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Efecto de las condiciones de cultivo sobre el crecimiento y la produccion de
acido docosahexaenoico por Aurantiochytrium limacinum cepa 85

Effect of culture conditions on the growth and docosahexaenoic acid production from
Aurantiochytrium limacinum strain 85.
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Resumen

El efecto de la velocidad de rotacion, pH, temperatura y salinidad sobre el crecimiento y
produccién de acido docosahexaenoico (DHA) en una cepa de traustoquitridio con 99% de
similaridad a Aurantiochytrium limacinum fueron investigados con ensayos a tres niveles: 50,
100y 150 rpm; 4, 7y 9 pH; 20, 25 y 30°C; 10, 20 y 30 ppm, respectivamente. La biomasa se
estimo por el peso seco de las células, y el DHA por cromatografia de gases expresados como
AGT en porcentaje. Se encontr6 que la velocidad de rotacién afecto mas al crecimiento, en donde
una excesiva agitacion afecta el crecimiento y una deficiente agitacién disminuye su tasa de
crecimiento. Iguales resultados se obtuvieron en relacién al pH, en donde a pH mas alcalino
(pH9) afecta el crecimiento mas que a la producciéon de DHA. En cambio cuando se evalué la
temperatura, este parametro afecto el crecimiento y la produccién de DHA de manera inversa,
observando que a temperaturas altas hay mayor crecimiento, pero a temperaturas bajas hay
un mayor porcentaje de DHA, similares resultados se obtuvieron al evaluar diferentes niveles de
la salinidad, en donde mejores crecimiento fueron a salinidades mas altas, pero la produccion
de DHA fue ligeramente mas alta a la salinidad mas baja. Los resultados demuestran que el
crecimiento en funcién de la biomasa y el porcentaje de DHA en relacion los acidos grasos
totales, estdn estrechamente relacionados a las variaciones de los pardmetros evaluados.
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Abstract

The effect of the rotation speed, pH, temperature and salinity on the growth and production of
docosahexaenoic acid (DHA) in a thraustochytrids strain with 99% similarity to Aurantiochytrium
limacinum were researched with tests at three levels: 50, 100 and150 rpm; 4, 7 and 9 pH; 20, 25
and 30°C; 10, 20 and 30 ppm, respectively. The biomass is estimated by dry weight of cells, and
DHA by gas chromatography expressed as a percentage AGT. It was found that the speed of
rotation affects growth, whereby excessive shaking affects the growth and inadequate shaking
decreases its rate of growth. Similar results were obtained in relation to the pH, whereby the
more alkaline the (pH9), the more it affects growth rather than DHA production. On the other
hand, when temperature was assessed, this parameter inversely affected the growth and
production of DHA, noting that the higher the temperatures the higher the growth, but the
lower the temperatures the higher the DHA percentage. Similar results were obtained when
assessing different levels of salinity, whereby better rates of growth were measured at higher
degrees of salinity; however, DHA production was slightly higher at lowest salinity. The
results show that the growth based on the biomass and the DHA percentage in relation to total
fatty acids are closely related to the variations of the parameters assessed.
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Introduccion

El 4cido docosahexaenoico (DHA, c22:6 n-
3) es un acido graso poliinsaturado(AGPI)
esencial de cadena larga del tipo omega 3,
de gran interés por su efecto beneficioso
en la salud humana (Zen et al. 2011), como
en la prevencién y tratamiento en varias
enfermedades cardiovasculares tales como
cardiopatia coronaria, enfermedad cerebro
vascular, hipertension, trastornos neurona
les como la demencia, enfermedad de Al-
zheimer y la depresién (Das 2008), la ar-
tritis, la aterosclerosis, y algunos tipos de
cancer (Shene et al. 2010). Ademads el DHA
representa aproximadamente el 60% de
los lipidos de la materia gris del cerebro y
es un componente esencial de las membra
nas celulares, especialmente del cerebroy la
retina, desempefiando un papel impor
tante durante la etapa fetal y la infancia
(Ruxton et al. 2004) siendo considerado
un nutracéutico en el mercado de alimen
tos y recomendados en la dieta para adul
tos y nifnos.

