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RESUMEN

Los traustoquitridos son un grupo de protistas marinos que han adquirido gran
importancia en los ultimos afios por su capacidad de producir acido grasos poli-insaturados
de cadena larga como el 4cido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) y écido
eicosapentaenoico (EPA, 22:5 n-3). Cepas especificas de estos microorganismos
oleaginosos son una alternativa viable en la produccion industrial de DHA. Estudios muy
preliminares los presentan como potenciales fuentes de pigmentos carotenoides como
astaxantina (3,3 '-dihidroxi-f, p'-caroteno-4, 4'-diona, ASX) de gran importancia por su
capacidad antioxidante (10 veces superior a otros pigmentos). Uno de los problemas que ha
retrasado el desarrollo a nivel industrial de todos estos productos, es el costo de produccion
entre los cuales se encuentran aquellos asociados a los nutrientes utilizados para el
crecimiento de los microorganismos.

Como los traustoquitridios producen enzimas extracelulares y son capaces de
degradar una serie de compuestos organicos complejos, se ha planteado la posibilidad de
utilizar fuentes nutricionales alternativas de bajo costo. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el potencial del subproducto de la fabricacion de la cerveza (RC), rico
en nutrientes (proteinas, carbohidratos solubles y minerales), y los residuos liquidos del
procesamiento de las papas fritas (RP1 y RP2), que contienen almidon, para la produccion
de DHA por tres cepas nativas de traustoquitridios. Las cepas nativas Thraustochytriidae
sp. M12-X1, Thraustochytriidae sp. C41 y Thraustochytriidae sp. AS4-Al aisladas desde la
zona costera en Chinquihue, Puerto Montt, Chile que presentan similitud a

Thraustochytrium kinnei (99% identidad), Schizochytrium minutum (97% identidad), y 99%



de similitud a Ulkenia sp, respectivamente. Todas las cepas acumulan DHA, y ademas la
cepa Thraustochytriidae sp. AS4-Al acumula ASX. Fermentaciones en matraces usando
RC, RP1 y RP2 como fuentes de C fueron realizadas para establecer el potencial de estas
fuentes de nutrientes. La produccion de DHA durante la fermentacion de RC fue superior a
las obtenidas en las fermentaciones de glucosa, maltosa y almidon para las cepas
Thraustochytriidae sp. C41 y M12-X1. Para la cepa AS4-Al la produccién de DHA durante
la fermentacion de RC fue similar a la obtenida al usar almidéon como fuente de C y
superior a la obtenida en la fermentacion de glucosa y maltosa. En las fermentaciones de
RC suplementado con fuentes de nitrogeno, extracto de levadura (EL) y glutamato
monosoddico (GMS), todas las cepas produjeron la mayor concentracion de biomasa (2,3
g/L, 59 g/L, por las cepas Thraustochytriidae sp. C41, MI2-X1 y AS4-Al,
respectivamente). Con respecto al contenido de DHA en los acidos grasos producidos por
las cepas de traustoquitridios nativos, éste fue dependiente de la fuente de C utilizada; los
mas altos porcentajes de DHA en los acidos grasos totales para la cepas Thraustochytriidae
sp. M12-X1, C41 y AS4-A1 fueron 57%, 27% y 23,4%, respectivamente. Aun cuando las
cepas son capaces de producir DHA en la fermentacion del RC como fuente de C y N, el
uso de EL y GMS permitié incrementar la productividad en DHA. La mayor productividad
de DHA se obtuvo con fermentaciones de RC-EL-GMS por las cepas Thraustochytriidae
sp. M12-X1 (55,1 mg/L/dia) y AS4-A1 (88,0 mg/L/dia) en relaciéon al obtenido en la
fermentacion del mismo medio por la cepa Thraustochytriidae sp. C41 (11,4 mg/L/dia).
Para la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-Al al usar las fuentes de N y vitaminas (tiamina,
biotina y cobalamina), se logré un aumento significativo de la productividad de DHA (540
mg/L/dia), y la concentraciéon de biomasa (14.9+0.4 g/L) y DHA (2698 +132 mg/L). En

todos los casos la produccion de DHA tuvo lugar durante el periodo de crecimiento. La
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ASX fue detectada en la biomasa en la fase de crecimiento tardia; la mayor productividad
de ASX (63+3 mg/L/dia) se obtuvo en las fermentaciones de RC como unica fuente de

nutrientes.
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ABSTRACT

Thraustochytrids, marine protists, have been subjected of study in recent years
because of their ability to produce long-chain polyunsaturated fatty acid, like
docosahexaenoic (DHA, 22:6, n-3) and eicosapentaenoic (EPA 22:5, n-3) acids. These
oleaginous microorganisms are a viable alternative for industrial production of DHA.
Preliminary studies have also shown that these microorganisms are potential source of
carotenoid pigments, such as astaxanthin (3,3 '-dihydroxy-B, B'-carotene-4, 4' —dione,
ASX), which has a great importance because of its antioxidant capacity (10 times higher
than of other pigments). A problem that has slowed the industrial-scale development of
these products are the production costs among which are found those related to the price of
nutrients needed for their cultivation.

Thraustochytrids produce extracellular enzymes. They are also capable of degrading a
range of complex organic compounds. These features have led to consider alternative
nutritional sources of low cost such as liquid residues from food industry.

Therefore the objective of this research was to evaluate the potential of the by-
product from the beer production (RC) and liquid residues from potato chip processing
(RP1 and RP2) for production of DHA by three native strains of thraustochytrids
Thraustochytriidae sp. M12-X1, Thraustochytriidae sp. C41 and Thraustochytriidae sp.
AS4-Al isolated from the Chinquihue coastal zone in Puerto Montt, Chile similar to
Thraustochytrium kinnei (99% identity), Schizochytrium minutum (97% identity), and 99%
Ulkenia sp, respectively, were used. The strains are to be able to accumulate DHA; in
addition Thraustochytriidae sp. AS4-A1 accumulates astaxanthin (ASX). Fermentations of

RC, RP1 and RP2 as C sources were carried out to establish their potential. Production of
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DHA during the fermentation of RB by Thraustochytriidae sp. C41 and Thraustochytriidae
sp. M12-X1 was superior to those obtained in the fermentations of glucose, maltose and
starch. DHA production during RB fermentation by Thraustochytriidae sp. AS4-A1 was
similar to that obtained in starch fermentation and higher than the ones obtained in glucose
and maltose fermentations.

In the fermentations of RC supplemented with nitrogen sources, yeast extract (YE) and
monosodium glutamate (MSG), all the strains produced more biomass (2.3 g/L by
Thraustochytriidae sp. C41 and Thraustochytriidae sp. M12-X1, and 59 g/L by
Thraustochytriidae sp. AS4-A1). The DHA content in the fatty acids produced by the native
thraustochytrid strains was dependent on the carbon source. The higher percentage of DHA
in total fatty acids from strains Thraustochytriidae sp. M12-X1, C41 and AS4-A1l were
57%, 27% and 23.4%, respectively. Although the three strains were able to produce DHA
in the RB fermentation as a source of carbon and nitrogen, addition of YE and MSG
improve DHA productivity. The higher production of DHA was obtained in the
fermentation of RB-YE-MSG by strains Thraustochytriidae sp. M12-X1 [55.1 mg /L/day]
and AS4-A1 [88.0 mg / L/day] in relation to the one obtained in the fermentation of the
same medium by the Thraustochytriidae sp. C41 strain (11.4 mg/L/day). For strain
Thraustochytriidae sp. AS4-Al, a significant increase in DHA productivity (540 mg/L/day)
was obtained when the nitrogensources and vitamins (thiamine, biotin, and cobalamin)
were added to the growth medium; this was due to the simultaneous increases in biomass
(14.9£0.4 g/L) and DHA (2698 £132 mg/L) concentrations. In all the cases the DHA
production occurs in the growth period. The ASX was detected in the biomass at the end of
growth rate phase; the greatest ASX productivity (63+3 mg/L/day) was obtained in the

fermentations of RC as the solely source of nutrients.
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CAPITULO 1

REVISION BIBLIOGRAFICA E INVESTIGACION PROPUESTA

LIPIDOS EN MICROORGANISMOS MARINOS DE LA FAMILIA
Thraustochytriaceae
1.1 Introduccion

Los lipidos son fuentes importantes de energia y materiales para la formacion de
membranas de microorganismos marinos y poseen diversas funciones en la fisiologia y
procesos reproductivos de organismos marinos reflejando las condiciones bioquimicas y
ecoldgicas especiales del ambiente marino.

El ambiente marino es una fuente rica en diversidad bioldgica y quimica,
representada por miembros de todos los Phyla. Los microorganismos marinos representan
el mayor porcentaje de especies marinas no descritas y constituyen un potencial de nueva
fuentes de productos naturales bioactivos (vitaminas, esteroles, terpenos y eicosanoides
entre otros) (Burja, 2002; Skulberg, 2000).

Muchos microorganismos sintetizan vitaminas tales como pro-vitamina A (B-
caroteno), vitamina Bi;, Bg, biotina, etc. (Borowitzka, 1995; Volkman, 2003). Contienen
acidos grasos poliinsaturados (AGPIs), tales como, el acido y-linolénico (GLA), acido
araquidonico (ARA, C20:4 n-6), acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3) y éacido
docosahexaenoico (DHA, C20:6 n-3) que son importantes para el tratamiento y prevencion

de variadas enfermedades y también en la nutricion humana y animal.



Debido al contenido de AGPIs, los microorganismos marinos oleaginosos, tales
como bacterias, microalgas, hongos y traustoquitridios pueden ser una alternativa

interesante al aceite de pescado, usado ampliamente como fuente de estos acidos.

Las bacterias marinas, producen bajas cantidades de AGPIs tales como EPA y
DHA, é&cidos grasos ramificados de cadena mediana, y sintetizan acidos grasos poco
comunes y lipidos que no se encuentran en otros sistemas. Relativamente pocas bacterias
tienen la capacidad de almacenar lipidos neutros, ya sea como reserva de energia o como
almacenamiento de precursores metabolicos. La mayoria de las bacterias almacenan
energia en forma de glicogeno, polifosfatos y/o polihidroxialcanatos. Las cepas que
producen AGPIs prevalecen en habitat caracterizadas por bajas temperaturas y alta presion
(Allen & Bartlett, 2002; Sijtsma & Swaaf, 2004; Volkman et al, 1998). Varios autores han
indicado que la presencia de DHA y EPA en las membranas celulares de bacterias marinas
les confiere una mayor resistencia a las bajas temperaturas, a la salinidad y a las altas
presiones. Lo anterior se atribuye a la capacidad de los AGPIs de contribuir a la fluidez y a
otras importantes propiedades de la bicapa de sus membranas celulares.

A la fecha existen pocos estudios sobre hongos y levaduras marinas debido a que
existen pocos trabajos referidos a su aislamiento e identificacion. Por el contrario existe una
gran informacion sobre hongos y levaduras terrestres y su capacidad de produccion de
acidos grasos. Los hongos almacenan gran cantidad de lipidos, principalmente
triacilgliceroles, por ejemplo Mortierella spp. es importante por el contenido de AGPI n-3 y
n-6 en sus lipidos almacenados. Tipicamente mas de 40% de su peso seco es triacilglicerol,
donde sus cadenas acilo estan constituidas por aproximadamente 15% de EPA o 55% de

ARA.



Las microalgas usualmente unicelulares o filamentosas comprenden un grupo
extremadamente diverso incluyendo el fitoplancton marino, el que provee de una fuente
primaria en la cadena alimenticia oceanica. Muchas microalgas son fototroficas, es decir
requieren luz como fuente de energia-libre para crecer. Alternativamente, algunas pueden
crecer heterotroficamente y la energia metabolica deriva de la asimilacion de carbono
organico y algunas microalgas marinas son capaces de sintetizar de novo EPA y/o DHA.

Los traustoquitridios son microorganismos marinos que fueron definidos como
microalgas o microorganismos asociados a microalgas. Las primeras investigaciones los
clasificaban como hongos por su naturaleza heterotrofica y parecida a los chytridos. Sin
embargo, posteriores andlisis usando técnicas de biologia molecular demostraron que los
traustoquitridos no son hongos, en cambio estan relacionados con algas heterokonta
(Cavalier-Smith et al. 1994; Honda et al., 1999).

Los traustoquitridios han sido estudiados fundamentalmente por su morfologia y
ecologia, alcanzando una mayor relevancia por la capacidad que presentan de producir
lipidos especialmente AGPIs del tipo n-3, principalmente DHA. La acumulacion de lipidos
es un proceso dinamico, el cual depende del organismo, las condiciones de cultivo (pH,
temperatura, nutrientes, salinidad y aireacion) y la fase de crecimiento. Algunos
traustoquitridios  pueden ser cultivados para producir alta cantidad de biomasa con
cantidades considerables de lipidos ricos en AGPIs; ademés la produccion de AGPIs puede
ser modificada manipulando los parametros fisicos y quimicos del medio de cultivo (Lewis

et al, 2000).



1.2 Traustoquitridios

Los traustoquitridios, son microorganismos protistas del dominio Eucariota, Reino
Cromista, Phylum Heteroconta (Labyrinthulomycota), Clase Thraustochytridae
(Labyrinthulomycetes), Orden Thraustochytriales, tamilia Thraustochytriaceae que incluye
los géneros Thraustochytrium, Ulkenia, Aurantochytrium (conocido antes como
Schizochytrium), Japonochytrium, Althornia, Aplanochytrium (Raghukumar, 2002;
Yokohama & Honda, 2007)).

Labyrinthulomycetes comprenden dos grupos distintos de estramenopilos marinos
heterotroficos, los Labyrinthulales (labirintalidos), Thraustochytriales (traustoquitridios),
que se distinguen sobre la base de caracteres morfologicos y andlisis de filogenia
molecular. Los aplanoquitridios y los traustoquitridios poseen esporangio globoso y pared
con capa multi-laminar. Sin embargo, las células vegetativas de aplanoquitridios son
capaces de movimiento de arrastre usando los filamentos ectoplasmicos que no envuelven
totalmente las células, una caracteristica que los distingue de los labirintilidos quienes se
envuelven y se deslizan a través de la red ectopldsmica. Los traustoquitridos son inmoviles,
a excepcion de la etapa de la espora biflagelada (Leander, et al., 2004).

Los traustoquitridios producen enzimas extracelulares, tales como celulasas,
amilasas, xilanasas, proteasas, lipasas y pectinasas que son capaces de romper varios tipos
de substratos orgdnicos complejos. El anélisis de la composicién quimica de la pared en las
especies Thraustochytrium, Schizochytrium, Japonochytrium 'y Ulkenia comprende
galactosa, xilosa, manosa, glucosa y en algunas especies ocasionalmente ramnosa y 3-O-
Me-galactosa (Chamberlain, 1988; Raghukumar 2002). En las cepas Schizochytrium

aggregatum y Thraustochytrium motivum existe una produccion importante de L-galactosa
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por hidrolisis de los carbohidratos. La pared celular de Thraustochytrium ssp.
aparentemente estd compuesta por galactano altamente sulfatado (Porter, 1990). Los
traustoquitridios por medio de la red ectoplasmatica y enzimas altamente degradadoras,
penetran substratos refractarios tales como paredes de plantas y juegan un papel importante
en la degradacion de macrofitas produciendo macromoléculas orgéanicas (Santagelo et al.,
2000).

Estos microorganismos se han encontrado en diferentes habitats marinos y estuarios
incluyendo algas vivas, detritus marino, agregados de fitoplancton, en invertebrados, en la
columna de agua del mar Atlantico, mar del Norte, mar de Arabia, y aguas costeras de
Japon (Raghukumar 1980, 2000, 2001, 2002, Naganuma 1998, Bremer 2000). Los
traustoquitridios pueden ser aislados de varios substratos y parecen ser abundantes en los
sedimentos de ambiente costero y estuarios (Raghukumar & Raghukumar, 1999,
Bongiorni, 1998, Bongiorni, et al., 2004).

La habilidad de encontrarse en substratos organicos complejos sugiere que estos
organismos juegan un rol ecoldgico importante. A través de la degradacion y
descomposicion, los traustoquitridios promueven el recambio de materia orgédnica y
establecen interacciones troficas y competitivas con bacterias, ciliados y otros protistas
(Kimura, et al., 1999). Por otro lado los traustoquitridios son capaces de la degradacion
extracelular y remineralizacion del material organico, ellos utilizan una variedad de
compuestos complejos tales como proteinas, lipidos y carbohidratos (Raghukumar, 1992).

De acuerdo a estos antecedentes, algunos residuos industriales podrian ser utilizados
como fuente alternativa de carbono y nitrégeno para el crecimiento de estos

microorganismos. Uno de los residuos que ha sido estudiado es “okara”, un residuo de la



produccion de leche de soya; este residuo contiene un 52% en carbohidratos, 27% en
proteinas y 12% de grasas. Es importante indicar, que este residuo en base seca contiene un
47% de carbono y un 4,5% de nitrogeno, ademas de algunos minerales y vitaminas (Fan, et
al., 2001). Las cepas del género Schizochytrium que utilizaron este residuo como sustrato
presentaron rendimientos de DHA inferiores a los obtenidos desde la fermentacion de un
medio de cultivo con glucosa, extracto de levadura y sales de mar. Las especies de
Schizochytrium crecen mejor que Thraustochytrium y Ulkenia en el medio compuesto por
okara. Estos autores indican que estas cepas pudieron crecer en este tipo de medio ya que

poseen la capacidad de producir enzimas extracelulares.

1.3 Caracterizacion y reconocimiento

El anélisis molecular de la secuencia del gen que codifica para el ARN de la
subunidad pequena ribosomal (18S rRNA) muestra concluyentemente que los
traustoquitridios son profundamente divergente de los Oomycetes y cercanos a los
labirinttlidos. .

Cepas aisladas de traustoquitridios del género Ulkenia poseen esporangio globoso a
subgloboso, y desarrollan células ameboides (Fan, et al., 2002). Producen una red
ectoplasmatica y hasta 64 células pequefias (Raghukumar, 1979). El caracter morfoldgico
de cepas aisladas que fueron asignadas al género Schizochytrium, producen zoosporas
biflageladas y las células maduras se dividen por repetidas divisiones binarias en forma de
diadas, tetradas y clusters (Kamlangdee & Fan, 2003). EI patron de formacion de
zoosporas de los Schizochytrium, es similar con el Thraustochytrim aureum, en que las

zoosporas se dividen por invaginacion centripeta de la membrana plasmatica desde la
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region no granular periférica del zoosporangio hacia la region granular central para formar
un cluster de zoosporas ordenado radialmente, esto también fue observado en
Thraustochytrium striatum KF-9 (Fan, et al., 2002). Cepas identificadas como
Thraustochytrium benthicola, presentan talo y poseen un esporangio extremadamente
variable que asume formas tales como globosa, subglobosa, piriforme, elipticas y forma de
aguja, con una pared fina y cristalina, produciendo un sistema monoaxial de red
ectoplasmatica. Durante la liberacion de zoosporas, éstas aparecen simultaneamente sobre
el esporangio, produciendo més de 120 zoosporas (Raghukumar, 1980, 1988). EI modo de
produccion de zoosporas varia entre géneros y forma un criterio taxondmico importante. El
género Althornia se parece al género Thraustochytrium, pero carece de sistema de red
ectoplasmico. El género Diplophrys marina produce células vegetativas elipticas en las que
se producen divisiones mitdticas binaria. Las células se mueven por medio de elementos de
red ectoplasmica el cual, sin embargo no estd asociado con sagenogenotosoma en esta
especie, pero la secuencia del gen que codifica para el ARN de la subunidad pequena
ribosomal (18S rRNA) sugiere que este género es Thraustochytrium. Se ha observado en
Schizochytrium limacinum sp.nov, que células vegetativas liberan células limaciforme
ameboidea, las que se desarrollan y liberan ocho zoosporas; siendo informada esta
caracteristica solo para Ulkenia, lo que indica que la produccion de células ameboidea no
es una buena caracteristica a nivel genérico porque ha sido reconocido en varios géneros de
traustoquitridios, por lo tanto, se puede considerar este rasgo como caracteristica ancestral
del grupo (Honda, et al.,1998, Porter,1990).

Las caracteristicas morfologicas  de los traustoquitridios, que son usadas

generalmente como primer criterio taxonémico son inestables, influenciada por el medio de
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cultivo, por lo tanto es necesario realizar analisis de filogenias molecular y anélisis
quimico de la composicion de los AG que puedan revelar las verdaderas relaciones
evolutivas de traustoquitridios y labirintilidos (Caverlier-Smith, et al., 1994, Honda, ef al.
1999). Los perfiles de los AGPIs y carotenoides pueden ser una caracteristica individual de
los traustoquitridos y llegar a ser de relevancia filogenética y taxonomica (Yokohama &

Honda 2007).

1.4 Habitat y Ecologia

La distribucion de traustoquitridios en la columna de agua de mar ha sido descrita
en un area eutroficada semi-cerrada de la isla Seto en Japén, con una densidad de 2,1 x 10°
as5,6x 10* células/L. Generalmente, el numero de traustoquitridios fue mas alto a 1 m de la
superficie del agua disminuyendo en el fondo (Naganuma, 1998). El contenido de carbono
y nitrogeno para 524 pm’/células, de 10 pm de didmetro fue estimado en 1,65 x 10™ pg
C/célula y 1,58 x 10° pg N/célula respectivamente. Para estos microorganismos se
encontré que la razon C/N celular de 10,4 fue superior a la conocida para bacterias
peladgicas con una razén de C/N 5,6. La biomasa estimada para la poblacion de
traustoquitridios varia de 0,41 a 7,44 ug C/L con un promedio de 2,60 pg C/L y 0,039 a
0,71pg N/L con un promedio de 0,23 pg N/L (Kimura, 1999). La biomasa expresada como
carbono de los traustoquitridios  corresponde alrededor de 3,4 a 29% de los
descomponedores planctonicos totales (bacterias y traustoquitridios). Esto sugiere una
contribucion significativa de los traustoquitridios a la cadena de alimento microbiano y al

ciclo del carbono a través de la produccion y degradacion organica.



Para entender el rol de los traustoquitridios y bacterias en el proceso de
descomposicion en el mar, del pellet fecal del tunicado Pegea confoederata fue examinado
encontrandose que contenia un promedio de 6,58 x 10° traustoquitridios/g p/p, mientras
que el numero de bacterias fue alrededor de tres ordenes de magnitud superior. Cuando se
compara el pellet fecal en agua de mar superficial no esterilizada incubado a 25° C por 6
dias, con el incubado en agua de mar de 100 m de profundidad esterilizada y no esterilizada
se encuentra un numero superior de traustoquitridios en aguas profundas. Los resultados
indican que los traustoquitridios en la columna de agua pueden colonizar pellet fecal. La
cepa de traustoquitridio aislado desde pellet fecal fue cultivada en polen de pino, larva de
Artemia y caldo de cultivo a 10°C y una presion de 10 Mpa que corresponde a 100 m de
profundidad, los resultados sugieren que los traustoquitridio encontrados en tales particulas
de materia organica puede contribuir activamente en los procesos de descomposicién no
solo en el agua superficial sino también en condiciones de agua profundas (Raghukumar,
1999).

En el estudio de aguas superficiales de dos tipos, “agua de mar dominante” y “rio-
afectado”, ubicados en el area de descarga del Rio Shimanto Pacifico noroeste, Japon se
encontrd que la abundancia de los traustoquitridios fue alta en “rio-afectado” y baja “en el
agua de mar dominante”. Esto sugiere que la abundancia de los traustoquitridios esta
controlada por el aporte del rio en materia organica terrigena tal como lignina y celulosa.
Esto se apoya en la capacidad de los hongos protistas marinos que sintetizan enzimas
celulosicas y digieren materiales celuldsicos en la pared celular (Kimura, ef al., 2001).

Un estudio de abundancia de traustoquitridios planctonico y bacterioplancton en el

mar en la isla Seto, Japon con relacion a la concentraciéon de sustrato potencial de
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crecimiento, tal como concentracion de carbono orgédnico disuelto (COD) y carbono
organico particulado (COP) y de fitoplancton (clorofila a), se encuentra que hay una
coincidencia entre la mayor abundancia de traustoquitridios y la alta concentracion de COP
en la Bahia de Hiroshima. En contraste, se encontr6 un alta abundancia de bacterioplancton
en la Bahia de Osaka correlacionada con una alta concentracién de clorofila a, por lo tanto
hay una relacion entre abundancia de bacterioplancton y concentracion de clorofila @ en
la Bahia (Kimura, ef al., 2001), lo que sugiere que los traustoquitridios pueden jugar un rol

definido en la dindmica de la materia organica particulada (MOP).

1.5 Aislamiento y medio de cultivo

Los traustoquitridios son comunmente aislados desde el agua de mar utilizando
polen de pino como cebo y posteriormente en placas con medio de cultivo disefiado
especialmente para este tipo de microorganismos. Los dos medios que se emplean y son
modificados por diferentes autores especialmente en el contenido de glucosa, es el KMV
Agar y el Bl Agar (extracto de levadura (1 g), peptona (1 g), agar (10 g) y agua de mar
(Porter, 1990; Bremer, 2000).

La técnica del polen de pino u otro tipo de polen es estdndar para aislar chytridos.
Una vez que se adiciona el polen a la muestra de agua de mar la colonizacién por parte de
los microorganismos se hace evidente entre 2 y 10 dias. Huang, et a/, (2001) aislé méas de
300 cepas de microorganismos marinos que incluyen cepas de Aplanochytrium,
Japonochytrium, Schizochytrium, Thraustochytrium, Ulkenia, Labyrinthula y otros
aislados, usando como cebo polen de pino y los zooesporangio fueron cultivados sobre

medio de agar-GPY formado por 2% de glucosa, 1% de polipeptona, 0,5% extracto de
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levadura, 1,5% de agar a pH 6,0 con una salinidad equivalente a 50% del agua de mar. Para
aislar traustoquitridios desde hojas caidas de Kandelia candel (Fan, et al., 2002) las hojas
son cortadas y lavadas con agua de mar natural estéril al 15%o suplementada con 1 mg/mL
de penicilina G y sulfato de estreptomicina para evitar crecimiento de bacterias. Luego son
sembradas en medio de agar-extracto de levadura y peptona (YEP) compuesto por 1 g de
extracto de levadura, 1 g de peptona micoldgica, 13 g de agar y 1 L de agua de mar natural
al 15 %eo.

Estos microorganismos tienen la capacidad de crecer y producir una serie de
metabolitos en sistemas cerrados con medios de cultivo variados. Diferentes investigadores
han indicado el grado de asimilacidon de otras fuentes de carbono alternativas a la glucosa,
por este tipo de microorganismos. El estudio mas completo fue realizado por Bahnweg en
1979 quien utiliz6 diferentes especies de traustoquitridios demostrando que éstos tienen la
capacidad de utilizar un amplio rango de fuentes de nitrogeno organico y compuestos de
carbono para su nutricién. Las fuentes de carbono que soportan un buen crecimiento
incluyen a D-glucosa, celobiosa, maltosa, almidon soluble, dextrina, laminarina y glicerol.
Otros azucares, glicésidos, y acidos organicos fueron utilizados en menor grado por pocas
especies. Esto indica que los traustoquitridios estan bien provistos de un pool de enzimas
para descomponer una amplia variedad de compuestos de origen terrestre y marino.

lida, et al. (1996), describen las condiciones para la produccion de biomasa, lipidos
totales y DHA para Thraustochytrium aureum ATCC 34304, utilizando como medio
optimizado glucosa (10 g), glutamato de sodio (25 g), extracto de levadura (1 g), peptona (1
g), vitaminas, elementos trazas, agua de mar artificial al 50% y pH 5,5. Yokochi et al.

