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Utilizar microalgas con un adecuado valor nutritivo para alimentar organismos es
una de las tareas importantes para la acuicultura. Por ello se requiere tener
conocimiento de los componentes nutrimentales que aportan las diferentes
especies de microalgas utilizadas como alimento. Lo anterior, nos indica lo
fundamental que resulta investigar especies alternativas, que normalmente no
son utilizadas en la acuicultura. En este estudio se compar6 la calidad
nutrimental de la cianobacteria Synechococcus sp. con aquella de la microalga
Nannochloropsis sp., al alimentar al rotifero Brachionus plicatilis, estableciendo
la composicion bioquimica resultante del proceso de alimentacion en forma
individual y una mezcla de ambas especies.

Para calcular la tasa de crecimiento de la microalga y la cianobacteria se
llevaron a cabo cultivos estaticos en matraces Erlenmeyer de 125 ml con medio
“f/2" de Guillard y Ryther (1962). Para la utilizacion de las dos especies como
alimento, se mantuvieron cultivos semicontinuos en botellones de 18 | con el
medio nutritivo antes mencionado. Con base en la tasa de crecimiento evaluada
para cada especie, se calculd el porcentaje de dilucién. Diariamente se recolecto
la biomasa producida para analizar su composicion bioquimica en dias alternos.
Se mantuvieron cultivos del rotifero en bolsas de plastico de 10 | y se
alimentaron con la cianobacteria, la microalga y la mezcla de ambas especies.
La mayor tasa de crecimiento se registr6 para Synechococcus sp. La
composicion bioquimica de la microalga y la cianobacteria indicé que existen
diferencias en el contenido de proteinas y lipidos. El mayor crecimiento de los
rotiferos se presenté cuando se suministré como alimento la mezcla de las dos
especies. Nannochloropsis sp. presentd un mayor porcentaje en casi todos los
aminoéacidos con respecto a la cianobacteria. La lisina fue el aminoacidos mas
dominante en Synechococcus sp. Las diferencias observadas en la composicion
del alimento suministrado, probablemente se debio a que entre las especies
existen diferencias importantes en la organizacion celular y en las respuestas
fisioloégicas. El perfil de aminoacidos analizados en el rotifero, muestra que con
los tres tipos de alimentos hay un mayor contenido de glutamato, aspartato,



isoleucina y arginina. Mientras que los aminoacidos con porcentajes bajos fueron
metionina e histidina. Cuando los rotiferos se alimentaron con Nannochloropsis
sp., la alanina fue el aminoacido menos abundante. Cuando se alimentaron con
la mezcla, la prolina fue el porcentaje mas bajo. Se evalué una alta
correspondencia en la cantidad de acidos grasos saturados y monoinsaturados
para los cultivos de rotiferos alimentados con los tres tipos de alimento. La
mayor correlacion de los acidos grasos polinsaturados fue cuando los cultivos de
rotiferos se alimentaron con Synechococcus sp. Los rotiferos alimentados con
Synechococcus sp. mostraron la capacidad de elongar y desaturar acidos
grasos.

Palabras clave: Nannochloropsis sp., Synechococcus sp., Brachionus plicatilis,
composicion bioquimica, perfil de aminoacidos y acidos grasos.
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One of the most important tasks in aquaculture is to provide with microalgae of
appropiate nutritional value to a great variety of organism in culture.

Thus, it is important to know the nutritional components of the different species of
microalgae used as food. Also, it is important to investigate alternative cellular
species, which are not used as food and could have nutritional characteristics to
made them a new resource of food. In this study, it was compared the nutritional
quality of the cyanobacterium Synechococcus sp. and the microalga
Nannochloropsis sp. on the rotifer Brachionus plicatilis. Also it was established
the biochemical composition of the cyanobacterium and the microalga used as a
monodiet or as a mixed diet.

Small volume cultures were carry out in 125-ml Erlenmeyer flasks containing “f/2"
culture medium (Guillard y Ryther, 1962) to determine the growth rate of
Nannochloropsis sp. and Synechococcus sp. The growth rates were used to
determine the percentage of dilution. The biomass produced was collected daily
to analyze their biochemical composition.

Semi-continuos cultures (18 |) were mantained with the culture medium
described above to fed the rotifers. The rotifers were culture in piastic bags (10 |
volume) and were fed with both cellular species separately and mixed. The
highest growth rate was recorded for Synechococcus sp. Significant differences
were found in the biochemical composition between Synechococcus sp. and
Nannochloropsis sp., specifically, in proteins and lipids. Nannochloropsis sp. had
the highest percentages in almost all the aminoacids analyzed. The highest
content of aminoacid corresponded to lysine. Also, it was the dominant
aminoacid in Synechococcus sp. The differencies found in the biochemical
composition of the feed, could be due to the different cellular organization and
physiological responses of each species.

The highest rotifer growth rate was found for the organisms fed with the mix of
both species.The profile of aminoacid found for the rotifers, showed that the three
types of feed provided them with a high content of the aminoacids glutamate,
aspartate, isoleucine and arginine. The low content of aminoacids for these
organisms were methionine and histidine. When the rotifers were fed with
Nannochloropsis sp., the alanine was the aminoacid found in low concentration.



Also, a high correpondence was found between the quantity of saturated and
monounsaturated fatty acids on the rotifers fed with the three types of feed.

The highest correlationship in the polyunsaturated fatty acids was found when
the rotifers were fed with Synechococcus sp. The rotifer fed with this species -
showed to have the capacity to elongate and desaturated fatty acids.

Key Words: Nannochloropsis sp., Synechococcus sp., Brachionus plicatilis,
biochemical composition, aminoacids and fatty acid profiles.



DEDICATORIAS :
A mi padres Alejandro y Guadalupe por el apoyo incondicional y ensefianzas a

lo largo de mi vida

A mis hermanos Alberto y Marcela por crecer conmigo y darme momentos

inolvidables

A mi novia Lizza Maria por ser una persona muy importante en mi vida, gracias

por cruzarte en mi camino
A mi primer sobrino, David

A Dios por darme todo lo que tengo



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Ma. Del Pilar Sanchez Saavedra por el gran apoyo que me brindo para la
realizacion de mi tesis de maestria, a sus ensefianzas, consejos, paciencia y

darme su amistad.

A los miembros del comité, Dr. Benjamin Bardn, Sevilla, M. en C. Conal David
True y Dr. Oscar Sosa Nishizaki por sus comentarios, contribuciones y revisiones

del manuscrito.

Al Biol. Norberto Flores Acevedo, por su ayuda y aporte de ideas para realizar los

experimentos de mi tesis.

Al Dr. Juan Gabriel Correa Reyes, por su participacion en los analisis proximales

y comentarios para este trabajo.

Al M. en C. Cecilia Flores Vergara, por su amistad y ayuda en los calculos de

acidos grasos.

A la Dra. Carmen Paniagua Chavez, por su ayuda a la traduccion y redaccion del

resumen.

Al Tec. Francisco Valenzuela, por su ayuda en la realizacion de los dibujos del

sistema experimental utilizado en este estudio.

Al M. en C. Israel Gradilla, por su ayuda en la obtencion de fotografias en el

microscopio electronico de barrido.

Al Ing. Roberto Soto, por su ayuda en la realizacion de un programa en excel para

identificar acidos grasos.



Al Tec. Diego Delgado Alvares, por su ayuda en los analisis proximales, conteos

diarios de microalgas y rotiferos.

A mis compafieros de maestria (Lizza, Gisel, Bily, Leonel, Lorena, Gabriel, Radll,
Gustavo, Silvia, Nallely, Paty, Cecilia, Gisela, Ceci, Miriam y Jorge) por los

momentos agradables que pasamos.

Al equipo de fatbol CICESE (Mario, Pollo, Jorge A., Roberto, Piky, Jorge N.,
Mayito, Memo, Omar, Gaynor, lalo, beto, mefio, Escoto, chilaca) por todos los
partidos que hemos jugado, compafierismos y amistad (hasta altas horas de la

noche).

Al Personal administrativos, Julieta Castro, Ivonne Best, Cecilia Loera Quifdnez,

por sus ayuda con los tramites de beca, y pagos por honorarios.

Al Concejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por apoyarme con una

beca de maestria durante mis estudios.

Al Centro de Investigaciones Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada
(CICESE), por los apoyos econdmicos en forma de beca recibidos en el proceso

de este estudio.



CONTENIDO

RESUMEN
I. INTRODUCCION

I.1 Antecedentes
[.2 Objetivo
1.2.1 Objetivo general
1.2.2 Objetivos especificos

II. MATERIAL Y METODOS
II.1 Obtencién de cepas celulares
II.2 Sistema de cultivo
[1.2.1 Tratamiento de agua de mar
[1.3 Cultivos celulares
[1.3.1 Cultivos estaticos
[1.3.2 Cultivos semicontinuos
Il.4 Cultivo de rotiferos
[1.5 Obtencién de muestras
11.6 Medicion de la composicion bioquimica
11.6.1 Analisis de proteinas
11.6.2 Analisis de carbohidratos
I1.6.3 Analisis de lipidos
[1.6.4 Analisis de pigmentos
11.6.5 Medicidn de peso seco y contenido de cenizas
I1.6.6 Determinacién del perfil de aminoacidos
11.6.7 Determinacion del perfil de acidos grasos
1.7 Tratamiento estadistico de los resultados

IIl. RESULTADOS
I11.1 Crecimiento de la microalga y la cianobacteria
111.1.1 Cultivo en matraz Erlenmeyer de 125 ml
[11.1.2 Cultivos semicontinuo en botellon de 18 |
I11.2 Crecimiento del rotifero Brachionus plicatilis
[11.3 Composicion bioguimica
111.3.1 Perfil de aminoacidos
[11.3.2 Perfil de acidos grasos

IV. DISCUSION
V. CONCLUSION

VI. RECOMENDACIONES

Pagina

16
16
16

17
17
17
17
14
19
21
22
25
26
26
26
26
26
27
27
27
28

31
31
31
36
38
39
46
49

59
82

85



LITERATURA CITADA

86

i




Figura

LISTA DE FIGURAS

Imagenes de Microscopia Electronica de Barrido para
Nannochloropsis sp. (A) y Synechococcus sp. (B), cultivada
en sistemas semicontinuos con medio de cultivo “f/2" de
Guillard y Ryther (1962).

Sistema experimental para el cultivo de alimentacion para el
rotifero (Brachionus plicatilis) para el ensayo de alimentacion
con Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Curva de crecimiento de Nannochloropsis sp. (Nanno) y
Synechococus sp. (Syne) mantenidas en sistemas estaticos
en matraz Erlenmeyer de 125 ml con medio de cultivo “f/2" de
Guillard y Ryther (1962).

Cultivos semicontinuos para Nannochloropsis sp. (a) Y
Synechococcus sp. (b), con una dilucién de 30 % dia™y 20 %
dia” respectivamente, cultivada en botellones de 18 | con
medio de cultivo “f/2" de Guillard y Ryther (1962).

Curva de crecimiento promedio y valores de desviacion
estandar para el rotifero Brachionus plicatilis mantenido en
bolsas plasticas de 10 | cosechados cada cinco dias y
alimentado con Nannochloropsis sp. (a) Synechococcus sp.
(b) y una mezcla de las dos especies cultivadas (c).

Curva de crecimiento promedio y valores de desviacion
estandar para hembras ovigeras para el rotifero Brachionus
plicatilis mantenidas en bolsas plasticas de 10 | cosechados
cada cinco dias y alimentado con Nannochloropsis sp. (a)
Synechococcus sp. (b), y una mezcla de las dos especies (c).

Valores promedio y desviacion estandar de la concentracion
de proteinas en Nannochloropsis sp. (a) y Synechococcus sp.
(b), durante los ensayos de optimizacion de extraccion de
proteinas utilizando cinco diferentes concentraciones de
NaOH (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 N) y tres tipos de extraccion (15,
30 y 45 min).

il

Pagina
18

24

37

40

41

42



Figura

10

11

12

13

LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Valores promedio expresado en porcentaje de peso organico
seco de proteinas (Prot), carbohidratos (Carb), lipidos (Lip),
peso organico seco (POS) y cenizas (Cez) para cultivos
semicontinuos de Nannochloropsis sp. (a), Synechococcus
sp. (b) y una mezcla de las dos especies cultivadas (c).

Valores promedio expresado en porcenteje del peso organico
seco de proteinas (Prot), carbohidratos  (Carb), lipidos (Lip),
peso organico seco (POS) y cenizas (Cez), para Brachionus
plicatilis  alimentado con  Nannochloropsis sp. (a),
Synechococcus sp. (b) y una mezcla de las dos especies
cultivadas (c).

Contenido de pigmentos (Pg) clorofila a y carotenoides para
Nannochloropsis sp. (a) y Synechococcus sp. (b), mantenidas
en cultivos semicontinuos durante cinco diferentes fechas de
muestreo (1-5) mantenidas en botellon de 18 | con medio de
cultivo “f/2"Guillard y Ryther (1962).

Porcentaje total de acidos grasos identificados para
Nannochlroropsis sp. (a), Synechococcus sp. (b) y una mezcla
de ambas (c), mantenidas en cultivos semicontinuos en
botellones de 18 | y utilizando medio de Guillard y Ryther
(1962).

Porcentaje total de acidos grasos para el rotifero Brachionus
plicatilis mantenido en bolsas de plastico de 10 | y
alimentados con Nannochloropsis sp. (a), Synechococcus sp.
(b) y una mecla de ambas  (c).

Dendograma por agrupacion obtenidos para los acidos grasos
saturados en Nannochloropsis sp. (NAN1), Synechococcus
sp. (SYN1), la mezcla de ambas (MIX1) y los rotiferos
alimentados con la microalga (ROTNAN1), la cianobacteria
(ROTSYN1) y la mezcla de las dos especies (ROTMIX1).

v

Pagina

43

43

44

51

51

o6



Figura
14

15

LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Dendograma por agrupacion obtenidos para los acidos grasos

monoinsaturados en  Nannochloropsis  sp.  (NAN2),
Synechococcus sp. (SYN2), la mezcla de ambas (MIX2) y los
rotiferos alimentados con la microalga (ROTNAN2), la
cianobacteria (ROTSYN2) y la mezcla de las dos especies
(ROTMIX1).

Dendograma por agrupacion obtenidos para los acidos grasos
polinsaturados  en Nannochloropsis  sp. (NAN3),
Synechococcus sp. (SYN3), la mezcla de ambas (MIX3) y los
rotiferos alimentados con la microalga (ROTNAN3), la
cianobacteria (ROTSYN3) y la mezcla de las dos especies
(ROTMIX3).

Pagina
56

58



Tabla

I

LISTA DE TABLAS

Valores promedio de la cantidad de biomasa (células ml™ x
10°) y parametros poblacionales promedio para
Nannochloropsis sp. cultivada en matraz Erlenmeyer de
125 ml con medio “f/2” de Guillard y Ryther (1962).

Valores promedio de la cantidad de biomasa (células ml™ x
10°) 'y parametros poblacionales promedio para
Synechococcus sp. cultivada en matraz Erlenmeyer de 125
ml con medio “f/2" de Guillard y Ryther (1962).

Composicion de aminoacidos con base al peso organico
seco para Nannochloropsis sp. (a), Synechococcus sp. (b),
mezcla de ambas especies (c) y el rotifero Brachionus
plicatilis alimentado con la especies antes mencionadas.

Valor promedio y desviacion estandar del porcentaje total
de acidos grasos para el rotifero Brachionus plicatilis
siministrando como alimento Nannochloropsis sp. (a),
Synechococcus sp. (b), y una mezcla de ambas especies

().

Pagina
33

35

48

53

Vi



“ EVALUACION DEL EFECTO EN EL VALOR NUTRITIVO DEL ROTIFERO
Brachionus plicatilis ALIMENTADO CON UNA MICROALGA Y UNA
CIANOBACTERIA ”

l. INTRODUCCION

La alimentacion de organismos marinos criados en laboratorios se presenta
como uno de los principales problemas en la acuicultura. Por lo anterior el
desarrollo de cultivos de microalgas ha tenido un gran auge en las Ultimas
décadas (Renaud et al., 1999; Wikfors y Ohno, 2001). Estas células vegetales
microscopicas son la base de la cadena trofica en la acuicultura, ya que
satisfacen en gran parte los requerimientos alimenticios que necesitan la
mayoria de los estadios larvales de algunos adultos de moluscos, crustéceos y
peces de importancia econdmica (Coll-Morales, 1983; Brown et al., 1997,
Pedrazzoli et al., 1998).

La utilizacion de las microalgas como alimento vivo, a pesar de los muchos
esfuerzos realizados para obtener suministros alternativos de alimento vivos,
aseguran una tasa de crecimiento y sobrevivencia elevadas en comparacion a
los alimentos balanceados alternos, ingredientes puros o refinados. Ademas las
microalgas aseguran un suministro adecuado en cuanto al nimero de células,
cantidad de proteinas, lipidos, carbohidratos, acidos grasos, aminoacidos y

pigmentos (Coll-Morales, 1983).

El método utilizado en la acuicultura para incrementar el valor nutritivo de varios
grupos de zooplancton (rotiferos, copépodos y artemia) consiste en suministrar
como alimento especies de microalgas que contienen una variada composicion
bioquimica (Van Den Hoek et al., 1995; Stappen, 1996; Treece y Davis, 2000;
Stattrup, 2000). Otra forma de incrementar el valor nutricio del zooplancton, es

la adicion de componentes artificiales puros o refinados, en concentraciones



adecuadas (Rodriguez et al., 1996; Fernandez-Reiriz y Labarta, 1996; Brown et
al., 1998; Gallardo et al., 2001).

