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RESUMEN

Se evalu6 la viabilidad celular y de cultivo de oemtrados de microalga
Nannochloropsis oculataglmacenada durante 16 semanas a -18, 0 y 5°@nEéictrado
se obtuvo un cultivo dBl. oculata el cual se cosech¢ al inicio de la fase estadmre
crecimiento mediante un proceso de floculacion.

Como agente floculante se empleé FLOCOTAC PLUSRH elocual se logré una
floculacion del 90% de las microalgas suspendidad proceso quimico no afecto el
namero de células vivas. El concentrado almaceaad®° C experimentd un proceso de
congelacion lenta el cual deteriord las célulasoy gdlo redujo su viabilidad celular a 5
semanas (75%). Los concentrados almacenados a°C ynbstraron viabilidad celular
superior al 97% al cabo de las 16 semanas. Sevdbsmbilidad de cultivo s6lo en los
concentrados almacenados a 0 y 5°C, los cualesarmstasas de crecimiento especifico
similares a las tasas del cultivo control.

Se concluye que es posible utilizar después detusas, floculados almacenados
a 0 y 5° C como inoculo de cultivos masivosNdeoculatapara alimento, aguas verdes y
otros usos.

Palabras clave Nannochloropsis oculata vida Util, tasa de crecimiento,
floculacion, viabilidad celular, temperatura de at@namiento.



ABSTRACT

Cell viability was assessed and culture microalgaecentratedNannochloropsis
oculata stored for 16 weeks at -18, 0 and 5 ° C. The entrate was obtained a culture of
N. oculata, which was harvested at the beginninthefstationary phase of growth by a
flocculation process.

Was used as flocculating agent FLOCOTAC PLUS, whvels achieved with 90%
flocculation of suspended microalgae and chemicatgss did not affect the number of
living cells. The concentrate stored at -18 ° Cezgnced a slow freezing process which
cells deteriorated and thus reduced cell viabdityp weeks (75%). The concentrates stored
at 0 to 5 ° C showed cell viability above 97% afi&d weeks. Culture viability was
observed only in the concentrates stored at 0°t€ bwhich showed higher specific growth
rates similar to control culture.

The conclusion that can be used after 16 weeksculated stored at 0 to 5 ° C as
inoculum massive crolN. oculatafor food, green water and other uses.

Keywords: Nannochloropsis oculatalifespan, growth rate, flocculation, cell
viability, storage temperature.
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1. INTRODUCCION

Las microalgas son necesarias para la nutriciéfad@s y adultos de bivalvos,
larvas de otros moluscos, crustaceos, peces ospvesss utilizadas en el cultivo como
rotiferos y artemia (Beacker, 2Q@®oniset al,, 2006 Holmeet al, 2009). En la actualidad,
la industria acuicola considera como un aspectoitapte el componente nutricional del
alimento vivo (microalgas y zooplancton), ya queresenta parte importante de la cadena
alimenticia para la produccion de peces, moluscosrustaceos. La produccion de
zooplancton y microalgas a gran escala resultautifisa, ya que el medio para su cultivo
debe cubrir todos los requerimientos nutricion@ee permitan la composicion quimica
Optima del alimento vivo (Torrest al, 2008).

El cultivo de microalgas frescas es una limitameaindustria de la acuicultura
cuando se refiere a la disponibilidad del alimel®.por esto que se recomienda evaluar
suplementos de microalgas frescas que sean rentapleque simplifiguen los
procedimientos de cultivo de larvas, como los cotreglos de microalgas (D'souz al,
2002).

Suplementos a partir de concentrados de microalgas floculacion o
centrifugacion pueden ser una buena alternativarggen tener un alto potencial como
reemplazo del alimento fresco (Mc Causla&tdhl, 1999 Heasmaret al, 200Q Brown et
a.l, 2001 Heasmaret al, 2001, Knuckeyet al, 2006). Las microalgas frescas podrian ser
sustituidas en un 80% con concentrados elaboramtoffopulacion y almacenados durante
un maximo de 20 dias (Brovet al, 2001).

El uso inminente de concentrados de microalgas com@omponente dietético
principal de la alimentacion de organismos acuatf@sido demostrado por varios autores
en juveniles déPecten fumatydarvas y juveniles de ostr&rassostrea gigagBrown y
Robert, 2002 y Knuckegt al.,2006).

Heasmanet al, (2001) y Brownet al (2003) sugieren que almacenar los
concentrados de microalgas a bajas temperaturasefegeradores domésticos que se
encuentren disponibles en los centros de cultiposlrian extender su vida util. Por lo
anterior este trabajo propone evaluar las tempastule almacenamiento para
concentrados de la microaltmnnochloropsis oculataon el fin de prolongar la vida util,
para que estos se utilicen tanto como alimento lpgpeoducciéon de organismos acuaticos,
como inoculos de cultivo.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Evaluar la vida util de concentrados floculadoslalenicroalgaNannochloropsis
oculata a distintas temperaturas.

2.2.0bjetivos especificos

e Producir un concentrado dgannochloropsis oculatamediante un proceso de
floculacion

« Evaluar la viabilidad celular y la viabilidad ddtoeo de concentrados floculados de
Nannochloropsis oculatalmacenados por 16 semanas a-18,0y 5 °C



3. ANTECEDENTES

3.1.Generales

Se debe tener especial cuidado si el cultivo deaaligas se infecta con organismos
patdgenos o si los sistemas empleados fallan,tsicesirre puede generar la escasez de
alimentos para diversas especies acuicolas maageaithatcheriesPor esto, se requieren
instalaciones y equipos especializados para esdakar cultivos y asi evitar la
contaminacién y pérdida de microalgas. Estos eguipduyen estanterias que se instalan
en una sala especial con una alta iluminacion lpareculacion, la esterilizacion se realiza
utiizando meétodos fisicos (filtracion, esteriliZat en autoclave, pasteurizacion, la
radiacion UV) o quimicos (cloro, la acidificacidla ozonizacion) (Jonest al, 1993
Cysewski y Lorenz, 2006). Ademas, el cultivo de romégas tradicional requiere de
personal especializado, una gran disponibilidacgfEacio y otros requerimientos que lo
hacen mas dificultoso (Tabla 1).

Tabla 1: Cultivo tradicionalersusconcentrados de microalgas.

Concentrados Cultivo

Items floculados tradicional Referencia
. . . Southgate, (201,
Disponibilidad de espacig < > Heasmaret al, (2001)
Mano de obra < S Southgate, (201,

Heasmaret al, (2001)
Cysewski y Lorenz

Materiales y equipos

HeCesarios < > (2006) Jonest al,
(1993)

Cysewski y Lorenz

Riesgos de contaminacién < > (2006) Jonest al,
(1993)

Crecimiento de organismi < S Brownet al, (1999)

(Bivalvos)

3.2.De la especieNannochloropsis oculata)

La microalgaNannochloropsis oculatéFig.1), es muy importante en acuicultura
debido a su valor nutricional. Esta microalga pexte a la clase Eustigmatophyceae, que
agrupa a las especies que contienen la mayor adntld acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs), especialmente &cido eicosapentaenoico YER&ido araquidonico (ARA),
docosahexaenoico (DHA) (Anexo |) de gran importanen la nutricibn de animales



marinos, especialmente en el crecimiento y desard# larvas de peces, moluscos y
crustaceos (Otercet al, 1997 Brown et al, 1999). Su cultivo es de origen Japonés y su
tamafo varia de 2 a 3 um (Browet al, 1999). La microalg®l. oculataha sido sugerida
como un alimento preferible para el rotifedBoachionus plicatilis el cual transfiere
eficientemente los acidos grasos poliinsaturadofaslenicroalgas a las larvas de peces
marinos (Sukeniket al, 1993 Hoshidaet al, 2005).

