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RESUMEN

Se evalud el efecto de tres concentraciones de ensilado de visceras de Gallus
gallus domesticus “pollo” (EVP) (50, 100 y 150 mg ml™) en el crecimiento
poblacional (org. mlI™), y contenido de proteinas y lipidos (%) del rotifero
Brachionus sp. Los cultivos se iniciaron con 20 org. ml™, distribuidos en tres
tratamientos con tres repeticiones, utilizando el disefio experimental
completamente al azar. Al sexto dia de cultivo, se encontr6 la mayor densidad
poblacional utilizando 100 mg ml™* de EVP con 167,3+4,0 org. ml™*, mientras
que la menor fue obtenida con 50 mg ml™* de EVP con 134,3+6,5 org. ml™. Los
mayores valores de la tasa especifica de crecimiento poblacional estuvieron en
los tratamientos con 100 y 150 mg ml™ de EVP con 0,354+0,004 y 0,339+0,004
dia™*, respectivamente; y el menor valor estuvo en el tratamiento con 50 mg mi™*
de EVP con 0,317+0,008 dia™. Asimismo, el mayor contenido de proteinas en
peso seco al sexto dia de cultivo de Brachionus sp se encontré en el
tratamiento con 100 y 150 mg ml™* de EVP con 57,19+1,07 y 57,35+0,61 %,
respectivamente; y el menor se obtuvo con 50 mg ml™* de EVP con 54,74+0,43
%. El contenido de lipidos obtenido con EVP fueron similares para los
dosificados con 50, 100 y 150 mg ml?* con valores de con 26,18+0,17;
26,56+0,10 y 26,74+0,26 %, respectivamente. Se concluye que el mejor
tratamiento para el cultivo de Brachionus sp fue el dosificado con 100 mg mi*

de EVP.

Palabras Clave: Brachionus, ensilado, visceras, crecimiento poblacional,

proteinas, lipidos.

Xi



ABSTRACT

We evaluated the effect of three concentrations of viscera silage Gallus gallus
domesticus “chicken” (VSC) (50, 100 y 150 mg ml™) in population growth (org.
ml™), and protein and lipid content (%) of the Brachionus sp. Cultures were
initiated with 20 org. ml™, divided into three treatments with three replicates
using the completely randomized experimental design. On the sixth day of
culture, we found the highest population density using 100 mg mi™* of VSC with
167,3+4,0 org. mI™*; while the lowest was obtained with 50mg ml™ of VSC with
134,3+6,5 org. ml™. The highest values of the population growth specific rate
were in treatments 100 and 150 mg ml? of VSC with 0,354+0,004 and
0,339+0,004 days™, respectively, and the lowest value was in the treatment with
50 mg ml’ of VSC with 0,317+0,008 days™. Furthermore, the higher protein
content by dry weight on the sixth day of cultivation of Brachionus sp. was found
in the treatment with 100 and 150 mg mi™ of VSC with 57,19+1,07 and
57,35+0,61 %, respectively, and the lowest was obtained with 50 mg ml* of
VSC with 54,74+0,43 %. Lipid content VSC obtained were similar for dosed
with 50, 100 y 150 mg mi™*with values of 26,18+0,17; 26,56+0,10 and
26,74+0,26 %, respectively. It is concluded that the best treatment for growing

Brachionus sp. was dosed with 100mg ml™ of VSC.

Key Words: Brachionus, silage, viscera, population growth, proteins, lipids.
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.  INTRODUCCION

La acuicultura es definida como una actividad multidisciplinar, que abarca el
cultivo de organismos acuaticos en cualquier fase de desarrollo de vida, tales
como: plantas acuaticas, moluscos, crustaceos y peces; hoy en dia representa
la mayor actividad del sector de produccion animal con mayor crecimiento en el
mundo (Camargo & Pouey, 2005), convirtiéndose en una importante industria
proveedora de alimentos de alto valor nutricional y generadora de empleo e
ingresos en los paises tanto desarrollados asi como en los que se encuentran
en vias de desarrollo (Mendoza, 2011), siendo asi una actividad en pleno
crecimiento que segun FAO (2012) en las ultimas tres décadas ha crecido casi

12 veces a una tasa media anual de 8,8%.