Entre las diversas especies que componen el zooplancton, los rotiferos del
género Brachionus se han utilizado regularmente como alimento vivo para otros
organismos. Brachionus plicatilis se cultiva como primer alimento para larvas de
peces marinos, ya que tiene un tamafo pequefio, natacion lenta, capacidad de
mantenerse suspendido en la columna de agua, puede ser cultivado en altas
densidades, alto indice reproductivo y puede ser enriquecidos para mejorar su
composicion proximal. Por estas razones, el cultivo de B. plicatilis ha llegado a
ser indispensable en la acuicultura (Fulks y Main, 1991). De acuerdo con Barnes
(1985), si se acepta a filo Asquelmiatos entonces los rotiferos costituyen la clase
rotifera, de otra forma el filo es rotifera. El Phylum Rotifera comprende un grupo
de organismos filtro-alimentadores microscopicos (pluricelulares). La mayoria de
las especies de este grupo pasan su vida adheridas a un substrato, sin embargo
el rotifero marino Brachionus plicatilis es una especie planctonica que llega a
medir de 125 a 300 um de longitud cuando es adulto. Su forma de reproduccion
esta adaptada a las condiciones cambiantes de su habitat. Cuando las
condiciones ambientales son O&ptimas, se reproducen asexualmente, las
hembras amiticas producen huevos amiticos (diploide, cromosoma 2n) los que
desarrolla nuevamente en hembras amiticas. Cuando las condiciones son
desfavorables se reproducen sexualmente, obteniendo con ello machos
pequefios y huevos inactivos. Estos machos tienen aproximadamente un cuarto
del tamarfio de la hembra; ellos no poseen un tracto digestivo, pero tienen un
testiculo sobredimencionado que se llena de esperma maduro. La copula es por
impregnacién a través de la cloaca por la pared del gonoporo que actua como
pene adhierendose a la cuticula de la hembra, obteniendo al final huevos
latentes que se convertiran en hembras (Sprent et al., 1972; Coll-Morales, 1983;
CENAIM, 2002).



Existen dos morfotipos diferentes del rotifero Brachionus plicatilis de acuerdo a
“la longitud su loriga: el tipo pequefio (S) mide entre 100-210 pm vy el tipo grande
(L) que mide entre 130-340 pm. Existen también diferencias en el peso, en la
forma de las espinas occipitales y en las temparaturas 6ptimas de crecimiento
(el tipo L tolera un intervalo de temparaturas mas amplio, mientras el tipo S

posee mayor resistencia a temperaturas mas altas) (CENAIM, 2002).

Comunmente el problema a resolver en el cultivo de larvas de peces marinos,
es el suministro adecuado de los acidos grasos polinsaturados (&cido
decosahexanoico y eicosapentanoico) indispensable para el crecimiento,
desarrollo, sobrevivencia y funcionamiento de muchos procesos fisiolégicos. Las
larvas de peces marinos no pueden sintetizar éstos acidos grasos
polinsaturados por lo tanto deben ser proveidos en la dieta. En condiciones
naturales los rotiferos sintetizan pequefias cantidades de acidos grasos
polinsaturados. Por lo tanto es necesario realizar un proceso de enriquecimiento
de determinados constituyentes biogimicos de forma natural o artificial para
mejorar su valor nutricional (Watanabe ef al., 1983; Lubzens ef al., 1985; Frolov
et al., 1991; Watanabe, 1993).

La composicién bioquimica de los rotiferos depende particularmente de su
alimento, por lo que se utilizan diferentes técnicas de enriquecimiento para
mejorar su composicion nutricia (Frolov et al., 1991). Ademas de utilizar alimento
vivo (microalgas), se les puede alimentar, con levadura emulsificada con aceite
de higado de calamar o con compuestos purificados como ftriglicéridos, etil
esteres, fosfolipidos y ceras entre otros (Watanabe, 1987; Rainnuzzo et al.,
1994).

Los lipidos del alimento tienen un importante papel en los procesos de
produccion de energia y como aporte de acidos grasos. Estos ultimos, contienen

una larga cadena hidrocarbonada y un grupo terminal carboxilo y tienen cuatro



funciones fisiologicas principales: forman parte de la estructura de los
fosfolipidos y los glicolipidos, estas moléculas anfipaticas son componentes
importantes de las membranas biologicas; muchas proteinas se modifican por la
uniéon covalente con acidos grasos, lo que propicia su integraciéon en las
membranas celulares; los acidos grasos son moléculas combustibles, que se
almacenan como triacilgliceroles, los cuales son ésteres de glicerol sin carga
eléctrica que actuan como depdsito de energia metabilica muy concentrada. A
los triacilgliceroles también se les llama grasas neutras o triglicéridos; hay
derivados de acidos grasos que actlan como hormonas o0 mensajeros
intracelulares (Stryer, 1995). Ademas de esas importantes funciones fisiologicas,
facilitan el transporte de ciertos nutrientes no grasos, principalmente las

vitaminas liposolubles A, D, E y K (Bold y Wynne, 1985).

Otro compuesto sumamente importante en la nutricion de los organismos
acuaticos son las proteinas, puesto que intervienen en procesos fisiologicos,
como la catalisis enzimatica, el transporte de los gases (como es el caso de la
hemoglobina), en la contraccidon muscular (como la miosina y la actina), las
funciones de proteccion o defensa (como es el caso de los anticuerpos), la
accion hormonal (como la insulina) y por ultimo como receptora en los
mecanismos de virus y hormonas (Ondarza, 1996). Los aminoacidos contienen
grupos funcionales amino y carboxilo, en un a-aminoacido, ambos grupos estan
unidos al mismo atomo o de carbono. Aunque existen proximadamente 300
aminoacidos en la naturaleza, sélo 20 de ellos son constituyentes de las
proteinas de todas las formas de vida, vegetal, animal o microbiana (Martin et
al., 1986).

Ademas del valor nutricional que suministran los lipidos, carbohidatos y
proteinas, existen los pigmentos que son sintetizados por los organismos
fotosintéticos como las microalgas y que bajo ciertas condiciones ambientales

los producen en diferente cantidad y calidad de los pigmentos. Los pigmentos



mas importantes en las microalgas son las ficobiliproteinas (ficocianina y
ficoeritrina) y una gran variedad de carotenoides. El color de los carotenoides va
desde el amarillo al rojo y en la actualidad tienen una amplia aplicacion

comercial (Brown et al., 1989).

Seguin Borowitzka (1988), existen alrededor de 400 carotenoides conocidos,
muy pocos de los producidos por las microalgas son utilizados comercialmente.
Entre éstos se incluyen los p-carotenos, zeaxantina, astaxantina y luteina. Se
han encontrado varias aplicaciones industriales para los carotenoides, entre los
que destaca dar color al alimento, agragarlos como aditivos para resaltar el
color de la carne en los salmonidos y para intensificar el color del huevo
(Richmond, 1990). Ademéas los B-carotenos son esenciales para los crustaceos,
ya que son utilizados como un precursores de vitamina A. También contribuyen
en la nutricion de peces y bivalvos, aunque se han realizado pocas
investigaciones al respecto. Las xantofilas que contiene una dieta puede ser
incorporadas directamente al exoesqueleto de camarones y langostas,
suministrando cambios en su coloracion (Brown et al., 1989). Otro pigmento con
valor comercial son las clorofilas, todas las microalgas presentan una o mas
tipos. La clorofila a es el pigmento fotosintético primario y es la tnica clorofila
presente en las microalgas verde-azules y rojas. La clorofila ¢ puede encontrarse
en varias microalgas marinas y diatomeas de agua dulce. La clorofila d se
encuentra en algunas microalgas rojas. Las clorofilas pueden contribuir con el

atomo de magnesio en la nutricion animal (Brown et al., 1989; Richmond, 1990).

Las principales caracteristicas que se deben tener en cuenta para emplear una
microalga como alimento incluyen el tamario, la movilidad, la tasa de
reproduccion, el grado de digestibilidad y la composicion bioguimica. En afios
recientes, el contenido de acidos grasos y aminoacidos esenciales a tomado un

especial interés, especificamente en las dietas para alimentar larvas de peces



marinos y ciertos crustaceos (Koven et al., 2001; Ruyter et al., 2000; Floreto et
“al., 2001).

Entre las diferentes generos y especies de microalgas que se utilizan como
alimento natural en la acuicultura, por su contenido bioquimico con alto valor
nutricional, se encuentran principalmente: Nannchloropsis sp., Nannochloris sp.,
Chaetoceros  gracilis, Phaeodactylum tricornutum, Isochrysis galbana,
Tetraselmis suecica, Rhodomonas sp., Heterosigma akashiwo, Paviova lutheri,
Schizochytrium sp., Chlorella stigmatophora, Isochrysis sp. y Spirulina sp.
(Lubzens et al., 1985; Ben-Amotz et al., 1987; Fernandez-Reiriz et al., 1989:
Ahmad et al, 1991, Rueda-Jasso, 1996; Sukenik et al., 1993a; Barclay y
Zeller,1996).

Las microalgas del género Nannochloropsis sp. pertenecen al grupo de las
Eustigmatophyceaes que se caracterizan por su tamafio muy pequefio (entre 2
a 4 ym), se encuntran en arreglos unicelulares coccoides y la mayoria presentan
pirenoides y zoosporas, aunque existen algunas especies que carecen de estas
ultimas estructuras (Hibberd, 1980). Otros géneros representativos son:
Ellipsoidion  acuminatum, Polyedriella  helvetica, Eustigmatos magnus
(Pleurochloris magna) , Pseudocharaciopsis sp. Eustigmatos vischeri y

Nannochloropsis sp. (Van Den Hoek et al., 1995; Graham, 2000).

Las especies del género Nannochloropsis sp. son microalgas marinas
representativas del picoplancton, son unicelulares, sin flagelos y con un solo
cloroplasto. Se utilizan con gran frecuencia en acuicultura, por que son un
excelente alimento, ya que tienen un tamario adecuado, una alta digestibilidad
y un elevado porcentaje de acidos grasos polinsaturados (Talib et al., 1991;
Fulks y Main, 1991; Sukenik et al., 1993b).



Las cianobacterias forman un diverso grupo de procariontes fotosintéticos. El
género Synechococcus sp. pertenece al grupo de las cyanophytas (algas verde-
azul) conocidas tambien como cianobacterias, se caracterizan por su forma
unicelular, colonial y filamentosa, no tiene mitocondrias, nticleo, aparato de golgi
ni reticulo endoplasmatico; los pigmentos fotosintéticos se localizan en los
tilacoides (tienen clorofila a y carecen de clorofila b y ¢). Se reproducen en forma
asexual. Las cyanophyceas se encuentra en diversos habitats, tanto en agua
dulce como en el mar, sobre tierra hiimeda y en lugares extremos e inhdspitos
como glaciares y desiertos. Aunque la mayoria vive en agua dulce (Van Den
Hoek et al., 1995).

Las cianobacterias tienen un papel preponderante en aplicaciones
biotecnologicas, por ejemplo en la produccion de biofertilizantes, en el
tratamiento de aguas contaminadas y como alimento en la produccion acuicola.
Uno de los géneros mas representativos es Spirulina que ademas de su gran
potencial en el tratamiento terciario de efluentes, posee un alto contenido de

proteinas, vitaminas y acidos grasos polinsaturados (Patternos, 1996).

A pesar de que existen amplios antecedentes del uso de distintas especies de
microalgas como alimento de rotiferos, larvas de peces, crustaceos y moluscos
(Hirayama et al., 1979; Volkman et al., 1989; Sukenik et al., 1993b; Rueda-
Jasso, 1996; Brown et al., 1997), se ha encontrado que el valor nutricional

depende de las condiciones particulares del cultivo para las microalgas.

Las modificaciones en el valor nutrimental de las microalgas cultivadas
dependen de la técnica de cultivo, de las condiciones ambientales utilizadas
para la produccién (temperatura, salinidad) medio de cultivo utilizado y del tipo y
de la cantidad de luz suministrada. Usualmente, los cultivos de microalgas se
mantienen a temperaturas que fluctian entre los 17 a 25 °C (Stein, 1973). Lo

anterior es un factor que resulta determinante para la utilizacién y seleccion de



las especies de microalgas que puedan ser utilizadas como alimento para
rotiferos, ya que estos ultimos también deben de poder crecer y reproducirse a
la temperatura en que se mantenga a las larvas del pez o bien del organismo por

el cual seran consumidas.

Los antecedentes de la utilizacion de microalgas como alimento para diversas
especies de zooplancton y moluscos, indican que al suministrar dietas
monoespecificas se obtienen menores tasas de crecimiento, en comparacion
con organismos que se alimentan en forma mixta, con dos o tres especies de
microalgas (Richmond, 1986; Borowitzka, 1988). Lo anterior es debido a
usualmente al tener una dieta de microalgas mixta, tendra una composicion
bioquimica mas variada por lo que mejorara la tasa de crecimiento Yy

sobrevivencia de quien la consuma como alimento.

I.1 Antecedentes

En el area de la acuicultura al utilizar microalgas como alimento vivo, se debe
considerar ademas de la cantidad de células suministradas, el valor nutricional
que tendran y el grado de digestibilidad. En las Gltimas cuatro décadas se ha
tomado en consideracién el estudio del valor bioquimico que suministra el
alimento vivo y su relacion con cambios en las variables ambientales
relacionadas. Por ejemplo, los acidos grasos como el acido eicosapentanoico
(EPA) y docosahexanoico (DHA), tienen un papel primordial en los primeros
estadios larvales de peces marinos, crustdceos y moluscos (Gardner y Riley,
1972; Watanabe, 1993; Pedrazzoli et al., 1998). Ya que dan estabilidad a las
células por la mejor conformacion de la pared de la membrana, lo que le
proporciona a la larva capacidad de adaptacién a diferentes ambientes.
Usualmente para transferir estos compuestos nutritivos esenciales a los
organismos cultivados, se utilizan invertebrados pertenecientes al zooplancton

como intermediario.



La composicibn bioquimica de varios grupos de microalgas como las
Cryptophytceas, Prasinophyceas, Prymnesiophyceas, Chlorophyceas
Eustigmatophyceas, Rhodophyceas y Diatomeas ha sido ampliamente
estudiadas para su uso en acuicultura, ya que la mayoria contienen altos
porcentajes de proteinas con excepcion de las diatomeas. Sin embargo, los
carbohidratos y lipidos en estos grupos se presentan en menor cantidad,
aunque de forma variable dependiendo de cada especie y los parametro
ambientales utilizados (Renaud et al., 1999). Ademas, segun Brown ef al.,
(1997) algunos grupos como: Eustigmatophyceas, Prymnesiophyceas,
Rhodophyceas y Bacillariophyceas contienen cantidades considerables de

acidos grasos esenciales como los polinsaturados (20:5n-3, 22:6n-3 y 20:4n-6).

Las Eustigmatophyceas Nannochloropsis oculata, Nannochloropsis salina,
Nannochloropsis gaditana y Nannochloropsis sp. al ser cultivadas en medio “f/2”
de Guillard y Ryther (1962), un pH de 7.5, salinidad de 35 %, una temperatura
de 20 °C e iluminacién continua (15 W m) con lamparas flourescentes de luz de
dia. Presentaron valores de lipidos entre 10.3 a 16.1 %. El contenido de acidos
grasos totales fue expresado de la siguientes manera: El total de acidos grasos
saturados se encontro entre 25.84 a 40.8 % del total de los acidos grasos con
bajas cantidades en Nannochloropsis gaditana. El total de acidos
monoinsaturados fue variable entre las especies con valores de entre un 33 a 46
%. El contenido total de acidos grasos polinsaturados fue en promedio en 17.9
para Nannochloropsis sp. y de 28.3 % para Nannochloropsis oculata (Mourente
et al., 1990). Otros autores como Sukenik et al., (1993a) y Brown et al., (1997)
describen altos porcentajes del acido docosahexanoico (20:5n-3) para la especie

Nannochloropsis sp.

Para la cianobacteria Synechococcos sp. existen pocas investigaciones que

describan el perfil bioquimico de esta especie. Aunque hay varios autores que
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mencionan la importancia ecologica de esta cianobacteria, ya que representa
uno de los principales productores primarios en los océanos del mundo
(Waterbury et al., 1986). Entre los estudios del perfil bioquimico en
cianobacterias se encuentra la realizada por Kenyon (1972), donde describi6 la
composicion de &acidos grasos de treinta cuatro cepas de cianobacterias
unicelulares del género Synechococcus, Aphanocapsa, Gloeocapsa, Microcystis
y Chlorogloea (cada una de las cepas se dividieron por nimero de grupo con
respecto al fenotipo y composicion de ADN). En forma general se menciona para
los géneros Gleocapsa, Chlorogloea, un grupo de Synechococcus Yy
Aphanocapsa mayores cantidades de acidos grasos monoinsaturados y bajos
contenidos de polinsaturados. Mientras que Microcystis, otro grupo de
Synechococcus y Aphanocapsa contenian altos valores de &acidos grasos

polinsaturados de la familia linoléico y linolénico.

Debido a que al utilizar como alimento al rotifero Brachionus plicatilis es
necesario considerar el valor nutricional que tendra y si en su caso resulta
necesario realizar enriquecimiento de la composicion bioquimica. En la literatura
relacionada con este tema se menciona que el enriquecimiento de la calidad
nutritiva, puede realizarse por medio de la utilizacion de diversas especies de
microalgas y el uso de emulsiones con diferente calidad bioquimica. Lo anterior
tiene gran importancia cuando se utilizan cultivos de zooplancton como alimento,
principalmente para organismos que no pueden sintetizar cierto tipo de
compuestos. e.g. larvas de peces marinos (Rueda-Jasso, 1996; Gallardo et al.,
2001; CENAIM, 2002).

Entre las microalgas utilizadas para mejorar la condicion nutricional del rotifero
Brachionus plicatilis se encuntran Chaetoceros gracilis, Chlorella stigmatophora,
Isochrysis galbana, Nannochloropsis salina, Phaeodactylum tricornutum
Nannochloris sp., Nannochloropsis sp. y Chlorella sp. Encontrando que Chlorella

sp., ¥ Chaetoceros gracilis resultan los mejores alimentos en base a su
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composicion proximal, principalmente de lipidos, proteinas y carbohidratos. Ya
‘que se observd una alta transferencia de estos compuestos hacia el rotifero
(Ben-Amotz et al, 1987 y Rueda-Jasso, 1996). Otras microalgas como
Phaeodactylum tricornutum, Pavlova lutheri, Nephrochloris salina también son
utilizadas dado su buen aporte nutricional resultante en el rotifero. En éstos
ensayos se registré una buena correlacion en cuanto el contenido de proteina en
las microalgas y la del rotifero alimentado con las mismas (r = 0.78). Sin
embargo, los lipidos y carbohidratos en rotiferos fueron variables con respecto a

las especies de microalgas utilizadas (Frolov et al., 1991).

El perfil de acidos grasos en los rotiferos (Brachionus plicatilis) enriquecidos
con microalgas puede ser relativo, dependiendo de la composicion misma de
cada especie en acidos grasos y la repuesta fisioldgica, resultante de diversos

parametros ambientales donde se cultivan las células (Sukenik et al., 1993a).

