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EVALUACION NUTRICIA DE MICROALGAS MARINAS EN CULTIVOS
COMERCIALES DE LARVAS DE CAMARON BLANCO Litopenaeus vannamei

(Boone, 1931).

L.- INTRODUCCION

Se han desarrollado numerosas aplicaciones de las microalgas, en diversos campos
tecnoldgicos, en cultivos masivos, vivas o procesadas, destacando su utilizacién en la
acuicultura. En la industria farmacéutica y biotecnoldgica, la producciéon masiva de
microalgas ha tomado un creciente interés por ser fuentes de dcidos grasos poliinsaturados
(PUFAS), tales como los acidos eicosapentaenoico (EPA, por sus siglas en inglés), 20:5
®-3 y docosahexaenoico (DHA por sus siglas en inglés), 22:6 ®-3, los cuales participan en
diversas actividades bioldgicas (Kinsella, 1990; Dunstan et al., 1992; Sukenik et al., 1994;
Lee, 1997 y Otero et al., 1997). Dentro de la industria quimica se utilizan para la
produccién de sustancias como vitaminas, pigmentos, aminodcidos, polisacaridos, ceras,
lecitinas, fosfolipidos y dcidos grasos esenciales. En el caso de la agricultura se han
utilizado para la produccién de fertilizantes (Fabregas et al., 1984; Yamaguchi, 1997).

Las microalgas son de gran interés para la acuicultura (Leger et al., 1987;
Benemann, 1992; Abatzopoulos et al., 1997 y Funge-Smith, 1999), debido a que juegan un
papel primordial en la nutricion de larvas o adultos de organismos acuéticos en cultivos
comerciales. Por ejemplo algunos como los peneidos, requieren microalgas como fuente de
alimento durante sus primeros estadios larvarios (Sato, 1991; Currie, 2000) y los bivalvos

necesitan de una gran cantidad de algas unicelulares durante todo su ciclo de vida. Por tal



motivo se han realizado estudios sobre la morfologia, la genética, la sistemdtica y la
composicion quimica de las diversas especies y sus variaciones en dependencia de los
medios de cultivo (Lépez Elias y Voltolina, 1993).

Hasta el momento se han descrito aproximadamente 30,000 especies de microalgas
y cerca del 0.3% han sido estudiadas como posible fuente de alimento en acuicultura
(Bonotto, 1988; Currie, 2000; De Silva, 2000).

En particular, la combinacién de Tetraselmis tetrathele y Chaetoceros gracilis o C.
calcitrans pueden usarse para alimentar estadios desde zoea I a postlarva I de Metapenaeus
ensis, Metapenaeopsis barbata, Trachypenaeus curvirostris, Fenneropenaeus indicus, F.
merguiensis, P. latisulcatus y Marsupenaeus japonicus, obteniendo altas tasas de
supervivencia. Mientras que en cultivos larvarios de L. semisulcatus, P. monodon y F.
chinensis se utilizan s6lo hasta el segundo estadio de mysis, ya que posteriormente
requieren de zooplancton de mayor tamafio (Pérez y Kensley, 1997; Ronquillo et al., 1997).
De igual manera en estudios realizados con alimentaciéon de larvas de bivalvos, han
demostrado que las microalgas con mayor contenido de lipidos, especialmente los dcidos
grasos eicosapentaenoico y docosahexaenoico, dan como resultado mayores tasas de
crecimiento con respecto a larvas alimentadas con microalgas que contengan menores
niveles de los mismos. La deficiencia de estos dcidos puede afectar también la fecundidad y
reducir la viabilidad de los huevos (Volkman et al.,, 1992). Se han obtenido tasas de
crecimiento mds altas utilizando Chaetoceros calcitrans, posteriormente le siguen en orden
descendente Isochrysis aff. galbana, Pavlova lutheri, Skeletonema costatum y Dunaliella

tertiolecta. Al utilizar una mezcla de las tres primeras especies se han observado las



mayores tasas de crecimiento, siendo superada s6lo por C. calcitrans (Delaunay et al.,
1993; Ibeas et al., 1997).

Una de las mayores dificultades en el desarrollo de sistemas de cultivo comercial de
crustdceos y bivalvos, es la dependencia de estos sistemas de su capacidad de producciéon
de microalgas como alimento (Chu et al., 1982). Debido a esto, se ha sugerido reemplazar
el uso de alimento vivo con dietas microencapsuladas o naturales, levaduras, asi como por
microalgas preservadas (secas y congeladas). Sin embargo, después de dos décadas de
investigacion sobre la formulacién de microdietas, los resultados han sido poco alentadores
(Robert y Trintignac, 1997), por lo cual las microalgas siguen siendo consideradas como el
principal alimento para organismos filtradores (De Paw y Persoone, 1988; Okauchi, 1991;
Cordero y Voltolina, 1996; 1997).

Aparte de los problemas técnicos y econdmicos involucrados en la produccion
masiva de microalgas, el mayor problema en la acuicultura es el relacionado con el valor
dietético de las mismas, ya que s6lo se han definido algunos requerimientos nutricios de
unas pocas de las varias especies consumidoras de interés comercial. Ademads, los
resultados indican que no se puede seguir un criterio general para los organismos en
cultivo, ya que aunque muchas especies microalgales han sido usadas en operaciones
acuiculturales, no todas son igualmente satisfactorias para el crecimiento de organismos en
particular. Las razones de esto estdn relacionadas a diferencias en tamafio, digestibilidad y
particularmente con el valor nutritivo de las microalgas, valor que depende principalmente
de la composicién bioquimica de las microalgas y de los requerimientos especificos de los

organismos a alimentar (Cordero y Voltolina, 1997).



Las microalgas trasmiten la energia y nutrientes esenciales al siguiente nivel tréfico
en forma de proteinas, carbohidratos y lipidos; por este motivo su produccion intensiva es
una parte integral de empresas de producciéon que se dedican al cultivo de organismos
filtradores, como son los bivalvos, crusticeos, zooplancton y algunos peces marinos y de
agua dulce (Herrero et al., 1985; Kuban et al., 1985; Whyte, 1987; De Pauw y Persoone,
1988; Yufera y Lubidn, 1990).

El valor dietético de las microalgas se relaciona con su composiciéon quimica,
especialmente lipidos y dcidos grasos (Napolitano, 1990 y Shamsudin, 1992), por lo que es
necesario mantenerlos en condiciones Optimas para obtener tasas de crecimiento y
supervivencia adecuadas para los organismos cultivados. Sin embargo, éste no es un factor
constante, sino que puede variar en un amplio intervalo, ya que en la proporcién de los
diferentes constituyentes en la biomasa microalgal influyen varios factores ambientales
(Cid et al., 1992; Dunstan et al., 1994).

En lo que se refiere a proteinas se sabe que son componentes esenciales que se
encuentran en las microalgas por su alto valor nutricio el cual estd determinado por el
contenido, proporcién y disponibilidad de los aminodcidos (Brown et al., 1993). En
estudios realizados en torno a la composicién de aminodcidos a partir de hidrolizados de
células completas, se ha observado que las proporciones individuales de aminodcidos
esenciales no varia mucho entre las diferentes especies de microalgas. De igual forma, se ha
encontrado que dicha composicion de proteinas de microalgas en su perfil de aminoacidos
es muy similar a la proteina del huevo. Brown (1991) encontré diferencias menores en los
niveles de aminodcidos especificos en la mayoria de las especies algales; observando a su

vez grandes concentraciones de aspartato y glutamato (7.6-12.4%) mientras que la



cisteina, metionina, triptéfano, histidina, hidroxiprolina y ornitina las encontr6 en bajas
concentraciones (0.04-3.2%).

En el caso de la alimentacién de moluscos y crustdceos, las microalgas con un
contenido proteinico de entre 30% y 60% en base a peso seco, han sido utilizadas
satisfactoriamente (De Paw y Persoone, 1988). Sin embargo, no existe una clara correlacion
entre el contenido de proteinas y su valor nutritivo. Por ejemplo, Dunaliella salina presenta
una mayor proporcién de proteinas que Chaetoceros calcitrans, pero tiene menor valor
nutricio cuando se usa en forma individual (Web y Chu, 1983), por ende se menciona que
el valor dietético no depende del contenido proteinico sino de la presencia de aminodcidos
esenciales (Abalde et al., 1994).

La importancia de los carbohidratos en la dieta radica en la presencia o ausencia de
cierto tipo de ellos. Por ejemplo, los juveniles de Marsupenaeus japonicus (Pérez y
Kensley, 1997) crecen mas rdpido cuando la dieta contiene disacéridos y polisacaridos que
con monosacaridos (Abalde et al., 1994). La fracciéon de carbohidratos totales esta
compuesta por la fraccion de polisacaridos (45-97% de la fracciéon de carbohidratos totales)
monosacaridos y oligosacdridos, misma que varia ampliamente entre especies, siendo los
principales azucares la glucosa, manosa, galactosa y ribosa junto con otros, en proporciones
variadas. Brown (1991), realizé un estudio con 16 especies de microalgas, encontrando que
la glucosa es el azicar principal en todas las especies estudiadas y que se presenta en un
intervalo de 21 a 87.5% de la fraccion de polisacaridos, los cuales a su vez constituian del
91 al 96% de los carbohidratos totales en 12 de las especies estudiadas, por ende la

composicion de éstos en el alga puede ser de gran interés nutricional, debido a que la



eficiencia de digestion de carbohidratos en los animales marinos depende del tipo de
azucares que los componen.

Los lipidos proporcionan la mayor parte de la energia en la nutricién de las larvas de
camardn, ya que proveen de 9 kcal/g de energia metabolizable. Ademds son un vehiculo
bioldgico para la absorcion de vitaminas liposolubles como la A, D, E y K. La importancia
de estos nutrimentos radica en que son la fuente de dcidos grasos esenciales indispensables
para el mantenimiento e integracidn de las membranas celulares (Bringas et al., 1999).

En las microalgas los principales componentes de los lipidos son mono, di y
triglicéridos, lecitina, fosfatidil glicerol fosfatidilcolina, y fosfatidilinositol (Becker, 1986 y
Bringas et al, 1999).

Los fosfolipidos son de suma importancia para el crecimiento y supervivencia de
larvas de peneidos. Sin embargo, las larvas de camar6n presentan una capacidad limitada
para biosintetizar los fosfolipidos a partir de 4cidos grasos y diacilgliceroles, por ende
deben incluirse en la dieta (Harrison, 1990; Renaud et al., 1991; Brown, 1993 y Bringas et
al., 1999). Cotteau et al., (1997) citan que organismos de 2 mg de peso himedo de
Litopenaeus vannamei con una dieta basal de caseina requieren de 1.5 a 6.5% de
fosfolipidos

Bautista et al. (1990) mencionaron que el contenido de lipidos totales en microalgas
varia de acuerdo a la especie, por ejemplo Chaetoceros calcitrans contiene en promedio
18.34%, Nannochloropsis oculata tiene 10.3-16.1%, Isochrysis galbana 9.25% 'y
Tetraselmis suecica 8.25%. Mourente et al. (1990) estudiaron la composicion de lipidos
totales y 4cidos grasos en 12 especies de microalgas marinas de las clases

Eustigmatophyceae, Haptophyceae y Prasinophyceae, cultivadas bajo condiciones



similares, encontrando que Nannochloropsis spp. presentaron el contenido mds alto de
lipidos totales, con un valor de 1.9-3.9% del 4cido graso 20:4®-6 y de un 12.1-17.8% del
acido 20:5w-3. Todas las otras especies analizadas presentaron bajos contenidos de dcidos
grasos altamente insaturados, excepto para I. galbana (Haptophyceae), en la cual se
encontro un alto contenido de 22:®-3 (6.9%).

