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Bioencapsulacion en Arfemia v su efecto en la alimentacién de postlarvas de camardn, Litopenacus
vannamel.

RESUMEN

En el presente trabajo se desarroilan una serie de expenmentos dirigidos a establecer las condiciones
adecuadas para la medificacion del valor nuincional de las diferentss fases de crecimiento por las gue
atraviesa Arfernfa en su ciclo de vida. E! trabajo fue engendrado teniendo en cuenta ia gran diversidad
de criterios que existen en la fiteratura respecto & este tema. En el mismo se persigue establecer un
protocolo de ennguecimiento donde se maneien las condiciones bidticas v abiticas més relevantes
relacionadas con el procese de bioencapsulacién en Artemia

Para responder a las interrogantes sobre el tema se conatné desarrcllar los siguientes objetivos:

+ Determinacién de la influencia del tamafio del alimento en el procesc de ingestion realizado por

Arternia.

+  Determinar el efecto de la talla de los individuos y de Ias concentraciones de particulas en el
medio scbre el proceso de filtracidn realizado por Artermia.

« Determinacion de la infiuencia de! iempo en el proceso de filtracion realizado por Arfemia
+ Establecimiento de iz densidad de individues adecuadas para realizar la bioencapsulacion.

+ Evaluacion de las caracteristicas de emulsiones, con vistas a su utilzacion en el enrquecimiento
de las diferentes fases de crecimiento de Arferma.

¢ Realizacién de bioensayos con larvas de camardn para validar la efectividad del proceso de
bioencapsulacion,

Los resudados cbtenidos indican que.

- Existe un consumo preferencial del alimento per parte de Artenia que esta relacionado con el
tamafio de las particulas que se encuentran en el medio. Durante todo el cicio de vida, los rangos
preferidos del alimento se encuentran entre los 6.8 y 27.5 pm.

- Para llevar al cabo el proceso de bioencapsulacion de forma eficiente debe tenerse en cuenta la
talla de los organismos. Para individuos pequefics como metanauplios concentraciones de 12500
particulas/mL parecen ser adecuadas. Para crganismos de mayor talla se garantiza el adecuado
lenado del tracto digest:vo con concentraciones de 200 000 particulas/mL o supenores

- Respecto al iempo de enriquecimiento, los resultados indican que dos horas de fratamiento es un
periado adecuado para realizar el proceso de bioencapsulacion en Arferma.
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- Las densidades a emplear en ei proceso de ennquecimiento se recomienda que sean menores de
500 organismos/ml. para el caso de nauplios. Para juveniles y adultos es factible trabajar con
densidades de 40 organmsmos/mbL, sin embargo, se recomienda no exceder.de fos 10
indwiduos/mL.

- Las concentraciones de los globulos formados en las emulsiones de elaboradas dependen de las
velocidades de preparacién, sin embargo, la veloaidad no glerce influencia en la distnbucion de
tarmafios de los glébulos obtemidos Para ias diferentes emulsiones los glébulos observados con
mayor frecuencia sen menores de 2.5 ym

- Cuando Arfernfa enviquecida con las emulsiones ensayadas es utilizada como alimento se obtiene
un efecto significativamente supenor en el crecimiento de las postlarvas de camardn blanco
Litopenaeus vanramei.

- El protocolo de enriqguecimignto propuesto puede emplearse satsfactoramente en el
enriguecimiento de Artemia

Se considera que trabajo aporta informacidn 'mportante y novedosa sobre las condiciones para
transformar nutntivamente a Arternia. Los resultados encontrados indican que se puede gjercer una
influgncia sobre el medio y propiciar un entorno gue permita que el proceso de bioencapsulacion se
realice eficazmente Con los elementos abordados en el trabajo se contribuye a reducir el impacto de
condiclones adversas que son facimenle manipulables por el acuicultor en el proceso de
bioencapsulacion,

El establecimiento de los rangos de tamanios adecuados para la abmentacion de Arfernia, el smple
hecho de confirmarse que el htempo de enrlquemmien\to puede ser reducide, la propuesta de emplear
concentraciones de alimentos definidas independientemente de! tipo de alimento y donde se emplee
una unidad facimente manejable por invesiigadores y acuicultores, la propuesta de perfilar los
esquemas de alimentacion teniende en cuenta la posible incorporacion de productos tdxicos como el
amonio a través del alimento, pueden ser considerados como algune de los aportes del presente
trabgjo. Se considera que los resuitados obtenidos tiene un impacto considerable sabre la condicion
de los individuos y scbre aspectos econdmicos en la acuicultura.
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Bicencapsulacion en Arterra y su efecto en la alimentacién de postlarvas de camardn, Lifopenacus
vanhamer.

INTRODUCCION.

Artermia @s un pequetio crustaceo empleado ampha'mente como alimento en la acuicultura Aungue
este orgamsmoe se conoce desde hace siglos vy ha sido utliizado peor ei hombre en su allmentacion, nc
es hasta degpués de los afios 1930 cuando se reporta su empleo en la alimentacién de larvas de
peces (Seale, 1933) v en larvas de camarones (Hudinage, 1942)

E! desarrollo de la actividad acuiccla a partir de ios afios 1960 y 1970 estimuld la explotacién de los
quistes de Arternia por las veniajas que demostraron poseer respecto a otros tipos de alimento.
Aundua {os nauplios, originados después de la eciosion de los quistes, no son una dieta natural de los
organismos cultivados, el simple hecho contar con un producto aparentemente inactivo que en
condiciones adecuadas para la eclesion puede dar origen a pequeiias larvas nadadoras en un periodo
de 24 a 48 horas ha hecho de Artenwa al organismo de mayor espectro de uso en la alimentacisn
acuicola, suministrandose a mas del 85% de las especies mannas cultivadas (Bhat 1822).

S embargo, se ha reportado que este organmismo aparentemente excepciona) no slempre resulta
adecuado en la alimentacion de sus depredadores El valor nutntvo de Arfemsa se encuentra
relacionado con determinadas condiciones geograficas y temporaies en que se desarrolla (Sorgeloos
et al 1998) El porceniaje de proteinas y carbohidratos presentes en 108 nauplios de diferentes cepas
de Arternia no difieren considerablemente (Leger et &, 198Ga), {Fernandez-Remnz et af, 1821}, ain
embargo, se ingiste en que las deficiencias nutrmentales estan fundamentalmente enmarcadas en el
bajo contenndo de acidos grasos polinsaturades presentss en algunas cepas {Leger ef al, 1987a)

La alternativa viable que contribuye a soiucionar esta deficiencia es !a llamada Bioencapsulacion ¢
técnica de enriquecimiento

El crnigen geografico de especies de Artermia, las dietas ennquecedoras y las condiciones de
ennquecimiento entre las que se incluyen el desarrolio inicial de los estadios naupliares, tiempo de
ennquecimiento, desis ¥ ipos de emulsion, son los factores cbvios y mas cenocidos que inftuyen en
los resultados del ennquecimiento {Leger ef al, 1987a).

Aungue aparentemente hay una vasta informacién referente al tema de la bioencapsulacidon en
Arternig (Tabla 1.) se ha podido constatar gue no existe un consense con respecto a las condiciones
adecuadas para llevar a cabo este proceso Existe una amplia gama de alimentos empleados con este
fin, i0s cuales son ullizados en dependencia de los obietivos que se proponga lograr cada
investigador v de los reguerimientos que sean necesarios sabsfacer en cada depredador Sin
embargo, aspectos que deberian ser comunes para este tpo de manejo y que propicien las mejores
condiciones para que 1a bioencapsulacion se desarralle eficientemente, no han sidg establecidos con
ranges de tolerancia
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OBJETIVOS.

Los antecedentes incluidos en este traba)o refielan una gran diversidad de métados para estableger la
medificacion nutricicnal de Arfemia como alimento en la acuicultura Se considera que dichos métodos
se han basado en conocimientos empiricos sobre Arfenua debide a que no se ha encontrado
informacion que refleie las condiciones mas adecuadas para llevar a cabo el proceso de
ennguecimiento, La diversidad de critenios respecte a [os tipos de alimento a utilizar, la carente
informacion scbre la concentracion adecuada de dicho alimente, el @mpleo mayormente de nauplios
en los trabajos sobre enriquecimiento, asi como los tiempos tan varlades v los rangos de densidades
tan amplios empleados conducen a estudiar los elementes que estan directamente relacionados con
este proceso y a plantear un protocolo que permita realizar la bioencapsulacion eficentemente.

Teniendo en cuenta estos elementos y para dar respuesta a estas interrogantes se proponen
desarrcllar ensayos que respondan a los siguientes objetivos.

Objetivos generales.

1. -Establecimiento de técnicas para la modificacion del valor nutntivo de nauplios, juveniles y
adultos de Arternia.

2. -Determinar la mnfluencia de Artemia bicencapsulada o ennquecida en la alimentacion de
postlarvas de camarones peneidos.

Objetivos particulares.

« Determinacién de la influencia del tamario del alimento en el proceso de ingestion realizado por
Artermia.

=  Determmar e} efecto de la talla de los individuos v de las concentraciones de particulas en el
medio sobre el preceso de filtracion en Arfernta.

« Determnacion de la nfluencia del tiempo en el procese de filtracidn en Arterma.
« Establecimiento de la densidad de individues adecuadas para realizar la bioencapsutacion,

s Evaluacién de las caracteristicas de las emulsiones a partir de lecitina de soya y aceite de higado
de bacalao con vistas a su utihzacién en el ennguecimiento de las diferentes fases de Crecimiento
de Artprmia.
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» Evaluacion de las caracteristicas de la emuision obtenida a partir del producto comercia IKA w3
gue serd empleadc como contraste en los tratamientos de ennquecimiento de Arferma,

« Realizzcién de bioensayos con larvas de camarén para valdar la efectividad del procese de

bioencapsulacion.

HIPOTESIS.

El procesec de bicencapsulacion en Ariemia puede verse afectado por las caracteristicas de los productios

empleados para el ennguecimianto, asi come por 1as condiciones en gue 10s organismos son tratados.

El proceso de bicencapsulacion en Arternta modificara la composicion nutntiva de la misma, trayendo
como consecuencla que al ser suministrada como ahlmento se mejore el crecimiento, la supervivencia o la
calidad de los indviduos cultivados.

ANTECEDENTES.

Segin Leger et al., 1886a, las primeras sugerencias del empleo de la técnica de boencansulacion las
realiza Morris, (1958) Una década mas tarde, Forster, et al, {1967) demuestran gque el valor
nutricional de los nauplios de Arfermia puede incrementarse con la aplicacion de esta téenica Dichos
expenmentos indican, ademas, ql.;e la metamorfosis de larvas de Palaemon serratus se acelera por el
ennguecimiento de Arfemia con microalgas y no por la ingestidn directa de las células del alga

suministrada como alimento.

El desarrolio de la téonica de bicencapsulacion se produce en las décadas de los afios 1970,
(Nordeng y Bratland 1971}, (Kelly ef af., 1977}, {(Howell 1979) y durante los afios 1880 por Watanabe
et al., (1980}, Rohin et al., {1981), Gatesoupe, (1982), Robin, (1982), Watanabe et al., (1982} Robin of
al., (1983}, Watanabe e al., (1983), Leger et al., (1986b), Van-Ballaer ef al., (1985), entre ofros.

A partir de 1990 se nhan desarrollado ensayos gque han hecho de la bioencapsulacién un proceso de
manipulacion de las caracteristicas nutricionales de Artermia, (Merchie et af., 1993), (Hontoria ef al.,
1983), (Barclay y Zeller 1998}, (Estevez y Kanazawa 1996), (McEvoy et al, 1996), (Toecher ef al,
1967} También esta (écmea ha side empleada para ulihzar Artenya como veclor ¥ hacer ilegar a los
depredadores determinadas concentraciones de farmaces o agentes profdéclicos, (Mohney ef af |

1990, Touraki ¢! af . 1991, Char ef ai, 1984, Dixon ot af . 1995, Chair ¢t af, 1896, Gapasin ¢f ai,
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» Evaluacion de las caracteristicas de la emulsion obtenida a partir del productio comercia IKA w3
gue sera empleade como contraste en los tratamientos de ennquecimiento de Arferniz.

s Realizacion de bicensayos con larvas de camardn para validar la efectividad del procesc de

bicencapsulacion

HIPOTESIS.

El proceso de bioencapsulacion en Arfernia puede verse afectado por las caracteristicas de los productos

empleados para el enngquecimiente, asi como por las condiciones en que los organismos son tratados.

El proceso de biogncapsulacion en Arfemia modificara la composicion nuirtva de la misma, frayendo
como consecuencia que al ser suministrada como akmento se mejore el crecimiento, la supervivencia o la
caiidad de los individuos cultivados.

ANTECEDENTES.

Segun Leger ef al, 1986a, las primeras sugerencias del empleo de la técnica de bioencapsulacion las
realiza Morms, (1956) Una década mas tarde, Forster, ef af, {1967) demuestran que el valor
nuiricional de los nauplos de Artermia puede incrementarse con la aplicacién de esta tecruca Dichos
expermentos indican, ademas, que la metamorfosis de larvas de Palaemon serrafus se acelera por el
ennquecimiento de Ariemna con microalgas y no por la ingestidn directa de las célules del alga
sumimstrada como alimento,

El desarrcllo de la técrica de bicencapsutacion se produce en las décadas de les anos 1870,
(Nordeng y Bratland 1871), (Kelly ef al,, 1977), (Howell 1978} y durante los afios 1980 por Walanabe
et al., (1980), Robin ef al., (1981}, Gatesoupe, (1982), Robin, (1982), Watanabe et af., (1982} Robin et
al., {1983}, Watanabe et al,, (1983). Leger ef a/ , (1986b), Van-Ballaer ef af., (1985), entre otres.

A partir de 1990 se han desarrollade ensayes que han hecho de la bicencapsulacian un proceso de
manipulacidn de las caracteristicas nutricionales de Arfemia, (Merchie ef af,, 1883), (Hontoria et af,,
1993), (Barclay y Zclier 19986), (Estevez y Kanazawa 1998), (McEvoy et af,, 1996). (Tocher et af.,
1897) Tambien esta tecrica ha sido empleada para utihzar Artemita como vector y hacer llegar a los
depredadores determinadas concentraciones de farmacos o agentes profilachices, {Mohnoy of af |
1980, Touraks of al, 1991, Chair € al., 1894, Gixon of af , 1995, Charr of af . 1996, Gapasin of af,
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* Evaluacion de las caracteristicas de la emulsion obtenida a partir del producto comercia 1KA w3
que serd empleade coma confraste en los tratamientos de ennguecamiento de Arfemia

s+ Realizacion de bioensayos con larvas de camardn para vahdar la efectividad del proceso de
bioencapsulacién.

HIPOTESIS.

El procese de bioencapsulacién en Arfemia pueds verse afectado por las caracterisiicas de Ios productos

empleados para el enriguecimiento, asi come per las condiciones en que los organismos son tratades.

El proceso de bicencapsuiacion en Arernia modificard la composiadn nutritiva de la misma, trayendo
como consecuencia que al ser summnistrada come alimento se mejore el crecimiento, 1a supervivencia o la
cahdad de los individuos cultivados.

ANTECEDENTES.

Segun Leger ef al, 19863, las primeras sugerencias del empleo de la técnica de bioencapsulacidon las
realiza Morns, (1956) Una década mas tarde, Forster, ef al, (1967) demuestran que el valor
nutriciona! de los nauphios de Artemia puede incrementarse con la aphcacidn de esta técnica Dichos
experimentos indican, ademas, qL]e la metamorosis de larvas de Palaemon serrafus se acelera por el
ennquecimiento de Arternia con microalgas v no oor la ingestion dwecta de las células del alga
surministrada come alimento.

E! desarrclio de la técnica de bicencapsulacion se produce en las décadas de los afios 1970,
{Nordeng y Bratiand 1971), (Kelly ef al, 1877), (Howell 1979) y durante los afios 1980 por Watanabe
ef al., (1980), Robin et al,, {1981), Gatesoupe, {1952}, Robin, {1982), Watanabe of al, {1282) Robin et
al., (1983), Watanabe et al., (1983), Leger ef al., (1988h), Van-Ballaer ef al,, (1885), entre otros.

A partir de 1990 se han desarrollado ensayos que han heche de la bigencapsulacidn un proceso de
manipulacidn de las carasteristicas nutncicnales de Artemia. (Merchie et af,, 1993), (Hontona et al,
1993), {Barclay y Zeller 1998), (Estevez y Kanazawa 1996), (McEvoy et al, 1996), (Tocher &t al,,
1997) Taminén esta tecnica ha sido empleada para utibzar Arferma como vector y hacer liegar a los
depredadores determinadas concentraciongs de farmacos o agentes profilactices, {(Mohney et af,
1990, Touraki ¢t of . 1991, Charr ¢f af, 1994, Dixon ot af, 1995; Char ¢t af, 1986. Gapasin ¢f al,
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1996). En diversos orgaruismas las técricas de bicencapsulacion se han empleade para hacer
estudios de requenmentos nutricionales de larvas, lo cual hace de ella una herramienta mas para los
nutricionistas de organismos mannos cullivados. (Tackaert et af,, 1991, Furuta ef al., 1988; Merchie ef
al, 1996, Takeuchi et al, 1998y Zheng et al., 1996).

