alimentacion larval en
acuicultura, el estudio de mejora tréfica puede cerrar la brecha de nutrientes esenciales
entre el bucle microbiano y niveles tréficos superiores, para lograr asi aumentar la
sobrevivencia larval de los cultivos, el principal cuello de botella en la Acuicultura Chilena.

En base a los antecedentes presentados, fundamentado en la potencialidad del protista
heterdtrofo Oxyrrhis marina como fuente de dcidos grasos omega-3 de tipo EPA y DHA para
la industria acuicola alimentaria y conociendo que la composicion nutricional de O. marina
depende de su dieta, es que, el objetivo general de este estudid se centrd en evaluar la
produccién de acidos grasos EPA y DHA en el protista heterétrofo O. marina en base a la
dieta suministrada, todo esto enfocado a la mejora de la productividad y contenido,
proyectdandose como un nuevo recurso plancténico rico en acidos grasos omega-3 para la
industria acuicola alimentaria.
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2. Hipétesis y Objetivos

2.1 Hipétesis

Fundamentado en la potencialidad del protista heterétrofo Oxyrrhis marina como fuente de
acidos grasos omega-3 de tipo EPA y DHA para la industria acuicola alimentaria y
conociendo que la composicidon nutricional de Oxyrrhis marina depende de su dieta es que,
se propone la siguiente hipdtesis:

“Es posible mejorar la productividad y contenido de EPA y DHA de la biomasa de Oxyrrhis
marina en base al control de su dieta empleando para ello presas y proporciones de
alimentacion seleccionadas”

2.2 Objetivos

Objetivo General
Evaluar la produccién de acidos grasos EPA y DHA en el protista heterétrofo O. marina en
base a las dietas suministradas.

Objetivo especifico

a- Evaluar la proporcién mas éptima depredador/presa para el crecimiento de O. marina
empleando 3 dietas microalgales como alimento vivo.

b.- Evaluar la composicion de EPA y DHA, en el organismo O. marina, en funcion de las
dietas microalgales suministradas.

c.- Evaluar la incorporacién de levadura como alimento alternativo de bajo costo para la
produccién de EPA y DHA por parte de O. marina.
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3. Materiales y métodos

3.1 Diseino experimental

El disefio experimental consisti6 en alimentar al organismo heterétrofo
protozooplanctdénico, Oxyrrhis marina, a 2 concentraciones (5.000 y 10.000 cél/mL) con 3
tipos de dietas a base de organismos autétrofos (microalgas), que incluyeron 2
chlorophytas: Tetraselmis sp. (Ts) y Dunaliella salina (Ds) a concentraciones de 150.000,
250.000 y 500.000 céls/ml y una phaeophyta: Phaeodactylum tricornutum (Pt) a
concentraciones de 750.000 y 2.500.000 céls/ml, todos por triplicado. Para cada
tratamiento se realizaron curvas depredador/presa durante 7 dias y el seguimiento se
realizé6 mediante conteo célular por microscopia y mediante citometria de flujo. Una vez
determinadas las mejores relaciones de alimento se calculd la concentracion equivalente en
peso seco de levadura para los estudios posteriores de cuantificacion de acidos grasos. De
los ciclos de alimentacidn con las dietas seleccionadas mds el tratamiento con levadura se
tomaron muestra a las 24 y 48 horas, asi como de cada una de las microalgas y la levadura
como control y se evalud la produccion de acidos grasos EPA (acido eicosapentaeonico) y
DHA (acido docosahexaenoico).

Obtencion del protista

1 i | e .
(!f_azzgtlglric(;aU%ﬂa,:) [Concentracmn |donea] [ Prueba con ]

protista/microalga levadura

‘J’ A
Pesoseco:

Oxyrrhis marina Escalamiento ] 0.15g/L
Microalgas: |
* Phaeodactylum . | Ciclo de

tricornutum (Pt) [ Stock de trabajo ] alimentacion
* Tetraselmis sp. (Ts) I
* Dunaliella salina (Ds) Ensayos dieta Obtencion de

Curvas depredador/presa biomasa

[ 1. Conteo por microscopia ] [ Toma de muestra ]

Tratamientos (portriplicado)

[ 2. Citometria de flujo Dietas por cada microalga:
[ Oxyrrhis marina ]__ 24 horas
5.000 y 10.000 cel/ml. alimentacion
D. salina
- Concentracion para chlorophytas: ] 48 horas
150.000/250.000/500.000cel/ml [ Tetraselmis sp. ] || alimentacion
- Concentracion para phaeophyta: o e
750.000/2.500.000 celiml [ P. tricornutum ] Analisis de acidos
grasos :
_ EPA y DHA

Figura 2. Flujograma de la metodologia de trabajo.

20



3.2 Obtencion de las cepas

Los organismos utilizados fueron aislados desde las costas de la Bahia San Jorge,
Antofagasta (23,3°S) y pertenecen al cepario de la Unidad de Microbiologia Aplicada (UMA)
de la Universidad de Antofagasta. El protozoo empleado en este estudio corresponde al
organismo Oxyrrhis marina y las microalgas evaluadas como alimento fueron
Phaeodactylum tricornutum, Tetraselmis sp. y Dunaliella salina.

Figura 3. Dimensiones de las diferentes células microalgales
observadas por medio de Microscopia con un aumento de 40X: A.
Phaeodactylum tricornutum, B. Tetraselmis sp. y C. Dunaliella
salina.

3.3 Preparacion del agua de mar

El agua de mar fue obtenida desde el reservorio de agua de la Unidad de Microbiologia
Aplicada (UMA), esta fue filtrada a 10, 5, 1 y 0.5 um. El agua de mar filtrada se llevé a cada
sistema de cultivo (bolén de 1 L) para ser autoclavada a 121°C durante 15 minutos, para ser
utilizada posteriormente.

3.4 Medio de cultivo
Se utilizé el medio de cultivo UMAS (tabla 2) el cual corresponde a una modificacién del
medio de cultivo clasico para microalgas f/2 (Guillard & Ryther, 1962).

TABLA 2. Nutrientes utilizados en el agua mar para las microalgas Phaeodactylum
tricornutum, Tetraselmis sp y Dunaliella salina.