Las microalgas de los géneros Tetraselmis, Skeletonema, Chaetoceros, Isochrysis,
Pavlova, Chlorella, Thalassiosira y Nannochloropsis son fuentes muy importantes de
acidos grasos poliinsaturados (Liao et al., 1993; Chen, 1996). A excepcion de las dos
primeras, las microalgas citadas anteriormente son recomendables para alimentar los
estadios de zoea de Penaeus monodon a nivel comercial (Su et al., 1997) y Pavlova lutheri
ha sido sugerida como buen alimento para bivalvos (Okauchi, 1991). En Taiwan, la
mayoria de los laboratorios de producciéon de larvas de camardn utilizan Skeletonema
cuando el abastecimiento de Chaetoceros y Tetraselmis no es suficiente, debido al
contenido similar de 4cidos grasos altamente insaturados.

Las especies citadas anteriormente, difieren por lo menos en algunos aspectos
relacionados a su composicion bdsica y por ende, ain cuando se cultiven en iguales
condiciones, se pueden esperar por lo menos algunas diferencias en los porcentajes de los
componentes quimicos de cada especie. Adicionalmente, cabe hacer énfasis en que estas
diferencias pueden ser todavia mas notorias debido a que como en cualquier organismo
vegetal o animal, la composicién quimica de las microalgas no es una caracteristica que
permanece constante, sino que varia de acuerdo a la respuesta metabdlica y fisioldgica de
cada especie y a las condiciones ambientales en las cuales se lleva a cabo su cultivo

(Gutiérrez-Sumuhano, 2002)



La camaronicultura, que hace algunos afios se inici6 en Ecuador en forma
accidental, se basé en la engorda de camar6n a partir de postlarva silvestre (Lucien-
Brun,1997; Alceste Oliviero y Martinez Espinoza, 2000). Sin embargo ante las perspectivas
que ofrecia el mercado mundial, los paises que estaban a la vanguardia en este cultivo
decidieron acertadamente independizarse del medio natural instalando laboratorios de
produccién de postlarva. Debido a que el incremento observado a nivel mundial en el
cultivo de camarén ha superado las expectativas, éste se ha convertido en una actividad en
constante crecimiento por representar una de las mds importantes y prometedoras industrias
(Garza Aguirre y Aguirre Hinojosa, 1999). En los ultimos afos, la acuicultura contribuye
con mas del 25% a la produccidén total de alimentos de origen acudtico a nivel mundial
(Rana et al., 1998).

Actualmente la camaronicultura tiende al establecimiento de modelos de produccién
intensiva. Razén por la cual se buscan estrategias que permitan independizar el proceso
productivo de ciertas condiciones naturales, como son las relacionadas con el aporte de
“semilla” para el cultivo (Martinez Cérdova y Campaifia Torres, 1999) y el controlar las
variables ambientales de los cultivos larvarios, entre los cuales se destacan la cantidad y
calidad del alimento proporcionado a las larvas, que son criticos para su crecimiento y
supervivencia (Alfonso, 1993)

No obstante que gran parte de las granjas camaronicolas de los hemisferios oriental
y occidental emplean en sus engordas postlarvas silvestres; el uso de postlarvas producidas
en laboratorio presenta una tendencia a incrementarse dia a dia, asimismo es una
herramienta muy util que significa el unico abastecimiento de semilla certificada. Esta

acuicultura puede considerarse como una estrategia de desarrollo social y econémico en
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diferentes paises del mundo (New, 1999; Tacon 2000), la cual no se estd promoviendo para
sustituir sino para complementar la captura de organismos marinos y de aguas
continentales. Ademads, segin las estadisticas mds recientes, ha permitido sostener
practicamente constante el consumo individual medio de proteinas animales, a pesar del
continuo incremento de la poblacién humana (De Silva, 2000).

Definitivamente, contar en todo momento con postlarva procedente de laboratorios,
sin depender de las variaciones naturales del medio, representa una gran ventaja, ya que por
este s6lo hecho la postlarva de laboratorio posee un costo de oportunidad muy superior al
de la postlarva silvestre, impactando favorablemente en la rentabilidad de los proyectos de
camaronicultura (Aguirre-Hinojosa et al., 1999 ).

La produccién de postlarvas de camardn en laboratorio, tiene sus origenes en Japon
aproximadamente en 1933 con Marsupenaeus japonicus (SEPESCA, 1991) y se le atribuye
al Dr. Hudinaga el haber manipulado por primera vez el desarrollo larvario de camarones
peneidos en condiciones de laboratorio (Hudinaga, 1942; Hudinaga y Kitaka, 1967).

Hoy en dia existen mds de 25 especies de camarones que se estdn utilizando a nivel
comercial, piloto o experimental para su cultivo. Las especies mds factibles de cultivo en
Meéxico son el camardn azul (Litopenaeus stylirostris Stimpson, 1974) y el camar6n blanco
del Pacifico (Litopenaeus vannamei Boone, 1931). Siendo el camarén blanco la especie
mds cultivada en el Hemisferio Occidental. Es un especie nativa de la costa oeste del
Ocedno Pacifico, con una distribucion geogréfica desde Sonora, en el Golfo de California,
México hasta Peru. Esta especie tiene la ventaja de que por lo general su cultivo larvario no
presenta grandes complicaciones y varios laboratorios en América, producen exitosamente

semillas para su comercializacién (Martinez Cérdova y Campafia Torres, 1999). En
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México, la camaronicultura es una actividad muy importante, sobre todo en los estados de
la regién noroeste, donde se localizan mas del 94% de las granjas registradas en el pafs,
sobresaliendo el estado de Sinaloa (Ochoa Muifioz, 1994).

Para el mantenimiento y nutricién de larvas de camar6n, el alimento vivo es un
recurso indispensable que debe cubrir los requerimientos nutricionales larvarios, por lo que
el uso de este alimento se basa en el cultivo de diferentes especies de microalgas, mismas
que son seleccionadas de acuerdo a algunos criterios como son: facilidad de cultivo, pared
celular digerible, tamafio adecuado y sobre todo que contenga los constituyentes quimicos
esenciales adecuados para promover el crecimiento y reproduccién del organismo (Nelson
et al., 1992; Brown et al., 1993; Trujillo Valle y Voltolina, 1994; Abalde et al., 1994; De
Silva, 2000).

Se debe considerar que la composiciéon proximal y quimica de las microalgas puede
variar ampliamente, a consecuencia del efecto de muchas y diferentes variables inherentes a
los cultivos como son la edad de los mismos, el contenido y tipo de nutrientes de los
medios de cultivo, el pH, la salinidad, la luz, la temperatura y el manejo de los cultivos
(Voltolina y Lépez Elias, 2002).

De acuerdo a estas razones es necesario conocer la composicién quimica de las
microalgas y estudiar la relaciéon entre ésta composicion y el desarrollo larvario
considerando los aspectos de crecimiento, supervivencia, éxito de maduracion y
composicién quimica, con el fin de sentar las bases para mejorar las dietas microalgales
hasta ahora utilizadas (Holland y Spencer, 1973).

Existe gran cantidad de informacién relacionada con la composicion quimica de la

microalgas, sin embargo, es de poca utilidad ya que estd bien comprobado que la
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composicion de las microalgas es altamente variable y susceptible de modificaciones
importantes, que dependen de la técnica, de la edad de cultivo y de las condiciones
ambientales de cada laboratorio, los cuales pueden variar ampliamente hasta en laboratorios
comerciales geograficamente cercanos (Voltolina, Nieves y Pifia, 2000).

Actualmente los laboratorios comerciales de camarén utilizan ampliamente, como
alimento las microalgas Isochrysis sp., Chaetoceros calcitrans, C. muelleri, Thalassiosira
wesflogii, Dunaliella tertiolecta y Tetraselmis suecica, indistintamente de la época del afio.
Sin embargo, se desconoce la calidad de estas microalgas en las diferentes condiciones
estacionales y cudles son los factores que influyen en estos cambios. Se sabe que entre los
factores ambientales que pueden modificar de manera importante la composicién quimica
de las microalgas estdn la temperatura y la intensidad de luz, sobre los cuales la mayoria de
los laboratorios comerciales no mantienen un control estricto y en muchos casos no existe
ninguin control ya que sus cultivos masivos se llevan a cabo al exterior y dependen
directamente de la irradiacidn solar.

La temperatura es un factor muy importante para todos los organismos y procesos
influyendo directa o indirectamente sobre ellos. El efecto directo mas relevante de esta
variable ambiental es que modifica la velocidad de los procesos bioquimicos presentes en
las rutas metabdlicas, de sintesis o de utilizacion de sustratos y de reservas (Dring, 1987)
Por ejemplo, Sato y Murata (1980) demostraron que la temperatura es uno de los factores
que mas influye en la sintesis lipidica y la composicién de 4cidos grasos de Anabaena
variabilis.

La luz puede influir positivamente en los cultivos de microalgas acelerando el

metabolismo y por ende su tasa de crecimiento (Peraza Contreras, 2002). Sin embargo,
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existen limites para cada especie. Estos limites pueden ser diversos dependiendo del
concepto de la ventana 6ptima ambiental (Cury y Roy, 1989).

Por tal motivo, en el presente estudio se plantea primeramente, evaluar la
importancia de estos cambios en diferentes situaciones estacionales para abarcar un amplio
intervalo de valores de estas variables e identificar los efectos de las mismas sobre la
composicion quimica de las microalgas, para posteriormente evaluar su valor dietético
mediante ensayos de alimentacion con larvas de camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus

vannamei).



14

II.- OBJETIVOS
II.1.- Objetivo general

Evaluar la calidad nutricia de dos microalgas marinas en un laboratorio de cultivo
comercial de larvas de camarén e identificar sus relaciones con las caracteristicas del

cultivo.

I1.2.- Objetivos especificos

*  Analizar la composiciéon proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos) de microalgas

marinas ampliamente utilizadas en laboratorios comerciales.

* Evaluar el efecto de tres dietas de microalgas sobre el crecimiento, supervivencia y

metamorfosis de larvas de camaron.

* Identificar la relacion entre la calidad de las microalgas y las caracteristicas del cultivo
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III.-MATERIALES Y METODOS
La parte experimental del presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de
produccién de postlarvas de camarén “Acualarvas, S.A. de C.V.”, ubicado en la costa sur

del Estado de Sonora, en Playa Huatabampito Km 2.2 poniente Huatabampo, Sonora

(Fig.1).

Figura 1. Localizacion y vista general del Laboratorio de producciéon de postlarvas de
camardn “Acualarvas, S.A. de C.V”.
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Las instalaciones comprenden bésicamente las secciones de maduracion, desove,
cultivo larvario y cultivo de microalgas. La seccion de microalgas estd formada por un

laboratorio y el drea de estanqueria.

II1.1.- Sistema de cultivo de microalgas.

La produccion de microalgas consta de dos fases, la primera se lleva a cabo en el
interior y se basa en un sistema de cultivo estatico, presenta una duracién de quince dias y
se compone a la vez de cinco etapas, desde la cepa mantenida en tubos de 10 ml hasta
garrafones de 19 litros, con una duracién de tres dias por fase (Fig.2).

En este dltimo paso, el volumen de in6culo depende de la especie, en el caso de
Chaetoceros muelleri se usan de 1.5 a 2 litros y para Thalassiosira weissflogii se utilizan de
2 a 3 litros. Cabe mencionar que un garrafon de 19 litros se desdobla en cuatro del mismo
volumen para cultivos al exterior. Dentro del laboratorio la temperatura oscila entre los 22 a
24°C, la iluminacién se suministra a través de lamparas fluorescentes. La agitacion de los
cultivos es por medio de flujo continuo de aire filtrado, aplicando CO, durante cuatro horas
al dfa.

El cepario cuenta con 6 especies, como son Isochrysis sp, Tetraselmis suecica,
Thalassiosira pseudonana, T. weissflogii, Chaetoceros gracilis y C. muelleri. Para la
realizaciéon del presente estudio se utilizaron C. muelleri y T. weissflogii por ser las
microalgas que utiliza el laboratorio como principal alimento en la fase larvaria del

camaron.
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Figura 2. Cultivo de microalgas al interior en el laboratorio de produccion de postlarvas de
camaron “Acualarvas S.A. de C.V”.