Actualmente se cuenta con una serie de productos comerciales para el enriquecimiento de Arfemia y
de rotiferos para su utilizacién en la alimentacion de camarones y peces en cultivo. Estos productos
por 1o general presentan determinadas concentraciones de dcidos grasos poliinsaturados que son
esenciales en la digta de los depredadores y estimulan respuestas metabélicas relacionadas con el
crecimiento y metamorfosis observandose también respuestas favorables relacionzdas con la
sohrevivencia de los organrismos cultivados Entre estos productos se encuentran el Selco, Super
Selco, Protein Selco, Marila, de la firma Arfernia System; se encuentran también los comercializados
en México por la firma Acuvasis tales come, Hufa ennchment, Hufa Booster enrichment, Salt Creek
Pond Hufa Enrich, Salt Creek Ratio Hufa Enrich, Salt Creek Super Hufa Enrich, Salt Creek Hufa
Ennch, Microfeast Plus L-10, KA w3

£l término de bicencapsulacidn implca entrampar a materiales biologicamente  activos en
microesferas de gel o en microcapsulas confinadas por membranas. Las microesferas resultantes
pueden contener enzimas, DNA, vacunas, céluias viables o matenales activos farmacolagicamente.
La bioencapsulacion en el campo de la acwiculiura puede sev definida como un procese medianie el
cual un organismo vivo ncerpora un determinado producto via oral, por fagocitosis, pinocitosis o
endocitosis y modifica su composicidn original. De esta forma, dicho organismo se convierie a los
efecios pracicos en una capsula viva. La naturaleza del producto que se suministra puede variar en
dependencia de los deseos del acuicultor y generalmente el proceso esta dingide a la incorporacion
de algun elemento esencial para la dieta de! depredador

Tocher et al, (1997) plantean que la bicencapsulacion en Artermia @ veces es conswerada como el
simple llenade del tracto digestive con una pequefia biotransformacion dei producte enriquecedor en el
sistema digestivo,

Las técnicas de enriquecimiento se han empleado para suplir las deficiencias nutricionales del
alimento vive o cen vistas a gue el mismo sirva coma agente portador de determinados compuestos
come hormonas, vitaminas, agentes profildcticos o terapéuticos o elementos esenciales para un
adecuado crecimiento, desarroflo v sobrevivencia de los depredadores. Se considera que las mismas
tenen actualmente una serie de sequidores por lag ventajas que pueden aportar tanto a larvas como a

los productores de orgamismos zodfagos. Entre las ventajas se pueden citar las siguwentes

-S¢ ennquece of alimento vivo y no deteriora la cahdad del agua
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-Por los movimientes relativamente lentos de Arternia, se estimula al depredador para su captura.

-El alimento vivo tiene mejor calidad nutritiva.

-Se puede emplear una gama amplia de productos para satisfacer diverses requenmientos, tanto de
los productores como de los consumidores,

-La preparacion de los orgamsmos enriguecidos na resulta complicada.
La técnica de ennquecimiento en Arfemia también presenta desventajas.

-No se aprovecha totalmente el producto que se quiere incorporar en Artermia debido a la incapacidad
de este crganismo, de realizar un filtrado total del medio en que se encuentra.

-E! producto puede ser metabolizado por Arternda y rio ser surministrade al depredador

-Si se realiza de forma inadecuada puede provocar afectaciones en los organismos gue se pretendan
enriquecer o Mcorporarie a los mismo productos inadecuados (aceites oxidados ¢ toxicos).

En contrasts con los trabajos refacionados con el empleo de nauphos de Arfemia y la modificacién de
su valor nutimental no se ha encontrado informacion suficiente sobre el emplea de wveniles y adultos
¥ su bicencapsulacion. Esto se debe fundamentalmente a que es mas facl trabajar con los nauplos
que con los adultos El trabajo con nauplios requiere sélo de 24 a 72 horas después de ser colotados
los quistes a eclosionar y una infragstructura poco complgla para que se efectite la bioencapsulacidn,
el trabajo con juvenies y adultes requiere de 15 a 30 dias dependiendo de la cepa, las condiciones
amizentales, el alimento utihizado v de una mayor infraestructura que permita la obtencion de los
organismes en etapas mas avanzadas de crecimiento. Sin embargoe, resulta mteresante para los
acuicultores contar con |a disponibilidad de Arfernia adulta o en crecimiento debido & 1o sigente.

» El contenidg proteico de Artermz adulta s mayer que el de los nauplios y esta atrededor det 80%
Por cira parle, la calidad de la proteina de la misma es superior al estar constituida por todos los
aminoacidos esenciales (L.eger et a/ 19886a).

* Puede servir come alimento a depredadores de mayor talla que los consumidores de nauphos

+ Artemia contigne ademas concentraciones significativas de vitaminas, hormonas, carotenaides,
enire otres

« Con un menor nimero de individuos aduitos se alcanza mayor biomasa que can nauphos, o que
repercute la alimentacidn de los depredadores.

Aungue no se ha reportado de forma cvidente en la literatura |a existencia de dos tendencias en las
tecnicas de bioencapsulacion con respecto al tempo empleado para lievarlas a cabo, se hace

evidente que la bocncapsulacion se puede reahzar de forma tal que el orgarismo a ioencapsular
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solo lene su tracto digestve con et producte de interés, y el mismo, sin haberse metabolizado
totalmente, sea incorporade al depredador, Este es un proceso relativamente rapido pues solo se
debe esperar por el llenado de su tracto digestivo, hecho gue depende entre olros aspectos del estado
fisioldgico del animal, de la concentracion de producic en el medio, del tamaio de particulas
presentes en la suspension o emulsidn que el mismo inglere,

La otra tendencia conlleva a la utilizacion de un hempo mas prolongado que pasa de las dos horas de
alimentacidén con el productc de Interés y en ese hiempo se puede comenzar la degradacidn de dicha
producto. De esta forma el organismo incorpora a tefidos ingredientes que pueden constitur
precursores de los productos finales que se quiere hacer llegar al depredador. Esta tendencia requiere
de un estudio sobre del metabohsmeo de lipidos, carbotudratas v proteinas, de forma tal que se pueda
dirigiv la t&cnica hacla la ingorporacitn de los elementos de interés después de haber sufrido un
proceso catabdlico.

Técnicas de enriquecimiento

En décadas pasadas se llevaron a cabe numerosas técricas para el ennguecimiento de Artemia
Estas fueron segin Leger et al.,, (1886a) clasificadas en cuatro grupos.

-Técnica Inglesa. (ennguecimiento con algas).
-Técnica jgponesa. (enriquecimiento con levaduras W o emuisiones)
-Técnica Francesa. {ennguecimiento con dietas compuestas).

-Técnica Belga. (enriquecimiento con particulas revestidas o con concenirados avtoemulsificados).

Técnica Ingiesa.

En esta técrica los nauplios son cultivados en una suspensién de algas, (Isochrysis galbana) a una
concentracién de 1000 cétulas por microlitro. En otras ocasicnes se han empleado concentraciones de
algas de 300 células por pL gon densidades de ndividuos de 10 000 nauplios par litro en un periodo
de 24 horas. Este periodo parece adecuado para enriquecer Arferua que se dard a larvas de
camardn. Esta técnica es aceplable cuando el fitoplancton empleado es necesano para la
alimeniacitn de las larvas cultivadas,

Técnica Japonesa.

Este método ¢n sus inicios era similar al descrite como téenica Inglesa. Se uthzaba el alga marna
Chiorella minutisima a densidades que osclan entre 14 y 18 millenes de células/mbL Los nauplios
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empleados llevabhan 48 haras de incubacidn y el tratamiento de ennquecimiento se realizaba en un
lapso de 14 a 72 heras. Con |a levadura W como sustituto de algas se utilizan 0.38 mg/mL ¢ 9000000
células/mL y fos nauplios son alimentados durante 24 horas.

La ventaja de utilizar levadura W es gue se conoce el contemde de acides grasos polinsaturatios del
hpo W3 presentes en el almento. Los aceites de peces que se emplean junto a las levaduras son
generalmente ricos en acidos grascs del tipo 20 5W3 y 22.6W3 y son facilmente absorbidos por ellas
l.a desventaja de esta técnica es que se requiere gue ia levadura empleada esté viva, lo que implica la
cercania a los centros de produccién de 12 misma, En esta técmca también se han empleados aceites
emulsificados de peces en combinacidn con levaduras, observandose la incorporacién de los mismos
con gran faclidad

Técnica Francesa.

Esta técnica se basa en el enriquecimiento de !os nauplics por un pericde de 2 dias con dietas
compuestas vanadas. Hay autores gue han empleade polvo de Sprruling, levaduras, D.L Metionina,
Cloruro de Celina, D- glucosaming HCi, Colesterol, Aceite de Higade de Bacalao y premezcla de
vitaminas ¥ mingrales y aigunos metales traza. Hay quien realiza un doble enriquecimiente con dietas
compuestas y en diferentes ocasiones se han empieado drogas antibacterianas come agentes
terapéutices o profilacticos.

Técnica Belga.

Esta técnica de bioencapsulacion en un principio consishid en la alimentacion con microparticulas
cublertas con varos acelies de peces. La preparacion de estas microparticulas se realizaba con
técnicas similares a las empleadas en la preparacion de las fases estacionanas de las columnas
empaquetadas de la cromatografia gas-liqudo. Los resultados obtertdos con estas particulas son
buenos perc la preparacion resulta compleja y costosa

Otras dietas més efectivas han sido desarroiladas dencminandelas concentrados ennquecedores
autoemulsificados. Estos son mezclas de complejos autodispersantes principalmente de fuentes de
acidos grasos, vitaminas, carotenos, fosfolipidos y emulsificadores Dichos compuestos, después de
una simple diucion en agua awreada producen uncs glébulos finos y dispersos faclmente
ncorporables por los nauptics La ventaja de esta formulacion es su facl uso y su efectividad
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Para esta técruca Belga se han propuesto diversos procedimientos, donde los nauplics pueden ser
enriquecidos antes o después de la separagion de los desechos de ia eclosion Una primera opcign
consiste en la incubacdon de los quistes con un concenitrado autcemulsificado por 36 horas g 28-30
°C Después de esto los nauplios enriquecidos son cosechados ¥ estan listos para ser suminisirados a
los depredadores. Aplicando esta técnica la eclosion y enriquecimiento ocurre en el misme tanque sin
una manpulacion extra.

Una segunda opcaidn implica la adicidn def concentrado autoemulsificado en el tanque de eclosion
después de [as 24 horas de |a eclosidn a 28-30°C La separacién de jos nauplios enriquecidos se
realiza a las 36 horas y se observa que los niveles de dodos grasos polinsaturados se han
incrementado, pero la separacién de los nauplios de los desechos resulta complicada.

La tercera opcitn se asemala a la Francesa y Japonesa. Despugs de la eclosion y separacion de los
naupiios de los desechos de ja eclosion, los nauplios son erriquecidos en un recipiente aparte. La
densidad naupliar para el ennguecimiento es elevada (300 0060 nauplics por litre) y Ta mortalidad
después de las 24 horas resulta minima

La firma Belga Arfernia System ha desarrollado varios productos para el enriquecimiento de nauphos.
El (SUPAR) es el empleado enla primera opcién descrita. Los producios SELCO y SUPERSELCO
han sido ampliamente utiizados en el campe de las investigaciones cientificas v se han utlizado
empleando ia segunda y tercera opcion. Esta firma no ha pasado por alto e enngquecimiento de
adultes para lo cual ha desarrolizdo el lamadeo MARILA concentrado autoemulsificade aque
incorporado en Arfera se utiiza como alimento para inducir [a maduracion de ¢rustaceos como los
camarones peneidos.

Bioencapsulacion. Consideraciones generales.

Un resumen de alguros trabajos donde se muestran detalies de esta técnica, se muestra en la Tabia®.

De acuerdo con Watanabe ef al, (1978), Leger ef al, (1986a) v Fernandez-Reinz et al, (1921) la
presencia de acidos grados w3 altamente insaturados (HUFAS) determinan el valor nutnmental de
nauplics de Arfemia para larvas de peces marinos y crustaceos. Los quistes de Arfermia, llamados de tipo
manno, tienen aproximadamente &l doble del total de limdos por uridad de peso seco que la los quistes
de Artermia deltipo de aqua dulce,
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Una via de reducir la deficiente calidad de algunas cepas de Arfermia, €s empleando dietas enriquecidas
para incrementar la calidad nutncional de los naupios. Femandez-Reinz M. J. et al, (1981), estudiaron la
compoesicion bioguimica de nauplics de Arlernia a las 24 y 48 horas de enriguecimiente con emulsiones
conteriendo diferentes acidos grasos polinsaturados (PUFA) v encontraron el mayor incremento de
lipdos enviqueciendo con la concentracidn media de la emulsién probada en un periodo de 48 horas. Sin
embargo, en la tabla mostrada en su trabajo, los valores del porcentaje de lipidos a las 24 horas parecen
ser mayores que los reportados para las 48 h, a excepcion de lo reportado con la goncentracién media
ensayada Esto induce a pensar que én 24 horas también ha existido un adecuade nivel de
enmnquecimiento e 1ndica que no es nacesario ennquecer por 48 horas

Por otra parle McEvay et al., (1997, realizan el enriquecimiento de Arfemia con emulsiones conteniendo
acerite orbital de Awin y fosfabdilcolina de soya. Los autores sefialan que nc hay un incremenio
significativo en los lipdos totales i en la relacidn DHA-EPA cuando el enriguecimiento se extiende por
mas de 18 horas Este planteamiento puede ser ublizado para cuestionarse el iempo real necesario
para efectuar el enriquecimientc de Arfemia.

Kontera (1881) muestra en una tabla el crecmiento y la scbrevivencia de las postlarvas de Penaeus
monadon  alimentadas durante 15 dias, con nauplios de Arfemig  enriquecida durante 12, 18 y 24 horas.
El mayor incremento en talla se obtuvo con Arfemia enriquecida por 18 horas, en segundo lugar con
Arterrias eniquecidas por 12 horas y muy retirado de ambas se encuentran los resultados alcanzados
con Arlerma  tratada por 24 horas Esie es un planteamiento que cuestiona el tiempo adecuado para
ennquecer Arferria El analisis de acidos grasos revela que el contenido del 20:5W3 en los nauplios
depende de la duracidn del ennguecimiente y de los niveles de aceites usados. El contenide del
20 SW3 en los nauplios de Ardermia se incrementa después de las 18 horas de tratamiento, pero
decrece despueés de las 24, tanto a 0.5 g/l como a niveles de 19/ de los enriguecedcres prabados.

Dhont, et af (1991) desarrollaron una técnica para el enriquecimiento de juveniles de Artermia, trabajaron
con aproximadamente 50 animales /ml y los productos ennquecedores que emplearen fueron Seico y
Super Selco. Exponen que el ennauecimiento de uveniles de Arfenma permite alcanzar niveles similares
al alcanzade con los nauplios Estos niveles, sin embarge, se alcanzan a un menor tiempo gracias al
mejor desarrollo del aparato fittrador de los Juveniles. Estos autores plantean que Artemia acumula
HUFAS en sus tejidos corporales ademas del que presenta en su tracto digestivo y que dichos niveles
de acidos grasos Se incrementan cuando se extiende el periodo de enriquecimiento. Plantean que los
niveles de dcidos grasos disminuyen drashicamente una vez finalizado el enriquegimiento. Esto implica
que parte de los HUFAS aswndades son directamente metabolizados. Como consccuencla, un
ncremento de fos HUFA sdlo se ilevard a cabo cuando ¢l ennquecimiento excede el decremento

producido por el propio metabolismao  Este cquilibrio determina la dosis mimma efectiva para ef
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ennguecinents, mientras gue la dosis maxima la determina el efecto negative del deteniore de la
calidad de agua Aparentemente fa toma de alimenio se ve afectada por la cslidad del agua y Ta
condicidn de los animales v el ennguecimiento resulta mayor a mayores dosis, pero 1a supervivencia
disminuye, Estos autores plantean que los niveles de HUFA disminuyen a ‘emperatura ambients daebido a
que Arfermia metaboliza menos cuando se baja latemperaiura.

Tacksert of al {1991} realzaron estudios para verficar s los fosfolipidos, particulamente la
fosfatidilcolina, podria acumularse en los nauplics de Arfernia usando las técnicas de bioencapsuiacion y
s tales dietas ennguecidas podian ser usadas para evaluaciones cuantitativas y cualitativas del efecto de
los fosfolipidos en organismos marinos. Del estudio se desprende que las técnicas de oencapsutacon
no pueden ser utiizadas para acumular fosfolipidos en Aremia. Este organismo no es una dieta
satisfactoria para dilucidar ¢l efecto de dferentes niveles o tpos de fosfolipidos punficados en peces
marinos vy camarones interpretaciones de estos resultados parecen indicar que log fosfolipdos son
catabolizados vpara la oblencidn de mtermedianos del metabolismo y suplr ciertos requerimientos
nutricionales de las larvas en crecimiento.