NaNO; (nitrato de sodio) 0,3825
NaH2PO4(sodio fosfato monobésico) 0,03375
NaHCO3 (Bicarbonato) 0,168
Oligoelementos 0,2 ml/L
Na2SiO39H20(metasilicato) 0,03
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3.4.1 preparacion del medio de cultivo para microalgas

Obtenida previamente el agua de mar, para cada proceso de inoculacion, se realizé una
etapa de desinfeccidn, para esto fueron utilizados filtros de cartuchoa 10, 5, 1 y 0.5 um para
cada sistema de cultivo en volimenes de 2 hasta 20 L; posteriormente se afadio, al agua de
mar filtrada con hipoclorito de sodio comercial (NaClO), cloro en polvo a una concentracién
finalde 0.1 g - LY por un periodo de 24 horas. Ya desinfectada, el agua de mar se adiciono
tiosulfato sddico, necesario para neutralizar el cloro. Para llevar a cabo la neutralizacion, se
prepard una soluciéon stock sobre saturada 1:1 de tiosulfato de sodio (Na25S,03:5H,0) a 0.3
g/L en una proporcidon de 6 mL por 20 L y se esperd un tiempo minimo de 2 horas para
finalizar la neutralizacién, suministrando los diferentes compuestos. Se agregé el medio de
cultivo, incorporando metasilicato de sodio, en el caso de Phaeodactylum tricornutum vy
bicarbonato de sodio para Dunaliella salina y Tetraselmis sp.

3.5 Cultivo del alimento microalgal.

Las cepas microalgales fueron conservadas en placas de Petri, con medio de cultivo
solido. Previo al inicio de las experiencias, estas fueron inoculadas en un tubo de ensayo con
10 mL de medio de cultivo UMAS5, de ahi traspasados a matraces de Erlenmeyer (250 mL)
con 200 mL de medio de cultivo liquido y posteriormente al a bolones de 1 litro. Finalmente
fueron escalados hasta 20 litros de capacitad, para obtener indculos de 7 dias de cultivo que
estuvieran en fase exponencial.

W : N, - .

AN TR =l
Figura 4. Matraces de 4 litros con las cepas microalgales
empleadas en los ensayos. A. Cultivo exponencial

Phaeodactylum tricornutum, B. Tetraselmis sp y C. Dunaliella
salina.

Para el cultivo en 20 L, una vez que los sistemas de cultivo contenian el agua de mar
tratada se les incorporaron los componentes del medio UMAGS (Tabla 2). Posteriormente se
agrego el inéculo microalgal que correspondia al 10% del volumen final del sistema de
cultivo y se esperd por un lapso de 7 dias para que la microalga entrara en fase exponencial.
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Los cultivos se mantuvieron en una sala controlada a 20°C, con intensidad luminica
constante de 183,5 umol-m'z-s'1 (2 tubos fluorescentes OSRAM Universal). Previo al inicio de
los ensayos con las diferentes dietas, se inoculd cada alimento microalgal en 3 matraces de
4 litros con un volumen de 3,5 litros de agua de mar esterilizada mediante autoclave (figura
4).

3.6 Ensayos de crecimiento de O. marina con las diferentes dietas: Phaeodactylum
tricornutum, Tetraselmis sp y Dunaliella salina.

3.6.1 Periodo de hambruna previa a la aplicacion de las diferentes dietas a O. marina.

El organismo protozoo Oxyrrhis marina se mantiene con la microalga Tetraselmis sp. La
concentracion microalgal fue a 500.000 cél/mL donde estuvo alimentandose por una
semana. Al transcurrir los 7 dias se hizo limpieza y no se alimenté por un lapso de 4 dias,
correspondiente a la fase de ayuno, para que el organismo se adapte a otras raciones de
alimento microalgal y poder ser evaluadas (figura 5).

Ml o Mg comctetaren D

Figura 5. Pre-alimentacién y mantencién en los ciclos de alimentacién del organismo O.
marina donde A. Ciclo de 7 dias y B. Ciclo de 4 dias alimentado con la microalga Tetraselmis
sp. A una concentracidon microalgal de 500.000 cél/mL alimentado por una semana para
luego hacer limpieza y no alimentar durante 4 dias (fase de ayuno).
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3.6.2 Curva depredador presa.

Las cepas microalgales evaluadas para realizar las curvas depredador presa fueron
Tetraselmis sp. (T), Dunaliella salina (DS) y Phaeodactylum tricornutum (Pt) a 3
concentraciones diferentes (150.000, 250.000 y 500.000 céls/ml) y 2 concentraciones
iniciales de protozoos (5.000 y 10.000 cél/mL). Para la microalga Pt se evaluaron dos
concentraciones diferentes (750.000 y 2.500.000 céls/ml) ya que el organismo depredador
Oxyrrhis marina en los primeros ensayos al dia 1 las consumié rapidamente y se recalculd el
nimero célular para un peso seco equivalente. Los cultivos se mantuvieron en las mismas
condiciones que los indculos microalgales, en una sala controlada a 20°C, con intensidad
luminica constante de 183,5 umol-m-2-s-1 (2 tubos fluorescentes OSRAM Universal) durante
7 dias de crecimiento.

3.7 Seguimiento de la biomasa en las curvas depredador/presa.

3.7.1 Recuento de células.

Se realizd un seguimiento durante 7 dias continuados para conocer la cantidad de
microalga consumidas y la cantidad de protozoos generados. Se llevd a cabo el recuento
utilizando un microscopio, cdmara Newbauer y micropipeta, tomando muestras diarias
almacenadas en tubos ependorff de 1 mL con solucién de Lugol (0.20 pl).

|
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o ——

Figura 6. Seguimiento del consumo del alimento microalgal
durante 7 dias. Con 2 concentraciones iniciales de protozoos A.
5.000 cél/mL y B. 10.000 cél/mL para saber el crecimiento
poblacional de O. marina y el consumo del alimento a lo largo de 7
dias de seguimiento.