Figura 1: Microalga&Nannochloropsis oculatarista desde un microscopio (Fuente: Center
of Freshwater Biology, UNH, 2012).

3.3.Densidades de cultivo y tasas de crecimiento Hannochloropsis oculata

La microalgaN. oculataes requerida principalmente para cultivo por syvado
contenido de aceites y su adaptacion al cultivoroapor estas caracteristicas su cultivo
se realiza tanto para alimento como para la pradnate biodiesel (Pérsioet al, 2011).

En estudios realizados por Brovet al, (1999), los cultivos pueden alcanzar densidades d



cultivo de 8 x 10 a 20 x 16 cel/ml y tasas de crecimiento de 0,7 a 1,13 ¢[@pezet al,
2007y Sancheet al, 2008).

3.4.Métodos de concentracion de microalgas

Si bien es cierto que, las microalgas son, diicde concentrar o separar por su
pequefio tamafio, algunas cianobacterias por suitamdacantan espontaneamente o flotan
y otras, en cambio, forman agregados, lo que fadli decantacion (Ruiz, 2011). En la
busqueda de cosechar y conservar microalgas emgld, se han utilizado varios métodos
de concentracion de microalgas; uno de los magugiha sido preservar las microalgas
secas, sin embrago se ha considerado que nutfitienie son inadecuadas para algunas
especies (Heasmat al, 2001).

La eleccion del proceso mas adecuado de concentratependera del uso que se
destine a la biomasa, costo o eficiencia del pmd€astello, 1993). Actualmente las
técnicas de cosecha se pueden dividir en cuateg@aas:

» Cosecha basada en la gravedad especifica (ceatrifug sedimentacion)
* Filtracion

* Floculacion quimica

» Electro-floculacion

Sin embargo las técnicas mas utilizadas y las guentostrado mas eficiencia en la
recoleccion de microalgas son la floculacion ydatdfugacion (Heasmaet al, 2001)

3.4.1. Floculacioén

La floculacion es un procedimiento que eliminadéBdos en suspension por medio
de una reaccion quimica y puede ser aplicado ciba &tas microalgas en suspension. La
floculacion es la etapa de recoleccion masiva deedeagrega un floculante a las células
con el fin de incrementar el tamafio de las pad&yPalominoet al, 2010). Varios
métodos de floculacién han sido probados. Knuakegl, (2006) desarrollaron un proceso
que implica el ajuste del pH entre 10 y 10,6 zditido NaOH, seguido por la adicion de un
polimero no idénico, obteniendo una eficiencia dedlacion mayor a un 80%, para una
amplia gama de especies de microalgas. Por otte, pdespués de la floculacion, la
mayoria de las células pierde su movilidad, Knyakeal, (2006) expone que después de



este proceso, es dificil volver a desglosar una sélula, requisito indispensable para la
alimentacién de bivalvos.

Se usan como agentes floculantes, policationesoroeatraciones entre 100-200
mg/l, ejemplo de ellos son: Al, Fe (QHFeCs, Al2 (SOs) 3, KAl (SO4) 2, Ca (OH)2. El
problema que poseen muchos de estos policationasestaminacion por aluminio, razén
por la cual son mas efectivos los polielectroliboganicos: purifloc, magnifloc, primafloc
en concentraciones de 2 a 5 mg/l que dan una mejduccion y calidad pero aumentan el
costo del proceso (Castello, 1993). Una alternattiizada como floculante por Heasman
et al (2001), es el quitosano el cual no es téxico gitla utilizado para concentrar varias
especies de microalgas.

El agente floculante utilizado en este estudioFUOCOTAC PLUS polielectrolito
cuya base quimica corresponde a una poliacrilanaidenica. Este producto esta
autorizado para ser usado en tratamientos de agabl@, segun Resolucion N° 5393 del
17.07.1986 del Ministerio de Salud, lo que indicabsja toxicidad. Enrique Encaldda
(Com. Pers201)), indicé que es recomendable utilizar el agenteufemte (FLOCOTAC
PLUS) por que es efectivo en bajas cantidadesyéofgvorece su escasa bioacumulaciéon
en los floculados de microalgas, que luego serflizaglos como alimento de organismos
marinos para consumo humano. Este agente floculsmtencuentra disponible en el
mercado local.

El método de floculacién tiene ventajas por su foigad ya que utiliza materiales
de facil acceso, es rapido y bajo costo. Por oadep hay evidencia de un mayor
crecimiento cuando se utiliza la floculacién enaugle centrifugacion. Knuckest al,
(2006) informaron que juveniles derassostrea gigasnostraron un mejor crecimiento
cuando se alimentan cdn pseudonan&on concentrados por floculacion modificando el
pH que con los concentrados obtenidos por cen&dfidg.

3.4.2. Centrifugacion

La centrifugaciéon es un procedimiento fisico quenpie la separacion de
particulas, bien sean células, organulos, molécetasSe basa en la diferencia de densidad
entre las microalgas y el medio liquido, donde xdeae el 80-90% de las células en 2-5
minutos con una aceleracion de 500 a 1000 rpm o @astello, 1993).

! Enrique Encalada Ingeniero Quimico. Docente dhvision de medio ambiente de DUOC UC



La centrifugacion se ha aplicado con éxito parprégparacion de los concentrados
de microalgas con una sélida estructura exteta@pién puede reducir el nimero de
bacterias presentes en el cultivo de microalgas, Ipotanto, mejorar el tiempo de
almacenamiento del concentrado. Heasetaa, (2001), indican en sus ensayos se logro
concentrar mas el 95% de células.

Sin embargo, existen algunas limitaciones, en priongar, el proceso consiste en
exponer las células a altas fuerzas gravitacionglesrtantes que dafian la estructura
celular. En segundo lugar, el procesamiento dedgsanantidades de cultivos puede llevar
mucho tiempo y requiere de equipos costosos coraccantrifuga continua especializada
(Knuckeyet al, 2006 Parwadani 2011)

3.5.Almacenamiento y conservacion de los floculados

Una vez que el concentrado de microalgas se obtsmehan utilizado varios
métodos para preservar su calidad durante el almmatento, tales como la adicion de
aditivos y conservantes (Tzovermisa.l 2004), la congelacion (Heasmanal, 2000) y la
refrigeracion (Nuneset al, 2009). El concentrado de microalgas se puedeecoas
durante varios dias, semanas o meses (Mc Causiahd1999).