Como se ha planteado, la ubicacion de individuos fitradores frente a una emulsidn es una forma de
modificar el valor nutncional de los mismos La caracterishica de filtrador permite que los pequefios
glébulos de Ta emulsion sean mcorperados come cualquier otro alimenio. Las caracteristicas de los
globulos son de importancia primardial para que el proceso se realice adecuadamente y vienen dadas
por diferentes aspactos que a conlinuacién se abordan con mas detalies,

Emulsiones.

lL.a preparacion de emulsiones es un proceso complicado debido a la diversidad de vanantes que
pueden surgir segun los productos que se empleen y el equipamiento destinado para obtenerias, El
empleo delas emulsiones es amplio en la fabricacidn de alimentos, pinturas, farmacos y combustibles,
entre olros,

Una emuision es un sistema disperso en et cual ambas fases son liquidas, una de elias generalmente
es agua o una solucidn acuosa y la otra aceite u otro liguide no mezclable en agua. Las gotas del
jiquido disperso son conceidas como fase interna de la emuisidn. B liguido que las rodea es llamado
fase continua o fase externa. La dispersion puede ocurrr naturalmente o puede ser estimulada
medianie mélodos mecamcos al gotear lentamente uno de los ingredientes dentro del otro mientras se
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agita vigorosamente. También se obtienen emulsiones como resultade de cualquier otro procesc de
polimerizacion.

Para la formacion de una emuisidon estable con compuestos organicos debe estar presente un tercer
componente llamado emulsificader o agente emulsificante, el cual forma una pelicula airededor de los
glabules del fiudo disperso lo cual previene la unidn enire eilos, Un emutsificader comin es el jabon,
pero no es adecuadeo para su empleo en el campo de la acuicultura

Para la caracterizacion de las emulsiones se emplean, entre oiros, ios siguientes parametros:

Talla de particulas.

La talla de Tas particulas usualmente se expresa como el didmetro de los gldbulos de la fase interna.
Si ia talla no es uniforme, el grupo de tailas mas frecuente es el usado para denotar la talla de
particulas de la emulsion Ei recorrido entre los valores mas pequefics y los mas grandes son el rango
de las particulas de Ja emulsidn. Emulsiones que presentan particulas con taflas pequefias son
llamadas emulsiones finas y agquellas que contienen gldbulos grandes son llamadas emuisicnes
gruesas.

Las tallas de las particuias dependen del tipo y de ja cantidad de emulsificader, de la cantidad de
energia para preparar ja emulsion y el orden de adicién de los ingredientes,

La mayoria de las emuisiones comerciales lienen una talla de particulas entre 0 5 y 20.5 um. Aquellas
emulsiones con particulas finas y uniformes tienden a ser emulsiones muy estables. Segin (Kenneth
1974), la apaniencia de las emulsiones a simple vista esta relacionada con la talia de |a fase interna y
plantea que emulsicnes con globulos mayores de 1 pm. tienen apanencia lechosa, aquellas con
globules entre 0.1 y 1 pm. tienen apariencia blanco azulosas, las de gldbulos entre 0.05y 0 1 ym. sen
de apariencia grises semitransparentes y las que presentan globulos mencres de 0.05 pm. son
emulsiones transparentes.

Estabilidad.

La estabildad de una emulsién se evidencia por la retencién de la apanencia original, viscosidad y
olor segln las condiciones de almacenamiento. Ln pobre equilibrio interno es generalmente causado
por la unién de las particulas dispersas. La velocidad de unién depende de la viscosidad de la
emulsién y de las fases componentes, del tamafio de [0s glébulos dispersos, de la carga en las
particulas y de las condicionos de almacenamiento de las emulsiones.
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Uno de los factores involucrados en ia sedimentacién de los globulos, aunque no el mas importante,
&s la viscosidad de ta fase confinua de la emulsidn. Alta viscosidad reduce 1a tendencia de la ermnulsion
a separarse en sus ingredientes componentes.

Por otra parte, mientras el tamafio de las particulas sea menor, la velotidad de sedimentacian sera
menor v la estabilidad de la emulsidn sera mayor. Estos factores estdn directamente invelucradoes con
el tipo v 1as concentraciones del agente emulsificante empleado en la confeccion de las emulsiones

En la preparacion de alimentos los emulsificadores mas empleados son, ésteres simples de Acidos
grascs, esteres de dcidos grases modificados, éteres de €steres de dcidos grasos ("polyoxyethylene o
polighcerai fatty acid ester™) y éleres de alcoholes grasas.

Preservagion.

Las emulsiones estan sujetas a la contaminacién con microorganismos durante la preparacién y su
uso. Un crecimiento excesive de microorganismos no es comin en los productos comerciales ya que
contienen agentes bacteriostaticos. Sin embargo, es esencial que las emulsiones estén protegidas con
sistemas preservativos. Algunos de los preservativos que han sido usados en los productos
alimenticios son acido ascérbice, auido benzoico, propionato de sodio v de calcio y “propylene gheol”,
Muchas companias someten a tales productos a pruebas de putrefaccion para determinar la
efectividad de los sistemas preservativos.

Emulsificacion.

Como se ha mencionado, las emulsiones se estabiizan per la adicion de un tercer componente, el
agente emulsificante. Eslos materiales pueden ser compuestos actives  superficialmente
{monogliceridos y diglicéridos), gomas (goma de acacia, melilcelulosa), arcilla finamente dividida
{cocoa). Aungue todos estos matenales funcionan de forma diferente en el sistema de la emulsion,
bajo condiclones ideales, cada Yipo es capaz de estabilizar emulsiones especificas.

Para el uso en 1a acuicultura se deben extremar las medidas para la seleccidn de los emulsificantes y
evitar el empleo de elementos nocivos.

Es importante sefalar gue una mezcla de emulsificadores resulta mas efectiva que un material simple
y cuando se utilizan emulsificadores naturales o de grado técnico los resultados pueden vanar en cada
lote dependiendo de la fuente y de la historia previa del emuisificador (Kenneth 1974)
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Preparacion de emulsiones para organismos marinos en cultivo.

Gc;n respecto a la preparacién practica de emulsiones en €l campo de la alimentacion de crganismos
mannos en cultive, se han descrito métodos que han mostrado la potencialidad de la utilizacion de las
emuisiones formadas como dietas alternativas para el suplemento de las dietas de algas y como
fuenie de dcides grasos esenciales y otros lipides a organismos filtradores como los ostiores (Heras
et al. 1994)

En uno de elios, segin los autores, la técnica de preparacion es rapida, no laboricsa y emplea
preductos de bajo costo.

El método sz ileva a cabe medianie la sonificacion de una mezcla de aceites de peces, lecitina de
soya, acentes vegetales y vitamina E, a razon de 50:20:29:1 (whwiwiw). Los aceites de peces pueden
ser reemplazados satisfactorniamente por acidos grasos, incrementéndo de esta forma la canildad de
acidos grasos esenciales presentes en la dieta Las microesferas formadas tienen una distnbucién
logaritmica normal con tallas que oscilan entre 1 y 20 um., tallas adecuadas para diversos organismos
filtradores cultivados, Segun los autores las microesferas son estables en sistemas de recirculacion
con temperaturas supertores a 21 °C. La estabilidad ante la oxidacion de las soluciones “stock” no
vana en un periodo de 8 dias El crecimiento bactenano tampoco es una dificultad en este fratamiento
de las emulsiones.

Ademas del empleo de sonificadores, también han empleado homogenizadores de {efidos v icuadoras
domesticas para la preparacion de emulsiones. El empleo del sonicador Bicsonik brinda mejores
resultados en cuanto a la mejor distribucion de tamafios de las microesferas obtenidas Por otra parte,
se plantea que la vanacién en el tiempo de empleo del sonicador en las emulsiones permite el
establecimiento de diferentes distribuciones de tamarios en los gldbulos formados, lo cual amplia jas
posibilidades de empleo de dichas emulsiones.

Implicacién de los dcidos grasos en fa alimentacién de organismos acuicolas cultivados.

Recientes investigaciones sobre acidos grasos esenciales (EFA) para peces han demostrado que para un
normal crecimiento las especies marinas requieren acidos grasos altamente insaturados (HUFA) del tipo
w3 tales como el eicosapentagnoico (EPA, 20:5w3) v el docosahexaenico (DHA, 22:6w3). En algunas
ocasiones estos requenmicntes han sido determinados usando lipidos o metilésteres conteniendo tanto
EPA como DHA, o cual no brinda nformacién sobre cual de ellos es mas importante para diversas
funciones Hsioldgicas
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En especies de agua dulce donde el Acido hnoleico (18 2WE) es convertido a DHA via EPA puede que la
presencia en la dieta de DHA no sea de mucha impertancia, pero si para especies marinas donde la
posiolidad de conversidn es bastante limitada. Sequn Watanabe, (1891) se desconoce s el DHA es
utlizado como fuente de energia durente el desarroilo, o convertido a otras sustancias imporiantes tales
como las prestaglandinas.

El 20:5w3 se considera un factor de eclosién de los hueves de un molusco (Clare ef al1982). La
carencia de los acidos grasos de la serie w3 afecta la calidad de los huevos obtemiendo bajos
porcentajes de eclosion en Lifopenaeus vannamei, Cahu et al., (1987). Xu et al. {1994) demuestran
que existe una correlacion entre el contenido del 20'5w3 en los hueves vy ia fecundidad y el del 22:8w3
v la eclosién de Fenneropenasus chinensis.

Se ha demostrado que el 20:5w3 ¥ el 22 6w3 son los componentes fundamentales de los fosfolipidos
que estan presentes en las membranas de los ojos de! camardn Fandalus borealis (Bell y Dick, 1830),
indicando que estos acidos grasos Juegan un imporiante papel en los tejidos nerviosos de los
crustdceos marnos En peces, se ha comprobado que una dieta deficiente en 22:6w3 ocasiona una
deficiencia estructural en los ojos, teniendo dificultades para iocalizar las presas en bajas intensidades
de luz bajas (Sargent et al., 1894).

Los PUFA de la serie w3 tienen un importante papel ademas del orden estructural en el desarroilo de
la actividad del sistema nervieso del embrion y la futura larva, (Chapelle, 1986), de ahi la importancia
de las reservas maternas en estos PUFA. Un 85% de los acidos grasos de los lipidos totales del
ovarno son transferidos al huevo y embnion antes del desove, los principales el 20°5w3 v el 22:6w3
(Mourente et al,, 1990),

Allos niveles de DHA se correlacionan con grandes resistencias al esirés en tres especies de peces
{Coryphaena hippurus, Polydactylus sexillis y Chanos chanos), (Ake, et al, 1991). Kraul, ef al, {1991)
hacen el mismo planteamiento v afaden que € EPA no parece ser limitante en las prusbas de
alimentacién para el mahimahi (Coryphaena hippurus).

En camarones se han encontrado altos niveles de 204w (Lilly y Botno, 1981) y se ha demostrado
que la biogintesis de éste acido graso es mimma, asto infiere {a importancia de su suministro a través
de la dieta. Este PUFA no solo es importante como precursor de las prostaglandinas (PG) sino
también en su funcion estructural asociada a la peymeabiidad e integnidad de las membranas para
hacer posible la accién enzimatica y el transporte 16nico
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Ademas de la funcidn de precursores de prostaglandinas, los 2cidos grasos presentan una funcion
energética, ia oxidacion de los mismos kbera gran cantidad de ATP empleada para el
desenvolvimiento del metabolismo integral de los organismes.

Otra funcion de los 2aidos grasos estd relacionada con el transporte de determinadas lipoproteinas a
través de la hemolinfa.

£=n la lipovitelina o proteina del vitelo de los huevos, los dcides grasos tienen funcidon de reserva de
nutrientes y energia del embricn v ias futuras larvas.

Seglin Kanazawa ef al, (1988), aunque los fosfolipidos vy en paricular la fosfatdilcolina se han
enconirado como estimuladores de! crecimiento v la sobrevivencia en peneidos, es necesano establecer
los requenmientos de los mismos.

En el ensayo realizade por Tackaert, W. ef al, (1891), cuando habia presencia de fosfandicoling en la
dieta los de organismos jovenes, los resultados de sobrevivencia v crecimiento fueron mejores que
cuando esta no estaba presente La prueba al estrés realizada no mestraba diferencias significabvas En
ofra fase de culiivo, donde se trabajo con organismos de mayor falla se obtuvo que los mejores
crecimientos y resistencia al estrés se alcanzaron cuando los animales eran alimentados con dietas
deficientes en fosfatidiicolina. Esto indica que los requerimientos varian en dependencia de los estadios
que se analicen. Ademas, se plantea que resulta de gran importancia la relacion que existe entre los
compuestos w3 y wb presentes en 1a dieta.

Los requenmientos nuincicnales de los camarones son diferentes para el crecimento que para la
reproduccdn. Diversa gama de calidades se obtienen en las descendencias de camardn cuando son

alimentados con dietas artificales aunque las mismas permitan un crecimiento favorable de los juveriles,

Actualmente para los reproductores se plantea un requerimientc elevado de acidos grasos
polinsaturados. Se incluye a la vitamina E (- -tocoferol) por su accidn antioxidante de las membranas
celulares. Las concentraciones de - toccferol en los hucvos parecen estar relacionadas con las
concentraciones del mismo en la dieta y parece que se requieren concentraciones minimas para pemitic
el desarrollo, una adecuada eclosion y viabiidad de los huevos, Aunque la concentracién de » -tocoferol
es baja en meyillones esta dieta asegura una buena deposicidn en huevos, de fo que se despeja que el « -
tocoferal de los huevos depende de las concentraciones de olros componentes tales como los acidos
grasos pohnsaturados (Cahu, of al. 1891) y otros antioxidanies taies comio el acido ascorbico y pigmentos
carotenoides

24




Rolando Gelabert Fernandez

Dhert, P. et al,, (1991}, en un ensayo sobre ! efecto de los acidos grasos esenciales en |a calidad de los
huevos y la larvicuitura de Epinephelus tauvina, plantean que cuando se entiquece ef alimento
suministrado se ncrementa el contenido de lipidos en ios huevos v aumenia la calidad de larvas. La
calidad la miden per el aumento del tamaiio de la gota de los lipides v dicenh que esta calidad también
puede mejorarse por la presencia de vitamina C 6 E en el alimento “Marila” empleado para enncuecer.
Durante el desarmclle larval, la cantidad y calidad de los lipidos de la dieta claramente determina la
supervivencia de las larvas. Las deficiencias de HUFAS resultan en altas mortandades en los segundos y
terceros estadios del periodo larval. Las dietas fortificadas en acidos grasos ne  incrementan la
supervivencia en el primer estadio, pero el DHA disminuye la mortandad en los estadios posteriores, sin
embargo, no hay influencia en el crecimiento. Los resultados los Jlevan a plantear que tantc el DHA v i
EPA son esenciales en el desarolic de £ fauvina.

Queda establecida entonces la impertancia de los PUFA de las series w3 y w8, sin embargo, no solo
es importante el nivel optimo de inclusién mismos en una dieta, sino que guarden una correcta
proporcion w3fwb enire ellos.

Un exceso de alimentos ncos en w3 en Ja dieta de los reproductores puede tener un efecto negativo,
rayendo como consccuencia un desbalance de la relacidn w3fwB. La conversion del 18:2w6 a
cadenas de 20 y 22 dtomos de carbono requiere de elongacién y desaturacion. La enzima
desaturadora tiene una mayor afinidad por el 18:3w3 y sus denvados que por los acidos grasos de la
familia w8, Un exceso del 18:3w3 puede competir por la disponibilidad de la enzima y resultar en una
inhibicion competitiva de 1a conversién del 18:2wB a la familia de los w8, lo cual puede reducyr la
sintesis del acido araquiddnico, precursor de las prostagiandinas en peces (Scophthalmus maximus).
{Bell et al. 1994}

25



Bicencapsulacion en Arfemia v su efecto en la alimentacion de postlarvas de camardn, Lifopenasus
Vannamei.

MATERIALES Y METODOS,

Artemia empleada

Teodos log ensayos contemplados en este documento se realizaron con quistes de Arfernia franciscana
(“Argentemia certified brine shnmp eggs, grade II"). Dichas quistes eran eclosionados en agua de mar
& 33 %o, con sufimente areacion para mantener a tedos ios quistes en suspension y con Huminacién
constante de aproximadamente 1000 [ux

Para abarcar las diferentes fases del crecimiento de Arfermie y poder realizar ensayos donde las
diferentes clases de largo de estos individuos estuviesen representadas se monté un sistema de cria

que permitiera obtener una poblacién abundante que suplia los reguenmientos de los experimentos

Dias alternos se sembraban 0.6 g de duisies en recipientes de 1l. de capacidad y a fas 24 horas se
realizaba la cosecha de los nauplios gue eran asiadados al recipiente de engorde del sistema de
cria.

El recipiente de engorde de 200 L de capacidad se encontraba conectade a través de una vaivula y un
filtro de malla a ofro recipiente de iguales dimansiones donde se mantenia un cultivo continuo de la
microalga marina Tetrasefmis chuf, la cual servia de alimento a los organismos cnados. Diarlamente
se realizaba intercambio de agua del 50 % al tanque de cria de Arfernie y mediante un sistema de “air
water Iift” se reponia su volumen desde €l tanque de cultivo de microalgas. El volumen en el tanque de
microalgas era devuelto a su volumen onginal con agua de mar filirada y pasada por lampara
ultravioleta la cual se refertilizaba con nitrate de amonio v superfosfato simple a razén de 150 mgiL de
y 15 mg/L para favorecer el crecimiento de las microalgas

Establecimiento de técnicas para Ia modificacién del valor nutritivo de pauplios y adultos.

Determinacién de la influencia del tamano del alimento.

Para determinar ia setection del aliments por parte de Arfermva se realizaron ensayos que consistieron

cn comparar la distribucion de frecuencias de tamatios de particulas en el interjor del tracto digestivo
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de Yos individuos, con la distriibucion de frecuencias de tamanics de particulas encontradas en el medio
de cultivo.