3.7.2. Seguimiento del crecimiento del organismo depredador por citometria de flujo.

Se evalud la eficiencia del crecimiento del cultivo en Oxyrrhis marina frente a las raciones
de alimento iddneas con Dunaliella salina y Phaeodactylum tricornutum, mediante
citometria de flujo. El citometro de flujo BD Accuri C6 proporciona recuentos de células
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absolutos directamente, eliminando la necesidad de usar un hemocitdmetro o cuentas de
conteo. Su sistema de bomba peristdltica, controlada por microprocesador, mide con
precision el volumen (en ul) y lo reporta en las tablas de estadisticas del software BD Accuri
C6. Las densidades de las poblaciones totales y cerradas se calculan de forma automatica y
se pueden mostrar selectivamente en formato tabular, la automatizacién logro contrastar
las cuentas de conteo permitiendo conocer la eficiencia optima en el cultivo cuando se
alimentd controladamente. Esta técnica es especifica y permite revisar en una pequefia
porcién de agua (muestras de 4.0 mL) que organismos se encuentran, cuanto crecen los
organismos y cuanto disminuye el alimento detectado por medio de la autofluorescentes de
clorofila, agrupandolos como superposiciones de histogramas en el software BD Accuri C6,
lo que permite la comparacidon simultdnea de las cepas en una sola gréfica en diferentes
regiones de un plano para distinguir su dispersidon y morfologia poblacional. El control sin
tincion bajo los pardmetros Forward Scatter (FSC) y Side Scatter (SSC) se utilizd para
determinar las poblaciones en los cultivos, analizados en el citdmetro de flujo. Se evalud el
alimento microalgal entregado, Dunaliella salina y Phaeodactylum tricornutum, donde se les
ubicé en ambos cuadrantes, inferior izquierdo (no consumidas) y lado inferior derecho
(consumidas) permitiendo analizar los efectos de los tratamientos (dietas microalgales) en el
aumento del niumero célular de Oxyrrhis marina. Para el cultivo control de Oxyrrhis marina
todas las células del organismo depredador se agruparon hacia el lado superior derecho del
grafico (Oxyrrhis marina Alimentado). Observando que, la poblacion microalgal es
consumida por parte del organismo depredador. (Anexo 2). Para contrastar los datos de
forma automatizada se analizaron en el BD Accuri C6 dando a conocer la eficiencia del
crecimiento de Oxyrrhis marina a través del tiempo. Para evidenciar mejor estos datos se
realizd un grafico con los valores entregados y se compard el alimento con respecto al
crecimiento de Oxyrrhis marina.

3.7.3 Peso seco de sélidos suspendidos totales (SST)

Se comprobé la cantidad de biomasa obtenida en los cultivos mediante determinacién de
peso seco, para esto se utilizaron 50 mL de cultivo y se llevd al sistema de filtracion usando
bomba de vacio (PR, modelo VP 235) con filtros de 0.45 micras de nitrato de célulosa
(Sartorius Stedim). Posteriormente los filtros fueron llevados a una estufa (MEMMERT, UM
600- 2400W, Alemania) a 105°C por 24 horas. El peso seco se utilizé con la finalidad de
conocer los equivalentes en g/L de las 3 microalgas utilizadas y calcular el peso seco
equivalente a aplicar para los ensayos con la levadura.

Para el calculo de la concentracidén de microalga se utilizé la siguiente férmula:
P2 - P1
SST(g-L™1) = g
%4
Dénde:
P1: peso filtro seco (g)

P2: peso filtro + microalga seca (g)
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V: volumen de cultivo (L)
SST: sélidos suspendidos totales (g-L™)

Figura 7. Comparacion de las 3 microalgas en peso seco para las concentraciones
seleccionadas. A. Tetraselmis sp., C. Dunaliella salina fueron 250.000 cél/mL
correspondientes a 0,15 g/L a excepcién de B. Phaeodactylum tricornutum por ser de menor
tamafio con una concentracidn equivalente de 2.500.000 céls/ml.

ol
Figura 8. Reajuste de biomasa de los ensayos con Phaeodactylum tricornutum y peso seco
del cultivo Oxyrrhis marina. Las concentraciones de Ila microalga Phaeophita
Phaeodactylum tricornutum A. 750.000 cél/mL, B. 2.500.000 cél/mL por ser 4 veces mas
pequefia que las otras 2 microalgas chlorophitas y para Oxyrrhis marina C. 5.000 cél/mL, D.
10.000 cél/mL.
3.8 Ensayos para evaluacion del contenido en acidos grasos EPA y DHA.

Una vez determinadas las mejores relaciones de alimento y calculada la concentracién

equivalente en peso seco de levadura se realizaron ciclos de alimentacién con las dietas
seleccionadas mas el tratamiento con levadura y se tomaron muestra a las 24 y 48 horas, asi
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como de cada una de las microalgas y la levadura como control y se evalué la produccion de
acidos grasos EPA (acido eicosapentaeonico) y DHA (4cido docosahexaenoico). Las
concentraciones seleccionadas fueron: 250.000 cél/mL para las algas Chlorophitas y para la
Phaeophita 2.500.000 cél/mL suministrados con medio de cultivo UMAS. (Anexo 1,
preparadas con 7 dias en fase exponencial para el experimento de consumo a 24 y 48
horas).

3.8.1 Extraccidn y cuantificaciéon de acidos grasos EPA y DHA.

La extraccién de lipidos totales se realizé mediante el método de gravimetria, seguido de
un proceso de metilacion para posteriormente ser analizadas en un cromatégrafo de gases.
El perfil de acidos grasos fue obtenido por transesterificacion directa y cromatografia de
gases (6890N Series Gas Chromatograph, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) tal
como detalla Rodriguez-Ruiz et al. (1998).

Cromatografia (GC-FID) es un sistema de cromatografia de gases Shimadzu 2010 equipado
con un detector de ionizacidén de llama (FID) y un inyector split / splitless para analizar la
composicion de FAME. FID es uno de los detectores mas utilizados en cromatografia de
gases y funciona pasando la muestra organica previamente volatilizada a través de una
llama. Generado a partir de hidrégeno puro y aire comprimido, luego, estos iones son
detectados por un electrodo polarizado ubicado cerca de la llama. En todos los casos, las
muestras (1 uL) fueron inyectado en una columna capilar RESTEK (30 m, 0,32 mm de d.i.,
0,25 \ mu m de espesor de pelicula). La temperatura del inyector se mantuvo a 250 ° C en
modo split con un Split proporcion de 1:20, y se utilizd nitrégeno como gas portador a un
caudal constante de 1,25 ml / min. La temperatura del horno se programa inicialmente a 80
°C durante 5 min, se aumentd a 165 ° C a 4 °C / min durante 2 min, y luego se aumentd de
nuevo a 180 °C a 2 °C / min durante 5 minutos. Era calentado a una velocidad de 2 °C / min a
200 ° C durante 2 min seguido a 4 °C / min a 230 ° C durante 2 min y finalmente se mantuvo
a esa temperatura durante 2 min alcanzando 250 °C a 2°C/min. La temperatura del detector
se mantuvo a 280°C.