(1998), optimizan la produccion de DHA en Schizochytrium limacinum SR21. El
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rendimiento maximo de DHA de 4,20 g/L y 4,15 g/L se obtiene en ambos medio glucosa
(9%) y glicerol (12%), 5 dias de cultivo, con licor de maiz y concentracion de sales
correspondiente al contenido de sales del agua de mar. El contenido de 4cidos grasos totales
(AGTs) aumenta al disminuir la concentracion de la fuente de nitrégeno. Los autores
atribuyen parte del aumento del rendimiento a la alta tolerancia de la cepa a
concentraciones alta de fuente de carbono. La cepa Schizochytrium limacinum muestra
crecimiento pobre en di y polisacaridos mientras Thraustochytrium aureum,
Thraustochytrium roseum y Schizochytrium aggregatum crecen bien en maltosa y almidon
(Ward & Singh, 2005). El crecimiento de Thraustochytrium aureum fue inhibido a
concentraciones de glucosa mayores a 10 g/L. Se informa que el perfil de asimilacion de
compuestos de carbono es comparativamente estable entre las mismas especies en
traustoquitridos, sin embargo Schizochytrium limacinum no utiliza maltosa, celobiosa y
almidon como lo hacen todas las cepas de Schizochytrium aggregatum; esta diferencia en
la asimilacion de compuesto de carbono permite distinguir Schizochytrium limacinum de
Schizochytrium aggregatum (Honda, et al., 1998).

Bowles, et al. (1999) evalian 57 traustoquitridos aislados de tres localidades
diferentes. La producciéon de DHA fue estimulada por una alta razén C/N. La maxima
concentracion de biomasa, contenido de lipido en la biomasa, contenido de DHA en los
lipidos y produccién 6ptima DHA se obtuvo en cultivos de 107 h en un medio compuesto
por 40 g/L de glucosa, 5 g/LL de extracto de levadura y 20 g/L de sulfato de sodio. Otras
cinco cepas de Schizochytrium, N-1; N-2; N-5; N-6 y N-9 fueron aisladas y cultivadas en
un medio que contenia 60 g de glucosa, 10 g de extracto de levadura y 1,0 L de agua de mar
artificial al 15%o, pH inicial 6,0 con agitacion por 52 h a 25°C. Las producciones de la
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biomasa de las cinco cepas va desde 10,8 a 13,2 g/L y la salinidad 6ptima fue observada
entre 25,0-30,0 %o. (Kamlangdee & Fan, 2003). En otra investigacion en la que se optimiza
la produccion de DHA por una cepa de Schizochytrium (Yaguchi et al. 1997), indica una
maxima concentracion biomasa de 48,1 g/L y 13,3 g /L de DHA producido en cultivos de
96 h, en un medio de cultivo compuesto por 120 g/L de glucosa 1,4 g/LL de licor de maiz,
4,0 g/L de sulfato de amonio, 3,0 g/L de fosfato diacido de potasio y agua de mar artificial
al 50%. Es importante indicar que estos autores realizaron todas sus experiencias con una
relacion C/N de 53. El mayor impacto de utilizar diferentes concentraciones de glucosa (60,
80, 100, 120, 150 g/L) fue en la concentracion de biomasa la que se incrementd desde 21,9
a 59,2 g/L. En cambio el contenido de lipidos (67,6 a 82,6 %) y de DHA (33,3 a 37,3 %)
fueron menos afectados por concentraciones altas de glucosa. Un estudio realizado sobre el
efecto de las condiciones de cultivo sobre la produccion de DHA por la cepa
Schizochytrium sp. S31 (Wu, et al. 2005), muestra que la condicion de cultivo con mayor
productividad de DHA corresponde al medio de composicion 20 g/L de glucosa y 4 g/L de
extracto de levadura en 96 h de incubacioén a un pH inicial de 7,0.

Otros estudios realizados por Raikar, ef al. (2001) indican la capacidad de algunas
cepas de traustoquitridios para degradar una alta proporcion de hidrocarburos (alquitran)
desde sedimentos, acompafiado por una disminucion del nitrégeno orgénico. Lo anterior
confirma la capacidad de estos tipos de microorganismos de degradar material recalcitrante.

En el caso de las fuentes de nitrogeno inorganicos, Yokochi, et al. (1998) realizaron
pruebas con cinco tipos diferentes de sales nitrogenadas organicas e inorganicas
adicionando extracto de levadura y licor de maiz al medio basal, como resultado se obtuvo

que ambas fuentes de nitrogeno nitrato y amonio no afectaron mayoritariamente la
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concentracion de biomasa. No obstante el acetato de amonio presentd el mayor rendimiento
de DHA. Es importante indicar que al comparar las fuentes organicas con las inorganicas se
lograron concentraciones de biomasa superiores a las obtenidas al usar fuentes de nitrogeno
organico y niveles muy parecidos de concentraciones de DHA. Estos autores estudiaron el
efecto del acetato de amonio, como fuente de nitrégeno, reportando que para una
concentracion de 1,23 g/L se lograba un maximo de 3 g/L de DHA y la composicion de los
acidos grasos no era afectada por la cantidad de acetato de amonio utilizado. Es importante
indicar que no existe ningun otro estudio que utilice el acetato de amonio como fuente de
nitrégeno, ya que todas utilizan el extracto de levadura o el licor de maiz.

En cuanto a la salinidad, los traustoquitridos prefieren salinidades de 20 - 34 %o,
tienen un requerimiento absoluto por el ion Na’ que no es reemplazado por K y se han
aislado desde salinidades tan bajas como 12 %o (Raghukumar, 2002). Yokochi et al. (1998),
optimizan la produccion de DHA en Schizochytrium limacinum SR21 utilizando el medio
glucosa (9%) y glicerol (12%) en cultivos de 5 dias, con licor de maiz y concentracion de
sales entre 50 y 200 % del contenido de sales del agua de mar. Esta cepa también crece a
salinidad cero, aunque a una velocidad de crecimiento baja. Esta cepa contrasta con
Thaustochytrium aureum, la cual es completamente inhibida por salinidad de 0 y 200% de

agua de mar.

1.6 Biosintesis de los acidos grasos
1.6.1 Acidos grasos saturados
Los procesos de biosintesis de acidos grasos estan bien estudiados y se conoce que

son catalizados por la enzima sintetasa acido graso (FAS). En animales, esta es una proteina
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multifuncional que contiene todas las actividades cataliticas requeridas, mientras que
plantas y bacterias utilizan un acoplamiento de enzimas separables. La sintesis de acidos
grasos se inicia con la carboxilacion de acetil-CoA a malonil-CoA, una reaccion
irreversible ATP-dependiente que es catalizada por acetil-CoA carboxilasa. La acetil-CoA
y malonil-CoA no estan involucrados en el paso de la condensacién se convierten en
enzimas tioester, el malonil-ester por medio de una proteina portador de acil (ACP) creando
malonil-ACP (HCO,CH,;CO-S-ACP). Sucesivas moléculas de malonil-CoA son agregadas
a la primera molécula de acetil-CoA en una secuencia de reacciones catalizadas por un
complejo de enzimas multifuncional, la sintetasa acido graso (FAS).

Casi todos los sistemas biologicos, incluyendo microorganismos, insectos, plantas
superiores y animales, son capaces de sintetizar acido grasos de novo desde acetato con el
acido oleico (18:1 n-9) como producto principal. La biosintesis comienza con Ia
carboxilacion del acetil-CoA para formar acetato o piruvato por la acciéon de enzimas
glicoliticas. El acetil-CoA se convierte a malonil-CoA, una reaccion que involucra ATP,
CO; (como bicarbonato, HCO3™ ) y la coenzima biotina como portador de CO, y que se
utiliza para realizar una reaccion de condensacion de Claisen para extender el grupo acil

hasta el acido estearico (18:0) y a través de la desaturacion al acido oleico (Dewick, 2002).

1.6.2 Acidos grasos insaturados

Los acidos grasos insaturados pueden originarse por mas de una ruta biosintética,
pero en muchos organismos el mecanismo comun es por desaturacion del correspondiente
acido alcanoico (dcido graso saturado precursor), por medio del cual las enzimas desaturasa

insertan dobles enlaces en localizaciones especificas de la cadena del acido graso y un
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sistema de elongamiento que extiende la cadena incrementando su longitud en dos
carbonos.

Muchos organismos eucariontes poseen una A’ desaturasa que introduce un doble
enlace cis en un acido graso saturado (preferentemente palmitato, 16:0, pero también puede
usar estearato, 18:0), requiriendo O, y los cofactores NADPH o NADH. El mecanismo de
desaturacion no involucra ningun intermediario hidroxilado en C-9 o C-10, y el
requerimiento de oxigeno se debe a que actia como un aceptor de una cadena de transporte
de electron. Un tioester estearoil (C18) es el substrato habitual dando un derivado oleoil. El
éster coenzima A seria utilizado por enzimas animal y de hongos y el éster ACP seria
utilizado por las plantas.

El acido oleico (18:1 n-9) es ademas desaturado por una A'? desaturasa para formar
acido linoleico (18:2 n-6) y una A" desaturasa para formar acido o-linolénico (18:3 n-3).
La A® desaturasa puede actuar sobre el acido linoleico para formar el acido y-linolénico
(ruta ® 6) o sobre el acido a-linolénico para formar el 18:4 n-3 (ruta n-3). Por lo tanto, las
familias de 4cidos grasos n-9, n-6 y n-3 son formadas desde sus precursores por una serie
de reacciones de desaturacion y elongacion (Fig. 1.1). Los tres acidos grasos, acido oleico,
acido linoleico (LA) y el 4cido a-linolénico (ALA) compiten cada uno por la A® desaturasa.
La afinidad de las enzimas con el substrato y la cantidad de substrato disponible determina
cual ruta metabolica es predominante. Generalmente, la primera A® desaturacion es la etapa
limitante y el ALA tiene alta afinidad por A® desaturasa seguido por LA y el 4cido oleico
(Wen & Chen, 2003; Certik & Shimizu, 1999). La sintesis del adcido araquidonico (AA,

20:4 n-6) y del acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) en humanos, comienza
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predominantemente con precursores como el acido linoleico y el acido linolénico
respectivamente, e involucra en forma alternada reacciones de desaturacion y elongacion en
el acido graso, mediadas por enzimas especificas desaturasa y elongasa. La produccion del
acido docosahexaenoico (DHA 22:6 n-3) involucra una doble elongacion de 20:5 n-3 a 22:5
n-3 y luego a 24:5 n-3 seguido de una A° desaturacién a 24:6 n-3 y una ciclo beta-
oxidacién (en peroxisomas) para producir el 22:6 n-3 (Luthria, et al., 1996; Qiu, 2003).

Una nueva ruta biosintética anaerdbica, que no depende del sistema acido graso
desaturasa/elongasa, que utiliza un mecanismo sintetasa poliketido (PKS) para producir
20:5 n-3 y 22:6 n-3 ha sido caracterizada recientemente (Sayanova & Napier, 2004). Esta
nueva ruta involucra un sistema especializado PKS que ha sido establecido para la
produccion de AGPIs en microorganismos marinos procariontes y eucariontes. El sistema
PKS utiliza las mismas cuatro reacciones basicas de FAS (sintetasa acido graso), pero a
menudo el ciclo se reduce para producir una cadena de carbono con muchos hidroxilo, ceto
y los dobles enlaces C=C. Puesto que el ciclo PKS agrega unidades de 2-C a la cadena y los
dobles enlaces en EPA y DHA son localizados en el tercer carbono, se ha sugerido que esto
se lograria por generaciéon de dobles enlaces con A y A® en EPA 2-trans, el que luego es
convertido a 2-cis por isomerizacion y que simultdneamente se mueve a la posicion 3,4 y la
elongacion del 4cido graso por una enzima aun no identificada, tal vez representada por uno

de los dominios no asignada de la proteina PKS (Ratledge, 2004; Ward & Singh, 2005).
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Figura 1.1. Las familias de 4cidos grasos n-9, n-6 y n-3 formados desde sus
precursores por una serie de reacciones de desaturacion y elongacion.
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1.7 DHA y otros acidos grasos en traustoquitridios

Los traustoquitridios son conocidos porque contienen un alto contenido celular de
AGPIs, DHA y 4cido docosapentaenoico (DPA, C20:5 n-3 6 n-6). Estos acidos grasos son
esenciales para muchos animales marinos que los obtienen a través de la dieta.

En estudios realizados por Bowles, et al. (1999) con cepas de traustoquitridios
aislados de tres ambientes climaticos distintos la maxima concentracion biomasa, contenido
de lipido en la biomasa, contenido de DHA en los lipidos fueron de 14 g/L, 78% (p/p), 25%
(p/p), respectivamente, la produccion optima de DHA fue 2,17 g/L después de 107 h de
cultivo. El porcentaje de DHA en los 4cidos grasos totales (AGT) para los aislados de la
localidad subtropical presentd variaciones en el rango de 4-34% (media 16,6%) de 4cidos
grasos (AQG), los de temperatura templada de 2-39,6% (media 13,7%) y los de temperatura
fria 17-47% (media 35,9%). El rango para los valores de lipidos totales en células secas
para los subtropicales fue 1,8-37,3%, p/p. Por el contrario, la menor cantidad de lipidos
totales extraidos fue de los de temperatura fria 2,0-7,1% p/p y de los de temperatura
templada 1,6-13,6% p /p. El DHA representa el componente mayoritario del contenido de
AGPIs, particularmente aquellos producidos por microorganismos provenientes de
temperatura fria. Todos los traustoquitridios sintetizan AA en variadas cantidades. Sin
embargo, EPA est4 presente en todos los aceites en concentraciones bajas desde 0,2-0,6%
p/p de células seca de traustoquitridios.

En un medio optimizado fue cultivada la cepa Thraustochytrium aureum ATTCC
34304, obteniéndose 5,7 g/L de biomasa y 0,46 g/L de lipidos totales con 40% de DHA.
Los lipidos obtenidos estan formados por 90,1% de lipidos neutrales y 8,9% de lipidos

polares. El contenido de triacilglicerol de los lipidos neutrales fue 86,2% y los componentes

19



principales de los lipidos polares fueron dos fosfolipidos, fosfatidilcolina (49% de los
lipidos polares) y fosfatidiletanolamina (9% de los lipidos polares). La composicion y
contenido porcentual de los acidos grasos en las fracciones de lipidos neutrales y lipidos
polares fueron C16:0 (25% de contenido), C18:0 (~2%), C18:1 (15%), C18:2 (~2%), C20:4
(6%), C22:5 (10%) y C22:6 (40%) (lida, et al., 1996).

Wu, et al., (2005) al evaluar el efecto de las condiciones de cultivo en la produccion
de DHA, el perfil de acidos grasos y los acidos secretados en el medio de cultivo por el
microorganismo oleaginoso, Schizochytrium sp. S31, encontraron que éste acumula lipidos
que representan mas de un 40% de la biomasa (59,3 mg/g) y que contiene un 13% (p/p) de
DHA (288,6 mg/L) de los lipidos. La concentracion del 4cido graso C16:0 permanece
constante y los otros acidos grasos son sintetizados en pequenas cantidades. Las maximas
concentraciones de biomasa y DHA fueron de 48,1 y 13,3 g /L, respectivamente.

En Schizochytrim sp. SR21 se obtuvo 3,3 g DHA/L/d, 77,5% de lipidos base células
seca y el contenido de DHA fue de 35,6% de los acidos grasos totales. La composicion de
los lipidos en la fase estacionaria de crecimiento fue de alrededor del 95% de lipido neutral
y 5% de lipido polar. Los lipidos neutrales estuvieron compuestos por un 35% de DHA y
6% de DPA. Por otro lado, los lipidos polares estuvieron compuestos por 63,5% de DHA y
24,7% de DPA (Yaguchi, et al.,, 1997). Yokochi, et al, (1998) estudiaron diferentes
condiciones de cultivo para la cepa S. limacinum SR21. El contenido de DHA obtenido
fue del 43,1%. El contenido de acidos grasos saturados (C14:0, C15:0, C16:0 y C18:0),
principalmente dacido palmitico (C16:0), vari6 desde 45% a 60% y el resto fue
principalmente DHA y DPA. El contenido de EPA y AA fueron menos de 0,1% y 0,8%
respectivamente.
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En cinco cepas de Schizochytrium la N-1; N-2; N-5; N-6 y N-9, el acido
pentadecanoico (15:0), acido palmitico (16:0) y el DHA fueron los acidos grasos
predominantes. Estas cepas también produjeron cantidades significativas de acido
docosatetraenoico (DTA 22:4) y se observo cantidades trazas de acidos grasos insaturados
del tipo C18 (Kamlangdee & Fan, 2003). Los perfiles de acidos grasos de las cinco cepas
de Schizochytrium fueron caracterizados por la presencia del 4cido graso de cadena
saturada impar el acido pentadecanoico (C15:0), con un porcentaje relativamente alto de
los acidos grasos totales (23,9-26,7%). En todas las cepas se encontrd un 4cido graso
saturado de cadena par, el acido palmitico (C16:0) con 19,7-29,4%, y estuvieron ausentes
en todas las cepas, los acidos grasos de 18 carbono, especialmente acidos oleico y linoleico.
Por ultimo, los niveles de AGPI fueron altos en muchas cepas con cantidades de DHA de
30,3-36,1%. Al investigar la cepa Thraustochytrium sp ATCC 26185 para determinar su
potencial en produccion de DHA y composicion de lipidos, se encuentra que las células
proveniente de cultivos liquidos contenian un 32% (p/p) de lipidos con un 18% de lipidos
no saponificables. El contenido de AGs (14:0 y 16:0) corresponde a més de un 59% de los
AGT y el DHA fue mas del 25% después de seis dias de incubacion (Weet, 1997).

Un estudio realizado por Lewis, et al., (2000) evalu6 las cepas ACEM 6063 y
ACEM A, aisladas desde sedimentos marinos costero en el sudeste de Tasmania (Australia)
tentativamente identificadas como traustoquitridios. La cantidad de AGT recuperados por
transesterificacion directa en la cepa ACEM 6063 fue de 403 mg/g peso seco, cuya
composicion fue 47% de acidos grasos saturados, 1,4% de acidos grasos monoinsaturados
y 51% de AGPIs. Los acidos grasos principales fueron C14:0 (48 mg/g peso seco), C15:0

(4,8 mg/g peso seco), C16:0 (130 mg/g peso seco), C18:0 (4,8 mg/g peso seco), C20:4 n-6
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(4,8 mg/g peso seco), C20:5 n-3 (6,0 mg/g peso seco), C22:5 n-6 (45 mg/g peso seco),
C22:6 n-3 (131 mg/g peso seco). Para la cepa ACEM A la cantidad de AGT recuperados a
los 5 dias de cultivo fue de 181 mg/g peso seco formado por un 37% de AGs, 21% de
acidos grasos monoinsaturados y 42% de AGPIs. Los 4acidos grasos principales fueron
C14:0 (6,6 mg/g p/p), C16:1 n-7 (4,0 mg/g p/p), C16:0 (33 mg/g p/p), C18:2 n-6 (14,0 mg/g
p/p), C18:1 n-9 (24,0 mg/g p/p), C18:0 (9,0 mg/g p/p), C20:4 n-6 (3,6 mg/g p/p), C20:5 n-3
(17,0 mg/g p/p), C20:2 n-6 (6,5 mg/g p/p), C22:5 n-3 (7,1 mg/g p/p), C22:6 n-3 (7,6 mg/g
p/p).

Jiang, et al., (2004) estudiaron la composicion de acidos grasos y contenido de
escualeno en tres cepas de S. mangrovei, FB1 FB2 y FB3 y dos especies comerciales. Para
estas cepas se encontrd que la proporcion de acidos grasos, especialmente el porcentaje de
AGPIs en los acidos grasos totales era superior en la fase estacionaria (temprana y tardia)
que en las otras fases de crecimiento. El contenido de los principales acidos grasos
saturados (AGSs), C14:0 y C16:0 disminuye levemente con el aumento del tiempo de
cultivo (tres a cinco dias). El contenido total de acidos grasos también disminuyé con la
edad del cultivo. La disminucién de los AGSs fue acompafiada por un leve aumento en
acidos grasos insaturados y proporcion de DHA. La proporcion de DHA y el grado de
acidos grasos insaturados de las tres especies S. mangrovei fue mucho mayor que las otras
dos especies comerciales, presentando una proporcion mas alta de DHA y un grado mayor
de 4cidos grasos insaturados en la cepa S. mangrovei (FB1) cuando fue cultivada por cinco
dias.

Otras cepas productoras de AGPI fueron aisladas desde agua de mar de la costa del

mar de isla de Seto y alrededor de la isla de Iriomote, Japon. Las cepas que produjeron
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cantidades significativas de DHA fueron divididas en cuatro tipos de acuerdo a los perfiles
de AGPI que presentaron (DHAA/DPA, DHAA/DPA/EPA, DHA/DPA/EPA/AA y
DHAA/DPA/EPA/AA + C22:4 n-6). Se selecciono la cepa denominada KK/7-3 para otros
experimentos la que presentd el perfil DHA/DPA/EPA/AA  similar a T. aureum ATCC
28211. El contenido de AGPI fue 76,1% de los AGT y la razon de DHA/AGT fue superior
a un 52,1%. Los perfiles de AGPI no cambian en el rango de salinidad 50-200%, la
proporcion constante de los AGPI puede ayudar a mantener las funciones fisicoquimicas de
la membrana lipidica en un amplio rango de presion osmotica (Huang, et al, 2001). Con
respecto a su comportamiento utilizando glucosa como fuente de carbono y energia se
obtuvo 5,5 g/LL de biomasa, 545 mg/L de AGT y 145 mg/L de DHA.

Otro estudio con cepas nuevas y cepas preservadas en laboratorio las que fueron
analizadas de acuerdo al perfil lipidico, todas ellas a excepcion de dos produjeron una
cantidad significativa de DHA comprendida entre un 22% a 53% de los AGT. Dos de las
cepas aisladas, denominadas A5-20 y KH105 ademas del DHA acumularon DPA, al igual
que Schizochytrium. limacinum (12,4%; 7,7% y 6,7% respectivamente) del total de 4cidos
grasos. Analizando los perfiles de AGPI de las distintas cepas en este estudio, se forman
cinco perfiles diferentes: DHA/DPA; DHA/DPA/EPA; DHA/EPA; DHA/DPA/EPA/AA;
DHA/DPA/EPA/AA/acido docosatetraenoico (DTA). Los diferentes medios de cultivo y la
temperatura de cultivo muestran poco efecto sobre los perfiles AGPI en los nuevos
aislados, sin embargo temperaturas bajas, 15 °C aumenta el contenido total de AGPI de
cadena larga en la fraccion de 4cidos grasos al compararlo con la temperatura normal,
28°C. Todo esto podria indicar la estabilidad de los perfiles de AGPI C20 y C22

validando como una caracteristica efectiva para este grupo de traustoquitridos (Huang, et
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al., 2003). Burja et al, (2006) informan un nuevo perfil de AGPI DHA/EPA/AA
representando a un sexto perfil diferente a los propuestos anteriormente. Sin embargo,
ademas encontraron que los perfiles de AGPI podrian incluso ser més diversos cuando los
microorganismos son cultivados en placas de agar que los que presentan en cultivo liquido.
En un estudio comparativo de diferentes medios de cultivo, los perfiles de acidos
grasos totales de nueve cepas cultivadas en glucosa o en residuo de leche de soya mostraron
que muchas cepas tienen un nivel relativamente alto de acidos grasos saturados (AGS) de
cadena par, principalmente 4cido palmitico (16:0; 6,7-47,4%); también poseen un acido
graso saturado de cadena impar (15:0, 3,3-38,9%), en muchas de las cepas estuvieron
ausentes los acidos grasos de 18 carbono especialmente acido oleico y linoléico a
excepcion de Ulkenia sp KF13, y por ultimo los niveles de AGPI fueron altos en la mayoria
de las especies con un contenido de DHA de 4,0-40,5% en la biomasa en un medio con
glucosa. Todas las cepas estudiadas utilizaban el residuo de leche de soya para crecer y
producir DHA después de 4 dias de fermentacion. La biomasa producida por la cepa
Schizochytrium mangrovei cultivada en leche de soya contenia DHA en el rango 4,7 a 9,4
mg/g y se detectd EPA en Thraustochytrium striatum KF9 y Ulkenia sp. KF13, cuyo
rendimiento fue de 2,4 y 1,5 mg/g, respectivamente y la cepa Schizochytrium mangrovei no
produce EPA en el medio basado en residuo de leche de soya “okara”. Los perfiles de
acidos grasos del control okara no fermentado (sin microorganismo), antes o después de 4
dias de incubacidn, estd compuesto principalmente de acido palmitico (16:0) y &cidos
grasos de C18 como el constituyente mayor el 4cido linoléico (18:2). No fueron detectados
AGPI de cadena con 20 carbono o superior. Dos cambios importantes en los perfiles de

acido graso fueron observados después de la fermentacién con “okara” a) fueron
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detectados AGPI, especialmente DHA variando desde 0,5% a 4,9% del total de acidos
grasos; b) el contenido de 4cido graso insaturado de la serie de C18, a saber los acidos
linoléico y linolénico, fueron significativamente menor que los contenidos en okara no
fermentado. La biomasa del okara fermentado después de 4 dias de incubacion fue similar a
los controles de okara no fermentado, pero se observa pérdida de peso cuando se fermenta
con Thraustochytrium striatum KF9 y Ulkenia sp. KF13. La producciéon de DHA en los
traustoquitridios fermentado en okara fue més bajo comparado con el medio glucosa,
extracto de levadura. Esto se podria explicar por el efecto de azticares simples, tal como la
glucosa que son mas rapidamente utilizada que los polimeros recalcitrantes, tal como la
celulosa presente en el okara para la transformacion en los traustoquitridios (Fan, et. al.,
2001).

Cepas de traustoquitridios colectadas en seis sitios en agua y sedimentos en la costa
de Goa, lugar expuesto a la contaminacion por aceite debido a la presencia de botes en
muelles y puertos fueron aislados y cultivados en diferentes medio. El rango de abundancia
de traustoquitidios en muestras de agua fue desde 50 a 750 nimero/L y en muestra de
sedimentos el rango va desde 1 a 30 numero/L. La adicion de aceite crudo a tubos de
aislamiento con traustoquitridos resulta un menor nimero de traustoquitridios en dos sitios
de muestreos. Cuando el aceite crudo fue agregado a los tubos de aislamiento con

traustoquitridos proveniente de sedimentos un numeros mucho mayor fueron recuperados.
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Tabla 1.1 Composicion de acidos grasos de los lipidos totales de varias especies
de traustoquitridios

Contenido de acido graso del total de lipidos (%)

Acid T r Schizochytrium. S.  mangrovei S. Ulkleglﬁ* sp.
cdos limacinum ) wx Striarum Zézi(())ie*lz“rf“l Sp. FB3#xk mangrovei KE
grasos  opoga o Aureum™* oo ATCC20889%¥**x FB %%

12:0 0,88 0,9 0,82
13:0 0,78 0,83 0,79
14:0 3,9 3 0,0 3,2 11,4 4,47 4,045 3,7
14:1
15:0 2,5 7,9 3,74 1,67 1,05 10,7
15:1 8
16:0 54,5 6,7 7,8 0.61 45,1 40,36 22,8
16 : 1 n-7 12,0
17:0 0,55 0,4 0,58
18:0 1,1 16 0,0 4,2 7,11 1,23 1,26 11,7
18 :1n-7
18:1n9 0,1 2 0,0 16,0 4,74 1,00 0,43 18,2
18:2n-6 0,1 2 0,0 2,2 43
18:3n-3 0,0 1,5 0,34 0,45 0,47 0,5
18 :3 n-6
18 :4n-3
20:3 n-6 0,84 0,51 0,51
20 :4n-3 3
20:4n-6 0,1 0,0 3,0 0,58 0,57 0,63 1,7
20:4n-7
20:5n-3 0,4 23,3 0,84 0,47 0,45 2.3
22 :4n-6 8,6 1,4
22:5n-6 6,0 9,70 7,73 9,06
22:6n-3 30,5 52 36,6 42,3 26,25 34,9 39,14 4,0

Yokochi et al., (1998)*;
(1998);**** Jiang, et al., (2004)%****,

Sijtsma & de Swaaf (2004)**; Fan, et al., (2001)***; Singh & Ward

Tres cepas de traustoquitridos aislados en sedimentos fueron cultivados en un medio que

contenia sedimento y alquitrdn. El resultado fue una marcada disminucién en la

concentracion de la fraccion extraible de alquitran donde una de las cepas muestra un alto

grado de reduccion, igual al 71%.