La principal fuente comercial del DHA, son
los peces grasos marinos de agua fria como
arenque, caballa, sardina, salmén y ancho
veta, asi como sus aceites procesados, pero
es una fuente limitada, que no puede satis
facerla creciente demanda del DHA, ademas
este aceite es muy variable en composicién
y calidad (De Swaaf, Sijtsma and Pronk
2003), pudiendo estar contaminado con
metales pesados, bifenilos policlorados y
dioxinas, (Hooper et al. 2006, Pauly et al.
2002, Ratledge, 2004), estando restringido
en formulas infantiles (Kumon et al. 2006),
pudiendo agregar que tiene problemas
asociados con su olor caracteristico, sabor
desagradable, y la mala estabilidad oxida
tiva (Spolaore et al. 2006).

En la actualidad la mejor alternativa al acei
te de pescado son un grupo de protistas
marinos llamados traustoquitridios debido
a que al menos 50% de su biomasa seca es
lipidos (Li, Zhao and Bai 2007), siendo la
mayor parte AGPI de cadena larga, ademas
otra ventaja respecto al aceite de pescado
es que acumulan grandes cantidades de
DHA y acido docosapentanoico (DPA, c22:
5n-6) con poca cantidad de EPA o acido
araquiddnico (c20: 4n-6 ) lo cual hace mas
valioso este aceite; siendo de importancia
para la salud humana, asi como en la acui
cultura (Leafio and Liao 2004, Raghukumar
2008); por estas razones son muy estudia
dos en la actualidad (Fan and Chen 2006).

Uno de los primeros estudios referente a
un cultivo de interés, es optimizar sus pa
rametros de cultivo para incrementar la pro
duccién de DHA. Varios autores han realiza
do estudios, referente a fuentes de Carbo
no y Nitrégeno, velocidad de rotacién, tem
peratura, salinidad, pH y edad del cultivo
(Byung-ki et al 2002, Huey-Lang et al 2010,
Perveen et al. 2006, Kai-Chaung et al. 2012,
Fan, Vrijmoed and Jones 2002, Arafiles et al.
2011, Huang et al. 2001, Won-Kyung et al.
2011, Zeng et al. 2011, Lu-Jing et al. 2010,
Nagano et al. 2009).

Teniendo importancia econémica, en este
estudio se evalu6 el efecto de la velocidad
de rotacién, pH, temperatura y salinidad
sobre el crecimiento y producciéon de DHA
de un traustoquitridio tipo Aurantiochy
trium limacinum (cepa 85). El estudio es
pionero en Perq, de estos microorganismos
que fueron aislados de los manglares de
Tumbes.

Materiales y Métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo
La cepa 85, identificado como Aurantiochy
trium limacinum OUC 175, (99% de simila
ridad) fue aislado de los manglares de Tum
bes por Jiménez (2014). El microorganis-
mo fue conservado en medio YPG (Hinzpe
ter et al 2009) preparada con agua de mar

artificial (Nagano et al. 2009). El cultivo de
la cepa 85 serealiz6 a temperatura ambiente
durante 48 h. con agitacion orbital a 120
rpm. Posteriormente fue utilizada como ino
culo al 5% (vol:vol) en matraces Erlenme
yer de 250 ml con 100 ml de medio YPG
durante 5 dias.
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Optimizacion de parametros

