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RESUMEN de la Tesis d¢ ANA NALLELY CERON ORTIZ, presentada como
requisito parcial, para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con
especialidad en ACUICULTURA. Ensenada, Baja California, México. Agosto del 2000.

EVALUACION DE TRES MEZCLAS BIALGALES SOBRE EL CRECIMIENTO
DE LA ALMEJA MANO DE LEON Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.

Resumen aprobado por: .
Bty Cordlen &

Dra. Beatﬁz Cordero Esquivel
Directora de Tesis

Se evaluaron cultivos estaticos y semicontinuos de las microalgas Isochrysis sp.,
Pavlova lutheri y Chaetoceros calcitrans. Se seleccion6 la tasa de dilucién 6ptima para
las tres cepas de microalgas y se analiz6 su composicién bioquimica. De las tres tasas de
dilucion (20, 30 y 50 %) se selecciond la tasa de dilucion menor para las tres microalgas
por haber mantenido en un nimero constante su biomasa celular.

Con relacién a la composicién bioquimica de las microalgas en cultivo
semicontinuo, se encontré que las proteinas variaron de 20.4 a 23.7 % en base al peso
seco organico (PSO), en carbohidratos los porcentajes se encontraron entre 7.0 a 10.0 en
base al PSO y los lipidos estuvieron entre 11.2 a 14.4 % en base al PSO. Los perfiles de
4cido grasos de las microalgas mostraron que los 4cidos grasos del grupo de los
poliinsaturados se encontraron en mayor proporcién Los porcentajes mayores de 20:4w6
y 20:503 se obtuvieron en las microalgas Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans y en
el caso del 22:6w3 en Isochrysis sp. y Pavlova lutheri.

Se analizo la tasa de filtracién de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus, con tres
diferentes raciones alimenticias (200,000; 300,000 y 450,000 cé]-ml’l). Con las ftres
diferentes raciones los organismos mostraron las mayores tasas de filtracién durante las
primeras horas disminuyendo a través del tiempo, sin embargo, al proporcionarles a los
organismos las dos raciones mayores se observd una elevada cantidad de alimento
remanente después de 24 hrs. en comparacién de la racion menor, ademas, los
organismos alimentados con la racion de 450,000 cél-ml™! registraron una produccién de
pseudoheces, por lo anterior se selecciono la racién de 200,000 cél-ml™ para los ensayos
de alimentacion.

Los mayores incrementos en longitud y peso de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus fueron obtenidos con los organismos alimentados con la mezcla compuesta
de las microalgas Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans, donde la presencia y el
contenido de los 4cidos grasos esenciales 20:406, 20:503 y 22:6w3 estuvieron en una
proporcion adecuada, lo cual se reflejo en el crecimiento de los organismos.

Palabras clave: Microalgas, composicién bioquimica, alimentacion.



Abstract OF THE Ana Nallely Ceron Ortiz, presented as partial requeriment to obtain the
MASTER IN SCIENCES grade in AQUACULTURE. Ensenada, Baja California,

Meéxico. August 2000.

EVALUATION OF THREE MIXTED OF MICROALGAE ON THE GROWTH OF
LION’S HAND Lyropecten (Nodipecten) Subnodosus.

ABSTRACT

Microalgae Isochrysis sp., Paviova lutheri and Chaetoceros calcitrans batch and
semi-continuous culture were evaluated. The optimum dilute rate for the three
microalgae was selected and their biochemical composition was analyzed. The smallest
dilute rate (20 %) was selected, because this rate kept a constant number of cells.

About the chemical composition of the three microalgae in semi-continuous
culture, the proteins were variable from 20.37 to 23.70 % on base to organic dry weight
(PSO), the percentage of the carbohydrate was found between 7.02 to 10.00 % on base to
PSO and the lipids were between 11.20 to 14.37 % on base to PSO. The profile of fatty
acid showed that the polyunsaturated group had the major proportion. The major quantity
of the 20:406 and 20:503 was found in the microalgae Paviova lutheri and Chaetoceros
calcitrans, about the acid 22:6w3 was found principally in Isochrysis sp. and Paviova
lutheri.

The filtration rate of Lyropecten (Nodipecten) subnodosus was analyzed with
three differents algal concentrations (200,000; 300,000 y 450,000 cell-ml™). The major
filtration rate was obtained during the first hours subsequently it was reduced. However,
the two major concentrations had more quantity of food after 24 hours than the smallest
concentration. Moreover, the organism feed with the concentration of 450,000 cells'ml”
produced pscudofaeces, for this reason the ration of 200,000 cellsml” was selected for
the feeding experiments.

The major increases in length and weight of Lyropecten (Nodipecten) subnodosus
were in the organism feed with Pavlova lutheri and Chaetoceros calcitrans mixture,
where the quantity of the essential fatty acid 20:406, 20:503 and 22:603 were in an
appropriate proportion.

Keywords: Microalgae, biochemical composition, feeding .
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EVALUACION DE TRES MEZCLAS DE MICROALGAS SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LA ALMEJA MANO DE LEON Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus.

L. INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos eucariotas que poseen una maquinaria
fotosintética capaz de convertir la energia solar en biomasa con una eficiencia de 2 a 5 veces
mayor que las plantas superiores (Thomas et al., 1984). Estos microorganismos presentan
altas tasas de produccion, gran adaptabilidad a distintas condiciones ambientales y son
omnipresentes en cualquier medio acudtico donde exista una fuente de carbono, nutrientes y
luz suficiente, dentro de un intervalo apropiado de temperaturas (Shelef y Soeder, 1980).
Ellas son el punto biolégico de arranque del flujo de energia a través de las cadenas
alimenticias acuaticas més importantes, transmitiendo energia y nutrientes esenciales en
forma de proteinas, carbohidratos y lipidos, por este motivo su produccion intensiva es una
parte integral de muchos laboratorios que se dedican al cultivo de organismos filtradores
(Whyte, 1987; De Pauw y Persone, 1988).

En general, se han propuesto y desarrollado numerosas aplicaciones de microalgas
vivas o procesadas. Un ejemplo de ello es su uso en el tratamiento de aguas residuales,
donde controlan la cantidad de metales pesados por medio de la detoxificacién biologica. En
el campo de la biomedicina y farmacologia forman parte en las dietas de adelgazamiento y
tratamiento de heridas debido a su elevado contenido proteico, asi como en actividades
antitumorales, antifingicas y antibacterianas. En el caso de la agricultura se dirigen a la

produccién de fertilizantes. Dentro de la industria quimica se utilizan en la produccion de



sustancias como lo son las vitaminas, pigmentos, aminoacidos, polisacaridos, ceras,
fosfolipidos, lecitinas y 4cidos grasos esenciales en dietas de una amplia variedad de
organismos de importancia comercial (Wikfors et al., 1984; Fabregas et al., 1984; Wikfors,
1986).

Las microalgas son una fuente primaria de alimento para la mayoria de los
organismos acuaticos, es por ello que presentan una gran importancia en la acuicultura ya
que son utilizadas directamente en el crecimiento de bivalvos, larvas de crusticeos y en las
primeras etapas del desarrollo de algunos peces, lo que implica una demanda de volumenes
sustanciales de microalgas apropiadas para su alimentacion (Persoone y Claus, 1980;
Bonotto, 1988; Brown et al., 1989). En el cultivo de bivalvos la mayor parte de la
produccién de microalgas se dedica a la alimentacién de semilla (Albentosa et al., 1996).

El alimento es un factor primordial para el crecimiento de los organismos, los cuales
tendran requerimientos alimenticios diferentes dependiendo del estadio en el que se
encuentren, por lo cual es importante elegir adecuadamente las especies de microalgas, para
que provean los lipidos, proteinas, carbohidratos y demas compuestos necesarios para el
crecimiento de la especie cultivada (Sorgeloos y Léger, 1992). En sistemas de cultivo las
algas mas comiinmente usadas por sus caracteristicas morfolégicas y valor dietético son las
microalgas Isochrysis sp., Paviova lutheri, Chaetoceros sp. y Tetraselmis sp. entre ofras
(Napolitano, 1990; Sukenik y Wahnon, 1990; Benemann, 1992; Trujillo-Valle y Voltolina,
1994).

Sin embargo, la informacién sobre la composicién bioquimica del alga no es

suficiente, también es necesario conocer los requerimientos del organismo y su habilidad de



digerir el alimento ofrecido. Por otra parte, es necesario evaluar la rentabilidad y efectividad
con relacién a los costos de produccién a gran escala de la microalga (Borowitzka, 1997;
Lango, 1999).

Las microalgas usadas en maricultivos proveen nutrientes esenciales para el
desarrollo de organismos filtradores, sin embargo, algunas especies no son adecuadas como
alimento debido a su tamafio, digestibilidad, valor nutricional (depende de su composicion
bioquimica) o al hecho de que no cubren los requerimientos especificos del organismo a
alimentar (Brown et al., 1989; Albentosa, 1996). Es por ello que algunas microalgas que no
pueden ser utilizadas por un tipo de organismos pueden ser empleadas exitosamente como
dieta para otros (Trujillo y Voltolina, 1994), por ejemplo Prymnesium parvum es
considerada toxica para peces y crusticeos, pero es mejor alimento en larvas de Mytilus
edulis comparada con Paviova lutheri a pesar de que esta microalga es considerada uno de
los mejores alimentos (De Pauw et al., 1984).

El valor nutricional de las microalgas depende principalmente de su composicién
bioquimica, la cual difiere significativamente en las distintas fases de crecimiento algal o
cuando estén limitadas por algin factor (luz, nutrientes, etc.), por lo cual es muy importante
contar con microalgas que tengan una composicién bioquimica adecuada y que ésta se
mantenga constante durante el tiempo que se usen como alimento (Cordero y Voltolina,
1994). Las variables como el fotoperiodo, intensidad de luz, temperatura, tipo de nutrientes
(medio de cultivo), tasa de dilucién y la fase de crecimiento cuando es cosechada, pueden

influir en la composicion bioquimica (Brown et al., 1989).



Se han realizado diversos estudios acerca de la fase en la cual debe ser cosechada la
microalga y sobre el efecto que tiene en el crecimiento y sobrevivencia de los organismos,
en los cuales se han encontrado que dependiendo de la especie de microalgas se debe de
tomar en cuenta la cosecha 6ptima de las mismas para la alimentacién (Hatate ef al., 1998).
Durante la etapa de semilla es importante la aportacién de elevados porcentajes de proteinas
por parte del alimento ofrecido al organismo, pero uno de los componentes més importantes
dentro de las dietas son los 4cidos grasos y su relacién con el contenido proteico (Fidalgo et
al., 1998). Es por ello que se debe tomar en cuenta que el crecimiento de los organismos no
puede explicarse simplemente por el contenido de carbohidratos y proteinas, sino también
por el contenido de 4cidos grasos en las dietas, debido a que el conjunto de estos tres
componentes determinan el valor dietario total del alimento (Nikos y Lucas, 2000).

Los lipidos son fuentes energéticas y metabolitos especificos que son esenciales para
el crecimiento de los organismos. El aspecto méas importante de los lipidos en la nutricién es
el contenido y la proporcion de ciertos 4cidos grasos esenciales, asi como su repercusion en
el crecimiento, supervivencia y maduracién en la mayoria de los organismos (Fidalgo et al.,
1998). Dentro de los lipidos, los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA, por sus siglas en
inglés) tienen una influencia importante en el organismo. Entre ellos destacan los acidos
eicosapentaenoico (EPA, 20:503) y docosahexaenoico (DHA, 22:603), los cuales poseen
diversas actividades biolégicas (Kinsella, 1990; Sukenik et al, 1994) que los hacen
interesantes para el desarrollo de los organismos. Algunas de las especies de microalgas
marinas son seleccionadas como productoras potenciales de estos compuestos dentro de las

cuales se encuentran: Isochrysis sp., Nannochloropsis sp., Chlorella minutissima, Monodus



subterraneus y Phaeodactylum tricornutum (Borowitzka, 1988; Bajpai y Bajpai, 1993;
Roessler, 1990; Yongmanitchai y Ward, 1991). De la misma forma Cary (1981) propone que
las microalgas Isochrysis galbana y Paviova lutheri son un alimento muy comun en los
primeros estadios de desarrollo de los organismos, ya que presentan altos porcentajes de
4cidos grasos esenciales para la metamorfosis.

Langdon y Waldock (1981) usando dietas artificiales que contenian 4cidos grasos
poliinsaturados demostraron que estos son esenciales para el crecimiento en juveniles de
ostién. De igual manera Webb y Chu (1983) encontraron que las microalgas que contenian
altos porcentajes de los grupos ®-3 y ©-6 son un alimento altamente nutricional para las
larvas de ostion. Se ha encontrado que las diferencias entre los contenidos de é4cidos grasos
en las larvas son una respuesta a las diferencias en la calidad nutricional de la microalga
(Nikos y Ian, 2000).

La importancia de proporcionar una dieta de microalgas que contenga una cantidad
considerable de los principales 4cidos grasos que influyen en el crecimiento se debe a que
los organismos no producen estos 4dcidos grasos esenciales y si esta produccién llega a
realizarse debido a la elongacion de 4cidos grasos de cadena més corta como los 18:0, la
cantidad producida no es suficiente en muchas ocasiones, por lo que los incrementos
obtenidos en la talla y peso del organismo son bajos (Volkman et al., 1992; Dunstan et al.,
1992), por lo cual se han buscado dietas que satisfagan estos requerimientos nutricionales
para cada especie y etapa de desarrollo de los organismos. Para ello, el uso de dictas
monoalgales es aplicado en diferentes laboratorios de cultivo, sin embaréo, la calidad

nutricional es menor a la obtenida en mezclas con mas de una microalga. Castagna (1975)



sugiere que las larvas y juveniles de moluscos bivalvos alimentados con una dieta basada en
una mezcla con mas de dos especies de microalgas presentan un mayor crecimiento y
sobrevivencia que los organismos alimentados con una sola especie de microalga. Lo
anterior es debido a que la conjuncién de componentes dietarios como las proteinas,
carbohidratos y 4cidos grasos se ven enriquecidos en una dieta cuando estd compuesta por
mas de una microalga, lo cual se ve reflejado en el crecimiento (Webb y Chu, 1982; Fidalgo
et al., 1998; Martinez et al., 2000), aparentemente el factor determinante, mas que la
cantidad de calorias consumidas, es la complementacion de las dietas (Diaz y Martinez,
1992; Velasco, 1997).