Los FAME individuales se identificaron comparando sus tiempos de retencién con los de
estandares FAME mixtos (FAME Mix C4-C24, Supelco Analytical) y cuantificados
comparando su area de pico con los de mi Estandares FAME y un estandar interno (canoin
tripentade ~ 10 ppm / muestra, Nu-Check Pre, Inc., Elysian, MN, EE. UU.). Finalmente, el
contenido de acidos grasos del tipo EPA y DHA se calculé como porcentaje en relacién a la
biomasa liofilizada (% en peso) y lipidos totales (% p / p). (Anexo 3).
3.9 Analisis estadistico

Las diferencias en los tratamientos se evaluaron mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA). Si. Los resultados de ANOVA fueron significativos (p <0.05), las
comparaciones entre las medias se realizaron utilizando el analisis post-hoc de Tukey. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statgraphics Centurion XVI
(Statgraphics Technologies, Inc., Virginia).
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4. Resultados

4.1 Crecimiento del cultivo de Oxyrrhis marina alimentado con las diferentes microalgas.
Curvas depredador-presa

4.1.1 Cultivo de O. marina alimentado con la microalga Tetraselmis sp.

En la figura 9 se describe la curva depredador/presa para Tetraselmis sp. para las 3
raciones de alimento microalgal estudiadas (150.000 cél/mL, 250.000 cél/mL, 500.000
cél/mL) y 2 concentraciones distintas del cultivo de Oxyrrhis marina a (5.000 cél/mLy 10.000
cél/mL), habiendo diferencias ya en las primeras 48 horas y siendo posible establecer un
patron de crecimiento diferencial en base a los tratamientos. Los resultados indican que
para la cepa Tetraselmis sp., es mejor inocular con 10.000 cél/mL de protozoos y 250.000
cél/mL de microalga logrando un mayor crecimiento y una produccién de 85.000 cél/mL de
Oxyrrhis marina al dia 5. El peso seco equivalente par la dosis microalgal con mejor
rendimiento fue de 250.000 cél/mL equivalente fue de 0,15 g/L.
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Figura 9. Curvas depredador presa, O. marina (arriba: 5.000 cél/mL, abajo: 10.000 cél/mL) a
lo largo de 7 dias alimentado con 3 concentraciones de Tetraselmis sp. (150.000 cél/mL,
250.000 cél/mL, 500.000 cél/mL).
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4.1.2 Cultivo de O. marina alimentado con la microalga Dunaliella salina.

Los resultados de las curvas depredador/presa con Dunaliella salina (figura 10) para las 3
raciones de alimento microalgal estudiadas (150.000 cél/mL, 250.000 cél/mL, 500.000
cél/mL) y 2 concentraciones distintas del cultivo de Oxyrrhis marina a (5.000 cél/mLy 10.000
cél/mL) indican que el caso de la cepa microalgal Dunaliella salina es mejor inocular con
5.000 cél/mL de protozoos y 500.000 cél/mL de microalga, obteniéndose diferencia
significativas respecto a los otros tratamientos con un efecto positivo al producir en
promedio 93.000 cél/mL de Oxyrrhis marina. Para todas las proporciones de alimento
estudiadas se produjo el consumo del alimento casi en su totalidad ya a las 24 horas con un
crecimiento progresivo de O. marina que alcanza el maximo se productividad para la
proporcién de alimento indicada a las 48hrs.
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Figura 10. Curvas depredador presa, O. marina (arriba: 5.000 cél/mL, abajo: 10.000 cél/mL)
a lo largo de 7 dias alimentado con 3 concentraciones de Dunaliella salina (150.000 cél/mL,
250.000 cél/mL, 500.000 cél/mL).
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4.1.3. Cultivo de O. marina alimentado con la microalga Phaeodactylum tricornutum.

Durante el estudio de las curvas depredador/presa se observé que las dimensiones de la
diatomea Phaeodactylum tricornutum era 4 veces mas pequefia en relacién a las
Chlorophitas (Tetraselmis sp y Dunaliella salina) por lo que se incorporaron 2 nuevas
raciones de alimento microalgal reajustadas a peso seco equivalente (750.000 cél/mL,
2.500.000 cél/mL) en combinacién con las 2 concentraciones de Oxyrrhis marina (5.000
cél/mL y 10.000 cél/mL) como se describe en la Figura 11. El andlisis de peso seco
equivalente para 2.500.000 cél/mL fue de 0,15 g/L. Para el caso de la cepa Phaeodactylum
tricornutum los resultados indican que es mejor inocular con 10.000 cél/mL de protozoos y
2.500.000 cél/mL de microalga, produciendo diferencias significativas con los otros
tratamientos y logrando una productividad de 92.000 cél/mL de Oxyrrhis marina al séptimo
dia. Al igual que para el caso de Dunaliella salina, para todas las proporciones de alimento
estudiadas se produjo el consumo del alimento casi en su totalidad ya a las 24 horas.
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Figura 11. Curvas depredador presa, O. marina (arriba: 5.000 cél/mL, abajo: 10.000 cél/mL)
a lo largo de 7 dias alimentado con 2 concentraciones de Phaeodactylum tricornutum
(750.000 cél/mLy 2.500.000 cél/mL).
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4.1.4 Seguimiento del crecimiento del organismo depredador O. marina por citometria

de flujo con cepas microalgales seleccionadas.