En la segunda fase los cultivos se realizan al exterior y cubre desde garrafén de 19 1

hasta tinas de 4000 1. Para inocular los cilindros de 400 1 se emplean dos garrafones de C.

muelleri o dos y medio a tres para 7. weissfloggi. En esta etapa las fases son de dos dias,

por lo que se requiere de seis dias para cumplir el ciclo ( Fig. 3 ).
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Figura 3. Sistema de cultivo de microalgas al exterior en el laboratorio de produccién de

postlarvas de camarén “Acualarvas S.A. de C.V.”

I11.2.- Evaluacién cuantitativa de las microalgas.

Diariamente, una vez designado el tanque para alimentacién se procedia a medir pH,
temperatura e irradiaciéon solar. Posteriormente se realizaba el conteo del nimero de
células, para lo cual se tomaba la cantidad necesaria de cada una de las microalgas para
alimentacion de las larvas. Adicionalmente, cada tercer dia se tom6 una muestra de los
cultivos en mencidn para las determinaciones de nimero de células, peso seco total, peso
seco orgénico y andlisis bioquimicos de las diferentes microalgas, para lo cual se filtraron
diferentes volumenes dependiendo de la densidad celular y del andlisis quimico a realizar

(Fig.4).
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La intensidad luminosa se midié cada 6 horas con un irradiometro TRACEABLE
marca Fisher Scientific. El pH se midi6 con un potencidometro marca Oakton modelo Testr

2 y la temperatura con un termémetro de escala —20 a 50°C.

Figura 4. Sistema de filtraciéon de microalgas previo al andlisis quimico

II1.2.1.- Numero de células.
Para la determinacion de la biomasa en la ultima etapa de cultivo de microalgas
(tanques de 4000 1), se realizaron diariamente conteos celulares con ayuda de un

hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad, mismo que se recomienda para el conteo de

algas de 2 a 30 um y cultivos con densidades de 5.0 x 10 4 alOx 10 7 cel . ml™.

II1.2.2.- Determinacion de peso seco.
Durante el bioensayo se determiné el peso seco total y orgdnico de las microalgas

que se usaron como alimento, por lo que cada tercer dia se filtraron volimenes de 150 a
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200 ml de cultivo dependiendo de la densidad celular. Las filtraciones se hicieron por
triplicado para cada especie. Se usaron filtros Whatman, GF/C de fibra de vidrio de 47 mm
de didmetro, previamente lavados, incinerados y pesados. Una vez realizado el filtrado, las
muestras se lavaron con formiato de amonio al 3% para eliminar las sales presentes y se
mantuvieron en congelacion hasta su andlisis. Una vez en el laboratorio se colocaron en una
estufa a 60°C hasta obtener un peso seco constante y posteriormente en una mufla a 450 6
490°C por un lapso de 6 horas para la determinacién de cenizas y, por diferencia, se obtuvo

el peso seco organico (Sorokin, 1973).

I11.3.- Evaluacion cualitativa de las microalgas.

La calidad microalgal se estim6 de acuerdo al contenido de proteinas, carbohidratos
y lipidos. Para ello fue necesario tomar muestras por triplicado en volumenes de 10 a 250
ml segin el andlisis quimico a realizar. Los muestreos se llevaron a cabo previos a la
alimentacién de los subestadios de Nauplio VI, Zoeas I, II, IIl y Mysis I. Las microalgas
suministradas como alimento y las cosechadas para su posterior andlisis se obtuvieron de
los estanques que abastecieron al laboratorio productor.

En la determinacioén de cada uno de los componentes quimicos se usaron filtros
GF/C de 25 mm de didmetro, previamente lavados e incinerados para eliminar la posible
materia orgdnica que pudiera estar presente. El volumen filtrado para determinar
carbohidratos y proteinas fue de 10 a 20 ml segin la especie y biomasa celular. Para lipidos
se usaron 40 ml. Debido a que el andlisis se hizo diferido, las muestras permanecieron en

congelacion hasta el momento de llevarlo a cabo. Ademads del porcentaje de supervivencia,
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crecimiento y metamorfosis, la calidad de las larvas se estim6 de acuerdo a su composicion
quimica, por lo que una vez finalizado el experimento, los organismos se colocaron en
tubos eppendor y se mantuvieron a -70°C en un ultracongelador Revco Scientific, Inc.
Mod. ULT1786-5-014 para su posterior andlisis. Previamente a la toma de la muestra se

procedié a medir pH, temperatura e irradiacion solar.

I11.3.1.- Determinacion de proteinas.

La extraccién de las proteinas se realizé con hidréxido de sodio 0.1 N (Cordero,
1994). La determinacion de proteinas se hizo con el método de Lowry et al. (1951), el cual
es ampliamente utilizado para estimar la calidad microalgal. Este método se basa en la
determinacion espectrofométrica de la intensidad del color del reactivo de Folin-Ciocalteau,
después de un tratamiento con solucion alcalina de cobre. A continuacién se realizé la
lectura de la absorbancia a una densidad 6ptica de 750 nm en un espectrofotémetro Perkin-

Elmer UV/vis, mod. Modelo 25, usando como estandar la albimina de bovino.

I11.3.2.- Determinacion de carbohidratos

La extraccion de carbohidratos se hizo con dcido sulftirico 1 M de acuerdo a Whyte
(1987) y la determinacién por el método de Dubois et al. (1956), usando la glucosa anhidra
como estandar. Este método implica el uso de H,SO4 concentrado y el reactivo del fenol.
La adicion del H,SOy se hizo de acuerdo a lo establecido por Lopez-Elias et al. (1992). La

absorbancia se ley6 a 490 nm.
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I11.3.3.- Determinacion de lipidos totales

En la extraccion de lipidos se aplico el método de Bligh y Dyer (1959), mismo que
consiste en la existencia de un sistema bifdsico (cloroformo, metanol y agua destilada). En
esta técnica la fraccion lipidica reacciona con una solucién de dicromato de potasio (Pande
et al., 1963) disuelto en 4cido sulfirico concentrado que provoca la oxidacién de los lipidos
dando como resultado una coloracién oscura. Posteriormente, se diluye en agua destilada
tornando a color verdoso. La lectura se realiz6 a 590 nm en un espectrofotémetro Perkin-

Elmer UV/vis, mod. Modelo N 25

II1.4.- Cultivo larvario de camarén blanco Litopenaeus vannamei .
I11.4.1.- Origen y recepcion de los nauplios

Antes de recibir los nauplios, las cubetas experimentales se lavaron con &4cido
muridtico diluido al 5%, se enjuagaron perfectamente con agua corriente para luego
secarse. Las cubetas se llenaron con agua de mar hasta alcanzar 10 litros, siendo este
volumen el 50% de su capacidad. Se les suministré aireaciéon por medio de piedras
aireadoras. Para el control de temperatura se utilizé un sistema de calefaccién tipo casero
marca Whirlpool.

Los nauplios empleados para este trabajo (en los diferentes bioensayos), se
obtuvieron de tres laboratorios comerciales, siendo estos “Maricultura del Pacifico, S.A. de
C.V.”, “Acuicultores de la Paz, S.A. de C.V.” y “Acualarvas, S.A. de C.V.”

Los lotes de nauplios se transportaron en bolsas de pléstico con oxigeno, las cuales

se colocaron en hieleras perfectamente selladas y a una temperatura de 24 a 26°C.
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Una vez en el laboratorio, los nauplios se colocaron en cubetas de 30 litros con
aireacion y se procedid a realizar estimaciones poblacionales, mediante la obtencion de
varias alicuotas con pipetas de 1ml. Posteriormente, se pasaron a cubetas de 20 1 con malla
de 100u y se colocan dentro del estanque cerca de la entrada de agua para su aclimatacion.
Al alcanzar la temperatura deseada se procedié a su siembra. Del contenido total de la
cubeta se extrajo una alicuota de un litro para inocular las 9 cubetas experimentales. La

densidad de siembra en las cubetas experimentales fue de 100 Nauplios 1",

I11.4.2.- Alimentacion
Para analizar el valor dietético de las microalgas, se realizaron 3 bioensayos de

alimentacién con larvas de camardn blanco Litopenaeus vannamei.

Figura 5. Unidad experimental para el desarrollo larvario de L. vannamei mostrando la
distribucién de las dietas: (C) Chaetoceros muelleri, (T) Thalassiosira
weissfloggi 'y (M) mezcla.
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Los bioensayos se llevaron a cabo en cubetas de plastico que contenfan 10 1 de
agua de mar filtrada a lum vy esterilizada con ldmparas ultra violeta (UV). Se
administraron por triplicado tres dietas (Fig. 5), las cuales consistieron en el suministro de
Chaetoceros muelleri, Thalassiosira weissflogii y la mezcla de ambas microalgas.

La raci6on alimenticia diaria, para cada estadio y densidad poblacional, fue
suministrada de acuerdo al protocolo de trabajo del laboratorio (Tabla I ). El bioensayo se
realiz6 desde nauplio (Ns) hasta mysis (MI) debido que a partir de este estadio la larva
muestra un cambio en sus hdbitos alimenticios y se vuelve carnivora. Por ende se requiere

suministrar nauplios de Artemia. El desarrollo larvario se llevé a cabo en seis dias.

Tablal. Protocolo de alimentacion en cultivo larvario del laboratorio de
produccion de postlarvas de camarén “Acualarvas, S.A. de C.V”.

Estadio Densidad celular (1x10° cél.ml™)
C. muelleri T. weissflogii
Nauplio 50 20
Zoeal 50 20
Zoea Il 70 30
Zoea III 70 30
Mysis I * 70 30

® A partir de Mysis I se empieza a suministrar nauplios de Artemia.

Se registr6 diariamente la temperatura y el pH en los estanques de cultivo de
microalgas al exterior, asi como en las unidades experimentales. La concentracion de
oxigeno disuelto sélo se midi6 en las cubetas del bioensayo. Los pardmetros
fisicoquimicos registrados durante los bioensayos fueron: temperatura de 28°C + 4°C, pH
7.8-8.8, salinidad de 36%o y una concentracién de oxigeno disuelto de 3.94 a 5.5 mg.I™".
Para el monitoreo del oxigeno disuelto y temperatura se utilizé un oximetro YSI modelo

55/12 y para medir el pH se usé un potenciémetro marca pH Testr 1 ™
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Tabla II. Protocolo de alimentacién utilizado durante el experimento con
larvas de L. vannamei. Suministro segun la dieta.

Estadio Densidad celular (1x10° cél.ml™)
C. muelleri T. weissflogii Mezcla*
Nauplio 70 70 50:20
VA 70 70 50:20
Zla 70 70 50:20
ZI1 100 100 70:30
Zlla 100 100 70:30
Z 1 100 100 70:30
Zllla 100 100 70:30
Mysis [ 100 100 70:30

*Mezcla de C. muelleri y T. weissflogii respectivamente.

El recambio de agua diario fue de 30-50% segun el estadio, temperatura del agua y
limpieza de las cubetas. Se usé un sifén con malla de 100um para estadios menores a

zoea 3 (Z3), y una malla de 300um para Z3 y MI (Fig. 6).

Figura 6. Sistema de alimentacion (izquierda) y recambio de agua (derecha) durante el
desarrollo larvario de Litopenaeus vannamei

Los organismos se mantuvieron en estas condiciones, hasta llegar al estadio de

mysis I. Posteriormente se dejaron en inanicion durante 24 hrs y se recolectaron por medio
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de un sifén. Por ultimo se tamizaron empleando una malla de 300 p y se lavaron con agua

destilada.

I11.4.3.- Caracteristicas morfométricas .

Las caracteristicas morfométricas que se consideraron fueron el tiempo en que
alcanzaron el estadio de M1, la longitud total, longitud del cefalotérax, ancho de la larva, la
velocidad de crecimiento (long total/dias), el porcentaje de supervivencia y metamorfosis.

Para evitar deformaciones de los organismos y alteraciones en su tamafio se
colocaron 50 organismos en una solucién fijadora (Correa y Biickle, 1993), donde
permanecieron hasta el momento de la estimacion de talla y velocidad de crecimiento. Las
larvas se colocaron sobre un portaobjetos en un microscopio estereoscopico marca Wild

Herrbrugg y se midi6 la talla con ayuda de un microémetro.