En un pnmer experimento se empled como alimento particulas de |atex donadas por los laboratorios
“Polymer” las cuales presentaban didmetros de 5y 15 pm. La concentracién en el medic de ias
particuias de 5 um fue de 158 000 partlculas/mL (68 %) v de 74 000 particulas/mL (32%) para las de
15 ym. Fig 1. Alrededor de 50 individuos fuercn colocados en |a suspensidn donde permanecieron
durante 1 hora. Al recipiente experimental se le suminisiro aireacion desde e fonde para mantener el
nivel de oxigeno en el medio y las particulas en suspensidn. Transcurride el tiempo preconcebide, se
procedié a la colecta de los organismos que fusron clasificados por clase de lamge de 1 mm de
longitud. En total se analizaron entre 6 ¥ 7 crganismos por cada clase de large.

En ofra sevie de experimentos se empled almiddn con € cual se abarcd un rango entre 1 y 62 um. de
ancho en ias particulas del alimento.

En estos ensayos, se prepard una suspension con 440 mg de almiddn {eactive “Starch” soluble de la
DBH, ANALR' analytical reagent, product Ne. 10271) con 60 mg de almidon de trige tamizada por malla
de 71 um. Ambas canildades fueron depositadas en un matraz Erlenmeyer de 500 ml con agua de mar

(35%o) filtrada y hervida donde fuercn agitadas vigorosamente.

De esta suspension de particulas se fomaron 25 mL v se depositaron en un matraz Edenmeyer de 500
mlL para obtener una concentranion de ehmento en el medio de 50 mg/l. En este erdenmeyer se
depositaron alrededor de 50 organismos de diferentes clases de largo  que provenian del sistema de
culive anteriormente descrito. El matraz erlenmeyer se Tnvirtié cada 60 segundos procurando
romogenizar ef medio ¥ evitar una, seleccion preferencial de las particulas cuya sedimentacion fuera mas
lenta.

Transcurridos 10 minutes los animales se concentraron en una malla de 400 um. v se enjuagaron con
agua de mar fitrada y hervida para efiminar la posiblidad de que particulas que no hubieran sido
ingendas y se encontraran adhendas a los apéndices se midieran posteriormente. Los animales fueron
colocados en una caja Petri donde se sacrificaren con una gotas de solucidon “Lugol”. Una vez que los
organismos detenian sus movimientes eran colocados en portaobjetos con giicerina yodada para evitar 12
evaporacion del agua v contnbuir a la coloracion de las particulas de almiddn.

Se midieron 211 organismos y se agruparon en § clases de largo de 1 mm. Los ejemplares se
micieron, desde el extremo anterior del cefalotdrax hasta o final de la furca sin inclur las espinas, con la
ayuda de un microscopio estereoscomco MBC-8 con micrémetro ocular acoplado y aumento de 18X,
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Posteriomente, con un microscopio dptica (Kard Zeiss) con aumento de 500x y con ayuda de agujas de
diseccidn se seccionaron @ los organismos para permitir la salida de las particulas. También se
caractenzd ¢ contenido ‘del tracta digestive constituido por las pariiculas de almidén ingendas v se
establecd la distribucion de frecuencias de tamafios de los grénules. En total se realizd ta medicidn de
8505 particulas agrupadas en fodas las clases de largo.

En el pnmer ensayo se compard la proporcion de particulas en el exterior e interior de los organismos
con una prueba de Chi cuadrado v se establecieron los valores de selectividad para cada talia.

Ei contraste de las proporciones de particulas en el interfor y extenor de los organismos se llevé a cabo
con la formula de selectividad de Ivlev, (Salazary Gonzélez, 1986), donde:

S Indice de Selectividad
G: Poreentaje de particulas en el interior,

E: Poreentaje de particulas en suspensicn,

Con dicha formula se compara la distribucion porcentual de frecuencias de tamafios de particulas
presentes en el medio exterior con la presente en el interior del organismo

2 la frecuencia de un temafic de particulas en el intenor del organismo era mayor que la frecuencia
encontrada en el extenor, se deducia que dicho crgamismo seleccionaba positvamente las particulas de
ese tamafio ¥ & acontecia lo contrano la selectitn eva negatva. En la ecuacion se especifica como
cociente la suma de los porcentgles de la frecuencia en el interior y exterior para una talla de particulas
con el objetvo de enmarcar los resultades entre los valores de -1 y 1. Los valores de selectividad
menores que 0 indican selecyvidad negativa o poca aceptabilidad, mientras que 1os valores mayores gue
0 indican preferencia o aceptabilidad por el tamafio de particula tratado.

Un procesamiento adicional para amortiguar las varacones individuales de los resultades se realizd
aplicando una regresion poiinomial de orden 3 a los datos de selectividad con respecte al tamafio de las
particulas ingendas por los individuos de las diferentes clases de jargo, De esta forma se muestran los
limnites de ingestion para cada una de tas clases de largo los individuos tratados.

28



Rofande Gelabert Fernandez

—

Efecto de la talla de ‘os individuos y las concentraciones de particulas en el medio sobre el
proceso de filtracion realizado por Arfemia.

Para establecer e comporiamienta de las diferentes talias de los individuos y concentraciones
adecuadas de alimentos en el procese de ennquecimiento de Arfernia, se realizaron ensayos de
alimentacidn con particulas de latex de 5 um. de didmetro,

Se evalud la actividad filtradora de los individuos con tallas comprendidas entre los 0.8 y 3.2 mm,
aquellos con tallas entre 3 21 y 5 6 mm y por Uihmo 103 de tallas comprendidas entre los 5.61mmy los
8.0 mm.

Se prepararon medios de cultive con 15 concentraciones de particulas de latex: (400 0G0, 200 0OC,
100 000, 50 000, 25 000, 12 500, 6 250, 3125, 1 562, 781, 3906, 1953, 97.5 4838 y 244
particulas/mb} donde se colocaron los organismos per un periedo de 80 minutos. Transcumdo este
tiempo los individuos se fijaron en una sclucién de Lugol vy se cbservaron en un Tmeroscopio
esterecscomon con micrometre ocular para la determinacion de la talla. En ciertos individuos, la
trasparencia del exoesqueleto permitia observar el comportamiento de lienado del tracte digestivo, sin
embargo, a cada individuo se le hizo ia diseccion para establecer i desplazarmento de las particulas
en e tracte digestivo La diseccion se hizo en 1a region de la cabeza, en el quinto segmento toracico y
en el quinto segmento abdominal de manera que permitid establecer ¢! porcentaje de llenado del
aparatc digesttvo. Se considerd que individuos con alimento en la parte del tracto digestivo
cortespondiente a la regién cefdlica presentaban el 33% del tracto lleno, con alimento en el tracto
hasta el quinto segmento toracico presentaban el 66 %y con alimento en el tracto hasta el quintc
segmento abdominal presentatan un 100% de lenade,

Con estos elementos se elaboraron graficas que muestran la relacidn entre la concentracién de
alimento en el medio con la eficiencia filtradora de los individuos reflgjada en e! llenado de su aparato
digestivo.

Efecto del tiempo en el proceso de bioencapsulacion.

Para el desarrollo de estos ensayos se emplearon particulas de latex de 5 v 15 um. Se estudid o
comportamiento de llenado del tracto digestive de los organismos, trascurridos 3, 8, 9, 12, 15, 30, 60
y 120 minutos de haber sido colocadas en el medio ennquecedor. La concentracion de ahimento
empleada fue de 200 000 particulasiml..

Aungue fue concebido realizar el muestreo teniendo en cuenta las clases de largo establecidas (0.8-
3.2, 3.21-5.6 y 5 61-8.00 mm} los resultados se analizaron agrupando a todos 10S orgamsmos en un

solo grupe y determinanda el porcentaie de la poblacion con los diferentes grades de llenura del tracto
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digestivo. De esta forma se hace mas evidente el efecto del tempo en el comportamiento filirador de
la poblacion.

Efecto de la densidad de individuos en el proceso de bicencapsulacién,

Para dar respuesta a este aspecto se tealizaron ensayos preliminares que ulilizaban a ia
supervivencia como indicador det comportamiento de los dferentes tratamienios analizados.
Resultados muy contradictonos llevaron a analizar ¢l factor densidad de wndividucs en el proceso de
bicencapsulacion por métodos indirectos.

Dichos métades indirectos consisten en la determinacion de los niveles de amonio presente en el
interior de los individuos para determinar niveles acumulades en tejides y su relacién con las
diferentes denstdades ensayadas.

Los ensayos con las diferentes densidades se llevaron al cabo por tnplicado en recipieries de 250 mb
de capacidad con 150 mL de medio de cultivo. En todos los recipientes se estableci un flujo de aire
de 5 Uminuto, |2 salinidad empleada fue de 38 %0 y se suministré como alimento la emulsion
confeccionada a pase de lecitinalaceitefagua en praporcion de 0.5/4/100 quedande ias diferentes
unidades experimentales a una concentracion de 200 000 glgbulos/mL.

Al 1gual que en los ensayos anteriores se traba)é con individuos agrupados en las tallas de 0.8a 32
mm a quienes llamamos metanauplios, aquellos con tallas entre 2,31 y 5.6 mm {juveniles} y los
mayores de 5.6 hasta 8.0 mm que se clasificaron como aduitos.

Para e caso de los metanauplios las densidades ensayadas fueron: 250 500, 750 y 1000
individuos/mL. Para el ¢caso de los juveniles y adultos las densidades probadas fueron 5, 10, 20, 40,
80 individuosfmL

En estos tratamientos se cuantificaron ademas, los niveles de oxigeno y los niveles de amonio en ¢
medio de cultivo.

Para la determinacion de las concentraciones de amonio interno en los individuos se tomaron
muestras de animales de cada unidad experimental y se homaogeneizaron con ayuda de un
homogeneizador gléctrico de tejidos por un lapso de 5 minutos en 500 pL de agua destitada. Las
muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm durante § minutes (M) y se tomaron 200 pi de
sobrenadante que fueron diluidos en proporcion 1/20 con agua destilada. Las muestras se fijaron en
wpos Ependorff con yodo sublimadag v fueran conservadas en cengelacién hasta su procesamicnto,
siempre antes de transcurndas doce horas,
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Para 2| procesamients de las muestras de amonio se utilizd la técnica de inyeccidn de flujo/difusion de
gases {Schmitt v Uglow 1943), gque permite trabajar con muestras peqguefias gue contienen bajas
conceniraciones de amonio. E! equipo se acopld a una microcomputadora mediante una interfase,
utlizandose un programa confeccionade por NAFRI S A. de C.V

Cada ensayo se realizd por triplicado y en total se analizé el comportamiento de 15 metanauplios, 17
uveniies y 15 adultos.

Validacion fisioldgica de la incerporacién de la emulsion en el procesoe de enriquecimiento de
Arternia.
La validacin fisioldgica de la incorporacién de la emulsion por parte de Arfemia se realizd teniendo

en cuenta la relacion O-N. Esta relacion permite conccer el sustrato metabdlico empleado ante
diferentes condiciones de alimentacion.

Este indicador se obtuva del consumo de oxigeno y la excrecion nitrogenada de Arfemias de las
diferentes tallas senaladas, las cuales fueron sometfidas a una alimentacion consistente en la
microaiga manna Tefraseimis chuii, otra tratamiento donde el alimento fue la emulsidn experimental

anteriormente citada y un tratamiento donde se sometio a los animales a condiciones de ayuno

Para la determinacidn de la excrecion de amonio fas larvas permanecieron en las celdas
respiromé&tricas durante dos horas, determindndose la excrecidn de amonic por la diferencia de su
concentracion en el agua de las celdas entre el nicio y final de este penodo. Se colocaron entre 35 v
70 nauplics por camara o entre 5y 10 juveniles a adultos en celdas respirométricas de vidrio (RC-300}
con un volumen de agua de 1 mL A través de las camaras respirométricas se hizo circular una
comente de agua a 28 = 0.1 °C provemente de un termocirculador (Fisher Scientific Isotemp
Refrigereted Circulator, modele 900) con el fin de mantener la temperatura constante. Las larvas
permanecieron 30 minutos en las cAmaras para s adaptacidn v a parlir de ese momento se
comenzaron a realizar las determinaciones del consumo de oxigeno en un lapso de 10 minutos
utilizando un microelectrodo de oxigeno {Strathkeivin instrument, modela 781).

Tanto para las determinaciones de consumo de oxigeno come para la excrecion de amonio se ulihzd
una camara control por cada 5 camaras con larvas,

Para deterrminar el peso scce individual de las larvas al finalzar las mediciones de consumio de

oxigeno y excrecién de amonio éstas fueron lavadas con agua destitada, secadas en una estufa a 60
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°C durante 24 horas y posteriormente pesadas en una microbalanza CAHN modelo C-33 con precision
de 0.001 mg.

Los ensayos se reglizaron por triplicado y los resultados fueron analizados medianie pruebas
estadisticas paramétricas.

Evaluacién de las caracteristicas de las emulsiones.

Los ensayos para el enriquecimiento de Arfernia y su aplicacién en la alimentacion de postlarvas de
camardn se llevaron al cabo con emulsiones lipidicas.

Se realizé el trabajo de caracterizacion de las emulsiones a base de lecitina de soya, aceite de higade
de bacalao y agua destilada en las proporciones de 0.5/2/100, 0.5/4/100, 0.5/8/400, 0.5/16/100,
0.5/32/100

Como emulgidn control en los ensayos de alimentacidn de larvas de camardn se empled el producto
comercial IKA w3 el cual sélo se prepard y evalud con ia relacidn de aceite y agua igual 2 4 mL de
aceite por cada 100 mi de agua. Los ensayos se realizeron en ambiente de temperatura controlada
de 28 °C.

La caracterizacion de las emulsiones se realizd por tnplicade y consistio en el establecimiento de la
distribucién de frecuencias de los tamafios de los gldbules presente en cada emulsion preparada De
cada emulsion se tomaron muestras que fueron diluidas en agua destilada para facilitar los contzos y
ta medicion de los gldbulos. Las mediciones y conteos de estos gitbules se realizaron colocando
muestras en una camara de Neubauer y efectuande observaciones directas con un microscopio dptico
Micromaster® con micréometro ocular acoplado v aumento de 400X,

Terendo en cuenta la pesible fluctuacion de las caracteristicas de las emulsiones segun el método de
preparacién empleado se concibid hacer el analisis del comportamienta de las emulsiones preparadas
con los preductos anteriormente expuestos agitando vigorosamente a 1625 y 812 rpm en una
licuadora por un periado de totatl de 30 segundos (s), con lapsos intermedios de 10 s

Los resultados se plasman en gréficos que reflejan la distribucion de tamafos de los gidhulos
obtenidos con las diferentes proporciones de los productos empieados vy las diferentes velocidades de
rotacion utihzadas. Entre las emulsiones preparadas con los mismos ingredientes se realiza ademas
una prueba de Chi cuadrado para comparar las distnbuciones de frecuencias encontradas,
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Efecto del suministro de Artemia enriquecida en postlarvas de Litopenaeus vannamei.

Se realizaron dos ensaycs para determinar el efecto de Arfernia ennquecida con as emuisiones en las
postlarvas de Lifopenasus vannamei. En el pnmero se determind la influencia del alimento en
organismos en el estadio de PL 10 a PL30 y en &i segundo en los estadios de PLS a PL 10.

Los ensayos consistieron en la comparacion de los resultados de crecimiento {peso seco final de las
postlarvas), supervivencia y de resistencia a un estiés salino después de haber sometido a los
animales a tres tratamientos de alimentacidn a base de Arterva. Para cada tratamiento se determing,
ademas, ta concentracidn de triglicéridos, colesterol y proteinas totales de los tejidos de las postlarvas
y det alimento empleade. Se analizaron tres unidades experimentales por tratamiento para cada uno
de los indicadores senatados.

El primer tratamiento, concebido como control, conlleva el empleo de Arternia Sin enriguecer, En el
segundo tratamiento, para el ennquecimientc de Arfermia se emplea una emulsion constituida por
lecitina de soya, acelte de higado de bacalao y agua destlada a razon de 0.5/4M00 ¢. B! tercer
tratamiente consiste en el empleo de la emuision preparada con el producto comercial IKA W3 (aceite
ennquecide de calamar) en las proporciones de 4g del producto/100 mL de agua destilada.

Los ingredientes para la confecaién de 1as emulsiones fueron agitados a 1625 rpm  en una licuadora
por un: tiempo total de 30 segundos con dos lapsos imermedios de 10 segundos.

Los naughos de Arfemia eran cosechados después de un periodo de incubacion de 24 horas y eran
colocados en un recipiente de 10 L de capacidad dende eran almentados con la microalga marina
Tetraselmis chui a una concentracidn de 200 000 células/ml- durante 24 horas. Transcurndo el tiempo
sefialado 10s metarauplios eran cosechados vy colosados a densidades de 250 por mL en los
recipientes de enriquecimiento. El agente bioencapsuiante era suministrade al medic ennquecedor en
un volumen tal que se establecian concentraciones de 400 000 gldbulos de la emulsion/mL.