LLa composicion de acidos grasos en el rotifero (Brachionus plicatilis) alimentado
con tres microalgas (Nephrochloris salina, Phaeodactylum tricornutum, Pavlova
lutheri). Presenté un alto grado de correlacion (r = 0.73) entre el contenido total
de acidos grasos polinsaturados en el rotifero y su alimento. Nephrochloris
Salina presenté alto contenido (50.21 %) de acidos grasos polinsaturados,
donde los acidos grasos 20:5n-3 contenian 23.67 %, 22:5n-3 con 10.48 % y
.22:6n-3 con 4.02 %, resultando bajas cantidades de acidos grasos saturados.
Las microalgas M. lutheriy P. tricornutum presentaron un contenido de acidos
grasos similar, mientras que las diferencias evaluadas fueron para los acidos
grasos polinsaturados eicosapentanoico (20:5n-3) y araquidonico (20:4n-6). En
P. tricornutum las concentraciones fueron 17.59 % y 5.69 %, mientras que M.
lutheri present6 19.96 % y 4.46 %, respectivamente (Frolov et al., 1991).

En otro estudio utilizando diferentes microalgas marinas (Chaetoceros gracilis,

Chlorella  stigmatophora, Isochrysis galbana, Nannochloropsis salina,
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Phaeodactylum ftricornutum), una levadura (Saccharomyces cervisiae).
~ Calcularon la composicién proximal y el contenido de acidos grasos en distintas
especies de microalgas marinas y evaluaron su valor nutrimental para el
rotiferos (B. plicatilis). Observaron que la mayoria de las microalgas contenian
aproximadamente 30% de proteinas, 25 % de carbohidratos, 21 % de lipidos y
una elevada fraccién desconocida. Chaetoceros gracilis fue la especie que
present6 una alta transferencia de la composicion proximal de la microalga hacia
el rotifero B. plicatilis. En cuanto los acidos grasos, Nannochloropsis salina y
Phaeodactylum tricornutum presentaron elevadas cantidades de EPA (20:5n-3).
Mientras los rotiferos alimentados con estas dos especies resultaron con alto

porcentaje de acidos grasos insaturados (Ben-Amotz et al., 1987).

En un estudio en donde al rotifero B. plicatilis se le adiciond6 como alimento la
microalga Pavlova lutheri en diferentes horas (3, 6, 12, 24 y 48 h) y levadura de
cerveza durante 15 dias previos al inicio del experimento. Los rotiferos
alimentados con levadura de cerveza, presentaron pequefias cantidades de
acidos grasos polinsaturados (20:5:n-3 y 18:3n-6). El acido docosahexaenoico
(DHA) no fue detectado. La composicion de &cidos grasos en los rotiferos
alimentados con P. lutheri incrementa con respecto al tiempo, registrando las
maximas concentraciones de 20:5n-3 (acidos eicosapentanoico) y 22:3n-3
(DHA) en 48 h (Nichol et al., 1989).

En otro estudio se describe el contenido de aminoacidos totales y libres en el
zooplancton de agua dulce, colectado de estanques durante periodos de mayor
presencia. Entre las diferentes especies identificadas se encontraron rotiferos
del género Brachionus sp., copépodos (Eudiaptomus zachariasi), grupos de
Daphnia pulex, Ceriodaphnia sp. y copepoditos (Cyclops strenuus). Tambien se
determind el contenido de aminoacidos en nauplios de Artemia salina durante la
incubacién y el periodo de inanicién. Los resultados indicaron que los

aminoacidos totales cuantificados con base al peso seco en el rotifero
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Brachionus sp. fueron los porcentajes mas altos con 66.0 %, seguido por Cyclop
“strenyus con 60.9 %, Eudiaptomus zachariasi con 60.3 %, Ceriodaphnia sp con
57.1 % y Daphnia pulex con 53.6 %. Mientras que los aminoacidos libres como
arginina, histidina, alanina, glutamato y lisina fueron abundantes en todos los
organismos analizados. Estableciendo que el mayor contenido de estos
aminoacidos fue mayor en en Cyclops strenuus, seguido por Eudiaptomus
zachariasi y los bajos porcentejes en los rotiferos. La proporcion de la mayoria
de acidos libres con respecto al total de aminoacidos disminuye al incrementar el
tamafio de Ceriodaphnia sp. y Daphnia pulex. Los nauplios de Artemia en el
periodo de inanicién presentaron contenidos de aminoacidos libres mas bajos
con respecto al zooplancton de agua dulce. Los mayores cantidades de
aminoacidos fueron prolina, alanina, glicina y serina (Dabrawski y
Rusiecki,1983).

Existen pocos estudios en donde se mencione el efecto del suministro de una
dieta mixta para especies de zooplancton en cultivo. Snell et al. (1983) describen
la tasa de reproduccion del rotifero Brachionus plicatilis cuando fue alimentado
con dos microalgas (Chlorella sp. y Dunaliella tertiolecta) y una cianobacteria
verde-azul (Schizothrix calcicola) en forma individual y mixta. Encontraron que la
mayor tasa de reproduccion del rotifero se registrd con la alimentacion mixta
Schizothrix calcicola y Chlorella sp, mejorando hasta un 156 % comparado con
la obtenida para Chlorella sp. proporcionada en forma individual. Sin embargo, la
mezcla de Chlorella sp. y Dunaliella tertiolecta no mejoré la tasa de reproduccion

comparativamente a la obtenida para Chlorella sp. en forma individual.

Entre los estudios de nutricion para especies de zooplancton se encuentra un
trabajo que calcula el crecimiento de Daphnia galeata que es un crustaceo de
agua dulce, al que se suministré como alimento dos especies de cianobacterias,
Synechococcus elongatus y Scenedesmus obliquus. La primer cianobacteria fue

suministrada de forma individual y mixta. La mezcla consistia en adicionar al



14

suplemento de Synechococcus elongatus pequefias perlas o granos de
~ albimina de suero vacuno con o sin acidos grasos polinsaturados, ya que esta
especie carece de estos compuestos. Se menciona que los organismos
alimentados con Synechococcus elongatus presentaban una tasa de crecimiento
baja e inclusive con la cianobacteria adicionada con las perlas con acidos
grasos. Mientras los organismos alimentados con Scenedesmus obliquus en
forma individual mejoraron el crecimiento de Daphnia galeata. Estos autores
concluyen que el aporte de lipidos de Scenedesmus obliquus mejora el
crecimiento de Daphnia galeata, entonces el bajo crecimiento en estos
crustaceos no se debié a la baja calidad nutrimental de Synechococcus
elongatus, sino al suministro de otro tipo de lipidos de los cuales carece la
cianobacteria (Von Elert y Wolffrom, 2001).

Otro estudio calcula el crecimiento y pastoreo de tres protozoarios bacteridfagos
(Scuticociliate, Hymenostome ciliate y Paraphysomonas sp.) mantenidos bajo un
proceso de alimentacién con tres cepas de cianobacterias (Synechococcus
WH8101, Synechococcus WH8012, Synechococcus WH7803, dos especies de
bacterias heterotroficas (Pseudomonas halodurans y Serratia marinorubra) y
una combinacion de cianobacterias y bacterias. Como resultado de este trabajo
se observo que las dos bacterias proveen rapidos crecimientos y maximas
densidades a los tres tipos de protozoarios con respecto a las tres cepas de
cianobacterias. Cuando se suministraron las mezclas de la bacteria
Pseudomonas halodurans combinadas con las tres cianobacterias, no se
presentaron diferencias en el crecimiento de los protozoarios alimentados
Unicamente con la bacteria. De acuerdo a los antecedentes de la tasa de
ingestién de los protistas nanoplancténicos y al contenido de carbono de las
cianobacterias y bacterias heterotroficas; estos autores mencionan que las
cianobacterias alcanzan el 30 % del total de los procariotes consumidos por
nanoplancton en las costas donde se presentan estas cianobacterias. Por lo

tanto la produccién de biomasa de las cianobacterias utilizadas como alimento
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proveen un importante aporte de carbono a los protozoarios planctonicos (Caron
etal., 1991)

Entre las invetigaciones que mencionan el enriquecen del rotifero B. plicatilis con
diferentes emulsiones se encuentra la realizada por Rainuzzo et al., (1994), en el
cual estudiaron el efecto de enriquecimiento de lipidos y acidos grasos para el
rotifero Brachionus plicatilis utilizando cuatro emulsiones lipidicas. Los
tratamientos A y B consistian en una preparacion formulada con diferentes
raciones de los acidos eicosapentanoico (EPA) y docosahexaenoico (DHA), las
otras emulsiones fueron extraidas de la hueva del lenguado del Atlantico (HR)
(Hippoglossus hippoglossus) y copépodos en estadios adultos (CO) Calanus
finmarchicus. Como resultados observaron que las emulsiones A, B y CO
presentaron alto contenido de lipidos (>55%), mientras la emulsion HR presento
bajos niveles (<20 %). El contenido de acidos grasos insaturados n-3 (HUFA) de
todas las emulsiones fue diferente. Por ejemplo las emulsiones A y B
presentaron altos niveles de HUFA (68.3 y 81.8% respectivamente) y bajas
cantidades en los tratamientos HR y CO (48.4 y 34% respectivamente).
Equivalentes porciones de DHA/EPA se encontraron para las emulsiones A 'y
CO (1.3 y 1.4 respectivamente), aunque el contenido de ambos &cidos grasos
fue diferente, mientras la emulsion HR se presentd con alta raciones de
DHA/EPA (4.0).

Otro estudio relacionado con el enriquecimiento del valor nutricional de rotiferos,
es realizado por Pousao-Ferreira et al., (1997), en donde menciona el
enriquecimiento al rotifero B. plicatilis y Artemia sp. suministrando como alimento
cuatro emulsiones comerciales (Algal Rotifero ®, Frippak ®, Booster y Selco ® y
Artemia Systems ®) y una microalga (Chlorella sp.). Encontraron que los
rotiferos alimentados con las diferentes emulsiones y la microalga mostraron un
incremento en el porcentaje de acidos grasos de la serie linolénica, con respecto

a los tratamientos mantenidos como controles no enriquecidos y alimentados
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con levadura. El total de acidos grasos polinsaturados para los rotiferos
mantenidos como control fue de 3.3 % y vario entre 8.4 y 15.8 % con los
diferentes enriquecimientos. Mientras que los cuItivds de Artemia enriquecida
con las diferentes emulsiones comerciales, presentaron altos niveles de EPA y

DHA, con respecto a cuando se utiliz6 como alimento la microalga Chlorella sp.

.2 Obijetivos

I.2.1 Objetivo general

Evaluar la composicion bioquimica, especificamente el perfil de acidos grasos y
aminoacidos en el rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Nannochloropsis

sp. y Synechococcus sp.

1.2.2 Objetivos especificos
Evaluar la tasa de crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. y

Synechococcus sp. en cultivos estaticos.

Calcular la tasa de dilucion adecuada para mantener cultivos semicontinuos de

Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Conocer el valor alimenticio de Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp. en

forma individual y realizando una mezcla de las dos especies.

Describir la curva de crecimiento poblacional para cultivos del rotifero

Brachionus plicatilis, alimentado con Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Conocer la composicién bioquimica de Brachionus plicatils alimentado con
Nannochloropsis sp., Synechococcus sp. y una mezcla de ambas especies al

ser utilizadas como alimento.
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Il. MATERIALES Y METODOS

1.1 Obtencién de las cepas celulares

La especie plancténica Nannochloropsis sp. con clave NN-X-1 se obtuvé de la
coleccion de microalgas del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion
Superior de Ensenada (CICESE). Los cultivos de Nannochloropsis sp. se
mantuvieron en diluciones seriadas en tubos de cultivo con 15 ml de medio “f" de
Guillard y Ryther (1962), dentro de una camara climatica a 13 + 2 °C y con
iluminacion continua proveida por lamparas fluorescentes de 40 W de luz blanca
fria con una intensidad de 100 pE m? s™. Esta especie consiste de células

esféricas aisladas con un diametro de 1.5 a 2.7um (Trujillo-Valle, 1993) (Fig.1).

La cianobacteria Synechococcus sp. se obtuvo de una cepa aislada por la
técnica de dilucion seriada por Aguilar-May (2002) en el laboratorio de Biologia y
Cultivo de Microalgas del CICESE. Esta especie fue seleccionada por su
abundancia, en muestreos realizados en efluentes de una granja de cultivo de
camaron ubicado en "Lomas de Paz" en San Blas, Nayarit. Los cultivos se
mantuvieron en similares condiciones a las descritas para Nannochloropsis sp.
Esta especie se caracteriza por sus células aisladas o por formar estreptococos

de hasta 8 células, dependiendo de la edad y condiciones de cultivo. Las células

individuales son esféricas con un didmetro de 1um aproximadamente (Aguilar-

May, 2002) (Fig. 1).

Il.2. Sistemas de cultivo

I1.2.1. Tratamiento del agua de mar

Para llevar acabo los cultivos se utilizd agua de mar filtrada con un filtro rapido
de arena de 40 pm y cartuchos de 20, 10 y 5 um. Posteriormente se desinfecto p
con luz ultravioleta (moédulo de 6 lamparas de 40 W). Para los cultivos
mantenidos en botellén de 18 |, el agua de mar fue desinfectada utilizando la

técnica descrita por Hemerick (1973), la cual consiste en la adicién de hipoclorito
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Figura 1. Imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido para Nannochloropsis
sp. (A) y Synechococcus sp. (B), cultivada en sistemas semicontinuos
con medio de cultivo “f/2” de Guillard y Ryther (1962).
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" de sodio comercial al 6 % al agua de mar (3 ml I'' de agua), dejando actuar el
cloro por 24 horas y posteriormente neutralizandolo con tiosulfato de sodio (0.15

g I'" de agua) y aireacion profusa.

1.3 Cultivos celulares

Los cultivos celulares se mantuvieron a una temperatura promedio de 25 °C, una
intensidad de luz continua de 116 yEm™s™ suministrada con lamparas de 40 W
de luz blanca fria, midiendo diariamente el pH para cada caso, con un

potencidmetro marca Corning Scientific Instruments ©.

Para todos los experimentos realizados, se utilizé el medio “f/2” de Guillard y
Ryther (1962). El medio de cultivo utilizado en matraz Erlenmeyer y Fernbach
fue esterilizado en una autoclave, a 121°C de temperatura y 1.05 kg cm? de

presion por un periodo de quince minutos.

Se evaluo6 el incremento de la cantidad de biomasa producida, registrando para
cada situacion experimental la densidad optica (D.O.), por medio de un
espectrofotémetro marca Hach DR/2000 @, a una longitud de onda de 550 nm

para evitar los picos de absorcion de las clorofilas.

Il. 3.1 Cultivos estaticos
Para evaluar el crecimiento de cada una de las dos especies, se mantuvieron
cultivos monoespecificos y no axénicos, cada uno por triplicado en matraces

Erlenmeyer de 250 ml, con 150 ml de medio.

Diariamente se evalud el incremento del nimero de células por cuantificacion
directa al microscopio con una camara de Neubauer o hematocitometro (0.1 mm
de profundidad) marca Marienfeld ®. Para cada especie se determinaron los

parametros poblacionales utilizando las siguientes ecuaciones:



- Logz(N2)—Logz(N1)
) t2— 1 (

a) p

donde:
i = Tasa de crecimiento especifico
N>= NUmero de células en el tiempo t;

N4 = Namero de células al tiempo t;

b DK B
Lnz 0.693

Donde:
D = Numero de divisiones por dia

p = Tasa de crecimiento especifico

1
D= <
c) D
Donde:
TD = Tiempo de duplicacién

D = Numero de divisiones por dia

d) PD = Ns- Na

Sorokin, 1973)
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PD = Diferencia del niimero de células producidas entre el tiempo 1y el tiempo 2

(dias).

Para el calculo de la tasa de crecimiento se utilizo la transformacion del nimero

de células a Log con base dos, debido a que la forma dominante de

reproduccion de las células en cultivo es por division binaria (Fogg y Thake,

1987).
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Con registros diarios de la densidad optica y los valores de los conteos
- celulares obtenidos en un hematocitémetro se realizé una curva de calibracion
entre los dos métodos de evaluacion de la cantidad de biomasa producida en los
cultivos estaticos. Para obtener la ecuacion que permitiera comparar los valores
de biomasa producida y evaluada por ambos métodos, para cada especie se

realizd un analisis de regresion lineal simple (Zar, 1984)

I1.3.2 Cultivos semicontinuos
Para reunir la biomasa necesaria de las dos especies para realizar los analisis
proximales y bioquimicos y para cultivar a los rotiferos se realizaron cultivos

semicontinuos no axénicos.

Se siguid la secuencia clasica de transferir los cultivos a volimenes
progresivamente mayores, desde matraz Erlenmeyer de 250 ml, a matraz
Fernbach de 2.8 | y botellén de 18 | de capacidad. Los cultivos se realizaron por
triplicado para cada cepa, en garrafones de vidrio azul utilizados para el agua
potable, con 15 | de medio de cultivo. Para cada especie se calculo la tasa de

dilucién tedrica (Droop, 1975 y Rigica, 1966), tomando en consideracion la tasa

de crecimiento especifica (u) obtenida para cada especie en los cultivos

estaticos, de acuerdo con la siguiente expresion:

a) FD = [ —%(In%f—)]

FD = Factor de dilucion
M = Tasa de crecimiento
N>= Namero de células al tiempo 2
N4= Namero de células al tiempo 1

t = Intervalo de tiempo (dias, horas)
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Diariamente se evaludé la cantidad de células producidas mediante la
cuantificacion directa al microscopio. Cuando se alcanzo6 la fase exponencial de
crecimiento en cada situacién experimental, se inicio la dilucion diaria de

acuerdo al porcentaje de dilucion teorico calculado para cada caso.

La constancia de la concentracion de células fue controlada diariamente durante
todo el experimento, midiendo la D.O. antes y después de realizar la diluciéon de
los cultivos. En dias alternos se evalud la cantidad de biomasa por conteos

directos.

1.4 Cultivo de rotiferos
El rotifero Brachionus plicatilis tipo L fue obtenido de una cepa donada por el

Laboratorio de Acuicultura de la Universidad Autdbnoma Baja California (UABC).