II1.4.3.1.- Supervivencia y metamorfosis

Diariamente se tomaron al azar tres alicuotas por cubeta de cultivo en un vaso de
precipitado de 100 ml y se contd el nimero de organismos, sacando un promedio de los tres
conteos para determinar la supervivencia diaria. De igual forma, al finalizar el experimento
se determind la supervivencia total. Durante todo el experimento se determind el porcentaje
de metamorfosis, tomando una muestra al azar de 100 ml, misma que se observé en un
microscopio compuesto para identificar el estadio larvario y contar el nimero de larvas
pertenecientes a cada uno de ellos. Una vez determinada la supervivencia total, se procedié
a fijar 50 organismos por cubeta para determinar talla y velocidad de crecimiento.

Posteriormente, se colocé el resto de los organismos en tubos eppendor previamente
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etiquetados con el nimero de bioensayo, cubeta y tratamiento suministrado. Después se
introdujeron en una bolsa con sellado hermético etiquetada de igual forma; se almacenaron

en congelacién a -70°C hasta su andlisis.

I11.4.4.- Composicion proximal.
Los andlisis proximales de larvas se llevaron a cabo de igual forma que para
microalgas, s6lo que las muestras de larvas se liofilizaron. Posteriormente, se tomd un peso

conocido del peso seco de los organismos para cada uno de los andlisis proximales.

IIL.5.- Diseiio Experimental.

Los resultados obtenidos en la composicion quimica de microalgas y larvas de
camardn., se analizaron a través de un analisis de varianza de una via, usando el modelo
lineal y;=pn + 7; + Bj + Eij del disefio de bloques al azar. El crecimiento y el porcentaje de
supervivencia y metamorfosis de las larvas se analizaron aplicando un disefio de bloques al
azar, por medio de una anova de dos vias. En el andlisis de los datos se emple6 el paquete

estadistico Statistica 6.0.



28

IV.- RESULTADOS
IV.1.- Evaluacion cuantitativa de las microalgas

En referencia a la biomasa, se tiene que la concentraciéon celular promedio de los
cultivos masivos de microalgas fue mayor para Chaetoceros muelleri que para
Thalassiosira weissflogii. Durante el primer bioensayo Chaetoceros, alcanzé una biomasa
promedio de 1.148x10° cél . ml”" con un valor maximo de 1.5x10° y un minimo de
0.890x10° cél . ml™".

El pH registrado en los cultivos de microalgas en este experimento oscilé entre 8.2 y
8.9 unidades. La temperatura se mantuvo constante entre 28.5 a 29.5 °C, observando que

las concentraciones celulares mads altas se presentaron a 28.5 °C (Tabla III).

Tabla III. Densidad celular y pardmetros fisicoquimicos de los cultivos
masivos de Chaetoceros muelleri utilizados durante el primer

bioensayo.
Nam. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10° cél . mI'™") °C
1 1.500 8.5 28.5
2 1.430 8.3 28.5
3 1.150 8.2 28.5
4 1.210 8.5 28.5
5 0.910 8.6 30.5
6 0.950 8.9 29.0
7 0.890 8.5 31.0

En el caso de Thalassiosira weissflogii, los cultivos presentaron una biomasa
promedio de 0.367x10° cél . ml'l, con una densidad celular maxima de 0.497 x10° cél . ml™
a 28.5 °C y una minima de 0.210 x10° cél . mI™" a 30.5 °C. La temperatura media registrada

fue de 29°C y los valores de pH se mantuvieron entre 8.5 a 9.2 unidades (Tabla IV).
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TablaIV.  Densidad celular y parametros fisicoquimicos de cultivos masivos de
Thalassiosira weissflogii utilizados durante el primer bioensayo.

Num. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10°cél . m1™") °C
1 0.497 8.8 28.5
2 0.450 8.5 28.7
3 0.470 9.2 28.5
4 0.480 8.5 28.5
5 0.210 8.7 30.5
6 0.230 8.6 29.0
7 0.230 8.6 29.0

La intensidad luminosa en los cultivos de microalgas se registr6 a intervalos de 6 hr,
iniciando a las 6:00 y finalizando a las 18:00 hr. Los valores mas altos de intensidad
luminosa se registraron a las 12:00 hr a excepcion del sexto cultivo, donde la intensidad
luminosa fue mayor a las 18:00 hr (Tabla V). La irradiacién solar siempre fue mayor a los

50 pmol.m'zs'l, a excepcion de los dias nublados (1 y 7) y lluviosos (5) a las 06:00hr.

Tabla V. Intensidad luminosa (pmol.m’zs'l) en los cultivos masivos de
microalgas utilizadas durante el primer bioensayo.

Horas
Num.de cultivo 06:00 12:00 18:00
1 9.50 916.00 138.80
2 85.20 902.00 143.40
3 90.00 946.00 141.80
4 61.80 890.00 162.00
5 12.90 938.00 140.20
6 101.00 250.80 614.00
7 9.20 182.30 124.90

Los valores de intensidad luminosa fueron muy variables, por ejemplo los valores

registrados para el segundo y tercer cultivo de las microalgas utilizadas en el bioensayo no
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son representativos de la luz solar natural, ya que se optd por colocar malla sombra sobre
los cultivos masivos de microalgas debido a la alta irradiacion solar. Es decir, que de no
haber colocado dicha malla los valores serian mucho mayores. El valor de 138.8 umol.m™s’
! corresponde a una tarde nublada de verano y el 12.9 pmol.m™s™ a una mafiana lluviosa y
muy nublada.

Los cultivos masivos de C. muelleri durante el segundo bioensayo exhibieron una
concentracién celular que oscilé entre 0.225 x 10° cél. ml™ y 1.156 x 10° cél. ml™" con una
temperatura de 29.0 y 28.4 °C respectivamente. El pH se mantuvo entre 8.0 y 8.4 unidades

a excepcion del cultivo 4, donde se registré un pH de 7.4 unidades. (Tabla VI).

Tabla VI. Densidad celular y pardmetros fisicoquimicos de los cultivos masivos
de Chaetoceros muelleri utilizados en el segundo bioensayo.

Nam. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10°cél . ml™") °C
1 0.660 8.4 28.7
2 0.250 8.0 294
3 0.225 8.0 29.0
4 0.761 7.4 28.0
5 1.034 8.3 28.5
6 1.156 8.2 28.4

La biomasa méaxima alcanzada en los cultivos masivos de 7. weissflogii en el
segundo bioensayo fue de 0.631x10° cél . mI” y una minima de 0.255 x10° cél . ml™”, a 28.5
y 29 °C respectivamente. En este experimento la temperatura registrada fue de 28.2 a 29.5
°C. El pH present6 la misma tendencia que en los cultivos de C. muelleri, incluso el valor

mads bajo (7.6) se obtuvo también en el cultivo 4.
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Tabla VII. Densidad celular y pardmetros fisicoquimicos de los cultivos masivos
de Thalassiosira weissflogii utilizadas en el segundo bioensayo.

Num. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10°cél . mI™) °C
1 0.255 9.1 29.0
2 0.274 8.5 29.5
3 0.298 8.2 28.2
4 0.295 7.6 28.9
5 0.631 8.3 28.5
6 0.463 8.1 28.5

La irradiacion solar matutina en el segundo bioensayo vari6 desde 5.0 umol.m-2s-1
hasta 95.0 pmol.m'zs'l. En este bioensayo, los valores mas altos se registraron a medio dia

(12:00), con valores superiores a 700.0 pmol.m'zs'l.

Tabla VIII. Intensidad luminosa (pmol.m'zs'l) en los cultivos masivos de
microalgas utilizadas durante el segundo bioensayo.

Horas
Num. de cultivo 0600 1200 1800
1 63.00 4000.000 1074.00
2 85.40 2842.00 1120.00
3 95.00 1038.00 614.00
4 88.40 862.00 406.00
5 5.00 794.00 850.00
6 7.40 730.00 226.00

Al igual que en los bioensayos anteriores, en el tercer bioensayo Chaetoceros
alcanzé concentraciones celulares superiores a Thalassiossira, las biomasas promedio en
los cultivos fueron de 1°020,000 cél . ml"' para C. muelleri y de 601,333 cél . ml" para T.
weissflogii, con temperaturas que se mantuvieron en un intervalo de 24 a 30 °C y un pH

promedio de 8.5 unidades (Tablas IX y X).
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Tabla IX .- Densidad celular y pardmetros fisicoquimicos de los cultivos masivos
de Chaetoceros muelleri utilizados en el tercer bioensayo.

Num. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10° cél.ml ™) °C
1 0.873 7.8 28.0
2 0.940 7.8 29.5
3 1.030 8.9 28.5
4 1.100 8.7 28.5
5 1.120 8.9 26.5
6 1.060 8.8 24.0

Tabla X .- Densidad celular y pardmetros fisicoquimicos de los cultivos masivos
de Thalassiosira weissflogii utilizados en el tercer bioensayo.

Num. de Densidad pH Temperatura
cultivo (1x10°cél . mI™) °C
1 0.325 7.8 29.0
2 0.310 7.8 30.0
3 0.250 8.6 29.0
4 0.803 8.4 27.5
5 0.255 8.4 26.7
6 0.265 8.8 29.0

Los valores mds elevados de intensidad luminosa se registraron a las 1200 horas y
estan entre 660.00 y 782.15 umol.m-2s-1. Por la mafiana los cultivos recibieron 0.47
pumol.m-2s-1 en promedio y por la tarde hasta diez veces menos luz que a medio dia,
incluso fue necesario encender la luz artificial antes de las 6 pm para los cultivos 5y 6
(Tabla XTI ).

En este bioensayo los niveles de luz solar son menores debido que se llevé a cabo
en condiciones invernales, mientras que los dos anteriores se realizaron en agosto y
septiembre. Meses en los cuales en el estado de Sonora se alcanzan temperaturas hasta de

50 °C e irradiaciones solares muy altas.



Tabla XI. Intensidad luminosa (pmol.m'zs'l) registrada en los cultivos masivos de
microalgas utilizados en el tercer bioensayo.

Horas
Nuam. de cultivo 0600 1200 1800
1 0.58 660.00 0.00
2 0.40 662.00 63.60
3 0.54 700.00 45.00
4 0.63 696.00 44.00
5 0.36 664.00 3.60
6 0.22 748.00 61.80
7 0.58 782.15 67.40

IV.1.1.- Determinacion de peso seco
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Los promedios diarios de peso seco total (PST) de C. muelleri obtenidos durante el

primer bioensayo fueron de 45.2 a 84.8 ug . ml". En el segundo se obtiene un PST minimo

de 18.7 pg . ml" y un méximo de 55.8 pg . ml"'. Mientras tanto, en el tercer bioensayo el

valor minimo estimado es de 27.2 pg . ml" y el mdximo asciende a 105.1 pg . ml™'(Tabla

XII).

Tabla XII. Promedios diarios y desviacion estandar del peso seco total (PST) y de la

composicion proximal de Chaetoceros muelleri.

PST Cenizas Proteinas Carbohidratos Lipidos

Bioensayo  pg.ml”’ % % % %
1 84.8 £ 3.2 51.7 £ 1.7 15.0 £ 11 8.0 £ 0.1 14.1 £ 0.8
72.7 + 8.6 44.1 £ 1.1 123 £ 1.3 43 +£ 0.9 104 + 0.7
452 + 4.7 372 £ 1.3 29.0 + 2.1 10.1 = 0.7 12.8 £ 0.1
2 225+ 1.0 415+t 1.3 259 £ 0.7 12.0 £ 0.1 122 £ 04
187 £ 1.2 429+ 14 164 £ 04 13.0 £ 0.5 11.7+£ 0.5
412+ 1.4 49.8 + 0.9 144 + 0.3 7.4 £ 0.2 16.1 £ 0.4
55.8 £ 6.0 373+ 0.7 219 £ 0.5 63+ 04 220+ 04
3 48.5 £ 6.2 44.4 + 0.8 253 £ 0.6 79 £ 0.8 19.1 £ 0.7
105.1 £ 4.1 47.0 £ 0.3 182 £ 0.6 5.8 0.2 220+ 04
272 2.5 31.8 £ 1.3 23.9 £ 0.8 129 £ 0.7 20.5+ 0.9
36.8 £ 0.6 344 + 1.2 169 £ 1.0 126 £ 1.7 233 +0.2
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El promedio diario de cenizas se mantuvo constante en los tres bioensayos,
alcanzando contenidos de 31.8 a 51.7% (Tabla XII).