Se estudiaron cuatro parametros de cultivo:
el pH fue evaluado en tres niveles (5, 7 y
9), utilizando HCI para disminuir el pH y
NaOH para aumentar el pH; para la medi
cion se utilizé un pHmetro de mesa UB-5
(Denver Instrument, USA). La Salinidad
fue evaluada en tres concentraciones (10,
20 y 30%o), con refractémetro BOE 30106
(Boeco, Alemania). La velocidad de rotacion
fue evaluada en agitador orbital MaxQ 2000
(Thermo Scientific, EEUU) a tres niveles de
rotacion (50, 100 y 150 rpm). La tempera
tura fue evaluada en tres niveles (20, 25 y
30 °C), la medicidn se realizé con un oxime
tro 550A (YSI, EEUU). Cada parametro fue
evaluado por separado y en triplicado, man
teniendo los otros parametros constantes
(Temperatura 30 °C, pH 7, Salinidad 30%o,
velocidad de rotaciéon 100 rpm). Se realiza
ron muestreos cada 24 horas en condicio
nes estériles, para analizar la biomasa y el
porcentaje de DHA.

Determinacion de la biomasa

La biomasa se estim6 por el peso seco de
las células. La muestra recogida se centri
fugo a 1300 rpm descartando el sobrena
dante, se lavo con agua destilada volviendo a
centrifugar, luego se procedi6é a secar a
105°C durante 3 horas y posteriormente
se pes6 en una balanza analitica Pioneer
PA214 (Ohaus). La biomasa seca también
se utilizé para la extraccion de lipidos.

Extraccion de lipidos y analisis de DHA
mediante cromatografia de gases

Se realizé la extraccion de lipidos totales
de acuerdo al método de Bligh and Dyer a 50
°C por 90 min, inmediatamente se afiadi6 1
ml de cloroformo y se colocé en agitaciéon
orbital a 100 rpm por 5 h, al finalizar se
dej6 en reposo hasta la formacion de dos
fases, descartando la fase superior acuosa,
luego se afiadi6é 1 ml de una mezcla de clo
roformo: metanol (vol:vol) y otra vez se
colocé en agitacién orbital a 100 rpm por
90 min, se centrifugd a 13000 rpm por 10
min, descartando la fase s6lida, los lipidos

disueltos en la fase cloroférmica se satura
ron con nitrégeno y se guardaron a 4°C.

Los esteres metilicos de los acidos grasos
(FAMES) fueron preparados de acuerdo al
método AOCS Ce 1b-89. Una muestra de 25
mg. de lipidos extraidos de la cepa, se le
agrego 1.5 ml de 0.5N NaOH (disuelto en
metanol), se saturo con nitrégeno y calent6
a 100°C por 5 min,, se enfri6 a temperatura
ambiente y se afiadié 2 ml de una mezcla
de BF3 (Boron triflouride) y metanol, se
saturo con nitrégeno y calent6 a 100°C por
30 min., se enfri6é a 40°C y se afiadié 1 ml
de isoctano, se saturo con nitrégeno y se
agito vigorosamente por 1 min.; una solu-
cién saturada de NaCl se le agrego y se sa
turo con nitrégeno y se agito vigorosamen
te, se enfrié a temperatura ambiente y se
separo la capa de isoctano de la fase acuo
sa. De la capa de isoctano, 0.5 pl se recolect6
en un vial para la inyeccién en un cromatg
grafo de gases (CG).

El andlisis de los FAMES fue realizado usan
do un CG 7890B (Agilent Technologies, USA)
equipado con un FID y una columna capilar
DB-23 (Agilent Technologies), 60 m, 0.25
mm ID, df 0.2 um. Helio fue usado como gas
transportador y la velocidad de flujo se man
tuvo en 1mL min-1, la temperatura inicial
de la columna fue 170 °C, temperatura del
puerto de inyeccion 250°C, la temperatura
del detector FID 300°C, con un incremento
de la temperatura de 1°C min-1, la tempe
ratura final de 210°C. E1 DHA presente en
la cepa, se identificé mediante la correlacién
de su tiempo de retencién con una muestra
patrén de estandares de acidos grasos Nro.
47033 (Supelco, USA). La informacién fue
procesada usando el software Open Lab
CDS Chemstation Edition (Agilent). Los da
tos se presentan como acidos grasos totales
(AGT) en porcentaje.

Método estadistico

Los datos de los experimentos se procesa
ron con Microsoft Excel, determinandose
la media y desviacion estandar, y también
en porcentaje.