En acuicultura, la nutricion es un aspecto importante para el desarrollo de las
especies cultivadas. En ocasiones, se observa que los alimentos suministrados
no contienen los nutrientes necesarios que las especies en cultivo requieren
para su optimo crecimiento, principalmente en los estadios iniciales como larva,
post larva y alevino, que son los momentos criticos en todas las especies,
debido a su alta probabilidad de mortalidad (Kitajima et al., 1980; Hirayama,
1985; lzquierdo, 2004), por lo que utilizar alimento vivo como fitoplancton y
zooplancton es esencial durante su desarrollo y las investigaciones debe estar
orientadas hacia aquellos microorganismos como fuente de alimentaciéon

(Lubzens et al., 1989; Agh & Sorgeloos, 2005).



El alimento vivo es un recurso de gran valor nutricional para el cultivo de
muchas especies de peces, debido a que constituye una cédpsula nutritiva que
contiene los elementos basicos que garantizan la sobrevivencia y un 6ptimo
desarrollo y no sélo es estimado por ser fisiologicamente una forma valiosa de
nutrimento, sino también un factor conductual importante, por el estimulo de
comportamiento predatorio que despierta en la larva por su movilidad natural
(Sorgeloos, 1995; Luna-Figueroa et al., 2007). Por otra parte, tiene la cualidad
de no afectar la calidad del agua, debido a que éste es consumido antes de
gue llegue al fondo, sin causar ningun tipo de descomposicion (Castro et al.,
2003). Los rotiferos son el alimento vivo idoneo para larvas de peces y
crustaceos debido a su diminuto tamafo, alta tasa de reproduccion, lenta
velocidad en su desplazamiento y sobre todo a su contenido bioquimico; de
estos el género Brachionus ofrece la ventaja de incrementar su contenido

nutricional de proteinas y lipidos en relacion a su dieta (Lubzens et al., 1989).

Brachionus es un organismo dentro del filo rotifera cuyo cuerpo esta
compuesto por aproximadamente 1000 células (Ruppert & Barnes, 1996),
filtran pequefas particulas de la columna del agua (bacterias o microalgas) por
medio de la corona de cilios localizada en la regién anterior del cuerpo que
también utilizan para su locomocién (Fulks & Main, 1991). Su rango de talla
esta entre 100 y 340 um, y su incremento se debe sdélo al incremento del
plasma celular. En condiciones desfavorables como respuesta fisioldgica a la
calidad del agua, altas densidades de cultivo y cambios bruscos en la cantidad
o calidad del alimento, producen hembras micticas y machos degenerados,

culminando en la produccion de huevos resistentes o cistos que estaran en



latencia hasta cuando las condiciones ambientales sean mejoradas (Lubzens et
al., 1985; Fukusho, 1989a; Fulks & Main, 1991; Dhert, 1996). Brachionus se
alimenta de microalgas, protozoos, bacterias levaduras y materia organica (Oie

& Olsen, 1997; Alessandro et al., 1999), ademas de alimentos artificiales.

El rotifero Brachionus sp es muy importante en la alimentacién de organismos
acuaticos, cuya produccion masiva se inici6 en Japdén por investigaciones
orientadas a lograr Optimas producciones utilizando como alimento
Saccharomyces cerevisiae “levadura de pan” (Hirata & Mori, 1963), o que ha
permitido obtener altas densidades, llegando hasta 100 org. mi™*. El cultivo
intensivo de rotiferos es de importancia fundamental como parte de los
meétodos de un cultivo sustentable, tanto para especies de agua dulce como
marinas. Se ha demostrado que la produccion controlada de alevinos y
juveniles depende del buen estado de las larvas, siendo fundamental su
alimentacion con alimento vivo, dado que se observa que las altas mortalidades
y crecimiento inadecuado son producto de una alimentacion incorrecta y

deficiente (Sorgeloos, 1995; Fernandez et al., 2007).