Los promedios diarios de proteinas para el primer bioensayo fueron de 12.3 a
29.0%, para el segundo bioensayo de 14.4 a 259% y para el tercer bioensayo
comprendieron valores de 16.9 a 25.3% (Tabla XII).

En cuanto a carbohidratos los valores oscilaron entre 4.3 y 13.0% en los tres
bioensayos. Por udltimo, los promedios diarios de lipidos variaron entre 10.4 y 23.3%
(Tabla XII).

Para Thalassiosira weissflogii los promedios diarios de PST durante el primer
bioensayo comprendieron de 31.8 pg . ml" a 68.7 ug . ml™, para el segundo bioensayo el
PST méximo alcanzado fue de 78.2 ug . ml™ y el minimo de 34.3 pg . ml™". En el tercer

bioensayo el promedio diario de PST fluctué de 32.2 ug . ml" a70.5 ug . ml"'(Tabla XIII).

Tabla XIII. Promedios diarios y desviacion estandar de peso seco total (PST) y de la
composicion proximal de Thalassiosira weissflogii.

PST Cenizas Proteinas  Carbohidratos Lipidos
Bioensayo pg.ml-1 % % To Y

1 68.7+ 34 439+ 07 113+ 0.5 146 £ 2.3 12.6 £ 0.7
330+ 2.8 428 + 25 20.5 + 3.1 99+ 15 152+0.2

31.8 +£ 159 460+ 2.6 240 + 3.0 73+ 1.3 9.1+0.2

2 343+ 1.8 490+ 04 249 + 1.8 16.5 £ 1.0 10.8 £0.7
387+ 1.2 36.7 + 10.9 85+ 0.8 29 +£0.7 9.3+0.8

782+ 2.8 434+ 24 104 + 0.7 13.7 £ 0.3 153+0.5

508+ 24 426+ 0.7 124 + 1.8 63+ 1.8 200+1.3

3 322+ 46 421+ 83 182+ 1.9 143 £ 0.7 224 +6.0
647+ 29 433+ 0.8 169 + 0.1 83 +0.2 13.5+04

705+ 1.8 480+ 0.8 154 + 0.1 6.8 +04 124 +0.9

68.7+ 11.4 556+ 0.6 8.0+ 0.9 4.1+ 0.8 12.3+0.3
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El contenido de cenizas durante los tres bioensayos estuvo en un intervalo de 36.7 a
55.6% (Tabla XIII).

Los promedios diarios de proteinas variaron entre 11.3 y 24.0% en el primer
bioensayo, de 8.5 a 24.9% en el segundo y de 8.0 a 18.2% en el tercer bioensayo. Los
carbohidratos mostraron valores de 7.3 a 14.6% en el primer bioensayo, de 2.9 a 16.5% en
el segundo bioensayo y en el tercer bioensayo de 4.1 a 14.3%. Los lipidos exhibieron

promedios diarios en un intervalo de 9.1 a 22.4% en los tres bioensayos (Tabla XIII).

IV.2.- Evaluacion cualitativa de las microalgas

La composicién quimica de las microalgas suministradas como alimento a larvas de
camar6n blanco (Lifopenaeus vannamei) durante los tres bioensayos, se conformé de la

manera siguiente.
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proteinas carbohidratos lipidos cenizas

Figura7. Porcentaje promedio de componentes quimicos con base a peso seco total para
Chaetoceros muelleri durante los tres bioensayos (B1, B2, B3).
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En el primer bioensayo, Chaetoceros muelleri en base al peso seco total presenté en
promedio 18.77% de proteinas, 7.47% de carbohidratos y 12.43% de lipidos (fig.7).

Mientras que en el segundo bioensayo el contenido promedio de proteinas,
carbohidratos y lipidos presentaron valores mds altos que el primero (23.88%, 9.64% y
15.54% respectivamente). En el tercer bioensayo el contenido promedio de proteinas fue de
21.08%, de carbohidratos 9.57% y de lipidos 21.22%. El contenido promedio de cada uno
de los componentes se mantiene relativamente constante en los tres bioensayos. (Fig. 7).

Thalassiosira weissflogii durante el primer bioensayo presenté un promedio de
18.6% de proteinas, 10.6% de carbohidratos y 12.3% de lipidos.

En el segundo bioensayo los valores fueron ligeramente menores excepto para
lipidos, obteniendo 14.0%, 9.9% y 13.9% respectivamente.

Por ultimo, en el tercer bioensayo el contenido de proteinas fue de 14.64%,

carbohidratos 8.38% vy lipidos 15.15% (Fig.8).
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proteinas  carbohidratos lipidos cenizas
Figura 8. Porcentaje promedio de componentes quimicos con base a peso seco total

para Thalassiosira weissfloggi durante los tres bioensayos (B1, B2, B3).
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El promedio diario (Tabla XII y XIII) y el promedio por bioensayo de lipidos y
proteinas en base a PST en C. muelleri tiende a ser mayor que en 7. weissflogii. En cambio
en el porcentaje de carbohidratos no hay diferencia .

El promedio diario de peso seco organico (PSO) en C. muelleri durante el primer
bioensayo, oscilé entre 32.7 ug.ml” y 51.0 pg.ml”". En tanto en el segundo bioensayo el
PSO de las microalgas fue menor, con un méximo de 35.0 pg.ml”' y un valor minimo de
10.7 ug.ml™. En el tercer bioensayo el mdximo PSO estimado fue de 55.8 pg.ml” y el
minimo de 18.5 pg.ml™' (Tabla XIV).

En cuanto a la composicién proximal en base PSO, se observd que en el primer
bioensayo el contenido diario promedio de proteinas estuvo entre 21.9 % y 40.1%, para

carbohidratos de 7.6% a 13.4% y para lipidos de 17.7% a 23.4%.

Tabla XIV. Promedios diarios y desviacion estandar del peso seco orgdnico (PSO) y de la
composicién proximal de Chaetoceros muelleri.

Bioensayo PSO Proteinas Carbohidratos Lipidos

pg. ml’ % % %

1 51.0 + 3.0 249 + 1.9 134 + 0.1 234 + 1.3
40.7 + 54 219 + 23 7.6 + 1.7 185 + 1.2
327 £ 25 40.1 + 2.9 139 + 0.9 177 £ 0.2

2 132 + 0.6 442 + 3.6 20.5 + 0.2 209 + 0.7
10.7 + 0.8 28.7 + 0.7 227 + 0.9 20.5 + 0.9
207 £ 1.0 28.6 + 3.5 147 + 0.5 322 £+ 0.7
350 £+ 4.0 349 + 3.1 10.0 + 0.6 352 + 0.7

3 26.0 + 4.7 472 + 1.0 148 + 1.6 356 + 1.3
558 + 1.3 343 + 2.8 11.0 + 0.4 352 £+ 0.7
185 + 2.3 352 + 1.9 189 + 1.1 30.1 + 1.4
242 + 0.8 258 + 23 19.2 + 2.6 354 +£ 03

En el segundo bioensayo las proteinas alcanzaron valores de 28.6% a 44.2%, los

carbohidratos de 10.0% a 22.7% y los lipidos de 20.5% a 35.2%. Mientras que en el tercer



38

bioensayo los valores fueron superiores. El valor minimo estimado para proteinas fue de
25.8% y el maximo de 47.2%, para carbohidratos el minimo de 11% y méaximo de 19.2%.
Los lipidos se mantuvieron entre 30.1% y 35.6% (Tabla XIV).

La composicion proximal promedio de C. muelleri en el primer bioensayo presentd
28.98% de proteinas, 11.65% de carbohidratos y 19.88 % de lipidos. En lo que concierne
al segundo y tercer bioensayo el contenido de estos componentes aumentd

considerablemente (Fig.9).

OB1
EB2
OB3

%

proteinas carbohidratos lipidos

Figura9.  Porcentaje promedio de proteinas, carbohidratos y lipidos con base a peso
seco organico de Chaetoceros muelleri durante los tres bioensayos (B1, B2,
B3).

El promedio diario de peso seco orgdnico de 7. weissflogii no varid
significativamente entre los bioensayos (Tabla XV). A excepcion del primer bioensayo, el

peso seco orgénico de C. muelleri 'y T. weissflogii resultaron similares.
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En el caso de T. weissflogii, los promedios diarios de proteinas variaron entre 18.8%
y 38.5% en el primer bioensayo. En el segundo bioensayo el valor minimo fue de 17.5% y

el maximo de 44.2% y en el tercer bioensayo los valores oscilaron entre 18.5 y 36.7%.

Tabla XV. Promedios diarios y desviacion estdndar del peso seco organico (PSO) y de la
composicion proximal de Thalassiosira weissflogii.

PSO Proteinas Carbohidratos Lipidos
Bioensayo  pg.ml” %0 %0 %
1 385 £+ 1.7 202 + 09 26.1 + 4.2 226 + 1.3
188 + 1.0 355 + 53 171 + 2.6 263 + 03
290 £+ 1.9 444 + 56 136 + 23 169 + 0.3
2 175 £+ 1.0 488 + 3.5 323 £ 20 212 + 14
222 + 03 148 + 1.4 50 + 1.3 162 + 14
442 + 0.6 183 + 1.3 242 + 0.5 272 + 09
292 £ 1.2 216 + 3.2 11.0 £ 32 348 + 22
3 185 + 2.6 317 + 33 249 + 12 390 + 94
367 £+ 1.8 29.7 £ 0.1 145 + 03 239 + 07
367 + 0.8 29.7 £ 0.1 13.0 £ 09 238 + 1.7
305 + 1.2 143 + 1.7 74 + 1.4 219 + 04
40~

OB1
EB2
OB3

proteinas carbohidratos lipidos

Figura 10. Porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos en base a peso seco orgdnico
de Thalassiosira weissflogii durante los tres bioensayos (B1, B2, B3).
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Al obtener el contenido promedio por bioensayo, T. weissflogii mostrd valores mas
altos de proteinas en base a peso seco orgédnico en el primer bioensayo (33.35%). En cuanto
al contenido de carbohidratos se mantuvo entre 14.95 y 18.91%.

De igual manera, en lipidos no hubo gran diferencia ya que se obtuvieron valores
de 21.91 a 24.96%. (Fig.10). A diferencia de C. muelleri el contenido de proteinas y

carbohidratos en el segundo y tercer bioensayo son menores.

IV.3.- Cultivo larvario de camarén blanco (Litopenaeus vannamei)
IV.3.1.- Parametros fisicoquimicos de los cultivos.

Se realizaron tres bioensayos de alimentacién con larvas de camarén blanco
(Litopenaeus vannamei), llevando a cabo un registro diario de la temperatura y
concentracion de oxigeno disuelto a la cual estaban expuestos los organismos.

Al realizar el primer bioensayo la temperatura promedio registrada fue de 29.7+
1.3°C y la concentracién promedio de oxigeno disuelto de 4.9 mg.l”, con niveles
maximos de 5.5 mg.l" y minimos de 4.2 mg.1"".

En el segundo bioensayo la temperatura maxima fue de 30.3°C y la minima de
28.5°C. El oxigeno disuelto se mantuvo en concentraciones de 4.3 mg.1" a 5.5 mg.1I"!

La temperatura maxima registrada durante el tercer bioensayo fue de 28.5°C y la
minima de 24.2 °C. La concentracién de oxigeno disuelto se mantuvo entre 4.2 mg.l "y

44mgl~".
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IV.3.2.- Caracteristicas morfométricas

Las larvas alcanzaron el estadio de mysis I en seis dias a partir de la siembra,
independientemente del estadio en que se sembrd. En el primer y tercer bioensayo la
siembra se inici6 con Nauplio 6 y el segundo bioensayo con Nauplio 5.