Desde el punto de vista de la conservacion de otrackvs de microalgas, se siguen
dos criterios: el primero es la conservacion dbitemasa inerte mediante liofilizaciéon y
envasada al vacio y el segundo es la conservaeida Hiomasa viva en condiciones de
oscuridad y refrigerados a bajas temperaturas (&wral, 2003, Lubian, 2010). La
liofilizacion consiste en congelar el concentrado rdicroalgas y evaporar el agua por
medio de condiciones de vacio. El segundo métolbocemsiste en almacenar refrigerada
la pasta hasta ser utilizada. Con los métodos iardsr las microalgas pueden ser
conservadas vivas, aunque generalmente el proeeBofiizacion mata un porcentaje de
células dependiendo de la especie (Castello, X998raet al, 2003, Lubian, 2010).

3.5.1. Temperatura y tiempo

La temperatura de almacenamiento se debe encdetno la capacidad normal de
operacion de congeladores (doméstico o industjiglesfrigeradores que se encuentren a
disposicion de los centros de cultivos o laboram(Heasmaet al, 2001). La temperatura
de almacenamiento de los concentrados esta basall@gudio realizado por Brovet al,
(2003), los cuales sugieren que para extended&til de los concentrados de microalgas
estos deberian mantenerse refrigerados a bajapefaturas, como por ejemplo entre 0 y
5° C.



Comercialmente existen empresas como ACUINUGAu# produce concentrados
de microalgas al 18%, sugiriendo una temperature2@C para mantenerlas congeladas
durante un afo y refrigeradas entre -2 y 4°C, derdd semanas. ALGAENERGY produce
microalgas liofilizadas las que tienen una durdbdi minima de dos afios en un ambiente
fresco y seco, la misma empresa produce una pastactoalgas al 15% la cual solo posee
30 dias de durabilidad al ser mantenidas a unaeena de 4°C. Por otro lado MONZON
BIOTECH S.L, genera concentrados secos de micreddgacuales pueden ser guardados
durante 3 meses entre -1 y +3 °C, si se congeldepysermanecer asi 2 afios.

3.6.Evaluacion de la vida util de los floculados

En el area alimenticia, se define vida atil como periodo en el cual, (bajo
circunstancias definidas), se produce una tolerdisi@inucion de la calidad del producto.
La calidad engloba muchos aspectos del alimentopocsus caracteristicas fisicas,
quimicas, microbiolégicas, sensoriales, nutriciesaly referentes a inocuidad. En el
instante en que alguno de estos parametros sedecmsiomo inaceptable el producto ha
llegado al fin de su vida atil (CENABAST, 2011). da®micamente se define como el
periodo durante el cual un bien se puede utilizasta que por desgaste, no puede seguir
siendo utilizado, para los fines que ha sido faglaco adquirido (Bravo, 2004).

Al momento de determinar la vida atil en microalgmsincion azul de Evans se ha
utilizado para ayudar a determinar el numero dalaglmuertas de diversas especies de
microalgas marinas. Su accion se diagndstica @srdg manchas de un azul profundo en la
materia organica dentro de las células muertaselRmmntrario, la tincion es rechazada por
las células vivas por accion de la membrana ce{tleasmaret al, 2001)

3.6.1. Viabilidad celular

La viabilidad celular se refiere a la proporciona#tulas que sobreviven a alguna
situacion particular (Castillos, 2005). Se asunabilidad celular en aquellas microalgas
gue muestran integridad de su pared celular, ytanezon todas sus cualidades nutritivas.

La viabilidad celular esta compuesta por el potngila impermeabilidad de la
membrana a ciertas sustancias fluorescentes, leEmtosido utilizados como los principales
indicadores del estado fisiolégico de la membrait@plasmatica y de la viabilidad del
microorganismo, respectivamente. Aunque las céldesdiferentes especies, pueden
exhibir diferencias en la permeabilidad de la membr se cree que ciertas clases de
compuestos, incluyendo compuestos organicos quertial menos dos cargas positivas y
compuestos organicos cargados negativamente, souidms por membranas celulares



intactas. Al demostrarse la afinidad de estos c@stps por células, esto es considerado un
indicador de muerte celular (Castillo, 2005).

La viabilidad celular ha sido demostrada por Heasreg al, (2001), donde
adicionando aditivos (Vitamina C y glicerol frionyanteniendo refrigeradas las microalgas
obtuvieron una viabilidad celular de 85% y un aleremiento maximo de 15 semana de
Skeletonema costatymientras que para otras especies ctsnohryis spgque mostro un
40% de viabilidad celular durante 6 semanas y XdBaetoceros muelleridurante 2
semanas.

3.6.2. Viabilidad de cultivo

La viabilidad de cultivo engloba la viabilidad cely y se asume viabilidad de
cultivo cuando las células ademas de mantenertégridad de su pared celular, éstas
mantienen todas sus cualidades nutritivas, estéas W son capaces de reproducirse. La
reproduccion celular en cultivo proporciona unadewcia inequivoca de viabilidad
(Castillo, 2005).



4. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio Expertadade Acuicultura (LEDA) de la
Escuela de Ciencias del Mar de la Pontificia Ursidad Catdlica de Valparaiso, durante el
periodo de Enero-Junio de 2012.

4.1.Cultivo inicial de Nannochloropsis oculata

El cultivo deNannochloropsis oculatae realiz6 de acuerdo a lo recomendado por
Helmet al, (2006), como medio fertilizante se utilizo eldieeGuillard f/2 (Tabla 2)

Tabla 2: Medio de cultivo F/2 de Guillard

Nutrientes Cantidad
Macronutrientes

Nitrato (NaNO3) 75,0 g/l

Fosfato (NaH2PO4 .H20) 5,0 g/l

Metales traza

Cloruro férrico(FeCI3 .6H20) 3,5 g por 900 mi
EDTA de sodio (Na2EDTA) 4,36 g por 900 ml
Sulfato de cobre (CuS0O4 .5H20) 0,98 gr por 100 ml
Sulfato de zinc (ZnS0O4 .7H20) 2,20 gr por 100 ml

Cloruro de cobalto (CoClI2 .6H20) 1,00 gr por 100 mi
Cloruro de manganeso (MnCI2 .4H20)8,00 gr por 100 ml
Molibdato de sodio(Na2MoO4 .2H20) 0,63 gr por 1d0 m

Vitaminas

Biotina 1,0 mg

B12 1,0 mg todo por |
Tiamina HCI 20 mg

Fuente: Helnet al, (2006)

El cultivo se inicié con un volumen de 2 litros @50 ml de inoculo dbl. oculata
cada 3 dias se traspasd a volumenes de 5, 20 ytr80 dle agua desinfectada con
hipoclorito al 10% durante 24 horas, posteriormesgeaplico tiosulfato y el agua fue
fertilizada con Guillard /2 (Fig. 2). La temperetuwitilizada durante todo el cultivo fue
18+2°C, con luz (4000 Lux aproximadamente) y ait@a@4 horas (Helrmet al, 2006).
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Los cultivos fueron cosechados al inicio de la atagtacionaria de crecimiento cuand
densidad celular supero los 4,55 ;°cél/ml.

250mlde 2t decultivo 5 It de cultivo 20 It de cultivo 80 It de culttvo
moculo

Figura2: Etapas de la produccion de microa

El recuento celular se realizé diariamente con emdctitometro Neubauer de (
mm de profundidadFig. 3}, a través de un microscopica tasa de crecimiento especif
(Ne divisiones de las células/dia) de este cultioutilizada como tasa control a valuar
los cultivos posteriores (viabilidad de cultivimediante la siguiente ecuacién (Odur
Barrett, 2006):

TEC = N InNo (4.1.1)

Donde:
In Nt: logaritmo natural del numero de células en el tietnfiinal)

In N, :logaritmo natural delumero de células al inicio (inoculacir
t : el tiempo expresado en dias de cultivo en cadane
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Figura 3: Hemacitdmetro de Neubaguer.