Con la finalidad de incrementar el valor nutricional de los rotiferos es comudn
recurrir al uso de microalgas o mezclas de microalgas y levaduras (Fukusho et
al., 1976; Watanabe, 1978; Imada, 1980; Kitajima et al., 1980; Watanabe et al.,
1983), con buenos resultados, asi tenemos que los cultivos de Brachionus
alimentado con la microalga Nannochloris sp se obtuvieron 75 % de proteinas,
22 % de lipidos y 3 % de cenizas, en base al peso seco, mientras que con

‘levadura de pan” los valores fueron de 71, 17 y 12 %, respectivamente.



Respecto al uso de ensilado en cultivo de Brachionus, es importante considerar
los trabajos realizados por Olivera & Ramén (2011), quienes demostraron que
el ensilado de pescado (5 ml L) permite obtener mayores contenidos de
proteinas y lipidos (59,17 % y 27,86 %) que los controles (56,85% y 26,37%)
cultivados con Tetraselmis suecica. Asimismo, Bazan & San Miguel (2013),
demostraron que con 2 ml L™ de ensilado de residuos blandos de concha de
abanico (ERBCA) obtuvieron mayores contenidos de proteinas y lipidos (55,78

%y 25,61%) que los controles (53,58% y 25,19%) cultivados con T. suecica.

La ventaja que ofrecen los rotiferos de Brachionus sp al ser organismos
filtradores no selectivos nos permiten manipular su composicion nutricional a
través de enriquecimiento, utilizando dietas no convencionales como el
ensilado. Una de las principales fuentes disponible de proteina animal de alta
calidad son las visceras de pollo, que comiunmente se consideran como un
residuo en la industria de procesamiento avicola las que representan casi el 30

% de sus subproductos (Imam, 2013).

Nutricionalmente los subproductos avicolas deben ser considerados como
recursos renovables debido a su composicién bruta y a la gran cantidad de
nutrientes que en éstos se pueden encontrar (Harvey, 1992) que al ser
procesados pueden ser utilizados como ingredientes utiles en la elaboracion de
alimentos acuicolas (Kearns, 1990; Nabil, 1993), y una manera de utilizarlos es

transformandolos en ensilado, que sirve para la alimentacion animal.



El ensilado biologico se basa en la acidificaciéon del medio favoreciendo la
protedlisis, mediante un proceso de fermentacion de bacterias acido-lacticas
permitiendo obtener un producto rico en nutrientes, de facil elaboracién y de
bajo costo, con caracteristicas idéneas para ser utlizado en acuicultura
(Gonzalez & Marin, 2005), por lo que, el ensilado biol6gico es un producto
obtenido por acciéon microbiana a partir de material organico, ya sea restos
vegetales o animales, caracterizado por su contenido de proteinas, obtenido
mediante un proceso sencillo y econémico que no requiere de procedimientos y
equipos sofisticados y costosos (Berenz, 1998; Balsinde et al.,, 2003). En
consecuencia el ensilado biologico de visceras de pollo como ensilado
biologico permitira el aprovechamiento de nutrientes para incrementar la

calidad nutricional del rotifero Brachionus sp

El uso de los subproductos avicolas en la elaboracién de alimentos destinados
a los organismos acuaticos resulta benéfico en términos de aprovechamiento
nutricional y crecimiento como lo reflejan diversos estudios realizados en
peces, Jang & Bai (1997) sustituyeron en un 73,5 % con harina de
subproductos avicolas, no encontrando diferencias de crecimiento en los peces
alimentados con la dieta control a base de harina de pescado. Mendoza et al.
(1998), demostraron el potencial atractante de hidrolizados de pluma en

camarones penéidos como Pennaeus vannamei y Pennaeus stylostris.

No se ha encontrado trabajos donde se utilice ensilado de visceras de pollo
para el cultivo de Brachionus sp Es por ello que este trabajo se justifica ya que

lo que pretende es utilizar el ensilado de visceras de pollo en el cultivo de



Brachionus sp con la doble finalidad de incrementar el crecimiento poblacional

y obtener buena calidad nutricional.

La importancia de produccion masiva de Brachionus sp en la acuicultura radica
en la necesidad asegurar la crianza sostenida y de calidad estandarizada de
larvas y/o alevines, en un sistema que permita la produccion masiva de

Brachionus sp, a bajo costo y buena calidad.