Con el objeto de acondicionar a los rotiferos a las condiciones experimentales
dentro del Laboratorio Himedo del Departamento de Acuicultura, durante dos
semanas. Los cultivos se mantuvieron en bolsas de plastico con capacidad de
10 | (65 cm de largo x 35 cm de ancho) y fueron suspendidas por medio de un
sistema de abrazaderas planas y tornillos ajustables (Fig. 2). Los organismos
fueron mantenidos a una densidad promedio de 150 rotiferos ml™', con aireacion
continua, salinidad de 35 + 0.5 %o, una intensidad de luz de 166 pE m2sec”, pH
de 7.5 a 8.0 ajustado diariamente con la adicion de NaOH al 0.1 N y HCI
concentrado, segun fuese el caso. Para mantener la temperatura a 25+ 1 °C,

la estructura de hierro se cubrio con plastico negro.

Con el propésito de evitar cualquier interferencia debida al alimento previamente
suministrado. Los cultivos de rotiferos fueron acondicionados al tipo de

alimentacion "al libitum" que recibirian en forma individual o mixta durante dos
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semanas. El alimento se suministro adicionando las bolsa de cultivo la
~ microalga Nannochloropsis sp., la cianobacteria Synechococcus sp. y la mezcla

de estas especies en raciones de 1.75 mg de peso seco organico rot ™.

La racién de alimento se suministré una vez por dia, normalizada de acuerdo al
peso seco de la microalga y la cianobacteria, debido a la diferencia en el tamafio
de las dos especies. La mezcla de las dos especies de microalgas se realizo
considerando una proporcion de 50 % por cada tipo de alimento, tomando en

consideracion el peso seco promedio obtenido para los cultivos semicontinuos.

Cada tratamiento, se realizé por triplicado en bolsas de plastico. La densidad
inicial de rotiferos para cada tratamiento fue de 100 rotiferos ml™ (Fig. 2), en un

volumen de dos litros de agua de mar.

El experimento dur6 20 dias. Cada 5 dias se recolecto una muestra de la
cosecha de los rotiferos, segin lo recomiendan algunos autores para sistemas
semicontinuos (Lubzens, 1987; Murayama y Hirayama, 1993). Debido a que el
periodo de vida que presentan estos organismos es muy corto, entre 3 a 5 dias
(segln Barnes, 1985; CENAIM, 2002).

Para evaluar el crecimiento poblacional de los rotiferos en cada condicion
experimental, diariamente se realizaron conteos del numero de individuos por
mililitro en un microscopio estereoscépico marca Estereo Zoo 4, colocando los
rotiferos en portaobjetos escavados de vidrio de 8.5 x 10 cm, con nueve

perforaciones con capacidad de un mililitro cada una.
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Botellones para el cultivo
de microalgas
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Bolsas de plastico"
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HCI

Tamiz de 60 pm

-

Lamparas Fluorecentes

~ . Cubierta de plastico negro

Figura 2. Sistema experimental para el cultivo de alimentacion para el rotifero
(Brachionus plicatilis) con Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.
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I1.5 Obtencion de muestras

Cuando los cultivos semicontinuos para Nannochloropsis sp. y Synechococcus
sp. se encontraron en la fase de estabilidad (botellon de 18 1), se colectaron 2 |
de cultivo en dias alternos para cada caso. Del volumen colectado, se tomaron
submuestras de 15 ml, que fueron concentradas en filtros de fibra de vidrio
Whatman “GF/C” de 2.5 cm de diametro. Los filtros fueron previamente lavados
con agua destilada e incinerados a 470° C por 8 horas, en una mufla marca
Lindberger-Blue M, modelo 828. De la misma manera se procedié para el
bioensayo en donde se suministrd una mezcla de las dos especies. Después del
filtrado, las muestras se congelaron a -20° C (Cordero-Esquivel et al., 1993), y
se almacenaron hasta obtener el total de las muestras en los experimentos para

realizar los analisis bioquimicos respectivos.

La cosecha de rotiferos se llevdo acabo cada 5 dias con una red con luz de
malla de 60 pm. El numero de bolsas cosechadas fue de 5 para cada repeticién
experimental y tipo de alimentacion suministrada. La biomasa total de rotiferos
colectados fue mantenida en un congelador marca Kenmore a -20°C vy
deshidratada en un liofilizador marca Labconco Lyph-Lock 6 Liter Freeze Dry

System ®, para posteriormente analizar el perfil bioquimico.

Previo a realizar el analisis de la composicion bioquimica, se realizaron para
cada caso curvas de calibracion, siguiendo las especificaciones definidas para
las técnicas colorimétricas y utilizando un espectrofotometro marca Shimadsu
(modelo UV-1201).
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1.6 Medicién de la composicién bioquimica

Se evalu6 el contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos, pigmentos, acidos
grasos y aminoacidos. Para las distintas condiciones experimentales de los

cultivos de la microalga, cianobacteria y rotifero.

I1.6.1 Analisis de proteinas

Para la cuantificacion de las proteinas de las dos especies, se realizé un analisis
preliminar para conocer las condiciones adecuadas para una mejor extraccion,
se considero la concentracion NaOH a utilizar y el tiempo de extraccion. Se
utilizaron cinco concentraciones de NaOH (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 N) y tres
tiempos de extracciéon (15, 30 y 45 min). En los rotiferos se utiliz6 NaOH al 1N
con 30 min a bafio maria (100 °C). Se utilizé el reactivo Folin-Ciocalteau para

extraer las proteinas y se cuantificaron por el método de Lowry et al. (1951).

[1.6.2 Analisis de carbohidratos

Los carbohidratos fueron extraidos con acido sulfarico segin el método de
Whyte (1987) y cuantificados de acuerdo con la metodologia de Dubois et al.
(1956).

11.6.3 Analisis de lipidos

Los lipidos fueron extraidos utilizando una mezcla de metanol-cloroformo-agua,
segln Bligh y Dyer (1959) y se medieron utilizando el método de Pande et al.
(1963).

1.6.4 Analisis de pigmentos
La extraccion de las clorofilas y pigmentos accesorios de la microalga y la
cianobacteria se realizd con acetona y se midieron siguiendo la técnica descrita

por Parsons et al., (1984).
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1.6.5 Medicién de Peso seco y contenido de cenizas

El peso seco y el contenido de cenizas, fueron medidos seglin la metodologia
desarrollada por Sorokin (1973), en este caso, las microalgas y los rotiferos se
concentraron en filtros de fibra de vidrio Whatman “GF/C” de 4.7 cm diametro,
eliminando los residuos de sal lavando las muestra con formato de amonio al 3
%. Los filtros se secaron en una estufa Blue M, modelo SW-17TA ®, a 60° C,
hasta obtener el peso seco constante evaluando con una balanza marca Mettler
modelo AE 240. Para conocer el contenido de cenizas, las muesiras se
incineraron en una mufla a 470 °C por 8 horas, para posteriormente pesarlos y
obtener el contenido de cenizas por la diferencia entre el peso de la muestra

seca e incinerada.

I1.6.6 Determinacion del perfil de aminoacidos

Las muestras (25 mg para cada una) se hidrolizaron con HCL 6 N y fenol al 0.06
% por 24 h a 110 °C (atmdsfera de nitrégeno). Después se evapord el HCL con
nitrégeno, para aforarlas a diferentes volimenes, se incluye el estandar interno
(el acidos a-Amino-n-butirico). Después se filtrd 3 ml y se prepard la inyeccion,
70 pl buffer de boratos, 20 ul de derivatizador y 10 ul de muestra se calienta por
10 min a 55 °C. Por Ultimo es inyectado 5 pl en el aparato. dejando la muestra
por 50 min en un HPLC ( High Performance Liquid Chromatography) marca
Waters AccQeTag Chemistry Package ®.

11.6.7 Determinacion del perfil de acidos grasos

Para el analisis de acidos grasos se utilizaron alicuotas de la extraccion de
lipidos (Bligh y Dyer, 1959)para Nannochloropsis sp., Synechococcus sp., la
mezcla y el rotifero alimentado con los tres tratamientos. Como estandar interno
se agreg6 el acido henecosanoico (21:0). Estas alicuotas inicialmente fueron
resuspendidas por 3 min en una solucion de KOH al 0.5M con metanol. La

metilacién se realizd por un resuspendidas (3 min) en metanol borotrifluor (BFs-
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MeOR) al 14 % (Metcalfe et al., 1966). Los acidos grasos metil esteres (AGMESs)
fueron analizados en un cromatégrafo de gases Hewlett Packerd 589011 con un
detector de iones de flama (260 °C). Los acidos grasos fueron separados con
una columna capilar AGMEs de 30 m de longitud por 0.32 mm de diametro,
utilizando como gas transportador el hidrogeno. La temperatura inicial fue de 140
°C. La temperatura fue incrementando de 4 °C por min, hasta alcanzar los 240
°C. Esta temperatura se mantuvo por 10 min. Los &acidos grasos fueron
identificados realizando una comparacion con el tiempo de retencion de
estandares conocidos (la mezcla de AGME con 37 componentes, Supelco Inc.;
GLC 87, Un-Chek Prep). La concentracion de acidos grasos fue calculada de las
areas correspondientes de cada cromatograma, utilizando un paquete de

software HP ChemStation version 6 para Windows.

Los perfiles de acidos grasos y aminoacidos se determinaron en el Laboratorio
de Nutricion en el Area de Acuicultura del Instituto de Investigaciones

Oceanoldgicas de la Universidad Autébnoma de Baja California.

I.7 Tratamiento estadistico de los resultados

Con el propésito de mantener una constancia en la calidad de Nannochloropsis
sp. y Synechococcus sp. producidas en los cultivos semicontinuos y que
posteriormente serian utilizados como alimento para rotiferos. Se verifico la
estabilidad de los cultivos semicontinuos, por medio de una prueba de
significancia de la pendiente de la regresion (prueba del coeficiente de Beta 8 =
0), entre el log, de los valores de la D.O. para cada dia antes de realizar la
dilucion y el tiempo en dias (Sokal y Rohlf, 1979; Zar, 1984).

Por medio de un analisis de varianza de una via, se evaluaron las posibles
diferencias en la cantidad de biomasa producida, para cada una de las dos

especies cultivadas. De forma andloga y para cada caso se midieron las
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diferencias en la composicion bioquimica (proteinas, lipidos, carbohidratos,
pigmentos, peso seco, cenizas, el porcentaje de los acidos grasos y
aminoacidos), de la biomasa microalgal producida en los cultivos semicontinuos
de Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp. En el caso en donde se detectaron
diferencias significativas en el analisis de varianza de una via, se utilizé una
prueba a posteriori de Tukey. Para el analisis estadistico, se probaron la

normalidad y la homogeneidad de varianzas (Sokal y Rohlf, 1979).

Se utilizé un analisis de covarianza para comparar las pendientes de las curvas
de crecimiento de Brachionus plicatilis. Para este andlisis se consideraron los
fundamentos de dicha prueba (linealidad de los residuos, normalidad y
homogeneidad de varianzas). Las posibles diferencias en la composicion

proximal se evaluaron por medio de un analisis de varianza de una via.

Para verificar la correspondencia (transferencia) entre la composicion bioquimica
de Nannochloropsis sp., Synechococcus sp. y la mezcla de ambas con respecto
a la de los rotiferos, su utilizd una prueba de correlacion para el contenido total
de acidos grasos (Sokal y Rohlf, 1979) y entre las distintas fracciones de &cidos

grasos saturados, monoinsaturados y polinsaturados.

Se utilizé un analisis de similitud por agrupacién (Andlisis de Cluster) utilizando
como criterio de clasificacion distancias Eucledianas (Ludwing y Reynold, 1988)
del contenido total de acidos grasos de los tipos de alimentos; saturados (NAN1,
SYN1 y MIX1), monoinsaturados (NAN2, SYN2 y MIX2) y polinsaturados (NAN3,
SYN3 y MIX3) y los evaluados para los rotiferos; saturados (ROTNANT,
ROTSYN1 y ROTMIX1), moninsaturados (ROTNAN2, ROTSYN2 y ROTMIX2) y
polinsaturados (ROTNAN3, ROTSYN3 y ROTMIX3).
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Para todos los analisis estadisticos se utilizd un valor de o = 0.05. Estos andlisis
se realizaron con el paquete estadistico Statisticap version 5 para Windows
(StatSoft, Inc., 1996).
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lll. RESULTADOS

lll.1. Crecimiento de la microalga y la cianobacteria

En todas las estapas del cultivo, la temperatura ambiental promedio fue de 25
°C + 1, salinidad de 35 * 0.5 %o, pH de 9.02 £ 0.61. El pH solamente se registrd

en los cultivos semicontinuos.

l11.1.1. Cultivos en matraz Erlenmeyer de 125 ml

Nannochloropsis sp.

El crecimiento de Nannochloropsis sp. cultivada en matraz Erlenmeyer durante
dieciséis dias, presentd una fase de acondicionamiento de cuatro dias, seguido
de un periodo de recimiento exponencial de siete dias (Fig.3), una fase
estacionaria de dos dias y por ultimo el decaimiento del cultivo. La densidad

maxima fue de 22.80 + 1.83 x 10° al onceavo dia de cultivo.

Los parametros poblacionales resultantes para esta especie se muestran en la
Tabla |, se observé una relacion inversa entre los valores obtenidos de la tasa de
crecimiento (M) y el tiempo de duplicacion (TD). Con valores maximos de p =
1.47 £ 0.094 y Tg = 0.47, y una produccion diaria mayor al octavo dia de cultivo.
Presentando durante la fase exponencial valores superiores promedio de p =
0.766+ 0.190 y TD= 2.20.

Se calcul6 la ecuacion de la regresion lineal que realaciona el numero de células
con las medidas de la densidad optica para cultivos estaticos. El coeficiente de
regresion dio valores de r* = 0.98 (11 dias de cultivo). Lo anterior permite tener
una extrapolacion de los valores de densidad 6ptica y el namero de células para

esta especie.
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Figura 3. Curva de crecimiento de WNannochloropsis sp. (Nanno) vy
Synechococcus sp. (Syne), mantenidas en sistemas estaticos en
matraz Erlenmeyer de 125 ml con medio “f/2” de Guillard y Ryther
(1962).
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~ Tabla I. Valores promedio de la cantidad de biomasa (células mlI" x 10° y parametros
poblacionales promedio para Nannochloropsis sp. cultivada en matraz
Erlenmeyer de 125 ml con medio “f/2" de Guillard y Ryther (1962).

Tiempo  Concentracion Tasa de Divisiones  Tiempo de Produccion
(dias) (células ml")  crecimiento por dia duplicacion  diaria (PD)
(1) (D) (TD) (células ml™)
1 0.49 (0.11)
2 0.63 (0.14) 0.36 (0.16) 0.53 1.90 0.14
3 1.28 (0.18) 1.02 (0.42) 1.48 0.67 0.64
4 2.16 (0.08) 0.76 (0.14) 1.11 0.90 0.88
5 6.02 (0.60) 1.47 (0.09) 213 0.47 3.86
6 8.17 (1.63) 0.42 (0.23) 0.62 1.63 215
7 9.56 (1.13) 0.24 (0.24) 0:35 2.89 1.39
8 13.89 (1.99) 0.53 (0.06) 0.77 1.29 4.33
9 16.13 (1.30) 0.22 (0.13) 0.32 3.12 2.23
10 18.30 (1.72) 0.18 (0.13) 0.26 3.82 2,18
11 22.80 (1.83) 0.31 (0.06) 0.46 2.18 4,50
12 20.15 (0.25) -0.17 (0.10) -0.25 -3.96 -2.65
13 21.13 (0.28) 0.06 (0.04) 0.10 10.10 0.98
14 16.38 (0.85) -0.36 (0.05) -0.53 -1.88 -4.75
15 13.85 (0.69) -0.24 (0.11) -0.35 -2.86 -2.53
16 18.57 (0.23) 0.42 (0.09) 0.61 1.63 4.72
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Ecuacion de regresion:  y=a+b (x)
Ecuacidn obtenida : cel mI™ = -1.5386 + 101.266 (DO) donde,

y = células por mililitro
a = ordenada en el origen

b

X

pendiente

densidad oOptica

Synechococcus sp.

El crecimiento de Synechococcus sp. cultivada en matraz Erlenmeyer fue
exponencial los primeros diez dias, seguido de una fase semi estacionaria de
tres dias, continuando su crecimiento hasta obtener una densidad maxima de

18.5 + 0.2 x 10°, al decimosexto dia de cultivo (Fig.3).

La tasa de crecimiento (p) y tiempo de duplicacion (TD) muestro una relacion
inversa, con valores maximos de 1.828 + 0.15. y 0.38 respectivamente y una
produccion diaria mayor al octavo dia de cultivo. Durante los primeros cinco
dias de la fase exponencial de crecimiento se registraron valores superiores
promedio de p = 0.757 + 0.169 y TD= 2.97 durante los primeros cinco dias
(Tabla II).

Los registros de densidad Optica que se obtuvieron en forma paralela a los
conteos celulares permitieron obtener la ecuacion de regresion con un valor de
r? = 0.95. Lo anterior permite tener una extrapolacion de los valores de densidad

optica y el nimero de células para esta especie.

Ecuacion de regresion obtenida:  cel mi™ = 1.53788 + 106.485 (DO)
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Tabla Il. Valores promedio de la cantidad de biomasa (células ml™ x 10°%) y parametros

poblacionales promedio para Synechococcus sp. cultivada en matraz
Erlenmeyer de 125 ml con medio “f/2” de Guillard y Ryther (1962).

Tiempo Concentracion  Tasa de Divisiones  Tiempo de Produccion
(dias) (células ml"  crecimiento por dia duplicacion diaria (PD)
H (D) (TD) (células ml™)
1 2.58 (0.13)
2 9.15(0.46) 1.82 (0.15) 2.64 0.38 6.67
3 13.08 (1.85) 0.50 (0.21) 0.73 1.36 3.94
4 16.38 (0.66) 0.33 (0.24) 0.48 2.08 3.29
5 21.02(1.38) 0.35 (0.08) 052 1.93 4.65
6 22.15(1.13) 0.07 (0.02) 0.11 9.11 1.13
7 25.98 (2.56) 0.22 (0.12) 0.33 3.05 3.83
8 28.73(0.99) 0.14 (0.11) 0.22 4.64 2.75
9 29.60 (0.30) 0.04 (0.06) 0.06 15.82 0.88
10 33.81(2.72) 0.18 (0.13) 0.27 3.67 4.21
11 32.08 (1.59) -0.07 (0.08) -0.11 -9.40 -1.73
12 31.95(0.45) -0.01(0.09) -0.01 -140.97 -0.13
13 32.60(1.73) 0.02 (0.10) 0.04 24.92 0.65
14 44,93 (0.98) 0.46 (0.07) 0.67 1.49 12.33
15 40.38 (0.60) -0.15(0.03) -0.22 -4.50 -4.55
16 45,68 (2.11) 0.17 (0.05) 0.26 3.92 5.30
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ll1.1.2 Cultivos semicontinuos en botellon de 18 1.