Un camino para determinar el valor alimenticio de las microalgas utilizadas como
dieta ya sean monoalgales o multialgales es la estimacion de la eficiencia de crecimiento de
un organismo (Fidalgo ef al., 1994), el cual se presenta cuando existe un balance energetico
positivo, cuando la energia es asimilada correctamente y una porcién de ella es utilizada para
incrementar el peso corporal (Yantian y Blake, 1996). Sin embargo, existen diferentes
factores enddgenos y exégenos que influyen en el crecimiento de los organismos, los cuales
pueden llegar a crear confusiones en el momento de comparar el valor nutricional de la dieta
expresado en crecimiento. Entre los principales se encuentran la temperatura, la cantidad de
alimento disponible, la racién alimenticia, la tasa de flujo (limita la cantidad de alimento
suspendido), la edad o etapa de crecimiento y la linea genética (Pouvreau ef al., 1994; Ian,
2000; Nikos y Lucas, 2000), esta tltima puede influir mayormente en una posible confusion
al evaluar las dietas debido a que afecta la sobrevivencia y la capacidad de crecimiento del

organismo (Nikos y Lucas, 2000).



Asimismo, la temperatura es uno de los principales factores que pueden retrasar o
acelerar la tasa de crecimiento. Sin embargo, al modificar la temperatura pueden verse
afectadas otras condiciones del cultivo e incluso los mismos organismos. Ian (2000) observé
que al incrementar la temperatura se acelerd el crecimiento de la escalopa Pecten maximus,
pero bajo estas circunstancias el requerimiento de alimento también es mayor, por lo cual, la
necesidad de proporcionar y producir mayores cantidades de alimento eleva los costos de
produccién. Lo anterior no se ha visto como una ventaja debido a que en muchas ocasiones
el aumento en el crecimiento se dirige a la concha y no se ve reflejado significativamente en

el callo, debido a los altos requerimientos energeéticos.

1.1 Cultivo de moluscos bivalvos

La extraccién de moluscos marinos del medio natural se ve facilitada por el hecho de
que en su mayoria son organismos sedentarios, lo cual, aunado a la alta demanda de
productos marinos en los mercados nacionales e internacionales ha llevado a la explotacion
y a una incipiente recuperacién de diversas especies que presentan un alto valor comercial
(Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo, 1986; Rangel, 1990; Reyes,
1990).

Un grupo de organismos de gran interés comercial son las escalopas de la familia de
los pectinidos, las cuales soportan importantes pesquerias en varias partes del mundo, debido
a lo anterior, su captura se ha incrementado en afios recientes, sin embargo, la sobrepesca y
las fluctuaciones naturales de las poblaciones han ocasionado importantes disminuciones de

los bancos naturales de estos organismos (Reyes, 1986).



El cultivo comercial de almejas en México estd muy limitado debido a la falta de
conocimientos acerca de la biologia de las diferentes especies pertenecientes a este grupo,
principalmente las experiencias realizadas en este campo son en €l ambito experimental. En
el litoral del pacifico mexicano encontramos 28 especies de pectinidos (Keen, 1971), de las
cuales solo tres se consideran de importancia econémica: la almeja voladora Pecten vogdesi,
la almeja catarina Argopecten circularis y almeja mano de ledn Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus (Reyes, 1990; Baqueiro ef al., 1982).

Se reporta que Pecten vogdesi se encuentra en peligro de extincion, que Argopecten
circularis es una especie sobreexplotada y Lyropecten (Nodipecten) subnodosus es una
especie en via de ser sobreexplotada (Baqueiro et al., 1981), mientras que otros
investigadores consideran a Pecten vogdesi 'y a Lyropecten (Nodipecten) subnodosus como
especies en peligro de extincién (Chévez y Céceres, 1992; Céceres et al., 1993). Por lo
anterior se considera importante llevar a cabo estudios acerca de su biologia, reproduccion y
sobre la aplicacién de nuevas técnicas para el cultivo de estas especies.

Las investigaciones realizadas en moluscos bivalvos en el 4mbito experimental s6lo
se han dirigido a unas cuantas especies, entre ellas Argopecten circularis, mientras que las
investigaciones realizadas en Lyropecten (Nodipecten) subnodosus y Pecten vogdesi son
escasas y han sido enfocadas a la captacién de semilla del medio natural con diferentes
colectores, a la preengorda y engorda en sistemas submarinos, o al estudio del ciclo
reproductivo de estos organismos (Ruiz y Céceres, 1991; Garcia et al., 1992).

Uno de los principales problemas en el cultivo es la obtencién de semilla (Reyes,

1990), en el caso de Argopecten circularis se han obtenido resultados favorables en la



produccién de juveniles, lo cual no ha sido posible en el caso de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus y Pecten vogdesi, lo anterior requiere la realizacién de estudios enfocados a la
produccién y alimentacién de larvas y semillas competentes para produccién comercial
(Robles y Serrano, 1995).

Uno de los intereses principales en la pesqueria y el cultivo de estas especies radica
en su alta tasa de crecimiento durante su primer afio de vida, pudiendo variar en la misma
especie debido a factores como la disponibilidad de alimento, temperatura del agua, la racion
alimenticia, linea genética y la edad del organismo (Mottet, 1979, 1980; Pouvreau et al
1994; Nikos y Lucas, 2000). En densidades bajas se observaron crecimientos altos, por lo
que existe una relacién inversa entre el crecimiento de los organismos y la densidad del

cultivo (Parsons y Dadswell, 1992).

1.2 Tasa de filtracion

La tasa de filtracién es un parametro fundamental en estudios de alimentacién en
bivalvos, se han investigado un amplio nimero de métodos para la medicién de la tasa de
filtracion, asi como su relacién con la concentracién algal y la temperatura, sin embargo, los
resultados obtenidos causan atin controversia (Riisgard, 1991).

Lo anterior se debe principalmente a que existen factores que alteran las tasas de
filtracién como lo son la especie, talla, edad, temperatura, corrientes, sustrato, las
condiciones hidrodinimicas, la concentracién de alimento y la fase en que se cosecha la
microalga utilizada para alimento (Sanina, 1976; Griffiths, 1980; Cole et al., 1992; Caers et
al., 1999). Otro factor que afecta la tasa de filtracién asi como la tasa de ingestién es el

tamafio de la microalga (Hughes, 1969).
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La concentracion algal juega un papel importante en la tasa de filtracién; se ha
observado aparentemente una relacién inversa entre la tasa de filtracion y la concentracion
algal en mejillones lo cual es interpretado como un mecanismo regulador que controla la tasa
de filtracién hasta un punto en la cual permanece constante (Winter, 1973; Navarro y
Winter, 1982; Sprung y Rose 1988). Cuando se asume la tasa de filtracién como una funcién
del tiempo, después de un perfodo inicial de méxima filtracion a altas concentraciones de
microalgas la filtracién de particulas decrece (Ulrik, 1991).

La tasa de filtracién también puede verse alterada por el estrés que pueda sufrir un
organismo debido al hecho de que la abertura de las valvas es menor y la cantidad de
particulas filtradas se reduce. El decremento en la tasa de filtracién como resultado de una
abertura menor en las valvas se considera un efecto secundario del mejillon como respuesta
a condiciones no adecuadas a los organismos (Riisgard, 1991).

Con relacion a la talla del organismo y su efecto sobre la tasa de filtracion, Navarro y
Winter (1982) encontraron que en el caso de bivalvos la tasa se incrementa con la talla
indistintamente de la concentracién de alimento. Lo anterior puede deberse a que la
capacidad de filtracién fluctia de acuerdo al estado de las branquias, puesto que la superficie
de estas estructuras cumple un papel importante en la alimentacién (aumenta su tamafio con
la edad ) (Riisgard y Randlau, 1981; Araya et al., 1993). Lo cual fue confirmado por Fidalgo
et al. (1998) en el caso de mejillones.

Peakes et al. (1969) sefialan que hay dos maneras de medir la tasa de filtracién de un
organismo. El método directo se basa en interceptar y medir la corriente de alimentacioén. El

método indirecto mide la tasa de renovacién de particulas suspendidas en un volumen.
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Schurink y Griffiths, (1992) estiman la tasa de filtracion como el decremento en la
concentracion de particulas alimenticias (microalgas) en el agua a través de un tiempo

determinado, calculada usando la formula estandar:

T.F (b)) =(log . N; - log ,N;) V

TN

donde N, y N, son la cantidad inicial y final de las particulas disueltas, V es el volumen del

recipiente en litros, T es el tiempo en horas y N es el mimero de organismos en el recipiente.

I.3 Racion alimenticia

Se han examinado los efectos de varias condiciones de cultivo sobre el crecimiento
de bivalvos juveniles relacionados con la cantidad de alimento disponible por organismo,
que es uno de los factores més importantes en su cultivo ya que puede llegar a afectar el
crecimiento (Walne y Spencer, 1974; Lu y Blake, 1997). Se han usado varios métodos para
describir la racién alimenticia de moluscos bivalvos, generalmente ésta se expresa como la
racion del peso especifico diario, nimero de células o porcentaje de peso seco del alga por
peso vivo del organismo (Urban et al., 1983).

Se conoce que la racién alimenticia depende de varios factores como son la especie y
las condiciones de cultivo de las algas que se utilizaran en la dieta (Coutteaun et al., 1994),
asi como también del estadio en que se encuentran los organismos (Webb y Chu, 1982).

Por lo anterior es necesario encontrar una racion alimenticia 6ptima que satisfaga los
requerimientos del organismo. Es necesario considerar que una racion algal puede satisfacer
el punto de vista calérico de la dieta, pero puede presentar deficiencias a nivel de

componentes bioquimicos que son esenciales para el crecimiento (Urban ef al., 1983). Por
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ello se han ensayado diversas raciones de alimento, dentro de las cuales se encuentra como
la mas comun una racién equivalente al 6 % del peso del organismo, asi como en nimeros
de células entre los 1.5 a 40 x10°® cel-ml™ para organismos entre los 13 y 76 mm de longitud
(Navarro y Winter, 1982; Martinez et al., 2000).

La importancia de encontrar una racién Optima para cada especie radica en que el
proporcionar raciones alimenticias elevadas a la mayoria de los moluscos bivalvos dan como
resultado la produccién de pseudoheces. Como consecuencia, la calidad del agua se ve
afectada y esto puede ocasionar que las valvulas de alimentacién de los organismos bivalvos
se cierren parcialmente con lo que la tasa de ingestion serd menor y producird un menor
crecimiento (Mohlenberg y Riisgard, 1979).

Una desventaja de la produccién de pseudoheces por organismos que se han
alimentado con raciones mayores es que la energia destinada para el crecimiento se gasta en
la produccién de estas pseudoheces. Este mismo camino sigue la energia disponible para la
reproduccién en organismos maduros al ser sobrealimentados (Navarro y Winter, 1982).

Una alta racién alimenticia también puede llegar a afectar el crecimiento del
organismo debido a que la eficiencia de asimilacién y la tasa de filtracion disminuyen

(Riisgard y Randlov, 1981).
1.4 Lyropecten (Nodipecten) subnodosus (Sowerby, 1935)

Se distribuye desde la Laguna Ojo de Liebre, B.C, hasta Perti. La longitud maxima
de su concha es de 175 mm (Keen, 1971). Esta especie habita en fondos blandos y someros

(Felix, 1993) de aproximadamente 15 m de profundidad (Bernard, 1988), presenta una
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reproduccién hermafrodita (Keen, 1971) y es pelégica durante su estadio larval, mientras
los juveniles y adultos presentan habitos epibenténicos (Felix, 1993). Segun Keen (1971), su

clasificacion es la siguiente:

Phylum Mollusca

Clase Bivalvia

Subclase Lamellibranchiata
Orden Anisomyaria

Super familia Pectinacea
Familia Pectinidae

Género Lyropecten
Subgénero Nodipecten

Especie subnodosus

Actualmente existe cierta controversia en la ubicacién taxonémica de esta especie, ya
que algunos autores consideran al subgénero Nodipecten como género. Sin embargo, en este
trabajo se presenta un enfoque conservador utilizando la nomenclatura citada anteriormente.

La escasa informacién sobre la biologia y ecologia de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus, asi como el gran potencial que tiene para la acuicultura han motivado la
iniciacién de estudios orientados al desarrollo de técnicas de produccién y alimentacion de
semillas en condiciones controladas, para disminuir en esta etapa la mortalidad y elevar la
tasa de crecimiento.

Con relacién a la cria de larvas, los aspectos mas importantes a tomar en cuenta son:

el efecto de las variables fisicoquimicas como la temperatura y la salinidad, las condiciones
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del medio de cultivo, la densidad y la disponibilidad de alimento (Castagna y Kraeuter,
1981). Estos aspectos varian para cada especie, pero es importante considerar informacién
de otros trabajos acerca de bivalvos marinos, ya que técnicas bien desarrolladas para una

especie en particular pueden ser aplicadas y adaptadas a otras especies comerciales (Bourne

et al., 1989).
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L.5 Justificacion

La intensa explotacién que han sufrido los bancos naturales de moluscos marinos ha
ocasionado que en nuestro pafs varias especies se encuentren en peligro de extincion; tal es
el caso de la almeja mano de leén Lyropecten (Nodipecten) subnodosus. La obtencion de
semilla para su cultivo se basa en la captacién del medio natural con diferentes colectores lo
que dificulta el cultivo de esta especie. Aunado a lo anterior, la existencia de una alta tasa de
mortalidad presente en los cultivos tanto en campo como en laboratorio, es un reflejo de la
falta de estudios sobre los requerimientos alimenticios en estadios larvales y postlarvales de
Lyropecten (Nodipecten) subnodosus. Por lo anterior consideramos que se requieren realizar
estudios sobre los requerimientos alimenticios de larvas y postlarvas para obtener una
produccién en el 4mbito comercial. En el presente trabajo se realizé un estudio a establecer

los requerimientos nutricionales necesarios para el desarrollo de esta especie.
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II. OBJETIVOS
IL.1 Objetivo general

Determinacién del valor alimenticio de tres mezclas de microalgas y su efecto en el

crecimiento de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.

I1.2 Objetivos especificos

1.- Seleccionar la tasa de dilucién éptima para tres especies de microalgas.

2.- BEvaluar la composicién bioquimica en sistema semicontinuo de tres especies de
microalgas y sus mezclas.

3.- Determinar la tasa de filtracién y la racién alimenticia Optima de Lyropecten
(Nodipecten) subnodosus alimentada con tres mezclas de microalgas.

4.- Bstimar el crecimiento de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres

mezclas de microalgas.

II1. Hipdtesis

El valor nutricional de tres mezclas de microalgas influird positivamente sobre el

crecimiento de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus.
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IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1 Obtencion de cepas

Las microalgas utilizadas en el presente trabajo son la Prymnesiophyceae Isochrysis
sp. (IS-XI), la Haptophyceae Paviova lutheri (PA-LI) y la diatomea Chaetoceros calcitrans
(CH-CL) obtenidas de la Coleccién de Microalgas del Departamento de Acuicultura del

Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE).