En base a lo anteriormente mencionado, consideramos que el ensilado
biologico de las visceras de pollo como alimento para Brachionus sp permitira
mejorar su contenido de proteina y lipidos asi como reducir los residuos en el
ambiente; en tal sentido se plantea el problema: ¢Cual sera el efecto de tres
concentraciones de harina de ensilado de visceras de Gallus gallus domesticus
“pollo” en el crecimiento poblacional y contenido de proteinas y lipidos de

Brachionus sp en condiciones de laboratorio?.

. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de tres concentraciones de harina ensilado de visceras de

Gallus gallus domesticus “pollo” en el crecimiento poblacional y contenido de

proteinas y lipidos de Brachionus sp. en laboratorio.



2.1. Objetivos Especificos

« Determinar el efecto de las concentraciones 50, 100 y 150 mg mi™ de harina
de ensilado de visceras de Gallus gallus domesticus “pollo” en el crecimiento

poblacional de Brachionus sp.

« Determinar el efecto de las concentraciones 50, 100 y 150 mg ml™ de harina
de ensilado de visceras de Gallus gallus domesticus “pollo” en el contenido

de proteinas de Brachionus sp.

« Determinar el efecto de las concentraciones 50, 100 y 150 mg ml™ de harina
de ensilado de visceras de Gallus gallus domesticus “pollo” en el contenido

de lipidos de Brachionus sp.



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del Proyecto

El trabajo experimental fue desarrollado en el Laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la Escuela Académico Profesional de Biologia en

Acuicultura, Universidad Nacional del Santa, Nuevo Chimbote, Peru.

3.2. Material Biolégico

Se utilizaron organismos de Brachionus sp los cuales fueron proporcionados
por el Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad
Nacional del Santa, Nuevo Chimbote, Perd, cuya poblacion se encontraba en

fase de crecimiento exponencial y en reproduccion partenogenética.

3.3. Disefo Experimental

Se empleod el disefio completamente al azar (Steel & Torrie, 1988), con tres

tratamientos (T1, T2 y T3) y un grupo control (Tc) con tres repeticiones cada

uno (rl, r2 y r3), segun se muestra en la siguiente Tabla 1.



Tabla 1. Disefio experimental utilizado en la investigacion.

Tratamientos Repeticiones Especificaciones

Cultivo de Brachionus sp alimentado con Tetraselmis

Te r, r2, I3

suecica (5 x10* cél. ml™)

Cultivo de Brachionus sp alimentado con 50 mg ml™ (1
T1 ry, rz, '3

ml L") de la solucién stock del ensilado de visceras de

Cultivo de Brachionus sp alimentado con 100 mg ml™
T2 ry, rz, '3

(2 ml L") de la solucién stock del ensilado de visceras

Cultivo de Brachionus sp alimentado con 150 mg ml™
Ts r, r2, I3

(3 ml L™) de la solucién stock del ensilado de visceras

3.4. Preparacion del Ensilado de Visceras de Gallus gallus domesticus
“pollo” (EVP)

Se colecto las visceras de “pollo” del mercado mayorista “La Perla” Chimbote
en un balde plastico con tapa de 4 L, los que fueron llevados al Laboratorio de
Cultivos de Especies Auxiliares de la Escuela Académico Profesional de
Biologia en Acuicultura de la Universidad Nacional del Santa, para su

utilizacion en la investigacion.

La elaboracion del EVP se realiz6 segun metodologia propuesta por Berenz

(1998), y de acuerdo al flujograma de la Fig. 1.



Visceras de Gallus gallus domesticus “pollo”

v

Coccion en autoclave (100°C x 30”)

v

Enfriar

v

Molienda (molino de carne)

v

Pasta de visceras Agregar
Melaza de cafia (10%)
v ( Inéculo de yogurt
L. tivado (10%
Incubacidén (40°C x 48 horas) Lac Ivado (10%)

v

Ensilado de visceras

Fig. 1 Flujograma de elaboracion de ensilado de visceras de “pollo”.
Fuente: Berenz (1998).