La longitud total de las larvas alimentadas con C. muelleri mostraron valores 3.50 a
3.61 mm, con T. weissflogii se obtuvo una longitud méxima de 3.41 mm y una longitud
minima 3.30 mm. Mientras que a los organismos que se les proporciond una dieta mixta
tuvieron valores de 3.19 a 3.72 mm (Tabla XVI). Los valores mds bajos de longitud total se
obtuvieron con 7. weissflogii a excepcidn del primer bioensayo.

En relacién a la longitud total de las larvas, en el primer y segundo bioensayo se
presentaron diferencias significativas entre las tres dietas con una p<0.001. En cambio en el
tercer bioensayo no se observd diferencia en longitud total de larvas alimentadas con
Chaetoceros 'y la mezcla. No obstante, a los organismos a que se les suministrd
Thalassiosira si presentaron diferencia (p=0.01 y p=0.02 respectivamente) (Tabla XVI).

En base a lo anteriormente descrito, se puede decir que las larvas que tuvieron la
mayor longitud total fueron las alimentadas con C. muelleri y con la mezcla (C. muelleri :
T. weissflogii).

En cuanto a la longitud del cefalotérax, se mostraron tallas de 1.18 a 1.21 mm en
larvas alimentadas con C. muelleri, las larvas a las que se les suministré 7. weissflogii
presentaron longitudes de 1.14 a 1.20 mm y con la mezcla se obtuvieron valores miximos
de 1.22 mm y minimos de 1.10 mm (Tabla XVI).

En el primer bioensayo, la longitud del cefalotérax no presenté diferencia

significativa entre las larvas alimentadas con C. muelleri y T. weissflogii, s6lo con la
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mezcla (p<0.001). En el segundo bioensayo, la longitud del cafalotérax obtenida con la
mezcla es significativamente diferente de la alcanzada con Chaetoceros (p= 0.036) y con
T. weissflogii (p=0.001). Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre ellas.

En el tercer bioensayo C. muelleri y la mezcla no mostraron diferencias
significativas con respecto a la longitud del cefalotérax de las larvas , s6lo T. weissflogiii

con una p<0.001.

Tabla XVI. Promedios y desviacion estandar de tallas obtenidas en el estadio de mysis I
de Litopenaeus vannamei alimentadas con tres dietas durante los tres
bioensayos.

TALLAS DIETAS
Bioensayo C. muelleri  T. weissflogii Mezcla
(mm) (mm) (mm)

Longitud Total 1 351 £0.19°  3.30+0.20°  3.19 +0.09
3.61+£0.17° 3.41+0.16* 3.72+0.17°

3 350+0.13"  3.41+0.18"  3.49+0.13"

Longitud del cefalotérax 1 1.18 £0.04"*  1.20+0.04" 1.10 £ 0.09*
2 121 +0.04* 120+0.02* 1.22+0.05"

3 120£0.0°  1.14£0.1*  1.20+0.00

Ancho 1 025+0.02* 025+0.02* 0.26+0.02"
2 0.28 £0.02"  0.25+0.02° 0.28+0.01"

3 0.26£0.02"  0.25+0.02° 027 +0.02"

En relacion al ancho, se tuvo que las larvas alimentadas con C. muelleri presentaron
un tamafio de 0.25 a 0.28 mm, con 7. weissflogii exhibieron tallas de 0.25 mm en los tres
bioensayos y con la mezcla de 0.26 a 0.28 mm.

En el primer bioensayo s6lo la mezcla mostré diferencia significativa en relacion

con el ancho de las larvas con las otras dietas (p<0.001). En el segundo y tercer bioensayo
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los resultados exhibieron un comportamiento muy similar, siendo la dieta de 7. weissflogii
la que muestra larvas de menores dimensiones en relacion al ancho y fue estadisticamente
diferente de C. muelleri (p< 0.001) y de la mezcla (p<0.001).

Con base a lo anterior se dedujo que C. muelleri y la mezcla son las mejores dietas,
ya que con ellas se obtienen larvas de mayor tamaio en relacién a la longitud total, longitud

del cefalotérax y al ancho.

IV.3.2.1-Velocidad de crecimiento
En referencia a la velocidad de crecimiento, a excepcion del primer bioensayo los
valores mds bajos se obtuvieron en larvas alimentadas con Thalassiosira weissflogii (0.568

mm . dl’a'l).

Tabla XVII. Velocidad de crecimiento a partir del estadio de nauplio 6, en larvas de
Litopenaeus vannamei alimentadas con tres dietas.

Dieta Velocidad de crecimiento (mm . dia™)
Bioensayo 1 Bioensayo 2 Bioensayo 3
C. muelleri 0.585 0.722 0.583
T. weissflogii 0.550 0.682 0.568
Mezcla 0.532 0.744 0.582

Mientras que las larvas a las que se les proporciona C. muelleri y la mezcla
mostraron las velocidades de 0.722 mm . dia”' y 0.744 mm . dia" respectivamente. Sin

embargo, no se present6 diferencia significativa entre las dietas (Tabla XVII).
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1V.3.2.2.- Supervivencia

La supervivencia varié de acuerdo a la dieta suministrada y tendié a decrecer en
forma regular y constante conforme se dio el desarrollo larvario (Fig.11).

Las larvas con menor supervivencia al llegar al estadio de mysis I fueron las
alimentadas con Thalassiosira weissflogii con una supervivencia final promedio de
74.54% (Fig. 11). Las supervivencias finales por bioensayo obtenidas con esta dieta
fueron 59.2% a 85.6% (Tabla XVIII).

En las otras dos dietas (Chaetoceros muelleri y la mezcla), no se observaron

diferencias significativas en la supervivencia y los porcentajes obtenidos variaron de

89.4 2 90.2%.
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Figura 11. Supervivencia promedio por estadio de larvas de camarén blanco L. vannamei
alimentadas con tres dietas durante los tres bioensayos.
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La supervivencia en el primer bioensayo no mostré diferencia significativa entre
C. muelleri y la mezcla. En cambio, la supervivencia con 7. weissflogii mostr6 una
diferencia altamente significativa con respecto a Chaetoceros (p=0.002) y la mezcla
(p=0.0005).

En el segundo bioensayo, la supervivencia en larvas alimentadas con 7. weissflogii
mostré ser significativamente diferente de la obtenida con C. muelleri (p= 0.036). Sin
embargo con la mezcla no present6 diferencia. Cabe mencionar que entre la mezcla y C.
muelleri tampoco hubo diferencia significativa en el porcentaje de supervivencia (Tabla

XVIII).

Tabla XVIII. Porcentajes promedio de supervivencia al alcanzar el estadio de mysis I en
larvas de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) alimentadas con tres dietas
durante los tres bioensayos.

Bioensayo % Supervivencia final
Mezcla C. muelleri T. weissflogii
1 98.9" 97.8" 85.6°
2 89.3%" 91.0 78.9°
3 80.0" 81.9 59.2
Promedio* 89.4 90.2 74.5

* Porcentaje promedio de supervivencia de los tres bioensayos.

En el tercer bioensayo no se presentron diferencias significativas en el
porcentaje de supervivencia entre larvas alimentadas con Chaetoceros y con la
mezcla. Sin embargo, las alimentadas con Thalassiosira mostraron una diferencia
altamente significativa con respecto a Chaetoceros y la mezcla (p=0.002) (Tabla

XVIII).



1V.3.2.3.- Metamorfosis (Desarrollo larvario)

Generalmente las larvas producidas en los laboratorios comerciales tienen
origen en varios desoves simultdneos, de un gran nimero de reproductores. Motivo
por el cual el desarrollo larvario puede llegar a presentar un alto grado de
asincronismo. Sin embargo, este no sucedié en nuestro trabajo ya que s6lo en pocos
casos se presentron mas de dos estadios de forma simultdnea. 7. weissflogii presentd
mds de dos subestadios en el quinto dia de cultivo en los dos primeros bioensayos,
C. mueleri en el segundo bioensayo y la mezcla el cuarto dia del primer bioensayo.

El cambio de estadio se llevé a cabo en 24 horas aproximadamente, a
excepcion de la fase de nauplio el cual se realizé en 12 horas. A partir del primer
estadio de zoea, en algunos casos se presentaron subestadios.

El desarrollo larvario obtenido con las tres dietas fue mds o menos paralelo.
Sin embargo, visualmente se pudo evidenciar cierta diferencia entre ellas. Las larvas
alimentadas con C. muelleri y con la mezcla alcanzaron primero y en mayor
porcentaje el estadio de mysis. Ademds mostraron menor nimero de estadios en un

dia de cultivo (Fig. 12-14).

46
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Figura 12. Porcentaje de metamorfosis diaria en larvas de camar6n blanco (Litopenaeus

vannamei) alimentadas con tres dietas durante el primer bioensayo: A)

y C) Mezcla de ambas
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Figura 13. Porcentaje de metamorfosis diaria en larvas de camar6n blanco (Litopenaeus
vannamei) alimentadas con tres dietas durante el segundo bioensayo: A)
Chaetoceros muelleri, B) Thalassiosira weissflogii y C) Mezcla de ambas

microalgas.
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Figura 14. Porcentaje de metamorfosis diaria en larvas de camar6n blanco (Litopenaeus

vannamei) alimentadas con tres dietas algales durante el tercer bioensayo: A)

Chaetoceros muelleri, B) Thalassiosira weissflogii y C) Mezcla de ambas

microalgas.



1V.3.2.-Peso seco y composicion proximal de larvas de camaroén.
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El promedio de peso seco total unitario en larvas alimentadas con Chaetoceros

fue de 74.6 pg durante el primer bioensayo y en el segundo disminuyé a 66.7 ug .

En Thalassiosira el promedio de peso seco total en el primer bioensayo fue de

45.6 ug y en el segundo bioensayo el PST promedio fue de 48.5 pg.

En el PST de las larvas alimentadas con la mezcla se obtuvieron promedios de

un de 75.9 y 54.2 ng en el primero y segundo bioensayo respectivamente (Tabla XIX).

Tabla XIX. Promedios por larva de peso seco total (PST), peso seco orgdnico (PSO) y
cenizas obtenidas en mysis I de Litopenaeus vannamei alimentadas con tres
dietas durante los bioensayos.

Tratamiento Bioensayo Chaetoceros Thalassiosira Mezcla

PST (ug) 1 74.6 +6.1° 45.6 £3.4* 75.9+6.7°

2 66.7+0.3 ¢ 485+0.9*° 542+23"

PSO (ug) 1 60.8+09" 37.0£3.1% 60.0+0.1"°

2 46.8+1.2°¢ 30.0+0.1° 35.1+19°
Cenizas (%) 1 185+2.4" 19.0 £2.0* 20.7 £ 3.0°
2 209+ 207 382+1.1°¢ 352+08"

En referencia al peso seco organico en larvas alimentadas con Chaetoceros se

presentaron promedios de 60.8 pug y de 46.8 pg en el primero y segundo bioensayo

respectivamente.

Con Thalassiosira las larvas tuvieron promedios de PSO de 37.0 ug y 30.0 ug para

el primer y segundo bioensayo respectivamente.

Los organismos a los que se les suministr6 la mezcla mostraron un peso seco

organico de alrededor de 60.0 pug para el primer bioensayo y de 35.1 pug para el segundo.
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Durante el primer bioensayo Thalassiosira resultd ser significativamente diferente
de Chaetoceros (p=0.007) y de la mezcla (p=0.006) en referencia al peso seco total y peso
seco organico. En cuanto al PSO para ambas dietas se obtuvo una p = 0.002 (Tabla XIX).

Mientras tanto en el segundo bioensayo las tres dietas dieron resultados diferentes
tanto en peso seco total como en peso seco orgénico.

En lo que concierne al porcentaje de cenizas se tiene que en el primer bioensayo no
hay diferencias entre las dietas. Sin embargo en el segundo todas son diferentes entre si,
registrando Thalassiosira el contenido mds alto con 38.2% y el mas bajo con Chaetoceros
(29.9%) (Tabla XIX).