El andlisis de gravimetria y cromatografia gaseosa

revelan que los traustoquitridios remueven de 15 -30% del alquitran incorporado en el
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caldo nutritivo en 7 dias. Los hidrocarburos mayores a C20 fueron removidos en mayor

cantidad que los menores a C20 (Raikar & Raghukumar, 2001).

1.8 Otros lipidos producidos por traustoquitridios

1.8.1 Carotenoides

Los carotenoides pertenecen a la clase de los polienos, es decir, estdn formados por
largas cadenas con doble enlace conjugados, cuya abundancia explica el color intenso de

¢éstos y estan construidos con base a unidades de isopreno (Fig. 1.2)

CH2=|C-CH=CH2
CH;

Figura 1.2 Unidad de isopreno

Los carotenoides son pigmentos terpenoides de gran interés en muchas disciplinas
cientificas por su amplia distribucion, diversas funciones y propiedades. Resultados con
evidencias epidemiologicas y experimentales sugieren que los carotenoides en la dieta
inhiben el comienzo de muchas enfermedades tales como arteriosclerosis, cataratas,
esclerosis multiple y el cancer, donde se piensa que los radicales libres juegan un papel
importante en la iniciacion. Algunos carotenoides importantes de utilidad comercial
producidos por microorganismos son el licopeno (y, w-caroteno), [B-caroteno (3,B3-
caroteno), ASX (3,3’- dihidroxi-B,3-4,4’-diona), luteina (3R,3'R,6'R-B,&-caroteno-
3,3’diol) y zeaxantina (3R,3'R-f3,-caroteno-3,3"-diol) (Bhosale, 2004). El B-caroteno es un
pigmento de demanda creciente y con amplia variedad en aplicaciones en el mercado como

agente colorante para alimentos, como provitamina A (retinol), como aditivo en cosmética,
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preparacion multivitamina y en la ultima década como producto de alimento para la salud

bajo la definicién de antioxidante (Edge et al., 1997).

Los carotenoides son biosintetizados por plantas, algas, hongos y bacterias. En estos
organismos parecen jugar numerosos roles, especialmente en plantas como almacenadores
de luz y para proteger a la célula del dafio oxidativo. Un niimero de carotenoides, tales
como [3-caroteno, astaxantina, y licopeno son buenos antioxidantes en la fase lipido en su
funcidén como atrapadores de radicales libre o quenchers de oxigeno singlete. Se sabe que el
oxigeno singlete ('0,) dafia el ADN y es mutagénico. Los carotenoides pueden prevenir la
produccion de reacciones en cadena de radicales libres iniciada por la degradacion de

AGPIs y asi previenen la degradacion acelerada de los lipidos de membrana.

El uso del pigmento natural astaxantina es de gran interés en la industria quimica,
industria farmacéutica y alimentaria, debido a sus propiedades antioxidantes (Yamane et al.
1997). En la acuicultura, es empleada como una fuente de pigmentacion natural y

suplemento dietético para la trucha y el salmén (An et al. 1991).

Dunaliella (alga verde) y Blakeslea trispora (hongo) son en el presente las fuentes
comerciales de B-caroteno y ASX es producida por Haematococcus pluvialis (Dufosse et
al., 2005).

Los traustoquitidios son una fuente potencial de carotenoides tales como -caroteno
y carotenoides oxigenados como xantofilas (ASX y cantaxantina). Burja et al. (2006)
postulan que probablemente su produccidon sirva para prevenir la oxidacion de sus

aceites de reserva.
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También se ha informado la presencia de pigmentos carotenoides, tales como ASX,
zeaxantina, cantaxantina, [-caroteno, equinanona y fenicoxantina en estos
microorganismos (Carmona et al. 2003, Aki et al. 2003, Armenta et al. 2006, Burja et al.
2006) (Tabla 1.2).

Considerando el potencial biosintético de los traustoquitridios para producir dos
compuestos igualmente importantes, AGPIs y carotenoides, una cepa de de color naranja
fue estudiada para identificar los carotenoides por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Esta cepa denominada Thraustochytrium CHN-1, fue aislada desde muestras de
agua de mar colectadas en la costa de Nagahama en el mar de la isla Seto de Japdn, se
encontrd que contiene el carotenoide ASX como el pigmento principal, ademas fueron
identificados la equinenona, cantaxantina, foenicoxantina y [-caroteno. EI nivel de
carotenoides totales extraidos se encuentra que aumenta con la edad del cultivo (Carmona
et al.,, 2003). El contenido de pigmentos estd asociado al crecimiento de la célula, el
maximo crecimiento en la fase estacionaria es alcanzado después de ocho dias de
incubacion, ademas la incubacion hasta 14 dias no incrementa la biomasa celular o el
contenido de los carotenoides totales extraidos. El contenido de B-caroteno en la cepa
declina a los 6 dias de cultivo y el contenido de ASX aumenta. La cantidad total de
carotenos fue sustantivamente baja durante la fase estacionaria o tardia y el contenido de
xantofilas fue mayor. Resultados preliminares demuestran que (3S,3’S) astaxantina es
sintetizada en Thraustochytrium CHN-1 desde B-caroteno via equinenona y cantaxantina.
El efecto de la variacion de los pardmetros como factores fisicos (pH y temperatura) y
factores nutricionales (fuente de carbono y nitrogeno) durante el cultivo pueden alterar las
cantidades relativas de carotenoides producidos (Carmona et al., 2003).
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Aki et al, (2003) describen que la cepa KH105, aislada como productora de DHA,
también acumula niveles significativos de B-caroteno y xantofilas incluyendo cantaxantina
y ASX. El efecto de la concentracion de la fuente de nitrogeno se evalu6 a cuatro dias de
cultivo de la cepa KH105 utilizando un medio compuesto de 10% de glucosa y una
cantidad inferior a 0,3% como fuente de nitrégeno al 50% de agua de mar, la cantidad de
ASX producida fue mas de 6,1 mg/L y un contenido de cantaxantina que alcanza a mas de
10 mg/L bajo condiciones donde se emplea una concentracion alta de fuente de nitrégeno
(6%). Esta cepa de acuerdo a morfologia y caracteristicas revela que pertenece al género
Schizochytrium, y puede ser considerada como fuente promisoria de xantofilas y de DHA
para uso en la industria de los alimentos. La misma cepa produce hasta 7,7 mg L' ASX

cuando crece en residuos destileria alcohdlicas (Yamasaki et al. 2006).

1.8.2 Escualeno

El escualeno es un hidrocarburo alifatico altamente insaturado y pertenece al grupo
de los aceites triterpenos, es precursor de esteroles y carotenoides (Figura 1.3). Es utilizado
en su forma natural como agente humectante o emoliente en la preparacion de productos
farmacéuticos y cosméticos. Pero lo mds importante, es su potencial como inhibidor de
oxidacion, que puede proteger las células contra los radicales libres, reforzar el sistema

inmunoloégico del cuerpo y disminuir el riesgo de varios tipos de cancer (Rao, et al.,1998).

R e e

Figura 1.3. Estructura quimica del escualeno
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Jiang et al., (2004) estudiaron el contenido de escualeno en la biomasa de 3 cepas
de traustoquitridios pertenecientes a Schzochytrium mangrovei, FB1 FB2 y FB3, y dos
cepas comerciales Thraustochytrium sp. ATCC26185 y Schizochytrium sp. ATCC20889
cultivadas a diferentes etapas de su fase estacionaria. La cepa FB1 present6 un contenido y
rendimiento de escualeno de 0,162 mg/g célula de peso seco y 1,313 mg/L
respectivamente. El contenido de escualeno en esta cepa fue superior a las obtenida desde
Saccharomyces cerevisiae (0,041 mg/g peso seco) y Thraustochytrium sp. ACEM 6063
(0,1 mg/g peso seco), siendo todas cultivadas a la misma temperatura (Lewis et al., 2001).
El rendimiento de escualeno desde células de traustoquitridios fue de 0,2 mg con un 95%
de recuperacion (Lu et al.,, 2003), Ademas, todas las cepas muestran una marcada
disminucién en contenido y rendimiento de escualeno al aumentar el tiempo de cultivo
desde 3 a 5 dias. Se desconoce el mecanismo que induce a este cambio aun cuando se
propone que esta reduccion en el contenido de escualeno bajo condiciones aerdbicas, podria
deberse a que los mismos microorganismos lo consumen o debido a la conversion
catalizada por oxigenos moleculares a otros compuestos tales como esteroles y
carotenoides. Recientemente, Li et al., (2009) informan el contenido de escualeno de
dieciocho cepas de traustoquitridios aislados de los manglares de Hong Kong. Todas las
cepas crecen bien heterotréficamente con glucosa como unica fuente de carbono. La
biomasa varié desde 5,49 hasta 15,62 g/L y el contenido de escualeno 0,02 a 0,18 mg/g en
72 h. El mayor contenido de escualeno de 0,18 mg/g se detectd en la cepa BR-MP4-Al,
que fue superior en un 11% a lo producido por Schizochytrium mangrovei FB1 (0,162

mg/g) en la misma condiciéon de cultivo. La cepa que produce mayor contenido de
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escualeno, BR-MP4-A1 fue identificada como una nueva variedad de especies de
Aurantiochytrium. La mayor biomasa de Aurantiochytrium sp. BR-MP4-A1 se logrd a las
72 h, mientras que su contenido méximo de escualeno alcanzado fue de 0,567 mg/g en 36 h

pero después disminuy6 rapidamente- (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Carotenoides y escualeno en traustoquitridios.

Traustoquitridios Carotenoides Referencias
Cepa Thraustochytrid CHN-1 Principal astaxantina, Carmona et al. (2003)
equinenona, cantaxantina,

foenicoxantina y B3 - caroteno.

Schizochytrium KH105 j -caroteno, cantaxantina y Aki et al, (2003),
astaxantina (xantofilas) Yamasaki et al. (2006)

Schizochytrium mangrovi FB1, FB2 escualeno Jiang et al., (2004), Lu et

FB3, Thraustochytrium sp. ATCC 26185, al., (2003), Lewis et al.,

Schizochytrium sp. ATCC20889, .
Thraustochytrium sp. ACEM6063, (2001), Li etal., (2009),
Aurantiochytrium sp. BR-MP4-A1 Weet et al., (1997)

1.8.3 Esteroles

Los esteroles son lipidos de membrana producidos por todo los microeucariotes, y
por un numero limitado de bacterias (Volkman et al, 1998). Sus funciones incluyen
controlar la fluidez y permeabilidad de la membrana, en algunas plantas tienen una funcion

especifica en la proliferacion de la célula, traduccion de sefial, y como modulador de la
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actividad enzimatica en la membrana. Para los esteroles producidos por plantas superiores
se han encontrado varias aplicaciones como: precursores para la produccion de esteroides,
nutracéuticos, y aditivos de alimento para beneficio de la salud humana y animal ademas

como surfactante natural.

La etapa principal en la sintesis de esteroles, es la oxigenacion del escualeno a la
forma de (3S)- epoxi escualeno (3S- escualen-2,3-6xido), el cual es transformado por una
de las dos enzimas para formar lanosterol o cicloartenol. Estos dos compuestos sufren una
serie de nuevas reacciones para dar nuevos esteroles como producto tales como,
brasicasterol, sitosterol, campesterol, y estigmasterol que cominmente se encuentran en
plantas denominados fitoesteroles

Al investigar la cepa Thraustochytrium sp ATCC 26185, para determinar su
potencial en la produccion de DHA y su composicion de lipidos, se encontré que el
escualeno representa el 63% de los lipidos no saponificables y la composicion de colesterol
del 41% del total de esteroles. (Weet et al., 1997).

Lewis et al. (2001) estudiaron la composicion de esteroles de la cepa ACEM 6063
tentativamente identificada como traustoquitridio, determinando el efecto de la temperatura
de cultivo, concentracioén de oxigeno disuelto (OD) y edad del cultivo sobre el contenido de
escualeno y esterol en la biomasa. Desde su biomasa se recuperaron veinte esteroles, trece
de los cuales fueron identificados. Los dos esteroles principales en todas las muestras
fueron colest-5-en 33-ol y 24-etilcolesta-5,22 E-dien-3f-ol, estos dos esteroles representan
el 35% a 80% del total de ellos. Los esteroles presentes en cultivos de crecimiento con alto

contenido de oxigeno disuelto fueron colest-5-en 3B-ol, 24-etilcolesta-5,22E-dien-33-ol,

24-metilcolesta-5,22E-dien-33-o0l y una mezcla formada por un esterol desconocido y el 24 -
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etilcolesta-5,7,22-trien-3B-ol. Los cultivos producidos con bajo contenido de oxigeno
disuelto a temperaturas de 15°C, 20°C y 25°C también contienen estos esteroles, pero
niveles levemente mas bajos. En estos se encontraron los siguientes esteroles a niveles
mayores que 3% del total de esteroles: colest-8(9)-en-3B-ol, Sa-colest-7-en-3p3-ol, 24-
metilcolesta-5,24(28)-dien-33-ol, 24-etilcolesta-5,24(28)E-dien-33-o0l,24etilcolesta
5,24(28)Z-dien-3B-0l y cuatro esteroles no identificados. El mayor contenido de escualeno
es obtenido en el cultivo que crece a 15°C con bajo OD y disminuye secuencialmente en
cada tiempo de muestreo 4, 2 y 0 dia previo al peak de biomasa (T4 a T, a T,) desde 1,8;

1,5 y 1,2 mg/g de peso seco respectivamente.

Tabla 1.3. Esteroles en traustoquitridios

Traustoquitridios Esteroles Referencias
C27(5), C29(5,22), C28(5,22), C29(5,7,22)

Thraustochytrium Sp. Colesterol Weet et al., (1997)
ATCC 26185

Thraustochytrium sp. Colest-5-en-3B-ol; 24 etilcolesta-5,22E-dien-3B-o0l; Lewis et al.,( 2001)
ACEM6063 colest-5-en- 3B-ol; 24-metilcoleta-5,22E-dien- 3B-ol;

24-eticolesta-5,7,22-trien- 33-ol; colest-8-en- 33-ol;
Sa-colest-7-en-3B-o0l; 24-metilcolesta-5,24(28)-dien-
3B-ol;  24-etilcolesta-5,24(28)E-dien-3p3-0l;  24-
etilcolesta-5,24(28)Z-dien-33-ol.
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1.9 Conclusiones

La razon principal del interés por los acidos grasos especialmente los AGPIs,
(ARA, EPA, DHA) es consecuencia de su importancia en la salud humana y animal. Por
ejemplo, ellos son precursores de moléculas reguladoras tan relevantes como las
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos, y son componentes de acil lipidos en las
membranas de la retina y cerebro. Normalmente los humanos sintetizan estos acidos desde
acido linoleico (18:2 n-6) y acido a-linolénico (18:3 n-3), dcidos grasos esenciales que son
derivados desde plantas. Alternativamente, el DHA y EPA pueden ser proporcionados
como componentes de lipidos desde aceite de pescado, el que presenta problemas de sabor
y olor y una mezcla de 4cidos que incluye tanto n-6 como n-3. También es bien conocido
el futuro desabastecimiento en todo el mundo de aceite marino debido a la demanda para la
produccioén acuicola.

Se ha puesto de manifiesto la potencialidad de las microalgas para la produccion de
gran variedad de sustancias, algunas de ellas de elevado valor, como AGPIs, pigmentos,
vitaminas, antibioticos, productos farmacéuticos y otros productos quimicos de interés, asi
como hidrogeno, hidrocarburos y otros combustibles bioldgicos.

La blsqueda de microalgas con la capacidad de producir importantes cantidades de
AGPIs partio, inicialmente, con la evaluacion de perfiles de acidos grasos de las especies
ya conocidas; posteriormente se comenzd a estudiar las condiciones de cultivo que
favorecian la formacion de determinados &cidos grasos.

La temperatura, afecta tanto a la produccion de biomasa como a la composicion y

proporcion de los de 4&cidos grasos en los 4cidos grasos totales. Normalmente a
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temperaturas altas aumenta la produccion de acidos grasos saturados y por el contrario,
bajas temperaturas favorecen la produccion de AGPIs.

Actualmente de las microalgas, solamente la especie Crypthcodinium cohnii, esta
siendo utilizada en la produccion de DHA a escala industrial en grandes fermentadores. En
los ultimos afos se ha estado estudiando la conversion de microalgas fototrdoficas estrictas a
heterotroficas mediante ingeniera metabolica, se ha logrado cultivar la especie
Phaeodactylum tricornutum en ausencia de luz y presencia de glucosa.

De las diferentes especies de traustoquitridos, aquellas del género Schizochytrium y
Thraustochytrium son las que presentan los mas altos porcentajes de DHA sobre la base de
la biomasa seca, lo anterior debido a la alta concentracion de lipidos totales en esta biomasa
y que ha llegado alcanzar valores superiores a 75%.

Aun cuando, los estudios realizados en estos microorganismos, ha estado
principalmente dirigido a la produccion de DHA, estos son capaces también de producir
otros AGPIs, tales como ARA, DPA, LA y EPA. Ademads, se ha estudiado en estas
especies, la produccion de otros compuestos lipidicos como escualeno, carotenoides,
esteroles y glicoesfingolipidos.

La produccion de SCO esta limitada por los altos costos de produccion, pero
actualmente ha aumentado el interés basado en la capacidad que presentan algunos
microorganismos de producir determinados 4cidos grasos con un alto valor comercial, esto
es debido a que no existen actualmente otras fuentes disponibles y abundantes que provean
estos tipos de acidos grasos. Las caracteristicas de un buen productor de SCO industrial
son: capaz de acumular un alto porcentaje de lipidos, crecer heterotroficamente, crecer a

bajas salinidades, formar biomasa/producto a temperaturas altas, producir una alta
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proporcion de lipidos totales como el producto deseado, producir un bajo contenido de AG
monoinsaturados y AGPIs no deseados en el producto. Las células del organismo tiene que
ser no pigmentadas, los AGPIs deben estar presentes como triglicéridos si es para consumo
humano, el aceite debe ser facilmente extraido de la biomasa y para ser aplicado en la
acuicultura el tamafo del organismo debe ser pequeio.

Otro constituyente lipidico importante desde microorganismos marinos son los
terpenoides. El alga Dunaliella salina es la fuente natural de -caroteno y es desarrollada
comercialmente como fuente de B-caroteno, usada como suplemento en dietas y colorante
natural de alimento. Los microorganismos mas estudiadas para la produccion de ASX han
sido Xanthophyllomyces dendrorhous (previamente conocida como la levadura Phaffia
rhodozyma) y Haematococcus pluvialis (microalga). Los traustoquitridios, también
acumulan pigmentos carotenoides tales como, [-caroteno astaxantina, zeaxantina,
cantaxantina, equinanona y fenicoxantina (Carmona et al. 2003, Aki et al. 2003; Armenta et
al, 2006, Burja and Radianingtyas 2005, Burja et al. 2006).

Los esteroles son componentes esenciales de la membrana de todos los organismos
eucariontes. Son precursores para la produccion de esteroides, nutraceuticos y aditivos para
alimentos. Una variedad de microorganismos incluyendo microalgas han sido usados para
degradar esteroles y producir esteroides. La capacidad de cultivar biomasa desde
microorganismos proporciona una variedad de estructuras de esteroles por manipulacion

quimica y enzimatica.
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1.10 Investigacion propuesta

En Chile y en especial la Region de Los Lagos, en los ultimos afios ha
experimentado una creciente y sostenida actividad econémica- industrial en las areas de la
acuicultura, silvoagropecuaria y forestal. El desarrollo de la agroindustria trae consigo un
incremento en la generacidon de subproductos y residuos donde caracteristicas nutricionales
de algunos de ellos les permite ser utilizados en la elaboracién de alimentos para animales.
Otra utilidad podria ser como sustratos para la elaboracion de productos de mas alto valor
utilizando microorganismos. En la industria de alimentos existe una variedad de estos
residuos que contienen cantidades importantes de carbono y nitrogeno que no son
utilizados y ademas su disposicion constituye un problema medio-ambiental.

Los traustoquitridios son microorganismos protistas heterotroficos marinos,
eucarioticos y unicelulares, que producen enzimas extracelulares, tales como, celulasas
amilasas, xilanasas, proteasas, lipasas y pectinasas que les permiten hidrolizar y
remineralizar material orgénico. Estos microorganismos son estudiados fundamentalmente
por su morfologia y ecologia, y actualmente alcanzan una mayor relevancia por la
capacidad que presentan de producir lipidos especialmente AGPIs del tipo n-3,
especificamente el dcido docosahexaenoico (DHA).

De acuerdo a la evidencia experimental disponible, es claro que los traustoquitridios
pueden ser cultivados en sistemas cerrados y que éstos utilizan diferentes fuentes de
carbono para producir biomasa, lipidos y acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados. Ademads, presentan la capacidad de asimilar compuestos organicos

provenientes de residuos industriales para producir biomasa y productos.
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El conocimiento de la ecologia, habitats y comportamiento en la trama trofica de los
traustoquitridios, sugiere que ciertos residuos de origen agroindustriales constituidos por
moléculas complejas podrian ser utilizados como fuentes alternativas de carbono para la
produccion de AGPIs de interés tanto en alimentacion animal como humana.

De acuerdo a las caracteristicas de estos microorganismos el objetivo de este estudio fue
evaluar del efecto de la composicion del residuo en el crecimiento celular y produccion de
DHA en residuos liquidos provenientes de la industria alimentaria productora de papas

fritas y un subproducto de la fabricacion de la cerveza (bagazo).

1.11 Hipotesis

Los microorganismos marinos heterotroficos de la familia Thraustochytriaceae son
capaces de utilizar varias formas de carbono organico en distintos niveles de concentracion,
entonces es posible emplear residuos liquidos provenientes de la industria alimentaria como

fuente de carbono para su crecimiento celular y producciéon de DHA.

1.12 Objetivo General
Establecer la capacidad de crecimiento y produccion de DHA por cepas nativas de

la familia Thraustochytriaceae en residuos liquidos de la industria alimentaria.

1.13 Objetivos especificos

1. Determinar la cepa y residuo industrial mas apropiado para la produccion de biomasa y

DHA a partir de los residuos industriales liquidos.
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2. Evaluar el efecto del pH, tiempo de cultivo y concentracion del residuo en el

crecimiento y produccion de DHA para la(s) cepa(s) seleccionada(s).

3. Evaluar el efecto de diferentes nutrientes (EL, GMS, Vitaminas) en el crecimiento y

produccion de DHA en la cepa seleccionada.
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CAPITULO 11

POTENCIAL PRODUCCION HETEROTROFICA DE ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO (C22:6 n-3, DHA) POR CEPAS NATIVAS DE

TRAUSTOQUITRIDIOS EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVOS.

2.1 Resumen

Las cepas nativas Thraustochytriidae sp. M12-X1, Thraustochytriidae sp. C41 y
Thraustochytriidae sp. AS4-Al aisladas desde la zona costera en Chinquihue, Puerto Montt,
Chile que presentan similitud a Thraustochytrium kinnei (99% identidad), Schizochytrium
minutum (97% identidad), y 99% a Ulkenia sp., respectivamente fueron cultivadas usando
subproducto de la fabricacion de la cerveza (RC) y los residuos del procesamiento de las
papas fritas (RP1 y RP2) como fuentes de C. Las cepas tienen la caracteristica de acumular
acido grasos de interés comercial tales como docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA), ademas
la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-A1l acumula astaxantina (3,3 '-dihidroxi-f, B'-caroteno-
4, 4'-diona, ASX). Los resultados obtenidos en las fermentaciones con residuos fueron
comparados con los obtenidos por las mismas cepas en fermentaciones de glucosa, maltosa,
almidén soluble y etanol. La produccion de DHA durante la fermentacion de RC fue
superior a las obtenidas en las fermentaciones de fuentes puras para las cepas
Thraustochytriidae sp. C41 y M12-X1. Para la cepa Thraustochytriidae sp.AS4-Al la
produccion de DHA durante la fermentaciéon de RC fue similar a la obtenida al usar
almidén como fuente de C y superior a la obtenida en la fermentacion de glucosa y maltosa.

En las fermentaciones con el residuo RC suplementado con fuentes de nitrogeno (extracto
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de levadura (EL) y glutamato monosddico (GMS) las cepas produjeron la mayor
concentracion de biomasa (2,3 g/L C41 y M12-X1, 5,9 g/L AS4-A1l). Con respecto al
contenido de DHA en los acidos grasos producidos por las cepas de traustoquitridos
nativos, este fue dependiente de la fuente de carbono utilizada; .el mayor contenido de
DHA en la biomasa de la cepa Thraustochytriidae sp. C41 (40,3 mg/g), Thraustochytriidae
sp. M12-X1 (120,2 mg/g) y Thraustochytriidae sp. AS4-A1 (13719 mg/g) fue obtenido en
la fermentacion de Et-GMS-EL, GMS-EL y RPI1/EL, respectivamente. Aun cuando las
cepas son capaces de producir DHA en la fermentacion del RC como una fuente de C y N,
el uso de extracto de levadura (EL) y glutamato monosddico (GMS) permitié incrementar
la productividad en DHA. La mayor productividad de DHA se obtuvo con fermentaciones
de RC-EL-GMS por las cepas Thraustochytriidae sp. M12-X1 (55,1 mg/L/dia) y la cepa
Thraustochytriidae sp. AS4-A1 (88,0 mg/L/dia) en relacion al obtenido en la fermentacion
del mismo medio por la cepa Thraustochytriidae sp. C41 (11,4 mg/L/dia). Para la cepa
Thraustochytriidae sp. AS4-A1 al usar las fuentes de N y vitamina (tiamina, biotina y
cobalamina), permiti6 un aumento significativo de la productividad de DHA (540
mg/L/dia), y la concentracion de biomasa (14.9+0.4 g/L) y DHA (2698 £132 mg/L). En
todos los casos la produccion de DHA ocurre en el periodo de crecimiento. La ASX fue
detectada en la biomasa en la fase de crecimiento tardia; la mayor productividad de ASX

se obuvo (63+£3 mg/L/dia) en las fermentaciones de RC como unica fuente de nutrientes.
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2.2 Introduccion

Se han descrito muchos efectos fisioldgicos positivos de los AGPIs en humanos y
animales (Uauy et al. 2001), particularmente del DHA, AGPI omega-3. El contenido de
este acido el cerebro es superior al 97% de los AGPI n-3 y, en la retina sobre el 95%
(Kuratko and Salem, 2009). Las deficiencias de DHA estdn asociadas con varias
enfermedades (sindrome fetal del alcohol, sindrome de déficit atencional, fibrosis cistica,
fenilcetonuria, depresion unipolar, hostilidad agresiva y adrenoleucodistrofia), hipertension,
artritis, arteriosclerosis, depresion, desarrollo de diabetes mellitus en adultos, infarto de
miocardio, trombosis, asma, y canceres dependientes/relacionado a funciones hormonales
(Horrocks & Yeo, 1999; Stevens et al. 2003). Actualmente, la principal fuente de DHA son
los peces y sus aceites. Los peces marinos tienen limitada capacidad para producir DHA y
lo obtienen a través de la dieta (Sargent et al. 1989).

En el ecosistema marino la produccion de DHA es atribuible principalmente al
fitoplancton. Dentro del medio ambiente marino el fitoplancton, es tambien la fuente
primaria de ASX, carotenoide que presenta una gran variedad de actividades fisiologicas
asociadas a su alta actividad antioxidante (Guerin et al. 2003).