En estas condiciones Arferma era mantenida durante un periodo de dos heras v posteriormente era
cosechada y lavada con agua de mar filtrada para ser suministrada a cada uno de los recipientes
experimentales segun el tratamiento correspondiente

Las unidades expenmentales para los ensayos con camafdn consistieron  en teaipentes plasticos
rectangulares blancos de 40 L de capacidad con su respectiva fuente de aireacion. Para el primer
cnsaye la densidad de siembra fue de 15 PL10/L {peso scco imicial medio + desviacion estandar
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0.4383 + 0.1173 mg, N= 197 ), mientras que para el segundo fue de 20 PL5/L. (pesc seco inicial
medic + desviacién estandar, 0.1361 £ 0.1032 mg, N= 31)

Diariamente se realizaba un intercambio de agua del 75% del volumen del recipiente exirayéndose las
heces y restos del alimento remanente. El volumen de agua era repuesto con agua de mar pasada por
filtros de arena, de cartuchos de 5 um vy circulada a través de una lampara de luz uitravioleta Una vez
ajustado el volumen gra anadida la correspondiente racidén de almento a cada unidad experimental,
estableciéndose conceniraciones que osclaron ente 5 v 7.5 metanauplios/mL en el recipiente de
cultivo de farvas.

Indicadores empleados para evaluar el efecto del alimento en las postlarvas.

Crecimiento,

El crecimiento de los individuos se determind por el incremento en peso seco alcanzado durante el
periodo expenmental contemplado para cada experimento

El peso se&co se obtuvo después de individualizar muestras de cada unidad expenmental y colocarias
en una estufa 2 60 °C por un periodo de 24 horas. Los animales fueron pesados con ayuda de una
microbalanza CAHN modele C-33 con precision de 0.001 mg.

Para el andlisis de los resullados se consideréd tomar come minimo 10 muestras por unidad
expefumental, lo que significa al menos 30 muestras por tratamiento

Los resuitados de los tratamentos fueron comparados mediante pruebas estadisticas paramétricas
después de analizar que los datos se distnbuian normalmente y tenian homogeneidad de varianza

Supervivencia.

Fue establecida por la proporcion de individuos vivos cosechados al final de los experimentes con
respecto al cantidad nicial de individuos sembrados.

Los resultados se compararon medianie la prueba no paramétnca de Chi cuadrado
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Resistencia al estrés.

Este indicador fue obtenido al someter a los individuos a un estrés salino productdo por una reduccion
brusca de la sahnidad de! medio de 38 a 5% Transcurrido un tiempo de 1 hora se determingd la
cantidad de individuos que se reponian a dicho estrés. Los individuos gue no se habian recuperado en
el lapso sefialado se consideraron como muertos. Con esta Informacion se establecieron porcentajes
de supervivencia a la prueba de estrés que fueron comparados con la prueba no paramétrica de Chi
cuadrado.

Niveles de Colesterol, Triglicéridos y Proteinas Totales en tejidos.

Los valores de las conceniraciones de estos productos metabdlicos se determinaron en muestras de 3
individuos correspondientes 2 cada umdad experimental, lo que significa la evaluacidn de ©
gjemplares por tratamiento. La caracterizacion de los tejidos se efectud con “Kits” diagndsticos para
sueros humanes que tienen su fundamento en métodes colonmétricos. El procesamiento de las
muestras se efectud siguiendo los siguientes pasos.

« Con un homogeneizader de tejidos macerar la muestra de organismos con 400 ul de agua
destilada en un tubo ependorft
+  Centrifugar a 14 000 rpm durante 6 m

« De cada tubo tomar dos muestras de 10 pL de sobrenadante y depositarias en los
coyrespondientes pozos de |a placa del Elisa.

«  Utilizar 200 pL de reactive seguin e! "kit” diagnoéstico para que se desartolle la reaccion de color

o Determinar la absorbancia en el lector de placas ELISA después de incubar segun &! tiempo
indicado y longitud de onda propuesta segun las recomendaciones del “Kit" diagnostico.

Los resultadcs entre ios tratamientos se comparan por medio de pruebas estadisticas paramétricas .

RESULTADOS.

Determinacién de fa influencia del tamano del alimento.

En el ensayo en que se emplearon las parlicuias de latex, fa concentracion en el medio para ias
particulas de 5 pm fue de 188 750 part./mL y para las de 15 pm. de 73 750 part /mL  Desde el punto
de vista porcentual estas concentraciones representan of 68% y ol 32 % del total de particulas
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Resistencia al estrés.

Este indicador fue obtenidc al someter a los individuos a un estrés saline producido por una reduceion
brusca de la salinidad dei madio de 38 a 5%.. Transcurrido un tiempo de 1 hora se determing la
cantdad de individuos que se reponian a dicho estrés Los individuos que no se habian recuperado en
¢l lapso sefialado se considerason como muertos. Con esta informacion se establecieron porcentajes
de supervivencia a la prueba de estrés que fuercn comparados cen la prueba no paraméinca de Ch
cuadrado.

Niveles de Colesterol, Triglicéridos y Proteinas Totales en tejidos,

Los valores de las concentraciones de estos productos metabdlicos se determinaron en muestras de 3
individuos correspondientes a cada undad expenmental, lo gue significa la evaluacion de 9
ejemplares por tratamientc La caracterizacidn de los teidos se efectué con "Kits” diagndsticos para
sueros humanos que tienen su fundamento en métodos colorimétricos El procesamiento de las
muestras se efectud siguiendo ios siguientes pases.

+  Con un homogeneizedor de telidos macerar la muestra de organismos con 400 pL de agua
destilada en un tubo ependorff
¢  Centrifugar a 14 000 rpm durante 6 m

+ De cada tubo tomar dos muestras de 10 plL de sobrenadante y deposianias en los
correspondientes pozos de la placa del Elisa.

s Utilizar 200 L de reactivo segun el *kit” diagnoéstico para que se desarrolle la reaccién de color.

¢ Determinzar la absorbancia en el lector de placas ELISA después de incubar segin el tiempo
indicado y longitud de onda propuesta segun las recomendaciones del “Kit” diagnostico.

Los resultados entre los tratamientos se comparan por medic de pruebas estadisticas paramétricas .

RESULTADOS.

Determinacién de la influencia del tamaio del alimento.

En el ensayc en gue sc emplcaron las particulas de latex, la concentracion en el medic para las
particutas de 5 pm fue de 158 750 part /mL y para las de 15 pm de 73 750 part /mb  Desde el punto
de visia porcontual Cstas concentraciones representan ¢f 68% y el 32 % del tolal de particulas
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presentes respectivamente. Las concentracicnes de eslas pariculas en el interior de los individuos
manifiestan un comportamiento inverso Para las de 5 pm. se observa que estan presentes en un 37 %
mientras que las de 15 um. represenian un 83 %. {Tig.1).

El valor de la probabilidad {P) encontrado con la prueba Chi cuadrado que compara la distnbucion de
particulas en el interior y exterior de los organismos es significativo para 0~0.05 (P=0.0000)

El valor del indice de selectividad (S) calculado para las particulas de 5 um. fue negativo (— 0.295)
mientras que el valor obienido para ias particulas de 15 um. fue positiva. (0.326). Estos resultados
reflejan preferencia de las particulas de 15 ym. sobre las de 5 um. en el proceso de ingestidn del
alimento.

En la Fig.2 se muesira la distnbucion de frecuencias de los tamafios de los granules de aimiddn
encontrados en la suspension preparada Con una frecuencia de aparicion muy baja se encuentran
granulos mayores de 36 um. de ancho,

En la Tabla 2. se muestran |os valores del tamafo de muestra (n) , el coeficiente de determunacién
(Rz), el vaior de f, y la probabilidad (P) para cada linea de regresion, obtenicas de graficar tas tallas de las
particulas contra el indice de selectividad. Todos los modelos de regresidn fueron significatives (P<C.05).

Para los individuos de la clase de large 1 (Eig_3), 105 limites de ingestion positiva se enmarcan entre
4.1 y 17.7 ym., siendo las particulas de 10.0 pm. las de mayor frecuencia de aparncion en el tracto
digestivo.

En la Fig. 4 se observa que individuos con tallas entre 2 y 2 89 mm (clase de largo 2} incotporan con
mayor facilidad particulas con tamafios supetiores a las 4.3 ym. y menores de 22.5 pm. Las particulas
de 13.0 um de anche son las de mayor incorporacion.

Para los individuos de la clase de largo 3. (Fig 5) el modelo de regresion polinomial no sefala al
intercepto menor, sin embargo, se observa que dicho punto pudiera encontrarse alrededor de ias 7
um. El intercepto mayor se sitia en 28.6 pym. y las particulas con mayor frecuencia de aparicién en el
tracto digastivo, por lo tanto as de mayor aceptabilidad, son tas de 21.0 um.

Los individuos de la clase de largo 4 (Eig. B) ingieren son mayor preferencia las particulas entre 7.4 y
27.8 ym., siendo las de 186 4 ym, las de mayor aceptacion,

Enla Elg. 7 la selectividad positiva se observa entre 8 8y 32.0 pm., siendo 18.7 um. la talla de mayor
aceplacion por parte de los individuos de la clase de large 5
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Las particulas con tallas entre 7 7 y 30.4 um. son las de mayor aceptacion pata los individuos de 6 a
£.9 mm de longitud. En estos individuos las particulas con 18 0 uym. son las que aparecen con mayor
frecuencia en su tubo digestive, (Fig_8).

Para los individuos de la clase de largo 7 {Eig. 8) los imites de ingestion positiva se encuentran entre
las 6.7 y 26.4 ym. Las particulas con mayor aceptacidn son las de 15.7 pm.

Para los individues de |a clase de largo mayor (8-8.9 mm} (Fig. 10} los Iimites de ingestion positivos se
encuentran entre 8.0 y 28 © um. La talla de particulas mas ingerida es de 17.0 um,

Enla Fig. 11. se observan los resultados de la fusidn del comportamiento filirador de los individuos de
las diferentes clases de targo. Este andlisis integral nos sefiaia que l0s organismos tratados ingieren
de forma safisfactoria particulas con tallas entre 6.8 y 27.5 ym. De forma general para todas 1as clases
de largo las particulas de 16.0 ym. son ias mas ingendas

Para las diferentes Figuras, el valor de N representa el nimero de organismos analizados y el valor de
n representa la cantidad de particulas estudiadas.

Efecto de la talla de los individuos y las concentraciones de particulas en el medio schre el

proceso de filtracion realizado por Arfemia.

En la Tabla 3. se muestra &) ndmero de individucs (N) caracterizado para cada concentracion de

particulas y para cada clase de largo estudiada. En fotal se estudié el comportamiento filtrador de 453
individuos agrupados en fas diferentes clases de large.

La Fig_12 muestra 8} comporiamiento de llenade del tracto digestivo de los individuos de las
diferenites tallas en el lapso de una hora de tratamiento con cada una de ias concentraciones de
alimento ensayadas.

Resulia inleresante sefialar el comportamiento de los individuos de |a talla menor {0.8-3.2 mm) que
indica un elevado poder de filtracidn ded alimento presente en el medio. Supuestamente el menor
desarrolio del aparato filttador de los primeros estadios harfa pensar en una conducta diferente. En
contraste con las restantes tallas estos organismos peguenos en el mismo lapso manifiestan
porcentajes de lenado de su aparato digestive superiores a los encontrados en las otras dos. Este
comportamiento parece estar asociado a estrucluras morfolégicas de los individuos v estrategias de
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filtrado caracteristicas de esta pnmera stapa de desarrcllo (Cohen, G. com. pers.). Concentraciones
del alimento por debajo de 781 particulas/mL para los individuos pequefos provocan un
comportamiento ne deseado para el ratamienio de bioencapsulacion al encontrarse & una parte de la
poblacién con el tracto digestivo vacio. Concentraciones superiores a las 12 500 particulasimL
permiten el llenado del tracto digestive en el curso del ratamiento.

La tendencia de llenado de los individuos con tellas entre 3.21-56 mm también presenta un
comportamiento esperado Al disminuir a concentracion de alimente en el medio disminuye el
porcentaje de llenado del tracto digestivo para el periodo establecide.

El comportamiento encontrade en las concentraciongs de 400 000 y 200 000 particulas/mb hace que
se recomiendsn para individuos con estas tallas v que sean sometidos a una hora de tratamiento con
un alimento como las particulas de latex con didmetros de Sum

Para los Individuos de mayor talla (5.6-80 mm} los resultados indican que las mayores
concentraciones de alimento ensayadas {200 Q000 y 400 000 particulas/ml) son las mas adecuadas

para realizar la bioencapsulacion. Ente el 77% y el 87% de los animales presertaban su tracto
digestivo totalmente lleno con las particulas de latex, en el iapso de 1hora de tratamiento .

Efecto del tiempo en el proceso de bicencapsulacion.

En la Tabla 4. se muestra el nlmero de individuos de cada ciase de largo caractenzado para cada

tempo de tratamiento. En el ensayo con las particulas de 15 ym se observo el comportamiento de
llenado de 427 individuos, mientras gue en el ensayo realizado con particulas de latex de 5 um se
analizd e! comportamiento de 379.

Los resuitados del efecto del tiempo en el proceso de llenado del tracto digestive de ejemplares de
Arterniz almentados con particulas de 1dtex se muestran en las Figs. 13y 14.

El resultado mas importante que se quiere resaltar de los ensayos realizados en este sentido es que
con los dos tipos de alimentos ensayados todos los organismes muestreados presentan el iracto
digestivo lleno de particulas de |atex a las dos haras de tratamiento.

¥
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Por oira parie, se observa un comportamiento ldgico en el procese de ingestion del alimente al
refiejarse fa tendencia creciente de llenade del aparato digestivo de los individuos a medida que
trascurre el tiempo.

Se considera interesante sefialar que desde la primera observacion realizada a los tres minutos, en
ambos tratamientos parte de la peblacion presenta el tracto digestivo con un considerable grado de
llenura, Esto manifiesta la potente capacidad filtradora de estos individuos.

Efecto de ia densidad de individuos en el proceso de bioencapsulacion.

La supervivencia parecia ser et indicador mas adecyado para analizar este proceso, sin embargo, las
afectaciones debido a la manipulacion de los individuos enmascaraban los resultados.

La evaluacion de las concentraciones de @monio tanto en los organismos comc en &l medic de cultive
y su relacion con las conceniraciones de oxigeno presenies en ¢l medio nos permitié integrar los
resultados e interpretar el efecto de la densidad en los individues en el proceso de enriquecimiento.

Se supone que al elevar la densidad de individuos se ncrementaran los niveles de amonio en el
medic ¥ por lo tanto los individuos, ademas de incorparar la emylsion, pueden incorporar parte del
amonio ¥ convertirse en un alimento tdxco. Por otra parte una disminucién de las concentraciones de
oxigeno en un corto periodo puede {ener efecios perjudiciales incluse para organismes oxireguladores
como Artemia.

En la Eig 15 se muestran los resultados de los niveles de amoenic eéncontrados en el medio de cultve
debido a las diferentes densidades de nauplios ensayadas. Las leyendas OH, 1H y ZH representan los
tiempos en horas en los cuales se hicieron las determinaciones.

Es evidente que los niveles de amonio se incrementan con la densidad y con el tiempo hasta alcanzar
la cifra cercana a los 2.5 mg/L con la densidad de 1000 organismos/mL a las 2 horas de tratamiento.
Valores inferiores se observan a la hora de tratamiento. Este comporiamiento era esperado debido a
la paulatina acumutacion de desechos metabdlicos en el medio de cultiva.

En la Fig 16 se presentan los niveles de oxigens en el medic de cultive donde se observa un

comportamiento inverso a lo reflejado con el amonio. Tanto a una hora de tratamiento como a las 2
horas los valores registrados decrecen con of incrementie de 1a densidad de individuos.
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Los niveles de amonio en el medio registrados en la etapa de juveniles (Fig.17), se incrementan con la
densidad y con el transcurso del tiempo hasta alcanzar valores cercanos a fos 7 mgil en la densidad
de 80 organismos/mL a las 2 horas de lratamiento. A la hora de fratamiento Jos valores estén
carcanos a los Smgil.

Los niveles de oxigeno decrecen considerablemente reflejando valores infenores alos 25 mg/l en la
mayor densidad de individucs. {F1g.18)

El compertamiento del amonio y del oxigeno para les adultos (Fig. 12 y Eig 20) es similar al desento
en 108 £as0s anteriores, se elevan los niveles de amonic en el medio con el trascurso del tiempo vy al
aumentar la densidad de individues, mentras que los niveles de oxigeno decrecen y alcanzan valores
peligrosamente bajos aun para Arfemia, organismo oxiregulador por excelencia.

La evaluacidn de los niveles de armnonio interno acumulados en el procese de enriquectmiento en
nauplios Juveniles y aduitos se muestran en las Figs. 24, 22 v 23.

Resulta interesante el comporiamiento encontrado debido a que se observa una tendencia a
mantenerse las conceniraciones de amonio interno independientemente de 'a densidad tratada y por
lo tanto de las concentraciones de amonio presentes en el medio. Por ofra parte, no parece haber
influencia del tiempo de tratamiento en los niveles de este elemento encontrade en los tejidas de los
organismes analizados Ta! parece que existe un mecamsmo fisioldgice que permite la eiminacién del

amonio incorporado tal como sucede con el mecanismo de osmoregulacién tan mencionade en
Artemia |

La Big 24 refleya el contenido de los niveles de amonio y su error tipico, expresados en mg de peso
humedo por gramo de individuos en los diferentes estadios. Se considera pertinents sefialar los
valores eievados registrados para los nauplics en contraste con los encontrados para juveniles y
adultes.

Validacidn fisioldgica de la incorporacidn de la emulsién en el proceso de enriquegimiento de
Artemia.