4.2 Floculacion

La floculacion se llevo a cabo a través de la nmtmda modificada descrita por
Brown et al, (2003) utilizando como agente floculante FLOCOTATS. Una vez
obtenido un cultivo que se encuentre al inicio @dalse estacionaria, se traspasaron 20
litros a una estructura conica creada especialnmantefacilitar el proceso de cosecha, esta
estructura se construyé con la base de un asiamdydén de 20 litros modificado para tal

proceso (Fig. 4).

Figura 4: Recipiente conico, construido para realiz floculacién

12



Se ajusto el pH a 10.2 — 10.4 agregando NaOH 2Bgisé vigorosamente, luego se
adicion6 una solucién del polielectrolito (40 miCg05% de FLOCOTAC PLUS). Después
de 15 a 20 minutos, los floculados de microalgansextaron en la base del recipiente. El
exceso de agua se extrae por la parte superioredgdiente, mientras que las células
concentradas se vacian a un recipiente, en elseuajusta el pH hasta 7.0 con HCI 4N.
Esta mezcla se deja reposar y se extrae el exeesgud de la superficie (Fig.5).

Figura 5: Agregacion y sedimentacion de las céldéamicroalgas por medio de la adicién
del floculante, lo que permite sedimentar en |alubes recipiente.

a) Las células se agrupan formando fléculos. b)fléasilos comienzan a decantar al fondo
del recipiente. c¢) Los fléculos se han agrupadedjmsentado en el centro del recipiente. d)
Sedimentaciéon completa de los floculos en el fahelaecipiente después de 15-20

minutos.

La eficiencia de la floculacién se evalu6 a tragéda siguiente ecuacion propuesta
por Zuharlideet al, (2009):

Eficiencia floculacion/cosecha (%) = <= x 100 (4.2.1)

Donde
Ci: Concentracion de las células en suspensiors aleleratamiento
Cf: Concentracion final de las células en suspensio

4.3.Métodos de conservacion

La conservacion de las muestras se realiz6 usanclongelacion y la refrigeracion,
para los cuales se usaron distintas temperatuaies,lgp congelacién se uso -18°C y para la
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refrigeracion 0 y 5°C. Para el almacenamient@derluestras se recolecté individualmente
60 muestras de 50 ml aproximadamente, utilizand@sss plasticos, desinfectados con
alcohol y rotulados, evitando la contaminacién de floculados. Se almacenaron 20

muestras por cada temperatura sin luz ni airead@mante un periodo maximo de 16

semanas. Las muestras almacenadas a 0 y 5°C fimwrservadas en un refrigerador marca
Whirlpool, en el cual mediante regulacion se adtedliambas temperaturas necesarias
dentro de sus compartimientos. Las muestras alradesna -18°C fueron almacenadas
directamente en un Freezer de 322 Its (Fensa moBElg 4450), el cual fue programado

para mantener la temperatura necesaria.

4 .4 Evaluacion de la vida util de los concentradd#oculados

4.4.1. Viabilidad celular

La viabilidad celular de las microalgas floculadses evalué a través de un
procedimiento de tincion con azul de Evans, despor Heasmaset al, (2001) y Zuharlida
et a.l (2009). El cual consistié en extraer y homogenizaa muestra de cada uno de los
floculados almacenados a las distintas temperdtuego se extrajo 1 ml que fue disuelto
10 veces con 9 ml de agua de mar filtrada en ua tighensayo; una vez homogenizados,
se realizaron dos recuentos celulares con un h&metro Neubauer de 0.1 mm de
profundidad. Posteriormente, se realizé la tin@dn 0,5 ml de la solucion stock de azul de
Evans (1%) a 10 ml de microalgas, se dejé durasH20lminutos a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido este tiempo se realizaron osmsuentos celulares con un
hemacitbmetro Neubauer de 0.1 mm de profundidad, plservar las células muertas a
través de un microscopio (Fig. 6).

Este procedimiento se realiz6 antes y después dedalacion y una vez por
semana en las muestras almacenadas a cada una téenfeeraturas hasta el final de la
experiencia, evaluando las distintas temperatugagrdacenamiento.
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_1Q0 o §0 _190 o 50
Se extrac una — ' Cada mmestra se 1% E’ J 1% E]:

muestra homogeniza, se Lo extraido se
almacenada de  =» extrae | mly se disuelve en 9
cada temperatura deposita en un tubo ml de agua de

de ensavo
= ' : -

UD g0 ]813 Ou (] "
Luego de 15-20 La muestra es Se homogeniza la
min, se realiza el am tefiida con azul de - muestra v se realiza
recuento cehilar Evans el recuento cehlar

Figura 6: Disefio experimental de la evaluacionedadbilidad celular.

Las diluciones y recuentos celulares se realizartamperatura ambiente (15+£2°C),
para todas las muestras. Este método permite detarel nUmero de células muertas en
cada muestra, el porcentaje de células viableslsalé a través de la ecuacion propuesta
por Zuharlideet al, (2009).

Viabilidad celular(%) =

No CT x 100 (4.4.1)

Donde:
CT: Células totales en la muestra
CV: Células viables, las que no son afectadasgptindion

4.4.2. Viabilidad de cultivo

Para evaluar la viabilidad de cultivo, una vez admana se extrajo una muestra de
floculados almacenados de cada temperatura (-18,58C). Estas se utilizaron como
indculo iniciador en un cultivo en etapa de maskianoculo se adiciono en un matraz de
2 litros de agua previamente fertilizada con Grdll#2, el cual se mantuvo a 19+1°C con
aireacion y luz 24 horas. La re-suspension de lesoaigas floculadas, se desarrollo
inicialmente mediante la agitacidon manual, segpiglauna agitacion a través de aireacion.
Se realizé un repique cada 3 dias en volumenesigasede 5 y 20 litros, en los cuales se
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ejecuto el recuento celular antes y después dgjuepcon un hemocitbmetro Neubauer de
0.1 mm de profundidad (Fig. 7).

La viabilidad de cultivo de los floculados de malgas floculadas se evalué a
través de la tasa especifica de crecimiento (TE®) divisiones de las células/dia),
mediante la ecuacion de Odum y Barrett, (2006):

InNt - InNo

TEC = T

4.1.1)

Donde:

In Nt logaritmo natural del nUmero de células en ehpie t (final)
In N, :logaritmo natural del nUmero de células al ini{@mculacion)
t : el tiempo expresado en dias de cultivo en catlanen

Se adicionan 50 ml

de concentrados de 3 dias después se
cada temperatraa ™= f mp Tealiza el recuento
matraces de 2 litros celular y repique de
fertilizados cada matraz

21t de cultivo

) 3 dias después se
3 dias despues se realiza el recuento
realiza el recuento gg celular v repique de
celular. cada botella
20 It de cultivo 51t de cultivo

Figura 7: Disefio experimental de la evaluacionedédbilidad de cultivo
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4.4.3. Cultivo control

El cultivo masivo deN. oculata, utilizado como control mostré6 una tasa de
crecimiento especifico para cada volimen de cutimmo se muestra en la Tabla 3. Las
tasas medias de crecimiento obtenidas desde ldisosulrealizados con concentrados
floculados, seran comparadas con la TEC del cuttbrdrol.