El andlisis de proteinas y lipidos del ensilado de visceras de “pollo” se realizé
en el Laboratorio COLECBI S.A.C. y la humedad, cenizas y carbohidratos
fueron determinados en el Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional

del Santa segun metodologia de la AOAC (2007) (Tabla 2).

Tabla 2. Contenido promedio en peso seco (+ desviacion estandar) de

proteinas, lipidos, carbohidratos y cenizas del ensilado de visceras de “pollo”.

Andlisis Quimico Proximal (%)

PT LIP CH Ce
47,58 18,42 22,68 11,32
+0,45 +0,35 +0,85 +0,17

PT=Proteinas totales; LIP=Lipidos totales; CH=Carbohidratos; Ce=Cenizas
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3.5. Preparacion de la Solucion Stock del Ensilado de Visceras de Pollo

Para la preparacion de la solucién stock del medio Ensilado de visceras de
pollo (EVP), se pes6 50 g de EVP y se homogeniz6 a 1000 ml con agua
destilada en una licuadora. Luego de ser neutralizada a pH 7,0 utilizando NaOH
para subir el pH. Se procedi6 a su filtracion con una membrana de 20 umy con
una bomba de vacio. Posteriormente se procedié a la pasteurizacién a 70 °C
por 25 min (Madigan et al., 2004). Procediendo a su almacenamiento en

botellas de color oscuro y guardados en refrigeracién a 4 °C.

Cada 1 ml de la solucion stock contenia 50 mg de EVP, lo que asegura una
adecuada cantidad de alimento para la poblacion de Brachionus sp en los
tratamientos. La solucion stock de EVP (Fig. 2), por el tamafio pequefio de sus
particulas, adquiere caracteristicas acuosas que permitieron su dosificacion

volumétrica (ml L™) directa como alimento de Brachionus sp
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de pollo en 1000 ml de H,O

T

[ Homogenizacion en licuadora ]

&

[ Neutralizacion a pH 7,0 con ]

[ 50 g de ensilado de visceras ]

NaOH o HCI

&

[ Filtrado a 20 um ]

&

[ Pasteurizacion a 70 °C por 25 ]

min

T

Almacenamiento a 4°C hasta ]

dosificacion

Fig. 2 Flujograma de la preparacion de la solucién stock de nutrientes para los

tratamientns caon F\/P del exnerimentn

3.6. Preparacion del Medio de Cultivo Guillard f/2 para T. suecica

El medio de cultivo Guillard f/2 fue preparado utilizando los estandares
establecidos por Guillard (1975) para el mantenimiento de los indculos de
Tetraselmis suecica, fue utilizado como alimento para Brachionus sp en el

tratamiento control durante el experimento (Tabla 3).
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Tabla 3. Componentes del medio de cultivo Guillard /2 (Guillard, 1975).

COMPUESTO  CONCENTRACION (mg L)

Nutrientes Mayores
NaNO; 75,0000

NaH,PO,4 H,0 5,0000

Micronutrientes

Na,EDTA 4,3600
FeCl; 6H,0 3,1500
CuSO,5H,0 0,0098
ZnS0O,7H,0 0,0220
CoCl, 6H0 0,0100
MnCl, 4H,0 0,1800
Na,MnO, 2H,0 0,0063
Vitaminas

Tiamina 0,1000
Biotina 0,5000
Cyanocobalamina 0,5000

3.7. Acondicionamientos de las Unidades Experimentales en el Cultivo

Brachionus sp

Se utilizaron 12 botellas de vidrio de 475 ml con volumen efectivo de cultivo de
350 ml con agua de mar. Los cultivos de rotiferos Brachionus sp se iniciaron

con una concentracién promedio de 20 org. mI™ en cada unidad experimental.

El agua de mar utilizado en los cultivos fue filtrada con una malla de nytal de 5

um, y tratada con 0,5 ml de hipoclorito de sodio (4 % de Cl activo) por cada litro
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por 12 h. Posteriormente fue neutralizada con 0,5 ml L™ de tiosulfato de sodio al
15 %, aireado vigorosamente por una hora para para optimizar el proceso de

neutralizacion.