IV.2 Cultivo de microalgas

El cultivo de las microalgas se inici6 con indculos sucesivos partiendo de 10 ml de
cultivo y continuando con 100 ml, 2 litros y 15 litros. Se mantuvieron bajo las siguientes
condiciones: temperatura entre los 22 = 1 °C, salinidad de 35 O/00, pH de 7.5-8 (el cual fue
controlado con inyecciéon de CO,), fotoperiodo de 12:12 hrs (luz:obscuridad) el cual se
proporcioné con lamparas fluorescentes (luz blanca, fria) para simular la iluminacién diurna.

Para los cultivos de 10 ml hasta 2 litros, se utilizé agua de mar previamente
esterilizada en autoclave a 110 °C. En el caso de cultivos en volumenes de 15 1 el agua de
mar se esterilizé con 3 ml de cloro comercial por litro de agua durante 24 h y se le agregd
tiosulfato de sodio en una proporcién de 150 mg/l de agua de mar para la eliminacion total
del cloro. Se proporciono aireacién continua para ayudar al proceso; el aire circulé por filtros
con carbdn activado para evitar contaminaciones posteriores. El medio fue el medio “’f/2”’
de Guillard y Ryther (1962), con silicatos para el caso de la microalga Chaetoceros

calcitrans.
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IV.3 Determinacion de biomasa.

El crecimiento de las microalgas se inicié con indculos de 200,000 cél-ml” para cada
cepa, monitoreandose diariamente las variables de temperatura y pH, asi como el nimero de
células.

El conteo diario de nimero de células se realizé en un hematocitémetro de 0.1 mm
de profundidad, en el caso de la densidad éptica se midié con un espectofotémetro Hach
2000.

Inicialmente los cultivos se mantuvieron en sistema estatico y una vez alcanzada la
fase de crecimiento maximo se inicié un cultivo semicontinuo aplicandose tasas de dilucién
del 20, 30 y 50 % para obtener la dilucién éptima de las tres especies de microalgas. El
monitoreo del nimero de células se realizé antes y después de la dilucién. El medio a utilizar
para la renovacién del cultivo en cada dilucién fue el medio “’£/2”’.

Para la determinacién de la biomasa en base a peso seco, se tomaron volimenes
conocidos de los cultivos estaticos y semicontinuos durante la fase exponencial (por
triplicado) cada tercer dia. Estos se filtraron a través de filtros Whatman de fibra de vidrio de
47 mm de didmetro, previamente lavados, incinerados en una mufla a 490 °C y pesados. Al
filtrar las muestras se lavaron con formiato de amonio al 3% para la eliminacién de sales.
Los filtros con la muestra se colocaron en una estufa a 60 °C por 12 h para obtener el peso
seco constante, posteriormente se calcinaron en una mufla por 12 h para la determinacion de

cenizas y por diferencia se obtuvo el peso seco organico (Sorokin, 1973).
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IV.4 Composicion biogquimica

Para la realizacién de los analisis bioquimicos de las microalgas producidas en los
cultivos (proteinas, carbohidratos y lipidos), se filtraron voltimenes conocidos por triplicado
en filtros Whatman de 25 mm de didmetro. Las técnicas utilizadas fueron: proteinas por el
método de Lowry et al. (1951), los carbohidratos se analizaron segun el método
colorimétrico del fenol-ac. sulfiirico de Dubois et al. (1956), los lipidos por el método de
Pande et al. (1963), previa extraccién con el método de Bligh y Dyer (1959). Para las curvas
de calibracién se utilizaron como estandares, albumina de bovino en el caso de las proteinas,

glucosa anhidra para los carbohidratos y tripalmitina con los lipidos.

IV.5 Acidos grasos

Para la obtencién de los 4cidos grasos, se tomaron volimenes conocidos cada tercer
dia, por duplicado de cada cultivo de las microalgas (Isochrysis sp., Pavlova lutheri y
Chaetoceros calcitrans). Las microalgas cosechadas fueron centrifugadas y lavadas con
formiato de amonio al 3 % para la eliminacién de sales. La muestra obtenida durante la
centrifugacion fue liofilizada y pesada para la realizacion de los anélisis de 4cidos grasos.

La extraccion de los lipidos se realizé por el método de Bligh y Dyer (1959). La fase
lipidica se secé con nitrégeno, una vez que se le agregd el estindar intemo (4cido
triheptadecanoico, C ,,,,) se sometié a metandlisis con 5 % de HCL en metanol durante 2.5
horas en bafio maria a 85 °C (Sato y Murata, 1988). La extraccién de los 4cidos grasos se
realizé con hexano grado HPLC y su determinacion se hizé por medio de cromatografia de

gases-espectometria de masas (GC-MS) Hewlett Packard.
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Para el analisis se utilizé una columna de tipo capilar, de silice fundido, de 30 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 mm de espesor de pelicula (Omegawax TM
250).

Las condiciones del analisis fueron: 1 pl de volumen de inyeccién (como gas
transportador se utilizé helio con pureza del 99 % y flujo de 0.8 ml-min™), la razén de
dispersién fue 1:00, el tiempo de no dispersién de un minuto, la temperatura inicial fue de 35
°C durante un minuto y se incrementd a 35 °C min™ hasta alcanzar 200 °C, donde se mantuvo
por 45 minutos.

Los 4cidos grasos fueron identificados comparando los espectros de masas con los
espectros contenidos en la libreria de espectros de masas WIST/NBS. Esta identificacion se
confirmé comparando los tiempos de retencién de los picos con los tiempos de retencion de
un patrén comercial de metil-ésteres de 4cidos grasos poliinsaturados (Kit de dcidos grasos
poliinsaturados, SIGMA).

Para el calculo de la concentracién de los 4cidos grasos presentes en las muestras, se
integré manualmente el 4rea bajo los picos en los espectros, que en el sistema GC-MS es
directamente proporcional a la masa.

La nomenclatura utilizada para los 4cidos grasos fue de la forma 16:2; donde el
16’ indica el nimero de 4tomos de carbono, el “’2’’ indica el nimero de insaturaciones y
n-3 indica la posicién de la primer doble ligadura. El resultado de las concentraciones se
expres6 de tres formas: en pg de 4cidos grasos por mg de muestra liofilizada (con base en el
peso seco organico); en porcentajes con base en el total de acidos grasos y en porcentajes

con base en el total de lipidos.
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Los anélisis de acidos grasos se realizaron en las instalaciones del CIBNOR unidad

La Paz, B.C. Sur, con el apoyo y supervisién de la Dra. Bertha Olivia Arredondo Vega.

IV.6 CULTIVO DE Lyropecten (Nadxpec;‘en) subnodosus
IV.6.1 Obtencion y acondicionamienfo de semillas

Las semillas de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus se obtuvieron del Laboratorio
de produccion de moluscos perteneciente al Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR), localizado en La Paz, B.C.S., se seleccionaron organismos de tallas
similares (~4 mm), los cuales se acondicionaron en cubetas de 20 litros con agua pasada por
luz UV y filtrada a 1 pum, los organismos se colocaron al azar en un sistema cerrado con
flujo de aire constante (air lift) para minimizar la sedimentacién del alimento (microalgas).
Los organismos se mantuvieron en condiciones constantes de temperatura (21 + 1 °C).
Durante el tiempo de acondicionamiento (5 dias) se alimentaron con la microalga Isochrysis
sp.

La limpieza del sistema se realizé diariamente para reducir el riesgo de
contaminacién debido a la produccién de heces, asi como para evitar dafios a los
0rganismos.

Después del periodo de acondicionamiento se seleccionaron al azar nueve grupos de
25 organismos cada uno y se colocaron en cubetas de 20 1. Los organismos se midieron a lo
largo de los ejes dorsoventral (longitud) y anteroposterior (ancho). Se sacrificé un lote de 10
organismos para la obtencién del peso hiumedo, peso seco total y peso seco orgénico

iniciales.
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Para conocer los parametros biométricos iniciales como longitud (eje dorsoventral) y
ancho (eje anteroposterior) de la concha se utilizé un microscopio estereoscdpico adaptado
con una reglilla. Los pesos seco y organico se realizaron utilizando el método gravimétrico
descrito anteriormente para microalgas, con un tiempo mas largo (dos dias) para la obtencién

del peso constante.

IV.6.2 Racion alimenticia y tasa de filtracion

La racién diaria de alimento se investigd con experimentos preliminares. Cada racién
se suministré durante dos dias dos veces al dia, con un volumen de cultivo de las mezclas
bialgales equivalentes a 200,000; 300,000 y 450,000 cél-ml”, dejando a los organismos sin
alimentar por 24 horas antes de ensayar la siguiente racion para limpiar totalmente el tracto
digestivo y evitar sobreestimaciones en el ensayo posterior.

Para monitorear la tasa de filtracién de las semillas de mano de leén se realiz6 un
conteo del nimero de células cada hora durante 24 horas, aplicando la férmula descrita por
Schurink y Griffiths, (1992):

T.F (h"))= (log N1 - log .\N2) V

TN

donde N; y N, son la cantidad inicial y final de las particulas disueltas, V es el volumen del

recipiente en litros, T es el tiempo en horas y N es el numero de organismos en el recipiente.
Una vez seleccionada la racién adecuada a suministrar, ésta se incremento

semanalmente dependiendo del incremento de peso de los organismo, para lo cual se pesaron

al azar algunos organismos por tratamiento para la realizacion de esta correccidn.
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IV.7 Alimentacion

Una vez acondicionados los organismos, se inici6 el ensayo de alimentacion, para lo
cual las microalgas fueron cosechadas en la fase exponencial y se probaron tres tipos de
dietas que resultan de las combinaciones pareadas de las tres especies utilizadas en el
experimento, quedando de la siguiente manera: Isochrysis sp.:Paviova lutheri; Isochrysis
sp.:Chaetoceros calcitrans y Pavlova lutheri :Chaetoceros calcitrans.

La alimentacién de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus estuvo en funcién del tipo
de microalga, por lo cual se utilizaron diferentes proporciones. En el caso de las mezclas que
contenian la especie Chaetoceros calcitrans la proporcion fue de 1:2 (2 proporciones de C.
calcitrans) puesto que se ha reportado que la diatomea C. calcitrans contiene hasta un 50%
de cenizas y lo que se pretendié es que los organismos se alimentaran con las mismas
proporciones de materia orgénica (Cordero com. per.). Para la mezcla de especies flageladas
(Pavlova lutheri e Isochrysis sp.) se utiliz6 una proporcion de 1:1.

La duracién del estudio fue de siete semanas, en cada una de ellas los organismos se
midieron y pesaron para obtener asi el incremento en peso himedo y en talla (eje
anteroposterior y dorsoventral), al final del experimento para el caso del PST y PSO se

sacrificaron cinco organismos de cada repeticién por tratamiento.

IV.8 Anailisis estadistico
Se realizaron prucbas de homocedasticidad de varianzas, asi como de normalidad

para la seleccién del tipo indicado de prueba para el analisis de datos.
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Para evaluar el crecimiento de la concha en las semillas de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus, en relacién con el ancho y longitud de la misma se aplicé un disefio de bloques
al azar, utilizando una ancova de 1 via sin interaccion.

En el caso de la ganancia en peso la estadistica aplicada fue un disefio de bloques al
azar, utilizando una ancova de 1 via.

Para la evaluacién de la composicién bioquimica (proteinas, carbohidratos, lipidos y
4cidos grasos), del peso seco total y peso seco organico de las tres microalgas se utiliz6 una
ancova de 1 via, de igual manera para la composicién de las tres mezclas bialgales.

Para determinar la variacidn a través del tiempo en los diferentes muestreo se aplico
en el caso de las tres microalgas una anova de 1 via y para las mezclas bialgales tanto como

para los 4cidos grasos fue una anova no paramétrica de Kruskal-Wallis.
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V. RESULTADOS
V.1 Cultivos de microalgas
V.1.1 Sistema estatico

Los cultivos de las diferentes microalgas se iniciaron con un tamafio de in6culo de
200,000 cél-ml” alcanzando su méxima biomasa al dia 13 (26.787 y 10.687 x 10° cél-ml”)
en el caso de Isochrysis sp. y Paviova lutheri respectivamente. Sin embargo, Chaetoceros
calcitrans alcanzé su méximo crecimiento al dia 7 del cultivo con una biomasa de 21.55 x
10° cél-ml” (Tabla I y Figura 1). Las microalgas iniciaron la fase de crecimiento lento a
partir del dia 6 en el caso de Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans y en el dia 5 en el caso
de Paviova lutheri.

Las tasas de crecimiento (p) obtenidas muestran valores mayores durante los
primeros dias del cultivo en las tres microalgas (Tabla II). En el caso de Isochrysis sp. las
tasas de crecimiento maximas se encontraron durante los cinco primeros dias del cultivo,
registrandose los mayores valores al primer dia después del inéculo (1.43) y al tercer dia
(1.82 divisiones por dia), posteriormente se obtuvo una tendencia a la estabilidad en los
valores de la tasa de crecimiento hasta alcanzar un valor minimo de -0.01 al final del cultivo.
La tasa de crecimiento en la microalga Paviova lutheri muestran un comportamiento similar
al de Isochrysis sp. obteniéndose las tasas méaximas desde el segundo al cuarto dia del
cultivo, siendo 1.71 la tasa de crecimiento mayor observada en esta microalga al segundo dia
del cultivo. Chaetoceros calcitrans fue la microalga que presento las mayores tasas de
crecimiento alcanzando valores de 1.27 (dia 5) hasta 2.62 (dia 3), disminuyendo en los

dltimos dias de cultivo.



Tabla I.- Ntimero de células x 10° cél-ml” (desviacién estandar entre paréntesis)
de tres especies de microalgas mantenidas en sistema estatico.
Isochrysis sp.; Paviova lutheri; Chaetoceros calcitrans.