Tabla 3: Tasa media de crecimiento especificouléo inicial

Contenedor/ volumen (It)Promedio TEC
Matraz (2) 0,593 + 0,021
Botella (5) 0,301 + 0,014

Caja plastica (20) 0,285 + 0,032

La tasa de crecimiento promedio se expresa en di¥id#ones de célula/dia

4.5.Métodos estadisticos empleados

Se aplica el método estadistico de andlisis deavzai donde se asumiran los
siguientes supuestos:

a) Los datos estan normalmente distribuidos,
b) Existe homogeneidad de varianzas,
c) El error experimental esta distribuido homogémeate

4.5.1. Andlisis de varianza de un factor para la viabilida de cultivo

Para determinar si existen diferencias signifieatidel nimero total de células
viables entre las distintas temperaturas de alnaawiemto (-18, 0 y 5°C), se realiza un
analisis de varianza de un factor, donde la hifg{&3 planteada es la siguiente:

HO: El numero de células viables es igual para doties temperaturas de
almacenamiento.
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H1: El nimero de células viables no es igual padad las temperaturas de
almacenamiento.

Si HO es correcto, el estadistico F, sigue unaiblistion de probabilidad F de
Fisher Snedocor con (t- 1) (r - 1) y tr (n - 1adps de libertad. Por esto fijado un nivel de
significanciaa = 0,05, la regla de decision del contraste deldgubde medias es:

Rechazar HO cuando F =& Ht-1) (r-1)ytr(n-1)

Si es rechazada la hipdtesis (1), se busca detsrmoiral es la temperatura de
almacenamiento que posee mayor influencia sobrelifierencia de células viables
encontrada. Para ello, se realiza un analisis d@anza donde los resultados de la
viabilidad celular de cada temperatura se compamée si (-18-0° C, 0-5° C y -18-5° C). Si
existen existe diferencia significativa, entretlmperaturas de almacenamiento se deduce
cual es el grupo tiene mayor influencia.

4.5.2. Andlisis de varianza de un factor para TEC entre gupos

Para determinar si existen diferencias signifieativen las tasas medias de
crecimiento especifico de los cultivos a partir fibleulados congelados a -18°C vy los
refrigerados a 0 y 5°C, se desarrolla un analssigadianza de un factor, donde la hipotesis
(2) planteada es la siguiente:

HO: Las tasas medias especificas de crecimienfasddistintas temperaturas son
iguales para un mismo volumen de cultivo

H1: Las tasas medias especificas de crecimient@sdéistintas temperaturas no son
iguales para un mismo volumen de cultivo

Si HO es correcto, el estadistico F, sigue unaiblistion de probabilidad F de
Fisher Snedocor con (t - 1) (r - 1) y tr (n - 1adps de libertad. Por esto fijado un nivel de
significanciaa = 0,05, la regla de decision del contraste deliubde medias es:

Rechazar HO cuando F = Ht-1) (r-1) ytr(n-1)
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4.5.3. Andlisis de varianza de un factor para TEC y cultiw control

Para determinar si existen diferencias signifieaiventre las tasas medias de
crecimiento especifico del cultivo control y de logdltivos a partir de concentrados de
microalgas congelados a -18°C y los refrigerad@sya5°C, se desarrolla un analisis de
varianza de un factor, donde la hipotesis (3) plaad es la siguiente:

HO: Las tasas medias especificas de crecimientoull®vo control y de cultivos a
partir de concentrados floculados de microalgas aeémados a distintas
temperatura son iguales.

HO: Las tasas medias especificas de crecimientoull&ro control y de cultivos a
partir de concentrados floculados de microalgas aeémados a distintas
temperatura no son iguales.

Si HO es correcto, el estadistico F, sigue unaiblistion de probabilidad F de
Fisher Snedocor con (t - 1) (r - 1) y tr (n - 1adps de libertad. Por esto fijado un nivel de
significanciaa = 0,05, la regla de decision del contraste deliubde medias es:

Rechazar HO cuando F = Ht-1) (r-1) ytr(n-1)
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5. RESULTADOS

5.1.Floculacion

Se cosecharon dos bolsas de 80 litros de cultivoNdeoculata con una
concentracion aproximada de 4,55 x°® 1@él/ml) los cuales fueron denominados
Cl=cultivo bolsa 1; C2=cultivo bolsa 2. Los volurasrcosechados se redujeron 14 veces
en relacion a su volumen original.

Se observo a través del microscopio, que los adtproducidos fueron cosechados
sin contaminacién visible, donde la eficiencia plelceso de floculacion fue:

C1:90,2%
C2:91,9%

A través del procedimiento de tincion pre y postdilacion, se cuantificaron los
dafios en la célula, en el cual se obtuvo que lasrasi (C1 y C2) no mostraran células
manchadas o tefiidas, los concentrados obtenidpuékesiel proceso de floculacion no
mostraron células manchadas o tefidas.

5.2.Vida util de los concentrados

5.2.1. Viabilidad de celular

A través de un andlisis de varianza (Tabla 4),wonivel de significancia del 95%,
se determin6é que existen diferencias significatishsanalizar conjuntamente todas las
temperaturas, por lo tanto la hipotesis (1) dedaalise rechaza. El resultado estadistico
indica que el grupo que presenta mayor difererstizdéstica, corresponde al almacenado a
-18°C. Mientras que el andlisis de varianza, de desultados de los floculados
almacenados a 0 y 5°C, muestra que no existeredd@s significativas entre las células
viables de ambos grupos. (Tablas 5, 6 y 7).
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Tabla 4: Anova para determinar la influencia deémsperaturas de almacenamiento (-18,
0 y 5°C) en la viabilidad celular.

Analisis de varianza

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft
Entre grupos 45E+14 2 2,2E+14 9,864 0,00025 3,190
Dentro de los grupod,1E+15 48 2,3E+13
Total 1,5E+15 50

Tabla 5: Anova entre los grupos -18 y 0°C

Andlisis de varianza
F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft

Entre grupos 3,1E+14 1 3,1E+14 12,551 0,0012 4,149
Dentro de los grupos  8,1E+14 32 2,5E+13

Total 1,1E+15 33

Tabla 6: Anova entre los grupos -18 y 5°C

Analisis de varianza
F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft

Entre grupos 3,6E+14 1 3,6E+14 13,429 0,00088 4,149
Dentro de los grupos 8,7E+14 32 2,7E+13

Total 1,2E+15 33

Tabla 7: Anova entre los grupos 0 y 5°C

Analisis de varianza

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft
Entre grupos 1,5E+12 1 1,5E+12 0,091 0,764 4,149
Dentro de los grupos5,4E+14 32 1,6E+13
Total 54E+14 33
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Las células almacenadas a -18°C (Anexo IlI) mosirafabilidad celular hasta la
semanas 5, la cual se mantuvo superior al 75%deDkessemana 6 a la 10 la viabilidad
celular promedio para esta temperatura fue cerahb8% mientras que desde la semana
12 a la 16, la viabilidad celular promedio fue es@ al 10% (Fig. 7).