Las unidades experimentales fueron ordenadas en la mesa de trabajo al azar

con iluminacion constante proporcionado por un fluorescente de 40 W.

3.8. Alimentacion de Brachionus sp

Los rotiferos Brachionus sp fueron alimentados con las concentraciones de 50,
100 y 150 mg mlI™* (1, 2 y 3 ml L™ de la solucién stock de EVP), y al control se
le suministro suspensiones de la microalga T. suecica con una concentracion
final de 5 x10* cél. ml™, todos ellos dosificados una vez al dia (18:00 h) durante

los seis dias que duro las experiencia.

3.9. Determinacion del Crecimiento Poblacional

La densidad poblacional de Brachionus sp en cada una de las unidades
experimentales fueron obtenidas por conteos diarios en camara de Sedgwick -
Rafter con muestras de 1 ml cada una y observando en un microscopio
binocular marca Olympus a un aumento de 40x. Las densidades fueron
graficadas de manera directa utilizando el software Microsoft Excel 2010. Las
curvas de crecimiento sirvieron para establecer las fases de crecimiento
exponencial y logaritmico en los cultivos para proceder a los andlisis de

proteinas y lipidos.
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La tasa especifica de crecimiento poblacional por dia (1) y el tiempo de

duplicacion diaria (TD), fueron determinados utilizando las siguientes formulas:

In (&)
Ny

p:

In (2)
M

TD =

Donde Np y Nt corresponden al nUmero de organismos por ml en

los tiempos To y Tt, respectivamente.

3.10. Determinacion de las Proteinas y Lipidos en Brachionus sp

De cada unidad experimental, al final del cultivo (dia 6), se tomd una muestra
de 100 ml y se filtré con una malla de 50 um, cada filtrado fue colocado en una
placa de Petri y secado en estufa eléctrica a 60 °C por 6 h, para analizar los

contenidos de proteinas y lipidos.

3.10.1. Determinacion de proteinas

El contenido de proteinas se determiné mediante el método colorimétrico
de Lowry et al. (1951) conforme a la Fig. 3. Para ello de cada unidad
experimental se tomé aproximadamente 0,50 mg de muestra seca
pulverizada de Brachionus sp y se colocé en un tubo de ensayo cada
una, y se afiadié 0,7 ml de solucion de Lowry. Inmediatamente los tubos

de ensayo fueron llevados a bafio Maria por 1 h a 40 °C para acelerar la
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reaccion. Transcurrido este tiempo los tubos de ensayo se dejaron
enfriar al ambiente y se agreg6 0,1 ml del reactivo Folin Ciocalteu y se
dej6 reposar por 10 min. Posteriormente se hicieron las lecturas en el
espectrofotometro UV-VIS Turner Barnstead con una absorbancia de
750 nm de longitud de onda. A la vez se obtuvo la curva de calibracion
para proteinas utilizando como muestra patron albumina sérica bovina

(Merck 112018).

(Absorbancia (nm))
1,2061

Peso Muestra (g)

Contenido Proteinas (%) = x100

[ Muestra seca 0,50 mg ]

&

[ Agregar 0,7 ml solucién Lowry ]

o

Bafio Maria 60 min a 40 °C

o

Agregar 0,1 ml Folin Ciocalteu

o

[ Incubacién 10 min ]

o

Lectura en espectrofotometro a
750 nm

Fig. 3 Flujograma del analisis de proteinas en Brachionus sp
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3.10.2. Determinacion de lipidos

El contenido de lipidos se determind segun metodologia modificada de
Bligh & Dyer (1959) y Marsh & Weinstein (1966) conforme a la Fig. 4.
Para ello se agreg6 de cada unidad experimental 0,50 mg de la biomasa
seca pulverizada de Brachionus sp a cada tubo de ensayo, y se adicioné
3 ml de solucion de cloroformo:metanol (1:2), se dejé reposar por 24 h
en refrigeracion a 5 °C bajo sombra. Luego se centrifugé a 10000 rpm
por 10 min, se elimin6 el sobrenadante y se evaporé lo restante del
solvente en un bafio Maria a 80 °C e inmediatamente se llevo a estufa
por 1 h a 105 °C para evaporar algun residuo de cloroformo, metanol o
agua. Luego se agrego 2 ml de acido sulfarico (H,SO4) concentrado y se
calenté a 200 °C por 1 h y dejandose enfriar a temperatura ambiente.
Por dltimo se realizaron las lecturas de absorbancia en
espectrofotometro UV-VIS a 375 nm de longitud de onda. La curva de

calibracion fue elaborada utilizando colesterol y acido oleico.