DIAS Ischrysis sp. Paviova Chaetoceros
lutheri calcitrans
0 0.200 0.200 0.200
(0.00) (0.00) (0.00)
1 0.541 0.285 0.237
(0.03) , (0.06) (0.02)
2 1.912 0.937 0.297
(0.11) (0.07) (0.15)
3 2.694 1.687 1.835
(0.29) (0.21) (0.14)
4 4.370 3.099 7.568
(0.17) (0.40) (0.25)
§ 7.874 3.250 18.31
(1.32) (0.21) (0.64)
6 8.793 5.012 18.42
(1.54) (0.44) (0.91)
7 10.47 5.786 21.55
(0.88) (0.26) (0.98)
8 13.08 6.500
(1.79) (0.35)
9 19.09 74 115
(1.60) (0.19)
10 21.11 8.715
(1.41) (0.26)
11 21.45 9.252
(1.27) (0.36)
12 22.27 10.18
(0.70) (0.74)
13 26.79 10.69

(0.08) (0.25)
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Fig 1.- Numero de células (x10° cél-ml") de las microalgas Isochrysis sp. (A), Paviova
lutheri (B) y Chaetoceros calcitrans (C) mantenidas en sistema estatico.
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Tabla 1L.- Tasa de crecimiento (u) promedio (desviacién estandar entre
paréntesis) en tres especies de microalgas mantenidas en sistema

estatico.
Isochrysis sp. Pavlova lutheri Chaetoceros
calcitrans
DIA
1 1.43 0.51 0.24
(0.10) (0.33) (0.15)
2 1.82 1.71 0.32
(0.01) (0.23) (0.92)
3 0.49 0.84 2.62
(0.07) (0.29) (0.20)
4 0.69 0.88 2.04
(0.21) (0.37) (0.69)
5 0.84 0.06 1.27
(0.18) (0.02) (0.09)
6 0.15 0.62 0.01
(0.01) (0.22) (0.00)
7 0.25 0.20 0.22
(0.13) (0.06) (0.00)
8 0.32 0.16
(0.07) (0.01)
9 0.54 0.24
(0.07) (0.04)
10 0.14 0.17
(0.02) (0.00)
11 0.02 0.08
(0.01) (0.01)
12 0.05 0.13
(0.01) (0.04)
13 0.26 0.06
(0.05) (0.02)
14 -0.01
(0.03)

V.1.1.1 Peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO)
La determinacién de la biomasa celular con relacién al peso seco total (ug:ml™') y peso seco

organico (ugml') de las microalgas Isochrysis sp. , Paviova lutheri y Chaetoceros
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calcitrans mantenidas en sistema estatico muestran una tendencia similar a la observada en
el nimero de células, con un aumento en los primeros dias del cultivo (Tabla III).

En la microalga Chaetoceros calcitrans se obtuvo el mayor contenido de biomasa
celular en base al peso seco total (p « 0.05), en peso seco organico los maximos valores se
registraron en Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans (p < 0.05).

Los porcentajes de cenizas obtenidos se muestran en la Tabla III. Los valores para Isochrysis
sp. estuvieron entre el 11.96 y 47.50 %, en cuanto a las microalgas Pavilova lutheri y

Chaetoceros calcitrans se registraron valores entre el 24.22 y 48.98 %.

Tabla IIL- Peso seco total (pg-ml'), peso seco orgnico (ug'ml') y porcentaje de cenizas (desviacion
estandar entre paréntesis) de tres especies de microalgas mantenidas en sistema estatico. ISO:
Isochrysis sp.; PA: Pavlova lutheri; CH: Chaetoceros calcitrans.

% de Cenizas

Dias PST (ug-ml?) PSO (pg-ml™)
1SO
3 327.00 (5.00) 212.50 (21.4) 33.49 (2.12)
5 493.30 (72.8) 481.66 (66.4) 11.96 (4.18)
7 626.66 (299) 356.66 (114) 42.69 (7.49)
9 738.33 (46.2) 440.00 (61.4) 40.16 (6.65)
11 699.83 (71.6) 374.00 (34.7) 46.00 (5.35)
13 809.66 (46.0) 425.66 (38.5) 47.50 (2.24)
PA
3 303.00 (25.5) 204.16 (29.6) 32.43 (2.49)
5 275.00 (40.9) 206.66 (24.5) 24.22 (7.38)
i 568.33 (96.1) 293.33 (44.8) 48.09 (5.98)
9 736.66 (30.5) 426.66 (30.5) 41.87 (5.91)
11 662.50 (50.2) 337.33 (9.25) 48.98 (3.20)
13 631.55 (166) 374.00 (81.2) 37.64 (11.7)
CH
3 380.00 (15.8) 208.33 (57.9) 30.44 (2.8)
5 641.66 (15.3) 475.00 (22.9) 25.83 (5.4)
7 696.66 (53.5) 360.00 (18.0) 48.30 (2.66)
9 795.00 (77.6) 475.00 (67.6) 40.61 (4.77)
11 719.00 (108) 401.66 (40.9) 44.13 (4.41)
13 845.33 (36.7) 470.66 (514) 44.43 (3.32)
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V.1.1.2 Composicién bioquimica
Proteinas

Los resultados obtenidos en los componentes bioquimicos de las tres microalgas
mantenidas en sistema esttico se muestran en la Tabla IV y Figs. 2 y 3. Con relaci6n al
porcentaje de proteinas en base al peso seco total y al peso seco organico se observo una
tendencia a incrementarse a través del tiempo. El analisis de comparaciones multiples de
Tukey indica que en general no hubo diferencias significativas en dias relacionados de los
cultivos de las tres microalgas, tanto en base a PST (p » 0.05) como en PSO (p > 0.05). En
particular, en el caso de la microalga Isochrysis sp. se registraron valores maximos al noveno
y onceavo dia del cultivo (12.40 y 23.19% de proteinas en base a PST y PSO
respectivamente) seguido de una disminucion en los dias posteriores. Un comportamiento
similar fue observado en la microalga Chaetoceros calcitrans, en la cual los mayores
porcentajes fueron al dia 11 con valores de 13.96 y 21.91% en base al PST y PSO
respectivamente, los cuales disminuyeron en ambos casos al dia 13. Los porcentajes
obtenidos en la microalga Paviova lutheri tuvieron valores maximos al dia 13 de cultivo
tanto en base al peso seco total como en el peso seco orgénico (13.7 y 22.7%

respectivamente).

Carbohidratos
Con relacién a los porcentajes de carbohidratos registrados en las microalgas
mantenidas en el sistema estatico, mostraron la misma tendencia a aumentar conforme se

desarrollé el cultivo. En todos los casos se obtuvieron valores maximos al dia 13 del cultivo,
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sin embargo los valores maximos en el porcentaje de carbohidratos tanto en base a PST
como en PSO se encontraron en las microalgas Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans los
cuales fueron significativamente diferentes con respecto a Paviova lutheri (p < 0.05) donde
se registraron valores menores. Los porcentajes alcanzados fueron de 4.77 a 6.24% en base

al peso seco total y de 7.91 a 11.93% en base a PSO.

Lipidos Totales

Los porcentajes promedio del contenido lipidico de Isochrysis sp., Paviova lutheri'y
Chaetoceros calcitrans mantenidas en el sistema estatico, mostraron una tendencia similar a
la observada en el porcentaje de carbohidratos, con valores maximos al dia 13 del cultivo.
Los mayores porcentajes fueron encontrados en Paviova lutheri (p < 0.05) hasta el dia 11 del
cultivo. El contenido lipidico en las tres microalgas encontrado al dia 13 del cultivo en base

a peso seco total fue de 12.42 a 16.26 % y de 23.71 2 29.38 % en base a PSO.

Acidos grasos
En las Tablas V, VIy VII se muestran los resultados del total de 4cidos grasos
en las microalgas Isochrysis sp., Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans mantenidas
en el sistema estatico. Se identificaron los 4cidos grasos saturados (14:0, 15:0, 16:0,
18:0), monoinsaturados (16:1, 18:1) y poliinsaturados (18:2, 18:3, 20:406, 20:503,
22:6w3).
Los acidos grasos presentes en Isochrysis sp. mostraron diferentes tendencias

a través del cultivo. Los 4cidos 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:5w3 y 22:603 aumentaron su
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concentracién conforme se incremento la edad del cultivo. El 4cido graso 22:603 duplic6 su
valor registrado inicialmente (10.2 %) al dia 13 del cultivo (20.8 %). Tendgncia inversa
tuvieron los 4cidos 14:0, 16:0, 16:1 y 20:406, ya que mostraron una disminucion en su
contenido a través del tiempo. En el caso del 16:1 disminuy6 de 30.7% (dia 5) hasta 10.4%
(dia 13). El 4cido 15:0 mostré una variacion en sus porcentajes, lo cual no indica una
tendencia en particular, registrando valores desde 0.7 a 1.95%.

Paviova lutheri tuvo tendencias similares a las obtenidas en Isochrysis sp. a
excepeion de los acidos grasos 15:0 y 16:1, los cuales presentaron en general un incremento
en su contenido a través del cultivo (0.29 a 0.55% y de 19.7 a 23.7% respectivamente). Los
porcentajes del 18:0 y 20:503 se mantuvieron aproximadamente constantes en las diferentes
fechas de muestreo. El 4cido graso 18:3 tendi6 a disminuir (de 1.15% al dia 5 a 0.54% para
el dia 13) y el 22:603 se mantuvo constante los tres primeros muestreos (dias 5, 7y9),
aumentando posteriormente (hasta 20.6%).

Los porcentajes de 4cidos grasos en Chaetoceros calcitrans tendieron a aumentar
conforme se increment6 la edad del cultivo, principalmente en los acidos 14:0, 18:1, 18:2,
18:3 y 20:406, sin embargo, los 4cidos 16:0 y 22:6m3 registraron una tendencia inversa con
una disminucién a través de los muestreos alcanzando valores maximos de 18.1 a 12.8% y
de 11.1 a 2.21% respectivamente. Los porcentajes obtenidos en el 4cido graso 20:503 fueron
aproximadamente constantes en los diferentes dias del cultivo, con promedios de alrededor
del 30 %. En el caso de los acidos 18:0 y 16:1 no mostraron una tendencia definida durante

el cultivo.
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En general las tendencias de los grupos de 4cidos grasos como los SFA, MUFA y
PUFA a través del cultivo son diferentes en cada una de las tres microalgas. Los éacidos
grasos saturados (SFA) totales, tienden a disminuir en el caso de las microalgas Isochrysis
sp. y Paviova lutheri de 50.20 a32.23% y de 35.04 a 19.68% respectivamente, Chaetoceros
calcitrans no muestra en general una variacién en la cantidad total de SFA durante el cultivo
manteniendo valores promedios de 35.32 %.

La tendencia del total de 4cidos grasos monoinsaturados (MUFA) conforme
aumento la edad del cultivo se incremento y fue diferente en cada una de las microalgas. Los
porcentajes de MUFA’s en Isochrysis sp. disminuyeron de 33.10 a 23.30%, inversamente
Pavlova lutheri incrementé el contenido de este grupo de acidos grasos alcanzando valores
de 26.12 % al dia 13 del cultivo, mientras que en Chaetoceros calcitrans no se aprecié una
tendencia en el porcentaje de MUFA’s a través del cultivo, manteniendo un porcentaje
promedio de 22 %.

Las tendencias de los porcentajes de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA’s)
conforme se incrementé la edad del cultivo fueron similares en Isochrysis sp. y Paviova
Iutheri, las cuales registraron un aumento en los porcentajes de PUFA’s a través del cultivo
alcanzaron valores de 43.71 y 53.86 % al dia 13 respectivamente, Chaetoceros calcitrans
mantuvo ligeras variaciones durante el cultivo manteniendo un porcentaje promedio de

47%.



Tabla V.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) (desviacion estindar entre
paréntesis) en base a peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO) en tres especies de
microalgas mantenidas en el sistema estatico. ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova lutheri; CH:
Chaetoceros calcitrans.

A
PST PSO
[SO PA CH ISO PA CH
Dia
3 3.78 3.93 2.74 5.38 5.89 4.49
(0.32) (0.27) (1.14) (0.66) (0.62) (0.43)
5 10.09 10.23 10.70 10.34 13.48 14.48
(1.29) (1.50) (0.33) (1.45) 0.97) (0.88)
7 10.36 8.68 8.40 16.90 16.71 16.22
(2.01) (1.45) (0.79) (1.30) (2.13) (1.16)
9 12.40 10.36 12.28 21.03 17.92 20.70
(0.74) (0.53) (1.14) (2.65) (2.73) (2.73)
11 11.41 10.05 13.96 23.19 19.68 21.91
(0.66) (0.63) (0.64) (0.96) (0.52) (0.44)
13 11.19 13.73 11.41 21.38 22.74 20.11
(0.73) (3.76) (0.18) (2.08) (4.97) (1.34)
B
PST PSO
1SO PA CH 1SO PA CH
Dia )
3 0.46 0.26 1.08 0.71 0.39 1.93
(0.03) (0.09) (0.36) (0.05) (0.17) (0.72)
5 2.18 2.00 3.55 2.24 3.85 4.80
(0.11) 0.47) 0.13) (0.19) (0.49) (0.26)
7 3.79 2.17 3.96 6.26 4.20 7.66
(0.43) (0.08) (0.23) (0.75) (0.29) (0.42)
14 5.01 3.01 4,13 8.49 5.21 6.95
(0.14) 0.18) (0.08) (0.93) (0.35) (0.37)
11 6.01 3.86 523 11.24 7.57 9.30
(0.26) (0.34) (0.80) (0.55) (0.41) 0.97)
13 6.24 4.77 5.95 11.93 7.91 10.72
(0.34) (1.35) (0.55) (1.03) (1.80) (0.08)
C
PST PSO
[SO PA CH ISO PA CH
Dia
3 2.94 6.14 2.54 4.56 9.15 4.89
(0.31) (0.82) (0.27) (0.59) (1.17) (2.32)
5 4.33 7.21 522 4.44 9.60 7.06
(0.31) 0.37) (0.17) (0.32) (1.01) (0.420
7 5.76 8.69 6.41 9.33 16.80 12.39
(1.31) (1.21) (0.22) (0.41) (2.23) (0.44)
9 6.81 10.41 8.71 11.44 17.96 14.64
(0.74) (0.85) (0.37) (0.49) (0.47) (0.68)
11 9.80 10.81 11.46 18.31 21.18 20.42
0.91) (0.53) (0.81) (1.52) (0.26) 0.70)
13 12.42 14.39 16.26 23.71 23.81 29.38

(0.69) (4.21) (0.51) (2.04) (5.65) (2.55)
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Fig 2.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco total
de tres microalgas mantenidas en sistema estatico. ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova

lutheri y CH: Chaetoceros calcitrans.
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Fig 3.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco
organico de tres microalgas mantenidas en sistema estético. ISO: Isochrysis sp.; PA:
Paviova lutheri y CH: Chaetoceros calcitrans.



Tabla V.- Porcentaje promedio de 4cidos grasos (en base al total de dcidos
grasos) de la microalga Isochrysis sp. mantenida en sistema estatico
(desviacion estandar entre paréntesis).