Diversos estudios relacionados con la produccion microbiana de DHA y ASX han
sido publicados. Xanthophyllomyces dendrorhous (previamente conocida como la levadura
Phaffia rhodozyma) y Haematococcus pluvialis (microalga) han sido los microorganismos
mas estudiados para la producciéon de ASX, Con respecto al DHA los traustoquitridios
(Labyrinthulomycetes), protistas que se encuentran en diversos habitat marinos, acumulan
en sus lipidos AGPIs de cadena larga (DHA, ARA, EPA) y pigmentos carotenoides
(astaxantina, zeaxantina, cantaxantina, [-caroteno, equinanona y fenicoxantina) (Carmona
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et al. 2003, Aki et al. 2003; Armenta et al, 2006, Burja and Radianingtyas 2005, Burja et al.
2006). Los traustoquitridios incluyen especies que pertenecen a los géneros Althornia,
Japonochytrium, Aplanochytrium, Thraustochytrium, Aurantiochytrium (conocido antes
como Schizochytrium) y Ulkenia (Raghukumar 2002; Yokohama and Honda, 2007). Los
traustoquitridios sintetizan enzimas extracelulares (ej. proteasas, celulasas, amilasas,
lipasas, gelatinasas, ureasas, fosfatasas, quitinasas, o-glucosidasa) (Bremer 2000;
Raghukumar 2002; Taoka et al., 2009), que les permite utilizar diversos sustratos. Algunas
cepas de la familia Thraustochytriaceae acumulan mas del 50% de su peso seco como
lipidos en los cuales el DHA representa mas del 25% (Bajpai et al. 1991a; Bajpai et al.
1991b; Yaguchi et al. 1997; Yokochi et al. 1998). En los traustoquitridios, una pequefia
fraccion de lipidos (menos que 5%) es encontrada como fosfolipidos; en cambio la mayor
proporcion es acumulada como triacilgliceroles (70-98%) constituyendo las reservas de
energia (Yaguchi et al. 1997). Ademas, el contenido de aceite de muchos tipos de
microalgas y protistas marinos, excede la productividad de aceite de los mejores
productores vegetales, por lo tanto, estas fuentes son potencialmente mds atractivas para la
produccion de biodiesel que las plantas terrestres tradicionales (Chisti 2007; Miao and Wu
2006; Meng et al. 2009).

La produccion de estas moléculas (DHA, ASX) a través de procesos
biotecnoldgicos podria ser de interés comercial debido al alto valor de estos productos; €
2,000-3,000 por kg DHA (Sijtsma and De Swaaf, 2004) y U$2,500-3,000 por kg ASX
(Olaizola 2000).

Varios trabajos han evaluado el uso de los residuos y de los subproductos de la
industria de alimento para disefiar medios de cultivos rentables (Fan et al. 2001; Unagul et
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al. 2007; Yamasaki et al. 2006). Los residuos provenientes del procesamiento de la papa y
uno de los subproductos de la fabricacion de la cerveza (bagazo) podrian ser utilizados
como nutrientes en la produccién de biomasa microbiana y sintesis de productos. En Chile,
el consumo de cerveza se ha incrementado desde 27,5 L per capita en el afio 2004 a 34,4 L
en el afo 2007, con una produccion de 5.673.000 hL en el 2007; en promedio, 27 kg de
residuos solidos (bagazo) son generados por un hL de cerveza. Chile es el sexto productor
de papas en Latino América (1,5 millones de toneladas en el afio 2006) y el 10% de esa
produccion es procesada. En Chile, el bagazo obtenido del proceso de elaboracion de
cerveza artesanal se destina principalmente a alimentaciéon animal sin mayor
procesamiento, a pesar de su rica composicion de nutrientes. Por otro lado, no se han
identificado usos para los residuos liquidos y solidos del procesamiento de la papa.

El objetivo de este trabajo fue examinar el potencial de los residuos liquidos
provenientes del procesamiento de la papa y el subproducto de la fabricacion de la cerveza

como fuente de carbono para la produccion de DHA por tres cepas nativas.
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2.3 Material y Métodos

2.3.1 Reactivos. Glutamato Monosddico (GMS), glucosa, etanol, metanol, NaOH, HCI,
H,S04, NaCl, MgCl,x6H,0, MgS04x7H,0, KCl, NaHCO;, CaCl,x2H,0, dicromato
fueron obtenidos de Merck (Darmstadt, Germany). Peptona, extracto de levadura (EL) fue
obtenido de Oxoid (Basingstoke, Hampshire, England). El agar se obtuvo de Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD, USA. Estreptomicina sulfato y penicilina G fue
obtenida de Sigma—Aldrich Co. (Steinheim, Germany). FAME standards (Mix L2009,
FAME C20:0, C20:1, C20:4, C22:1, C22:6) fue obtenido de Alltech (USA). La
composicion del agua artificial (AMA) fue 1 L: NaCl 27.50 g, MgCl,x6H,O 5.38 g,

MgS04x7H,0 6.78 g, KC10.72 g, NaHCO5 0.20 g, CaCl,x2H,0 1.40 g.

2.3.2 Residuos. Dos de los residuos evaluados fueron obtenidos desde el procesamiento de
papas para obtener papas fritas; RP1 corresponde al agua de lavado y RP2 es agua del agua
fria de lavado inicial. El subproducto de la elaboracion de la cerveza (RC) fue obtenido
desde la filtracion del bagazo. Los residuos fueron filtrados con gasa y posteriormente

utilizando papel filtro (Advantec, N° 1, 1 pm).

2.3.3 Aislamiento de los microorganismos. Tres cepas nativas, Thraustochytriidae sp.,
M12-X1, C41 y AS4-Al, fueron aisladas de muestras de agua y sedimentos recolectadas
en la zona costera de Puerto Montt, al sur de Chile (41°28'18"S y 72°56'24" W). Durante el
periodo de muestreo la salinidad y la temperatura media del agua fue de 30 psu y de 12,9 +
2,7°C, respectivamente. El aislamiento se realizo por la técnica de polen de pino (Gaertner

1968). En resumen, a las muestras (10 mL) fueron agregados granos de polén (10 mg) y se
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realizd una incubacidén por un periodo entre 7-10 dias a 25°C. Los microorganismos
adheridos a los granos de polen de pino fueron recolectados por filtracion (filtro de nylon,
20 um mesh) y cultivados sobre agar B [extracto de levadura 2 g/L, peptona 2 g/L, agar 10
g/L preparado en AMA al 70% p/v] que contenia antibioticos (sulfato de estreptomicina y
penicilina G, 300 mg/L de cada uno) para evitar la proliferacion de bacterias. Las placas
fueron incubadas a 25°C hasta las colonias fueron visibles. Las colonias seleccionadas
fueron subcultivadas en medio sélido B hasta obtener aislamientos puros (inspeccion
microscopicas).

Todas las cepas fueron mantenidas a 4°C en medio solido B1 (para 1L de AMS:
peptona 1 g, EL 1 g, agar 10 g; pH 6.5) conteniendo sulfato de estreptomicina y penicilina

G (300 mg/L); las células fueron cultivadas y sembradas mensualmente.

2.3.4 Analisis filogenético y extraccion del DNA de la cepa Thraustochytriidae sp. 4AS4-A1.
Las colonias aisladas obtenidas de las placas de agar fueron suspendidas con agua destilada
(200 pL) y centrifugadas (8000g, 5 min a 4 °C). Los restos celulares fueron re-suspendidos
con un buffer de lisis (200 pL, 0.25 M Tris-Cl, 0.1 M Na-EDTA, 2% p/v y 0.1 M NaCl,
pH 8.2). EI DNA fue extraido por el protocolo de extraccion por alcohol
fenol/cloroformo/isoamyl y el protocolo de precipitacion por etanol (Sambrook et al. 1989).
El DNA purificado fue disuelto en doble agua destilada. Cinco pL de la soluciéon de DNA
fue mezclado con 2.5 pL of 5 mM de solucion de deoxynucleotidos trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP; Mezcla de bioherramientas de deoxynucleotidos B&M Labs SA,
Espafia), 5 U de DNA polymerasa (Biotools B&M Labs SA, Spain) y 1.25 uM de cada

primer [JVF (5’-TTGATCCTGCCAGTAGTCATA T-3%) y JVR (5°-
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CAAACCTTGTTACGACTTCA-3’)]. Para obtener la secuencia completa, primers
internos fueron usados para secuenciar regiones parciales con bases superpuestas. Los
productos del PCR del gel de agarosa fueron purificados usando el kit de extraccion V-
Gene (Biochtecnology Ltd, Zhejiang, China) y los fragmentos de DNA fueron
secuenciados (ABI-3100, Applied Biosystem, California, USA), El numero de acceso
FJ010826 fueron comparadas con aquellas disponibles en la base de datos de GenBank
(National Center for Biotechnology Information, USA: NCBI Home page

http://www.ncbi). La blisqueda por las secuencias homologas mdas cercanamente

relacionadas fue hecha usando el programa BLAST (Altschul et al. 1990) disponible en el

sevidor web de NCBI.

2.3.5 Condiciones de cultivo. El inoculo fue preparado transfiriendo células desde las
placas con agar Bl a 50 ml de medio B2 estéril (para 1 L AMS: glucosa, 20 g, EL, 2 g,
GMS, 2 g). La incubacion se realiza por 48 h a 25°C en matraces agitados (180 rpm). El
medio con residuo contenia EL (2 g/L) o EL-GMS (2 g/L de ambos) y las sales el AMA.
Antes de esterilizacion (121°C, 15 min) el pH del medio fue fijado (NaOH or HCI) a 6.5, a
menos que se especifique otro valor. El medio de crecimiento estéril (100 mL) fue
inoculado (5% v/v, la absorbancia del indculo 0,6 a 600 nm) e incubado a 25°C en matraces
agitados, por 72 h. Fermentaciones de glucosa (20 g/L), maltosa (20 g/L), almidon (20 g/L)
y etanol (2 g/L) todas conteniendo EL-GMS y fermentaciones de EL-GMS (medio control)
fueron realizadas. Los resultados estan presentados como el promedio + desviacion

estandar de ensayos en triplicado.
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Los datos para la curva de crecimiento de la cepa de Thraustochytriidae sp., M12-
X1 y Thraustochytriidae sp., AS4-A1 fueron obtenidos desde matraces agitados de 250 mL
conteniendo 100 mL de medio con RC-EL-GMS y RC-EL-GMS-vitmina-B (1 mL de una
solucion concentrada (tiamina 1 mg/L, biotina 0.0005 mg/L and cobalamina 0.0005 mg/L,
esterilizeda por filtracion, 0.2 um) incubado a 25°C. Dos matraces fueron retirados cada 24
h para andlisis. Los resultados se presentan como promedio + desviacion estandar de

ensayos en duplicado.

2.3.6 Métodos analiticos.

2.3.6.1 Produccion de biomasa y contenido de carbohidratos totales residuales. La
biomasa total fue recuperada por centrifugacion (4000g, 10 min, 4 °C) lavada tres veces con
agua estéril destilada, congelada, liofilizada, y su peso fue determinado gravimétricamente.
El contenido de carbohidratos totales residuales fue determinado utilizando el método de
antrona (Morris, 1948).

2.3.6.2 Analisis proximal. La composicion proximal de sélidos en los residuos liquidos fue
determinada de acuerdo al método AOAC (AOAC 1995). El agua fue evaporada a 65°C. El
contenido de proteinas fue determinado por la medida de nitrégeno (Nx6,25) por el método
Kjeldhal; el contenido de cenizas fue determinado por combustion a 550°C por 6 h. El
ensayo para grasa fue realizado utilizando el método Soxhlet. El extracto no nitrogenado
(ENN) fue determinado de la diferencia entre el peso seco de la muestra y el contenido de
ceniza, proteina y grasa.

2.3.6.3 Demanda quimica de oxigeno (DQO). El DQO fue determinado de acuerdo a la
Norma Chilena (NCh2313/24.0197). Brevemente, la material organica fue oxidada por
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dicromato en medio de acido sulfurico a 150°C por 2 h en tubos DQO. Posteriormente
después de llevar los tubos COD a temperatura ambiente, los niveles de DQO fueron
determinados midiendo la absorbancia a 600 nm de la solucién de ensayo.

2.3.6.4 Elementos traza. Las muestras de residuo liquido fueron analizadas para
disoluciones de Mn, Mg, Fe y Cu en un espectrometro de absorcién atdomica (EAA a la
llama; Perkin Elmer, model AANALISYST 200), con doble haz y correcciones de fondo
automatico, y uso de lamparas de catodo hueco. (Mito Riko, Japan) para los elementos
metalicos respectivos. Una mezcla aire —acetileno fue utilizada como combustible. Las
determinaciones de EAA a la llama fueron realizadas de acuerdo a las condiciones de
operacion instrumental recomendadas por el fabricante.

2.3.6.5 Analisis elemental. Muestras (0,5 a 2,0 mg) de biomasa liofilizada fueron
analizadas en un Analizador elemental (Euro Vector Instrument model Euro EA and
software).

2.3.6.6 Analisis de acidos grasos. Muestras de biomasa liofilizada (20 a 50 mg) fueron
utilizadas para una transesterificacion directa (Lewis et al. 2000). Los metil ésteres de
acidos grasos (MEAGs) en la capa de hexana fueron colectados por centrifugacion a 4°C.
Los MEAGs fueron analizados por GC (FOCUS-Finnigan)/MS (DSQ- Finnigan), equipado
con columna capilar HP Ultra 1 (30 m largo y 0,25 mm didmetro interno). La temperatura
de la columna fue programada desde 40°C a 300°C con una tasa de incremento de 5°C/min.
Un detector de ionizacion de llama con helio como gas transportador (200°C) fue utilizado.
El inyector fue mantenido a 250°C. El volumen de inyeccion fue 1 pL. Los picos de los

MEAGs fueron identificados y cuantificados utilizando patrones de acidos grasos.
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2.3.6.7 Estadistica y calculos. El test ANOVA seguido por prueba de comparacion multiple
de Tukey o Ducan fue utilizado para analizar los datos. La significancia de los efectos fue
determinada a un nivel de confianza de 0,05 (5%). Los resultados se presentan como
promedio + desviacion estandar para los ensayos replicados. Los coeficientes de
rendimiento para la biomasa y producto sobre el sustrato fueron calculados desde razén en
masa entre el producto sintetizado y el sustrato consumido. Los coeficientes de
rendimiento de CHT en los productos (biomasa, DHA y ASX) fueron calculados desde
razon entre la masa de producto sintetizado y los carbohidratos totales consumido.

La relacion molar C: N fue determinada de la siguiente forma: N=[(concentracion del
EL)*0,109+(concentracion del GMS)*0,153+(concentracion del N en el residuo)]/14,
C=[(concentracion del EL)*0,175+(concentraciéon del GMS)*0,328+(concentracion de C en
el residuo)]/16. También fue asumido que los porcentajes de C y de N en EL eran 17.5% y
10.9% (técnico 28860), respectivamente; en GMS estos porcentajes eran 35.5% y 8.3%,

respectivamente.
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2.4 Resultados
2.4.1 Caracterizacion proximal, elemental y quimico de los residuos liquidos

La composicion de solidos soluble en los residuos liquidos RP1 (agua de lavado) y
RP2 (agua fria de lavado inicial) del procesamiento de papa, y RC (bagazo filtrado)
subproducto proveniente de la produccion de cerveza se presenta en la Tabla 2.1. Las
concentraciones de proteina cruda y extracto libre de nitrogeno de los residuos liquidos
RP1, RP2 y RC fueron 42,8 y 30,9%; 29,4 y 52,9%; 7,8 y 85,1% respectivamente. La razon
C/N en RP1, RP2 y RC fueron 172, 181, y 42, respectivamente. Entre los tres residuos, RC
contiene mas Mn (0,184 mg/L) y fosfato mientras que RP2 presentd6 un mayor contenido
de Mg (264 mg/L). El DQO de RPI, RP2 y RC fueron 6.020; 9.820 and 34.900 mg/L,
respectivamente. RC contiene un 3,22% de so6lidos en los cuales el N corresponde al 1.2% y

el C al 50,44%.

2.4.2 Efecto de la composicion del medio de cultivo en la produccion de biomasa y DHA
por tres cepas nativas Thraustochytriidae sp. C41, M12-X1y AS4-Al.

Las cepas de traustoquitridios fueron cultivadas en seis medios de cultivo en los
cuales los residuos fueron utilizados como fuente de carbono. Se evaluo6 la suplementacion
de dos fuentes diferentes de nitrogeno extracto de levadura (EL) y extracto de levadura més
glutamato monosddico (EL-GMS). Fermentaciones de fuentes de carbono puro [glucosa
(G), maltosa (M), almidon soluble (Alm) y etanol (Et)] y una mezcla de fuente de nitrégeno

(EL-GMYS) fueron realizadas como experimentos de control.
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Tabla 2.1. Anélisis proximal, elemental y quimico de los residuos liquidos utilizados para
el crecimiento de cepas nativas de traustoquitridos. Residuos liquidos del procesamiento de

la papa, RP1, RP2; residuo liquido del subproducto de la elaboracion de la cerveza RC.

RP1 RP2 RC
Solidos (%) 0,42 0,17 322
Ceniza (%) 23,8 17,6 5,9
Proteinas (%) 42,8 29,4 7.8
Grasas (%) 4,8 59 1,2
CHT (g/L) 17,3 16,9 29,4
ENN (%) 30,9 52,9 85,1
N (%) 0,36 0,23 1,2
C% 61,95 41,61 50,44
H(%") 32,06 6,47 24,74
Fosfato (mg/L) 163,0 117,8 319,2
Mg (mg/L) 73 264 0.095
Mn (mg/L) <0,08 0.094 0.184
Fe (mg/L) < 0,440 1,055 < 0,440
Cu (mg/L) 0,131 0,364 0,361

Tenel liquido; ™. en solidos solubles

Las Tablas 2.2, 2.3 y 2.4 muestran la concentracion de biomasa, contenido de DHA
en la biomasa y productividad de DHA obtenida en fermentaciones de 3 dias de las
diferentes fuentes de carbono por las cepas Thraustochytriidae sp. C41, Thraustochytriidae

sp. M12-X1, y Thraustochytriidae sp. AS4-A1 respectivamente.
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Tabla 2.2. Efecto de la fuente de carbono sobre la concentracion de biomasa, contenido de
DHA en la biomasa y productividlad de DHA  (Ppya) de las fermentaciones de
Thraustochytriidae sp. C41 (3 d, cultivo en matraces erlenmeyer). Residuos liquidos del
procesamiento de la papa, RP1, RP2; residuo liquido del subproducto de la elaboracion de

la cerveza RC; glucosa G; maltosa, M; Almidon, Alm; etanol, Et; extracto de levadura, EL;

glutamato monosodico, GMS.

Biomasa DHA AGT DHA Ppua
Medio o/ %

(@/L) (mg/g) (%) (mg/L) (mg/L/dia)
RP1/EL 0,4 +0,02%¢ 14,9 +£2,5°¢ 13,3+0,32 6,0 +0,9° 2,0+0,3°

RP2/EL 0,3 +0,03¢ n.d. n.d. n.d. n.d.
RC/EL 0,7 +0.02¢ 2,0 £0,2° 2,9+ 0,07 1,5+0,0° 0,5+0,0°
RP1/EL-GMS 1,2 +0,20° 36,7+ 5,8° 13,6 + 1,1 44,1 + 14,4 14,7 + 4,8°
RP2/EL-GMS 1,3+0,10° 35,0+ 11,4° 16,1+ 1.5 46,8 +15,9° 15,6 + 5,3°
RC/EL-GMS 2,3 +0.40° 15,3 +2,3%¢ 8,1+1,0 342 +4,8° 11,4+ 1,6°
G/EL-GMS 0,3 +0,02¢ 10,1 +3,3%¢ 4,9+0,1 3,3+0,9° 1,1 £0,3°
M/EL-GMS 0,7 +0,06° 8,3 +1,9% 3,3+0,13 6,0 +0,6° 2,0+0,2°
Alm/EL-GMS 2,3 +0,36° 4,9+ 0,3 2,6 +0.02 11,4+0.3° 3,8+0,1°
Et/EL-GMS 0,3+0,01¢ 40,3 + 4,0° n.d. 11,4+0,9° 3,8+0,3°
EL-GMS 0,5 +0,10%¢ 17,6 + 2,6 8,8+0.6 8,4+1,2° 2,8 +0,4°

n.d. no determinado

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).
*porcentaje en la biomasa.

La mayor concentracion de biomasa (2,3 g/L) de la cepa Thraustochytriidae sp. C41

fue obtenida en fermentaciones de RC-EL-GMS y Alm-EL-GMS (Tabla 2.2). La

54



concentracion de biomasa fue 360% mas alta que la obtenida en la fermentacion del medio
control que contenia la mezcla de fuente de nitrogeno (EL-GMS). La misma concentracion
de biomasa fue obtenida en la fermentacion de RC-EL-GMS por la cepa
Thraustochytriidae sp. M12-X1 (Tabla 2.3).

La concentracion més alta de biomasa de la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-Al
(5,240,3 g/L) fue obtenida en la fermentacion de RC-EL-GMS; este valor no fue
significativamente diferente (p>0,05) al obtenido en la fermentacion de almidén (4,9+0,1
g/L) (Tabla 2.4). La suplementacion de GMS en el medio RC-EL permitié un aumento en
la concentracion de biomasa, (mas de un 36%) sin efecto significativo (p>0.05) sobre el
contenido de DHA en la biomasa. La glucosa y el etanol fueron pobremente fermentados
por la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-Al; la produccion de biomasa en las
fermentaciones de estas fuentes de carbono fue similar a la obtenida en la fermentacion de
las fuentes de nitrégeno sin una fuente de carbono (0,3+0,0 g/L).

El contenido de DHA en la biomasa de las diferentes cepas de traustoquitridios fue
significativamente (p<0,05) afectada por la composicion del medio. El mayor contenido de
DHA en la biomasa de C41 (40,3 mg/g) y M12-X1 (120,2 mg/g) fue obtenido en la
fermentacion de Et-GMS-EL, GMS-EL, respectivamente (Tabla 2.2 y 2.3). En las
fermentaciones de residuos suplementados con la mezcla de las fuentes de nitrégeno por las
cepas Thraustochytriidae sp. C41 y Thraustochytriidae sp. M12-X1, se obtuvo un mayor
contenido de DHA comparado con los valores obtenidos en las fermentaciones en las

cuales se utilizd EL como Unica fuente de nitrogeno.
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Tabla 2.3. Efecto de la fuente de carbono sobre la concentracion de biomasa, contenido de

DHA en la biomasa y productividad de DHA

(Ppua) de las fermentaciones de

Thraustochytriidae sp. M12-X1 (3 d, cultivo en matraces erlenmeyer). Residuos liquidos

del procesamiento de la papa, RP1, RP2; residuo liquido del subproducto de la elaboracion

de la cerveza RC; glucosa G; maltosa, M; Almidon, Alm; etanol, Et; extracto de levadura,

EL; glutamato monosodico, GMS.

. Biomasa DHA AGT DHA Pbua

Medio (e/L) (mg/g) (%%) (mg/L) (mg/L/dia)
RP1/EL 0,6 + 0,027 25,3 +0,3% 56+0,2 16,2+ 0,0° 5.4 +0,0°
RP2/EL 0,6 +0,02¢ 29,8 +2,7¢ 52409 18,6 + 1,8° 6,2 +0,6°
RC/EL 1,7+0.10° 16,0 + 3.2%¢ 6,8+0,3 27,9 + 6,6%° 9,3 +2,2%
RP1/EL-GMS 1,0£0,05°  73,0+£11,0™  158+0,15 83,7+11,1°° 252 +3,7%
RP2/EL-GMS 1,0 +0,20° 58,0 0,5 9,7+£0,68  55,5+84% 18,5 + 2,8
RC/EL-GMS 2,3 +0,30° 72,5+£2,9°°  16,1+£0,12 1653 +20,1 55,1+ 6,7
G/EL-GMS 1,1 £0,06°  102,8+9,7*° 239+ 0,1  116,1+14,4" 38,7 £4,8°
M/EL-GMS 1,0 +£0,07° 97,6 +9,7° 20,7+0,6 98,1+ 14,4 32,7 +4,8%°
Alm/EL-GMS 1,1 +0,08° 9,8+ 1,5° 2,5+ 0,06 11,1 +1.2° 3,7+0,4°
Et/EL-GMS 0,8+0,10  100,6 +0,1° n.d. 80,4 £ 7,2°¢ 26,8 + 2,4
EL-GMS 0,5+0,02  120,2+18,1* 132+0,15 40,8+ 78 20,4 +2,6%¢

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comiin difieren significativamente (p

<0,05).
*porcentaje en la biomasa.
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El contenido mas alto de DHA en la biomasa de AS4-Al1 (13719 mg/g) fue
obtenido en la fermentacion de RP1-EL mientras que el contenido promedio de DHA en la
biomasa crecida en RC-EL-GMS, RP2-EL-GMS, almidon-EL-GMS, y maltosa-EL-GMS
fue 55+5 mg/g.

La productividad de DHA en las fermentaciones de las cepas nativas fue
significativamente (p<0,05) afectada por la composicion del medio de cultivo. La
fermentacion de RC-EL-GMS por la cepa Thraustochytriidae sp. M12-X1 exhibié una
mayor productividad de DHA (55,1 mg/L/dia) en relacion al obtenido en la fermentacion
del mismo medio por la cepa Thraustochytriidae sp. C41 (11,4 mg/L/dia). Mientras que las
fermentaciones de RC-EL-GMS y almidon-EL-GMS por la cepa Thraustochytriidae sp.

AS4-A1 presentaron la mas alta productividad de DHA, 88+11 (mg/L/dia).
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Tabla 2.4. Efecto de la fuente de carbono sobre la concentracion de biomasa, contenido de

DHA en la biomasa y productividad de DHA

(Ppua) de las fermentaciones de

Thraustochytriidae sp. AS4-A1 (3 d, cultivo en matraces erlemeyer). Residuos liquidos del

procesamiento de la papa, RP1, RP2; residuo liquido del subproducto de la elaboracion de

la cerveza RC; glucosa G; maltosa, M; Almidon, Alm; etanol, Et; extracto de levadura, EL;

glutamato monosodico, GMS.

Biomasa DHA AGT DHA Poua
(g/L) (mg/g) (%) (mg/L) (mg/L/dia)

RP1/EL 0,9+0.1° 137+ 19° 31 +£2° 122+ 7° 41 +3°
RP2/EL 1,3+£0.2¢ 1+0 1+0f 1+0° 0+0°
RC/EL 3.8+0.6° 46 + 6™ 38 +3° 171 +3° 57+1°
RP1/EL-GMS 1,3+0.0° 47 + 2% 22 +2¢ 59 +2¢ 20+ 1¢
RP2/EL-GMS 1,2+0.1° 54+ 1% 22+ 1¢ 64 + 5¢ 21 +2¢
RC/EL-GMS 52+0.3° 51+ 5% 50 + 5° 267 +34° 88+ 11°
G/EL-GMS 0,3 + 0.0 10+1° 7+1° 3+1° 1+0°
M/EL-GMS 0,8+0.1° 61 +3° 31 +2° 48 + 8¢ 16 +3¢
Alm/EL-GMS 4,9+0.1° 54 +1% 39 +4° 265+ 1° 88 + 0°
Et/EL-GMS 0,3 +0.0° 36+ 4% n.d. 11+2° 4+1°
EL-GMS 0,3 +0.0° 19 +2¢ 27 + 3% 6+1° 2+0°

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente

(p <0,05)

P

porcentaje en la biomasa.
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2.4.3 Efecto del medio de crecimiento sobre la composicion de dcidos grasos (AG)
producidos por traustoquitridios nativos

La composicion de los AG producidos por las cepas Thraustochytriidae sp. C41,
Thraustochytriidae sp. M12-X1 y Thraustochytriidae sp. AS4-A1l en las fermentaciones de
diferentes fuentes de carbono (residuos liquidos, glucosa, maltosa y almidon)
suplementados con EL-GMS y fuente de nitrogeno son presentadas en las Tablas 2.5,2.6 y
2.7, respectivamente. El dcido palmitico (C16:0) (24,9-30,9%) y DHA (18,4-27,1%) fueron
los principales AG producidos por la cepa Thraustochytriidae sp. C41 (Tabla 2.5); el acido
araquidonico (ARA, C20:4n-6) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3) representan
entre 9,4 y 19,4% del total de los AG. Los acidos grasos saturados de cadena impar (C15:0
y C17:0) tienen una mayor contribucion en los AG en la biomasa proveniente de
fermentaciones con glucosa (26,8%). El mayor contenido de AGPIs de cadena larga
(39,2%) en los AGs se encontr6 en la biomasa producida en la fermentacion con RC. Los
AGs en la biomasa obtenida en las fermentaciones con RP1 contienen el porcentaje mas
alto de DHA (27,1%). Sin embargo, este porcentaje no fue significativamente diferente
(p>0,05) del valor correspondiente a la biomasa producida en las fermentaciones de RP2,

glucosa y maltosa.
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Tabla 2.5. Perfiles de acidos grasos producidos por Thraustochytriidae sp. C41 crecida con

diferentes fuentes de carbono y EL-GMS (medio de control).