Las muestras almacenadas a 0 y 5°C (Anexos 1) miestran menos de un 3% de
descenso en el total de células viables en el tewipteniendo durante todo el periodo de
estudio (16 semanas) sobre 97,5% de viabilidadardlkig.7).
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Figura 8: Porcentaje en el que las células cormgasrmantienen su vida util.

5.2.2. Viabilidad de cultivo

Tasa especifica de crecimiento

Los cultivos realizados a partir de los floculadémacenados a -18°C no mostraron
viabilidad de cultivo mas alla de tres semanasasrgle el cultivo revel6 crecimiento, los
cuales mostraron tasas de crecimiento de 0,23, Y,0525 respectivamente, solo en
matraces de 2 litros (Anexo V). Como consecueneitodanterior no se realizo el andlisis
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estadistico de las TEC en las muestras almaceaad8&SC. Los cultivos realizados a partir
de los concentrados floculados Me oculata de los grupos almacenados a 0 y 5°C
mostraron viabilidad de cultivo (Anexos VI - Vlljnostraron una tasa de crecimiento
especifico fluctud entre 0,265 y 0,622 N° de darisis de células /dia, durante 16 semanas
dependiendo del volumen y temperatura de cultiabl@ 8).

Tabla 8: Tasa media de crecimiento especifico (pthonde16 semanas) de los cultivos de
los concentrados almacenados a 0 y 5°C

Volumen Grupos Promedio TEC
Matraz  0°C 0,622+ 0,016
2litros  5°C 0,588+ 0,015
Botella  0°C 0,300+ 0,005
5litros  5°C 0,283+ 0,003
Masivo  0°C 0,265+ 0,004
20 litros  5°C 0,280+ 0,006

La tasa de crecimiento promedio se expresa en dividgones de célula/dia

No existe diferencia significativa, a un nivel denfianza del 95% (Tabla 9,10 y
11), entre las tasas de crecimiento de los cdtavgartir de floculados de microalgas
almacenados a 0 y 5° C, evaluando los distintodnwehes de cultivo (2, 5y 20 ), por lo
anterior la hipétesis (2) de nulidad se acepta.

Tabla 9: Anova para determinar la influencia deéasperaturas de almacenamiento en las
tasas medias de crecimiento para un volumen deaudlé 2 litros.

Analisis de varianza (volumen: 2 L)

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft
Entre grupos 0,0087 1 0,0087 0,5595 0,4602 4,1708
Dentro de los grupos 0,4687 30 0,0156
Total 0,4774 31
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Tabla 10: Anova para determinar la influencia detéanperaturas de almacenamiento en
las tasas medias de crecimiento para un volumenltieo de 5 litros.

Andlisis de varianza (volumen: 5 L)

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft
Entre grupos 0,0021 1 0,0021 0,55520,4619 4,1708
Dentro de los grupos 0,1186 30 0,0039
Total 0,1208 31

Tabla 11: Anova para determinar la influencia detéanperaturas de almacenamiento en
las tasas medias de crecimiento un volumen devoude 20 litros.

Andlisis de varianza (volumen: 20 L)

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft
Entre grupos 0,0017 1 0,0017 0,3735  0,5456 4,1708
Dentro de los grupos 0,1425 30 0,0047
Total 0,1443 31

A través del andlisis de varianza (Tablas 12 y &8} un nivel de confianza del
95% se determiné que no existe diferencia signifiaaentre las tasas medias de
crecimiento especifico del cultivo inicial y de lasltivos a partir de floculados
refrigerados a 0 y 5°C, por lo tanto la hipéte3)sde nulidad es aceptada.

Tabla 12: Anova para determinar la influencia detéamperaturas de almacenamiento en la
tasa media de crecimiento en los cultivos a pdetifloculados refrigerados (0 y 5°C) e
oculatapara un volumen de cultivo de 2 litros

Analisis de varianza (volumen 2L)
F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft

Entre grupos 0,0092 2 0,0046 0,3242 0,7253 3,2849
Dentro de los grupos 0,4700 33 0,0142

Total 0,4792 35
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Tabla 13: Anova para determinar la influencia ditdeulacion y almacenamiento en la
tasa media de crecimiento en los cultivos a pdetifloculados refrigerados @ oculata
para un volumen de cultivo de 5 litros.

Andlisis de varianza (volumen 5 L)

F. de variacion SS Gl MS Fc P Ft

Entre grupos 0,0024 2 0,0012  0,3435 0,7117 3,2849
Dentro de los grupos 0,1192 33 0,0036

Total 0,1217 35
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6. DISCUSION

El cultivo inicial deN. oculatafue generado sin contaminacion visible alcanzando
4,55 x 10 cél/ml cosechados al inicio de la fase estaciana& crecimiento, la
concentracion celular alcanzada esta por debaja igrada en otros estudios por Brown
et al, (1999). La tasa de crecimiento alcanzada fueaoeral 0,6 did un poco menor a la
alcanzada por Lopeet al (2007) y Sancheet al (2008), cercana a 0,7 diaEsta
diferencia podria deberse a los medios de cultiviaados, la temperatura, intensidad de la
luz , aporte de C8 los que generalmente suelen ser distintos enequkiencia.

El método de floculacion utilizado para la concaatin de microalgas, se
considerd exitoso al lograr concentrar sobre el @@tas células suspendidas del cultivo
inicial, superior a lo alcanzado por Knucketyal., (2006), quién solo logré concentrar el
80% de las células a través del mismo método pgndo como agente floculante cloruro
férrico. Lo cual indica que FLOCTAC PLUS es un titante apropiado para obtener altos
porcentajes de floculacion. Ademas, el floculantdizado permitié la re-suspension
facilmente a través de un proceso de agitacion elamunecdanica, algo dificil de lograr
para el proceso de floculacién segun lo menciopaddnuckeyet al, (2006)

La conservacion de lo concentrados floculados a&éeutilizando los métodos de
almacenamiento de refrigeracién y congelacion ctomsugieren Guerrat al, (2003) y
Lubian, (2010), este procedimiento no provocd awmiriacion visible al analizar los
floculados a través de un microscopio.Las tempeastwtilizadas en este estudio se
basaron en lo sugerido por Broehal (2003). Las muestras almacenadas directamente a -
18° C, mostraron una corta vida 0til esto podrizedse a que experimentaron un proceso
de congelacién lenta, lo que genero la debilidgubsterior ruptura de la pared celular al
descongelar las muestras, lo cual se evidenci@raéwluadas luego de un proceso de
tincién en el tiempo.

La vida atil se demostrd a traveés de la viabilidadular y de la viabilidad de
cultivo, en las muestras almacenadas a 0 y 5°Cosmiupos mantuvieron la viabilidad
celular sobre el 97% de las células totales pametBanas, siendo este resultado superior a
lo obtenido por Heasmamt al, (2001) para varias especies de microalgas dohde e
almacenamiento maximo fue de 15 semana y la widilicelular alcanzo el 85%,
utiizando como agente floculante quitosano, ademddsaditivos y preservantes. Se
demostré que el concentrado mantiene sus cardi@sisy puede ser utilizado como
alimento para algun organismo acuético o con etléirproducir futuros cultivos si fuesen
necesarios, con ello se demuestra que se mandewidd util como lo expresan Bravo,
(2004) y CENABAST, (2011).
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La viabilidad de cultivo para ambos grupos (0 YC%%e mantuvo por 16 semanas,
sin mostrar diferencias significativas (p > 0,0Ppor lo tanto, es posible mantener
concentrados dé&l. oculatarefrigerados con el fin de producir futuros cuwsvsi fuese
necesarios. Este resultado proporciona eviden@&@guinoca de viabilidad como afirma
Castillo, (2005) y con esto comprobar la contindida la vida Gtil por 16 semanas 0 mas.