Para determinar la eficiencia del crecimiento del cultivo en Oxyrrhis marina frente a las
raciones de alimento iddneas con Dunaliella salina y Phaeodactylum tricornutum se evalué
por medio de citometria de flujo. Se observa que las células microalgales fueron consumidas
ubicdndolas en el cuadrante inferior derecho (Anexo 2), los resultados representados en un
grafico de barras se presentan en la figura 12, obteniendo con la microalga Dunaliella salina
un 65% de las células de O. marina para las mejores 2 raciones de alimento (250.000 cél/mL
y 500.000 cél/mL) (figura 12. barras roja). Se observa un efecto positivo con diferencias
significativas al dia 0, 3 y 7 (P<0,05), en cuanto con la microalga Phaeodactylum tricornutum
cuando se reajustaron las raciones de alimento, obteniendo al dia 7 un 74% de produccién
de Oxyrrhis marina (figura 12. barras verdes) diferenciandose de Dunaliella salina cuando se
obtuvo un 45% de eficiencia en el cultivo al dia 7. Se infiere que el crecimiento optimo del
organismo depredador es mejor aumentando la racion de alimento a 2.500.000 cél/mL de P.
tricornutum para 7 dias de cultivo.
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Figura 12. Comparacion de la produccion de O. marina en funcién del tiempo y del
alimento suministrado. Eficiencia del crecimiento de Oxyrrhis marina alimentado con las
mejores concentraciones microalgales para la cepa Dunaliella salina (barras rojas) y para la
cepa Phaeodactylum tricornutum (barras verdes).

4.2 Produccion de biomasa de O. marina en relacion a las concentraciones seleccionadas
para cada dieta microalgal.

En base a la seleccidon para las proporciones dptimas con las 3 cepas microalgales
(Tetraselmis sp, Dunaliella salina y Phaeodactylum tricornutum) utilizadas como alimento
vivo (figura 13) se observa una mejor cosecha al dia 2 con Dunaliella salina, con un maximo
crecimiento del cultivo Oxyrrhis marina, produciéndose un total de 93.000 cél/mL a
diferencia de los otros tratamientos con la cepa Tetraselmis sp., donde se produjo 85.000
cél/mL al dia 4, observando aumento de la eficiencia en el crecimiento del organismo
depredador con un dia mas de cultivo. En cambio, con la cepa Phaeodactylum tricornutum
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se presentdé la mayor concentracion de O. marina con muchos mas dias de cultivo, con
crecimiento maximo de 92.000 cél/mL al dia 7.
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Figura 13. Concentraciéon de Oxyrrhis marina generada con las 3 mejores
concentraciones de microalga (Tetraselmis sp., Dunaliella salina vy
Phaeodactylum tricornutum).

4.3 Produccion de acidos grasos omega-3 a partir de la biomasa de O. marina con
alimentos seleccionados y levadura como alimento alternativo.

Los resultados presentados muestran el contenido de &acidos grasos EPA y DHA con
respecto al total de lipidos en Oxyrrhis marina a las 48 hrs. tras ser alimentado con cada una
de las tres cepas microalgales (Tetraselmis sp, Dunaliella salina y Phaeodactylum
tricornutum) y la levadura utilizando la concentracidn de microalgas dptima en base a los
ensayos de evaluacién previos con las diferentes dietas. Para la levadura, la dosis
seleccionada fué de 0,15 g/L y para Oxyrrhis marina a 10.000 cél/mL. También se incluyen
cada una de los organismos empleados en las dietas como control.

En la figura 14 se presentan los resultados de la composicidén de lipidos y el contenido de
EPA y DHA de los cuatro elementos presas y de Oxyrrhis marina, destacando que la levadura
no posee estos compuestos. Se observan diferencias significativas en el contenido total de
lipidos y EPA y DHA cuando se utilizd levadura y las dietas algales (Tetraselmis sp. Dunaliella
salina y Phaeodactylum tricornutum). La dieta microalgal que presentdé mejor contenido de
acido grasos fue con la diatomea Phaeodactylum tricornutum obteniendo un
significativamente mayor contenido &acidos grasos de tipo omega-3, EPA y DHA
(particularmente mas DHA), mientras que con la cepa Dunaliella salina también presento
niveles altos particularmente mayor contenido de EPA, a diferencia de la cepa Tetraselmis
sp. con un mayor contenido de DHA. Con la levadura usada como referencia econdémica de
bajo costo y que no presenta estos compuestos por si mismo se observé productividad de
ambos dacidos grasos, lo que indica Oxyrrhis marina logré generarlos por si mismo, sin
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embargo, el contenido fue significativamente menor que con O. marina alimentado con las

microalgas.
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Figura 14. Contenido de lipidos y contenido de EPA y DHA en muestras de O. marina. A
10.000 cél/mL alimentado con levadura, Tetraselmis sp., Dunaliella salina y Phaeodactylum
tricornutum luego de 48 horas.

Los resultados del andlisis de produccién de acidos grasos especificos EPA y DHA,
permitié conocer los diferentes perfiles de produccién que presenta O. marina al consumir
las diferentes dietas, obteniéndose que la mejor dieta suministrada fue con Phaeodactylum
tricornutum utilizando todas las condiciones dptimas, presentando la mayor cantidad de
acidos grasos especificos EPA y DHA.
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5. Discusion

El cultivo de microalgas ha ganado mucho interés estos dias por la necesidad de recursos
renovables con la capacidad de sintetizar productos valiosos como pigmentos,
carbohidratos y acidos grasos entre otros compuestos (Spolaore et al., 2006; Cardozo et al.,
2007), pero también existen otros grupos de interés poco estudiados como los protistas
heterdtrofos. Respecto a los acidos grasos, en el analisis econdmico realizado por Watters
(2012) en el que evalua el precio unitario de EPA-DHA en diferentes productos disponibles
en supermercados, se concluye que el valor mas bajo se observa para el aceite de pescado
con un precio EPA-DHA de $ 60 por kg, en cambio el precio es mayor, en torno a $180 por kg
de EPA-DHA para la sardina congelada, mientras que los suplementos nutracéuticos
prenatales de DHA y omega-3 muestran un rango de costos de S 870 a 2500 por kg. Estos
altos costos y la necesidad de nuevas fuentes ricas en estos acidos grasos, tanto para la
salud humana como animal han motivado a la industria de nutricidn a realizar esfuerzos a
través de investigacion y desarrollo en la busqueda de alternativas con respecto al remplazo
de las fuentes tradicionales de acidos grasos en especial de los acidos grasos poliinsaturados
omega-3. En este aspecto, Oxyrrhis marina se muestra como una alternativa por sus
caracteristicas y contenido en EPA y DHA, variable segun la dieta suministrada, siendo
fundamental los resultados en relacion a la optimizacidon de la alimentacién para este fin
obtenidos en el presente estudio.