Acidos
grasos RP1 RP2 RC G Alm M EL-GMS
(%)
C14:0 3,24020"  3,8+£0,42°  3,0+0,12*°  1,4+0,30  1,4+0,05  1,7+0,48  2,7+0,28"
C15:0 8,5+£0,365%° 10,3+2,84"!  47+0,53°  15,0£0,30° 13,542,70*° 7,7£0,07% 12,2+0,25"°
C16:0

27,542,80  30,4+2,09  30,9+2,95 25,0£0.50  27,3+4,50  24,9+£3,00  25,5+1,44

(palmitic acid)

C16:1 0,7£0,17  0,620,09 1,240,12 2,1+0,08
C17:0 4,5+0,17°°  54+1,91%  3,140,36°  11,8+0,90° 13,0+2,10° 5,240,06*°  6,6+0,63"
C18:0 0,8+0,06 1,0£027  5,5%0,13 2,740,06  0,8+0,04 1,3+0,18
C18:1 1,3£0,04  3,240,28
C18:2 0,9+0,90 1,4+0,42
fzgfggig):s 18,440,37°  16,042,98*° 15,241,34*"  14,0£0,80°  9,4+0,80  19,4+0,48" 16,9+1,90"
€20:2 3,0+0,36

C20:3 2,6+0,09

(CD212{:§) 27,1+1,64°  22,3+5,13™™¢  18,4+2,53° 22,5+0,09*"¢ 19,3+0,42°¢ 26,2+3,18*" 19,242,84"¢
Otros 9,3+1,29  10,240,93  12,4£0,26 10,3020  13,3£0,27  11,2+091  89+1,10

Dentro de una fila, las cantidades sin una letra superindice comun se diferencian significativamente (p<0,05).

Los AGs producidos por la cepa M12-X1 (Tabla 2.6) contienen acido palmitico (18,8-
28,6%), EPA (7,4-11,3%) y DHA (31,5-61,7%). El mayor contenido de DHA (61,7%) fue
encontrado en los AG de la biomasa crecida en EL-GMS; este contenido de DHA no fue
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significativamente diferente (p>0,05) al de los AGs provenientes de la biomasa producida
en la fermentacion de RP2. Para las cepas Thraustochytriidae sp. C41 y Thraustochytriidae
sp. M12-X1, el contenido relativo de acido palmitico y DHA en los AG presentan
diferentes correlaciones con la concentracion de biomasa (Tablas 2.2-2.5; 2.3-2.6); los AGs
que provienen de altas concentraciones de biomasa contienen mas acido palmitico que los
que provienen de bajas concentraciones de biomasa los cuales contienen mas DHA.

Los perfiles de AG en la biomasa de la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-A1 crecida
en los medios basados en residuos (RP1, RP2 y RC) y fuentes puras de carbon (glucosa,
almidén y maltosa), todas ellas suplementada con EL-GMS se muestran en la Tabla 2.7. El
acido palmitico (C16:0), DHA, acido estearico (C18:0), acido oléico (C18:1), y acido
linoléico (C18:2) fueron los principales AG producidos por la cepa Thraustochytriidae sp.
AS4-A1l; en conjuntos representan mas del 60% del total de AG. El contenido de DHA se
encontrd entre 10,1%, en la biomasa obtenida de la fermentacion de RC y 23,4% en la
biomasa de la fermentacién de RP2. La contribucion sumada de 4cido araquidonico (C20:4
n-6, ARA) y 4cido eicosapentandico (C20:5 n-3, EPA) vario entre 2,9%, en la biomasa
obtenida de la fermentacion de fuentes de nitrogeno, y 12,8% en la biomasa obtenida desde
la fermentacion de maltosa. Correlaciones lineales negativas fueron detectadas entre las
contribuciones sumadas de 4acido estearico — 4cido oleico y 4cido palmitico (R*=0,684) y

entre el ARA - EPA y 4cido palmitico (R*=0,522).
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Tabla 2.6. Perfiles de acidos grasos producidos por Thraustochytriidae sp. M12-X1

crecida con diferentes fuentes de carbono y EL-GMS (medio de control).

Acidos

grasos RP1 RP2 RC G Alm M EL-GMS
(%)

C:6

(acido 24.94+4.04

adipico)

Cl12:0 0,4+0,06 0,9+0,14 0,5+0,07 0,5+0,03 0,8+0,01
Cl14:0 3,120,39°  4,1£0,26°  4,440,03°  4,6+0,17"  2,3£0,25°  4,0£0,21°  2,8+0,04"°

Cl15:0 4,7+0,74"  2,6%0,35° 1,1+0,01 7240,12°  2,24020°  5,4+0,38"  3,1+0,30°

C16:0
(a. 23,843,21°  22,1+0,70°¢ 28,6+0,36° 24,2+0,43% 21,7+1,03%° 28,5+0,40° 18,8+1,30°
palmitico)

C16:1 0,6+0,11

C17:0 0,3+0,04

C18:0 0,6+0,18"  0,6£0,09°  2,9+0,17  1,440,11*  1,140,08"  1,1+0,23*  0,3+0,03°

C18:1 0,9+0,15 1,120,18 1,240,09
C18:2 1,1+0,04 1,740,10  0,3+0,04
C20:3 1,0+0,06

C205 a b,c a,b b,c c a,b
(EPA) 11,3+0,29"  10,2+0,94%° 10,6+0,03*° 9,9+0,01 7,440,18  9,5£0,12° 10,8+0,06®
(%212{‘2) 53,1+3,45%° 57.3+1,19%° 44,740,11%° 44,1£0,07%¢ 39,5+4,90° 47,3+0,58°¢ 61,7+3,30°

Otros 3,0+0,83 2,2+0,54 5,6+0,42 6,1+0,13  0,98+0,16  1,3+0,66

Dentro de una fila, las cantidades sin una letra superindice comun se diferencian significativamente
(p<0,05).
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Tabla 2.7. Perfiles de acidos grasos producidos por Thraustochytriidae sp. AS4-A1 crecida

con diferentes fuentes de carbono y EL-GMS (medio de control).

Acidos

RP1 RP2 RC G Alm M EL-GMS
grasos (%)
C12:0 34 + 0,1* 22+ 03® 1,0+ 0,5 2,1+ 13® 0,7+ 0,1° 0,9+ 02 3,1+ 0,0°
C14:0 25+ 04" 19+ 0,6 23+ 0,0° 1,6+ 0,0° 2,1+ 0,0 3,1+ 0,1° 42+ 0,0°
C15:0 2,0+ 0,8° 28+ 0,7 43+ 0,7° 40+ 03" 38+ 0,1° 2,7+ 0,7 11,5+ 1,1
C16:0 37,8+ 1,00 34,6+ 2.8 174+ 1,1° 22,6+ 2,1° 192+ 1,6° 212+ 1,5° 34,5+ 5,8
C17:0 09+ 0,6° 1,6+ 02 62+ 1,00 50+ 04* 51+ 0,0° 2,6+ 0,7° 6,6+ 1,0°
C18:0 92+ 0,5 98+ 1,06 132+ 1,I® 156+ 23* 94+ 0,0° 11,6+ 0,7 11,5+ 0,5*
C18:1 76+ 07° 7.6+ 06° 11,8+ 04° 68+ 1,6° 17,7+ 0,77 6,8+ 03° 45+ 05
C18:2 63+ 03° 6,1+ 0,1° 125+ 04 88+ 21° 6,6+ 03™ 58+ 09° 42+ 1,1°
C20:2 0,0+ 0,0 00+ 00" 19+ 0,1° 38+ 02* 12+ 02° 13+ 05 13+ 0,0°
C20:3 0,0+ 0,0° 00 00° 25+ 05 13+ 03" 30+ 02*° 26+ 0,1° 12% 03°
C20:4+C20:5 7,0+ 0,1° 84+ 00° 64+ 04° 67+ 02° 62+ 02° 128+ 0,3 29= 048
C22:6 21,5+ 0,0° 23,4+ 03* 10,1+ 1,7% 151+ 4,6 13,7+ 02% 19,6+ 0,1 7,5+ 1,5
Otros 18+ 1,14 1,6+ 09% 105+ 02 6,8+ 05 11,3+ 1,1° 89+ 02% 7,0+ 14°

Dentro de una fila, las cantidades sin una letra superindice comun se diferencian significativamente (p<0,05).

De acuerdo a los resultados mostrados en las Tablas 2.3 y 2.4, el medio de cultivo

con el mayor potencial para la produccion de DHA por las cepas Thraustochytriidae sp.

M12-X1 y Thraustochytriidae sp. AS4-Al es aquel en el cual RC fue utilizado como fuente

de carbono; por lo tanto se realizaron experimentos con el fin de aumentar la productividad
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de DHA en su fermentacion. El flujo de actividades desarrolladas y el resultado de esta
etapa se muestran en la Figura 2.8.

2.4.4 Produccion de DHA en medio de cultivo basado en el subproducto de la fabricacion
de la cerveza (RC) por la cepa Thraustochytriidae sp. M12-X1.

El efecto del pH inicial del medio RC-EL-GMS sobre la biomasa y produccion de
DHA por la cepa Thraustochytriidae sp. M12-X se presenta en la Figura 2.1. Una muy baja
concentracion de biomasa (<0,5 g/L) se obtuvo cuando el pH inicial del medio fue inferior
a 5,5. Por otro lado, las diferencias en la concentracién de biomasa y contenido de DHA en
la biomasa (70-76 mg/g) en las fermentaciones realizadas con pH inicial de 6,0 y 6,5 no
fueron significativas (p>0,05).

Se realizaron experimentos para probar el efecto de la concentracién sobre la
productividad de DHA de las fermentaciones de RC por la cepa Thraustochytriidae sp.
M12-X1. En estas fermentaciones el medio RC fue utilizado como tnica fuente de carbono
y nitrégeno. Los resultados se presentan en la Tabla 2.8, en ella se muestra que mientras la
concentracion de RC decrece, la concentracion de biomasa cae linealmente (R*=0,988). En
la fermentacion de RC al 100% v/v la concentracion de biomasa fue 1,7 g/L, el mismo
valor obtenido en la fermentacion del medio RC-EL (Tabla 2.3). El contenido de DHA en
la biomasa crecida en RC al 40% v/v fue significativamente mads alta (38,3 mg/g), aunque
la mas alta productividad de DHA (10,4 mg/L/dia) fue obtenida en la fermentacion del

medio RC al 80% v/v.
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Figura 2.1. Efecto del pH inicial del medio de cultivo RC-EL-GMS en la concentracion de

biomasa y contenido de DHA en la biomasa de la cepa Thraustochytriidae sp. M12-X1.

Los cambios en la concentracion de biomasa y el contenido de DHA y AG totales
en la biomasa fueron seguidos durante la fermentacion del medio RC-EL-GMS por la cepa
Thraustochytriidae sp. M12-X1 (Figura 2.2). El mayor contenido de AG totales (41,3%) en
la biomasa fue alcanzado después de tres dias. La concentracion de biomasa (2,3 g/L) y su
contenido de DHA (91,6 mg/g) alcanzaron los mayores valores después de cuatro dias. Al
mismo tiempo la DQO decrecié desde 34.900 mg/L a 31.517 mg/L. Los coeficientes de
rendimiento para la produccion de biomasa sobre DQO (Y Biomasa/pQo) Y para la produccion
de DHA sobre DQO (Ypuamqo) fueron 0,559 g/g and 0,054 g/g, respectivamente. Durante
este periodo, el contenido de carbohidratos totales (CHT) decrecié desde 25,3 a 10,9 g/L;
asi los coeficientes para la produccion de biomasa sobre CHT (Ypiomasscur) Y para la
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produccion de DHA sobre CHT (Y pua/cur) fueron 0,14 g/g y 0,0127 g/g, respectivamente.
La duracion del periodo de crecimiento aritmetica fue de 4 dias, durante el cual la

concentracion de biomasa aumenta a una velocidad de 0,51 g/dia.

Tabla 2.8. Efecto de la concentracion del subproducto de frabricacion de la cerveza (RC)
en las concentraciones de biomasa y DHA, contenido de DHA en la biomasa y
Productividad de DHA (Pppa) de las fermentaciones por Thraustochytriidae sp. M12-X1 (4

d, matraces erlenmeyer).

RC Biomasa DHA DHA Poua

(% v/v) (g/L) (mg/g) (mg/L) (mg/L/dia)
100 1,7 £ 0,20 16,0 £ 1,5° 274+1,5% 9,1 40,5
80 1,4 +0,60*° 22,8+ 1,3 312+28° 10,4 + 0,9°
40 0,6 +0,04"° 38,3+22° 24,0+£2,8° 8,0+0,9°
10 0,3+0,01c 18,2 + 3,5 56+1,4 1,9£0,5

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).
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Figura 2.2. Concentracion de biomasa, AGTs y contenido de DHA en la biomasa de la
cepa Thraustochytriidae sp. M12-X1 y DQO durante la fermentacion en el medio RC-EL-
GMS. pH inicial 6,5; temperatura 25 °C. La linea de puntos representa la biomasa en el

periodo de crecimiento aritmética (pendiente=0,51 g/dia).

2.4.5 Produccion de DHA y ASX en medio de cultivo basado en el subproducto de la
fabricacion de la cerveza (RC) por la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-A1.

El primer efecto examinado fue el pH; los resultados de los experimentos realizados
con diferentes pH iniciales (entre 5 y 8) se muestran en la Figura 2.3. En las fermentaciones
de 5 dias, valores de pH iniciales inferiores a 6, afectaron negativamente la produccion de
biomasa y la concentracion DHA. Por otro lado, cuando el pH inicial fue entre 6 y 8, las

diferencias en biomasa y concentracion de DHA no fueron significativas (p>0,05); los
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valores promedios fueron 5+0,1 g/L y 704+35 mg/L, respectivamente. En los siguientes

experimentos el pH inicial del medio de cultivo basado en RC fue fijado a 7.
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Figura 2.3. Efecto del pH inicial del medio basado en RC fermentado por
Thraustochytriidae sp. AS4-Al en la concentracion de biomasa y DHA. Los valores son

porcentajes de la concentracion maxima (biomasa, 7,7 g/L; DHA, 0,74 g/L).

El efecto de la concentracion del residuo (10%-100% v/v) en la productividad de
DHA de las fermentaciones de RC, como la tnica fuente de nutrientes, fue el segundo

efecto evaluado (Tabla 2.9) La concentracion de biomasa presenté un incremento lineal
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(R*=0.984) a medida que la concentracion del residuo aumentaba. Sin embargo, el mayor

contenido de DHA en la biomasa (58 £ 1 mg/g) se obtuvo en la fermentacion de RC al

40% v/v, aunque el valor obtenido no fue significativamente diferente (p> 0,05) al

obtenido con la concentracion mas alta del residuo.

Tabla 2.9. Efecto de la concentracion de RC en las concentraciones de biomasa, DHA,

contenido de DHA en la biomasa y Productividad de DHA de las fermentaciones de

Thraustochytriidae sp. AS4-Al.

RC Biomasa DHA DHA Poua

(%) (g/L) (mg/g) (mg/L) (mg/L/dia)
100 9.0+ 0,7 55+ 28 497+ 21° 99 + 38°
80 84+ 0,0 42+ 4° 352+ 29° 70+ 28°
40 45+ 04° 58+ 12 260+ 15° 52+ 20°
10 2,1+ 0,14 50+ 0° 104+ 2¢ 21+ g4

‘Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).

A través del incremento de la concentracion de RC, fue posible aumentar la

productividad en DHA alcanzando un valor de 99+4 (mg/L/dia). Por otro lado, la mejor
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condicion para la produccion de ASX (57+3 mg/L/dia) fue obtenida en la fermentacion de

RC al 80% v/v (Tabla 2.10).

Tabla 2.10. Efecto de la concentracion de RC en las concentraciones de biomasa,
astaxantina (ASX), contenido ASX en la biomasa y Productividad de ASX de las

fermentaciones de Thraustochytriidae sp. AS4-Al.

RC Biomasa ASX ASX Pasx

(%v/v) (g/L) (mg/g) (mg/L) (mg/L/dia)
100 9,0 + 0,7 35+ 5 317 + 80° 63+ 16"
80 8,4+ 0,0° 34+ 20 284 + 13 57+ 3
40 4,5+ 0,4° 29+ 0° 129 + 17° 26+ 3°
10 2,1+ 0,1 21+ 1° 43 + 0° 9+ 0°

‘Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).

A partir de los datos de la curva de crecimiento mostrada en la Figura 2.4 se
calcularon la velocidad de crecimiento y el rendimiento total de carbohidratos en productos
en la fermentacion de RC como tUnica fuente de nutrientes. La biomasa y concentracion de
DHA presentaron valores maximos de 8,1£0,4 g/L y 575440 mg/L, respectivamente,

después de 5 dias (Figura 2.4a). Las incubaciones prolongadas favorecieron la produccion
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de ASX y en el dia 7 su concentracion fue de 23015 mg/L. Sélo una fraccion del total de
carbohidratos (48%) fueron consumidos por la cepa AS4-Al (Figura 2.4b). Al dia 5, el
rendimiento de carbohidratos a biomasa (Ypiomasacut), DHA (Ypuacur) v a ASX
(Y asx/cur), fue estimado en 0,57 g/g, 40,8 mg/g y 14,3 mg/g, respectivamente. La
duracion del periodo de crecimiento aritmética fue de 5 dias, durante el cual la

concentracion de biomasa aumentod a una velocidad de 1,51 g/dia.
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Figura 2.4. Perfiles de las (a) concentraciones de biomasa, DHA, ASX y (b)
concentraciones de CHT en la fermentacion basada en el medio RC por Thraustochytriidae
sp. AS4-Al. La linea de puntos representa la biomasa en el periodo de crecimiento

aritmético (pendiente=1,51 g/dia).

Para continuar los estudios con el fin de aumentar la productividad de DHA en las
fermentaciones, la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-A1l fue seleccionada de acuerdo a los
resultados mostrados en las Figuras 2.2 y 2.4a, los que se resumen como mayor potencial
para la producciéon de DHA vy adicionalmente la cepa produce astaxantina. La Figura 2.8
muestra el flujo de las actividades desarrolladas y el resultado obtenido para esta etapa.

Dado que los resultados en la Tabla 2.4 muestran que la adicion de GMS al medio
basado en RC, tiene un efecto tanto en la concentraciéon de la biomasa como en el
contenido de DHA en la biomasa, se realizaron experimentos para probar sus efectos por
separado con diferentes concentraciones de EL (0 — 2 g/L) y GMS (0 — 2 g/L) después de 5
dias de incubacion. Los resultados (Tabla 2.11) muestran un efecto negativo del EL en la
concentracion de biomasa; 4,8+0,1 g/ de biomasa seca fueron obtenidos en
fermentaciones de RC/EL comparada con 9,0+0,7 g/L en la fermentacion de RC puro. Sin
embargo, la biomasa que crece en el medio suplementado con EL contiene
significativamente mas DHA (96+8 mg/g), en comparaciéon con la obtenida en la
fermentacion de RC puro (55+2 mg/g). La fermentacion que exhibié la mayor
productividad de DHA (187+5 mg/L/dia) fue la del medio basado en RC con EL y GMS
(RC-EL-GMYS).
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El contenido de ASX en la biomasa se increment6 ligeramente (39+6 mg/g) después
que el medio basado en RC se suplementard con GMS, sin embargo, la mayor
productividad de ASX (63+3 mg/L/dia) se obtuvo en la fermentacion de RC puro (Tabla

2.12).

Tabla 2.11. Efecto de las concentraciones de extracto de levadura (EL) y glutamato
monosodico (GMS) en medio basado en RC sobre la concentracion de biomasa, contenido
de DHA en la biomasa, y productividades de DHA de fermentaciones de

Thraustochytriidae sp. AS4-Al.

EL GMS C:N Biomasa DHA Poua
(g/L) (g/L) (g/L) (mg/g) (mg/L/dia)
0 0 49,0 9,0 + 0,7 55+ 2° 99 + 4°
2 0 32,0 4,8 + 0,1¢ 96 + 8° 92 + 9P
0 2 35,8 7,6 + 0,3 50 + 4 75 + 9°
2 2 26,2 8,0+ 0,0™ 117 + 42 187 + 5

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).

Tabla 2.12. Efecto de las concentraciones de extracto de levadura (EL) y glutamato
monosodico (GMS) en medio basado en RC sobre la concentracion de biomasa, contenido
de ASX en la biomasa, y productividades de ASX de fermentaciones de Thraustochytriidae

sp. AS4-Al.
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EL GMS C:N Biomasa ASX Pasx

(g/L) (g/L) (g/L) (mg/g) (mg/L/dia)
0 0 49,0 9,0+ 0,7° 35+ 2° 63 + 3
2 0 32,0 4,8 + 0,1° 2+ 0° 1+ 0°
0 2 35,8 7,6+ 0,3 39+ 6 58+ 10°
2 2 26,2 8,0 + 0,0 15+ 3P 24 + 4°

Dentro de una columna, las medidas sin una letra superindice comun difieren significativamente (p <0,05).

Los cambios en la concentracién de biomasa y en las concentraciones de DHA y
ASX fueron seguidos en la fermentacion de RC suplementado con EL y GMS, ambos a
concentraciones de 2 g/L (Figura 2.5). En este caso las mayores concentraciones de
biomasa (8,5+£0,1 g/L) y ASX (288+8 mg/L) fueron alcanzadas en el dia 6, mientras que la
mayor concentracion de DHA (913+37 mg/L) fue alcanzada el dia 5 (Figura 2.5a). El
consumo de hidratos de carbono no se vio afectado por la adicion de nitrogeno (Figura
2.5b); por lo tanto, los valores de Ywpiomasaicur (0,60 g/g) ¥ Ypuacur (64,6 mg/g) fueron
superiores a los valores obtenidos en la fermentacion de RC puro, mientras que Y asx/cur
(9,7 mg/g) fue menor. En este medio de crecimiento la concentracion de biomasa aumento

hasta el dia 5 a una velocidad de 1,65 g/dia.
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Figura 2.5. Perfiles de las (a) concentraciones de biomasa, DHA, ASX y (b) concentracion
de CHT en la fermentacion en el medio basado en RC suplementado con EL y GMS 2 g/LL
por Thraustochytriidae sp. AS4-Al. La linea de puntos representa la biomasa en el periodo

de crecimiento aritmética (pendiente=1,65 g/dia).
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La Figura 2.6 a muestras los cambios en la biomasa y en las concentraciones de
DHA y ASX en medios de RC-EL-GMS complementados con vitaminas del grupo B. La
mayor biomasa (14,5+0,4 g/L) y la mayor concentracion de DHA (2698+132 mg/L) fueron
alcanzadas después de 4 y 5 dias, respectivamente. La produccion de ASX que comenzo
después del segundo dia, aument6 de forma constante hasta el dia 7 alcanzando una
concentracion de 333429 mg/L. El consumo de hidratos de carbono (63%) fue favorecido a
través del complemento de vitaminas B (Figura 2.6 b). Los valores de los coeficientes de
rendimiento de Ypiomasacur Y Ypua/cur fueron 0,82 g/g y 78,6 mg/g, superiores a aquellos
obtenidos en las fermentaciones de RC y RC/EL-GMS; por el contrario el menor valor de
Y asx/cut (1,3 mg/g) se obtuvo bajo estas condiciones de crecimiento.

La duracion del periodo de crecimiento aritmético se redujo a 4 dias (Figura 2.4 a),

durante el cual la concentracion de biomasa aumento6 a una velocidad de 3,83 g/dia.
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Figura 2.6. Perfiles de las (a) concentraciones de biomasa, DHA, ASX y (b) concentracion
de CHT en la fermentacion en el medio basado en RC suplementado con EL y GMS 2 g/L
y vitamina por Thraustochytriidae sp. AS4-A1l. La linea de puntos representa la biomasa en

la fase de crecimiento aritmética (pendiente=3,83 g/dia).
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En la Figura 2.7 se comparan los contenidos de los principales AGs en la biomasa
cultivada en RC, RC/EL-GMS y RC/EL-GMS més vitaminas B, al momento en el cual se
obtuvo la mayor concentracion de biomasa. El contenido de acidos palmitico y oleico, no
fueron significativamente diferentes (p>0,05) en la biomasa cultivada en los diferentes
medios de cultivo. Sin embargo, diferencias significativas (p<0,05) fueron detectadas en los
contenidos de acido linoleico, DHA, ARA+EPA; el contenido de acido linoleico fue mayor
en la biomasa cultivada en RC, mientras que el contenido de los otros &cidos grasos fue

mayor en la biomasa cultivada en el medio RC suplementado.
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Figura 2.7. Comparacion de los principales AGs producidos por Thraustochytriidae sp.
AS4-A1l crecido en (1) RC, (2) RC/EL-GMS y (3) RC/EL-GMS mas vitaminas B en el
momento en que se obtuvo la mayor concentracion de biomasa. Una letra diferente en una

columna cercana indica que ese valor difiere significativamente (p<0,05).
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2.4.6. Morfologia e identificacion genetica de la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-1.
De acuerdo a la secuencia del 18S ADNr, Thraustochytriidae sp. AS4-Al es similar
a Ulkenia sp. (99%). Los siguientes caracteres morfoldgicos se observaron durante el
crecimiento de la cepa AS4-Al en placas de agar: las colonias eran pequefias exhibiendo
una textura cremosa a dura y en los cultivos mas antiguos presentaban una coloracioén
rosada a rojo, generacion de elementos de la red ectoplasmatica no se detectaron. La cepa
desarroll6 un esporangio grande (mayor de 50 micras), a veces el esporangio tom¢ la forma
de una ameba después que las zooporas fueron liberadas través de un poro; las zoosporas
también fueron liberadas cuando el zoosporangio fue redondo. Se observo la desintegracion
parcial de la pared celular después que las zoosporas fueron liberadas, caracteristica
descrita para las cepas del genero Ulkenia (Yokoyama et al, 2007).
Finalmente, la figura 2.8 muestra un resumen del flujo de actividades

desarrolladas asocida a los objetivos y los resultados obtenidos en cada etapa.
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Obj General Establecer la capacidad de crecimiento y producciéon de DHA por cepas nativas de la familia
Thraustochytriaceae en residuos liquidos de la industria alimentaria.