Acido DIAS DE CULTIVO
graso
5 7 9 11 13
SFA

14:0 27.7(0.08) 252(0.31) 20.2(0.30) 14.4(021) 16.4(0.65)
15:0 1.95(0.19) 0.82(0.19) 0.70(0.00) 1.53(0.14) 1.88(0.04)
16:0 20.5(0.08) 18.5(0.18) 14.5(0.02) 13.5(0.28) 13.4(0.41)
18:0 0.05(0.01) 0.12(0.19) 0.19(0.02) 0.20(0.04) 0.55(0.54)

50.20 44.64 35.59 29.63 32.23
MUFA
16:1 307(1.52)  26.1(0.01) 20.7(0.11) 164 (0.57) 10.4(0.28)
18:1 2.61(0.14) 3.29(10.0) 8.42(0.34) 12.4(0.36) 12.9(0.44)
33.31 29.39 29.12 28.4 233
PUFA

18:2 0.25(0.05) 3.70(0.08) 6.26(0.35) 8.65(0.35) 6.05(0.03)

18:3 0.64(0.22) 3.12(1.21) 8.09(0.54) 11.2(1.22) 11.0(0.31)

20:406  0.25(0.01) 0.03(0.00) 0.06(0.01) 0.05(0.01) 0.08(0.00)

20:503  030(0.00) 4.20(0.86) 4.11(0.00) 4.98 (1.15) 5.78(0.22)

22:603  102(025) 10.5(0.45) 133(037) 155(0.65) 20.8(0.09)
11.64 21.55 31.82 40.38 43.71

Tabla VL.- Porcentaje promedio de 4cidos grasos (en base al total de acidos
grasos) de la microalga Paviova lutheri mantenida en sistema
estatico (desviacién estindar entre paréntesis).

Acido DIAS DE CULTIVO
EI‘EISO

5 7 9 11 13
SFA

14:0 143 (0.85) 14.8(0.99) 10.6(0.74) 10.2(0.00) 10.4(2.25)
15:0 0.29(0.02) 0.38(0.02) 0.23(0.03) 0.46(0.00) 0.55(0.00)
16:0 20.4(0.07) 20.7(026) 19.6(0.33) 10.1(0.00) 8.64(0.26)
18:0 0.05 (0.00) 0.08 (0.00) 0.06 (0.00) 0.10(0.00) 0.09 (0.00)

35.04 35.96 30.49 20.86 19.68
MUFA
16:1 19.7 (0.04) 20.0(1.15) 21.7(2.14) 23.7(0.00) 23.7(2.73)
18:1 0.20(0.01) 130(0.06) 2.45(0.06) 2.50(0.00) 2.42(0.03)
19.9 21.30 24.15 26.20 26.12
PUFA
18:2 0.13(0.00) 0.17(0.00) 0.17(0.00) 0.51(0.00) 0.75 (0.05)
18:3 1.15(0.05) 0.18(0.02) 0.24(0.02) 0.36(0.00) 0.54(0.00)

20:406  0.00(0.00) 0.07(0.02) 0.83(0.00) 1.00(0.00) 0.17 (0.00)

20503 29.6(0.47) 25.6(3.13) 29.2(0.27) 31.7(0.00) 31.8(0.23)

22:603  134(0.10) 13.5(047) 144(0.11) 18.4(0.00) 20.6(0.42)
44.28 39.52 44.84 51.97 53.86
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Tabla VIL- Porcentaje promedio de 4cidos grasos (en base al total de 4cidos
grasos) de la microalga Chaetoceros calcitrans mantenida en
sistema estatico (desviacion estandar entre paréntesis).

Acido DIAS DE CULTIVO
graso
5 7 9 11 13
SFA
14:0 11.5(4.48) 18.5(2.87) 18.6(3.88) 20.4(0.14) 20.4(0.55)

15:0 1.21(0.29) 1.08(0.00) 1.40(0.35) 2.62(0.27) 2.15(0.38)
16:0 18.1(0.07) 18.6(0.06) 16.7(0.26) 11.1(1.17) 12.8(0.92)
18:0 0.11(0.00) 0.05(0.00) 0.04(0.01) 0.60(0.06) 0.60 (0.08)

30.92 38.23 36.74 34.72 35.95
MUFA
16:1 20.0(3.16) 184 (0.60) 17.2(3.72) 24.6(2.60) 20.4 (1.67)
18:1 0.14 (0.03) 0.67(0.07) 1.51(0.07) 2.77(0.15) 3.44(0.57)
20.14 19.07 18.71 27.37 23.84
PUFA

18:2 0.06 (0.00)  0.05(0.01) 0.16(0.01) 0.28 (0.01) 0.64 (0.06)

18:3 0.06 (0.00) 033(0.12) 0.72(0.00) 1.24(0.02) 2.50(0.28)

20406  0.04 (0.00) 0.11(0.01) 137(0.05) 2.56(0.04) 2.65(0.28)

205503 32.6(0.21) 30.7(0.09) 29.9(0.00) 31.8(0.08) 31.3(0.39)

22:603  11.1(0.04) 634(0.45) 6.77(0.14) 5.00(0.00) 2.21(0.71)
46.86 37.53 38.92 40.88 39.30

V.1.2 Sistema semicontinuo
V.1.2.1 Tasa de dilucién

El cultivo semicontinuo de las tres microalgas se inicié en el tiempo en el cual la fase
de crecimiento méaximo fue obtenida en cada especie (determinada en experimentos
preliminares). De las tasas de dilucién ensayadas, con la de 20% se observé una
recuperacién celular para las microalgas Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans, no asi,
en la microalga Isochrysis sp. donde se reporté un periodo de estabilizacién antes de
alcanzar una recuperacion celular constante (Fig. 4).

Con relacién a la tasa de dilucion del 30%, la microalga Isochrysis sp. mantuvo una

recuperacion constante en el numero de células después de la dilucién. Chaetoceros
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calcitrans tuvo un comportamiento similar, a excepcién del Gltimo dia de la dilucién. Sin
embargo, la microalga Paviova lutheri mostr6 una tendencia a la disminucion del numero
de células durante el tiempo de esta dilucién, por lo cual se considerd un tiempo de
recuperacion celular para posteriormente aplicar la tasa de dilucion.

En el caso de la tasa de dilucion del 50%, se observé un comportamiento similar en
las tres especies de microalgas, donde se obtuvo una disminucién drastica en el nimero de
células, la cual no permitié mantener los cultivos celulares por mas de cuatro dias. Por lo
anterior, se selecciond la dilucién del 20 % para mantener los cultivos de las microalgas

Isochrysis sp, Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans.

V.1.2.2 Peso seco total y peso seco organico

En la Tabla VIII se muestran los valores promedios de biomasa algal en base al peso
seco total y peso seco organico obtenidos durante los cultivos en el sistema semicontinuo
con una tasa de dilucién del 20%. La microalga Isochrysis sp. mantuvo los valores mas
elevados de 664.8 y 408.9 pg-ml” de PST y PSO respectivamente. Las microalgas Paviova
lutheri y Chaetoceros calcitrans mantuvieron valores de peso seco total de 550 y 600 pg-ml
! respectivamente, y de 285.8 a 304.6 pg-ml’ de peso seco organico; el analisis paramétrico
de una ancova de una via no mostré diferencias significativas en el PST y PSO entre estas
dos microalgas (p » 0.05). Los valores observados de peso seco total y peso seco organico de
las tres microalgas mantenidas en el sistema semicontinuo concuerdan con los obtenidos en

el sistema estatico durante la fase de maximo crecimiento, las variaciones reportadas durante
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el tiempo en que se mantuvieron los cultivos de microalgas en este sistema fueron mas bajos
del 20 % en la mayoria de los casos.
Los porcentajes de cenizas igualmente fueron similares a los obtenidos en el sistema

estatico con un intervalo de 40.6 y 50.0 %.

Tabla VIIL- Peso seco total (ug-ml"), peso seco organico (ug-ml”) y porcentaje de cenizas
(desviacién estandar entre paréntesis) en tres especies de microalgas
mantenidas en sistema semicontinuo con una tasa de dilucién del 20% por dia.
ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova lutheri; CH: Chaetoceros calcitrans.

PST (pug-ml™) PSO (pg-ml™) % CENIZAS
ISO 664.83 408.93 40.62
(78.88) (73.05) (5.36)
PA 550.97 285.80 49.18
(101.1) (47.65) (6.44)
CH 599.96 304.68 49.08
(92.67) (51.63) (4.58)

V.1.2.3 Composicion bioquimica
Proteinas

Los porcentajes promedios de proteinas en base a peso seco total obtenidos en las
microalgas Isochrysis sp., Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans en el sistema
semicontinuo se mantuvieron entre 10.83 a 13.93 % (Tabla IX, Fig. 5). Encontrandose
diferencias significativas en el porcentaje de proteinas en base al peso seco total entre

Isochrysis sp. con respecto a Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans (p < 0.05).
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Con relacién al porcentaje promedio en base al peso seco organico los valores encontrados
fueron entre el 20.37 % y 23.70 %. No se registraron diferencias significativas en el
porcentaje de proteinas en base al peso seco organico entre las tres microalgas (p > 0.05).

En general, durante la toma de muestras a través del tiempo no se encontraron
variaciones significativas en el porcentaje de proteinas en base a peso seco total en la
microalga Isochrysis sp., con excepcion en el dia 37. En cuanto a los porcentajes en base a
peso seco organico la variacion se presentd entre los dias 19, 14 y 24,

Una variacién mayor en el porcentaje de proteinas en PST y PSO fue observada en
los muestreos en Paviova lutheri, principalmente los dias 9 y 14, asi como 9, 14 y 21
respectivamente (p « 0.05). Chaetoceros calcitrans mostré una diferencia significativa mayor
en base al PST al dia 3 (p < 0.05) con respecto a los 10 muestreos restantes y en PSO los

dias del 11 al 21 (p < 0.05) (Tabla IX; Fig. 5 y 6).

Carbohidratos

Los valores de carbohidratos obtenidos en peso seco total fueron entre el 3.52 y
6.07%. Un comportamiento similar fue observado en los porcentajes de carbohidratos en
base al peso seco orgénico, con aumentos de 50 % mas que los registrados en base a peso
seco total (Tabla IX; Fig. 5 y 6). El analisis paramétrico de una ancova de una via indic6
diferencias significativas en la cantidad de carbohidratos en base al PST y PSO en

Isochrysis sp. comparada con Pavlova lutheri y Chaetoceros calcitrans (p < 0.05).
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Fig 4.- Ntimero de células (10° cél-ml") obtenidas en el cultivo semicontinuo aplicando tres
tasas de dilucion (20%, 30% y 50%) en las microalgas Isochrysis sp. (A), Paviova
Iutheri (B) y Chaetoceros calcitrans (C).
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En general, no hubo una variacién significativa en el porcentaje de carbohidratos a
través del tiempo de muestreo en la microalga Isochrysis sp. (p » 0.05) , a excepcién de los
dias 37, 40 y 44 en base a PST y una pequefia diferencia en PSO el dia 4 (p ¢« 0.05). Una
variacién en los porcentajes se registré en Paviova lutheri en los diferentes muestreos,
principalmente los dias 1, 3 y 9 en los resultados con base en PST y en PSO (p < 0.05). En
Chaetoceros calcitrans la variacién en el porcentaje de carbohidratos en base al peso seco

total y peso seco organico se encuentra en el dia 3 (p < 0.05).

Lipidos Totales

En el porcentaje lipidico registrado en las tres especies de microalgas mantenidas en
el sistema semicontinuo (Tabla IX; Fig. 5 y 6), se obtuvieron promedios de 7.44 y 11.62 %
(en base al PST y PSO respectivamente) en la microalga Isochrysis sp.

El maximo promedio en base al peso seco orgéanico fue obtenido en Chaetoceros
calcitrans con 14.37 %. En cuanto a la microalga Paviova lutheri registré valores menores
en PST y PSO ( 5.69 y 11.20 % respectivamente). Se encontraron diferencias significativas
en el contenido de lipidos en base al PST y PSO (p « 0.05) entre las microalgas Isochrysis
sp. y Chaetoceros calcitran con respecto a Paviova lutheri .

En general, Isochrysis sp. no mostré variaciones a través de los muestreo (anova
paramétrica de una via, p < 0.05), a excepcién de los dias 11 y 21 en base al peso seco total
y en los dias 21 y 24 en peso seco organico. Se obtuvieron variaciones menores durante los

dias de muestreo con la microalga Paviova lutheri, la cual mostr6 gran estabilidad a través
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del tiempo en los porcentajes lipidicos en PST y PSO. En relacién a Chaetoceros calcitrans

la variacién principal se registré el dia 3 (p < 0.05).

Acidos grasos

En la Tabla X se muestran los resultados de los 4cidos grasos de las tres microalgas
mantenidas en el sistema semicontinuo. Se identificaron los mismos acidos grasos
registrados en el cultivo estatico, cuatro del grupo de los saturados (14:0, 15:0, 16:0 y 18:0),
dos de los monoinsaturados (16:1 y 18:1) y cinco poliinsaturados (18:2, 18:3, 20:4w6,
20:503 y 22:603).

Con relacion al total de dcidos grasos saturados se obtuvieron valores entre 32.05 %
(en Isochrysis sp.) y 37.40 % (en Chaetoceros calcitrans), en monoinstaurados los
porcentajes se encontraron en un intervalo del 19.8 (Paviova lutheri) y el 25.5 % (Isochrysis
sp.). Los 4cidos grasos poliinsaturados tuvieron valores desde 37 % hasta el 46 %
encontrandose en este grupo los mds altos porcentajes correspondientes al 20:5 para las
microalgas Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans (31.0 y 26.8 % respectivamente) (Fig.
7).

En el anélisis de una ancova de una via se encontraron diferencias significativas en
el contenido de 4cidos grasos entre las tres microalgas (p < 0.05). Paviova lutheri y
Chaetoceros calcitrans presentaron mayores porcentajes de 16:0, 20:4w6 y 20:5w3 que
Isochrysis sp. (p < 0.05). Por otra parte Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans son
significativamente diferentes en el contenido de 14:0 con respecto a Paviova lutheri (p <

0.05). En cuanto a los 18:1, 18:2, 18:3 y 22:6w3 los valores obtenidos en Isochrysis sp. son
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significativamente mayores (p < 0.05) que los registrados en Chaetoceros calcitrans y
Paviova lutheri. Con relacion al 16:0 Pavlova Iutheri tuvo los mayores porcentajes de las
tres microalgas (p < 0.05). Sin embargo, Chaetoceros calcitrans contiene mayores
porcentajes de 16:0 con respecto a Isochrysis sp. (p < 0.05).

En general no se encontraron diferencias significativas en el contenido de 4cidos
grasos entre los dias de muestreo en la microalga Isochrysis sp. a excepcion de los dias 1
(14:0, 18:0, 18:1, 22:6w3), 3 (16:1, 18:0, 18:2, 18:3, 22:6w3) y 21 (20:4w6, 20:503).