La Tahla 5. muestra los grupos de individuos estudiados y la relacién O:N con los valores medios, el
crror tipico y el numero de individuos analizados en cada wratamiento. Se sefiala con letras diferentes
ademas, las diferencias encontradas entre los diferentes tratamientos.
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La Fig. 25 muestra que los valores significativamente mayores de |a relacidon ON se alcanzan cuando
se emplea la emuisidn corno aimenic. Estos resultadas son un indicador de la preferencia del emplec
de los lipidos como sustrato metabdlico y por o tanto que los ingredientes de la emulsién han side
incorporados en el tismpo de tratamiento.

Por Jos valores de la razén O.N reflelados en dicha figura se supone gue cuando se emplean
microalgas como alimento o los individuos permanecen sin alimentarse, la tendencia es a utilizar [as
proteinas del alimento vivo o de su propic cuerpo para suplir sus requenmientos nutricionales.

Evaluacion de las caracterfsticas de las emulsiones.

En la Tabla 8. se expone el numere de gldbulos caracterizados en cada emuisién experimentat
estudiada.

Les resultados de la distribucion de frecuencias de las micelas formadas en la emulsion constituida
por lecitinafaceite’agua y mezciados a una velocidad de 812 rpm, se muesiran en ias Figs. 28, 27,
28,29y 30

Se puede observar claramente que el compertamiento de las diferentes emulsiones estd caractenzade
por la presencia de micelas de pequefio tamafic. En todos los cascs el tamafic mas frecuente es de
2.5 um. Se cbserva ademas la apancidn de micelas mayores a medida que la relacion lecitina / aceite
disminuye, sin embargo, la representatividad de estos tamafios es relativamente pobre por 1o que no
hay un aporte significative que incremente la talla media de la emulsion de manera netable.

En la Fig 31 se muestran las concentraciones medias de micelas, expresadas en gldbulos por
milimetro cubico, de cada una de las emulsiones preparadas Se muestra ademas la vanacion de las
estimaciones incluyendo al error estandar.

La prueba Chi cuadrado realizada para comparar las diferentes distnbuciones de frecuencias de
tamafios de micelas encontradas en cada emulsion refleja que entre las mismas no se cbservan
diferencias significativas.

Una observacion importante fue el comportamiento inestable de la emulsién preparada a razon de
0.5/32/100 en el cual se pudo constatar |a fusidn de las micelas pequerias favoreciendo ta formacién
de micelas maycres a medida gue transcurre el tempo Este comportamiente de inestabilidad no
favorece los propositos del trabajo ya que no se garantiza la estabilidad del compuesto formado vy con
el ranscurso del iempe no se puede predecir a apancidn de gldbulos o micelas de gran lamano gue
no pueden ser incorporados por Artenna. Quiza este comportamiento ingstable se deba a la pequeria
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proporcion de agenie emulsificante ulilizado con respecio 2 la cantidad de aceite empleado o cual
provoca la formacion de una delgada v fragil pelicula que rodea a la pequefia micela en la emulsién v
que favorece la fusion de los glébulos.

En las Figs de la 32 a |a 36 se muestran las caracteristicas de las emulsiones preparadas con los
mismos componentes pero mezclades a una velocidad de 1625 rpm. El comportamiento respecio a la
distribucion de frecuencias de tamafos de los globulos es parecido 2l encontrado con [a velocidad de
812 rpm, sin embargo, las concentraciones de gldbules obtenidos {Eig. 37), difieren de las plasmadas
en la Fig. 31. Evidentemente que este comperiamiento es perfectamente explicable par las diferencias
en el proceso de preparacion de la emulsion.

Las caracteristicas de la emulsidn del producto comercial IKA w3 se muestra en la Fig. 38 y Fig 38.

De forma similar a los resuttados de las emulsiones antenores, aqui los glébulos que aparecen con
mayor frecuencia son los de didmetros menores De igual manera, se reduce la frecuencla de
aparicion con el ncremento de la taila de los mismos Este comportamiento parece ser el tipico de las
emulsiones al manifestarse de forma analoga a lo reportade por otros autores (Kenneth, 19743,

Efecto del suministro de Artemia enriquecida en postlarvas de Litopenaeus vannamei.

Los resultados para la validacidn del pratocolo de enriquecimiento empleado en Artemia y su efecto en
las larvas de camardn se expenen a continuacion.

Ensayo con las postlarvas en los estadios de PI10-P130.

GCrecimiento.

Los resultados de creciniento en pese seco alcanzados con los tres fratamientos de alimentacion se
muestran en la Fig. 40. El valor de N representa el nimero de organismos muestreados para cada
tratamiento.

Se pone de manifiesto que en los tratamientos donde se empled Artemia enriquecida los valares de

crecimiento son superiores estadisticamente al alcanzado cuando se emplea Arfemia sin enriquecer.

Evidentemente se refleja la influencia de! suministre de la emulsidny su incorporacién al ahmento vivo.
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Supervivencia.

La Fig. 41 refleja los resuitados de la supervivencia alcanzada con los fres fratamientos de
alimentacién. Los valores s& consideran adecuados vy oscilan entre 79 y 81%. L.a comparacion
estadistica no refleja diferencias entre los tratamientos.

Resistencia al estrés.

Los resultados de la prueba de estrés realizada se muestran en la Fig. 42. Los valores ente 97 v 98 %
de supervivendia alcanzados en los diferentes tratamientos ante 1a prueba no difieren ente si y son
indicadores de las condiciones favorables de ¢ultivo a que estaban sometidos los organismos.

Colesteral.

Los analisis de los mveles de coiesterol encontrados en los tejidos de los crganismos de cada
tratamiento estan plasmados en la Fig. 43. Los valores de N significan el nimero de animales
analizados. Para los tres tratamientos las concentraciones de este productio se encuentran alrededor
de los 2 mg/g de tejido vy ne difieren en los tres tratamientos (p < 0.05)

Triglicéridos.

Los valores de ios niveles de tnglicérides encontrados en las muestras de los tres tratamientos de
alimentacidon de las PLs, 30 se muestran en la Fig_44. N significan el nimero de organismos
estudiados en cada tratamiento La comparacion estadistica realizada indica que no existen
diferencias entre los diversos tratamienios.(p < 0.05)

Proteinas Totales.

Los vaiores de esle mdicador en los tres tratamientos se muestran en la Ei1g. 45. Las pruebas
estadisticas no reflgjan diferencias entre ellos, (p < 0.05) (N=9 por tratamiento). Las proteinas si son
sintetizadas por los organismos por lo que los niveles similares indican que el aporte de matena prima
para su sintesis es similar en el caso de los tres tratamientos.
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Ensayo con Ias postlarvas en los estadios de PI5-Pi10.

Los resultados obtenidos con Pis y PIMQ concuetdan con los encontrados en las postlarvas mayores
{PL 10-PL30). Los resultados en detalles se muestran a coninuacion.

Crecimiento.

Los tratamientos donde se empled como alimento Arterva ennquecida generan resultadoes de peso
significativamente superiores a los obtenidos con Arternia sin ennguecer Fig. 48. Los resultades de

los tratamientos donde se empled Arterniz tratada con las emulsiones son similares estadisticamente,

Supervivencia.

Estos valores van desde el 66% en el tratamiento donde se empled Arfernia sin enriquecer hasta el
75% donde Aremia fue ennquecida con IKA w3, (Fig. 47). Estadisticamente estos resuitados no
difieren entre si, sin embargo, son menores a los encontrados en las postlarvas 30. Este efecto puede
estar relacionade con la menor resistencia a 'a manipulacidn que tienen los individuos de tallas
menores. (Rees et al. 1994) y el manejo a que fueron scmetidos durante of montaje del ensayo.

Resistencia al estrés.

Los valores de supervivencias alcanzados con la prueba de estrés aplicada se encuentran entre el 82
y el 83 % de supervivencia para los tres tratamientos Fig. 48 Estos valores nc difieren
estadisticamente entre si y, aunque no tan elevados como los encontrados en las PL 30, pueden ser
considerados adecuadoes para las condiciones en que se desarrolld el expenmento,

Colesterol.

Los valores de los niveles de colesterol se presentan en ja Fig 49. Para los tres tratamientos las
concentraciones estan alrededor de 3.5 mg/g de tefide sin manifestar diferencias estadisticas entre
ellos. Tal parece que los niveles presentes en las dietas utilizadas son adecuados para ef desarroilo
de las funciones metabdlicas en las larvas.

Triglicéridos.

Las niveles de tngiicéndos en los tres tratamientos son similares estadisticamente Fig 50.
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Proteinas Totales.

Los niveles de este indicador tampoco reflejan diferencias en los wres tratamientos, comportamiento
similar al observado en las postlarvas mayeores (Fig 51)

Caracteristicas nutricionales de Artemia empleada come alimento.

Colesterol.

Los niveles de colestercl encontrados en ios individuos de cada tratamiento se presentan en la Fig.
52. donde se observa que existen diferencias significativas entre los dos fratamientos donde se
manipuld nutritivamente Arfemia. Es interesanie sefalar que Arfemia no tratada manifiesta valores
estadisticaraente similares a los encontrados en Arfennva ennguecida tanto con aceite de higado de
bacalac como con la emulsion de 1KA w3.

E! hecho de manifestarse comportamientes similares respecto a crecimiento, supervivencia y
resistencia al estrés en los tratamientos donde Artemia fue manipulada nutntivamente indica que los
bajos niveles de colesterol que aporta el higado de bacalao no son una mitante para el adecuado
desarrollo de los individuos. Por ofra parie, tal parece que el colesterol tampoco estd gjerciendo un
efecto marcado en el crecimiento de los animales a! reportarse valores de crecimientos menores en el
tratamiento donde Arterrsa no fue manipulada nutritivamente.

Trigliceridos.

Los valares de trighcéndos encontradas en los individuos de cada tratamiento no difieren ente si. Fig.
53,

Proteinas Totales.

Los valores de este indicador se plasman en la Fin. 54. Las pruebas estadisticas no reflejan
diferencias entre los tratamientos.

Si se considera que el periode de enriquecimiento con aceites durante dos horas resulta un espacio
breve para que el metabolismo de los individuos sintetice proteinas tomande como sustrato
metabdlico a los lipides, los resultados son totalmente ldgicos. Estos elfcclos se esperaban por

tratarse de los musmos individuos manipulados o no nutntivamente con acertes de diferente ongen.
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DISCUSION.

Modificacidn del valor nutritivo de nauplios y adultos de Arfemia

Determinacion del tamafio de particulas apropiado para su ingestion por parte de Artemia.

Segln los resultados encontrados con estos tratamientos de alimentacion, se corrobora la importancia
que presenta el tamafic de las pariculas alimenticias en e proceso de filtracion de Artemia.
franciscana

El planteamiento de que Arfernia es un filtrader no selectivo pudiera cuestionarse ya que jos resuitados
indican que existe un consume preferencial del aimerto relacionado con el tamafo de las particulas que
se encuertran en el medio. Es evidente que en una hera de tratamiento, en un medio donde estén
presentes particulas de fatex de 5 y de 15 pm. de digmetro, Arfemia incorpora mayor porcentaje de
particulas 15 um. Este comportamiento es el mismo para las diferenies clase de ‘arge de los individuos.
Los ensayos realizados con Jas particulas de almiddn reafinmaron esta conducta

Analizando la informacién refenda en la Wteratura y los resultados obtenidos en este trabajo se puede
afirmar que Arfernia inglere una amplia gama de alimentos con fallas que oscilan entre los nandémetros
y las micras. En los muestreos realizados en este trabajo se observaron individuos con particulas de
ahmento en el tracto digestivo con tallas de 69.6 pm., sin embargo, estas no son abundantes

Contrastando con los resuliades de este trabzjo, Hontoria, ef al., (1394) abtienen los niveles maximos
de ingestdn y acumulacian lipgsomas en el tracto digestivo de Artemia a las 30 horas de haber sido
ubicada las mismas en una suspension de hposomas marcados. Dichos liposomas presentan tallas
medias que oscilan entre 268 nm y 1314 nm. Evidentemente que los iposomas son incorporadas poar
Arternia, sin embargo, se supone gue dicha talla de alimento es de dificil incorporacion por esios
organismas, motivo por el cual se requiere un tiempo tan prolongado para alcanzar esos resultados.
En contraste, varios de los ensayos realizados con Selco como agente bioencapsulante se extienden
por pericdo entre 1Zhoras y 24 horas (Leger et al., 1987b), (Cappelaro, ef al. 1993}, (Dixon et al.,
1995), (McEvoy &t 2l , 1995b), {Candrava et al.. 1996), (Gapasin et al,, 1996). Leger ef al,(1987b)
plantean que esta dieta es un liguido autodisperso que produce gldbulos finos de aproximadamente 2
pm. De este planteamiento se infiere que el tamano de 2 ym de los gldbulos de Selco esta
permitiendo que e proceso de ennquecimiento se lleve a cabo en un periodo de 12 horas en contraste
con tas 30 horas necesanas cuando son empleados fiposomas que presentan tamafios menores.
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Southgate y Lou, {1995}, usando microcapsulas de aceite de higado de bacalac o aceite de calamar
para el enriquecimiento de nauplics de Arteria notaron que 'as microcapsulas eran {aclmente
ingenidas y eran visibles en el tracto digestivo pocos minutes después de haber comenzado &
enriquecimiento. La ingestion de las microcapsulas producia un incremento significatvo del contenido
de acidos grases después de una hora de tratamiento. Es interesante sefialar gue el didgmetro medio
de las microcapsuias era de 4.85 pm. (£ 2.84, n = 100) o 5.07 pm. (+ 3.15, n = 100) dependiendo del
aceite usado para su preparacidn. Este resultado en cierta medida coincide con lo reportado en el
presente trabajo.

Come consecuencia de los ensayos realizados en este trabajo, se puede afirmar, entre otros
aspectos, que para realizar 2 bicencapsulacion eficientemente se requiere de un alimento de tamafio
adecuado que repercuta positivamente en el proceso de llenado del tracto digestivo de los individuos
Termiendo en cuenta esia caracteristica del alimento se puede reducir €l tiempo necesano para el

enriguecimiento y se supone que se reduzca el gaste energético implicito en ia captura del alimento.

Efecto de l1a talla de los individuos y las concentraciones de particulas en el medic sobre el
proceso de filtracidn por parte de Arternia.

Como se puede observar en la Tabia ¥ Nasta el presente trabaw no hay evidencias precisas que

permitan establecer concentraciones de alimento adecuadas para el procese de ennquecimiento de
Artemia,

Con los resultados de los ensayos realizados se pone de manifiesto que para realizar el
enriquecimiento de Ariernia se debe tener en cuenta la talla de los organismos y en dependencia de

ella, se debe ajustar la concentracion de alimento para aprovecharlo adecuadamente.

S se entiende a la bioencapsulacidén como el simple proceso de llenado del tracto digestive de los
organismos tratados sin la incorporacion a tejides de los agentes bioencapsuiantes, se puede inferir
que no necesariamente concentraciones elevadas favorecen el enriguecimiento en individuos de tallas
pequefias. Este planteamiento tiene repercusiones econdmicas al permitir reducir el consumo del
agente bioencapsulante cuando se trabaje con las primeras etapas naupliares de Arfemia.

Aunque no como fruto directo de los resultados del presente trabajo, y mas bien debido a las
consultas bibliograficas realizadas, se considera adecuado lamar la atencidn sobre lo vanado que

resuitan las expresiones de las unidades cn que sc expresan las concentraciones de alimento. Por
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este motive, se considera oportuno proponer unidades que permitan estandardizar los teportes de las
concentraciones de alimentos empleados para |a bioencapsulacion.

Si se tiene en cuenta que hasta la fecha, para realizar fa bioencapsulacion se recesita de un producto que
conserve la integridad fisica al ser colocado en el agua, entendiéndose el concepto de integridad fisica
como Ya forma, valor nutncional v determinadas caracteristicas asociadas a ese producto o alimento, se
puede deair que la concentracion de dicho producte debe ser establecida seguin el tipe de alimento que se
utiice. Para el caso en que &l ennduecimients se tealice con ajgln tipo de alimento vivo como microalgas
o levaduras se considera apropiado referirse a células por unidad de volumen. Si lo gue se emplea como
alimento son emulsiones s puede hablar de gidbules o micelas por uridad de volumen y si se usa algln
tipo de atimento microparticulado una opcidn puede ser hablarse de particulas por unidad de volumen.
Las unidades de volumen mas empleadas en este tipe de actividad son ks mm® o ml.

Con vitaminas y hormonas u ofre producto soluble empleado para reshzar la medificacion del valar
nutrictonal de organismos, las unidades pudieran ser algunas de las planteadas anteriormente ya que
estos productos generalmente se emplean asociades ¢ diuidos en acetes, comprendidos en
microcdpsulas, ¢ como fase intema en liposomas La mayoria de los productos resultantes pueden ser
agrupados en alguna de las categorias referidas. La expresidn de la concentracion de los productos
empleados en aigune de estas undades facilitaria la comparacion de los resuliados de trabajos de
diferentes autores y tener un mejor control sobre el proceso de ennquecimiento de Arternia al tener
controlada la cantidad de producto ennquecedor suminstrado.

Efecto del tiempo en el proceso de bicencapsulacion.

Este asunto puede ser uno de fos mas debatidos o contradictonos del presente trabajo, debido a la
variedad de articulos que presentan resuitados bien fundamentados y que no cdtrespanden con los
aqui obtenidos.