Nannochloropsis sp.

Los cultivos semicontinuos de Nannochloropsis sp. se mantuvieron durante
veinte dias y se inicid la cosecha y dilucion a partir del dia nueve,
aproximadamente a la mitad de la fase exponencial de crecimiento. Diariamente

se utilizo la dilucion tedrica de 30 % (Fig. 4).

Cuando iniciaron las diluciones, la recuperacion se alcanzd a los tres dias, a
partir de entonces los cultivos se mantuvieron en una fase estable durante 20
dias. Al verificar la estabilidad de los cultivos se encontrd que la produccion de

biomasa fue constante y sin cambios significativos (P = 0.7719).

Synechococcus sp.
Los cultivos de Synechococcus sp. se comenzaron a cosechar a partir del dia
nueve, cuando se encontraban en fase exponencial de crecimiento. Se utilizé el

porcentaje de dilucion tedrico de 20 % (Fig. 4).

Despues de cada dilucion la recuperacion de biomasa ocurrid a las 24 h,
presentandose una fase de estabilidad a partir del primer dia de cosecha vy
manteniéndose asi durante 20 dias. Al verificar la estabilidad de los cultivos
semicontinuos, se encontrd que la produccion de biomasa para Synechococcus

sp. fue constante y sin cambios significativos durante esta fase (P = 0.8630).

Cuando los cultivos de ambas especies tenian aproximadamente cerca de
treinta dias se remplazaban por un nuevo cultivo estable para evitar la adhesion

de células muertas a las paredes de los botellones.
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Figura 4. Curva de crecimiento para el cultivo semicontinuo de Nannochloropsis sp. (a)
y Synechococcus sp. (b) con una dilucion de 30 % dia’ y 20 % dia”
respectivamente, cultivada en botellones de 18 | con medio "f/2" de Guillard y
Ryther (1962).
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lll.2 Crecimiento del rotifero Brachionus plicatilis

Los . rotiferos alimentados con Nannochloropsis sp., presentaron una
concentracién promedio maxima de 143 + 9 rot ml™" (Fig. 5) durante los veinte
dias de cultivo, en tanto que los organismos alimentado con Synechococcus sp.
tuvieron una concentracion maxima promedio de 180 + 35 rot ml”' durante el
tiempo de cultivo (Fig. 5). Los rotiferos alimentados con una mezcla de las dos
especies cultivadas, registraron una concentracion promedio maximo de 214 + 9

rot mI™! durante los veinte dias de cultivo (Fig. 5).

Es importante resaltar que al utilizar la mezcla de las dos especies, los cultivos
de rotiferos mostraron una marcada periodicidad, a diferencia de cuando se
suministré el alimento monoespecifico durante el bioensayo. El analisis
estadistico no detecto diferencias significativas (P = 0.0817), en las densidades
de rotiferos obtenidas en los bioensayos al utilizar los tres tipos de alimento. Al
verificar la estabilidad de los cultivos de rotiferos durante los bioensayos de
alimentacion, se encontré que la produccién de rotiferos fue constante y sin
cambios significativos cuando estos fueron alimentados con la mezcla de ambas
especies (P= 0.5888) y con Nannochloropsis sp. (P= 0.3080). Para el caso en
donde se utilizd6 como alimento Synechococcus sp. se obtuvo una produccion

irregular de rotiferos con respecto al tiempo (P= 0.0128).

La densidad de hembras ovigeras tuvo una tendencia similar al suministrar los
tres tipos de alimento y no se detectaron diferencias significativas (P = 0.9519)
(Fig. 6). Al verificar la estabilidad de los cultivos durante el bioensayo al utilizar
los tres tipos de alimento, se encontrd que la densidad de hembras ovigeras fue
constante y sin cambios significativos con respecto al tiempo para los tres
tratamientos de alimentacion. Sin embargo, las graficas muestran una mejor
constancia en la densidad de hembras ovigeras alimentadas con

Synechococcus sp. (P= 0.8805), seguida de la obtenida con la mezcla de las
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dos especies (P= 0.6890) y menor constancia cuando los organismos fueron

~ alimentados con Nannochloropsis sp. (P=0.1014).

l11.3 Composicion bioquimica

Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Para optimizar la extraccion de proteinas para Synechococcus sp. se utilizd
NaOH al 0.2 y 0.3 N para Nannochloropsis sp. y para la mezcla de ambas
especies respectivamente, con 15 min en bafio maria en todos los casos (Fig.
7). La composicion proximal de las especies cultivadas y la mezcla de ambas
especies indica que el porcentaje de proteinas vy lipidos fue significativamente
diferente P= 0.0274 y P< 0.0001 respectivamente. Synechococcus sp. resultd
con mayor porcentaje de proteinas (44.44 %), seguido de la mezcla (35.71 %) y
por ultimo Nannochloropsis sp. con (27.66 %) (Fig. 8), mientras que la mayor
fraccion lipidica se registrd para la microalga Nannochloropsis sp. (11.94 %),
seguido de la mezcla con (9.25 %) y la cianobacteria S. sp. (6.22 %). Los
valores de los distintos porcentajes de carbohidratos obtenidos para cada caso,
no muestran diferencias significativas (P= 0.0752). Sin embargo, el mayor
porcentaje se registré en la mezcla (16.97 %) y Synechococccus sp. (16.68 %),
resultd para Nannochloropsis sp. la menor fraccion (11.15 %). En cuanto a los
porcentajes de peso organico seco y contenido de cenizas no se encontraron

diferencias significativas (P= 0.1100) entre los diferentes tipos de alimentos.

Por dltimo el contenido de pigmentos para Nannochloropsis sp. y
Synechococcus sp. se encontraron diferencias significativas en el contenido de
clorofila a (P< 0.0001), con valores entre 0.12 a 0.21 y 0.03 a 0.06 de clorofila a
por milléon de celulas para la microalga y la cianobacteria respectivamente.
Asimismo, el contenido de carotenoides en las dos especies no fue
significativamente diferente (P= 0.312) (Fig. 10), con valores entre 0.009 a 0.025

de carotenoides por milldn de células para la microalga y la cianobacteria.
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Synechococcus sp. (b) y una mezcla de las dos especies cultivadas (c).
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Figura 6. Curva de crecimiento promedio y valores de desviacién estandar para
hembras ovigeras para el rotifero Brachionus plicatilis mantenidas en bolsas
plasticas de 10 | consechados cada cinco dias y alimentado con
Nannochloropsis sp. (a) Synechococcus sp. (b) y una mezcla de las dos
especies cultivadas (c).
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Figura 7. Valores promedio y desviacion estandar de la concentracion de proteinas en
Nannochloropsis sp. (a) y Synechococcus sp. (b), durante los ensayos de
optimizacién de extraccion de proteinas utilizando cinco diferentes
concentraciones de NaOH (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 N) y tres tiempos de
extraccion (15, 30 y 45 min).
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Figura 8. Valores promedio expresados en porcenteje del peso organico seco de
proteinas (Prot), carbohidratos (Carb), lipidos (Lip), peso organico seco
(POS) y cenizas (Cez) para los cultivos semicontinuos de Nannochloropsis
sp. (a), Synechococcus sp. (b) y una mezcla de las dos especies cultivadas
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Figura 9. Valores promedio expresado en porcenteje del peso organico seco de
proteinas (Prot), carbohidratos  (Carb), lipidos (Lip), peso organico seco
(POS) y cenizas (Cez), para Brachionus plicatilis alimentado con
Nannochloropsis sp. (a), Synechococcus sp. (b) y una mezcla de las dos
especies cultivadas (c).
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- Brachionus plicatilis

En los bioensayos realizados con los rotiferos, se observd que para el
porcentaje de proteinas no hubo diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos (P= 0.8724). El intervalo de porcentaje se encontré entre 47. 3 a
46.6 % (Fig. 9).

Los valores de carbohidratos y lipidos evaluados para cada experimento no
fueron significativamente diferentes para los distintos tipos de alimento
suministrado (P= 0.35 y P= 0.31 respectivamente). Los rotiferos alimentados
con la mezcla de las dos especies, presentaron el mayor porcentaje de
carbohidratos (8.4 %), seguido de Nannochloropsis sp. (8.26 %) y por ultimo
Synechococcus sp. (7.08 %). Mientras en los rotiferos alimentados con
Synechococcus sp. registraron los mayores porcentajes de lipidos (9.2 %),
seguido del tratamiento con Nannochloropsis sp. (8.1%) y por ultimo el
tratamiento con la mezcla (7.6 %) (Fig. 10). En cuanto al contenido de peso
organico seco y cenizas para los tres tratamientos no se encontraron diferencias
significativas (P= 0.9400).

Al verificar la correlacién entre la composicion de proximal de! alimento y la
resultante en el rotifero, esta fue mayor al utilizar Nannochloropsis sp. vy
Synechococcus sp. con valores cercanos a 0.80 para proteinas, 0.70 para
carbohidratos y 0.75 para lipidos respectivamente. Mientras que al utilizar la
mezcla de ambas especies los valores de correlacion fueron bajos con 0.50

para proteinas, 0.23 para carbohidratos y 0.21 para lipidos.
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I11.3.1 Perfil de aminoacidos

Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

En la Tabla Ill, se muestran los valores del peso organico seco de los
aminoacidos presentes en las especies utilizadas para alimentar al rotifero
Brachionus plicatilis. En la microalga Nannochloropsis sp. se encontr6 una alto
porcentaje de lisina (7.5 %), glutamato (5.4 %), prolina (4.1 %), aspartato (3.89
%), alanina (3.2 %) y isoleucina (3.3 %). Mientras que el resto de los
aminoacidos se mantuvieron con porcentajes menores entre 2.5 a 1.0 %. Para la
cianobacteria Synechococcus sp., el aminoacido con mayor porcentaje fue la
lisina con 25.9 %. El resto de los aminoacidos se presento entre 3.0 a 0.2 %, no
se detectaron histidina y metionina. En la mezcla de ambas especies se
evaluaron altos contenidos de glutamato (4.1 %) y lisina (3.5 %) y el resto de los

aminoacidos tuvieron concentraciones entre 2.8 a2 1.0 %

Brachionus plicatilis

El perfil bioquimico de los aminoacidos cuantificados para el rotifero Brachionus
plicatilis alimentado con Nannochloropsis sp. presentdé un alto contenido de
aspartato (14.7 %), glutamato (11.3 %), isoleucina (10.4 %) y arginina (7.0 %).
La alanina se presentd como el aminodcido menos abundante (0.47 %).
Mientras que los rotiferos alimentados con Synechococcus sp. registraron altos
porcentajes de glutamato (14.8 %), aspartato (11.5 %), isoleucina (10.8 %),
leucina (7.2 %), arginina (7.0 %), valina (6.9 %) y porcentajes menores de
metionina (3.0 %) e histidina (3.2 %). Cuandol los rotiferos se alimentaron con
la mezcla se encontrd que los aminoacidos mas abundantes fueron glutamato
(14.2 %), aspartato (11.4 %), isoleucina (11.1 %), lisina (10.7 %), arginina (7.8
%), fenilalanina (7.5 %), leucina (7.5 %), valina (7.2 %), en tanto que la prolina

se encontré en menor cantidad (2.2 %) (Tabla IIl).
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Al verificar la correspondencia entre los porcentajes de la composicion total de
aminoacidos obtenidos para el alimento y el resultante en los rotiferos, se
encontr6 que al suministrar como alimento Nannochloropsis sp. o
Synechococcus sp. se obtiene una correlacion de 0.19 y 0.27 respectivamente.
Sin embargo al utilizar como alimento la mezcla de las dos especies, se

evaluaron altos valores de correlacion con 0.79.
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Tabla Ill. Composicién de aminoacidos con base al peso organico seco para
Nannochloropsis sp. (a), Synechococcus sp. (b), la mezcla de ambas
especies (c) y para el rotifero Brachionus plicatilis alimentado con las
especies antes mencionadas.

Aminoacidos Tipo de alimento Rotifero Brachionus plicatilis

a b s a b G
Aspartato 3.89 2.47 2.84 11.35 11.59 11.42
Serina 2.08 1.42 1.17 5.67 5.92 5.36
Glutamato 5.42 2:05 412 14.79 14.83 14.27
Glicina 212 2T 1.51 4.48 4.58 4.62
Histidina 1.63 -- 0.63 3.20 3.21 3.33
Arginina 3.02 2.29 1.80 7.06 7.06 7.81
Treonina 217 137 1.52 5.00 5.28 5.22
Alanina 3.25 2.39 2.06 0.47 5.42 5.1
Prolina 4.18 1.92 2F 5.94 6.42 2.21
Tirosina 226 1.28 1.32 4.53 4.35 4.84
Valina 2.30 0.78 1.78 6.61 6.91 7.20
Metionina 1.27 - 0.75 3.00 3.03 3.10
Lisina 7.56 25.96 3.63 3.48 4.84 10.76
Leucina 1.28 0.27 2.25 6.57 7.25 7.50
Isoleucina 3.36 0.68 1.75 10.49 10.88 11,12

Fenilalanina 0.05 2.59 2.05 6.21 6.71 7.56
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I11.3.2 Perfil de acidos grasos

Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Al comparar el contenido del total de acidos grasos evaluados para
Nannochloropsis sp., Synechococcus sp. y la mezcla de ambas especies, se
encontraron  diferencias  significativas para  Nannochloropsis sp. vy

Synechococcus sp (P=0.0305).

El perfil de acidos grasos analizado de Nannochloropsis sp. indica la presencia
de acidos saturados principalmente el 14:0 y 16:0 (364 y 8.0 %
respectivamente). Valores menores al 1 % fueron evaluados para 15:0, 18:0,
20:0 y 22:0 (Tabla IV). Mientras que los &cidos monoinsaturados que se
registraron con mayor abundancia fueron el 16:1n-7 (34.6 %) y el 18:1n-9 (3.1
%), el resto se encontraron en cantidades que no superaron el 1 %. Los acidos
grasos polinsaturados mas importantes por su concentracion fueron 20:5n-3 (4.9
%), 20:4n-6 (1.7 %) y 18:2n-6t (1.8 %). Los demas acidos grasos se

presentaron en cantidades relativamente pequefias, inferiores al 0.5 % (Fig. 11).

En cuanto al contenido de acidos grasos, para la cianobacteria Synechococcus
sp., los saturados con mayor porcentaje fueron 16:0 contribuy6é (47.29 %) y
18:0 (2.76 %), mientras que los acidos 14:0, 15:0, 20:0 y 22:0 no fueron
detectados. Los acidos grasos monoinsaturados con mayor porcentaje fueron el
16:1n-7 (10.9 %), 18:1n-9 (24.3 %) y 20:1n-11 (5.1 %). Los valores con menor
porcentaje al 0.5 % fueron el 22:1n-11 y 22:1n-9. En cuanto a los acidos
grasos polinsaturados solo se detectaron el 18:2n-6t (1.8 %) y el 20:5n-3 (0.3
%).

En la mezcla de ambas especies, los acidos saturados mas abundantes
correspondieron al 14:0 (5.5 %), 16:0 (39.3 %) y 18:0 (1.62 %), Los acidos 15:0,
20:0 y 22:0. resultaron con valores menores al 0.5 % Los acidos grasos

monoinsaturados mas abundantes fueron el 16:1n-7 (27.2 %) y 18:1n-9 (9.0 %).
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Mientras que el resto de los acidos grasos monoinsaturados se encontraron en
cantidades menores al 1%. Los acidos grasos polinsaturados identificados
fueron cinco, resultando con mayor porcentaje el 18:2n-6t (4.6 %), seguido del
20:4n-6 (1.3 %) y 20:5n-3 (4.0 %), mientras que los valores menores al 1 %
correspondieron al 16:2n-4 y 16:3n-3 (Fig. 11).
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Brachionus plicatilis

El contenido de acidos grasos para el rotifero Brachionus plicatilis alimentado
durante veinte dias con la microalga Nannochloropsis sp. (Tabla V) nos indica la
presencia de un alto porcentaje de acidos grasos saturados 16:0 (28.8 %), 14:0
(8.9 %), 18:0 (5.9 %) y el 22:0 (1.6 %), correspondiendo a 15:0 y 20:0 los valores
menores al 1 %. En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados los mas
abundantes fueron el 16:1n-7 (14.5 %), 18:1n-7 (5.8 %) y 18:1n-5 (4.1 %). El
resto de los acidos monoinsaturados se encontraron en cantidades menores,
entre 2.5 a 0.5 %. Los &cidos grasos polinsaturados con mayor abundancia
fueron el 18:2n-6t (2.0 %), 18:2n-6¢ (1.2 %), 20:4n-6 (1.1 %), 20:5n-3 (1.1 %),
22:4n-3 (3.6 %) y 22:5n-3 (1.1%); el resto se encontrdé con valores menores al 1
%.

En el ensayo donde se utilizdé Synechococcus sp. como alimento para el
rotifero, se encontraron altos valores de 16:0 (26.5 %), 18:0 (7.9 %) y 14:0 (3.6
%). Mientras los acidos grasos 15:0, 20:0 y 22:0 fueron los que presentaron
valores menores al 1%. Los acidos grasos monocinsaturados con la mayor
abundancia fueron el 18:1n-9 (8.2 %), 16:1n-7 (7.2 %), 18:1n-7 (3.7 %), 20:1n-9
(2.5 %) y 18:1n-5 (2.4 %), los demas acidos se encontraron por debajo del 2 %.
Los acidos grasos polinsaturados con altos porcentajes fueron el 18:2n-6t (8.9
%) y 18:2n-6¢ (2.6 %). El resto de los acidos grasos se mantuvo con valores
entre 1.5 a 0.2 %. No se detectaron los acidos grasos 16:2n-4 y 16:4n-1. Para el
ensayo donde se utilizd como alimento una mezcla de ambas especies en
porciones similares, se encontr6 un gran porcentaje de acidos saturados
principalmente el 16:0 (35.87 %), 18:0 (8.19 %) y 14:0 (7.81 %). Resultd que el
15:0, 20:0 y 22:0 se registraron con valores menores 1.5 %. Los acidos grasos
monoinsaturados con mayor porcentaje fueron el 16:1n-7 (7.15 %), 18:1n-9 (4.82
%), 18:1n-5 (4.0 %)y 18:1n-7 (4.0 %), mientras el resto de éstos acidos grasos

se presentaron con porcentajes entre 2.5 a 0.5 %. Los acidos grasos
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polinsaturados como el 18:2n-6t (2.8 %), 18:2n-6¢ (1.1 %) y 22:6n-3 (1.2 %) se
registraron con las mayores fracciones. El resto de los &cidos grasos se
mantuvieron con valores menores al 1%. No se detectaron en las muestras el
16:3n3 y 16:4n-1 (Fig. 12).