Una Anova no paramétrica de Kruskal-Wallis no mostré en general diferencias
significativas en el contenido de 4cidos grasos entre los dias del muestreo en Paviova lutheri
a excepcion del dia 1 (18:0, 20:4w6), 3 (18:1, 20:4w6), 9 (18:1) y 21 (18:1, 20:46,
22:603).

En el caso de Chaetoceros calcitrans no se registraron diferencias significativas en el
contenido de Acidos grasos entre los dias de muestreo a excepcién de los dias 1 (14:0, 18:1,

20:503), 3 (20:406), 9 (18:1, 22:603), 14 (14:0, 16:1, 20:406) y 21 (14:0, 18:1),



Tabla IX.- Porcentaje de proteinas (PRO), carbohidratos (CHO) y lipidos (LIP) (desviacion
estandar entre paréntesis), en base a peso seco total (PST) y peso seco orgénico
(PSO) en tres especies de microalgas mantenidas en sistema semicontinuo con
una tasa de dilucién del 20 % por dia. ISO: Isochrysis sp.; PA: Paviova lutheri;
CH: Chaetoceros calcitrans. '

PST PSO

PRO CHO LIP PRO CHO LIP

ISO 13.93 6.07 7.44 23.70 10.00 11.62
(1.86) (0.50) (0.98) (2.10) (1.75)  (1.43)

PA 10.83 3.52 5.69 20.37 7.02 11.20
(1.52) (1.11) (0.92) (0.83) (235 (122

CH 11.89 4.58 731 23.36 9.00 14.37
(1.43) (1.00) (0.75) (1.45) (1.77)  (0.82)

Tabla X.- Porcentaje promedio de acidos grasos (en base al total de 4cidos grasos) de tres
microalgas mantenidas en sistema semicontinuo. ISO: Isochrysis sp.; PALL
Paviova lutheri; CHAE: Chaetoceros calcitrans.

Acido graso 1SO PALI CHAE
' A B A B A B
SFA

14:0 16.7* 16.3 12.1°  10.0 17.6° 17.3
15:0 0.41° 0.33 0.42° 040 0.80*" 0.72
16:0 149° 13.6 202* 184 18.2° 14.9
18:0 0.41° 0.36 0.42°> 0.85 0.80" 0.90
32.05 34.54 33.14 29.65 37.40 33.82

MUFA
16:1 139° 3.70 17.8*  16.2 18.5° 27.3
18:1 116* 13.0 1.99° 223 3.00° 3.23
- 2550  16.70 19.79 18.43 21.50 30.53

PUFA
18:2 7.63° 4.60 0.67°  2.00 0.71° 0.68
18:3 7.66° 5.40 0.40° 1.20 0.82° 0.83
20:406 0.50° 0.51 1.66" 1.60 1.99* 3.10
20:5w3 5.10° 0.62 31.00  20.7 26.8* 15.6
22:603 19.1° 11.7 12.7°  9.20 6.83¢ 2.63
' 39.99  22.83 46.43 34.70 37.15 22.84

SFA: 4c. grasos saturados; MUFA: &c. grasos monoinsaturados; PUFA: éc. grasos
poliinsaturados.

A porcentaje de dc. grasos obtenidos en este estudio.

B: porcentaje promedio de 4c. grasos obtenidos por Volkman et al. (1989); Thompson et al.
(1990); Cordero et al. (1993); Dunstan et al. (1993); Albentosa et al. (1994); Reitan et al.
(1994); Servel et al. (1994); Zhukova y Aizdaicher (1995); Caers et al. (1998); D’Souza y
Loneragan (1999); Renaud et al. (1999)

a significativamente >b >c.
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Fig 5.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco total
de tres microalgas mantenidas en sistema semicontinuo. ISO: Isochrysis sp.; PA:

Paviova lutheri y CH: Chaetoceros calcitrans.
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Fig 6.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco
organico en tres microalgas mantenidas en sistema semicontinuo. ISO.: Isochrysis
sp.; PA: Paviova lutheri y CH: Chaetoceros calcitrans.
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Fig 7.- Porcentaje promedio de los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFA’s) 20:406, 20:503
y 22:603 de tres microalgas mantenidas en sistema semicontinuo.
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V.1.3 Mezclas bialgales destinadas para la alimentacién de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus.

V.1.3.1 Peso seco total y peso seco organico
Los resultados de biomasa en base al PST y PSO (Tabla XI) de las tres mezclas
bialgales (M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans 'y
M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.) utilizadas para los bioensayos de alimentacién
mostraron que M3 presenté un mayor contenido en PST y PSO (622.7 y 337.0 pg-ml’
respectivamente) (p « 0.05), estos valores son similares a los obtenidos en las microalgas
individuales (en el sistema semicontinuo) que conforman esta dieta. Los porcentajes de
cenizas fueron ligeramente méas altos en las mezclas M1 y M2 que los obtenidos en el
sistema semicontinuo.
Tabla XI.- Peso seco total (PST), peso seco orginico (PSO) y porcentaje de cenizas
(desviacion estandar entre paréntesis) de tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis

sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova Ilutheri-Chaetoceros calcitrans; M3:
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp. ' '

PST (ug:ml") PSO (pgml") % CENIZAS
Ml 599.55 304.27 51.17
(124.2) (51.38) (4.96)
M2 586.77 314.88 53.58
(67.41) (70.60) (4.78)
M3 622.66 337.05 45.46

(112.9) (51.73) (6.43)
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V.1.3.2 Composicion bioquimica
Proteinas

En el porcentaje de proteinas obtenido en las mezclas bialgales (Tabla XII, Fig. 8 y
9), se observan valores méaximos en M2 de 14.51 y 27.60 % (en base al PST y PSO
respectivamente) con respecto a M1 y M3 (p < 0.05); en estos tltimos casos no se
encontraron diferencias significativas entre ambos (p » 0.05).

En general no se encontraron diferencias significativas entre los muestreos en base a
PST a través del tiempo (p » 0.05), con excepcién en M1 y M2 principalmente el dia 11 y los
dias 37 y 40 en base a PSO basicamente en M1. En el caso de M3 las variaciones se

encontraron en los dias 11, 14 y 40 para PS; en el caso de PSO los dias 11 y 40.

Tabla XII.-Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos (desviacion estandar entre
paréntesis), en base a peso seco total (PST) y peso seco organico (PSO) de tres
mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-
Chaetoceros calcitrans y M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

PST PSO
Proteinas Carbohidratos Lipidos Proteinas Carbohidratos Lipidos
M1 11.04 6.21 6.99 21,13 12.29 13.38
(1.91) (1.73) (1.23) (1.59) (2.85) (0.99)
M2 14.51 5.84 7.61 27.60 10.12 15.18
(5.13) (2.82) (3.61) (3.93) (2.96) (0.42)
M3 10.28 5.90 8.20 18.62 10.85 14.94
(1.78) (1.28) (1.03) (1.71) (2.50) (1.30)

Carbohidratos
Los carbohidratos obtenidos en las mezclas bialgales fueron de alrededor del 6 % (en
base al PST). Los referidos en base al peso seco orginico se comportan de manera similar a

la observada con base al peso seco total, con valores de 12.29% en M1 y entre 10.12 a 10.85
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% en M2 y M3 respectivamente (Tabla XII, Fig. 8 y 9). El andlisis de comparaciones
multiples de Tukey mostré una diferencia significativa entre M1 y M3 con respecto a M2 (p
¢ 0.05), no asi entre M1 y M3 (p » 0.05).

Se presentaron variaciones significativas (anova no paramétrica de Kruscal-Wallis)

en las diferentes mezclas entre los dias de muestreo tanto en PST como PSO (p <« 0.05).

Lipidos totales

Con relacidn a los porcentajes promedios de lipidos entre las tres mezclas bialgales
(Tabla XII, Fig. 8 y 9,) se observé que en general la mezcla M2 presenté los porcentajes
lipidicos mas elevados en relacién al peso seco orgéanico (15.18 %), sin embargo no se
encontraron diferencias significativas entre los resultados con las tres mezclas bialgales (p »
0.05 ). En los porcentajes lipidicos en base al PST si se encontraron diferencias
significativas, donde M2 y M3 obtuvieron los porcentajes mas elevados con respecto a M1
(p < 0.05).

En general no se encontraron diferencias significativas en M1 entre los dias de
muestreo ( p » 0.05) (anova de Kruscal-Wallis) con excepcion del dia 11 en base a PST, en el
caso de los porcentajes de lipidos en M1 en base a PSO se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05). En M2 las principales diferencias fueron en los dias 11 (PST) y 14
(PSO). Para M3 se encontraron diferencias significativas en los porcentajes de lipidos entre
los diferentes dias de muestreo tanto en los obtenidos en base al PST como en base a PSO

(p < 0.05),
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Fig 8.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco total
en tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Chaetoceros
calcitrans-Paviova lutheri y M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros calcitrans.
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Fig 9.- Porcentaje de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en base a peso seco
orgénico en tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2:
Chaetoceros calcitrans-Pavlova lutheri y M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros calcitrans.



55

V.2 Cultivo de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus

V.2.1 Alimentacion

V.2.1.1 Tasa de filtracién y Racion alimenticia

Los resultados obtenidos con relacion a la tasa de filtracién de Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus alimentada con tres mezclas bialgales para cada una de las raciones se muestra
en la Tabla XIII. Las mayores tasas de filtracion por organismos se registraron a las primeras
horas después de adicionarle el alimento, disminuyendo a través del tiempo. Las tasas de
filtracion obtenidas en las semillas de mano de ledn con las tres mezclas a la racion del 4 %
en base al peso humedo (200,000 cél-ml') mostraron una tendencia a disminuir en las
primeras dos horas, estabilizandose después de cuatro horas manteniendo los organismos
una tasa de filtracion constante (Fig. 10).

Con respecto a las tasas de filtracién de los organismos correspondientes a los
alimentados con la racién del 6 % del peso himedo del organismo (300,000 cél-ml"), se
registré una tendencia de disminucioén similar con las tres mezclas de microalgas (Fig. 10),
en la que las tasas tienden a bajar en las primeras horas, observdndose posteriormente
estabilidad después de 6 y 7 horas.

En el caso de la racién alimenticia equivalente al 8 % (450,000 cél-ml™), se observé una
variacién mayor en la tasa de filtracién con las tres mezclas (Fig. 10), con una disminucién
en las primeras dos horas, continuando hasta la cuarta hora y enseguida se registr6 un
minimo incremento seguido de una disminucién posterior alcanzandose la estabilidad en sus

valores.
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La mayor tasa de filtracién en las semilas de mano de ledn fue la obtenida con la racién
de 300,000 cél-mil’ en las tres mezclas, en las primeras tres horas de alimentacién, sin
embargo, ésta disminuye hasta el 50 % después de este periodo.

Se observé la produccién de pseudoheces con la racién de 450,000 cél-ml’, ademas se
registré alimento remanente después de las 24 horas en la racion antes mencionada al igual
que en la de 300,000 cél-ml”’, por lo anterior se selecciond la racién de 200,000 cél-ml” para
los ensayos de alimentacién de Lyropecten (Nodipecten) sub‘nodosus con las tres mezclas

bialgales.

Tabla XIII.- Tasa de filtracién (ml-min™") con tres raciones alimenticias A: 200,000; B: 300,000 y C: 450,000
célml! de la almeja mano de leén Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres
mezclas bialgales. M1: fsochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-Chaetoceros
calcitrans; M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

Racidon Horas M1 M2 M3
A
1 0.7143 0.7382 0.6668
2 2.7263 2.7642 2.7739
3 1.8101 2.3335 2.5423
4 1.3677 1.3509 1.2038
24 1.0340 0.9911 1.0173
B
1 34612 3.4571 3.6895
2 2.5634 2.5155 2.3351
3 1.3322 1.1503 1.2732
4 0.6080 0.9047 0.7297
5 0.8798 0.4170 0.7832
6 0.6584 1.0873 0.6995
7 0.6443 0.6401 0.6437
24 0.0893 0.8890 0.8982
C
1 2.9859 2.9859 2.8087
2 1.1608 1.0996 1.2362
3 1.1809 1.2485 1.3218
4 0.4358 0.5179 0.4813
5 0.6871 0.6165 0.5805
6 0.5003 0.4367 0.5269
7 0.0665 0.0728 0.0620
24 0.3661 0.3676 0.3722
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Fig. 10.- Tasa de filtracién (ml-min™) con diferentes raciones alimenticias (A: 200,000; B:
300,000; C: 450,000 cél-ml™") de la almeja mano de leén (Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus) alimentada con tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova
lutheri; M2: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans y M3: Chaetoceros calcitrans-

Isochrysis sp.
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IV.2.2 Crecimiento de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus

La talla méaxima alcanzada (en longitud, eje dorso-ventral) de la concha (Tabla XIV,
Fig. 11A), en la almeja mano de leén después de un periodo de siete semanas fue obtenida
en los organismos alimentados con la mezcla M2 (Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans)
cuya talla alcanzé 6.98 mm, la longitud promedio registrada con M1 (Isochrysis sp.-Paviova
lutheri) y M3 (Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.) fue de 576 y 5.28 mm
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento M2 con
respecto a M1 (p <0.05) y M3 (p < 0.05), no asi entre M1 y M3 (p=0.16).

Con relacion a los resultados en base al incremento en longitud (Tabla XV, Fig. 12A)
se observo la misma tendencia, siendo M2 la mezcla con que se obtuvo el mayor
incremento promedio (2.96 mm) con un 73.4% de incremento, seguida de M1 (1.74 mm) y
M3 (1.26 mm), al final de experimento en estos dos casos se tuvieron incrementos del 43.2 y
31.3 % respectivamente.,

Los resultados con relacién al ancho promedio (eje antero-posterior) (Tabla XVI, Fig
11B) de la concha presentaron tendencias similares a la longitud, siendo 6.71 mm el mayor
ancho promedio registrado después de siete semanas de alimentacion con la mezcla M2,
seguida por la M1 y M3 con 5.48 y 5.00 mm respectivamente, Se observaron diferencias
significativas entre la mezcla M2 con respecto a M1 (p < 0.05) y M3 (p < 0.05), no asi entre
M1 yM3 (p=0.27).

Los incrementos promedios con referencia en el ancho de la concha (Tabla XVII,

Fig. 12B) en la almeja mano de leén mostraron un valor maximo en los organismos
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alimentados con M2 el cual fue de 2.98 mm (80.0%), en comparacion con M1 (47.0 %) y

M3 (34.1 %) alcanzaron valores de 1.75 y 1.27 mm respectivamente.