Obj 1: Determinar la cepa y
residuo industrial mas apropiado
para la produccion de biomasa y

DHA a partir de los residuos
industriales liquidos.

| 3 cepas nativas traustoquitridios |

v

Cultivo de 3 cepas en 7 medios: Fuente de C pura (4) y

residuos (3), con o sin GMS

y

| Medicion Concentracion Biomasa y DHA |

A

| Seleccion cepas (2) y residuo (1) |

Resultado: 1° cepa
seleccionada por % DHA
en biomasa (M12-X1). 2°

cepa seleccionada por
concentracion de biomasa
(AS4-Al)en medio RC.
Mayor Ppy, por las dos
cepas nativas

Obj. 2 Evaluar el efecto de la

Evaluacion del Crecimiento Cepas seleccionadas de
acuerdo a:

il v v

Resultado: Cepa
seleccionada AS4-Al por

concentracion del residuo, pH, = :
) X Concentracién H Tiempo de i6n d
tiempo de cultivo en el o Esles p . mayor concentracion de
crecimiento y produccion de DHA i v v biomasa y DHA. Mayor
para la(s) cepa(s) seleccionada(s). | Medicién concentracion de Biomasa y DHA | Ppua
v
| Determinacion de concentracion de residuo, pH y tiempo |
v

Obj. 3 Evaluar el efecto de
diferentes nutrientes (EL, GMS,
Vit) en el crecimiento y
produccion de DHA en la cepa
seleccionada.

Crecimiento cepa de thraustochytrido en residuo
seleccionado con diferentes relaciones EL/IGMS

v

| Medicion Concentracion Biomasa y DHA |

v

| Seleccion mejor relacion EL/IGMS |

v

| Evaluacion tiempo de cultivo |
v

| Evaluacion efecto Vitaminas en el medio de cultivo |

v

| Medicion concentracion Biomasa, DHA y ASX |

Resultado: Parametros de
cultivo determinados para
cepa seleccionada AS4-Al
(pH, concentracion
residuo, tiempo de cultivo,
relacion C:N y vitaminas)

Figura 2.8

propuesta.

Modelo utilizado y flujo de actividades del desarrollo de la investigacion
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2.5 Discusion

Las cepas bajo estudio, C41 similar a Schizochytrium minutum (97% identidad),
M12-X1 similar a Thraustochytrium kinnei (99% identidad) y AS4-Al similar a Ulkenia
(99% identidad) producen lipidos con diferentes perfiles de AG, caracteristica que ha sido
sugerida para agrupar estos microorganismos (Huang et al. 2003). Los AGPIs de cadena
larga producidos por las cepas Thraustochytriidae sp C41, M12-X1 y AS4-Al son
AA/EPA/DHA; EPA/DHA y AA/EPA/DHA, respectivamente; el contenido relativo de
estos AGPI es afectado por la fuente de carbono. Las fuentes de carbono que permiten alto
contenido de DHA en los AGs de Thraustochytriidae sp C41, M12-X1 y AS4-A1 son RP1
y RP2, respectivamente.

La composicion de los residuos liquidos evaluados influyé en la produccion de
biomasa por las cepas nativas de traustoquitridos. La mayor concentracion de biomasa fue
obtenida en la fermentacion del subproducto de la fabricacion de la cerveza (RC)
caracterizado por un mayor contenido de proteinas, E.N.N, y CHT. Ademas, la adicion de
GMS permiti6 incrementar la productividad de DHA en la fermentacion de RC por las
cepas Thraustochytriidae sp C41 M12-X1 y AS4-Al. La productividad de DHA de esta
fermentacion (por ambas cepas) fue mayor que la correspondiente a la fermentacion de G,
M y Alm, resultados que sugieren que RC contiene co-factores de crecimiento necesarios
para estos microorganismos heterotroficos tales como fosfato, calcio, Mg, Mn y Fe.

El crecimiento de la cepa Thraustochytriidae sp C41 M12-X no es inhibido por las
concentraciones de RC y probablemente se puede obtener mayor concentracion de biomasa
después de una etapa de concentracion del residuo. Sin embargo, la concentracion de RC a

la cual se obtiene la mayor productividad de DHA es menor a aquella que permite la
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mayor produccion de biomasa. De esta forma el contenido de DHA en los AG seria una
funcion de la produccion de biomasa y de la velocidad a la que ésta crece. Los
experimentos realizados para estudiar el efecto de la fuente de carbono sobre el perfil de
AG de las cepas nativas C41 y M12-X1 mostré que se produce mas acido palmitico bajo
condiciones que favorecen la produccion de biomasa mientras que mas DHA es producido
bajo condiciones en las cuales se produce menos biomasa. Este comportamiento sugiere la
posibilidad de favorecer la produccion de biomasa o acumulacion de DHA a través de
cambios en la composicion del medio de crecimiento o en la concentracion de la fuente de
carbono utilizando fermentaciones por lote-alimentado. Por otro lado, las condiciones de
crecimiento podrian ser controladas para evitar la detencion del crecimiento de la biomasa,
ya que una vez que finaliza el periodo de crecimiento los AGTs y contenido de DHA en la
biomasa disminuyen significativamente (Figura 2.2). Este decrecimiento podria ser
explicado por el consumo de los lipidos en microorganismos oleaginosos que ocurre
después que la fuente de carbono se ha agotado (Fakas et al. 2007). El perfil de AGs
producidos por la cepa Thraustochytriidae sp C41 se caracteriza por la presencia del acido
palmitico y DHA como los principales acidos grasos producidos; la presencia de acidos
grasos saturados de cadena impar (C:15, C:17) tienen una mayor contribucion en los AGs
en la biomasa proveniente de las diferentes fermentaciones a diferencia de la composicion
de AG de la cepa Thraustochytriidae sp M12-X1 que la presencia de AG cadena impar es
de muy baja contribucion, especialmente C:17.

La baja dismucion de la DQO (9,7%) durante el periodo de crecimiento en la

fermentacion de RC por la cepa Thraustochytriidae sp M12-X1 indicaria que el crecimiento
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esta limitado por algiin nutriente o que esta cepa es capaz de utilizar una pequefa fraccion
del carbono en RC.

Durante la fermentacion de RC por la cepa Thraustochytriidae sp M12-X1, se
obtienen compuestos de mayor valor, como los lipidos y DHA, y el DQO disminuye; la
incubacion prolongada (7 dias) permitiéo una mayor disminucion de la DQO (27,6%) con
una significativa reduccion de la productividad de DHA. El proceso descrito para la cepa
Thraustochytriidae sp M12-X1 podria ser una alternativa para la produccion de biodiesel
por su biomasa rica en AG (41.3%) la cual es obtenida después de los tres dias. Esta
biomasa podria también ser utilizada en la formulacion de dietas para peces y larvas de
crustaceos por su alto contenido de AGPIs esenciales.

La cepa nativa Thraustochytriidae sp AS4-A1l presenta una alta similitud con el
genero Ulkenia sp. (99%); para cepas de este género existen pocos trabajos que describan la
produccion de DHA o sus caracteristicas de crecimiento. Fan et al. (2001) informaron para
la cepa Ulkenia sp KF14 una concentracion de biomasa y contenido de DHA en la biomasa
de 4,7 g/L y 5,5 mg/g respectivamente, en la fermentacion de un medio compuesto por
glucosa y EL. En la fermentaciéon de un medio més complejo (fosfato de potasio, 3 g/L;
sulfato de amonio, 2 g/L; licor de maiz, 0.7 g/L; glucosa, 60 g/L) por Ulkenia sp. SAM
2179 Tanaka et al. (1999) obtuvieron 19,5 g/L de biomasa con 46,2% de DHA en los AGs.
Al contrario de las cepas KF13 y SAM 2179, la cepa nativa AS4-A1 no crece en glucosa a
una concentracion de 20 g/L (Tabla 2.4). Probablemente a esta concentracion se inhibe el
crecimiento y se debiera evaluar el efecto de la concentracion. La mejor fuente de carbono
para la produccion de biomasa por la cepa Thraustochytriidae sp AS4-Al, es el almidon.

Entre los residuos evaluados, el proveniente del procesamiento de cerveza (RC) es el que
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tiene el mayor contenido de carbohidratos (29,1 g/L), lo que explicaria la mayor
concentracion de biomasa obtenida en esta fermentacion. La similitud de los resultados
obtenidos de las fermentaciones en RC y en almidon sugiere que la fraccion de
carbohidratos en RC utilizado por el microorganismo seria la correspondiente al almidon.

El perfil de AGs producidos por la cepa nativa Thraustochytriidae sp. AS4-A1 se
caracteriza por un alto contenido de acidos estedrico, oleico y linoleico (20,2-37,5%), cuya
contribucién relativa depende de la composicion del medio de cultivo (fuente de carbono,
nitrogeno, vitaminas). Por otra parte, el perfil de AGs producido por la cepa
Thraustochytriidae sp AS4-A1 es mas complejo que los de Thraustochytriidae sp. M12-X1
y C41. La complejidad del perfil de AG de la cepa nativa AS4-Al es coincidente con la
informada para la cepa KF13 caracterizado por el contenido de acido estearico (11,7%),
acido oleico (18,2%), acido linoleico (4,3%) y 4acido linolenico (0,5%) (Fan et al. 2001). El
contenido de estos AGs podria ser un rasgo distintivo entre las cepas Ulkenia y permitiria
diferenciarlas de cepas Schizochytrium y Thraustochytrium.

La suplementacion con nitrégeno (EL-GMS) del medio de cultivo basado en RC
permitiéo aumentar la produccién de biomasa (4%) y la concentracion de DHA (58%). Sin
embargo, el aumento mas importante se obtuvo cuando el medio de cultivo (RC-EL-GMS)
fue suplementado con vitaminas B [tiamina, biotina y cobalamina (B;,)]. La biotina es un
cofactor para muchas enzimas carboxilasa esenciales (Streit et al. 2003), incluyendo la
acetil coenzima A (CoA) carboxilasa, la cual participa en la sintesis de acidos grasos. La
tiamina es cofactor para un nimero de enzimas que participan en el metabolismo de
carbohidratos primarios y de aminodcidos de cadena ramificada (Showern 1998). La

cobalamina actia como cofactor para las enzimas que catalizan las reacciones de
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transposicion-reduccion o reacciones de transferencia de metilo. En algunas algas, la
auxotrofia de cobalamina se debe al hecho de que s6lo contienen una metionina sintasa
dependiente de B, (MetH). El hecho de que algunas algas puedan crecer en ausencia de la
vitamina, se explica ya que también contienen metionina sintasa independiente de B
(Croft et al. 2005).

La adicion de vitaminas B al medio de cultivo RC, no sélo permitié aumentar el
contenido de DHA en la biomasa (162%) sino que también se obtuvo un aumento en la
concentracion de biomasa (79%) en relacion a los resultados obtenidos en la fermentacion
de RC como la Unica fuente de nutrientes. El aumento simultdneo en concentracion de
biomasa y contenido de DHA en los AGs produjo un incremento del 369% en la
concentracion de DHA. La productividad de DHA (540 mg/L/dia) en el medio de cultivo
optimizado basado en los residuos de la cepa nativa Thraustochytriidae sp. AS4-Ales 10
veces superior al obtenido por las otras cepas nativas de traustoquitridos (C41 y M12-X1) y
es comparable a las reportadas para Schizohytrium KH105 (0,6 g/L /dia) y Schizochytrium
limacinum SR21 (0,8 g/L/dia)]) en un medio de cultivo semi-optimizado (Aki et al. 2003;
Yokochi et al. 1998).

La contribucion relativa de los AG producidos por las cepas Thraustochytriidae sp.
C41, M12-X1 y AS4-Al es dependiente de la fuente de carbono y que tambien influye en
la concentracion de biomasa (Tablas 2.5, 2.6, 2.7). Las células (Thraustochytriidae sp C41
y AS4-Al) cultivadas en esas fuentes de carbén que permitieron la produccion de
concentraciones mas altas de la biomasa (RC y almidon) contuvieron menos DHA y mas
intermediarios (C17: 0, C18: 1, C20: 2, y C20: 3); las celulas Thraustochytriidae sp M12-

X1 cultivada en la fuente de carbono que permitid la produccion de concentraciones mas
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altas de biomasa (RC) contiene menos DHA y mas intermediarios (C16:1, C18:0 y C20:3).
Lo opuesto fue encontrado para las células crecidas en RP1 y RP2 en los cuales se
obtuvieron las mas bajas concentraciones de biomasa. Estos resultados sugieren un control
negativo en las reacciones finales en la sintesis de DHA cuando la actividad de la célula se
aumenta a través de cambios en la fuente de carbono. Sin embargo, cuando la velocidad de
crecimiento de AS4-A1 es aumentada en el medio RC a través del suplemento de
nitrogeno y de vitamina-B, la contribucion relativa de ARA+EPA y DHA aumentan,
mientras que el acido linolenico disminuye (Figura 2.7).

Estos resultados indican que algunos componentes en las fuentes de nitrégeno, y las
vitaminas B aumentan la actividad de las enzimas que participan en las reacciones de
conversion de los precursores de AG a AGs mas insaturado. Asi, bajo condiciones
optimizadas podria obtenerse un perfil de AG como el registrado para la produccion de
DHA por Ulkenia sp. a escala industrial [C14:0 3%, C16:0 30%, C18:0 1%, C22:5(n-6)
11%, C22:6(n-3) 46%, (Kiy et al, 2005)].

La produccién de ASX, el otro producto valioso sintetizado por la cepa AS4-Al,
sigue un comportamiento diferente al de la produccion de DHA debido a los cambios en la
composicion del medio del crecimiento basado en RC. La concentracion més alta de ASX
se alcanza hacia el final de la etapa de crecimiento. Este comportamiento sugiere que el
pigmento es un metabolito secundario no esencial para el crecimiento cuya sintesis se
podria ser desencadenada por el estrés debido al agotamiento de nutrientes. Esto seria
corroborado por los resultados obtenidos en las fermentaciones de RC, RC-EL-GMS y RC-
EL-GMS mas vitaminas en las cuales como se produce mas biomasa, el contenido de ASX

en la biomasa disminuye. Por otro lado, existe una correlacion lineal negativa (R2=0.693)

86



entre el contenido de DHA y ASX en la biomasa cuando se modifica la relacion C/N. Este
comportamiento coincide con el descrito para la cepa Schizochytrium KHI105, para la cual
una baja concentraciéon de nitrégeno favorece la produccion de ASX. La mayor
productividad de ASX (63 = 3 mg/L/dia) en 5-dias de fermentaciéon de RC puro por la cepa
nativa es mucho mayor que las reportadas para fermentaciones de Schizohytrium KH105
(1,5 mg/L/dia) en glucosa (10% p/v) con una concentracion de nitrogeno muy baja (menos
del 0,3%) (Aki et al. 2003) y Haematococcus pluvialis (1,9 mg/L/dia) (Tjahjono et al.
1994). En la fermentacion de glucosa con un residuo de destileria como fuente de
nitrogeno por Schizohytrium KH105 la mayor concentracion de ASX fue de 7,7 mg/L
(Yamasaki et al. 2006) muy inferior a la obtenida en la fermentacion de RC puro por la
cepa AS4-A1 (229 + 15 mg/L) después de 7 dias. El contenido de ASX en la biomasa de la
cepa AS4-Al1 (3% p/p) es comparable a la reportada en Haematococcus pluvialis (3.0-
3.5%) la principal fuente comercial de ASX (Olaizola 2000). Debido a que los
traustoquitridos son microorganismos heterotréficos su uso en la produccion de ASX a
escala industrial ofrecerian ventajas por sobre microorganismos fototropicos como

Haematococcus.
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2.6 Conclusiones

Las cepas nativas de trautoquitridios son capaces de producir biomasa y lipidos con
diferentes perfiles de AG con contenido de DHA cuando son cultivados en medios
formulados con residuos liquidos de la industria alimentaria, encontrandose que el mayor
potencial para la producciéon de DHA por las cepas nativas es el subproducto del proceso de

la cerveza (RC).

El subproducto del proceso de la cerveza es un excelente fuente de nutrientes para la

produccion de DHA y ASX por la cepa Thraustochytriidae sp. AS4-Al.

La cepa nativa Thraustochytriidae sp. AS4-Al presenta contenido similar de ASX

en la biomasa a Haematococcus pluvialis, la principal fuente comercial de ASX.

En las evaluaciones de pardmetros fisico-quimicos y nutrientes la cepa nativa
Thraustochytriidae sp. AS4-A1 presenta una productividad de DHA comparable y una
concentracion de ASX superior que la cepa Schizochytriun KH105 del hemisferio norte, la

cual ha sido considerada una fuente promisoria de DHA y ASX.

La relacion C/N influye en el contenido de DHA y ASX en la biomasa de la cepa
AS4-Al, baja concentracion de nitrogeno favorece la presencia de ASX, contrario a lo que
ocurre con el contenido de DHA, lo cual es importante para formular el medio de cultivo de

acuerdo a la molécula de interés.

88



Se concluye ademads, que adicionando vitaminas al medio de cultivo se potencia la

accion de los traustoquitridios para la produccion de DHA.
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Abstract Liquid residues from beer (RB) and potato (RP)
processing were evaluated as carbon sources for the pro-
duction of docosahexaenoic acid (C22:6n-3, DHA) by two
native Thraustochytriidae sp., M12-X1 and C41, in shaking
flask experiments. Results were compared with those
obtained in the fermentations of glucose, maltose, soluble
starch and ethanol. Both strains produced the highest bio-
mass concentration (2.3 g/L) in the fermentation of RB
supplemented with nitrogen sources [yeast extract (YE)
and monosodium glutamate (MSG)]. DHA content in the
fatty acids produced by the native thraustochytrids was
dependent on the fermented carbon source; the fatty acids
from biomass grown on carbon sources that permitted a
lower growth rate contained more DHA. The highest DHA
productivity [55.1 mg/(day L)] was obtained in the fer-
mentation of RB-YE-MSG by M12-X1 strain. In this
medium, M12-X1 strain grew at a specific growth rate of
0.014 h™" and total fatty acid content in the biomass was
41.3%. Production of DHA by M12-X1 strain followed a
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non-growth rate associated pattern and DHA content in the
biomass decreased significantly after growth ceased.

Keywords Thraustochytrids - Polyunsaturated fatty acid -
DHA - Wastewater

Introduction

Many positive physiological effects of long chain polyun-
saturated fatty acids (PUFAs) in human beings and animals
have been described (Uauy et al. 2001). Particularly,
docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n-3) has been sug-
gested as a dietary supplement to prevent the onset of
degenerative disorders such as Alzheimer’s disease (Lim
et al. 2005) and for the treatment of attention deficit syn-
drome in children (Stevens et al. 2003). In aquaculture
operations, dietary long chain PUFAs are essential com-
ponents; several marine species require diets containing
between 1 and 2% w/w (Rees et al. 1994; Salhi et al. 1994).
It has been shown that fish diets with a high ratio DHA/
EPA enhance size and vitality of visual predators (Cop-
eman et al. 2002).

The main source of long chain PUFAs is fish oil that
until 1990 was consumed by the fish feed manufacturing
sector in less than 10% of global production. In recent
years, this scenario has changed and some authors predict
that future consumption of fish oil by this sector will
exceed 80% of global supplies (Tacon et al. 2006). Since
annual fish oil production has not increased beyond
1.5 million tons per year (Turchini et al. 2009) in the past
25 years, sustainable PUFA sources must be identified. It
has been shown that some strains of the Thraustochytiidae
family accumulate more than 50% of their dry weight as
lipids in which DHA represents more than 25% (Bajpai
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et al. 1991a, b; Yaguchi et al. 1997; Yokochi et al. 1998).
PUFAs provide with important properties to the cell
membranes of marine microorganisms enabling them to
survive in low temperature—high pressure environments.
In thraustochytrids, a small fraction of the lipids (less than
5%) is found in the phospholipid fraction; most of their
lipids are accumulated as triacylglycerols (70-98%) con-
stituting energy reserves (Yaguchi et al. 1997). Further-
more, oil content of many types of microalgae and marine
protists, greatly exceeds the oil productivity of the best
producing oil crop, and so, these sources are potentially
more attractive for biodiesel production than traditional
terrestrial plants (Chisti 2007; Miao and Wu 2006; Meng
et al. 2009).

For the commercial exploitation of a microbial oil
source, a cost-effective production system has to be
defined. In the fermentation stage costs are mainly due to
nutrients, thus in recent years the interest for converting
residues and by-products of the food industry into added-
value products such as DHA has been promoted (Fan et al.
2001; Unagul et al. 2007; Yamasaki et al. 2006). Residues
from beer and potato processing could be used as nutrient
sources for the production of microbial biomass and
product synthesis. In Chile, beer consumption has
increased from 27.5 L per capita in 2004 to 34.4 L in 2007,
with a production of 5,673,000 hL in 2007; on average,
27 kg of solid residues (bagaze) are generated per one hL
of beer. Chile is the sixth potato producer in Latin America
(1.5 million ton in 2006) and 10% of the production is
processed.

In a previous work, two native thraustochytrid strains
were isolated (Hinzpeter 2008). These strains drew our
attention because they produce fatty acids with a high
proportion of DHA (between 35 and 50%) when cultivated
in a basal growth medium. The aim of the present work
was to examine the potential of liquid residues from potato
processing and beer production as carbon sources for the
production of DHA by our native strains. Productivity of
these fermentations was compared to those obtained in the
fermentation of pure carbon sources (glucose, maltose,
soluble starch and ethanol). The effect of the carbon source
on the fatty acids produced by the native strains was
determined. Production of biomass, DHA and total fatty
acids (TFAs) during the fermentation of the best carbon
source by M12-X1 strain was followed as a function of
time.

Materials and methods
Chemicals. Monosodium glutamate (MSG), glucose, etha-

nol, methanol, NaOH, HCI, H,SO,4, NaCl, MgCl,-6H,0,
MgS0,4-7H,0O, KCI, NaHCOj;, CaCl,-2H,0, dichromate
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were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Pep-
tone, yeast extract (YE) were obtained from Oxoid
(Basingstoke, Hampshire, England). Agar was obtained
from Becton, Dickinson and Company Sparks, MD, USA.
Streptomycin sulphate and penicillin G were obtained from
Sigma—Aldrich Co. (Steinheim, Germany). FAME stan-
dards (Mix L209, FAME C20:0, C20:1, C20:4, C22:1,
C22:6) was obtained from Alltech (USA). Composition of
artificial sea water (ASW) was for 1 L: NaCl 27.50 g,
MgCl,-6H,O 5.38 g, MgS0O,4-7H,O 6.78 g, KC1 0.72 g,
NaHCO; 0.20 g, CaCl,-2H,0 1.40 g.

Residues. Two of the liquid residues evaluated were
obtained from potato chips processing; RP1 corresponds to
the bleaching water and RP2 is water from the initial cold
wash. The beer residue (RB) was obtained from bagaze
filtration. The residues were filtered with cheesecloth and
then by using paper filter (Advantec, No. 1, 1 pm).

Microorganisms. Two native Thraustochytriidae sp.
strains, M12-X1 (GenBank accession number DQ459552),
and C41 (GenBank accession number DQ459550), isolated
from Chinquihue coast zone at Puerto Montt, Chile were
used (Hinzpeter 2008). M12-X1 and C41 strains were
identified and classified as members of Thraustochytrium
and Schizochytrium genera, respectively. The strains were
kept at 4°C in B1 solid medium (for 1 L of ASW: peptone
1 g YE 1g, agar 10 g; pH 6.5) containing streptomycin
sulphate and penicillin G (300 mg/L); cells were seeded
monthly.

Culture conditions. The inoculum was prepared trans-
ferring cells from B1 agar plates to 50 mL of sterile B2
medium (for 1 L ASW: glucose, 20 g, YE, 2 g, MSG, 2 g).
Incubation was carried out for 48 h at 25°C in shaking
flasks (180 rpm). The residue based media contained YE
(2 g/L) or YE-MSG (both at 2 g/L) and the salts in ASW
(Hinzpeter 2008). Before sterilization (121°C, 15 min) pH
of the medium was fixed (NaOH or HCI) at 6.5, unless
specified. Sterile growth medium (100 mL) was inoculated
(5% vlv, absorbance of inoculum 0.6 at 600 nm) and
incubated at 25°C in shaking flasks, for 72 h. Fermenta-
tions of glucose (20 g/L), maltose (20 g/L), starch (20 g/L)
and ethanol (2 g/L) all containing YE-MSG and fermen-
tation of YE-MSG were carried out. Results are presented
as mean £ SD of triplicate assays. Data for the growth
curve of M12-X1 strain was obtained from shaking flasks
of 250 mL containing 100 mL of RB-YE-MSG medium
incubated at 25°C. Two flasks were taken out every 24 h
for analysis. Results are presented as mean £+ SD of
duplicate assays.

Analytical methods

Biomass production and residual total carbohydrate con-
tent. Total biomass was recovered by centrifuging



World J Microbiol Biotechnol (2009) 25:2121-2128

2123

(4,000x g, 10 min, 4°C) washed three times with sterile
distilled water, frozen, lyophilized and its weight gravi-
metrically determined. Residual total carbohydrate content
was determined using the anthrone method (Morris 1948).

Proximate analysis. Proximate composition of solids in
the liquid residues was determined according to AOAC
methods (AOAC 1995). Water was evaporated at 65°C.
Protein content was determined by measuring nitrogen
(N x 6.25) by Kjeldhal method; crude ash was determined
following combustion at 550°C for 6 h. Fat was assayed by
ether extraction using the Soxhlet method. Nitrogen-free
extract (NFE) was determined from the difference between
dry weight of the sample and the contents of ash, protein
and fat.

Chemical oxygen demand (COD). COD was determined
according to the Chilean Norm (NCh2313/24.0197).
Briefly, organic matter was oxidized by dichromate in
sulphuric acid media at 150°C for 2 h in COD tubes. After
allowing the COD tubes to cool down to room temperature,
COD levels were determined by measuring the absorbance
of the digested assay solution at 600 nm. A 1 cm path
length was maintained by using either a standard cuvette
(2.5 mL sample size) or semi-micro cuvette (1.0 mL
sample size).

Trace elements. Liquid residue samples were analyzed
for dissolved concentrations of Mn, Mg, Fe and Cu in a
flame atomic absorption spectrometer (FAAS; Perkin
Elmer, model AANALISYST 200), with double beam and
automatic background corrections, and using hollow cath-
ode lamps (Mito Riko, Japan) for respective metallic ele-
ments. Air-acetylene was used as fuel. FAAS
determinations were carried out according to instrumental
operating conditions as recommended by the manufacturer.

Elemental analysis. Samples (0.5-2.0 mg) of lyophi-
lized biomass were analyzed in elemental analyzer (Euro
Vector Instrument model Euro EA and software).

Fatty acid analysis. Samples of lyophilized biomass
(20-50 mg) were used for direct transesterification (Lewis
et al. 2000). The fatty acid methyl esters (FAME:s) in the
hexane layer were collected by centrifuging at 4°C. The
resulting FAMEs were analyzed by GC (FOCUS-Finni-
gan)/MS (DSQ-Finnigan), equipped with HP Ultra 1 cap-
illary column (30 m long and 0.25 mm inner diameter).
Column temperature was programmed from 40-300°C
with a rate increase of 5°C/min. A flame ionization detector
with helium as a carrier gas (200°C) was used. The injector
was kept at 250°C. Injection volume was 1 pL. The
FAMEs’ peaks were identified and quantified using fatty
acid standards.

Statistics and calculations. One-way ANOVA test fol-
lowed by Tukey multiple comparison tests were used to
analyze data. Significance of the effects was determined at
0.05 confidence level. Results are presented as mean £ SD

from replicate assays. Specific growth rate was calculated
by determining the slope of the straight-line portion of
exponential growth on a semilog plot. The yield coeffi-
cients for biomass and DHA production on substrates were
calculated from the mass ratio between synthesized product
and consumed substrate.

Results

Composition of soluble solids in the liquid residues is
presented in Table 1. Concentrations of crude protein and
NFE of the liquid residues RP1, RP2 and RB were 1.8, 0.5
and 2.5 g/L, and 13.0, 0.8 and 27.4 g/L, respectively.
Carbon to nitrogen ratio in RP1, RP2 and RB were 173,
178 and 42, respectively. Among the three residues, RB
contained more Mn (0.184 mg/L) whereas RP2 contained
more Mg (264 mg/L). COD of RP1, RP2 and RB were
6,020; 9,820 and 34,900 mg/L, respectively.