Al verificar la correspondencia entre los porcentajes de la composicion de acidos
grasos totales obtenidos para Nannochloropsis sp., Synechococcus sp., la
mezcla de ambas especies y el resultante en los rotiferos, se encontr6 una
correlacion del 0.90, 0.87 y 0.83 respectivamente. Al realizar esta comparacion
por ceparado para los saturados, monoinsaturados y polinsaturados, se encontr6
para Nannochloropsis sp. una correlacion de 0.97, 091 y 0.54
respectivamente. Al utilizar Synechococcus sp. se encontrd una correlacion
similar a la anterior especie con de 0.95, 0.80 y 0.76 respectivamente.
Mientras que utilizar la mezcla de amobas especies, se evaludé una correlacién
de 0.97 en saturados y 0.50 a 0.55 para los monoinsaturados y polinsaturados

respectivamente.

El analisis de similitud por agrupacion utilizando como criterio de clasificacion la
composicion de acidos grasos para los distintos alimentos y los calculados para
los rotiferos, mostré la formacién de tres grupos (Fig. 13): Synechococcus sp.
forma un grupo separado y con menor similitud del resto; el segundo grupo, esta
conformado por rotiferos alimentados con Synechococcus sp. y rotiferos
alimentados con Nanochloropsis sp. y en el tercer grupo se asociaron con una
alta similitud Nannochloropsis sp. y la mezcla de las dos especies con los

rotiferos alimentados con la mezcla de ambas especies.
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Figura 13. Dendograma por agrupacion obtenidos para los acidos grasos  saturados

35

en Nannochloropsis sp. (NAN1), Synechococcus sp. (SYN1), la mezcla de
ambas (MIX1) y los rotiferos alimentados con la microalga (ROTNANT1), la
cianobacteria (ROTSYN1) y la mezcla de las dos especies (ROTMIX1).
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14.

SYN2 ROTMIX2 ROTSYN2 ROTNAN2 MIX2 NAN2

Dendograma por agrupacion obtenidos para los éacidos grasos
monoinsaturados en Nannochloropsis sp. (NAN2), Synechococcus sp.
(SYN2), la mezcla de ambas (MIX2) y los rotiferos alimentados con la
microalga (ROTNANZ2), la cianobacteria (ROTSYN2) y la mezcla de las
dos especies (ROTMIX1).
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El analisis de similitud por agrupacion para los 4cidos grasos monoinsaturados
(Fig. 14), mostro la formacion de tres grupos: Synechococcus sp. forma un grupo
separado con menor similitud del resto; el segundo grupo, esta conformado por
rotiferos alimentados con Synechococcus sp. y rotiferos alimentados con la
mezcla de las dos especies y con los rotiferos alimentados con Nannochloropsis
sp. y en el tercer grupo se asociaron con una mayor similitud, Nannochloropsis

sp. Y la mezcla de las dos especies.

En el caso de los acidos grasos polinsaturados se formaron tres grupos (Fig.
15): los rotiferos alimentados con Synechococcus sp. forma un grupo separado y
con muy baja similitud del resto; el segundo grupo, se asociaron las mayores
similtudes conformado por rotiferos alimentados con la mezcla de las dos
especies 'y Synechococcus sp. 'y con rotiferos alimentados con
Nannochloropsis sp. y en el tercer grupo Nannochloropsis sp. y la mezcla de las

dos especies mostraron asociaciones similares a la del segundo grupo.
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ROTSYN3  ROTMIX3 SYN3 ROTNAN3 MIX3 NAN3

Figura 15. Dendograma por agrupacion obtenidos para los acidos grasos

polinsaturados en Nannochloropsis sp. (NAN3), Synechococcus sp.
(SYN3), la mezcla de ambas (MIX3) y los rotiferos alimentados con la
microalga (ROTNANS3), la cianobacteria (ROTSYN3) y la mezcla de las
dos especies (ROTMIX3).
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IV. DISCUSION

Produccién de biomasa de Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp.

Las diferencias en la cantidad de la biomasa producida y en los parametros
poblacionales obtenidos en los cultivos estaticos (matraz Erlenmeyer) para
Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp., probablemente se debieron a las
diferentes caracteristicas bioldgicas y fisiolégicas de cada especie cultivada.
Debido a que Nannochloropsis sp. es una célula eucarionte y Synechococcus
sp. es una procarionte. Entre ambos grupos existen diferencias importantes en la
organizacién celular y en las respuestas fisiolégicas. Las células procariontes se
caracterizan por tener una organizacion celular mas simple, realizan la
fotosintesis y la respiracion por medio de membranas, el ADN se encuentra
distribuido en toda la célula y tienen altas tasas de crecimiento, ademas de una
gran capacidad de tolerar condiciones ambientales extremas como altas
temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno (Morris, 1981; Lips y Avisar,
1986; Van Den Hoek et al., 1995; Graham et al., 2000).

Existieron diferencias en las tendencias y magnitud de las tasas de crecimiento
de las dos especies estudiadas, Synechococcus sp. presentd una tasa de
crecimiento cerca de un 20 % mayor a la determinada para Nannochloropsis sp.
Lo anterior probablemente se debié al pequefio tamafio que tiene la
cianobacteria (1 pum). Existen antecedentes que mencionan que usualmente
existe una relacion inversa entre la tasa de crecimiento de diversas especies de

microalgas y el tamanfio celular (Fogg y Thake, 1987).

Existen pocos antecedentes que mencionen la tasa de crecimiento para las dos
especies estudiadas en este trabajo. Brown et al. (1993) al mantener cultivos
estaticos de Nannochloropsis oculata (Droop), con medio de cultivo “f/2”, una
temperatura promedio de 22 + 2 °C, un ciclo de luz obscuridad de 12:12 horas y
una intensidad de luz de 100 JE m? s, Estos autores obtuvieron tasas de

crecimiento (0.39 divisiones por dia) y concentraciones celulares (22.5 x 10 8 cel
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mi™") similares a las obtenidas en este trabajo cuando los cultivos alcanzaron la

fase exponencial.

James et al. (1989) reportaron una tasa de crecimiento promedio de 0.18
divisiones por dia para Nannochloropsis cepa MFD-2 con una densidad maxima
de 28 x 10° cel mI™" al octavo dia durante la fase exponencial. Los cultivos
estaticos de esa especie alcanzaron una densidad celular mayor a la reportada
por otros autores, la tasa de crecimiento fue inferior probablemente debido a que
los cultivos se iniciaron con un indculo cinco veces mayor. Estos resultados no
concuerdan a lo obtenido en este trabajo, ya que se obtuvo una mayor tasa de
crecimiento aunque la densidad celular fue menor. Lo anterior puede deberse a
que son distintas especies, diferentes cantidades de inoculo y a que estos
autores utilizaron otro medio de cultivo (MFD) y una intensidad de luz superior
(140 PE m2s™).

Otras investigaciones realizadas para Nannochloropsis sp., evallan tasas de
crecimiento similares a las obtenidas en el presente estudio, con un promedio de
0.49 divisiones por dia en la fase exponencial, bajo condiciones ambientales de
22 °C, un régimen de luz oscuridad 12:12 h, salinidad de 37.7 %o y pH de 8.0
(Caric et al. ,1993). La tasa de crecimiento maxima reportada para
Nannochloropsis salina (1.3 divisiones por dia) tiene una tendencia similar con
respecto a la obtenida en este trabajo, no obstante las distintas condiciones de
temperatura (20 * 1° C) e intensidad de luz (50 + 6 JE m? s) utilizadas para

mantener los cultivos estaticos (Emdadi y Berland, 1989).

Al cultivar Synechococcus sp. en sistemas estaticos en matraz Erlenmeyer y con
condiciones similares de cultivo (Aguilar-May, 2002), a las utilizadas en este
trabajo, se obtuvieron valores practicmante iguales para los parametros
poblacionales y la cantidad de biomasa producida durante el mismo periodo de

cultivo. Sin embargo, una diferencia importante entre ambos estudios fue que en
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este estudio se utilizd el medio de cultivo “//2" descrito po Guillard y Ryther

(1962) y en el otro trabajo utilizaron medio "f".

Asimismo Christaki ef al. (1999) describen para la misma especie de
cianobacteria, una tasa de crecimiento promedio similar con 0.48 divisiones por
dia aunque utilizando distinto medio de cultivo (K/10-Cu), una temperatura de 20

+0.5° C e intensidad de luz mas baja (15 pJE m?2s™).

Otros autores han estudiado las tasas de crecimiento para el género
Synechococcus pero enfocados en la productividad primaria de las zonas
costeras y oceanicas. lturriaga y Marra (1988) mencionan para Synechococcus
spp. tasas de crecimiento promedio de 0.7 a 1.5 divisones por dia calculadas
por medio de dos métodos, autoradiografia (basado en la epifluorescencia) y
filtracion diferencial respectivamente, en muestreos realizados en el Mar de los
Sargasos, al noroeste del Atlantico. Lio et al. (1995) encontraron para el mismo
género tasas de crecimiento de entre 0.58 a 0.70 divisiones por dia, calculadas
por medio de un citdmetro de flujo, en muestreos realizados en Oahu, Hawaii.
Asi mismo, lturriaga y Mitchell (1986), reportan para la Chroococcacea,
Synechococcus sp. una tasa de crecimiento especifico maximo de 1.6 divisiones
por dia al norte del océano Pacifico. Lo anterior indica que para este género se
pueden obtener cantidades de biomasa similares a los reportados en esta
investigacion, con una menor disponibilidad de nutrientes, diferentes medios de
cultivo y bajo condiciones ambientales alternas, ya que esta cianobacteria

presenta caracteristicas cosmopolitas.

Con relacién al calculo teérico del porcentaje de dilucion apropiado para
mantener estables los cultivos semicontinuos durante la fase experimental, se
encontré que para Synechococcus sp. se obtuvo un valor de dilucién menor que
al obtenido para Nannochloropsis sp. Debido a las caracteristicas de crecimiento

antes mencionadas para ambas especies, en cultivos en Erlenmeyer, se habia
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considerado que inicialmente podria obtenerse un mayor porcentaje de dilucion
para Synechococcus sp., ya que tiene elevadas tasas de crecimiento y un
pequefio tamario celular. Se sabe que al mantener diversas especies de
microalgas cultivadas en forma semi masiva (20 a 100 litros), se producen altas
concentraciones de células que causan un efecto de autosombreado y en
consecuencia se produce un efecto de autolimitacion por la cantidad de luz
disponible (Richmond, 1986). A pesar de que en este trabajo se evaluaron altas
tasas de crecimiento de microalgas al pasar de la escala de cultivo en
Erlenmeyer, a otras progresivamente mayores estas pueden ser modificadas

debido a que distintos factores actlan se tornan limitantes.

Algunos autores realizan el célculo tedrico del porcentaje de la dilucion para
cultivos semicontinuos de acuerdo a la ecuacién descrita por Ricica, 1966 y
Droop, 1975. Brown et al. (1993) encontraron para Nannochloropsis oculata
una tasa de dilucion mas baja a la descrita en este trabajo, aunque bajo distintas
condiciones ambientales y realizando dilucién cada dos dias. Estas diferencias
son debidas a la menor tasa de crecimiento que tiene N. oculata con respecto a

la evaluada en este estudio para Nannochloropsis sp.

Lépez-Elias y Voltolina (1993) realizaron cultivos semicontinuos para otras
cuatro especies de microalgas (Paviova lutheri, Phaeodactylum tricomutum,
Tetraselmis sp. y Chaetoceros sp.) y calcularon los porcentajes de dilucion de
cada género, que mantenieron los cultivos en una fase estable (fase
exponencial). Asimismo Laing y Helm (1981) mencionan la factibilidad de
realizar cultivos semicontinuos para Tetraselmis suecica, aungue con un sistema
no convencional de iluminacién interna. De igual manera Correa-Reyes (1993)
menciona la utilizacion del mismo sistema semi continuo para Chaetoceros sp.

con diluciones del 50 % por dia.

Von Elert y Wolffrom (2001) mencionan para Synechococcus elongatus un

factor de dilucion del 0.25 d™!, pero mantenida a una temperatura promedié de
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20 °C, iluminacion de 40 pE m? s y utilizando medio WC (modificado de
Guillard, 1975). En este estudio se determind un porcentaje de dilucion similar,

aunque las condiciones ambientales fueron diferentes.

Los trabajos que mencionan cultivos semicontinuos de alguna especie de
microalga, regularmente realizan un calculo previo con base a la tasa de
crecimiento para determinar la tasa de dilucion tedrica y probar en la practica si
realmente el cultivo se mantiene estable. Resulta sorprendente encontrar que
casi se nunca lleva acabo un analisis estadistico, en donde se establezca la
significancia de la variacién de la concentracion de células con respecto al
tiempo con respecto al tiempo y la tasa de dilucién utilizada para mantener
cultivos semicontinuos. La importancia de este control estriba en que no solo
basta con mantener estable la cantidad de la biomasa producida, sino también
en mantener constante de los diferentes constituyentes celulares (Lopez-Elias,
1990). Por lo tanto, resulta necesario verificar estadisticamente la estabilidad de
los cultivos, para producir altas concentraciones celulares, con bajos contenidos
de bacterias y con una constancia en la calidad bioquimica de los constituyentes
celulares. Lo que finalmente se traduce en una alimentacién adecuada de los

organismos que consumen estas microalgas.

Crecimiento del rotifero Brachionus plicatilis

El crecimiento poblacional del rotifero Brachionus plicatilis sustentado con
diferentes alimentos se ha estudiado ampliamente (Hirayama et al., 1979; Frolov
et al., 1991; Murayama, 1993, Fernandez-Reiriz y Labarta, 1996; Rueda-Jasso,
1996). En esos estudios se ha dado un mayor énfasis a la evaluacion de la
composicién bioquimica del rotifero, especificamente al perfil de &acidos grasos,
ya que algunos son esenciales para el crecimiento de varias de las especies
que los consumen, principalmente durante las primeras etapas de la vida de los
peces, moluscos y crustaceos (Ben-Amotz, 1987; Rainuzzo et al., 1989, Nichols
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et al., 1989; Whyte y Nagata, 1990; Kissil y Koven, 1990; Brown et al., 1998).
Por la importancia del valor nutricional de los rotiferos es necesario considerar
no sélo la densidad de alimento suministrado, sino también la calidad obtenida.
En este sentido es importante evaluar mediante bioensayos de alimentacién con
rotiferos la relacion que existe entre la calidad y cantidad de alimento
adicionado. Ademas, es importante analizar si los rotiferos fueron cultivados con
alimentos vivos (microalgas), o con alimentos artificiales elaborados con

ingredientes puros y refinados.

Durante el bioensayo de alimentacion realizado en el presente trabajo, donde se
alimento al rotifero Brachionus plicatilis con Nannochloropsis sp.,
Synechococcus sp. y una mezcla de ambas especies en porciones iguales. Se
determind que no existieron diferencias significativas en el crecimiento
poblacional. Sin embargo, se encontré un crecimiento aparente mayor en el
ensayo en donde se utilizé el alimento mixto, ademas se presenté una marcada
sincronia o periodicidad en el crecimiento de los rotiferos a lo largo del tiempo y
esa sincronia fue menos evidente cuando se suministraron por separado

Synechococcus sp. y Nannochloropsis sp.

Rueda-Jasso (1996), describid el crecimiento poblacional de Brachionus
plicatilis, alimentado en forma individual con Nannochloris sp. y Nannochloropsis
sp. en concentraciones de 25 x 10° cel ml" por dia. Este autor obtuvo
densidades de 233 a 193 rot ml" respectivamente para ambas especies de
microalgas. Aunque las condiciones ambientales de cultivo se asemejan a las
utilizadas en este trabajo, la densidad resulté menor. Esto quizas se debio a que
la concentracion del alimento suministrado fue menor, la densidad inicial de

rotiferos y el tipo de sistema de cultivo fue diferente.

Para cultivos del rotiferos Brachionus plicatilis alimentados con Phaeodactylum

tricornutum y Nannochloropsis sp. y en condiciones ambientales muy similares a
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la de este trabajo (con un ciclo luz-oscuridad 12:12 h e intensidad de luz mas
baja), las tasas de crecimiento maximas fueron de 0.51 y 0.49 divisiones por dia
respectivamente (Cari¢ et al, 1993). Para los rotiferos alimentados con
Nannochloropsis se registro una tasa de crecimiento mayor a la encontrada en
este trabajo, aunque con la mezcla de ambas especies, la tasa de crecimiento
fue muy similar a la descrita al utilizar como alimento Phaeodactylum
tricornutum. Estas diferencias en las tasas de crecimiento probablemente se
debieron a las técnicas de cultivo, la concentracién celular del alimento, asi
como a la fase de crecimiento en que se realiz6 la cosecha, a la densidad inicial
de rotiferos, a la frecuencia de cosecha de los rotiferos y a la duracién del

cultivo.

En el caso de los rotiferos alimentados con cianobacterias hay pocos
antecedentes que mencionen su tasa de crecimiento. En un estudio que
utilizaron como alimento Spirulina sp. liofilizada (Rueda-Jasso, 1996) la densidad
de rotiferos fue menor con respecto a la obtenida suministrando como alimento a
Nannochloris sp. y Nannochloropsis sp. Sin embargo, el uso de Spirulina sp. con
esta presentacion limita el uso de microalgas vivas, es un alimento barato,
facilmente accesible en el mercado y su manejo no requiere de mano de obra
especializada, pero el inconveniente es que se precipitan y no contienen los
componentes nutrimentales necesarios para enriquecer al rotifero y permitir su

buen crecimiento y adecuado valor nutricional.