Cemo se ha planteado anteriormente, gran parte de los trabajos relacionados con &l enfiguecimiento
de Arfeqya se basan en protocolos que emplean fempos iguales o mayores a las 12 horas de
tratamiento. Se considera que fas divergencias que se manifiestan entre estos trabajos y el presente
pueden tener su explicacidon en los métedos de andlisis de 1a informacion, ya que generaimente se
evaluan los resultados basandose en los valores de acumulacion de los agentes bioencapsulantes en
los tejidos de los ammales y no los niveles de llenado encontrados en el tracto digestivo. Como es
evidente, en el pnmer caso estd implicito el tiempo necesano de! metabolismo del agente
bioencapsulante, mientras que en &l sequndo no. Por otra parle, generaimente durante el proceso se

espera a que se reflejen los mayores miveles de acumulacién del agenie bioencapsulante en los
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tejidos del animal debido al metabolismo, sin embargo, se debe tener en cuenta que determinados
agentes bioencapsulantes come farmacos U homonas no deben ser metabolizados para que ejerzan
su funcidr: Ademas, generaimente no se conocen los requerimientos nutricionaies de los
depredadores, por o que contar con una biocdpsula con niveles elevados de un sgente
bioencapsulante a expensa de un tiempo gue puede inducir su transformacién o a la oxidacién de los
lipidos, puede que no tenga sentido.

Efecto de la densidad de individuos en el proceso de bioencapsulacion.

Como se ha podido constatar en los ensayos realizados, existe una relacion inversamente
proporcional entre ia densided de individuos v los niveles de exigenc encontrados en ¢l medio y una
relacion  directamente proporcional de la densidad con los niveles de amoenio manifestados en e -
medio de cultive De estos resultados se desprende la importancia de lo reflejado en los diversos
protocolos de ennguecimiento propuestos en la literatura referente a estos indicadores, motive por el
cual se plantea que el proceso de ennquecimiento de Arfem’a se debe realizar con un suministro
elevado de awre para favorecer el intercambio gaseoso con el medio enriquecedor y evitar
disrunuciones marcadas de los niveles de oxigeno.

En animales aclimatades a altas presiones parctales de oxigeno, un cambio 4 un ambiente bajo en
oxigeno induce !a produccion de dcido lactco, el cual al elevarse en pocas horas, llega a alcanzar
niveles letales (Vos, et al. 1979).

En los protocolos revisados también se evidencia la importancia de eliminar les desechos metabdlicos
acumulados en el medio enriguecedor mediante un lavado suficiente de los individuos antes de ser
suministrados como alimento a sus depredadores. Los resultados encontrados en el presente trabajo
se manifiestan a favor de este manipulacion de fos individuos ennquecidos.

Arfernfa, en contraste con la mayoria de sus depredadores es altamente resistente a elevadas
concentraciones de amonio en & medio. Los valores de LC 50 para nauplios varian entre 650 mg/L en
24 h a 399.1 mg/l- en 26 horas, mientras que para adultos los ranges oscilan entre 1280 mgiL y 600.5
mg/L(Ostrensky, ef al 1992) Sin embargo, para £. monodon de 2 g de peso, hiveles de 4.1 mg/l.
reducen el crecimiento en un 5%, si los individuos se someten a estas conctentraciones durante 3
semanas (Allan, ef al. 1990). Para otra especie de peneido, Fenneropenaeus penicillatus, Chen y Lin,
1992, plantean que 12.65 mg/L. de amonio reducen el crecimiento en un 50 %.

Directamente puede que Arlemia no se vea afectada en un ambiente con os niveles de amonio

sefialados, perc al incorporar este elemente y trasmutirto a sus depredadores sc puede afectar
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crecimiento, la resistencia a enfermedades y hasta provocar mortalidades masivas en sus
depredadores

Los vatores de acumulacion amonio en tefidos encontrados para los nauplios, son supeniores a los de
juveniles y adulios, quizd debide al pobre desarrolio de estos individuos asi como del mecamismo
fisiotogico involucrado en su contrgl. Esta informacion resulta valiosa debido a gue se puede inferir
que por cada gramo de nauplios de Arfermia que sea ingerido por un depredador se van a incorporar
alrededor de 2.5 mg de armonio. Las implicaciones de este comportamiento para los depredadores van
a estar en dependencia de los niveles iolerables por parte de los organismos cuitivados, Por otra parte
este resultado indica la necesidad de perfilar los esquemas de alimentacién en donde estes individuos
sean ulllizados como alimento vy evitar el empleo de cantidades excesivas.

De los resultades obtenidos en este frabayo se desprende que la densidad adecuada para realizar la
bioencapsulacion también esta directamente relacionada con la talla de los organismos. Para todos
los casas, trabajar con densidades bajas, favorece mantener condiciones mas estables en el medio
enriquecedor Para el caso de nauplios no se recomienda trabajar con densidades mayores de 750
nauplios/mL vy si por debajo de 500 nauples/mL. Para juveniles y adultos parece factble trabajar con

densidades de hasta 40 organismos/mlL, sin embargo, se recomienda no exceder los 10
individuos/mL.

Validacién fisiologica de la incorporacion de la emulsion en el proceso de enriquecimiento.

El uso de la razén atdmica como indice metabdlico en crganismos zooplanctonicos requiere ser
aclarado debide a la complelidad del metabolismo. E! comportamiento de esta relacién depende de
diversos factores como las condiciones estacionales, la temperatura del medio de cultivo, el estado
nuiricional, la preferengia por un tipo de alimente, entre otros, Durante el ayuno fa refacion O'N esta
claramente ligada a la disponibilidad de reservas energéiicas y 2l uso de las proteinas corporales.
Usando el caleulo tedrico, se puede mostrar que ef catabolismo de proteinas puede producir valores
en la relacion O:N de 3 a 16, mientras que 1gual cantidad de lipidos y proteinas produce valores entre
50y 60. (Mayzaud y Canover, 1988).

Los resultados de este trabajo muestran claramente 1os valores significativamente superiares
alcanzados en la relacién O'N cuando se emplea la emulsion para modificar el valor nutncionat de
Artemia. Tal parece que 10s individuos comienzan 2 utilizar a los fipidos come fuente encrgética para
permitir a las proteinas mantener la integndad corporal de los ndividuos.
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Desde el punto de vista practico, los resultados indican gue a 1as dos horas de tratamiento con la
emulsidn, los nauplios, juveniles y adultos se encuentran metabolizando a los lipidos presentes. Esto
indica que los lipidos han side satisfactonamente ingendos y dichos organismos se encuentran
enrnquecidos desde el punto de vista nutricional

Evaluacion de las caracteristicas de las emulsiones.

Los diversos ensayos y caracterizaciones realizadas a diferentes emulsiones sefialan que al menos,
con las condiciones al alcance, parece dificl obtener emulsiones con glébulos que cubran
precisamenie 10s rangos propuestos para 1a alimentacién adecuada de Artemia.

Aunque las concentraciones de los glébulos en las emulsicnes caractenzadas no son necesariamente
una caracteristica que las distingue enfre si, su importancia radica en que permite conocer el voiumen
de alimento necesario a suminisirar, Desde ef punto de vista préciico se evita que se suministre
alimento en demasia ¢ escasamente y por ellos se afecte la calidad del agua o los organismos
resulten inadecuadamente alimentados.

Se considera ¢ue los resuitados obtenides en el proceso de enriquecimiento de Arferma pueden ser
mejorados si en lugar de emplear emulsiones preparadas con hicuaderas se emplea otro método de
preparacion u ofro tino de alimento que pueda ser preparado siguiendo la propuesta de tamaio
senalada en este trabajo. Este planteamiento sefala que el procese de bioencapsulacion en Artermia
puede ser optimizado, sin embargo, ¢! empleo de emulsiones tiene su merito ya que la preparacion
resulta sencilla y barata ademés de ser una vanante valida para modificar el valor nutnmental de este
tipo de alimento vivo, como se ha demostrado en el presente trabajo.

Efecto del suministro de Arfemia enriquecida en postlarvas de Litopenaeus vannamei.

Ensayo con las postlarvas en los estadios de PIM10-PI30 y PI5-PL10.

La coincidencia del comportamiento de los orgarismos somelidos a los diversos iratamientos permite
que la discusion de los resultados se aborde indistintamente para los diferenies estadios postlarvales
astudiados
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Crecimiento.

Algunos pardmetros especlficos de la biometria han sido empleados para discnminar y/o determinar la
mezcla de poblaciones de individuos de la misma especie,(Triantaphyllidis et al. 1995). En el caso del
presente trabajo, el crecimiento de las larvas ha permitido discriminar entre los tratamientos de
alimentacion.

El grecimiento ha sido considerado como un indicador de amplio espectro, debido a que refieja el
efecto neto de las condiciones ambientales, incluido ¢l alimento, sobre la respuesta fisioclégica de ios
individuos (Beamish, et al. 1975), por lo tanto, se puede usar como un indice de adecuacion de los
organismos en un amiente determinado (Vanegas, 1992). En el caso de los ensayos aqui
presentados, se manifiesta que Artemia ennquecida resulta ser un alimento mas adecuado, al refigjar
crecimientes significativamente superiores.

Efectos similares a los obtenidos en ¢l presente trabajo se han reportado por parte de Gatesoupe,
(1982 y 1991), Somerton y Brown, (1991), Takeuchi, et ai , (1982) en trabajos scbre la alimentacidn de
larvas de peces y en camarones (Kontara y Nurdjana, 1992 vy Narciso, 1993).

Supervivencia,

La supervivencia de los organismes cultivados es un reflejo las condiciones en que son mantenidos
Supervivenclas elevadas se refacionan directamente con adecuadas conthciones de cultivo. Para
acuicultores e investigaderes resulta ser un indicador de pesc para la toma de decisiones relacionadas
con las medificaciones de las condiciones de cultivo

Resultados donde se manifiesta un efecto positive del ennguecimiento de Artemia en la supervivencia
de ios organismos alimentades son reportados para Macrobrachium rosenbergir (Lunn y Htoo, 19973,
para Scophthalmus maximus (Opstad, ef al. 1993) y larvas de Palaemon seralus (Narciso 19933, Sin
embargo, en ensayos con postlarvas de Penaeus monodon, empleando aceites de peces
emulsionados con yema de huevo, Kontara y Nurdjana, (1992) no ebtuvieran diferencias al analizar
este indicador. Situacidn similar se reporta para los ensayos aqui realizados lo cus) nos nduce a
pensar que tas diferentes dietas empleadas garantizan el mantenimiente de las condiciones
nutricionales minimas requendas cn los estadios estudiados
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Resistencia al estrés.

En algunos casos en que el pericdo de ensayo es relativamente corto y el anaiisis del crecimiento y' la
supervivencia no arroja diferencias significativas entre los tratamientos, es necesaric contar con otros
métodos de evaluacién para conccer el efects de tratamientos en los organismos. Con esta finahdad
se han empleado diversas herramientas entre las que se encuentra el indice de resistencia a bgja
salinidad. Sobre éste indicador influyen diversos factores, pero en un disefio donde se modifique una
sola variable se desprende que las diferencias o similitudes encontradas entre los tratamientos se
deban a! efecto de dicha variable. Ese es el caso del presente experimento.

Segin Dhert ef al. {1992), el efecto beneficioso del suministro de dcidos grasos a fraves de las técnicas
de bicencapsulacién con Arfermta como vector puede ser claramente demestrado a través de las pruebas
de estrés, inclusc aln antes de que ccurran montalidades. Es por eso que argumenta sobre |a necesidad
de utilizar este indicador periddicamente para evaluar la condicion diana de los anmales y contar con
elementos para realizar modificaciones en el manejo.

Los resultados del presente trabajo reflejan en pnmera instancia, que las tres dietas empleadas son
adecuadas para las postlarvas de P. vannamel Por otra parte, tal parece que los niveles de acidos
grasos polinsaturados presentes en ellas se encuenfran en un rango adecuado v que en particular los
niveles del dcido graso docosahexaencico, uno de los responsables de conceder Ta caracteristica de
fortaleza a las larvas, se encuentra adecuadamente representado, (Kraul, et &f 1993), .

Colesterol.

El colesterc! esta involucrado en el mantenimiento del sistema de membranas, en el transporie de
lipidos vy como precursor de la vitamina D, aoido biliar y hormonas esteroides como los andrdgenos,
estrogenas, hormenas adrenales y corticosteroides.

Tambien juega un papel importante en la absorcion de los acides grasos desde el intestino y su
transporte en la sangre o hemolinfa. Aqui el colesterol se combina con jos acidos grasos para formar
esteres de colesterol los cuales son mas solubles y emulsificables que las moléculas de los dcidos
grasos libres.

En contraste con peces, los crustaceos son incapaces de sintetizar colesterol mediante la sintesis de
novo particndo de acetato y mevalonato, Por ofra parte, se estima que el colesterol es esencial en la
dieta de camarongs marnos y de agua dulce, Segin estudios de laboratorio realizados con P
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Japonicus los niveles de dptimos de colesterol en la dieta se reportan entre 05 v 2 % de peso seco,
(citado por Tacon A. G.J., 1987).

En los experimentos realizados en este trabajo, el comportamisnto similar de los niveles de celesterol
enconirado en les tepdos de las larvas es un reflejo del apotte adecuado de este elemento detude a
las tres dietas. Tal parece que el requenmiento de colesterol se satisfizo atin con los manores niveles
encontrados en Artemia enriquecida con la emulsion de aceite de higado de bacaiao, lecitina de soya
y agua.

Triglicéridos.

Las grasas y aceites que se encuentran normalmente en los alimentos y como depsitos en la mayoria
de los animales se encuentran en la forma de trighcéndos, los cuales son ésteres de dcidos grasos v
glicerol. Las caracteristicas v propiedades de estas grasas © aceites estaran dadas per la composicion de
los diferentes dcidos grados que las compongan.

Contrarnamente a lo que sucede con el colesterol, debido a que estos son constituyentes de las
membranas celulares deben ser sintetizados “In situ”, se revela que la composicisén del alimento
empleado aporta la suficiente cantidad de materia prima para la sintesis de tnghcéridos. Desde este
punto de vista, cualguera de las dietas puede ser adecuada para la alimentacién de las larvas.

Proteinas Totales.

Como se esperaba, la composicién de las tres dietas respecto a este indicader no se diferencia
significativamente. El pericdo corie de enriquecimiento y el suministre solamente de compuestos
lipidicos no permite gue se manifieste una fluctuacién de estos nutrientes.

Un comportamiento similar se observd en las larvas de camardn sometidas a los tratamientos de
alimentacén, lo cual indica que la composicion de las proteinas solubles no se modificd por el aporte
de lipidos en las dietas.

Quiza la técnica empleada para reflejar los niveles de proteinas solubles en sueros humanos no sea la
mas adecuada para hacer este tipo de analisis en larvas de camardn, pero si resulta ser un indicador
adecuado cuando ia comparacidn s¢ realiza de la misma forma entre los tratamientos de un
expenmento
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Consideraciones generales.

N
Los resultados encontrados en los diferentes ensayos realizados brindan elementos para someter a
consideracion protocolos de enrigquecimiento de Arternita.

Teriendo en cuenta que el tamafio de las particulas alimenticias que se propone utilizar no varia
considerablements entre las diferentes tallas de Arfermia, nt tampoco varia el iempo que se propone
de ennguecimiento, se considera que las diferencias entre los protocolos de enriqguecimiento deben
estar basados en la faila de los organismos y en la densidad de individuos a emplear.

De manera comndn se propone que la bicencapsulacidn se realice con alimentos que presenten tallas
ente 8.8 y 27.5 ym. y durante un periode de 2 horas Esfo permite el llenado del tubo digestivo y que
el alimento que se incorpore pueda ser trasmitido a Ios depredadores,

Para individuos pequefios como metanauplios la densidad recomendada puede liegar hasta 750
individucs/imL, mientras que para |uveniles y adultos parece faciibie trabajar con densidades de hasia
40 individuos/ml. Para todos los casos, las densidades que se proponen han brindado resultades
adecuados Sin embargo, se recomienda evaluar el comportamiento de los individuos sometides a
otros tipos de agentes bioencapsulantes antes de establecer enriquecimientos masives o a gran
escala.

Un cnteno a analizar, esta relacionado con la necesidad o no de realizar el enriquecimiento de Arfemia
a tal punto que se propicie la incorporacion a tejidos de los agentes bicencapsulantes. Este proceso
wnphica la posibilidad de transformacion del agente bicencapsulante en otro producto que quiza no sea
el de wnterés del acuicultor. £l periodo para este proceso, generalmente mayor de 12 horas, puede
inducir a la oxidacion del agente bioencapsulante y contrarrestarse el efecto beneficiose del
enriguecimiento. Han et al., {2000) a pesar de haber trabajade con cepas de Artemia del mismo origen
y cosecha, que fueron eclosionadas, ennquecidas, muestreadas y analizadas bajo condiciones
idénticas, encontraron discrepancias enire réplicas y atribuyen en sus resultados altas dosis de
aufoxidacion que pueden reducir la disporibilidad de ios acides grasos en el medio enriquecedor,
inciuso, a pesar de los antioxidantes presantes en la emulsidn.