Heterotrophic growth of thraustochytriidae
C41 and M12-X1

Thraustochytrid strains were cultivated in six growth media
in which the residues were used as C source. Two different
nitrogen supplementations were evaluated yeast extract
(YE) and yeast extract plus monosodium glutamate (YE-
MSG). Fermentations of pure C sources [glucose (Glu),
maltose (Malt), soluble starch (Star) and ethanol (Eth)] and

Table 1 Proximate, elemental and chemical analysis of the liquid
residues used for the growth of the native thraustochytrid strains

RP1 RP2 RB
Solids (%) 0.42 0.17 3.22
Ash (%)° 23.8 17.6 5.9
Proteins (%)° 42.8 294 7.8
Fat (%)° 4.8 5.9 1.2
NFE (%)° 30.9 52.9 85.1
N (%)° 0.36 0.23 1.2

C (%)° 61.95 41.61 50.44
H (%)° 32.06 6.47 24.74
Mg (mg/L) 73 264 0.095
Mn (mg/L) <0.08 0.094 0.184
Fe (mg/L) <0.440 1.055 <0.440
Cu (mg/L) 0.131 0.364 0.361

RP1 (bleaching water) and RP2 (initial cold wash) are liquid residues
from potato processing, and RB (bagaze filtration) is the residue from
beer production

* In the liquid, "in the soluble solids
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the nitrogen source mix (YE-MSG) were carried out as
control experiments.

Tables 2 and 3 show the biomass concentration, DHA
content in the biomass and DHA productivity of the dif-
ferent fermentations carried out by M12-X1 and C41
strains, respectively. Growth medium composition had a
significant (P < 0.05) effect on biomass production by
both native strains. The highest biomass concentration
(2.3 g/L) of C41 strain was obtained in the fermentations of
RB-YE-MSG and Star-YE-MSG. Biomass concentration
was 360% higher than that obtained in the fermentation of
the nitrogen source mix (YE-MSG). The same biomass
concentration was obtained in the fermentation of RB-YE-
MSG by M12-X1 strain.

DHA content in the biomass of both thraustochytrid
strains was significantly (P < 0.05) affected by growth
medium composition. The higher DHA contents in the
biomass of C41 (40.3 mg/g) and M12-X1 (120.2 mg/g)
were obtained in the fermentations of Eth-MSG-YE and
MSG-YE, respectively. Besides fermentation of residues
supplemented with the nitrogen source mix by both strains,
allowed to produce biomass with higher DHA contents
compared with the values obtained fermentations in which
YE was the only nitrogen source.

DHA productivity in the native strain fermentations was
significantly (P < 0.05) affected by the composition of the
growth medium. Fermentation of RB-YE-MSG by M12-
X1 exhibited the highest DHA productivity [55.1 mg/
(day L)]. Compared to this, the fermentations of C41 strain

Table 2 Biomass concentration, DHA content in the biomass and
DHA productivity (Ppya) of the fermentations of liquid residues
(RP1, RP2 and RB) based media, pure C sources [glucose (Glu) 20 g/
L, maltose (Malt) 20 g/L, soluble starch (Star) 20 g/L and ethanol
(Eth), 2 g/L] and nitrogen source mix (CM) by Thraustochytriidae sp.
C41

Medium Biomass (g/L) DHA (mg/g) Pppa [mg/(day L)]
RP1-YE 04 4002 149 +£25 20+03°
RP2-YE 0.3 & 0.03¢ ND ND
RB-YE 0.7 &+ 0.02° 20+£02°  05+00°
RPI-YE-MSG 1.2 £020° 367 + 5.8 147 + 4.8°
RP2-YE-MSG 1.3 + 0.10° 350+ 11.4* 156 4+ 5.3°
RB-YE-MSG 2.3 +0.40° 153 £2.3° 114 + 1.6°
Glu-YE-MSG 0.3 + 0.02¢ 10.1 £33 1.1 +£03°
Malt-YE-MSG 0.7 & 0.06° 83 +19> 20402°
Star-YE-MSG 2.3 + 0.36° 49 403> 38+0.1°
Eth-YE-MSG 03 £+ 0.01Y 403 +£4.0° 38 +03°
CM? 05+£0.10% 176 £26° 28 +04°

ND not determined because of the small biomass produced
* Contains YE and MSG

Within a column, means without a common superscript letter differ
significantly (P < 0.05)
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Table 3 Biomass concentration, DHA content in the biomass and
DHA productivity (Ppya) of the fermentations of liquid residues
(RP1, RP2 and RB) based media, pure C sources [glucose (Glu) 20 g/
L, maltose (Malt) 20 g/L, soluble starch (Star) 20 g/L and ethanol
(Eth), 2 g/L] and nitrogen source mix (CM) by Thraustochytriidae sp.

M12-X1

Medium Biomass DHA (mg/g) PpraA

(g/L) [mg/(day L)]
RP1-YE 0.6 &+ 0.02¢ 25.3 + 0.3%° 5.4+ 0.0°
RP2-YE 0.6 & 0.02¢ 29.8 + 2.7 6.2 + 0.6°
RB-YE 1.7 &+ 0.10° 16.0 + 3.29¢ 93 £ 224
RP1-YE-MSG 1.0 £ 0.05° 73.0 £ 11.0> 252 4 3.7°¢
RP2-YE-MSG 1.0 & 0.20° 58.0 + 0.5° 18.5 + 2.8°¢
RB-YE-MSG 2.3 £ 0.30° 725 £29% 5514 6.7
Glu-YE-MSG 1.1 4£0.06°  102.8 +£9.7** 387 +4.8°
Malt-YE-MSG 1.0 £ 0.07° 97.6 + 9.7° 32.7 + 4.8°
Starch-YE-MSG 1.1 + 0.08° 9.8 4+ 1.5° 3.7 +04°
Eth-YE-MSG 0.8 &+ 0.10¢  100.6 & 0.1° 26.8 + 2.4°¢
CM? 0.5+ 0.02¢ 1202+ 18.1* 204 + 2.6°¢

% Contains YE and MSG

Within a column, means without a common superscript letter differ
significantly (P < 0.05)

showed lower DHA productivities; the highest DHA pro-
ductivity [15.6 mg/(day L)] was that of RP2-YE-MSG
fermentation.

Fermentation of RB-YE-MSG by M12-X1 strain was
chosen as the best system for the production of DHA. The
effect of initial pH of RB-YE-MSG medium on the bio-
mass and DHA production by M12-X1 strain is presented
in Fig. 1. A very small biomass concentration (<0.5 g/L)
was obtained when the initial pH of the medium was lower
than 5.5. On the other hand, the differences in biomass
concentration and DHA content in the biomass (70-76 mg/
g) in fermentations carried out with initial pH of 6.0 and
6.5 were not significant (P > 0.05). Changes in biomass
concentration and the contents of DHA and TFAs in the
biomass were followed during the fermentation of RB-YE-
MSG medium by M12-X1 strain (Fig. 2). The highest
TFAs content (41.3%) in the biomass was reached after
3 days. Biomass concentration (2.3 g/L) and its DHA
content (91.6 mg/g) reached their highest values after
4 days. At this time COD decreased from 34,900 to
31,517 mg/L. Yield coefficients for biomass production on
COD (YBiomassscop) and for DHA production on COD
(Ypua/cop) were 0.559 and 0.054 g/g, respectively. Dur-
ing this period, the total carbohydrate (TCH) content
decreased from 25.3 to 10.9 g/L; thus yield coefficients for
biomass production on TCH (Ypiomasstcy) and for DHA
production on TCH (Ypya,rcu) were 0.14 and 0.0127 g/g,
respectively. The specific growth rate of M12-X1 strain in
RB medium was 0.014 h™".
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Fig. 1 Effect of initial pH of the RB-YE-MSG medium on biomass
concentration and DHA content in the biomass of M12-X1 strain
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Fig. 2 Profiles of biomass concentration, contents of total FA (TFA)
and DHA in the biomass of M12-X1 strain, and COD during the
fermentation of RB-YE-MSG medium. Initial pH 6.5; temperature
25°C

Experiments were carried out to test the effect of RB
concentration on DHA productivity of M12-X1 fermenta-
tions; in these fermentations RB was the only source of
carbon and nitrogen. Results in Table 4 show that as RB
concentration decreased, biomass concentration fell line-
arly (R*> = 0.988). In the fermentation of RB at 100%
biomass concentration was 1.7 g/L, the same value
obtained in the fermentation of RB-YE medium (Table 3).
DHA content in the biomass grown in RB at 40% was
significantly higher (38.3 mg/g), although the highest DHA
productivity [10.4 mg/(day L)] was obtained in the fer-
mentation of RB at 80%.

Table 4 Concentration of biomass, DHA content in the biomass and
DHA productivity (Ppya) of the RB fermentations by Thraustochy-
triidae sp. M12-X1

RB (%) Biomass (g/L) DHA (mg/g) Ppua [mg/(day L)]
100 1.7 + 0.20° 16.0 £+ 1.5 9.1 + 0.5*°

80 1.4 + 0.60*° 228 + 1.3° 10.4 £+ 0.9*

40 0.6 + 0.045¢ 38.3 4+ 2.2° 8.0 + 0.9°

10 0.3 + 0.01° 18.2 £ 3.5%¢ 1.9 + 0.5¢

Within a column, means without a common superscript letter differ
significantly (P < 0.05)

Effect of the growth media on the composition of fatty
acids (FAs) produced by the native thraustochytrids

Composition of the FAs produced by C41 and M12-X1
strains in the fermentations of the different C sources
(liquid residues, Glu, Malt and Star) supplemented with
YE-MSG and nitrogen source mix (CM) (Tables 2, 3) are
presented in Tables 5 and 6, respectively. Palmitic acid
(C16:0) (24.9-30.9%) and DHA (18.4-27.1%) were the
main FAs produced by C41 strain; arachidonic (AA,
C20:4n-6) and eicosapentaenoic (EPA, C20:5n-3) acids
represented between 9.4 and 19.4% of the total FAs. Odd-
chain FAs (C15:0 and C17:0) had a major contribution on
the FAs in the biomass from glucose fermentation (26.8%).
The highest content of the long chain PUFAs (39.2%) was
the one in the FAs from the biomass produced in RB fer-
mentation. FAs in the biomass from RP1 fermentation
contained the highest percentage of DHA (27.1%). Nev-
ertheless, this percentage was not significantly (P > 0.05)
different from those in the FAs of the biomass produced in
the fermentations of RP2, Glu and Malt.

FAs produced by M12-X1 strain (Table 6) contained
palmitic acid (18.8-28.6%), EPA (7.4-11.3%) and DHA
(31.5-61.7%). The highest content of DHA (61.7%) was
found in the FAs from the biomass grown in CM; this DHA
content was not significantly (P > 0.05) different from that
in the FAs from the biomass produced in RP2 fermentation.

For both strains, the relative contents of palmitic acid
and DHA in the FAs presented different correlations with
the biomass concentration (Tables 2-5 and 4-6); while
FAs from the biomass produced at higher concentrations
contained more palmitic acid, those from biomass pro-
duced at lower concentrations contained more DHA.

Discussion and conclusions
Strains under study, C41 similar to S. minutum (97%
identity) and M12-X1 similar to 7. kinnei (99% identity)

produce lipids with different FA profiles, characteristic that
has been suggested for grouping these microorganisms
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Table 5 Profiles of the fatty acids produced by Thraustochytriidae sp. C41 grown in media based on liquid residues (RP1, RP2 and RB), pure C
sources [glucose (Glu) 20 g/L, soluble starch (Star) 20 g/L, maltose (Malt) 20 g/L] and nitrogen source mix (CM)

Fatty acids (% w/w) RP1 RP2 RB Glu Star Malt CM

C14:0 32 £ 020" 3.8+ 0.42° 3.0 £0.12*° 1.4 +0.30 1.4 £+ 0.05 17 £048 2.7+ 0.28°

C15:0 8.5 4+ 0.36%% 103 +2.84>¢ 47 +£053° 1504 0.30° 135+ 270" 7.7 £0.07%° 12.2 + 0.25>¢

C16:0 (palmitic acid) 2754280 3044209  309+295 250+£050 273+450 249+300 255+ 144

cl6:1 0.7 + 0.17 0.6 + 0.09 1.2 +0.12 2.1 +0.08

C17:0 454017 54+191°° 3.1 4+036° 11.8 4 0.90° 13.0+2.10° 524 0.06 6.6 + 0.63"

C18:0 0.8 + 0.06 1.0 £ 0.27 55+ 0.13 27+006 0.8+004 13+0.18

C18:1 13+004 324028

C18:2 09 +£090 1.4 +042

C20:4 + C20:5 184 + 037 16.0 £2.98*® 152 + 1.34** 14.0 & 0.80° 94 +080 194 4 048" 169 + 1.90*°
(AA + EPA)

C20:2 3.0 +0.36

C20:3 2.6 + 0.09

C22:6 (DHA) 27.1 £+ 1.64* 223 £ 5.13%%¢ 184 +2.53° 22.5 £ 0.09%>° 19.3 £ 0.42"° 26.2 + 3.18*" 19.2 + 2.84"¢

Others 93 +1.29 10.2 £ 0.93 1244026 103 £ 0.20 1334+027 1124091 8.9+ 1.10

Within a row, means without a common superscript letter differ significantly (P < 0.05)

Table 6 Profiles of the fatty acids produced by Thraustochytriidae sp. M12-X1 grown in media based on liquid residues (RP1, RP2 and RB),
pure C sources [glucose (Glu) 20 g/L, soluble starch (Star) 20 g/L, maltose (Malt) 20 g/L] and nitrogen source mix (CM)

Fatty acids (% w/w) RP1 RP2 RB Glu Star Malt CM

C:6 (adipic acid) 24.9 + 4.04

C12:0 0.4 + 0.06 0.9 +0.14 0.5 £ 0.07 0.5 £ 0.03 0.8 £ 0.01
C14:0 3.1 + 0.39° 4.1 £ 026" 44 +0.03* 46 +0.17* 23 + 0.25° 40 +021° 2.8 + 0.04%¢
C15:0 47 4+ 0.74° 2.6 £ 0.35° 1.1 £+ 0.01 7.2 4+ 0.12° 2.2 +0.20° 5.4 4 0.38° 3.1 £ 0.30°
C16:0 (palmitic acid) 23.8 +3.21°  22.1 4+ 0.70°° 28.6 + 0.36° 242 + 043" 21.7 + 1.03"° 285 + 0.40°  18.8 + 1.30°
cl6:1 0.6 + 0.11

C17:0 0.3 & 0.04
C18:0 0.6 + 0.18° 0.6 & 0.09° 29 +0.17 1.4 £+ 0.11° 1.1 4 0.08* 1.1 +0.23* 0.3 £ 0.03°
C18:1 0.9 £ 0.15 1.1 +£0.18 1.2 £ 0.09
C18:2 1.1 £ 0.04 1.7 £ 0.10 0.3 £ 0.04
C20:3 1.0 + 0.06

C20:5 (EPA) 113 £ 029 102 4 0.94™°  10.6 £ 0.03*® 99 +0.01™ 74 40.18 95+ 0.12° 10.8 £ 0.06*°
C22:6 (DHA) 53.1 +3.45°° 573 4+ 1.19%° 447 £ 0.11%°  44.1 £ 0.07%°  39.5 £ 490° 473 £+ 0.58°¢  61.7 £+ 3.30°
Others 3.0 £0.83 2.2 4 0.54 5.6 £ 0.42 6.1 +0.13 0.98 + 0.16 1.3 4+ 0.66

Within a row, means without a common superscript letter differ significantly (P < 0.05)

(Huang et al. 2003). Long chain PUFAs produced by
strains C41 and M12-X1 are AA/EPA/DHA and EPA/
DHA, respectively; the relative content of these PUFAs is
affected by the carbon source. Carbon sources that allow
the highest content of DHA in FA from C41 and M12-X1
are RP1 and RP2, respectively.

Composition of the evaluated liquid residues influenced
biomass production by the native thraustochytrid strains.
The highest biomass concentration was obtained in the
fermentation of the beer residue that contained more protein
and NFE. Besides, addition of MSG allowed to increase
DHA productivity of RB fermentation by M12-X1. DHA
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productivity of this fermentation was higher than those of
pure carbon sources (Glu, Malt and Star) fermentations
suggesting that beer residue contains growth co-factors
needed by these heterotrophic microorganisms (phosphate,
calcium, Mg, Mn and Fe).

Growth of M12-X1 strain is not inhibited by concen-
tration of beer residue and probably higher biomass con-
centrations can be obtained after a concentration step.
However, the concentration at which the highest DHA
productivity is lower than the one that allows the produc-
tion of the highest biomass concentration. Thus DHA
content in the FA would be dependent on biomass
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production. The experiments carried out to test the effect of
carbon source on FA profile of both native strains show
that more palmitic acid is produced under conditions that
favor biomass production whereas more DHA is produced
under conditions at which less biomass is produced. This
behavior suggests the possibility to favor biomass pro-
duction or DHA accumulation through changes in growth
medium composition or in the concentration of the carbon
source by using fed-batch fermentations. On the other
hand, growth conditions should be controlled in order to
avoid biomass growth detention, because after this TFAs
and DHA contents in the biomass decrease significantly
(Fig. 2). This decrease would be explained by lipid turn-
over in oleaginous microorganisms that occurs after the
carbon source is exhausted (Fakas et al. 2007).

The small reduction in COD (9.7%) during the growth
phase in RB fermentation by M12-X1 strain indicates
either that another nutrient limits the growth or that this
strain is only able to use a small fraction of the carbon
source in RB. The non growth rate associated pattern of
total FA accumulation in the biomass of M12-X1 strain is
in agreement with the hypothesis of nitrogen limitation. In
oleaginous microorganisms, lipid accumulation takes place
after growth ceases, because a nutrient different from the
carbon source, generally nitrogen, becomes limiting.

Our results show that beer residue contains ingredients
usable by thraustochytrids. During its fermentation by the
M12-X1 strain, the production of a highly valued com-
pound takes place and COD decreases; a prolonged incu-
bation (7 days) allows a more important COD decrease
(27.6%) with a significant reduction in DHA productivity.
The process described in this work could be an alternative
for the production of biodiesel because a FA rich biomass
(41.3%) is obtained after 3 days. This biomass could also
be used in formulation of diets for fish and crustacean
larvae because of its high content of essential PUFAs. We
are currently carrying out studies in order to increase bio-
mass production and DHA productivities of RB fermen-
tation by another native thraustochytrid strain.
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Thraustochytriidae sp. AS4-A1, a native strain with high similitude to Ulkenia sp., able to produce docosa-
hexaenoic acid (C22:6n — 3, DHA) and astaxanthin (3,3'-dihydroxy-f3,3-carotene-4,4'-dione, ASX) was
cultivated in growth media based on liquid residues from potato chip processing, and residual mash
recovered from a brewery by-product (RB). DHA productivity of these fermentations was compared to
productivities of glucose, maltose and starch fermentations. The percentage of DHA in the total fatty
acids was between 10.1% and 23.4% depending on growth media composition. RB, as the only source
of nutrients, supported growth (8.1 4 0.4 g/L dry weight biomass) and DHA production (576 +40 mg/L);
however, its supplementing with yeast extract, monosodium glutamate and B-vitamins (thiamine, biotin
and cobalamin) allowed significant increases in DHA productivity (540 mg/L/day), and concentrations of
biomass (14.9+0.4g/L) and DHA (2698 + 132 mg/L). In all the cases DHA production occurred during
the growth period. ASX in the biomass was detected in the late growth rate phase; the highest ASX
productivity (63 +3 mg/L/day) was obtained in the fermentation of RB as the only source of nutrients.

Keywords:
Thraustochytrids
Polyunsaturated fatty acid
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Carotenoids
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© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n — 3) is a long chain omega-
3 fatty acid (FA). This essential polyunsaturated fatty acid (PUFA)
comprises over 97% of n —3 PUFA in brain and, in the retina over
95% of n—3 PUFA is DHA [1]. DHA deficiencies are associated
with several diseases (foetal alcohol syndrome, attention deficit
hyperactivity disorder, cystic fibrosis, phenylketonuria, unipolar
depression, aggressive hostility and adrenoleukodystrophy). It has
been shown that dietary DHA has positive effect on diseases such
as hypertension, arthritis, atherosclerosis, depression, adult-onset
diabetes mellitus, myocardial infarction, thrombosis, and some
cancers [2]. At present, the main sources of DHA are oily fish and
fish oil. Because marine fish have limited abilities to produce DHA
[3] they rely on dietary uptake. In the marine ecosystem DHA pro-
duction is mostly attributable to phytoplankton. Within the marine
environment phytoplankton is also the primary source of astax-
anthin (3,3’-dihydroxy-f,-carotene-4,4'-dione, ASX) a carotenoid
with several physiological activities related to its high antioxidant
activity [4].

* Corresponding author. Tel.: +56 45 325491; fax: +56 45 325053.
E-mail address: cshene@ufro.cl (C. Shene).

0141-0229/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.enzmictec.2010.04.002

Several studies related to microbial production of DHA and ASX
have been published. The red yeast Xanthophyllomyces dendror-
hous (formerly known as Phaffia rhodozyma) and Haematococcus
pluvialis (microalgae) are the most studied microorganisms for
ASX production. Thraustochytrids (Labyrinthulomycetes), marine
protists widely found in diverse marine environments have
drawn the attention, because their lipids contain long chain
PUFAs [DHA, arachidonic acid (C20:4n — 6, ARA), eicosapentaenoic
acid (C20:5n—3, EPA)]; in addition, some strains also produce
carotenoids (astaxanthin, zeaxanthin, cantaxanthin, [3-carotene,
echinenone and phenicoxanthin) [5-9]. Thraustochytrids com-
prise species belonging to the genera, Althornia, Diplophrys,
Japonochytrium, Thraustochytrium, Aurantiochytrium (formerly
known as Schizochytrium) and Ulkenia [10].

Thraustochytrids synthesize extracellular enzymes (e.g. pro-
teases, cellulases, amylases, lipases, gelatinases, chitinases phos-
phatases, a-glucosidase) [10-12] that enable them to use different
substrates [13]. Several works have evaluated the use of food indus-
try residues and by-products for designing cost-effective growth
media. In Chile, wet brewer grains, by-product obtained after
extracting the mashed malted grains, are used for animal feed
without further processing. This by-product has a high content
of residual mash (>90%) that is rich in nutrients (protein, soluble
carbohydrates and minerals). In the potato chip processing, liquid
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wastes that contain starch are produced. At present, these wastes
do not have any commercial use in Chile and must be treated before
their disposal. In a previous work, the extract from the brewery
by-product (RB) and two liquid wastes from potato chip process-
ing were evaluated as sources of nutrient, mainly carbohydrates,
for the production of DHA by two native thraustochytrid strains
[14]. Although the studied strains, identified and classified as mem-
bers of Thraustochytrium and Schizochytrium genera accumulate
FAs with a high percentage of DHA (57% and 27%, respectively),
their fermentations exhibited low DHA productivities (55.1 mg of
DHA/L/day) because of the low biomass concentrations (less than
2.3 g/L).Recently, a new strain, Thraustochytriidae sp. AS4-A1, pre-
senting similarities with strains of the Ulkenia genus was isolated.
This being a DHA producer strain and its biomass presents pigmen-
tation due to the production of ASX.

The objective of the present work was to evaluate the potential
of a brewery by-product and liquid residues from potato chip pro-
cessing as carbohydrate sources for DHA and ASX production by
Thraustochytriidae sp. AS4-A1. In order to demonstrate the poten-
tial of these carbohydrate sources, DHA productivity (Ppya ) of their
fermentations was compared to productivities of glucose, maltose
and starch fermentations; ethanol, as carbon source for DHA pro-
duction, was also evaluated. The growth medium based on the
residue that allowed the highest Ppya was then optimized through
addition of nitrogen sources [monosodium glutamate (MSG) and
yeast extract (YE)] and B-vitamins (thiamine, biotin and cobal-
amin).

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Monosodium glutamate (MSG) and glucose were obtained from Merck (Darm-
stadt, Germany). Peptone was obtained from Oxoid (Basingstoke, Hampshire,
England). Yeast extract and agar were obtained from Becton, Dickinson and Co.
(Sparks, MD, USA). Streptomycin sulfate, penicillin G, thiamine, biotin, cobalamin,
and astaxanthin were obtained from Sigma-Aldrich Co. (Steinheim, Germany).
Biotools deoxynucleotide mix and DNA polymerase were obtained from Biotools
B&M Labs (SA, Spain). FAME standards (Mix L209, FAME C20:0, C20:1, C20:4, C22:1
and C22:6) was obtained from Alltech (USA). Composition of artificial sea water
(ASW) for 1L was: NaCl 27.50 g, MgCl,-6H,0 5.38 g, MgS04-7H,0 6.78 g, KC10.72 g,
NaHCOs; 0.20g and CaCl,-2H,0 1.40g.

2.2. Brewery by-product and potato chip processing liquid residues

The liquid residues from potato chip processing were the bleaching water (RP1),
and the water used for a cold washing of peeled potatoes (RP2). The brewery
by-product (RB) was the filtrate obtained from wet brewer grains obtained after
extracting the mashed malted grains. The liquids were filtered with cheesecloth and
thenusing 1 wm filter paper (Advantec, No. 1). Chemical and elemental compositions
of the liquids have been described by Quilodran et al. [14].

2.3. Isolation of the microorganism

Thraustochytriidae sp. AS4-A1 was isolated from water and sediment sam-
ples collected in the Puerto Montt coastal zone, Southern Chile (41°28'18”S and
72°56'24"W). During the sampling period, salinity and temperature of water were
30psu and 12.9+2.7°C, respectively. Isolation was carried out through the pine
pollen baiting method [15]. Briefly, pollen grains (10 mg) were added to the sam-
ples (10mL) before a 7-day incubation period carried out at 25°C. Pollen grains
with attached microorganisms collected by filtration (nylon filter, 20 wm mesh)
were spread on agar B (YE 2 g/L, peptone 2g/L, agar, 10g/L, and salts in ASW to
a final concentration of 70%, w/v) that contained antibiotics (streptomycin sulfate
and penicillin G, 300 mg/L each) to avoid bacteria proliferation. Plates were incu-
bated at 25 °C until colonies were visible. Single colonies were subcultivated on B
solid medium until pure isolates (microscope inspection) were obtained.

2.4. DNA extraction and phylogenetic analysis

Colonies taken from agar plates were suspended with distilled water (200 L)
and centrifuged (8000 x g, 5 min at 4°C). The cell pellet was re-suspended using the
lysis buffer (200 L, 0.25 M Tris-Cl, 0.1 M Na,-EDTA, 2% (w/v) sodium dodecyl sul-
fate and 0.1 M NacCl, pH 8.2). DNA was extracted by the phenol/chloroform/isoamyl
alcohol-extraction and ethanol-precipitation protocol [16]. Purified DNA was dis-

solved with double-distilled water. Five microliter of the DNA solution was mixed
with 2.5pL of 5mM solution of deoxynucleotides triphosphate (dATP, dCTP,
dGTP and dTTP), 5U of DNA polymerase and 1.25uM of each primer [JVF (5'-
TTGATCCTGCCAGTAGTCATA T-3') and JVR (5'-CAAACCTTGTTACGACTTCA-3')]. In
order to obtain the complete sequence, internal primers were used for sequenc-
ing partial regions with overlapping bases. PCR products from the agarose gels
were purified using the extraction Kit (V-Gene Biotechnology Ltd, Zhejiang, China).
Sequenced DNA fragments (ABI-3100, Applied Biosystem, California, USA), acces-
sion number FJO10826, were compared with those available in the GenBank
database (National Center for Biotechnology Information, USA: NCBI home page
http://www.ncbi). The search for the more closely related homologous sequences
of related microorganisms, obtained from NCBI Gene Bank, was performed using
the BLAST program [17] available at the NCBI web server.