Las tasas especificas de crecimiento obtenidaseultivos que se realizaron a
partir de concentrados floculados y refrigerado® & 5°C, no mostraron diferencias
significativas con las tasas especificas de creaitnidel cultivo control. Estos resultados
indican que las TEC no se ven influenciadas p@rateso quimico (floculacion) ni por el
proceso fisico (refrigeracion) al que se sometsrcéulas ya que las TEC son similares a
las obtenidas por Lopex al, (2007) y Sancheet al, (2008).

D'souza et al, (2002), recomiendan evaluar la extension de d& Vitil de las
microalgas a través de la concentracion y refrigérade microalgas, con el fin de
simplificar otros cultivos. Mc Causlared al, (1999), Heasmaet al, (2000), Browret al,
(2001) Heasmanet al, (2001) Knuckey et al (2006) mencionan como una buena
alternativa reemplazar el alimento fresco con cotrados de microalgas por floculacion.
Brown et al, (2001) han demostrado que concentrados de mya®aiueden sustituir hasta
en un 80% las microalgas frescas. Esto indica@giedncentrados floculados almacenados
a bajas temperaturas como 0 y 5°C que puedan extsad/ida Util en varias semanas son
aptos para ser utilizados como alimento para distinrganismos acuaticos, lo que en este
estudio se puede extender por 16 semanas 0 mas.
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7. CONCLUSION

El gente floculante FLOCOTAC PLUS al 0,05%, perngitdcentrar con éxito mas
del 90% de las células de los cultivosNdeoculata.

Los floculados almacenados a -18° C son viablesander 5 semanas de
almacenamiento. Mientras que los floculados refades a 0 y 5° C muestran viabilidad
celular y viabilidad de cultivo hasta 16 semarasa@hservacion.

En consecuencia, es posible utilizar, después dem@nas floculados almacenados

a 0 y 5° C como inoculo de cultivos masivosNdeoculatapara alimento, aguas verdes y
en otros usos dmatcheryde cultivo de moluscos y larvas de peces.
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9. ANEXOS

Anexo |: Perfil de 4cidos grasos Nannochloropsis oculata

PERFIL NUTRICIONAL/ ANALISIS APROXIMADOS

% por peso seco de alga

Acidos grasos

%

C12:.0 acido laurico 0,57
C14:.0 acido mistirico 4,43
C15:.0 acido pentadecanoico 0,%0
C16:0 palmitico 20,94
Cl6:1 acido palmitoleico 22,24
C17:0 acido heptadecanoico 0,23
Cc18:.0 estearico 0,57p
C18:1 9c oleico 5,20
C18:3n6 acido linilenico 0,50
C18:3n3 linolenico 4,23
C20:3n6 8,11,14c eicosatrienoico 0,5%
C20:3n3 cis 8, 11,14 eicosatrienoico 0,20
C20:4n6 araquidonico 6,03
C22:1n9 erucico 0,04
C20:5n35,8,11,14,17¢  eicosapentanoico EPA 26,07
C22:6n3 acido
4,7,10,13,16,19c |docosahehanoico(DHA) 0,19

(Fuente: MONZON BIOTECH S.L, 2010)
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Anexo Il: Conteo para determinar viabilidad cefydara las muestras almacenadas a -18°C

(-)18°C

Seman SO |[S1 |S2 |S3 |S4 |S5 |S6 |[S7 |S8 [S9 |S10 |S11 |S12 |S13 |S14 |S15 |Si16
Conteo ! 81| 10z| 74 48 81 79 82 87 74 86 72 64 63 66 61 76 50
Conteo : 86 99| 83 95 75 76 61| 10z 82 77 67 71 61 69 67 79 51
DS+ 3,5z 2,12|6,3€|33,2%| 4,24| 2,12|14,85|10,61| 5,6€| 6,3€¢| 3,5¢| 4,95| 1,41| 2,1z| 4,2¢| 2,1z| 0,71
Promedit 83,5/100,k| 78,5| 71,k 78| 77,5| 71,5 94t 78| 81,E| 69,5 67,k 62| 67.F 64| 77,k| 50,k
Cél/ml E+0° 4.2¢| 50z| 3,9z 3,56| 3,9C| 3,88| 3,5¢| 4,72| 3,9C| 4,0¢| 3,4¢| 3,3¢| 3,1C| 3,3¢| 3,2(| 3,8¢| 2,5¢
Conteo tefidas 0 2 3 21 14 25 28 44 50 40 38 56 52 58 65 48
Conteo tefidas 1 2 10 14 21 28 41 46 45 35 43 58 67 66 63 45
Promedi 0.t 2| 6,5 17,k| 17,5E| 26,5| 34t 45| 47,F| 37.,FE| 40.;F 57| 59, 62 64| 46,F
Cél/ml tefiida E+07| 0,0C|0,02¢| 0,1 |{0,325|0,675(0,87%| 1,3%| 1,7%| 2,2t| 2,3¢| 1,8¢| 2,0z| 2,85 2,9¢| 3,1C| 3,2C| 2,3¢
% Mortalidac 0,0C| 0,5C| 2,58 9,0¢|22,4«|22,5¢|37,0¢|36,51|57,6¢|58,2¢| 53,9¢| 60,00 91,9¢| 88,1%| 96,8¢ | 82,5¢| 92,0¢
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Anexo IlI: Conteo para determinar viabilidad caluybara las muestras almacenadas a 0°C

0°C

Semana SO | S1 S2 | S3| S4) S5 S6 S S8 S9 $10 [S11 [S12 | S13| 354 S36
Conteol 81 104 101| 86| 77| 79| 92| 88| 81| 89| 93| 78| 78| 78| 82| 93| 86
Conteo2 86 100 99| 88| 89| 85| 101, 89| 94| 82| 92| 79| 85| 82| 78| 86| 74
DS+ 3,53 3,54|1,41| 1,41 8,49| 4,24| 6,36/ 0,71| 9,19| 4,95/ 0,71| 0,71| 4,95| 2,83| 2,83| 4,95| 8,49
Promedio 83,5106,5/ 100 87| 83| 82|96,5 88,5 87,5/ 85,5/ 92,5/ 78,5/ 81,5/ 80| 80|89,5 80
Cél/ml E+07 4,29 5,33| 5,00| 4,35| 4,15| 4,10| 4,83| 4,43| 4,38| 4,28| 4,63| 3,93| 4,08| 4,00 4,00| 4,48| 4,00
Conteo tefidasl 0O O 0 1 0 0 0 3 0 2 1 0 1 1 2 1 2
Conteo tefidas 2 0O O 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 2 2 1 1
Promedio @ 0 0| 0,5/ 0,5/ 0,5/ 0,5/ 1,5/ 0,5 1 1| 0,5 0,5 15 2 1| 15
Cél/ml tefidas E+05 0,00 0,00| 0,00| 2,50/ 2,50| 2,50| 2,50| 7,50| 2,50| 5,00 5,00| 2,50| 2,50/ 7,50/ 10,0| 5,00| 7,50
% Mortalidad 0,00 0,00] 0,00| 0,57| 0,60| 0,61| 0,52| 1,69| 0,57| 1,17| 1,08| 0,64| 0,61| 1,88| 2,50| 1,12| 1,88
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Anexo |V: Conteo para determinar viabilidad celydara las muestras almacenadas a 5°C