5.1 Crecimiento celular del cultivo O. marina en funcidén de las dietas suministradas.
Cuando se alimenté al organismo heterétrofo, Oxyrrhis marina, con 3 tipos de dietas a
base de organismos autétrofos (microalgas) y un alimento inerte a modo de control
(levadura) para reducir costos de produccién, la mayor productividad de la biomasa (g-L-1
dia-1) se obtuvo con Dunaliella salina seguida de la cepa Phaeodactylum tricornutum. El
analisis de consumo del alimento mostré que las presas microalgales fueron consumidas
diferencialmente, pero en general se consumié toda la presa entre 24 y 48 horas tras ser
alimentado O. marina. Fenton y colaboradores (2010) en sus estudios donde establecieron
tasas de crecimiento de sus cultivos en funcion del volumen para determinar la produccion,
indicaban que la cantidad de material asimilado por un organismo es un componente clave
de la mayoria de los modelos poblacionales por lo que controlar y manipular
experimentalmente estas variables es un desafio y en este punto, es dificil interpretar cémo
los parametros de presa afectan la preferencia de alimentacidn de los protistas heterdtrofos
en general y en este aspecto los resultados del ensayos realizados en este trabajo
constituyen un aporte en esta drea de estudio. Para evidenciar mejor estos datos se realizd
también un analisis por citometria de flujo lo que ha permitido entregar datos respecto a la
racion de alimento éptima para que el cultivo de O. marina mejore la productividad de la
biomasa. Se ha logrado establecer en este estudio las dosis adecuadas para alimentar a O.
marina con las microalgas seleccionadas empleadas: Dunadiella salina y Phaeodactylum
tricornutum, evaluadas a 3 concentraciones distintas (500.000 cél/mL, 250.000 cél/mL y
150.000 cél/ml) en el caso de las chloropytas, mientras que con la microalga Phaeodactylum
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tricornutum hubo que reajustar la dieta a una mayor concentracién equivalente en peso
seco (750.000 cél/mly 2.500.000 cél/ml) debido a su menor tamafio, por lo que se concluye
gue es importante emplear dosis de alimento en base a la biomasa suministrada y no al
numero celular.

5.2 Comparacién del contenido en acidos grasos omega-3 (EPA y DHA) en O. marina en
funcion del alimento suministrado a los cultivos.

Converti y colaboradores (2009) indicaron que el contenido lipidico de las microalgas
analizadas esta negativamente correlacionado con sus tasas de crecimiento, lo que podria
significar que una tasa de crecimiento elevado reduce el contenido lipidico, debido a que
son un material bien conservado donde la reserva de lipidos probablemente cause una tasa
de crecimiento desacelerado. Dada la plasticidad de O. marina como organismo
experimental demostrada tanto en este como en otros estudios, donde investigadores
consiguieron resultados con distintas dietas microalgales y una alternativa como la levadura
(Yoon et al., 2017) se sugiere que este organismo puede ser utilizado para la produccion
eficiente de EPA y DHA. A diferencia de las presas de algas, la levadura es un compuesto
mas facil de obtener y de menor costo para el uso eficiente como alimento de O. marina,
por lo tanto, si la composicion de acidos grasos es similar o mayor que alimentado con
especies de presas de algas convencionales se podrd reemplazar el alimento microalgal,
como presas vivas, por uno que sea similar o inerte de menor costo.

En nuestro estudio se ha obtenido el contenido de EPA y DHA generado por O. marinag,
alimentado con 3 microalgas y levadura. En estudios previos (Yoon et al., 2017) en los que se
alimentd O. marina con las microalgas A. carterae y Chlorella sp. asi como levadura seca en
polvo, los acidos grasos EPA y DHA fueron similares cuando se alimentd con levadura, sin
embargo, la mejor alimentacién con microalga, demostrd en los periodos de hambruna al
dia 1, 3y 7 que el acido graso mas abundante fue el DHA, presentando 15.7-25.9% de DHA
en el dia 7 (condicidon de saciedad), proporcion que se reducia a 1.2-6.7% en el dia 11
(condicién de hambre). En particular, cuando O. marina se alimenté de levadura seca, el
95% del DHA se redujo después de que la presa fuera completamente digerida, siendo este
un punto clave a considerar ya que la produccién de estos compuestos se ve afectada en los
tiempos de cosecha de la biomasa (Montagnes et al., 2011). Nosotros hemos conseguido
evaluar y optimizar bajo estos criterios una metodologia enfocada al cultivo de O. marina
con respecto a la produccion eficiente de acidos grasos omega-3 (EPA y DHA), alimentando
con distintas presas (Phaeodactylum tricornutum, Dunaliella salina, Tetraselmis sp. y
levadura). La composicién de acidos grasos omega-3 de O. marina alimentado con la dieta
Phaeodactylum tricornutum fue de aproximadamente 10-30% mayor que O.
marina alimentado con Dunaliella salina y Tetraselmis sp. cuando las dietas fueron
comparadas. Donde se ha obtenido mayor productividad de biomasa del cultivo de O.
marina con 92.000 cél/mL en la proporcién éptima con la diatomea Phaeodactylum
tricornutum, hemos conseguido mayor contenido de EPA y DHA a las 48 horas,
particularmente mayor produccién de EPA. Sin embargo, no se obtuvieron los mismos
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resultados en este estudio con respecto a la levadura, ya que el contenido fue poco
significativo a diferencia de los obtenidos por otros autores en sus investigaciones, siendo el
contenido de EPA y DHA con levadura en este estudio mucho mas bajo a diferencia de lo
obtenido con las presas microalgales en la proporcion éptima a las 48 horas. Es importante
destacar que a pesar que las presas por si solas presentan contenido de EPA y DHA, el
contenido de estos acidos grasos en O. marina mejoran cuando estos son comparados en la
proporcién éptima a 48 horas, por lo que O. marina estaria mejorando el contenido en estos
acidos grasos en la red trofica en concordancia con estudios que indican que los organismos
heterdtrofos por lo general tienen mejor contenido de lipidos y composicién de acidos
grasos de mayor calidad que las microalgas (Tang y Taal, 2005; Burja et al., 2006; Veloza et
al., 2006; Liu et al., 2014).