Por otra parte, lo mas cuestionable es la carencia de informacion relacionada con los requerimientos
nutnicianales y la necesidad real de los depredadores de ingerir un alimento con niveles elevados de
determinados productos enriguecedores. Quiza sea prefenible que un depredador ingiera la misma
cantidad de alimento mediznamente enriquecido a esa misma cantidad totalmente saturada del
agente enriquecedor.
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Con respecto a las larvas de camardn, los valores encontrados en los indicadores analizados
{colesterol, triglicéridos y proteinas totales) no permiten explicar a que se deben las diferencias
halladas en los pesos de 10s organismos de los tres tratamientos. Quiza ningune de estos indicadores
sea una sefial poientie gque manifieste el efecic de la dieta en los organismos. No es el caso de los
perfiles de acides grasos ¥ la relacion que se establezca entre la serie w3 y wb, que pueden estar
relacionados con ef crecimiento, la supervivencia ¢ resistencia al estrés en determinadas especies
(Glencross ¥y Smith, 1999), (Czesny, et al. 1999).

La imposibilidad de conocer los perfiles de acidos grasos de las diferentes emulstones y de las
muestras de tejidos de os anmales en los ensayos realizados, no permite teorizar sobre e! efecto de
los mismos en el crecimiento, supervivencia y resisiencia al estrés de los individuos. Sin embargo,
evidentemente que el suministrar una Arfemia tfratada nutritivamente con una emulsion se ha ejercido

un efecio similar o mejcr en alguno de los elementos considerados en la comparacién de los tres
tratamientos.

El mayor crecimiento alcanzado en los tratamientos donde Ardemia ha sido mantpulada nuintivamentie
debe estar relacionado con el aporte de los lipidos Ya que ha sido la Gnica variable introduada en el
disefic experimental.

Existen repories de la influencia de los lipidos en el crecimuiento de organismos cultivados y
particularmente la repercusion de aigunos aAcidos grasos (Halfyard, ef al. 1899), (Ishizeki, et al.
1998),{Lim, ef ai. 1987),{Deering, et af 1997).

Por otra parte, segdn los resultados de sus experimentos, Kumlu, et al.,, (1998) piantean que no hay
evidencias fuertes que manifiesten ef efecto positive de la wnfluencia de Jos lipidos y pigmentos en el
crecimiento y desarrolle de larvas de Penaeus indicus Lo rmismo sugieren Saihi, et al., (1894) como
producto de un ensayo con larvas de Sparus aurafa

Los resultados aqui presentados ponen en evidencia ciertos aspecios sobre los cuales se debe
profundizar para hacer mas eficiente el proceso de bioencapsulacion. La definicién de los rangos de
tallas propuestos para el alimento se espera que iengan repercusion en el proceso de entiquecimiento
de Artemia asi como en aspectos relacionados con su cuitivo y obtencidn de biomasa.

Tanto los resultados encontrados en los expenmentos de este trabajo como referencias de la jiteratura

pueden servir de orientacidn para el desarollc de investigaciones futyras que se encamunen a
ditucidar y ejercer una infliencia controtada sobre las condiciones de cultive de organismos marines,
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CONCLUSIONES.

Segun las condiciones en gque e realizaron los expenmentos, asi como [os productos y larvas
empleades para llevar al cabo los mismos s€ concluye que:

- Existe un consumo preferencial del alimento por parte de Arfemia que estd relacionado con g
tamario de las particulas que se encuentran en el medio. Durante tedo el ciclo de vida, los rangos
prefendos del alimento se encuentran entre los 6.8 y 27 5 pm.

- Para llevar al cabo el proceso de bioencapsulacion de forma eficiente debe tenerse en cuenta ia
talla de los organismos Para individuos pequefios como metanauplios concentraciones de 12500
particulas/mL parecen ser adecuadas. Para organismos de mayor talla se garantiza el adecuada
llenado del tracto digestivo con concentraciones de 200 000 particulas/mL o supericres.

- Respecto al tiempo de enriquecimiento, 1os resuliados indican que dos horas de tratamento es un
perfodo adecuado para realizar el proceso de bioencapsulacién en Ariemia

- lLas densidades a emplear en el proceso de ennquecimiento se recomienda que sean menores de
500 organismos/mL para el caso de nauplios Para juveniles y adultos parece factible trabajar con
densidades de 40 organismos/mL, sin embargo, se recemienda no exceder de los 10
individuos/mL.

- Las concentraciones de los gldbuios formados en las emulsiones dependen de las velocidades de
preparacion, sin embargo, esta no gjerce influencia en la distribucion de tamafios obtenidos. Para
las diferentes emuisiones preparadas los glébulos observados con mayor frecuencia son menores
de 2.5 pm.

- Arfemia enriquecida tiene un efacto significativamente supenor en el crecimiento de las larvas de
camaron blanco Lifopenaeus vannamei, alimentadas con ella.

- El protocoio de enriquecimiento propuesto puede emplearse satisfactoriamente en el
enriquecimientio de Arfernia.

Con los resultados cbtenides en Yos diferentes experimentos se confirman las hipdtesis en que se ha
basado el trabajo ¥ se muestra que hay una influencia marcada de los productos y condiciones sobre el
proceso de enriquectimiento de Arfemia, Por olra parte se ha corroborado que la bioencapsulacion del
alimento vivo puede tener influencia sobre alg(n indicador como el crecimiento.
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TABLAS Y FIGURAS
Tabla 1. Resumen sobre algunos trabajos de bfoencapsufacidn.
TIEMPO ALIMENTO CONCENTRACION, JDENSIDAD AUTORES
DEL ALIMENTO ORGANISMOS
\. galbana 300 6 1000 c/mm”’ 10 000 n/l Wickins {1972]

124 h 0 4 dias
24hhasta72h

Algas (Chiorefla minutisima)

14-18 x10° e/mlL

Watanahe, el ai
(1978), Watanabe et
al., (1980), Watanabe
ef al,, (19823,
Watanabe ef &/,

(1983
Imada et af., (1979) ﬂ

ennguecimiento)

{palide 3 min) igual peso de
levaduras gue de nauplios para 30L
de agua

24h levadura w {15% aceite de calamar)0.38 mgfmb
en el medic de cultivo de lasld
levaduras 9x16° cimL
S. cerevisige}

&6-12h 15g de lipido + 0.3g de yema de

(méximo  nivel dehuevo en 230 mlk de agua de mar

Watanabe e al.,
{1983}

24 a 24-26°C

5:1:95 (lipldosiyema de husvoragua)
+ 12 g de levadura, 1min batido para

Watanabe of al,
(1982)

B0L de agua y
48h dieta compuesta Spirulina vy Gatesoupe y Ricardez
levadura en polvo(J.F.P.} DL 1981
metonina, cholina cholina, D.l.- Citado por Leger
glucosamina HCl , colesterol, aceite
de higado de bhacalao y premezgia
de vitaminas
2 pasos dieta compuesta Rolin et af, (1984),
48h v 30 min Citado por Leger
24h microparticulas cubiertas con w3 )0.6g/L 3x10° nil Leger et al, {1986b)

HUFA

-_ .
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DEL ALIMENTO ORGANISMCS
18h -Super Selco 0.3g/L 200 Q00 n/L McEvoy of  af,
-levadura panadera alas0y7h (1985b)
-acelte orbital de Tunidos + lipdos de
huevas de arengue
-aceite orbital de Tumdos + Tween 85 y
ethoxiquin
-Lipososmas 1g/L 650 000 n/L
3-8h Aceite  de menhaden +  xanthum Clawson y  Laovell
(emulsificante) (1992}
| 12n? Euglena gracilis 100 0Q0c/mL Hayashi ef af., (1993)
menor Selco 0.6g/L £ 50 juveniles/L Dhont et al., (1991)
gue  en
nauphosg
{incorpora jlipesomas marcados concentracion que | 500nfmL Hontoria et af , (1993)
jcién aporta entre 012 vy
E maxima a 0.47 mg de lpdosimL
1 30h
J 12h emulsién de aceite de pez, yema de huevo | 0.5-1g/L 300 000 n/L Kontara, (1991)
i 18h v agua destitada (7:1:2)
24h
{12h “Sulfadimethoxine sodium salt” 300 ppm Cappellaro et al,
{ “Eroffoxacin” 200 ppm (1993)
Erofloxaci + Selco 1.5 mg/l. + 150mg/L
1-dh microparticulas (gelatin-acacia) 300 mg/L 500 nimL Southgate v Lou,ﬁ
aceite de higado de pacalao {4.85 pm.) 500 ¢ 200 n'mL. (1995)
o]
aceite de calamar 5,07 pm
oh fosfalidilcolina de soya 0.3 g/l 200 000 n/L McEvoy et al., (1997)
14h + alas
18h aceite orbial de Tunidos Chy 12h J
20h
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DEL ALIMENTO ORGANISMOS

23h -aceite de higado de bacalao:Tween 80 03g/L 200 000 nfmL McEvoy et al., 1995a)
- aceite orbital de Tunidos:Tween 80 alas
-Super Sejco Ohy 10h

oh medio enriguecida con lipidos conteniendo 750 000 Martin-Robichaud et

2h Microfeast Plus L-10 embriones al., (1994)

4h + 0.8 g/50mL de agua v

8h 17 B-oestradiol batido con

16h 0.5, 10, y 20 mgiL

24h

24K microparticulas 0.6g/L 25 nimlL Leger et al, (1987h)
-polvo de arroz cubierto con cod fiver oll
-polvo de arroz cublerto con aceite de
aroz
-AA (micropariculas  experimentales
manufacturadas por Arfemia System)
emulsiones

12,24,48h ) Selco 0.6 glL 300 n/ml

30, 36h | Supar 29

20h BDC selco 2 gix 10° indiv. 280 ind/mL Candreva ef al,

(560 ppm) {1996)

24 h DHAT + acsite de coco 06 g/l 200ind/ml. Dhert of al., (1993)
224n Saleo + “sarafloxacin hidrochloride” 06+ 1-40% del peso | 300 ind/mL Dixon et al., {1905)
Se a2fade|Salco  +  Agentes  anfibacterianos|Las drogas se afiaden Gapasin ef al., (1996)
a las 0-6;(“trimethoprim” y “sulfamethoxazole™) enlen conc. De 20y 40%

h y hasta | concentraciones de 20 y 40 %
las 24 n
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TIEMPO

9, 6, 12,

ALIMENTO CONCENTRACION DENSIDAD DE | AUTORES
DEL ALIMENTO ORGANISMOS

Emulsiones + dcido ascorbico 20% HUFA + 0, 10, 20 Merchie ef al., {1995)
% ascorbyl palmitate

Emulsiones de Trighedridos de aceites del 1.8 mL de emuisidn 100 ind/mL Ando ef al., (1997}

24,481 lpecaes (90 mg) + {22.5 myg) de leciiina de
yema de huevo + 1.8 mL agua destilada
24-48h | Concentrados emulsificados 03ghcadat2h 100-300 ind/mL Sorgeloos et af,, (1998)
12y 24 h {Emulsiones experimentales 1solipidicas 200 indfml (Coutteau y Sorgelcos,
¢on 30% n3 y relacion DHAJEPA = 4 (1997}
9, 24, 33, ! Aceites de plantas (Aceites de lino, peanut} 1.5g Goma “Xanthum” + | 250 indimL Naraiso af al,, (1999)
48 h girasoly, de animales calamar, sardina, |5 mL de aceiles + 100
bacalao y emulsién Seico. mL de agua
24h Schizochylrium sp, spray dried 3-18 ym 0-400 mght A00 nfmb (Barclay vy Zeller,
(1996)
| 24h Emulsicnes 10mLAA0mMLI0.25g lzquierdo et af , (1992) |
aceltelagua de
marflecitina de soya
12240 |Micrecapsulas de gelalina acacia con| Chlorefla 15x10° celiml. Ozkizilcik y Chu, (1994)
menhaden oil, erulsion de levaduras con .
menhaden oil y ofro fratamiento con Emulsion de'llevaduras Y
Chloretla sp menhaden 0il(0.1/0.1) en
50 ml. de agua
desttada. Microcasulas
5-20pm 10 x10° capsiml.
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vannamei

La —

Tabla 2. Vafores del tamafio de muestra (n), el coeficiente de determinacion ( Rz), el valor de f,
y la probahilidad (P} para cada Ilinea de regresion.

Clase de largo n =4 f P

1 13 0.86 15873 3287
z 20 0.68 1148 289"
3 17 0.61 6.78 5.00°
4 25 0 81 1129 127
5 27 047 6.9 1,64
6 24 0.43 5.05 0.10°
7 27 036 437 1447
B 24 Q.78 25 56 478’

Tadas 27 0.61 12.00 6.24°

Tabla 3. Ndmero de individuos (N} caracterizados para cada concentracion de particulas y
para cada clase de largo estudiada.

Congentracién Talia (0.8-3.2) Talla{3.21-5,6) Talla (5.61-8.0} N Total
N N

(particulas/mL} N
400 000 12 10 8 30
200000 ik 11 9 3
100 o000 8 12 10 30
50 000 40 8 12 30
25 000 10 13 7 30
12 500 12 12 7 3
6250 7 13 40 30
3125 & 16 3 30
1562 ) 18 5 30
781 14 9 7 30
390.6 10 10 10 30
195.3 11 13 (] 30
97.5 7 13 10 30
48.8 13 9 8 30
24 4 11 13 7 3
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Tabla 4 Niimero de individuos (N) caracterizados para cada tiempo ensayado, para cada
clase de largo estudiada con fas particulas de 15 y 5 pm.

Tiempo de Talla(0.8-32) Talia (3.21-56) Talla(5.61-80
tratamiento (m.) N N N
Particulas de 15um
3 23 13 8
& 19 13 13
9 17 7 10
12 29 9 15
15 25 20 7
30 18 13 17
60 45 41 27
120 15 9 14
Particulas de 5 um
3 20 9 11
- B 15 13 15
@ 17 12 10
12 18 13 10
15 34 10 15
30 25 17 24
60 21 13 12
120 11 10 20

Tabla 5. Relacion O:N de artemia de diferentes estadios de desarrollo.

sin almenlo  con emulsién  con algas F (p}

media 12917 32.75° 13.03°
nauplios  error 1.751 9.053 2,916 573
n 17 8 6 {0.008)
media 23.07° 86.09°% 589°
juveniles  error 1972 6 166 0.401 84.81
n 15 11 14 <0.001
media 822 20.11 2.00
adultos  egror 0.876 2.665 0.236 36.38
n 13 12 14 (<6.001)

letras diferentes dentro de una fila indican diferenctas significativas.



Bioencapsulacion en Artermia v su efecto en la alimentacién de postiarvas de camardn, Litopenaeus
vannamei.

Tabla 6. NGmero de gldbulos caractenizados en cada emulsién experimental.

Velocidad de preparacion de tas emulsiones (rpm)

Proporcidn de Ingredientes

en la emulsion 1625 812
Leclinalacelte/agua
0512100 834 584
0.5/41100 784 1042
0.5/8/100 744 1071
0.5M16/100 672 Ta7
0.5/32100 749 463
KA W3
0.5/4/100 1255

G4
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Fig.1. Comparacidn de |a presencla de
pariiculas en e exterior e intenor de los
individuos (N=50)
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Fig 12 Llenado del tracto digestivo de los individuos de las tres clases de targo con las
diferentes concentraclones de particulas
+ o83z B d32166 058180 ! ,
L= =Lingar (¢l 5.61-80} —= —Linear (cf_3_2.fj-5 §) =———Lmear(cl0.8-32) l .
o :
2 |
£ |
z i
o
B omm PR s W BT T i e i N i
@
= '
5 :
T EEE i
= |
2, |
[] '
=
a
5 i
g ‘o ! -
- i
= (=) f=) =3 o < (= . o L
= < (=] (=3 (=] o uy ™~ w0
2 8 8 8 B & & = ¢
=3 2 (=3 T2 ™ -
-+ (2] - M
concentraciones de particulas / mbL I
£1g. 13, Tendenaa del llenado del tracto Fig 14 Tendencia del llenado del fracto
digestivo con respecto al tiempo de digestivo con respecto al tiempo de
tratamiento (particulas de S pm) tratamiento (particulas de 15um)
; R ‘
I
| Qlene m2/3Nenc O1/3kens [vacio | @llenc M2BNeno T3 Neno F“’“‘D\ i
! T |
i .
b oo L T |
“ g eow % 20% (
& " Cw 50% ‘f
i = 0% i 3 i
LD 4% -
-52 e
g 20% 8 20%
g - & @i
! 0% L £ z ] % i LR 4o i B ﬂ
3 6 9 1215 30 80 120 } | 3 6 9 12 45 30 60 120
, hernpa (mmn ) ' ! tiermpe {rhin §

G
-~



Bioencapsulacion en Arfernia vy su efecto en la
vannamet,

Fig.15. Efecto de la densidad de individuos
en los niveles de amonlo (nauphios)
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Fig 17 Efeclo de la densidad de individuos
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Fig.21 Niveles de amonic interno en Fig 22 Nwveles de amgnic interno en
nauplios {uveniles
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Evaluacion de las caracteristicas de las emulsiones (Jecitnalaceitefagua, 812 rpm).
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Evaluacion de las caracterfsticas de Jas emulstones (leciinalacestefagua, 1625 mpm)
Fig 32 Fig.33.
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vannamel.

-

Fig 38- Evaluacion de las caracteristicas de la emulsion lka w3 (812 rpm) .
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Fig. 40. Peso seco de las Pl. 30 de
L vannamerl
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vanname!
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Fig. 48. Peso seco delas PI 10 de L
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Fig.52 Niveles de Colesterol en los tres
tratamientos (Arfernia.)
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