Hirayama et al. (1979) reportan que la tasa de crecimiento intrinseca para una
cepa de Brachionus plicatilis con reproduccion por partenogénesis y alimentada
con ocho especies de microalgas: Chlamydomonas sp. (190 pm?®), Mochrysis
lutheri (85 um?®), Dunaliella tertiolecta (170 pm®), Cyclotella cryptica (400 um?),
Nitzchia closterium (140 pm®) y dos especies de Eutreptiella sp. (1300 um®). Se
encontré un mayor crecimiento y sobrevivencia al utilizar como alimento

Chlorella sp. marina y Synechococcus elongatus. En este trabajo no se
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menciona la composicion de las microalgas, el sistema de cultivo utilizado, y no
utilizé un método comparativo para normalizar la racion del volumen del cultivo
de las ocho especies utilizadas como alimento. A pesar de lo anterior, sus
resultados concuerdan con lo obtenido en este trabajo con respecto a la mejor

eficiencia en crecimiento al utilizar como alimento especies de tamafio pequerio.

Se ha reportado que B. plicalilis selecciona el tamafio de las particulas
alimenticias que consume (Chiotiyaputta y Hirayama, 1978; Rothhaupt, 1990).
Por los tanto, ambos géneros pueden ser suministrados preferentemente en
mezcla (proporciones iguales) o en forma individual, obteniendo con ello un

crecimiento adecuado en el rotifero estudiado en este trabajo.

Composicion bioquimica del alimento

Existen diversas investigaciones que describen la composicién proximal para
una especie del género Nannochloropsis sp. e.g. Ben-Amotz et al. (1987), al
mantener cultivos de Nannochloropsis salina cultivada a 22 °C, con iluminacion
continua e intensidad de 10 W m, reportan porcentajes de proteinas de 23.3,
carbohidratos de 24 vy lipidos 14.5. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo concuerda con lo mencionado por estos autores para proteinas y lipidos,

excepto para los carbohidratos ya se obtuvo cerca de un 50 % menos.

Brown et al. (1997) describen la composicion quimica del genero
Nannochloropsis, al mantener varias especies en cultivo estaticos con una
temperatura de 25 °C, con una intensidad de 70-80 pE m™? s™ y un ciclo luz
oscuridad de 12:12 h. Se evalud la composicién quimica de las células durante
la fase exponencial y se determino 35 % para proteinas, 10 % de lipidos y 8 %
de carbohidratos. Los resultados obtenidos en la composicion quimica obtenida
en los cultivos semicontinuous de Nannochloropsis sp. son similares a la
descrita por estos autores, debido a que a pesar de las diferencias en las

condiciones ambientales se evalud la composicion en la fase de crecimiento
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exponencial y los cultivos semicontinuos se mantienen en fase de crecimiento

exponencial por efecto de la tasa de dilucion utilizada.

Renaud et al. (1991) mencionan que al mantener cultivos de Nannochloropsis
oculata en forma semicontinua, con una temperatura de 25 * 1 °C, una salinidad
de 25 %o, un ciclo luz oscuridad 12:12 h, diferentes intensidad de luz y utilizando
un medio enriquecido con fertilizantes agricolas. Estos autores encontraron que
la composicién quimica de las células fue 37 % para proteinas, 35 % de lipidos y
10 % de carbohidratos. Los resultados obtenidos en los cultivos semicontinuos
de Nannochloropsis sp. son similares UGnicamente en los valores de
carbohidratos, ya que los porcentajes de proteinas obtenidos en ese estudio
resultaron cerca de un 30 % mas y los lipidos cerca de un 70 % mayor. Estas
marcadas diferencias pueden ser debidas que estos autores utilizaron sulfato de
amonia como aporte quimico de nutrientes y a que los cultivos fueron

mantenidos al exterior.

Con respecto al género Synechococcus sp. existen pocos trabajos que
mencionen su composicion bioquimica. e.g. Becker (1986) describié para el
mismo género un porcentaje de proteinas mas alto al reportado en esta
investigacion (63 %). Mientras que el contenido de lipidos y carbohidratos se
encontraron en proporciones similares (11 y 15 % respectivamente). Ward et al.
(2000) mencionan que en poblaciones naturales de tapetes microbianos,
Synechococcus sp. presenta un contenido de proteinas y carbohidratos
semejante a los evaluados en este trabajo con valores de entre 45 y 15 %
respectivamente, aunque los lipidos se registraron en mayores porcentajes.
Estas diferencias pueden deberse a que los autores evaluan una poblacién
natural, sin control de factores ambientales ni de la poblacion de la

cianobacteria.
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Con respecto a la composicion de pigmentos en microalgas mantenidas en
cultivos para uso en la acuicultura, existen muy pocos antecedentes
comparativamente a lo mencionado en estudios de productividad primaria. Se
conoce que la clorofila a puede contribuir con una mayor proporcién de
magnesio debido a la composicién de la estructura de la molécula, ya que este
elemento es utilizado como cofactor enzimatico (South y Whittick, 1987). Estos
pigmentos son catabolizados en condiciones acidas, e.g. en sistemas digestivos,
y por reacciones enzimaticas se pueden remover los esteres de fitol. Por lo
anterior las clorofilas y sus productos de degradaciéon tienen un papel muy
importante en la nutricion animal. Los carotenoides son considerados esenciales
en la nutricibn de crustaceos, ya que son precursores de vitamina A y
presumiblemente pueden contribuir en la nutricion de peces y moluscos (Brown
et al., 1989).

La microalga Nannochloropsis sp. y cianobacteria Synechococcus sp,
Unicamente presentan clorofila a y carotenoides, carecen de clorofila b y ¢ (Cox,
1980; Van Den Hoek et al., 1995; Graham et al., 2000). Los carotenoides se
presentaron en ambos organismos pero en menores cantidades a la clorofila a.
En Nannochloropsis sp. el contenido de clorofila a fue mayor que en
Synechococcus sp. pero los porcentajes de carotenoides no son diferentes

entre ambos grupos.

Renaud et al., (1991) menciona para Nannochloropsis oculata cultivada en
medio Walne, un ciclo luz-oscuridad de 12:12 h, y bajo una intensidad de luz
entre 100 a 107 pE m™?s™, una concentracién promedio de clorofila a de 0.2 g
(1 x 10° cel), muy similar al calculado para Nannochloropsis sp. de este trabajo,
aunque a una intensidad luminosa un poco mayor. Lubian y Establier (1983),
reportan para Nannochloropsis gaditana al mantenrla en cultivo con medio MSN
con un aporte de nitrégeno, foésforo y iones, suministraron unaintensidad
luminica de entre 40 a 50 pE m?s™, una temperatura de 20 a 21 °C. En ese
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estudiose evaluaron similares concentraciones de clorofila a y carotenoides
totales, con respecto a las determinadas en el presente trabajo, aunque las
condiciones ambientales de cultivo se mantuvieron diferentes. Mientras que
Sukenik y Carmeli (1990) al mantener cultivos estaticos de Nannochloropsis sp.
a una temperatura de 25 °C, utilizando como medio de cultivo el “f/2”", una
intensidad de 288 pE m?s™ y ciclo luz-oscuridad de 12:12 h. En ese trabajo
determinan una concentraciones de clorofila a entre 0.8 y 1.2 mole cel” vy

carotenoides entre 0.4 a 0.7 mole cel” respectivamente.

Existen otros trabajos en su mayoria relacionados a productividad primaria,
donde Synechococcus sp. es una especie representativa del ultraplancton, por
consiguiente se han realizado analisis de pigmentos con respecto a la
abundancia de esta cianobacteria (lturriaga y Marra, 1988; Glover et al., 1988;
Olson et al., 1988, Prézelin et al., 1989).

En diversas microalgas la composicion bioquimica puede ser modificada
mediante la variacion de los distintos factores ambientales, principalmente:
cambios en la concentracion del nitrégeno y del fésforo en el medio, por cambios
fisicos tales como la presidon osmética, la intensidad de la radiacion, la
temperatura y los parametros fisiolégicos como la edad del cultivo, la densidad
celular, el crecimiento durante ciclos de luz-oscuridad o con iluminacién continua
(Becker, 1986). Es importante mencionar que en los estudios que mencionan la
composicién proximal de distintas especies de microalgas, también se utilizan
distintas técnicas para la evaluaciéon proximal, por lo tanto es muy importante
considerar las técnicas de analisis para poder realizar comparaciones entre
distintos trabajos. Lo anterior puede resultar en variacion de los resultados entre

las investigaciones antes mencionadas.

Por lo anterior, otro aspecto importante a considerar al comparar_ los

constituyentes celulares en microalgas, es tener en consideracién el método
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utilizado para realizar la determinacion y en su caso optimizar las condiciones de
extraccion. Debido a que pueden obtenerse variaciones significativas en el
porcentaje de proteinas, seglin las condiciones de extraccion (Correa-Reyes,
2001).

Aminoacidos

En cuanto al perfil de aminoacidos la microalga presenta un mayor porcentaje
en casi todos los aminoéacidos con respecto a los evaluados en la cianobacteria,
puesto que lisina se presentd6 como la mayor fraccién en Synechococcus sp. e
inclusive fue el aminoacido con porcentaje mas alto en el bioensayo. En la
cianobacteria no se detectaron dos aminoacidos, histidina y metionina. En la
mezcla de ambas especie, se determind que los resultados obtenidos no reflejan
la combinacién de aminoéacidos presentes en forma individual en
Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp., ya que los valores que se registraron
en la mezcla de especies fueron similares a los encontrados para la

cianobacteria y en algunos casos con menores valores.

Algunos autores como Sukenik et al. (1993a) describen el contenido de
aminoacidos para Nannochloropsis sp. en cultivos al exterior durante las cuatro
estaciones del afio. Los aminoéacidos prolina y lisina, se presentaron con
mayores proporciones, seguido de glutamato, leucina y aspartato. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran resultados similares en cuanto a

los aminoacidos presentes en mayor abundancia prolina y glutamato.

James et al. (1989) analizaron la composicion de aminoéacidos para una cepa de
Nannochloropsis, en cultivos mantenidos a diferentes temperaturas. Al comparar
los resultados obtenidos por estos autores (James et al. 1989; Sukenik et al.,
1993a), se encontrd que el perfil de aminoacidos evaluados a 25 °C, presentan
similar composicion a los analizados en el presente estudio. Brown et al. (1993)

menciona para Nannochloropsis oculata durante la fase logaritmica, porcentajes
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elevados de lisina, aspartato, glutamato, prolina, alanina, arginina, glicina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, serina, treonina, tirosina y valina. En este
estudio encontramos similares porcentajes para los cuatro primeros aminoacidos

mencionados por Brown ef al. (1993).

Para la cianobacteria Synechococcus sp. no se encontraron referencias en
cuanto a estudios que hayan determinado la composicién de aminoacidos de
esta especie, solo se reportan andlisis para otras cianobacterias, particularmente

Spirulina sp.

Acidos grasos

La composicién de acidos grasos presentes en las células muestran que los
acidos grasos saturados, especialmente el 16:0 tiene altos porcentajes.
Resultando mayor en Synechococcus sp., aunque en la microalga
Nannochloropsis sp. se identificaron un mayor nimero de saturados. La
combinacién de las dos especies muestra una tendencia similar a lo reportado
para la microalga Nannochloropsis sp. El acido graso monoinsaturados como el
16:1n-7 aparecid en gran porcentaje, correspondiendo a la microalga el valor
mas grande, seguido de la mezcla y por Ultimo la cianobacteria. El 18:1n-9 y
20:1n-11 reportado para Synechococcus sp. presentd cantidades altas con
respecto a los demas tratamientos, siendo este Ultimo no identificado en la
microalga, ni en la mezcla, aunque en esta cianobacteria no presenté el 18:1n-5
y 22:1n-7. Los acidos grasos polinsaturados como el 18:2n-6t se presentaron
con valores altos en los tres tratamientos, siendo la mezcla de las dos especies
de microalgas la que registré el porcentaje mas alto seguido de la microalga y
por dltimo la cianobacteria. El acido graso 20:5n-3 se presenté en mayores
porcentajes para Nannochloropsis sp. y la mezcla de las especies utlilzadas

como alimento.
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Entre los estudios del perfil de &cidos grasos en Nannochloropsis sp. se
encuentran los realizados por James et al. 1989; Mourente et al. 1990; Hodgson
et al. 1991; Dunstan et al. 1993; Sukenik et al. 1993; Renaud et al. 1993.
Mencionan similares cantidades de los acidos grasos 14:0, 15:0, 16:0, 18:0,
20:0, 16:1, 16:1n-7, 16:1n-9, 18:1n-7, 18:1n-9, 18:4n-3, 22:1n-9 y 22:5n-6. Con
excepcion de los acidos grasos 18:1n-9, 18:2n-6, 20:4n-6 y 20:5n-3 que se
presentaron en mayor proporcion con respecto a los registrados en este trabajo.
Estas diferencias se debieron principalmente a la utilizacion de diferentes
medios de cultivo y al tiempo de duracién del experimento que manejaron los

difentes autores.

Para la cianobacteria Synechococcus se encontrd un sélo trabajo realizado por
Kenyon en 1972. En ese estudio se hace mencion de treintacuatro cepas del
género Synechococcus, que fueron mantenidas en diferentes intensidades de
luz, temperaturas y utilizando tres medios de cultivo (BG11, Van Baalen y Kratz
y Meyers). El contenido de los 4cidos grasos saturados entre las distintas cepas,
fue diferente a lo evaluado en esta investigacion. Por ejemplo, en este estudio
no se detectd la presencial del 14:0 y 16:0. Sin embargo el 18:0 se muestra con
un valor similar al que reporta Kenyon (1972). Los acidos grasos
monoinsaturados como el 16:1 presentd un porcentaje mayor y el 18:1 registro
un similar porcentaje al descrito en este trabajo. Los polinsaturados como el 18:2
presentaron valores demasiado bajos al igual que en este trabajo. Algunas de
las cepas presentan altos contenidos de &cidos grasos polinsaturados de la
familia linoléico v linolénico con respecto a lo reportado en este estudio para

Synechococcus sp.

La composicién bioquimica obtenida para la mezcla de la microalga y la
cianobacteria en porciones similares nos dice los importante que resulta realizar
esta combinacion, ya que en la mayoria de los casos se mejora la calidad

nutricional del tipo de alimento como fue observado en este estudio en cuanto la
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composicion de los macronutrientes y micronutrientes. Tobias-Quinto y Villegas
(1982) y D’Sauza y Loneragan (1999) mencionan la utilizacion de mezclas de
microalgas para alimentar a larvas de camarones del género Penaeus sp.
mejorando considerablemente el crecimiento y la sobrevivencia de este
organismo. Rodhouse et al., (1983), Epifanio (1979) y Fidalgo et al., (1994)
mencionan esta mejoria en moluscos bivalvos como mejillones Mytilus
galloprovincialis, ostiones Osfrea edulis y Crassostrea virginica y almejas

Mercenaria mercenaria

Composicion bioquimica de Brachionus plicatilis

La composicion proximal del rotifero Brachionus plicatilis alimentado con
microalgas y compuestos preparados artificialmente con elementos refinados por
su aporte nutricional, ha sido ampliamente estudiado a lo largo de tres décadas
(Ben-Amotz et al., 1987; Whyte y Nagata, 1990; Murayama y Hirayama, 1993;
Lubzens et al., 1995; Nichols et al., 1996; Rodriguez et al., 1996; Fernandez y
Labarta, 1996; Harzevilil et al., 1998; Gallardo et al., 2001). Sin embargo a
pesar de que existe una gran cantidad de literatura relacionada con este tema,
todavia existen muchas preguntas a cerca de cuales son las caracteristicas del
alimento adecuado para rotiferos. Ademas hace flata informacién relacionada
con el uso de métodos alternativos para enriquecer la calidad nutritiva de los
rotiferos y evaluar la eficiencia de transferencia de la composicion quimica de la

microalga suministrada como alimento y la resultante en el rotifero.

En este estudio se pudo evaluar que los rotiferos asimilaron de forma poco
variable los diferentes componentes bioquimicos presentes en los tres tipos de
alimento suministrado, ya que fueron transferidos en gran parte a la fraccion
proximal del rotifero, siendo mas evidente en los cultivos de rotiferos
alimentados con Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp. Las mayores
diferencias se presentaron en la fraccidn de carbohidratos al utilizar como

alimento Synechococcus sp. y la mezcla de ambas especies, ya que los rotiferos
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contenian casi la mitad de la fraccién con respecto al alimento vivo, esto
probablemente se presentd porque el rotifero utilizd los carbohidratos como
principal aporte de energia. En cuanto al porcentaje de proteinas se observo que
Nannochloropsis sp. y la mezcla de ambas especies utilizadas como alimento,
presentaron porcentajes de proteina mas bajos a los calculados en los rotiferos
que recibieron este tipo de alimento. Lo anterior se debi6é posiblemente a una
respuesta fisiologica del rotifero y/o a la capacidad de sintetizar proteinas a partir

de los componentes presentes en el alimento consumido.

Los principales trabajos que describen el aporte nutricional de Nannochloropsis
sp. hacia Brachionus plicatilis, son los mencionados a continuacion, Ben-Amotz
et al., (1987) al utilizar N. salina como alimento de los rotiferos evaluaron un
menor porcentaje proteinas, mayores porciones de carbohidratos y lipidos
comparandolo con lo obtenido en este trabajo para el mismo género de

microalga.

Cari¢ et al. (1993), describen que al utilizar Nannochloropsis sp. cosechada en
la fase exponencial y utilizada como alimento para el rotifero Brachionus
plicatilis, la composicién quimica resultante fue que el procentaje de de
proteinas fue el principal componente en el rotifero, seguido de los lipidos. En
este estudio se registrd6 una similar concentracion para proteinas y lipidos,
mientras que los carbohidratos se presentaron en mayor proporcion

comparativamente a los resultados obtenidos por estos autores.

Con respecto a antecedentes de trabajos que realicen bioensayos en donde se
alimenten rotiferos con Synechococcus sp. sblo se encontré en la literatura a
cerca de este tema, el estudio realizado por Hirayama et al. (1979). Este autor
menciona que la especie Synechococcus elongatus puede ser utilizada para
obtener mayor crecimiento en Brachionus plicatilis. Al utilizar la cianobacteria

Synechococcus sp., se puede mencionar que ademas del pequefio tamafio que
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tiene ésta especie, retine los requerimientos nutritivos para poder ser utilizada
como alimento para este rotifero y por consiguiente se pudiera suministrar
también para algun otro tipo de cultivo de zooplancton, por ejemplo: Artemia y
copépodos ya que son grupos de organismos que tienen una gran demanda de

utilizacién como alimento en la acuicultura.