La composicién proximal de larvas en base a peso seco orgdnico es la siguiente:
Durante el primer bioensayo el contenido de proteinas fue mayor en larvas alimentadas con
Chaetoceros (14.38%), siguiéndole en orden descendente Thalassiosira (13.61%) y la
mezcla (13.31%). Mientras que en el segundo bioensayo las alimentadas con la mezcla
denotaron el contenido mds alto con 9.63%. Sin embargo, no se present6 diferencia
significativa entre las dietas (Fig.15).

En cuanto a carbohidratos, en el primer bioensayo se tiene que las larvas que fueron
alimentadas con la mezcla exhibieron 11.21% y presenté una diferencia altamente
significativa (p= 0.002) con respecto a las otras dietas cuyos contenidos son menores a
1.6% (Fig. 15).

En el segundo bioensayo, fue C. muelleri quien proporciono a las larvas de camarén
mayor contenido de carbohidratos (13.91%) y mostré una diferencia altamente significativa

hacia Thalassiosira y mezcla (p=0.0002).
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Con respecto a lipidos, en el primer bioensayo se observé que Thalasiosira otorgd a
las larvas 2.09% y fue el contenido més alto. Chaetoceros por su parte fue la que menos
aport6 y produjo 1.14%. Sin embargo en este caso no se observaron diferencias
significativas en el contenidos de lipidos de las larvas alimentadas con las distintas dietas.
En el segundo bioensayo los porcentajes de lipidos en los organismos fueron mayores; pero
presentaron el mismo comportamiento. No obstante, en este bioensayo el contenido de
lipidos en los organismos alimentados con Chaetoceros, mostrd ser significativamente

menor que con la mezcla (p=0.026) y la Thalassiosira (p= 0.004) (Fig. 15).
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V.- DISCUSION
V.1.- MICROALGAS

Debido a que en la camaronicultura es importante contar con grandes cantidades de
postlarvas de excelente calidad, es evidente que se requiere investigar con detenimiento los
diferentes aspectos relacionados con la alimentacién larvaria, que es un factor clave para el
éxito de los laboratorios de produccién comercial de postlarvas (De Silva 2000).

La cantidad y la calidad de alimento suministrado a las larvas de camarén se
consideran factores criticos para su supervivencia y crecimiento equilibrado y debido a que
la nutricién de las larvas se basa primordialmente en el suministro de dietas algales en los
pimeros estadios, éstas deben reunir las caracteristicas dietéticas necesarias para satisfacer
los requerimientos fisiologicos de las larvas de peneidos (Kuban et al, 1985; Martinez
Cordova, 1999). Las especies mds utilizadas para estos organismos son las de los géneros
Tetraselmis, Skeletonema, Chaetoceros, Isochrysis, Pavlova, Chlorella y Thalassiosira. A
pesar de los esfuerzos por tratar de substituir el uso de las microalgas en los laboratorios
comerciales por alimento artificial, ésto no ha dado resultados satisfactorios, razén por la
cual las microalgas siguen siendo la principal o tnica dieta de los organismos en los
laboratorios de produccién comercial (Cotteau y Sorgeloos,1992).

Se menciona que tanto la temperatura como la intensidad de luz son factores
estrechamente relacionados en el crecimiento de microalgas y deben ser considerados en la
evaluacion de la produccién de biomasa, asi como para su caracterizacion general (Knutsen
y Skjanes, 1999).

La biomasa registrada en los cultivos masivos de microalgas del laboratorio

comercial “Acualarvas”, S.A. de C.V. se vi6 influida por la especie, la temperatura y la
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intensidad luminosa. En referencia a la influencia de la especie, tenemos que los cultivos
de Chaetoceros muelleri presentaron concentraciones celulares mayores a los cultivos de
Thalassiosira weissflogii.

En los cultivos de ambas especies las concentraciones celulares mds elevadas se
presentaron a temperaturas de 28 a 28.5°C y las menores concentraciones a temperaturas
de 30 °C, deduciendo asi que la temperatura tuvo una relacién inversa con la biomasa. En
cambio el pH se encuentra relacionado de manera relativamente directa, conforme aumenta
la densidad celular se incrementa el pH hasta llegar a un nivel inhibitorio.

De todos los factores que controlan el crecimiento de las microalgas, la luz y la
temperatura son los que muestran mds variaciones, tanto diarias como estacionales,
dependiendo el éxito ecoldgico de cada especie de su respuesta fisioldgica para adaptarse a
los cambios del medio. La velocidad de crecimiento en la fase logaritmica, se ve
1gualmente afectada por estas variables (Lopez Mufioz et al., 1992).

Es evidente que la irradiacién solar directa en los cultivos de microalgas es un grave
problema para los laboratorios comerciales de produccién de larvas de camarén debido a
que a niveles superiores a los 450 pmol.m™s™ y menores a los 200 pmol.m-2s-1(promedio
diario de intensidad luminosa) tiende a inhibir el crecimiento celular, volviéndose un factor
limitante. Dentro del intervalo antes mencionado existe una relaciéon directa entre la
intensidad de luz y la concentracién celular, la cual depende también de la especie
cultivada. Por ejemplo, en cultivos de C. muelleri a niveles de 250 a 400 pmol.m’zs'l se
registraron biomasas de mas de 1x 10° cél. mI"'. En cambio, al ser expuestos a irradiaciones

1

de 220 pmol.m'zs' se obtuvieron concentraciones de 873,000 Cél.ml'l, mientras que

Thalassiosira weissflogii bajo las mismas condiciones de cultivo presentd concentraciones
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de 497,000 y 325,000 cél.ml-' respectivamente. Cabe aclarar que las concentraciones mds
altas se obtuvieron en condiciones de verano y las mds bajas en condiciones de invierno.

Al cultivarse en estanques (pilas) al exterior, las microalgas estdn sujetas a
variaciones diurnas, no sélo de intensidad de luz, sino también de temperatura y de
oxigeno. Altas intensidades de luz pueden ir en detrimento de los cultivos algales (Pedroni
etal., 2001)

Lépez Muiioz et al. (1992) cultivaron cuatro especies de microalgas marinas bajo
diferentes combinaciones de luz y temperatura y confirmaron que a una temperatura
constante, la velocidad de crecimiento aumenta conforme se incrementa la intensidad
luminosa en los cultivos.

Borb6on Muiioz y Victoria Gallardo (1996) y Tinoco Villa (1996) cultivaron
Chetoceros muelleri en un mismo laboratorio comercial de Sonora en situaciones de
verano y de invierno, con rutinas de diferente duracion, encontrando que la produccién de
un dia de verano es mayor a la obtenida en tres dias de cultivo de invierno. De forma
similar, Peraza Contreras (2002) cultivdé Chetoceros muelleri en diferentes combinaciones
de temperatura e iluminacion, confirmando una mayor tasa de crecimiento a 30°C y 350
umol.m™s™. A 30°C, los cultivos se encontraban en la parte final de la fase de crecimiento
activo o al inicio de la fase estacionaria después de 48 horas, mientras que con las
temperaturas menores (20°C) las células se estaban reproduciendo todavia de acuerdo al
modelo exponencial.

Loépez Elias (2002) reporta que en los Estados de Sonora y Sinaloa la relacion de la
concentracion celular con los niveles de luz resultd ser diferente, involucrando una mayor

concentracion celular con las mayores intensidades de luz en Sonora.
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En registros con Chaetoceros gracilis cultivada en diferentes combinaciones de
temperatura e iluminacion, se reportaron tasas de crecimiento mas elevadas a temperaturas
de 25 y 30 °C con intensidades luminosas de 2500 y 5000 lux (50 y 100 umol.m?s™
respectivamente). En los cultivos a 30°C se obtuvieron tasas de 0.62 y 0.73 divisiones por
dia, correspondiendo 0.73 a los cultivos con 2500 lux. En cambio a 25°C la tasa més alta

se obtuvo con 5000 lux. www.aquatext.com (2002).

Lépez Elias (2002) encontré que en laboratorios comerciales de Sonora existe una
correlacion negativa entre la temperatura, la densidad celular y los tres constituyentes
celulares (proteinas, carbohidratos y lipidos). En laboratorios comerciales de Sinaloa se
encontré la misma relacién para proteinas y carbohidratos en las microalgas, pero la
correlacion fue positiva con respecto a la densidad celular (Chavira Ortega, 2000;
Rodriguez Rodriguez, 2000; Saenz Gaxiola, 2000). A su vez Guevara Ponce (2002) al
cultivar Chaetoceros muelleri bajo diferentes combinaciones de iluminacion y temperatura
encontrd una tendencia a menores concentraciones celulares para la temperatura de 30°C.

Lavens y Sorgeloos (1996) mencionan que la temperatura 6ptima para el cultivo de
microalgas generalmente estd entre 20 y 24°C, sin embargo la tolerancia a la temperatura
puede variar con la composicion del medio de cultivo y la especie. Otros autores
mencionan que las especies de microalgas mas utilizadas toleran temperaturas de 16 a 27°C
y que temperaturas menores a 16°C causan crecimientos muy bajos en los cultivos,
mientras que temperaturas mayores a 35°C son letales para algunas especies (Gutiérrez
Sumuhano, 2002; Pérez Martinez, 2002; Peraza Contreras, 2002).

En estudios para evaluar el efecto interactivo de la temperatura e intensidad de luz

se observo que el crecimiento en las microlgas es inhibido por altas intensidades de luz a
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bajas temperaturas, mientras que las mismas intensidades de luz a altas temperaturas no son
inhibitorias (Healey, 1983).

En este trabajo el contenido de lipidos en ambas microalgas mostré valores mas
elevados a bajas intensidades de luz. Los carbohidratos fueron el componente minoritario y
presentaron diferente respuesta a la intensidad de luz, es decir en C. muelleri no presentaron
una relacién definida con ambas variables, mientras que en 7. weissflogii el contenido de
carbohidratos se incrementé conforme aument6 la temperatura y la intensidad luminosa.
Las proteinas presentaron una relacion inversa a la intensidad de luz y a la temperatura en
el caso de C. muelleri. En cambio con 7. weissflogii sucedi6 lo contrario. Los contenidos de
los constituyentes quimicos obtenidos en el presente estudio, son superiores a los citados
por Lavens y Sorgeloos (1996), quienes reportaron el contenido de proteinas, lipidos y
carbohidratos con valores de 12-35%, 7.2-23% y 4.6-23% respectivamente.

Lépez Elias (2002) reporté que las proteinas producidas por las microalgas
cultivadas en laboratorios comerciales de Sonora aumentaron a temperaturas menores, sin
relacion con el nivel de iluminacién, mientras que en Sinaloa esta fraccién no vari6é en
paralelo con los cambios de las dos variables consideradas en los ensayos (luz y
temperatura). Diferencias del mismo tipo se encontraron en los dos estados (Sonora y
Sinaloa), en lo concerniente a la produccion de carbohidratos por las microalgas, sin
relacion con ambas variables en Sonora e inversamente relacionados con la temperatura en
Sinaloa. En el caso de la producciéon de lipidos, el resultado es inverso, en microalgas
producidas en Sonora mostraron valores menores en situaciones de alta temperatura, lo cual
no corresponde a lo encontrado en los laboratorios de Sinaloa.

McGinnis et al. (1997) observaron que en cultivos de C. muelleri (pobres en
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nitrégeno), el contenido de lipidos se incrementaba de 5 a 7 veces a altas intensidades de
luz. Zhu et al. (1997), al evaluar el efecto de la tempertura sobre el contenido de lipidos y
composicion quimica en Isochrysis galbana TKI1, encontraron que a mayor temperatura
(30°C) el contenido de lipidos fue de 25% del peso seco en la fase exponencial y se
incrementd en la fase estacionaria. Conjuntamente, el mayor contenido de carbohidratos
tendi6 a acumularse en la fase estacionaria y a bajas temperaturas. Contrariamente el
contenido de proteinas fue més alto en la fase exponencial.

Por todo lo mencionado anteriormente, es evidente que el éxito de una microalga
como alimento depende de su calidad nutricional, asi como de su tolerancia a la
temperatura, salinidad e intensidad de luz, principalmente si es cultivada al exterior
(Brown et al., 1997).