5.3 Aplicacion para la produccion de biomasa rica en acidos grasos omega- 3 en la
industria acuicola.

Actualmente para estos estos acidos grasos de alto valor para la industria la mayoria de
las plantas de produccion fotosintéticas de microalgas ricas en omega-3 tienen como nicho
de mercado principal la industria acuicola (Rahman et al., 2020). Sin embargo, se prevé que
el precio de mercado de VLC-PUFA crezca a una tasa anual media del 13,5% en todo el
mundo, abriendo de este modo grandes oportunidades y desafios de mercado. En nuestro
estudio hemos conseguido mejorar las caracteristicas en la composicién de la biomasa vy el
contenido de EPA y DHA por parte de Oxyrrhis marina, dando a conocer el contenido de EPA
y DHA alimentado con cada uno de los tres elementos presa como dietas. A pesar que O.
marina es un organismo modelo popular (Montagnes et al., 2011), sigue existiendo una
mala comprensiéon de los mecanismos involucrados en su comportamiento alimentario, por
lo que seguir este enfoque permitird una mayor comprension de los elementos funcionales
gue desempenan un papel fundamental en la estructuracién de las redes alimentarias
microbianas acudticas, logrando generar una biomasa productiva de buena calidad,
estrategia que va acompafiada por una alta demanda de energia y altos costos de
produccién (Norsker et al., 2001; Sevigné et al., 2012).

En nuestro estudio hemos conseguido generar mayor contenido de omega-3 con una
dieta en base a la diatomea P. tricronutum, siendo esta una metodologia totalmente
replicable, lo que hace posible su estandarizacién y escalamiento de produccién a mayores
volumenes. Estos resultados proyectan a O. marina como una interesante alternativa para la
industria acuicola y con respecto a suplementos nutracéuticos a base de organismos
marinos, potenciando la produccién de acido graso de cadena larga omega-3 en funcion de
la dieta. En este aspecto, hasta la fecha solo algunos géneros de microalgas son utilizados
para la produccién de biomasa a nivel industrial, siendo limitada en experimentos a escala
de laboratorio o piloto (Liang et al., 2009; Li et al., 2010; widjaja et al., 2009) en este aspecto
cultivar organismos heterétrofos es mas dificil y mas costoso que cultivar microalgas por lo
gue representaria el mayor inconveniente en la proyeccidén de estos organismos a escala
industrial.
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6. Conclusiones

- Los resultados obtenidos han permitido corroborar la hipdtesis planteada evidenciando
gue es posible mejorar la productividad y contenido de EPA y DHA de la biomasa de
Oxyrrhis marina en base al control de su dieta empleando para ello presas y proporciones
de alimentacidn seleccionadas.

- Se obtiene la mayor productividad de Oxyrrhis marina utilizando Dunaliella salina como
alimento en la proporcion de 5.000 cél/mL de protista y 500.000 cél/mL de microalga,
logrando una densidad celular maxima de 92.000 cél/mL tras 48 horas.

- La mayor productividad de acidos grasos omega-3 se obtiene en las condiciones
reajustadas de la dieta en base a peso seco equivalente a las otras dietas microalgales
utilizando como alimento Phaeodactylum tricornutum a una proporcion de 10.000 cél/mL
de O. marina y 2.500.000 cél/mL de microalga.

- Con la dieta en base a Phaeodactylum tricornutum se logra obtener 3 veces mas EPA y 2
veces mas DHA respecto a las otras dietas suministradas, con un porcentaje de 1,3% de
EPAy 0.3% de DHA.

- Con la dieta alternativa mas econdmica en base a levadura, aunque se generan acidos
grasos omega-3, la concentracién es significativamente menor con respecto a la obtenida
empleando dietas microalgales por lo que en base a nuestros resultados, no contribuiria
como alternativa econdémica para la produccidn de omega-3.

- En base a los resultados, el microorganismo Oxyrrhis marina se muestra como una

potencial herramienta para mejorar la producciéon de EPA y DHA requerido por la industria
acuicola, enfatizando la importancia de controlar el tipo de alimento que se suministra.
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8. Anexos

Anexo 1.

Medio de cultivo UMA5 modificado

Es comunmente usado para enriquecer medios de agua de mar disenados para microalgas

marinas costeras, especialmente diatomeas. La concentracion de la férmula original,
denominado “f Medio” (Guillard y Ryther 1962), ha sido reducida a la mitad (Guillard 1975).
El medio original (Guillard y Ryther 1962) usa ferric sequestrene; se ha sustituido

Na,EDTA-2H,0 y FeCl3:6H,0. En 950 mL de agua de mar filtrada, agregar los siguientes

componentes. Llevar a un volumen final de 1 litro con agua de mar filtrada. Autoclavar, si no

se requiere silicato, omitir para reducir la precipitacién.

Tabla 3: Nutrientes y metales trazas necesarios para proporcionar a los cultivos

microalgales.

Component 1° Stock Solution Quantity Used Concentration in
(g - L' dH,0) Final
Medium (M)

NaNO; 75 1mL 8.82 x 10™
NaH;,PO4 - H,0 5 1mL 3.62x 107
Na,SiOs - 9H,0 30 1mL 1.06 x 10™
Trace metals solution (See following récipe) 1mL ---

Vitamins solution (See following récipe) 0.5mL ---

Tabla 4: Solucidn de Metales trazas “oligoelementos” 1X

Component 1° Stock Solution Quantity Used  Concentration in Final
(g-L* dH,0) Medium (M)
FEC|3 . 6H20 5
3.15g 1.17 x 10
NazEDTA-2H0 436¢ 1.17 x 10
MnCl; - 4H,0 180.0 1 mL 9.10 x 10~
-8
ZnSO4 . 7H20 22.0 1mL 7.65x 10
10.0 1 Ml 4.20x10°%
COCIZ . 6H20
9.8 1mL 3.93x10°
CuSO, - 5H,0
6.3 1 mL 2.60x 10

N32M004 . 2H20
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Anexo 2.
Tasa de consumo evaluada bajo citometria de flujo para los inéculos de 250 mL con 200 ml
de volumen

- Ensayo con la microalga Dunaliella salina

Se evalué que concentracién microalgal es la dptima para que el organismo depredador
consuma todo el alimento ademas de saber que concentracidén de Oxyrrhis marina es la
idonea para producir el cultivo, se observé mayor consumo del alimento en 2 de las 3
concentraciones microalgales al dia 2, presentando una densidad del cultivo Oxyrrhis
marina, Con diferencia significativa a los dias 0, 3, 7 (P<0,05).
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Figura 15. Consumo del alimento microalgal de la cepa Dunaliella salina y el tratamiento
control utilizando el organismo Oxyrrhis marina.
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- Ensayo con la microalga Phaeodactylum tricornutum.