5°C

Semana SO0 |S1 S2 | S3 S4 S5 S6 Sy S8 $9 SU0 |S11 |S12| S13| $494 | S16
Conteo 1 81 96 92 66| 93| 78/ 86| 90| 96| 92 79| 92| 90| 84| 76 82| 68
Conteo 2 86 112 99| 105/ 101| 73| 79| 91| 98| 103 94| 94| 83| 79| 79 99| 77
DS+ 3,53 11,31| 4,95| 27,58| 5,66| 3,54| 4,95| 0,71| 1,41| 7,78| 10,61| 1,41| 4,95| 3,54/ 2,12| 12,02| 6,36
Promedio 83,5 104|/95,5 85,5/ 97|75,5/82,5/90,5 97|/97,5 86,5 93|86,5 81,5 77,5 90,5 72,5
Cél/ml E+07 4,29 5,20/ 4,78 4,28|4,85| 3,78| 4,13| 4,53| 4,85| 4,88 4,33| 4,65| 4,33| 4,08| 3,88/ 4,53| 3,63
Conteo tefidas 1 0O O 0 0 0 1 0 0 0 0 3 1 1 0 1 0 0
Conteo tefidas 2 0O O 0 1 0 1 2 1 2 1 1 0 0 1 1 1 1
Promedio Q 0 0l 0,5 0 1 1| 05 1| 05 2| 0,5/ 0,5 0,5 1| 0,5 0,5
Cél/ml tefidas E+05 0,00 0,00| 0,00; 2,50| 0,00 5,00| 5,00/ 2,50| 5,00| 2,50, 1,00| 2,50| 2,50| 2,50| 5,00| 2,50| 2,50
% Mortalidad 0,00 0,00/ 0,00 0,58/0,00§ 1,32|1,21/0,55/1,03/0,51| 2,31|0,54|0,58/0,61|1,29| 0,55|0,69
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Anexo V: Tasa especifica de crecimiento de laglaglque poseen viabilidad de cultivo -18°C

TEC DS |[TEC DS [TEC DS [TEC DS [TEC DS [TEC DS|TEC DS|TEC DS
(-)18°C | Seman S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
Matraz (2L 0,2z + 0,01| 0,2¢ + 0,0%f 0,28 + 0,11} 0,0t + 0,01f -0,1 £ 0,01 + + +
Botella (5L + + + + + + + +
Masivo (20L + + + + + + + +

TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS|TEC DS |TEC DS |TEC DS
(-)18°C | Seman S¢ S1c S11 S1z S1: S1¢ S1t S1€
Matraz (2L + + + + + + + +
Botella (5L + + + + + + + +
Masivo (20L + + + + + + + +




Anexo VI: Tasa especifica de crecimiento de laslag que poseen viabilidad de cultivo 0°C

TEC DS |TEC DS [TEC DS |TEC DS | TEC DS | TEC DS |TEC DS |TEC DS

0°C [ Seman S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8

8¢

Matraz (2L 0,3¢ + 0,04 0,3¢ + 0,0:| 0,7z = 0,07| 0,7¢ = 0,0%| 0,51 + 0,0¢| 0,7z + 0,0¢( 0,77 + 0,0¢| 0,6¢€ + 0,0¢
Botella (5L, | 0,3 + 0,07 0,2C + 0,0C| 0,2¢ + 0,0€| 0,2t + 0,0%| 0,3¢ + 0,0C| 0,3¢ + 0,07| 0,2 £ 0,0¢| 0,3C = 0,02
Masivo (20L | 0,21 + 0,0€¢| 0,21 + 0,0%| 0,2C £ 0,0Z| 0,2 + 0,0€| 0,2¢ + 0,0¢| 0,2¢ + 0,0%| 0,3¢ + 0,0€¢[ 0,2z =+ 0,0%
TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS
0°C | Seman S¢ S1( S11 S1z S1: S14 S1t S1¢
Matraz (2L 0,6¢ £ 0,0z] 0,5¢ + 0,0z| 0,5€¢ + 0,0C|{ O0,7¢ + 0,01 0,7z = 0,0¢| 0,6z + 0,0z 0,6¢ + 0,04 0,5¢ + 0,0z
Botella (5L, 0,2t £ 0,0%] 0,21 = 0,1C{ 0,3C + 0,0¢f 0,41 £ 0,0¢] 0,2¢ = 0,04] 0,3C + 0,0¢| 0,3¢ + 0,02 0,3¢ + 0,0¢
Masivo (20L | 0,3¢ + 0,01f 0,3 + 0,0z 0,3¢ + 0,0%f 0,2¢ + 0,0(| 0,32 + 0,0%| 0,2z + 0,0¢[ 0,2¢ + 0,0€¢[ 0,2C + 0,01




6€

Anexo VII: Tasa especifica de crecimiento de klalas que poseen viabilidad de cultivo 5°C

TEC DS [TEC DS [TEC DS |TEC DS [TEC DS [TEC DS [TEC DS |TEC DS
5°C [ Seman S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8
Matraz (2L, | 0,31 = 0,01 0,3¢ + 0,04 0,65 + 0,01f 0,72 = 0,07| 0,51 £ 0,01| 0,57 + 0,0€[ 0,7¢ + 0,0Z| 0,6z = 0,0¢€
Botella (5L, | 0,32 + 0,0C| 0,1¢ * 0,0z 0,27 + O0,0t| 0,3¢ = 0,0%| 0,3¢ £ 0,01| 0,2t + 0,0¢[ 0,2t + 0,04 0,3¢ = 0,07
Masivo (20L | 0,3C + 0,0z 0,2¢ + 0,0z 0,2¢ + 0,04| 0,17 + 0,0z| 0,3¢ + 0,04| 0,27 + 0,04 0,2¢ + 0,0¢| 0,3C + 0,0z

TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS |TEC DS
5°C [ Seman S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16
Matraz (2L 0,6C £+ 0,0z| 0,65 + 0,0¢| 0,7C = 0,0C| 0,6¢ + 0,01 0,6¢ = 0,0¢| 0,5¢ + 0,0C| 0,5¢ = 0,0¢| 0,5¢ + 0,07
Botella (5L, | 0,1¢ + 0,0z| 0,2z + 0,0¢| 0,3% + 0,04 0,31 = 0,0z| 0,2¢ + 0,0%| 0,31 + 0,0z| 0,27 + 0,0z 0,2¢ = 0,0
Masivo (20L | 0,37 + 0,0%| 0,31 + 0,0¢| 0,31 + 0,04 0,14 + 0,0C| 0,3¢ + 0,0%]| 0,27 + 0,0z| 0,3z £ 0,01 0,14 = 0,0%