2.5. Culture conditions

The inoculum was prepared transferring cells from agar plates to 50 mL of sterile
B2 medium (for 1L: glucose, 20g, YE, 2 g, MSG, 2 g, salts in ASW to a final concen-
tration of 70% w/v). Incubation was carried out for 48 h at 25°C in shaking flasks
(180 rpm). Sterile growth medium (100 mL) inoculated with 5% (v/v) was incubated
at 25°C in shaking flasks, for 3 or 5 days. In the experiments carried out to test the
effect of the carbon source, growth medium contained either YE (2 g/L) or YE-MSG
(both at 2g/L) and the salts in ASW to a final concentration of 70% (w/v). Con-
centration of glucose, maltose and starch was 20 g/L; ethanol was tested at 2 g/L.
Fermentation of YE-MSG was carried out as control medium (CM). Solutions of car-
bon and nitrogen sources were sterilized (121 °C, 15 min) separately and mixed to
give the required concentration. In the experiments carried out to test the effect of
RB concentration, the liquid residue was diluted (10-80%, v/v) with distilled water.
Before sterilization, pH of the media was fixed (NaOH or HCl) at 7.0, unless specified.
In growth medium that contained B-vitamins, 1 mL of a concentrated solution (thi-
amine 1 mg/L, biotin 0.0005 mg/L and cobalamin 0.0005 mg/L, sterilized by filtration,
0.2 wm) was used. Results are presented as mean + standard deviation of triplicate
assays. Data for the growth curves was obtained from two flasks that were taken
out every 24 h for analysis. Results are presented as mean + standard deviation of
duplicate assays.

2.6. Analytical methods

2.6.1. Biomass and residual carbohydrate concentration

Biomass was recovered by centrifuging (4000 x g, 10 min, 4°C), washed three
times with sterile distilled water, frozen, lyophilized and its weight gravimetri-
cally determined. Concentration of residual carbohydrate was determined using the
anthrone method [18].

2.6.2. Fatty acid analysis

Lyophilized biomass (20-50 mg) was used for direct transesterification [19].
The fatty acid methyl esters (FAMEs) in the hexane layer were collected by cen-
trifuging at 4°C. The resulting FAMEs were analyzed by GC (FOCUS-Finnigan)/MS
(DSQ-Finnigan), equipped with HP Ultra 1 capillary column (30 m long and 0.25 mm
inner diameter). Column temperature was programmed from 40°C to 300°C with
an increase rate of 5°C/min. A flame ionization detector with helium as a car-
rier gas (200°C) was used. The injector was kept at 250 °C. Injection volume was
1 L. The FAMEs’ peaks were identified and quantified using fatty acid standards.
Because of column used arachidonic acid (C20:4n — 6, ARA) and eicosapentaenoic
acid (C20:5n — 3, EPA) showed the same retention time.

2.6.3. Astaxanthin extraction and analysis

Lyophilized biomass (50 mg) was extracted with acetone (1 mL); and recovered
by centrifuging. Extraction was repeated until precipitates were colorless. Petroleum
ether (1 mL) and deionized water (1 mL) were added to the pooled acetone extract.
The mixture was agitated and left until phase separation; organic phase was recov-
ered and evaporated in nitrogen atmosphere. Astaxanthin analysis was carried
out by HPLC using a reverse phase column (Nova-Pak silica, 60 A, 4 um, 150 mm
long x 2.1 mm diameter, Waters Inc.). Pigment, dissolved in a known volume of the
mobile phase (n-hexane: ethyl acetate, 65:35 (v/v) [20]), was eluted at a flow rate
of 0.8 mL/min at 40°C. Astaxanthin was detected at 445 nm and was identified by
its retention time with a standard.

2.6.4. Statistics and calculations

One-way ANOVA followed by Duncan multiple comparison tests was used to
analyze data. Significance of the effects was determined at 0.05 confidence level. The
yield coefficients for biomass and products on total carbohydrates were calculated
from the mass ratio between synthesized product and consumed carbohydrates.
C:N molar ratio was estimated considering that RB contains 3.22% solids, in which
N and C correspond to 1.2% and 50.44%, respectively [14]. It was also assumed that
Cand N percentages in YE were 17.5% and 10.9% (Technical 28860), respectively; in
MSG these percentages were 35.5% and 8.3%, respectively.
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Table 1 O Biomass
Effect of carbon source on biomass concentration, DHA content in the biomass and ODHA
TFAs, and DHA productivity (Ppya) of Thraustochytriidae sp. AS4-A1 fermentations
(3 days, flask culture, biomass at inoculation time: 0.0013 g). RP1 and RP2, liquid 100 b I _I_
residues from potato processing; RB, liquid residue from brewery by-product; G, —I— £ _:[_—I— ___—I— -
glucose; M, maltose; S, starch; E, ethanol; YE, yeast extract; MSG, monosodium b _I_
glutamate. =~ I
®
Biomass (g/L) DHA(mg/g) TFA(%) Poua (mg/Liday) = R

RP1/YE 0.9 £ 0.1¢ 137 £ 192 31+£2¢ 41 + 3¢ E _aI_ B

RP2/YE 1.3 £ 0.2¢ 1+0f 1+0° 0+ 0° A~

RB/YE 38 + 0.6 46 + 6b¢ 38+3> 574 1b L E3

RP1/YE-MSG 1.3 £ 0.0° 47 + 2bc 22424 20 + 14 ]

RP2/YE-MSG 1.2 £ 0.1¢ 54 + 1bc 22+14 21 24 E

RB/YE-MSG 5.2+ 0.32 51 + 5b¢ 50452 88 + 112 2 25 A

G/YE-MSG 0.3 +0.0¢ 10 + 1¢ 7+1¢ 1+0¢ = | e

M/YE-MSG 0.8 £0.1¢ 61 + 3P 31+2¢ 16 + 34

S/YE-MSG 49 + 0.1 54 + 1bc 39+4> 88 +0?

E/YE-MSG 0.3 +0.0¢ 36 + 4¢ n.d. 4 +1¢ 0

YE-MSG 0.3 +0.0¢ 19 + 24 27 43 2+ 0° 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

Within a column, means without a common superscript letter differ significantly
(p<0.05).
n.d., not determined.

" Percentage in the biomass.

3. Results

3.1. Effect of growth media composition on biomass and DHA
production by Thraustochytriidae AS4-A1

Table 1 shows biomass concentration, contents of DHA and
total fatty acids (TFAs) in the biomass, and Ppya obtained in 3-day
fermentations of the different carbon source by Thraustochytri-
idae sp. AS4-A1. The highest biomass concentration (5.2 £ 0.3 g/L)
was obtained in the fermentation of RB/YE-MSG that was not
significantly different (p>0.05) from the one obtained in the
starch fermentation (4.9 0.1 g/L). MSG supplementation of RB/YE
medium allowed increases in biomass concentration (more than
36%) and the content of TFA in the biomass (more than 30%)
with no significant effect on DHA content in the biomass. Glu-
cose and ethanol were poorly fermented by Thraustochytriidae
sp. AS4-A1; biomass production in the fermentations of these car-
bon sources was similar to that obtained in the fermentation of
the nitrogen sources (0.340.0g/L). The highest DHA content in
the biomass (1374+19mg/g) was obtained in the fermentation
of RP1/YE, while average DHA content in the biomass grown in
RB/YE-MSG, RP2/YE-MSG, starch/YE-MSG, and maltose/YE-MSG
was 55+5mg/L. Final pH of the different cultures was found
between 7 and 8 (not shown). The fermentations of RB/YE-MSG and
starch/YE-MSG presented the highest Ppya (88 £ 11 mg/L/day).

Profiles of FAs in Thraustochytriidae sp. AS4-A1 grown on the
residues based media and pure carbon sources (glucose, starch and

pH

Fig. 1. Effect of the initial pH of the RB/YE-MSG medium fermented by Thraus-
tochytriidae sp. AS4-A1 on biomass and DHA concentrations. Values are percentages
of the maximum concentrations: biomass, 7.7 £ 0.2 g/L; DHA, 736 + 13 mg/L. A dif-
ferent letter near a column indicates this value differs significantly (p <0.05).

maltose) all supplemented with YE-MSG are shown in Table 2.
Palmitic acid (C16:0), DHA, stearic acid (C18:0), oleic acid (C18:1),
and linoleic acid (C18:2) were the main FAs; together they rep-
resent more than 60% of the total FAs. DHA content in the FAs
was found between 10.1% (RB) and 23.4% (RP2). Contribution of
ARA+ EPA was found to be between 2.9% (control medium) and
12.8% (maltose). Negative linear correlations between the sum of
contributions of stearic acid-oleic acid-linoleic acid and palmitic
acid (R?2=0.684) and between the ARA+EPA and palmitic acid
(R%2=0.522) were detected.

3.2. DHA and ASX production in growth media based on brewery
by-product (RB)

According to the results shown in Table 1, the residue with the
highest potential for DHA production by Thraustochytriidae sp.
AS4-A1 was RB; thus, experiments were carried out in order to
increase DHA productivity of this fermentation. The first examined
effect was that of pH; results of the experiments carried out with
different initial pH (between 5 and 8) are shown in Fig. 1. Lower
biomass and DHA concentrations were obtained when the initial pH
was lower than 6 during a 5-day fermentation. On the other hand,
when the initial pH was between 6 and 8, differences in biomass and
DHA concentrations were not significant (p > 0.05); average values
were 7.5+ 0.1 g/L and 704 + 35 mg/L, respectively. In the following
experiments initial pH of the RB based growth media was fixed at 7.

Table 2

Profile of the fatty acids produced by Thraustochytriidae sp. AS4-A1 grown with different carbon sources and control medium (CM).
Fatty acids (%) RP1 RP2 RB Glucose Starch Maltose CcM
C12:0 34 +£0.12 2.2 + 0.3 1.0 & 0.5%¢ 2.1 +1.3% 0.7 £ 0.1¢ 0.9 + 0.2 3.1 £ 0.0
C14:0 2.5 + 0.4 1.9 + 0.6 2.3 £ 0.0¢ 1.6 + 0.04 2.1 + 0.0« 3.1 +0.1° 4.2 £ 0.0%
C15:0 2.0 +0.8¢ 2.8 + 0.7 43 +£0.7° 4.0 £0.3° 3.8 +£0.1° 2.7 £ 0.7 11.5 £ 1.12
C16:0 37.8 £ 1.0% 34.6 +£ 2.8 17.4 + 1.1° 22.6 +2.1° 19.2 + 1.6° 21.2 £ 1.5 345+ 5.8
C17:0 0.9 + 0.6¢ 1.6 + 0.2b¢ 6.2 + 1.0° 5.0 £ 0.42 5.1 £ 0.0 2.6 +0.7° 6.6 + 1.0°
C18:0 9.2 £ 0.5¢ 9.8 £ 1.0¢ 13.2 + 1.1 15.6 +£2.32 9.4 + 0.0¢ 11.6 + 0.7°¢ 11.5 + 0.5P¢
C18:1 7.6 +£0.7¢ 7.6 + 0.6° 11.8 + 0.4° 6.8 + 1.6° 17.7 £ 0.72 6.8 + 0.3¢ 4.5 +0.5¢
C18:2 6.3 + 0.3¢ 6.1 £0.1¢ 12.5 + 0.42 8.8 +2.1° 6.6 + 0.3> 5.8 £ 0.9¢ 42 +£1.1¢
C20:2 0.0 + 0.04 0.0 + 0.04 1.9 +0.1° 3.8 £0.2° 1.2 £ 0.2¢ 1.3 £ 0.5¢ 1.3 £ 0.0¢
C20:3 0.0 + 0.04 0.0 + 0.04 2.5+ 0.5 13 +0.3° 3.0+ 0.2?2 2.6 £ 0.12 1.2 +0.3P
C20:4+C20:5 7.0 £ 0.1¢ 8.4 + 0.0° 6.4 + 0.4°¢ 6.7 £ 0.2¢ 6.2 £ 0.2¢ 12.8 £ 0.32 2.9 + 0.84
C22:6 21.5 £ 0.0% 234 £ 032 10.1 + 1.79¢ 15.1 + 4.6 13.7 £ 0.2 19.6 + 0.1 7.5 £ 1.5¢
Others 1.8 +1.14 1.6 + 0.9¢ 10.5 + 0.2%® 6.8 +0.5¢ 113+ 1.12 8.9 + 0.2 7.0 + 1.4¢

Within a row, means without a common superscript letter differ significantly (p <0.05).
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Table 3

Effect of the concentration of the liquid residue from brewery by-product (RB) on biomass concentration, DHA and ASX contents in the biomass, and DHA and ASX productivities

(P) of Thraustochytriidae sp. AS4-A1 fermentations (5 days, flask culture).

RB (%) Biomass (g/L) DHA (mg/g) Ppua (mg/L/day) ASX (mg/g) Pasx (mg/L/day)
100 9.0 +£0.72 55 4 23b 99 + 43 35 4 52 40 + 5P

80 8.4 + 0.0 42 & 4¢ 70 + 6° 34 423 57 & 33

40 45 + 04> 58 + 12 52 4+ 3b 29 + o 26 + 3¢

10 2.140.1¢ 50 + 0P 21 4+ 0° 21+ 1° 9+ 04

Within a column, means without a common superscript letter differ significantly (p <0.05).

The effect of RB concentration on Ppys was the second effect
evaluated. Table 3 shows the results obtained in the fermentations
of RB, as the only source of nutrients, at different concentra-
tions (10-100%, v/v). Biomass concentration presented a linear
increase (R2=0.984) as the residue concentration increased from
10% to 100% (v/v). The highest DHA content in the biomass
(58 £ 1 mg/g) was obtained in the fermentation of RB at 40% (v/v).
Through the increase of RB concentration, Ppya was increased
to 99+4mg/L/day. On the other hand, fermentation of RB at
80% (v/v) showed the highest ASX productivity (Pasx) equal to
57 £ 3 mg/L/day.

Growth rate and carbohydrate yield coefficients into products
in RB fermentation as the only source of nutrients were calcu-
lated from data shown in Fig. 2. Biomass and DHA concentrations
presented maximum values of 8.1+0.4g/L and 575+40mg|/L,
respectively, after 5 days (Fig. 2a). Prolonged incubations favored
ASX production and at day 7 its concentration was 2304 15 mg/L.
Only a fraction of carbohydrates (48%) in RB were consumed
by Thraustochytriidae sp. AS4-A1 (Fig. 2b). At day 5, carbohy-
drate yields into biomass (Ypiomass/c)» DHA (Ypuajcu) and ASX
(Yasx/cn) were estimated to be 0.57 g/g, 40.8 mg/g and 14.3 mg/g,
respectively. The length of arithmetic growth rate period was 5
days, during which biomass concentration increased at a rate of
1.51 g/day.
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Fig. 2. Concentrations of biomass, DHA, ASX (a) and residual carbohydrate (CH)
(b) in the fermentation of RB as the only source of nutrients by Thraustochytriidae
sp. AS4-A1l. Dotted line represents biomass in the arithmetic growth rate phase
(slope=1.51g/day).

Because MSG showed an effect on DHA content in the biomass
and biomass concentration in the fermentation of RB (Table 1),
experiments were carried out to test the effects of YE (0-2 g/L) and
MSG (0-2 g/L) separately (Table 4). The results showed a negative
effect of YE on biomass concentration; 4.8 + 0.1 g/L of dry biomass
was obtained in RB/YE fermentation compared with 9.0 +0.7 g/L
in the fermentation of pure RB. However, biomass grown in
the YE supplemented medium contained significantly more DHA
(96 8 mg/g), compared to that obtained in the fermentation of
pure BR (55 +2mg/g). The highest Ppys (187 +5mg/L/day) was
that of RB/YE-MSG fermentation. ASX content in the biomass
slightly increased after RB based medium was supplemented with
MSG (39 +£ 6 mg/g); however, the highest Pasx (63 +3 mg/L/day)
was obtained in the fermentation of pure RB.

Changes in the biomass, DHA and ASX concentrations were
noted in the fermentation of RB supplemented with YE and MSG
both at a concentration of 2 g/L (Fig. 3a). In this case, the highest
concentrations of biomass (8.5+0.1¢g/L) and ASX (288 +8 mg/L)
were reached at day 6, while the highest DHA concentration
(913 £37 mg/L) was reached at day 5. Carbohydrate consumption
was not affected by nitrogen addition; thus, Ypiomass/cn (0-60 g/g)
and Ypya/cu (64.6 mg/g) were higher than the values obtained in
the fermentation of pure RB while Yasxcy (9.7 mg/g) was smaller.
In this growth medium, biomass concentration increased until day
5 at a rate of 1.65 g/day.
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Fig. 3. Concentrations of biomass, DHA, ASX (a) and residual carbohydrate (CH) (b)
in the fermentation of RB/YE-MSG by Thraustochytriidae sp. AS4-A1. Dotted line
represents biomass in the arithmetic growth rate phase (slope = 1.65 g/day).
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Table 4

Effect of the concentrations of yeast extract (YE) and monosodium glutamate (MSG) in the RB based media on the biomass concentrations, DHA and ASX contents in the
biomass, and DHA and ASX productivities of Thraustochytriidae sp. AS4-A1 fermentations (5 days, flask culture).

YE (g/L) MSG (g/L) C:N Biomass (g/L) DHA (mg/g) Pppa (mg/L/day) ASX (mg/g) Pasx (mg/L/day)
0 0 49.0 9.0 £ 0.7 55 + 2¢ 99 + 4P 35 422 63 + 32

2 0 32.0 48 £0.1° 96 + 8° 92 + 9P 24 0° 1+0¢

0 2 35.8 7.6 +£0.3P 50 + 4¢ 75 £ 9¢ 39 + 62 58 + 102

2 2 26.2 8.0 &+ 0.0% 117 + 42 187 + 52 15 + 3b 24 + 4P

Within a column, means without a common superscript letter differ significantly (p <0.05).

Fig. 4a shows the changes in biomass, DHA and ASX concen-
trations in RB/YE-MSG medium supplemented with B-vitamins.
The highest biomass (14.5+0.4g/L) and DHA (2698 + 132 mg/L)
concentrations were reached after 4 and 5 days, respectively. ASX
production that started after the second day, increased steadily
until day 7 reaching a concentration of 333 & 29 mg/L. Carbohydrate
consumption (63%) was favored through B-vitamin supplementa-
tion (Fig. 4b). Values of the yield coefficients Ypiomass/cr and Yprajcu
were 0.82 g/g and 78.6 mg/g, higher than those estimated for the
fermentations of RB and RB/YE-MSG; on the contrary the lowest
value of Yasx/cy (1.3 mg/g) was obtained under this growth condi-
tion. Growth rate period was shortened to 4 days (Fig. 4a), during
which biomass concentration increased at a rate of 3.83 g/day.

Contents of main FAs in the biomass grown in RB, RB/[YE-MSG
and RB/YE-MSG plus B-vitamins, at the time at which the highest
biomass concentration was obtained, are compared in Fig. 5. The
contents of palmitic and oleic acids were not significantly different
(p>0.05) in the biomass grown in the different media. However,
significant differences (p <0.05) were detected in the contents of
linoleic acid, DHA, and ARA +EPA; linoleic acid content was higher
in the biomass grown in RB while the others were higher in the
biomass grown in the supplemented RB media.
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Fig. 4. Concentrations of biomass, DHA, ASX (a) and residual carbohydrates (CH)
(b) in the fermentation of RB/YE-MSG supplemented with B-vitamins by Thraus-
tochytriidae sp. AS4-A1. Dotted line represents biomass in the arithmetic growth
rate phase (slope =3.83 g/day).

3.3. Morphological and genetic identification

According to its 18S rDNA sequence Thraustochytriidae sp. AS4-
A1 is similar to Ulkenia sp. (99%). The following morphological
characters were observed during the growth of Thraustochytri-
idae sp. AS4-A1 on agar plates: colonies were small exhibiting a
creamy to hard texture and in older cultures they presented pink
to red coloration; generation of ectoplasmic net elements was not
detected. The strain developed a large sporangium (larger than
50 wm); sometimes sporangium took the form of an amoeba after
which zoospores were released through a pore; zoospores were
also released when zoosporangium was round. Partial cell wall dis-
integration after zoospores were released, described for strains in
Ulkenia genus [21], was observed.

4. Discussion of the results

The subject of the present study shows a high similarity to
strains in genus Ulkenia, i.e. Ulkenia sp. (99%). In addition several
morphological characteristics of cells and colonies, PUFA profile
and the capability to produce carotenoid pigments (ASX) [21] sug-
gest that Thraustochytriidae sp. AS4-A1 is an Ulkenia strain. Few
works describe DHA production through strains in genus Ulkenia
or their growth characteristics. Fan et al. [22] reported biomass
concentrations and DHA content in the biomass of 4.7 g/L and
5.5 mg/g, respectively, in the fermentation of a glucose-YE medium
by Ulkenia sp. KF13.In the fermentation of a more complex medium
(potassium phosphate, 3 g/L; ammonium sulfate, 2 g/L; corn liquor,
0.7g/L and glucose, 60g/L) by Ulkenia sp. SAM 2179 Tanaka et
al. [23] obtained 19.5 g/L of biomass with 46.2% DHA in the FAs.
Unlike KF13 and SAM 2179 strains, Thraustochytriidae sp. AS4-A1
does not grow on glucose at a concentration of 20g/L (Table 1).
Probably at this concentration the growth is inhibited and lower
concentrations should be tested. The best carbon source for biomass
production this strain is starch. Among the evaluated residues, that
from brewery by-product (RB) is the one with the high content of
carbohydrates (29.1 g/L) and this would explain the higher biomass
concentration obtained in its fermentation. The similarity of the
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Fig. 5. Comparison of the main FAs produced by Thraustochytriidae sp. AS4-A1l
grown in RB, RB/YE-MSG, and RB/YE-MSG plus B-vitamins at the time at which
the highest biomass concentration was obtained. A different letter near a column
indicates this value differs significantly (p <0.05).
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results obtained in the fermentations of RB and starch suggests
that the carbohydrate fraction in RB used by Thraustochytriidae
sp. AS4-A1 would be starch.

Profile of the FAs produced by Thraustochytriidae sp. AS4-A1
is characterized by high contents of stearic, oleic, and linoleic
acids (between 20.2% and 37.5%), whose relative contributions are
dependent on the composition of growth medium (carbon source,
nitrogen content and vitamins). Profile of the FAs produced by 366
Thraustochytriidae sp. AS4-A1 is similar to that reported for Ulkenia
KF13 characterized by the content of stearic acid (11.7%), oleic acid
(18.2%), linoleic acid (4.3%) and linolenic acid (0.5%) [22]. The con-
tent of these FAs could be a distinctive trait among Ulkenia strains
when compared with Schizochytrium and Thraustochytrium strains.

Nitrogen (YE-MSG) supplementation of the RB based medium
allowed for an increase in biomass production (4%) and DHA con-
centration (58%). Nevertheless, the most important increase was
obtained when RB/YE-MSG medium was supplemented with B-
vitamins [thiamine, biotin and cobalamin (B )]. Biotin is a cofactor
for several essential carboxylase enzymes [31], including acetyl
coenzyme A (CoA) carboxylase, which is involved in FA synthe-
sis. Thiamine is a cofactor for a number of enzymes involved in
primary carbohydrate and branched-chain amino acid metabolism
[24]. Cobalamin acts as a cofactor for the enzymes that catalyze
either rearrangement-reduction reactions or methyl transfer reac-
tions. Cobalamin auxotrophy, in some algae, is explained because
they contain only a Bi;-dependent methionine synthase (MetH)
while others that also contain a B;-independent methionine syn-
thase (MetE) can grow in the absence of the vitamin [25].

In RB/YE-MSG medium supplemented with B-vitamins, not
only did DHA content in the biomass increased (162%), but also
biomass concentration (79%) compared with that obtained in the
fermentation of RB as the sole source of nutrients. The simul-
taneous increases in biomass concentration and DHA content in
the FAs resulted in a 369% increase in DHA concentration. DHA
productivity (540 mg/L/day) of the improved growth medium fer-
mentation by Thraustochytriidae sp. AS4-A1 is 10 times higher
than those obtained in fermentations of RB by other native thraus-
tochytrid strains [14] and is comparable to those reported for
Schizohytrium KH105 (0.6 g/L/day) and Schizochytrium limacinum
SR21 (0.8 g/L/day) in a semi-optimized growth medium [6,26].

Relative contribution of the FAs produced by Thraustochytriidae
sp. AS4-A1 is dependent on the carbon source that also influences
biomass concentration (Table 2). Cells cultivated in those carbon
sources that allowed the production of higher biomass concentra-
tions (RB and starch) contained less DHA and more intermediaries
(C17:0, C18:1, C20:2, and C20:3). The opposite was found in cells
grown in RP1, RP2 and maltose, in which lower biomass concen-
trations were obtained. These results suggest a negative control in
the late reactions in DHA synthesis when cell activity is increased
through changes in the carbon source. However, when growth
rate of Thraustochytriidae sp. AS4-A1 in RB medium was increased
through nitrogen and B-vitamin supplementing, the relative con-
tribution of ARA +EPA and DHA increased, while that of linolenic
acid decreased (Fig. 5). These results indicate that some compo-
nent in the nitrogen sources increases the activity of the enzymes
involved in the conversion of FA precursors into more unsaturated
FAs. Thus, under optimized conditions FA profile of Thraustochytri-
idae sp. AS4-A1, could be similar to the one reported for Ulkenia sp.
atindustrial scale [C14:0 3%, C16:030%, C18:0 1%, C22:5(n —6) 11%,
C22:6(n —3) 46%] [27].

The production of ASX, the other valuable product synthesized
by Thraustochytriidae sp. AS4-A1, follows a behavior different from
that of DHA production, due to changes in the composition of the
growth medium based on RB. The highest ASX concentration is
reached towards the end of the growth rate phase. This behavior
suggests that the pigment is a secondary metabolite not essential

for the growth whose synthesis could be triggered by a nutrient
depleting stress. This would be corroborated by the results obtained
in the fermentations of RB, RB/YE-MSG and RB/YE-MSG plus vita-
mins in which as more biomass is produced, ASX content in the
biomass decreases. On the other hand, a negative linear correla-
tion (R% =0.693) between DHA and ASX content in the biomass was
detected when the C:N ratio was changed. This behavior correlates
well with that reported for Schizochytrium KH105, for which a low
nitrogen concentration favored ASX production [6]. The highest
Pasx (63 £3 mg/L/day)in the 5-day fermentation of pure RB is much
higher than those reported for Schizohytrium KH105 (1.5 mg/L/day)
grown in glucose (10%, w/v) with a very low nitrogen concentration
(less than 0.3%) [6], and H. pluvialis (1.9 mg/L/day) [28]. In the fer-
mentation of glucose with a distillery residue as nitrogen source by
Schizohytrium KH105, the highest ASX concentration was 7.7 mg/L
[29] much lower than that obtained in the fermentation of pure RB
by Thraustochytriidae sp. AS4-A1 (229 + 15 mg/L), after 7 days. The
ASX content in the biomass of AS4-A1 strain (3%) is comparable
with that reported in H. pluvialis (3.0-3.5%) the main commer-
cial ASX source [30]. Because thraustochytrids are heterotrophic
microorganisms, their use in ASX production at industrial scale
would offer advantages over phototrophic microorganisms such as
Haematococcus.

5. Conclusions

Morphological characteristics of cells and colonies, PUFA profile,
capability to produce carotenoid pigments (ASX) and the high sim-
ilarity (99%) to strains in genus Ulkenia according to its 18S rDNA
strongly support that Thraustochytriidae sp. AS4-A1 is a Ulkenia
strain. This strain is able produce biomass containing DHA when
it is cultivated in different liquid residues from the food industry.
The highest biomass concentration was obtained in the fermenta-
tion of the liquid recovered from a brewery by-product (RB). While
supplementation of RB growth medium with YE and MSG allowed
to increase Ppya (from 11548 mg/L/day to 183 +7 mg/L/day), the
highest productivity (540 mg/L/day) was obtained after thiamine,
biotin and cobalamin supplementation. The results demonstrate
that the brewery by-product is an excellent source of nutrients
for the production of DHA and ASX; thus these two high valued
molecules could be produced by using a growth medium simi-
lar to that used for beer production or by using the residue as a
cost-effective source of nutrients.
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