Resultados

Efecto de la velocidad de Rotacion

La concentracion de la biomasa para las di
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ferentes velocidades de rotacién, aumenta
conforme transcurren los dias, a excepcion
del ensayo a 150 rpm, que en el tercer dia
llego a su fase estacionaria con una biomasa
de 5,2 g/1,, siendo la maxima concentracion
de biomasa (6 g/L), obtenido con el ensayo,
a 100 rpm que llego a la fase estacionaria al
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culminar el cultivo, mientras que a 50 rpm
estaba aun en su fase exponencial, lo cual
se vio reflejado en su contenido de DHA
siendo el de menor porcentaje en relacion
alos acidos grasos totales (38% AGT), mien
tras que el DHA en porcentaje, en los otros
dos ensayos fueron similares (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la velocidad de rotacion sobre la produccién de biomasa A) y de DHA en AGT

B) durante los dias de cultivo.

Efecto del pH

La biomasa se incrementd, registrandose
en el ultimo dia los valores mas altos con
valores de pH 7 (6,3 g/L), y pH 4 (5,3 g/L);
a pH 9 el incremento fue muy bajo (3,1
g/L).En el caso del DHA en porcentaje, los
tres niveles de pH presentaron resultados
muy similares, 42,1% AGT, 41,1 % AGT,
40,2% AGT a pH 7, 4 y 9, respectiva mente
(Figura 2).

Efecto de la temperatura

La concentracion de la biomasa fue aumen
tando hasta el ultimo dia del experimento,
presentandose los incrementos a medida
que aumenta la temperatura, alcanzandose
biomasas de 6.1 g/L, 5.4 g/L y 4,8g/L, alas
temperaturas de 20°C, 25°C y 30°C, respec

tivamente. En relacion al DHA en porcenta
je, el afecto no fue apreciable en el cultivo
al final de los ensayos, pues los incremen
tos en porcentaje fueron similares: 41,4%,
40,5% AGT y 38,5% AGT, a las temperatu
ras de 30°C, 20°C y 25°C, respectivamente
(Figura 3).

Efecto de la salinidad

La salinidad tuvo un comportamiento simi
lar a la temperatura. Asi la biomasa se in
cremento6 hacia el ultimo dia del ensayo,
siendo similares en las salinidades 20 ppt
(5,9 g/L) y 30 ppt (5,7 g/L), pero menor a
10 ppt (3,3 g/L). También en el DHA en por
centaje se incrementd hacia el final de los
ensayos alcanzando valores de 41,1% AGT
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a 10 ppt, en tanto que se obtuvo 37,1% a
20y 30 ppt (Figura 4).
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Figura 2. Efecto del pH sobre la producciéon de biomasa A) y de DHA en
AGT B) durante los dias de cultivo.
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la produccién de biomasa A) y de DHA

en AGT B) durante los dias de cultivo.
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Figura 4. Efecto de la velocidad de rotacion sobre la produccién de biomasa A) y de DHA en AGT

B) durante los dias de cultivo.

Discusion

La velocidad de rotaciéon hasta unos 150
rpm incrementa la produccion de biomasa;
sin embargo, la excesiva rotacion la afecta
como fue reportado por Nagano et al. (2009)
en una prueba a 400 rpm, lo mismo sucede
con una minima velocidad de rotacién, en
que la biomasa se encuentra en una fase
exponencial, obteniendo porcentajes mini
mos de DHA; resultados similares fueron
reportados por Byung-Ki et al. (2002).

La velocidad excesiva de rotacion afecta la
produccién de biomasa y el contenido de
DHA en los lipidos (Kai-Chaung et al. 2012).
Una velocidad de rotacién superior a 250
rpm afecta la morfologia severamente (Baj
pai, Bajpai and Ward 1991). También la
velocidad de rotacion se relaciona con el
transporte de oxigeno, siendo un factor
limitante para la produccion de biomasa y
DHA (Yaguchi et al. 1997).