Tabla XIV.- Longitud promedio (en mm) (eje dorso-ventral de la concha) y desviacion
estandar (entre paréntesis) de la almeja mano de leén (Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus) alimentada con tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova
lutheri; M2: Pavilova lutheri-Chaetoceros calcitrans; M3: Chaetoceros
calcitrans-Isochrysis sp.

) Semanas
Dieta Inicial 1 2 3 4 5 6 7
M1 4.03 4.29 4.39 4.64 4.86 5.09 5.31 5.76
(0.32) (0.42) (0.48) (0.48) (0.51) (0.60) (0.63) (0.82)
M2 4.03 4.34 4.53 4.78 5.44 5.93 6.46 6.98
(0.32) (0.36) (0.36) (0.46) (0.54) (0.66) (0.73)  (0.86)
M3 4.03 4.24 4.41 4.62 4.78 4.88 5.04 5.28

(0.32) (0.34) (0.40)  (0.48) (0.50) (0.55) (0.54) (0.62)

Tabla XV.- Incremento promedio en longitud (eje dorso-ventral de la concha) en mm (A) y
en porcentaje (B) (desviacidn estandar entre paréntesis) de la almeja mano de leén
Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres mezclas bialgales. M1:
Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans; M3:
Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

Semanas
Dieta 1 2 3 4 5 6 7

M1 A 0.27 0.36 0.62 0.83 1.07 1.29 1.74
(0.08) (0.04) (0.05) (0.06) (0.06) (0.08) (0.08)

B 6.7 8.9 15.4 20.6 26.5 32.0 43.2

M2 A 0.31 0.51 0.75 1.42 1.90 2.43 2.96
(0.06) (0.04) (0.05) (0.06) (0.07) (0.08) - (0.05)

7.9 12.7 18.6 35.2 47.1 60.3 73.4

M3 A 0.21 0.38 0.59 0.76 0.86 1.01 1.26
(0.04) (0.04) (0.05) (0.05) (0.05) (0.06) (0.06)

B 5.2 9.4 14.6 18.9 21.3 25.1 31.3
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Fig. 11.- Longitud promedio por semana (eje dorso-ventral) (A) y ancho promedio (eje
antero-posterior) (B) de la concha de la almeja mano de leén Lyropecten
(Nodipecten) subnodosus alimentada con tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis
sp.-Pavilova lutheri; M2: Chaetoceros calcitrans-Paviova lutheri y M3: Isochrysis
sp.-Chaetoceros calcitrans.
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Fig. 12.- Incrementos (mm) en talla (eje dorso-ventral) (A) y ancho (eje antero-posterior) (B)
de la concha de la almeja mano de leén Lyropecten (Nodipecten) subnodosus
alimentada con tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova Iutheri; M2:
Chaetoceros calcitrans-Paviova lutheri y M3: Isochrysis sp.-Chaetoceros
calcitrans.
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Tabla XVL- Ancho (mm) promedio (del eje antero-posterior de la concha) y desviacién
estandar (entre paréntesis) de la almeja mano de ledn Lyropecten (Nodipecten)
subnodosus alimentada con tres mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova
lutheri; M2: Paviova Iutheri-Chaetoceros calcitrans, M3: Chaetoceros

calcitrans-Isochrysis sp.

Semanas
Dieta  Inicial 1 2 3 4 5 6 7
Ml 3.72 4.00 4.09 4.34 4.52 4.78 5.31 5.48
(0.32) (0.48) (0.48) (0.51) (0.57) (0.64) (0.82) (0.81)
M2 372 4.04 4.24 4.50 5.13 5.64 6.46 6.71
(0.32) (0.36) (0.46) (0.54) (0.67) (0.71)  (0.86) (1.04)
M3 3.72 3.94 4.11 4.33 4.78 4.58 5.04 5.00
(0.32) (0.40) (0.48) (0.51) (0.55) (0.54) (0.62) (0.66)

Tabla XVIIL- Incremento promedio en ancho (eje antero-posterior de la concha), en mm
(A) y en porcentaje (B) (desviacion estandar entre paréntesis) de la almeja
mano de ledn Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres
mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-
Chaetoceros calcitrans; M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

Semanas
Dieta 1 2 3 4 5 6 7

M1 A 0.27 0.36 0.62 0.79 1.06 1.58 .75
(0.04) (0.04) (0.05) (0.05) (0.06) (0.08) (0.08)

B T.3 9.7 16.7 21.2 28.5 42.5 47.0

M2 A 0.31 0.51 0.76 1.40 1.91 2.13 2.98
(0.03) (0.04) (0.05) (0.06) (0.07)  (0.08) (0.04)

B 8.3 13.7 20.4 37.6 51.3 73.4 80.1

M3 A 0.21 0.38 0.60 0.75 0.85 131 1.27
(0.04) (0.04) (0.05) (0.05) (0.05) (0.06) (0.06)

B 5.6 10.2 16.1 20.1 22.8 35.2 34.1
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En base al peso humedo promedio (Tabla XVIII, Fig. 13A) de los organismos
alimentados con tres mezclas bialgales al término del experimento (7 semanas), se registr6
un mayor peso promedio en las almejas alimentadas con la mezcla M2 con 67.66 mg; en los
organismos a los cuales se les proporcioné M1 y M3 se obtuvieron incrementos de 47.92 y
34.99 mg respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
M2 con respecto a M1 (p < 0.05) y M3 (p < 0.05), no asi entre M1 y M3 (p = 0.42).

Con respecto a los resultados en base al incremento promedio (Tabla XIX, Fig. 13B)
en peso himedo, se observo similitud con respecto a los registrados anteriormente, en donde
el valor maximo al final del experimento fue de 57.83 mg, con un incremento de 588.3% que
correspondid a los organismos alimentados con la mezcla Mﬁ, seguida de M1 (38.09 mg) y
M3 (25.16 mg). En estos dos casos, los porcentajes de incremento estuvieron muy por
debajo del registrado con la mezcla M2 (con 387.5 % para M1 y 256.0 % para M3).

Al final del experimento se obtuvieron incrementos entre 100 y 200 % en relacion al
peso seco de la carne (Tabla XX-C) en los organismos alimentados con las tres mezclas, En
los incrementos de peso seco de conchatcarne (A) los valores se encontraron entre 247 y
294 % con respecto al peso seco inicial. Los incrementos en peso de la concha (B) fueron de

366 a 432 %.
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Tabla XVIIL- Peso humedo promedio (en mg) (desviacién estandar entre paréntesis), de la
almeja mano de ledn Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres
mezclas bialgales. M1: Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Paviova lutheri-
Chaetoceros calcitrans; M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

Semanas
Dieta Inicial 1 2 3 4 5 6 7
M1 9.83 11.18 17.38 18.88 18.80 27.82 30.53 4792
(1.16) (3.07) (5.27) (1.78) (2.78) (7.22) (4.14) (3.98)

M2 983 12,60 1648  18.68 1849 3125 3988 67.66
(1.16)  (5.72) (5.02) (5.05) (3.97) (3.82) (3.95) (10.4)

M3 9.83 12.77  16.82 18.48 19.45  25.72 28.31 34.99
(1.16)  (3.77) (4.66)  (2.76) (1.81) (6.31) (5.40) (6.87)

Tabla XIX.- Incremento promedio en peso himedo (en mg) (A) y porcentaje (B)
(desviacion estandar entre paréntesis) de la almeja mano de leén Lyropecten
(Nodipecten) subnodosus alimentada -con tres mezclas bialgales. Ml:
Isochrysis sp.-Pavlova lutheri; M2: Paviova lutheri-Chaetoceros calcitrans;
M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

semanas
Dieta 1 2 3 4 5 6 T

M1 A 1.34 7.55 9.05 9.917 17.99  20.70  38.09

030) (327) (178) (2.78) (722) (4.14) (3.98)
B 136 768 921 1014 183.0 2106 3875

M2 A 277 665 985  9.66 2142 3005 57.83
0.05) (2.02) (3.50) (3.97) (3.62) (5.95) (0.42)
282 677 1002 983 2180 3057 5883

M3

>

394 699 865 962 1589 1848  25.16
0.37) (2.66) (2.76) (1.81) (631) (5.40) (6.87)
B 401 711 880 980 161.6 188.0 256.0
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Fig. 13.- Peso humedo promedio (A) e incrementos (B) de la almeja mano de ledn
Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres mezclas bialgales. M1:
Isochrysis sp.-Paviova lutheri; M2: Chaetoceros calcitrans-Paviova lutheri y M3:

Isochrysis sp.-Chaetoceros calcitrans.
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Tabla XX.- Peso seco en mg (A: concha+carne; B:concha y C: carne) de la almeja mano de
leébn Lyropecten (Nodipecten) subnodosus alimentada con tres mezclas

bialgales. Ma1:

Isochrysis

sp.-Paviova lutheri;
Chaetoceros calcitrans; M3: Chaetoceros calcitrans-Isochrysis sp.

Dieta
Inicial Final Incremento %
(mg)
M1
A 9.51 23.5 14.0 247
(1.34) (3.71) (1.07)
B 3.87 14.2 10.3 366
(0.88) (3.67) (1.78)
G 5.63 9.28 3.65 164
(0.60) (1.00) (0.09)
M2
A 9.51 28.0 18.5 294
(1.34) (4.10) (2.09)
B 3.87 16.7 12.8 432
(0.88) (2.36) (1.97)
C 5.63 11.3 5.69 201
(0.60) (1.78) (0.99)
M3
A 9.51 21.6 12.1 227
(1.34) (3.98) (1.07)
B 3.87 14.4 10.5 372
(0.88) (2.92) (0.09)
G 5.63 7.21 1.57 128
(0.60) (0.98) (0.00)

M2: Paviova Iutheri-
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VL. DISCUSION

Las microalgas siguen siendo consideradas hasta la fecha, el mejor alimento para
organismos filtradores, a pesar de los esfuerzos por tratar de remplazarlas por dietas
artificiales. Por esta razén son ampliamente utilizadas en la acuicultura de estos organismos.
Se seleccionan tomando en cuenta sus caracteristicas de tamafio, tasas de crecimiento y
composicién bioquimica. Sin embargo, los resultados de biomasa reportados en la literatura
son variables, debido a las diferentes condiciones en que se cultivan; tales como medio de
cultivo, temperatura, intensidad de luz, y fase de crecimiento en que éstas son cosechadas,
entre otros (Brown et al., 1997).

La biomasa celular obtenida en la fase exponencial de las tres microalgas analizadas
en este estudio fue mayor a la obtenida por otros autores, tanto en volimenes de cultivo
similares como mayores (Gonzalez, 1991; Dunstan et al., 1992; Brown et al., 1998; Chavira,
2000). En cultivos masivos (300 1) se han reportado biomasas de 1.5 x10° cél-ml” para
Isochrysis (cepa similar a la utilizada en este trabajo), los cuales generalmente son cultivados
al exterior en los estados de Sonora y Sinaloa, donde son expuestos a las diferentes
condiciones ambientales que prevalecen durante los ciclos de produccion de los organismos
en cultivo a través del afio (larvas de camardn). En dichos lugares, no se llevan controles
estrictos en las rutinas de cultivo, lo cual aumenta la variacién en las biomasas obtenidas
(Saenz, 2000, Rodriguez, 2000, Lopez en prep.). En nuestro caso la tendencia a un aumento
de la biomasa celular a través del tiempo en los cultivos estéaticos fue similar a la expresada
por Brown et al. (1993) y Dunstan et al. (1993). En Isochrysis sp. y Chaetoceros calcitrans

que alcanzaron mas ripidamente la fase de méaximo crecimiento en comparacién con
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Paviova lutheri, la cual ha sido reportada anteriormente como la que presenta menores
crecimientos. Esta microalga es mas susceptible a variaciones en las condiciones de cultivo,
principalmente debido a la temperatura (Gonzélez, com. personal), lo cual ademas de otros
factores puede tener efectos negativos en sus tasas de crecimiento (Brown et al., 1993). En el
presente estudio las tasas de crecimiento obtenidas fueron diferentes en cada especie de
microalgas, presentdndose las mayores generalmente durante los primeros dias de cultivo.
Los valores obtenidos son similares a los descritos por Gonzalez (1991) y Herrero et al.
(1991).

Las tasas de crecimiento de microalgas pueden variar ampliamente entre sus
diferentes fases de crecimiento, Herrero et al. (1991) menciond valores de 1.58 divisiones
por dia en la fase exponencial para la microalga Dunaliela tertiolecta. En este estudio se
observd que la especie Chaetoceros alcanzo las fases de crecimiento exponencial y lento
mas ripidamente. También se observo un decaimiento en el cultivo debido a una elevada
produccion de exudados, que puede tener como consecuencia una mayor proliferacion de
bacterias (Gonzalez, 1991; Chavira, 2000).

Para que las microalgas tengan una composicion bioquimica estable al momento de
ser cosechadas, es ampliamente recomendable mantener el cultivo en sistema semicontinuo,
seleccionando primeramente una adecuada tasa de dilucidn, la cual dependera de la tasa de
crecimiento de cada microalga en particular.

Se ha observado que las diatomeas principalmente del género Chaetoceros soportan
diluciones mayores al 50 % (Gonzalez, 1991; Cordero 1994). Sin embargo, Chaetoceros

calcitrans mantuvo un numero celular constante solo con las tasas de dilucion menor al
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30%. En el caso de Isochrysis y Paviova la tasa de dilucién correspondiente al 20 % ha sido
utilizada y recomendada por Brown et al. (1993) y Dunstan et al. (1993) para el
mantenimiento de un cultivo semicontinuo en la fase de crecimiento exponencial. En este
estudio Paviova lutheri soportd tinicamente la dilucién del 20 % y aunque Gonzalez (1991)
reportd que Isochrysis puede ser mantenida con una tasa de dilucién mayor al 30 %, en este
trabajo sdlo se mantuvo con diluciones menores al 30 %.

Los porcentajes promedio de ceniza obtenidos en las tres especies de microalgas
mantenidas en el sistema esttico y semicontinuo, asi como los porcentajes promedios de las
tres mezclas bialgales muestran valores elevados con relacion a los obtenidos por otros
autores en las microalgas Isochrysis sp. y Paviova lutheri. En el caso de la diatomea
Chaetoceros calcitrans los valores observados se encuentran dentro de los valores promedio,
esta diferencia se explica por la cubierta celular silicea de esta microalga (Gonzalez, 1991;
Cordero, 1994; Flores 1998; Renaud, ef al., 1999).