El organismo depredador en presencia del alimento microalgal Phaeodactylum tricornutum.
Se observé que consumio gran parte del alimento cuando se administré a tres
concentraciones de indculos y concentracidn de protozoos, presentando una densidad
mayor del cultivo de Oxyrrhis marina con respecto a los controles al dia 0, 3y 7 (P<0,05).

L+ Control Ox 10000 V18 21 40_001 .  Control Ox 10000 para PT_CO1

Oxyrrhis

Oxyrrhis 5

FSC
5 Control PT 500000 para PT_001

Oxyrrhi§

. 0% 1wt
® 10° 107 10* 10t
FsC
1o 172H Ox 10000 = PT 250000 72_001 . T72H Ox 10000 + PT 250000 72,001 ¢ T2 25, O 10000+ LT 25000013001
1¢* & Pt

750 LP [488]
L T72H Ox 10000 + PT 50000 T3_001

750 L [488] 750 Lp [488]

T72H Ox 10000 + PT 50000 T1_001 10 TI2H Ox 10000~ FT. 50000 T 2100

it
s 16°
:C" 10
o
9 1d g
i ﬁ:’
l' B
¥ T
{ N 2 bR -
B Gz o &4
ir PT2 U £ FTZ
) 1d® - - ¢
e o 2t o 73 55 00 10* 107 1c* et
10° 102 102 108 0% - 5t - 750 LP [488]
750 LP [488] 750LE: [488)

Figura 16. Consumo del alimento de la cepa Phaeodactylum tricornutum. Por parte del
organismo depredador Oxyrrhis marina y tratamiento con las 3 raciones microalgales
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- Segundo ensayo utilizando las mejores raciones de alimento con la cepa Dunaliella
salina para una mejor productividad de del organismo depredador Oxyrrhis marina.

La tasa de consumo por parte de Oxyrrhis marina, se observé que el organismo depredador
consumid gran parte de las células microalgales con las mejores 2 raciones de alimento con
un maximo en las tasas de consumo al dia 3 y 7, con diferencia significativa en el dia 5
(P<0,05). Produciendo una densidad del organismo depredador es mejor inocular con 5.000
cél/mL de protozoos y 500.000 cél/mL de microalga, donde se producen en promedio

93.000 cél/mL
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Figura 17. Consumo del alimento microalgal de la cepa Dunaliella salina y el tratamiento
control utilizando las mejores 2 concentraciones para la produccién del organismo Oxyhrris

marina.
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- Segundo ensayo utilizando las mejores raciones de alimento con la cepa
Phaeodactylum tricornutum para una mejor productividad de del organismo
depredador Oxyrrhis marina.

El organismo depredador en presencia del alimento microalgal Phaeodactylum tricornutum.
Se observé que consumid gran parte del alimento cuando se reajustaron las nuevas raciones
de alimento, el consumo y el crecimiento del organismo depredador fue mas eficiente al
aumentar las racién de alimento con un maximo en el dia 3 y 7, con diferencia significativa
al dia 8 (P<0,05) (figura 11).
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Figura 18. Consumo del alimento de la cepa Phaeodactylum tricornutum. Por parte del
organismo depredador Oxyrrhis marina y reajuste con las 2 raciones microalgales
aumentadas
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Anexo 3.

Protocolo de gravimetria de lipidos con alimina.

Se necesita microalga liofilizada, alumina, nueve tubos de vidrio seis para centrifugar y tres

gue deben pesarse, esto es por muestra.

1.

Se pesan 200 mg de muestra de microalga liofilizada y 200 mg de alimina (ayuda en
el rompimiento de la pared).

Luego la muestra se macera en un mortero, hasta que esta quede homogénea.
Colocar 100 mg de esta mezcla en un tubo por triplicado.

Agregar 2 ml de solucion de cloroformo:metanol (2:1) (600 ml de cloroformo/300 ml
de metanol), agitar en vortex.

5. Una vez agitada en el vortex, se centrifuga a 2800 rpm por 3 min.

6. Pasado el periodo de centrifugacion se vierte el sobrenadante en un tubo de vidrio
nuevo.

7. Al precipitado que queda se vuele a agregar cloroformo:metanol (2:1) 1 mL. Esto se
realiza varias veces o hasta que el sobrenadante comience a perder su coloracién
verde a uno muy claro.

8. Una vez obtenido todos los sobrenadantes (6-8ml), se agrega 3 ml de &cido
clorhidrico 0,1 N y 0,3 ml de cloruro de magnesio 0,5 % p/v (0,5 gramos de cloruro
de magnesio en 100 ml de agua destilada en matraz de aforo). Se agita invirtiendo el
tubo tres veces (usar tapa con goma ya que el liquido puede escurrir por las paredes
hacia fuera del tubo).

9. Luego se agita en vortex, centrifugar a 2800 rpm por 3 min.

10. En el tubo quedan dos fases, arriba una clara y abajo una oscura entre ellas dos
gueda un precipitado blancuzco que son las proteinas. Con una pipeta Pasteur y un
bulbo de goma se toma la fase oscura, la cual corresponde a lipidos mas cloroformo.
Esta se deposita en un tubo de vidrio previamente secado en la estufa y pesado.

11. Una vez extraida la muestra de lipidos mas cloroformo, dejar en la estufa a 40°C por
24-48 horas, para evaporar el cloroformo.

12. Finalmente pesar el tubo con la muestra de lipidos, para determinar mediante la
siguiente formula el porcentaje de lipidos en la muestra.

Gramos de Lipidos: (peso final tubo — peso inicial tubo)
% Lipidos: (gramos de lipidos/peso de biomasa mg)*100.
Metilacion

1.- Agregar 300 pL de hidréxido de potasio en metanol, 2 M a cada tubo.

2.- Agregar 3 mL n-hexano, a cada tubo.

3.- Agitar 2 minutos en vortex, dejar reposar 1 hora en oscuridad.

4.- Trasvasijar 1,5 ml de fraccidn superficial (transparente) a los viales.

Para preparar hidréxido de potasio 2M se debe pesar 11,2 g de Hidréxido de Potasio y llevar

a 100 ml con metanol.
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