Mientras que la composicion proximal de rotiferos obtenida en el tratamiento en
donde se suministr6 como alimento una mezcla de Nannochloropsis sp. y
Synechococcus sp., se obtuvieron altas correlaciones de las distintas fracciones
proximales analizadas. Se encontrd, que las proteinas fueron el mayor
componente obtenido, seguido de carbohidratos y por tltimo los lipidos. Aunque
no se encontré algin antecedente que mencionara la utilizacion de estas dos
especies, se sabe que utilizar dos o mas especies de microalgas como alimento,
proporcionan mejoria no sélo en la composicion bioquimica, sino también en la
tasa de crecimiento del organismo que las consume (Richmond, 1990). Lo
anterior, correspondié a los resultados de crecimiento obtenidos para el rotifero

alimentado con la mezcla de especies utilizadas como alimento en el bioensayo.

Por lo anterior, se puede mencionar que este tipo de rotifero puede ser
alimentado con microalgas suministradas de forma individual o en mezcla, segln
lo requerido, en cuanto a la composicién bioquimica o densidad celular. Ya que
el utlizar estas especies como alimento, transfieren al rotifero de manera

importante los compuestos nutritivos que componen el alimento.

Aminoacidos

Para los cultivos de rotiferos Brachionus plicatilis utilizando como alimento las
dos especies de microalgas en forma individual y mezclada, presentaron un
mayor contenido de glutamato, aspartato, isoleucina y arginina. Mientras que
alanina fue el aminoacido en menor cantidad registrado en el tratamiento en

donde los rotiferos fue alimentado con Nannochloropsis sp., seguido de prolina,
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registrado en los organismos alimentados con la mezcla, por dltimo metionina e

histidina contenidos en los tres tratamientos de alimentacion.

Tamaru et al. (1993), mencionan que para el rotifero Brachionus plicatilis (tipo s)
alimentado con Nannochloropsis oculata, presenta bajas proporciones de
aminoacidos, con respecto a las calculadas en este trabajo. De igual manera
Dendrino y Thorpe (1987), mencionan el perfil de aminoacidos para el mismo
tipo de rotifero utilizado en este trabajo pero alimentado con Nannochloropsis
oculata e Isochrysis tahitiana, evaluando que los rotiferos presentaron un mayor
contenido de alanina y valores similares de glutamato, aspartato, arginina e
histidina. En ese estudio resultd que la prolina, metionina e isoleucina fueron los
aminoacidos con menor porcentaje, comparativamente a los resultados con los
registrados en este estudio. Watanabe et al. (1983), describen para Brachionus
plicatilis el contenido de aminoacidos después de un proceso de alimentacion
con Chlorella minutissima, en donde se encontroé que los aminoacidos aspartato
y glutamato fueron mas representativos, aunque en menor cantidad a los
reportados en este trabajo. Mientras que Frolov et al. (1991), describen para el
rotifero Brachionus plicatilis mantenidos en bioensayos de alimentacion con
diferentes especies de microalgas. Evaluan una mayor fraccién de alanina y
prolina, con similar porcentaje de glutamato en los rotiferos. Sin embargo, el
contenido de aspartato, isoleucina, arginina, metionina e histidina fue en

menores proporciones a las determinadas en el presente estudio.

En cuanto a los rotiferos que fueron mantenidos con una alimentacion con base
al suministro de la cianobacteria Synechococcus sp., se observaron similares
contenidos entre los tres tipos de alimento suministrados. Result6é nicamente la
alanina con un mayor contenido en los rotiferos alimentados con la
cianobacteria. Para los cultivos de rotiferos que se les suministré la mezcla de
ambas especies, presentaron una similar porcion de aminoacidos-al que fue

determinado para Nannochloropsis sp. y Synechococcus sp., siendo tinicamente
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la prolina la que se present6 en menores porcentajes. Sin embargo, los
porcentajes de prolina en la microalga y la cianobacteria suministrada en forma
individual a los cultivos de rotiferos fueron mas altos. Para este estudio podemos
mencionar que en algunos casos e.g. aspartato, glutamato, arginina, isoleucina y
fenilalanina que presentaron bajas proporciones en el alimento y los resultantes
en los cultivos de rotiferos fueron evaluados en mayores concentraciones.
Aparentemente los rotiferos pudieron sintetizar mayor proporcion de algunos

aminoacidos que no fueron abundantes en el alimento suministrado.

Existen pocas investigaciones que describan del aporte de aminoacidos de esta
cianobacteria Synechococcus sp. especificamente hacia el rotifero Brachionus
plicatilis y menos aun al utilizarla como alimento en forma mixta como fue en
este estudio. Si bien existe otro estudio (Rueda-Jasso, 1996), que menciona la
composicion proximal de cultivos de rotiferos utilizando como alimento otra
cianobacteria (Spirulina), en ese trabajo so6lo se analizaron los macro
componentes bioquimicos y no los compuestos finos, en su caso los perfiles de

aminoacidos y acidos grasos.

El perfil de aminoacidos en el rotifero Brachionus plicatilis regisitrado en el
bioensayo, nos sugiere que este organismo puede ser utilizado para alimentar
algunas larvas de peces como el lenguado Solea solea, la carpa Catla catla y el
camaron “Kuruma” Penaeus japénicos (Dendrinos y Torpe, 1987; Brown ef al.,
1989; Ravi y Devaraj, 1991), ya que algunos aminoacidos como la arginina,
metionina, treonina, valina, fenilalanina isoleocina e histidina satisfacen
adecuadamente en porcentaje los requerimientos de este nutriente esencial para

los anteriores organimos.

Acidos grasos
En cuanto al perfil de acidos grasos para el rotifero Brachionus plicatilis,

mantenido a tres tratamientos de alimentacién con una microalga, una
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cianobacteria y la combinacién de las dos. Se puede mencionar que se
presentaron altas cantidades de acidos grasos saturados en los tres ensayos,
como el 14:0, 16:0 y 18:0, aunque para el 16:0 se reporté como el acido graso
que presentaba los mayores porcentajes. Los resultados obtenidos para los
rotiferos alimentado con la mezcla de ambas especies de microalgas, se
encontré bajos porcentajes de 15:0, 20:0 y 22:0. Los monoinsaturados que
presentaron valores altos en los tres ensayos fueron el 16:1n-7, 18:1n-9, 18:1n-7
y 18:1n-5, aunque el que presentd los mas altos porcentajes fue 16:1n-7
presente en los rotiferos alimentados con la microalga. Los acidos con valores
menores presentes en los tres ensayos fueron el 22:1n-11 y 22:1n-7. Los acidos
grasos polinsaturados con mayor porcentaje en los tres ensayos fueron el 18:2n-
6c y 18:2n-6t, aunque el 20:4n-6 y 20:4n-3 presentaron valores de consideracion
en el ensayo donde al rotifero se mantuvo alimentando con la cianobacteria con
respecto a los sometidos con la microalga y mezcla. Mientras que el 20:5n-3 y
22:4n-3 fueron altos en el ensayo utilizando la microalga con respecto a los
demas ensayos. El resto de los &cidos grasos polinsaturados en los tres

ensayos no superaban el 1 %.

Ben-Amotz et al. (1993), menciona la composicion bioquimica del rotifero B.
plicatilis mantenido bajo un proceso de alimentacién con la microalga
Nannochloropsis salina. En la cual describen una alta transferencia de acidos
grasos que contiene la microalga hacia el rotifero. Esta misma tendencia se
obtuvo en este estudio utilizando Nannochloropsis sp., aunque existieron
algunas diferencias en los acidos grasos saturados 14:0 y 16:0 con menores
valores, aunque el acidos monoinsaturados 16:1n-7 y el polinsaturado 20:5n-3
se encontraron en fracciones mayores con respecto a lo evaluado en este
trabajo. Por otra parte Lubzens et al. (1995) describen el perfil de acidos grasos
en el rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Nannochloropsis sp. Donde se
observa una tendencia muy similar en cuanto a los valores reportado para los
acidos 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1n-7, aunque otros acidos de importancia como
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18:1n-9, 18:2, 20:4n-6, 20:5n-3 y 22:5n-3 se presentaron con valores mayores

con respecto a los valores reportados en este estudio.

Por otra parte en el ensayo en donde a los cultivos de rotiferos se suministro
como alimento Nannochloropsis sp., Synechococcus sp., y la mezcla de ambas
especies, existen muy pocos antecedentes que describan el aporte nutritivo de

esta cianobacteria.

Durante los bioensayos de alimentacion del rotifero Brachionus plicatilis se
presentd un efecto de sintesis de acidos grasos a partir de otros compuestos
quimicos, ya que la composicién de acidos grasos para el rotifero resulto mayor
en cuanto al numero de &cidos grasos identificados con respecto a los
identificados para las dos especies en forma individual y mixta. Lo descrito con
anterioridad, se observa en el bioensayo en donde se suministré a Brachionus
plicatilis como alimento Synechococcus sp., ya que aumento significativamente
la proporcion de éacidos grasos. Lo anterior se ve reflejado en los distintos
valores de correlacién obtenidos, considerando la forma de los acidos grasos en
el alimento y los rotiferos. Se encontré que a pesar de existir altos valores de
correlacion para Synechococcus sp. y los rotiferos alimentados con esta
especie, existi6 una marcada diferencia en el contenido total de acidos grasos
principalmente del tipo polinsaturados (18:2n-6t y 20:5n-3). Estas diferencias se
vieron reflejadas principalmente en el contenido de &cidos grasos

polinsaturados.

Durante los bioensayos de alimentacion del rotifero Brachionus plicatilis
aparentemente se presentd un efecto de sintesis de acidos grasos, segun lo
menciona Lubzens et al., (1985), ya que la composicion de acidos grasos para el
rotifero resulté mayor en cuanto al numero de acidos grasos identificados con
respecto a los identificados en el alimento suministrado en forma individual y

mixta. Lo anterior resulta mas evidente en el caso en donde se suministré a los
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rotiferos como alimento Synechococcus sp., ya que aumento significativamente

la proporcion de acidos grasos.

Se encontré que a pesar de existir altos valores de correlacién entre la cantidad
y tipo de acidos grasos evaluados para Synechococcus sp. y los resultantes en
los rotiferos alimentados con esta especie, existié una marcada diferencia en el
contenido total de 4cidos grasos principalmente del tipo polinsaturados (18:2n-6t
y 20:5n-3). Estas diferencias se vieron reflejadas principalmente en el contenido

de acidos grasos polinsaturados.

Con el analisis por agrupacion realizado para ver la correspondencia en la
composicion del tipo de acidos grasos suministrados como alimento y el
resultante en el rotifero, resulta evidente que al utilizar Synechococcus sp. como
alimento conforma un grupo separado. El andlisis de agrupacion permite tener
de forma gréfica y clara los resultados obtenidos con los valores de correlacion
para cada situacion experimental. Posiblemente los acidos grasos del tipo de los
saturados y los monoinsaturados fueron elongados y desaturados por parte del

rotifero, para formar los acidos de cadena larga.

Los é&cidos grasos polinsaturados como el 20:5 (n-3) y sus productos de
elongaciones y desaturaciones como el 22:6 (n-3), son el principal componente
de membranas de organismos marinos y son considerados elementos
escenciales en la dieta suministrada (Dunstan et al, 1994). En estudios
relacionados con la calidad de los cultivos de microalgas mantenidos con
distintas condiciones experimentales, muestra que en dependencia de éstas se
pueden obtener cambios importantes en la cantidad y tipo de lipidos producidos.
Ademas de que en dependencia de las enzimas de descarboxilacion se puede
reducir la cantidad de acidos grasos considerados como escenciales (Zhukova y
Aizdaicher, 1995).
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Se menciona en la literatura que una alta proporciéon de acidos grasos
polinsaturados (n-3) y (n-6) son considerados un buen indicador del valor
nutrimental para otros organismos (Watanabe et al., 1983). Lo anterior debe ser
tomado como un indicador aproximado, ya que también se tiene que considerar
la proporcién de todos los acidos grasos, ya que algunos de ellos pueden
resultar escenciales y estar presentes en muy bajas proporciones (Volkman et
al., 1989). Este ultimo autor menciona que se requieren mas estudios para
identificar acidos grasos polinsaturados obtenidos en cultivos de diversas
especies de microalgas y evaluar su papel en la fisiologia nutricional del

organismo que las consume.

En el presente estudio donde se analiz6 el perfil de acidos grasos para
Brachionus plicatilis obtenido en el bioensayo nos permite determinar la utilidad
del rotifero como alimento para distintas larvas de peces marinos. Dada la
composicion del rotifero de los &cidos saturados, monoinsaturados Yy
especialmente los polinsaturados (n-3 y n-6). Entre los organismos que se
pudieran alimentar con los rotiferos se encuentran el pargo japones Pagrus
major, la dorada Sparus aurata, el rébalo Lates calcarifer (Koven et al., 2001;
Watanabe, 1993; Sargent et al., 1997)
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V. CONCLUSIONES

La cianobacteria Synechococcus sp. presentd la mayor tasa de crecimiento
(1.82 + 0.15 divisiones por dia) con respecto a la obtenida para la microalga
Nannochloropsis sp. al ser mantenidas en cultivos a escala de matraz

Erlenmyer.

Se encontré el porcentaje de dilucion para Nannochloropsis sp. (30 %) y
Synechococcus sp. (20 %) que permitio obtener una constancia en la cantidad

de células cosechadas por dia en los cultivos semicontinuos.

La mayor densidad y constancia de la cosecha de cultivos de Brachionus
plicatilis (214 + 9.64 rot ml™") se presenté cuando estos organismos fueron
alimentados con una mezcla de dos especies en proporciones iguales

(Synechococcus sp. y Nannochloropsis sp.).

Se evaluaron las condiciones éptimas para la extraccion de las proteinas
celulares. Para las especies de Synechococcus sp. y Nannochloropsis sp. se
determind NaOH al 0.2 N. Para el caso de la mezcla de las dos especies se
determind valores de 0.3 N. Para los tres casos se recomienda utilizar una

temperatura de 100 °C por 15 minutos.

Las células de Synechococcus sp. producidas en cultivos semicontinuos
presentaron los mayores porcentajes de proteinas (44.44 %). Se evalud un alto

porcentaje de lipidos en Nannochloropsis sp. (11.94 %).

El mayor contenido de clorofila @ se encontrd para Nannochloropsis sp. con
0.16 (1 x 10° células ml™") y los carotenoides se evaluaron en concentraciones

similares en ambas especies con 0.02 (1 x 10° células ml‘1).



83

Se evaluaron valores similares del contenido de aminoacidos en los cultivos
semicontinuos de Nannocloropsis sp., Synechococcus sp. y la mezcla de ambas
especies. Excepto para la lisina en donde se evalué hasta un 50 % mas en

Synechococcus sp.

El mayor contenido de &cidos grasos totales fue para Nannocloropsis sp.
mantenida en cultivos semicontinuos. De los cuales las fracciones de &cidos

grasos saturados y moninsaturados fueron altas para los tres tipos de alimentos.

Los cultivos de rotiferos Brachionus plicatilis alimentados con Nannocloropsis
sp., Synechococcus sp. y la mezcla de ambas especies presentan una
composicién proximal muy similar. Se encontré una alta correspondencia en la
transferencia de la composicién proximal de Nannochloropsis sp. Yy
Synechococcus sp. con la resultante en los rotiferos alimentados con estas
especies; excepto en el caso en donde se utilizd6 como alimento la mezcla de

ambas especies.

Los perfiles de aminoacidos evaluados en los cultivos de rotiferos Brachionus
plicatilis alimentados con Nannocloropsis sp, Synechococcus sp. y la mezcla de
ambas especies, fueron similares. Se encontré una alta fransferencia de la
composicion de aminodcidos, entre la mezcla de las dos especies suministradas
como alimento en forma indivudual y la resultante en los rotiferos. Por lo
anterior, se puede mencionar que los rotiferos pueden sintetizar un mayor

porcentaje de aminoacidos que la disponible en el alimento.

Se encontrd una alta correspondencia en la cantidad de acidos grasos saturados
y monoinsaturados para los cultivos de rotiferos Brachionus plicatilis alimentados

con Nannocloropsis sp, Synechococcus sp. y la mezcla de ambas especies.
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La mayor correspondencia del porcentaje de acidos grasos polinsaturados fue
cuando los cultivos de rotiferos Brachionus plicatilis se alimentaron con

Synechococcus sp.

El rotifero Brachionus plicatilis alimentados con Synechococcus sp. mostré la

capacidad de elongar y desaturar 4cidos grasos.

Se encontrd que Synechococcus sp. resulté ser una especie con alto potencial
de ser utilizada para enriquecimiento de la composicién quimica del rotifero

Branchionus plicatilis.

La especie Synechococcus sp. puede ser una nueva alternativa de uso como
alimento en la acuicultura debido a la composicién quimica obtenida en cultivos

semicontinuos.
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VI. RECOMENDACIONES

Para realizar los cultivos de la cianobacteria Synechococcus sp. es
recomendable agregar el doble de la cantidad de vitaminas que la descrita en
medio de cultivo “f/2” de Guillard y Ryther (1962), ya que probablemente esta

especie requiere de una mayor concentracion de estos compuestos traza.

Se recomienda determinar la concentracion éptima en células por unidad de

volumen de Synechococcus sp. que requiere el rotifero Brachionus plicatilis.

Se requiere estudiar los cambios en la composicion bioquimica en cultivos
estaticos durante las distintas fases de la curva de crecimiento para la

cianobacteria Synechococcus sp.

Realizar mas estudios que evaluen el contenido de pigmentos, de
Synechococcus sp. al ser mantenidas en distintas condiciones de cultivo y
evaluar el valor nutricio de distintas proporciones de pigmentos obtenidas en las

dos especies estudiadas.

Conocer el valor nutricio de Synechococcus sp. al ser suministrada como
alimento a otros organismos del zooplancton (e.g. Artemia, Copépodos ,

Daphnia).

Realizar mas estudios a cerca de la biologia de la transferencia de los
compuestos presentes en las microalgas y cianobacterias utilizadas como

alimentos y al rotifero.
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