Voltolina et al. (2000) mencionaron que en el caso de los laboratorios comerciales,
la mejor dieta microalgal es la que estd disponible constantemente y que puede producirse
con regularidad, ya que debido a las cambiantes condiciones de cultivo es inevitable la
variacién que impide asegurar la composicion que se considera deseable, en términos de
contenidos de los constituyentes quimicos.

Las diatomeas siempre han sido consideradas como una fuente adecuada de energia
para el zooplancton, y particularmente para copépodos, para sustentar la produccion

secundaria en términos de crecimiento y/o reproduccién (Carotenuto et al., 2002).
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V.2.- LARVAS

Al realizar los bioensayos de alimentacion a larvas de camardn blanco (Litopeneus
vannamei), se confirmé que Chaetoceros muelleri y la dieta mixta (C. muelleri y T.
weissflogii) fueron las mejores dietas, ya que con ellas se obtuvieron los porcentajes més
altos de supervivencia, las mayores dimensiones de longitud total, longitud del cefalotérax
y ancho de la larva, asi como un desarrollo larvario mas sincrénico. Ademads que entre ellas
no se presentd una diferencia altamente significativa, sucediendo lo contrario con las larvas
alimentadas s6lo con 7. weissflogii.

La supervivencia de los organismos estuvo influida por la alimentacién, ya que el
porcentaje de mortalidad dependié de la calidad de la dieta. Al mismo tiempo, se vid
afectada por el estadio larvario y la temperatura. Se observé que la supervivencia
disminuy6 conforme avanzé el estadio larvario.

La supervivencia de las larvas presentd la misma tendencia en los dos primeros
bioensayos y en el tercero los porcentajes de supervivencia en los diferentes estadios
fueron menores debido al descenso en la temperatura, ya que el primer bioensayo se
realiz6 en verano y el dltimo en condiciones de invierno.

La diferencia entre las dietas empezd a ser significativa a partir del estadio de zoea
IT (ZII). Sin embargo, es a partir de zoea III (ZIII) donde la diferencia entre ellas se hizo
mds evidente; denotando los porcentajes de supervivencia mds altos para las larvas
alimentadas con C. muelleri y la mezcla.

Naranjo et al. (1999) al evaluar el efecto de diferentes microalgas (Chaetoceros
gracilis, Dunaliella sp. e Isochrysis galbana), en el desarrollo larvario del camarén café

(Farfantepenaeus californiensis) encontraron que la supervivencia mds alta se obtuvo en
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larvas alimentadas con C. gracilis y con la combinacién de C. gracilis y Dunaliella sp.
Con base en estos resultados recomiendan a C. gracilis como una buena fuente nutricional
para larvas de F. californiensis.

Kuban er al. (1985) al evaluar diferentes dietas algales (Chaetoceros gracilis,
Skeletonema constatum, Isochrysis sp. y Tetraselmis chuii), para la alimentacion de larvas
de cuatro especies de camardn (L. vannamei, F. aztecus, L. setiferus y L. stylirostris)
corroboraron que Chaetoceros gracilis (sola o en combinaciéon) promovié las mayores
supervivencias hasta el estadio de mysis I (95-96% para L. vannamei).

Algunos autores al trabajar con una sola microalga (C. muelleri o Isochrysis
“Tahiti”), a diferentes concentraciones para alimentar larvas de camarén (L. vannamei) ,
no encontraron diferencias en el porcentaje de supervivencia y de desarrollo larvario
(Guevara Ponce, 2002; Reyes Zamorano 2002; Burguefio Loaiza, 2002).

Generalmente, las larvas de camarén producidas en laboratorios comerciales
provienen de desoves mds o menos simultineos de varios reproductores. Debido a las
diferencias existentes entre los reproductores, el desarrollo larvario puede presentar un
asincronismo relativamente elevado. No obstante, en este estudio no se presentd ese
problema, ya que el desarrollo larvario fue mas o menos uniforme. Sélo en las larvas
alimentadas con Thalassiosira weissflogii se llegaron a presentar tres subestadios en el
quinto dia en el primer y segundo bioensayo. Cabe mencionar que en dichos experimentos
se utilizaron nauplios comprados a otros laboratorios (Maricultura del Pacifico, S.A. de
C.V.y Acuicultores de la Paz, S.A. de C.V., respectivamente).

En trabajos realizados en paralelo se confirmd la falta de asincronismo en el

desarrollo larvario, a pesar de que los nauplios procedian de desoves simultdneos de
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distintos reproductores. La falta de asincronismo es evidente debido al bajo nimero de
casos en que se presentan mas de dos estadios larvarios en forma simultdnea en los cultivos
(Guevara Ponce, 2002; Reyes Zamorano, 2002).

En este estudio la velocidad de metamorfosis de los organismos no presentd
diferencia entre las dietas. Sin embargo, los porcentajes aparentemente mds altos del
estadio de mysis I, se exhibieron en larvas alimentadas con las dietas a base de C. muelleri,
alcanzando dicho estadio en menos tiempo (aproximadamente 12 horas).

Kuban et al. (1985) sugirieron que C. gracilis sola o en combinacién con nauplios
de Artemia sp. es superior nutricionalmente a las fitoflageladas para obtener mayor
porcentaje de metamorfosis particularmente en L. vannamei y L. stylirostris. Asimismo,
Naranjo et al. (1999) citan que al evaluar diferentes microalgas para alimentacién de larvas
de camarén café (F. californiensis), fue evidente un retraso en la velocidad de
metamorfosis de las larvas en aquellos tratamientos en los que C. gracilis no fue utilizada.
El completar en menor tiempo el desarrollo larvario representa un ahorro econdémico
significativo para los laboratorios de produccién de postlarvas.

La temperatura influyé directamente en el desarrollo larvario y en la supervivencia
ya que cuando se midieron temperaturas menores a los 26°C, se observé que la mortalidad
y el tiempo de metamorfosis de las larvas aumentaban. Muy particularmente en el tercer
bioensayo, algunas veces se presentaron diferentes temperaturas para una misma dieta
dependiendo de la distancia entre la unidad experimental y el sistema de calefaccidn,
observando que el grado de desarrollo fue menor en las unidades experimentales con menor

temperatura, sucediendo lo mismo en el caso de la supervivencia.
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Con respecto al crecimiento se comprob6 que las larvas a las que se les suministro
como alimento Chaetoceros muelleri y la mezcla, mostraron mayores dimensiones en
cuanto a longitud total, longitud del cefalotérax y al ancho.

Naranjo et al. (1999) reportaron que en cuanto al tamafio de las larvas, fueron
evidentes las diferencias significativas a partir de Zoea II, obteniendo el mayor tamaio
cuando se les propordiond dietas a base de I. galbana y C. gracilis.

El contenido de peso seco total y peso seco orgdnico fue mayor en larvas
alimentadas con Chaetoceros muelleri y con la mezcla. Kuban er al. (1985) en un estudio
realizado con larvas de cuatro especies de camarén encontraron que los valores més altos
de peso seco se registraron en larvas alimentadas con dietas que incluian a la diatomea
Chaetoceros gracilis y mencionan que el crecimiento larval, en términos de biomasa mas
que la supervivencia y/o tasa de metamorfosis, es la mejor medida del valor nutricional de
una dieta. No obstante, para un laboratorio comercial tiene mayor valor una larva que
presente una mayor velocidad de desarrollo larvario.

Entre los componentes dietéticos a considerar para organismos cultivados, se
menciona que el requerimiento de proteinas en camarones peneidos es una consideracion
nutricional muy importante porque las proteinas son el nutriente limitante para el
crecimiento y es uno de los componentes mds costosos en dietas artificiales. El
requerimiento de proteinas en el camar6n cambia de acuerdo a los factores bidticos (por
ejemplo: especie, estado fisiologico y talla) (Kureshy y Davis, 2000). Los factores
abidticos tales como la temperatura y la salinidad también pueden afectar el requerimiento
de proteinas (Guillaume, 1997).

En este trabajo la composicion quimica de las larvas vari6 de acuerdo a la dieta y a
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la temperatura. En relacion a la fraccion orgdnica de las larvas de L. vannamei, el
contenido de proteinas fue mayor en verano que en invierno. Ademads, los valores mds
altos se obtuvieron en larvas alimentadas con Chaetoceros muelleri. Los carbohidratos
fueron los compuestos orgdnicos minoritarios con una alta variabilidad en la mayoria de los
casos. En cambio el contenido de lipidos se incrementé conforme decrecié la tempertura y

los valores mads altos se presentaron en larvas alimentadas con Thalassiosira weissflogii.
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VI.- CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que no se debe
generalizar en relacion a la calidad nutricia de dietas para organismos filtradores,
principalmente camaron.

En el caso de los cultivos de microlgas se concluye que la cantidad y calidad de la
biomasa producida en los dos ciclos de cultivo, varié en funcién de la especie, rutinas
de produccion y de las condiciones ambientales.

La relacion de la concentracion celular y la temperatura fue inversa y poco significante.
En cambio, la intensidad luminosa presenta una relaciéon directa con la biomasa, sélo
que a niveles extremos se vuelve un factor limitante e inhibe el crecimiento de las
microalgas.

Las mayores supervivencias de Litopeneus vannamei se obtuvieron con las dietas que
incluian a la diatomea Chaetoceros muelleri. De igual manera sucedio con el desarrollo
larvario, ya que los mayores porcentajes de metamorfosis se presentaron en larvas
alimentadas con dietas a base de Chaetoceros muelleri (sola o0 en combinacién con
Thalassiosira weissflogii).

Las mayores tallas de Litopeneus vannamei se alcanzaron con C. muelleri y con la dieta

mixta (C. muelleri: T. weissflogii).
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EVALUACION DE LABORATORIOS DE PRODUCCION DE MICROALGAS

1) Compaiia:

2) Especie producida:
2.1) Capacidad instalada:

2.2) Produccién por aio:

3) Aifio de inicio de operaciones:

4) Encargado del drea de microalgas:

Anos de experiencia profesional:

5) Otro personal del laboratorio: Nimero: Funciones:

(, recibieron o reciben capacitacién ?

6) Meses de operacion al afio:

7) Volumenes de produccién diario:
(, s constante ?

8) Especies o cepas en cultivo (especifique m3/dia y concentraciéon promedio)

9) Promedio de cultivos desechados/mes:
9.1) Por falta de demanda:
9.2) Por baja calidad:

10) ;, tienen problemas de produccion ?
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11) ¢ Cual es el mas comun ?

12) ; Que medidas correctivas utilizan ?

13) Cepas ¢, cuales tienen ? (, Donde las consiguieron ?

(, Como se mantienen ? (Medio, tipo de recipiente, frecuencia de transferencia, otros)

14) Cultivos masivos:

Niveles de cultivo

Duracién de cada nivel:

Medio de cultivo: {, Es lo mismo para cada cepa o nivel ?
Especifique:

Preparacion del medio ;, puede dar especificaciones ? (frecuencia de preparacion de
soluciones, como se almacenan y utilizan

(, D6nde compra los productos quimicos?
(, a que precio ?
Recipientes para cultivo masivo (dltimos 2 niveles): nimero. ; Puede dar una breve
descripcion? (Dimensiones, material, ubicacion):

15) Rutina de limpieza de los recipientes ;, Usa cloro?

(acido?

16) Agua de mar

(De donde proviene?




(Salinidad promedio?

(Cbémo llega al laboratorio?
,Se clorina? (Como se elimina el cloro?

Rutina de mantenimiento del U.V.:

17) Temperatura promedio del laboratorio:
(Cbémo se controla?
(Cuantos equipos y de que capacidad?

(En los cultivos al exterior que temperaturas tienen?

18) Corriente eléctrica ;Conectados a la red?

(Planta generadora?

Alumbrado: focos (; Nimero/recipiente, wats, continuo o discontinuo
(Miden intensidad?

19) Condiciones de cultivo
Aire comprimido (compresor o soplador)

(Filtran el aire? (Como?

(Inyecciéon de CO2? __ ;Como? (Miden el pH?
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