El pH también afecta la biomasa, obtenién
dose mejores resultados con pH menores
a 7; resultados similares fueron obtenidos
por Arafiles et al. (2011), Wu, Yu and Lin
(2005), reportando que a pH 8 la biomasa
es minima o nula. Con la cepa 85, Aurantio
chy triumlimacinum OUC 175 a pH 9 se obtu
vo menos de la mitad de biomasa que a pH
menores, aunque Peerven et al. (2006)
mencion6 mejores resultados a pH 8. El
nivel de pH parece no afectar la producciéon
de DHA, pues ésta fue muy similar en los
tres ensayos; resultados similares fueron
reportados por Fan, Vrijmoed and Jones
(2002). La influencia del pH se deberia al
metabolismo de la fuente de nitrégeno que
contiene grupo amino, contribuyendo a la
alcalinizaciéon del medio y aumentando asi
el pH del caldo (Lu-Jing et al. 2010).
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La temperatura a medida que se incremen
ta asi como los dias de cultivo, produce un
incremento de la biomasa, alcanzando su
fase estacionaria al cuarto dia de los ensa
yos. Resultados similares es reportado por
Arafiles et al. (2011) al tercer dia de cultivo
a temperatura de 30°C; a pesar que estos
microorganismos pueden tolerar una am
plia gama de temperaturas (Nakazawa et
al. 2012; Taoka et al. 2009; Fan, Vrijmoed
and Jones 2002). La temperatura 6ptima
para cultivo de este microrganismo esta
en el rango de 25 a 30°C (Bajpai, Bajpai
and Ward 1991, Yokochi et al 1998; Byung-
Ki et al. 2002, Leafio et al. 2003; Perveen
et al. 2006; Chochoey y Verduyn 2012). La
temperatura no afect6 la produccién de
DHA, sin embargo con la menor tempera
tura (25°C) se tuvo alto porcentaje desde
el inicio del experimento; esto es reporta
do por Perveen et al (2006) y Taoka et al
(2009), quienes refieren que la optimiza
cién de DHA se obtiene bajando la tempe
ratura del cultivo, y por el contrario afecta la
biomasa, por eso una estrategia de cambio
optimo de temperatura en el transcurso
del cultivo, ayudaria a optimizar la produc
cién de DHA (Zeng et al 2011, Singh and
Ward, 1996), o el almacenamiento a tem
peraturas bajas (Jain, Raghukumar and
Chandramohan 2004).

La salinidad tiene un comportamiento simi
lar a la de temperatura en la produccién de
biomasa, los mejores resultados se obtu-
vieron en los ensayos mayores a 20 ppt,
resultados similares fueron reportados
por Fan, Vrijmoed and Jones (2002), Kai-
Chuang et al. (2012); pero en relacién a las
salinidades evaluadas, difiere de otros
estudios pues no encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de
salinidad (Nakazawa et al. 2012; Won-
Kyung et al. 2011; Huey-Lang et al. 2010;
Zhu et al. 2007; Leafio et al. 2003; Yaguchi
et al. 1997). Ademas, Nagano et al. (2009);
lida et al (1996) reportaron que a cero
salinidad no hay crecimiento, mientras
que Arafiles et al. (2011) y Huang et al.
2001 encontraron que a 23 ppt obtuvie
ron la mayor concentracion de biomasa, y a
15 ppt por Nagano et al. (2009) y Per veen
et al. (2006). En tanto que para el DHA en
porcentaje es similar en las tres concen
traciones de sales, pero en los dos ultimos
dias mayor porcentaje de DHA se obtuvo
con la menor concentracién de sales, similar
a lo reportado por Kai-Chuang et al. (2012)
y Yokochi et al. (1998), quienes sugieren
que al disminuir la concentracion de sales,
hay un incremento de DHA.

Conclusiones

La variacion de las condiciones de cultivo
afecta el crecimiento celular y la produccién
de DHA en Aurantiochytrium limacinum
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