Las diferencias en el porcentaje de cenizas puede deberse a la edad del cultivo.
Ademas, si las muestras filtradas no tienen un tratamiento adecuado ¢ no son enjuagadas
suficientemente se corre el riesgo de que residuos de sales provenientes del medio de cultivo
se queden en el filtro (Gonzilez, 1991). Este pudo ser el caso en el presente estudio para las
microalgas ﬂégeladas. Sin embargo, es recomendable que para evitar problemas en la
administracion de dietas para organismos en cultivo, éstas se formulen con base en la
materia organica presente en las microalgas. En el presente trabajo este fue el criterio usado.

La fase de crecimiento en la cual se cosechan las microalgas es sumamente

importante debido a que el valor nutricional es diferente a través de la curva de crecimiento.
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La fase de maximo crecimiento exponencial es la ideal para que puedan tenerse condiciones
bioquimicas adecuadas para la alimentacién. La composicién bioquimica, el peso seco y el
peso seco organico de las microalgas cultivadas en este estudio fueron diferentes en las fases
de crecimiento en las que se coseché la microalga. Generalmente la mayor cantidad de
proteinas se encuentra en la fase de crecimiento exponencial (37-45%), seguida por los
lipidos (22-32%) y los carbohidratos (8-10%); estos porcentajes cambian a través de la edad
del cultivo (Fidalgo et al., 1998), por lo que las microalgas utilizadas como alimento en este
trabajo fueron cosechadas en la fase tardia de crecimiento exponencial.

Los valores y tendencias registrados en este estﬁdio con relacion a los porcentajes de
proteinas, carbohidratos y lipidos obtenidos en las microalgas Isochrysis sp., Paviova lutheri
y Chaetoceros calcitrans mantenidas en el sistema estatico y semicontinuo se encuentran en
el intervalo de los obtenidos en otros estudios (Gonzalez, 1991; Brown et al., 1993; Cordero,
1994; Flores, 1998; Renaud, et al., 1999), al igual que la pequefia variacion entre los
porcentajes de los componentes en el sistema semicontinuo y los registrados en la fase
exponencial de los cultivos estaticos. Las fluctuaciones que se presentaron en la
composicion bioquimica de las microalgas en el presente estudio ha sido registrada también
en otros laboratorios (Fidalgo et al., 1998; Nikos y Lucas, 2000).

Es por ello, que ademds de la importancia de mantener cultivos de microalgas que
proporcionen un adecuado valor nutricional para cada especie de organismo, es también
necesario tomar en cuenta los diferentes factores que alteran su composicién bioquimica.
Dentro de estos factores se encuentra la intensidad de luz, la temperatura, suministro de CO,,

aireacion, frecuencia de dilucién y densidad del cultivo (Herrero et al., 1991; Caers et al.,
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1999; Chavira, 2000; Nikos y Lucas, 2000; Rodriguez, 2000), ya que la optimizacién de los
cultivos de microalgas es importante para lograr tener una composicién bioquimica
constante al momento de ser administrada como alimento, sobre todo dependiendo de la
finalidad de esta alimentacion. Tal es el caso de la importancia que presentan los
carbohidratos como fuente de energia para la gametogénesis de los reproductores, asi como
los lipidos cuya funcion radica en ser precursores de tejido y componentes de reserva
energética en los organismos (Martinez, et al., 2000).

El contenido de 4cidos grasos ha sido ampliamente estudiado en diversas especies de
microalgas, debido a que son componentes que influyen en su valor nutricional,
principalmente por su funcién como componentes de membranas celulares de los
organismos y por su capacidad energética. Actualmente se ha hecho énfasis en el estudio
acerca del contenido de acidos grasos en las microalgas. Tal es el caso de los acidos
poliinsaturados considerados esenciales para los organismos en cultivo, ya que algunos de ,
ellos no pueden ser sintetizados por éstos y cuando lo son, la cantidad producida no es
suficiente (Dunstan et /., 1992). La variacion existente en los perfiles y contenido de acidos
grasos entre las diferentes especies de microalgas es atribuido a las distintas condiciones de
cultivo utilizadas (Viso y Marty, 1993). Hatate et al. (1998) encontrdé que Paviova lutheri
contiene grandes cantidades de 20:503 (4cido eicosapentaenoico) y 22:603 (4cido
docosahexaenoico) , asi como Chaetoceros gracilis los contiene de forma moderada, lo cual
fue confirmado en este trabajo. Al analizar los icidos grasos existentes en Isochrysis sp.,
Pavlova lutheri y Chaetoceros calcitrans se obtuvieron porcentajes que se encuentran entre

los intervalos y promedios obtenidos por otros autores (Volkman et al., 1989; Thompson et
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al., 1990; Cordero et al., 1993; Dunstan ef al., 1993); Albentosa et al., 1994; Reitan et al.,
1994; Servel et al., 1994; Zhukova y Aizdaicher, 1995; Caers et al., 1998; D’Souza y
Loneragan, 1999; Renaud et al., 1999). Las variaciones en el contenido de 4cidos grasos de
las microalgas registradas a través de un cultivo estdtico asi como en el semicontinuo han
sido reportadas por Brown et al. (1993) y Dunstan et al. (1993).

Es importante considerar que las variaciones de los resultados registrados en la
literatura son debidos a las condiciones particulares, los métodos y técnicas de analisis seglin
el autor y aunque son consideradas poco significativas, pueden explicar algunas de las
discrepancias que se obtienen al comparar estos resultados (Soeder, 1981). Por lo anterior es
necesario encontrar una dieta que satisfaga los requerimientos nutricionales de cada una de
las especies de organismos que se cultivan, sin olvidar los factores que influyen en el
crecimiento de éstos, como la temperatura, la cantidad de alimento disponible, la edad y la
linea genética (Ian, 2000; Nikos y Lucas, 2000).

Ademas de la evaluacién nutricional de dietas algales es necesario medir dos
pardmetros que juegan un papel muy importante en los ensayos de alimentacién y
crecimiento como lo son la racion alimenticia y la tasa de filtracién. Estos dos parametros se
ven afectados por diversos factores que influyen en su cuantificacion (temperatura, especie,
talla, edad, corrientes y la tasa de reproduccién del alimento) (Caers et al., 1999; Cole et al.,
1992; Sanina, 1976). Dado que en este estudio se observé una reproduccién de las
microalgas que se administraron como alimento a Lyropecten (Nodipecten)subnodosus, fue
necesario realizar los experimentos de alimentacién en la obscuridad para descartar

subestimaciones en la tasa de filtracion debido a este factor. Asimismo, fue necesario
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mantener un sistema de flujo apropiado para evitar el hundimiento de las microalgas que
pudiera afectar la cuantificacion de la tasa de filtracién (Cole et al., 1992).

Las raciones alimenticias utilizadas en este trabajo se encuentran en el intervalo
promedio de valores utilizados por otros autores como Cordero (1994) y Martinez et al.
(2000), las cuales fluctiian entre el 3 y 10 % del peso del organismo. Adema4s, se menciona
que éstas son adecuadas para bivalvos en general. En este caso para la escalopa Lyropecten
(Nodipecten) subnodosus, se selecciono la racion del 4 % de su peso humedo. Esta seleccién
se hizo debido a la relacién que se present6 entre cada una de las raciones probadas y sus
tasas de filtracion a través de un tiempo determinado; asi como a la presencia de
pseudoheces en la concentracién mayor. Aunque se ha mencionado que los pectinidos
tipicamente no producen grandes cantidades de pseudoheces comparados con los mitilidos y
ostreideos (Bricelij y Shumway, 1991), en el presente estudio se observé una produccion de
pseudoheces en los organismos alimentados con la racion del 8% de su peso himedo.
Resultados similares fueron reportados por Cordero (1994) en Mytilus galloprovincialis.

Navarro y Winter (1982), encontraron que al aumentar la concentracién de alimento
se disminuye la tasa de filtracion en el caso de Mytilus chilensis. También Lu y Blake (1997)
obtuvieron la mayor tasa de filtracién a concentraciones bajas de alimento las cuales
decrecieron cuando se incremento la racion.

Lo anterior puede explicarse debido al hecho de que al proporcionar concentraciones
mayores de alimento este excedente es expulsado en forma de pseudoheces, lo cual afecta la
calidad de agua en los contenedores ocasionando el cierre parcial de las valvas y a su vez

influencia de manera importante la tasa de filtracién. Una de las repercusiones mayores en la
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produccion de pseudoheces es la utilizacion de energia que se encontraba disponible para el
crecimiento corporal, trayendo consigo un incremento no significativo en la talla del
organismo.

La influencia de la produccion de pseudoheces en la tasa de filtracién en el presente
trabajo no fue cuantificada. Sin embargo, este efecto con respecto a la tasa de filtracién ha
sido registrado por Navarro y Winter (1982).

La mejor tasa de filtracion fue obtenida en la concentracion menor de alimento, en
donde no hubo produccién de pseudoheces ni depositacién de microalgas en el fondo. Los
valores mayores en las tasas de filtracion de Lyropecten (Nodipecten) subnodosus se
presentaron durante las primeras horas. Mohlenberg y Riisgard (1979) obtuvieron las
mayores tasas de filtracion durante los 30 minutos después de aplicado el alimento.

Los valores de filtracion en el presente trabajo son menores a los obtenidos para otros
bivalvos, probablemente debido a la talla y edad del organismo, asi como al hecho de que la
temperatura del medio en el cual se cultivaron los organismos fue diferente. Ademas es
necesario mencionar que las tasas de filtraciéon son distintas dependiendo de la especie
(Caers et al., 1999; Cole et al., 1992; Sanina,1976). Desafortunadamente no fue posible
comparar con otros datos de Lyropecten, ya que los estudios sobre esta especie son escasos.

La variacion en la tasa de filtracion es una caracteristica comun en bivalvos (Schulte,
1975). Griffiths (1980) demostro que pueden observarse fluctuaciones en la tasa de filtracién
en Choromytilus meridionalis, probablemente debido a la actividad digestiva, la saturacién y
la reduccion de la filtracion hasta la clarificacion del agua. Lo anterior puede explicar las

pequefias variaciones que se presentaron en la tasa de filtracién principalmente en las
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raciones del 6 y 8 % del peso himedo, lo cual se correlaciona con las concentraciones
mayores utilizadas en este experimento. Sin embargo, la tendencia de la tasa de filtracién a
decrecer en funcién del tiempo es similar a la obtenida por otros autores.

El valor nutricional de una dieta generalmente se puede medir a través del
crecimiento del organismo (una vez seleccionada su racion alimenticia), y a la conjuncién de
los componentes de la dieta. Estos se ven enriquecidos si se utilizan en dietas con mas de
una microalga (Webb y Chu, 1982; Fidalgo et al., 1998; Martinez et al., 2000; Nikos y
Lucas, 2000). Aparentemente el factor determinante, mas que la cantidad de calorias
consumidas, es la complementacién cuantitativa de las dietas (Diaz y Martinez, 1992;
Velasco, 1997).

El uso de dietas monoalgales en estudios de alimentacién ha sido amplio. En ellos se
ha observado que Chaetoceros calcitrans, Isochrysis sp. y Pavilova lutheri poseen un buen
valor nutritivo comparado con otras microalgas para mitilidos, ostiones y crusticeos
(Delaunay et al., 1993; D’Souza y Loneragan, 1999). Ademas, el tamafio y la estructura de
la pared celular de estas microalgas favorece una alta eficiencia de ingestiéon como se ha
observado en pectinidos (Araya et al., 1993). Cuando estas microalgas son utilizadas en
mezclas ofrecen elevadas tasas de crecimiento en organismos marinos, principalmente en
mezclas con Paviova y Chaetoceros (D’Souza y Loneragan, 1999; Ian, 2000).

El efecto de las microalgas sobre el crecimiento varia en las diferentes especies a
alimentar, asi como Paviova lutheri parece ser buen alimento para larvas de diferentes
bivalvos como la escalopa Mimachlamys asperrima y el mejillén Mytilus edulis (Meei et al.,

1997; Nikos y Lucas, 2000), pero para otras es pobre siendo un ejemplo la escalopa
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Patinopecten yessoensis (Nikos y Lucas, 2000). Podemos observar que el valor nutricional
de cada una de las microalgas o sus mezclas depende del estadio y especie de organismo, por
lo cual se presentan variaciones entre autores atin con la misma especie pero con diferente
talla.

En el caso de Lyropecten, su tasa de crecimiento dié como resultado incrementos en
longitud (eje dorso-ventral), peso seco y peso seco carme hasta de un 73, 299, y 201 %
respectivamente, para la mezcla de Chaetoceros calcitrans y Paviova lutheri, la cual registr6
los mejores resultados. Estos valores difieren de los obtenidos por otros autores en otros
organismos tanto en dietas monoalgales como bialgales debido posiblemente a la diferencia
en el tamafio de los organismos que utilizé cada autor (Castagna, 1975; Cary ef al., 1981;
Albentosa et al., 1994, 1996; Caers et al., 1998).

Las mezclas de Isochrysis sp.-Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans-Isochrysis
sp., fueron relativamente mas pobres en su valor nutricional posiblemente debido a que la
conjuncién de sus componentes bioquimicos principalmente los 4cidos grasos. Aunque éstos
hacen a Chaetoceros calcitrans y Pavlova lutheri una mezcla con una mayor calidad
nutricional para la escalopa Lyropecten (Nodipecten) subnodosus, la diferencia entre estas
dietas fue la presencia de los acidos grasos 20:4w6, 20:503 y 22:6w3, los cuales han sido
considerados esenciales para el crecimiento de organismos acuéticos (Langdon y Waldock,
1981, Delaunay et al., 1993; Brown et al., 1997, 1998; Caers et al., 1999; D’Souza y

Coneragan, 1999).
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VII. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que no se debe generalizar acerca de la
calidad alimenticia de dietas particulares para bivalvos. Cada especie debe ser estudiada en
forma individual, considerando por separado el tipo de dieta, la estrategia de suministro y el
tamafio de racién, ya que todos estos factores son importantes para determinar las

condiciones bajo las cuales se puede optimizar el crecimiento de un organismo.

En el caso de los cultivos de microalgas se determiné que la cantidad y calidad de la
biomasa producida varia en cada especie y depende de la fase de crecimiento en que ésta es
cosechada. En este caso, los analisis finos a nivel de acidos grasos, principalmente los
poliinsaturados definieron la calidad nutricia de las microalgas analizadas. Las microalgas
Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans contienen la mayor cantidad de los 4cidos grasos
considerados esenciales como lo son el 20:406 y el 20:503. El 4cido graso 22:6w3, se

registrod en mayor proporcién en Isochrysis sp. y Pavlova lutheri.

El elevado contenido de acidos grasos como el 20:406, 20:503 y 22:603 en la
mezcla de Paviova lutheri y Chaetoceros calcitrans dieron como resultado un mayor
incremento en la tasa de crecimiento de la almeja mano de leén Lyropecten (Nodipecten)

subnodosus.
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