Absorbancia (nm)
1,8532

100
Peso Muestra (g) X

Contenido Lipidos (%) =
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Muestra seca 0,50 mg

O

Agregar solucién cloroformo:metanol
2:1

O

[ Centrifugar a 10000 rpm por 10 min
y eliminar sobrenadante

O

Secar a 80 °Cy agregar 2 ml de
250,

o

Calentar por 1 h a 200 °C y enfriar al
ambiente

O

Lectura en espectrofotometro a
350 nm

4

Fig. 4 Flujograma para la determinacion de lipidos en Brachionus sp

3.11. Registros de Parametros Ambientales del Cultivo de Brachionus sp

Se registraron diariamente en los cultivos la temperatura con un termometro
digital Oakton (0,1 °C), pH con un pH-metro digital Oakton (+0,01), salinidad
con un conductimetro digital HACH Sension 5 (£0,01 %o), oxigeno disuelto con
un oximetro digital HACH Sension 5 (+0,01 mgO- L™) y flujo del aire utilizando

un flujsmetro Cole Parmer (+10 ml min.™).

Durante la ejecucion del experimento se mantuvo el volumen de cada unidad
experimental a 350 ml, eliminando agua del medio o agregando agua destilada
de ser el caso y manteniéndose la salinidad en 35 %o.. Asimismo, el flujo de
aireacion en las unidades experimentales se mantuvo constante a 30 ml min*

aproximadamente cada una.
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3.12. Anélisis Estadistico

A todos los datos del crecimiento poblacional (densidad poblacional, tasa
especifica de crecimiento y tiempo de duplicacién diaria), proteinas y lipidos, se
aplic6 un andlisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre
promedios. Luego a estos se les aplico la prueba de Tukey HSD para
establecer el mejor promedio entre tratamientos en cada dia de cultivo. Para

todos los casos se utilizo un nivel de significancia de 0,05.

El proceso estadistico fue desarrollado utilizando los programas Microsoft

Office Excel 2010 y SPSS 20.0 para Microsoft Windows 7.
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IV.  RESULTADOS

4.1. Crecimiento Poblacional de Brachionus sp

4.1.1. Curvas de crecimiento poblacional

En la Tabla 4 y Fig. 10 se muestra los valores promedio de la densidad

poblacional de Brachionus sp durante los dias de cultivo.

Tabla 4. Densidad poblacional promedio (org. ml™") en los cultivos de

Brachionus sp durante los dias de cultivo.

DIiA DE EVP (mg ml™)
CULTIVO  CONTROL 1 2 3
0 20,0 +0,0? 20,0 +0,0? 20,0 +0,0? 20,0 +0,0%
1 33,7 +4,2° 32,0+2,0% 35,3 +2,5% 31,3+1,2%
2 46,3 +6,8? 49,7 +4,0% 54,3 +3,1% 46,3 +1,5°
3 81,3 +4,5° 85,3 +7,4%® 98,0 +5,3% 79,7 £3,1°
4 125,7 +7,82 115,7 +4,52 129,3 +2,52 124,0 +7,22
5 133,0+7,9° 118,7 +7,0° 151,7 +3,8° 135,3 +6,7%
6 139,3 +6,7" 134,3 +6,5° 167,3 +4,0° 152,7 +4,0°

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05).

Los experimentos se iniciaron con una densidad poblacional promedio
de 20 org. mI™* (p>0,05), los que se incrementaron al transcurrir los dias

del cultivo como se aprecian en la Tabla 4 y Fig. 5.
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Las densidades poblacionales promedio durante el primer dia de cultivo,
presentaron valores estadisticamente iguales (p>0,05) entre los 31,3 y
35,3 org. mlI™* en los tratamientos con 50, 100 y 150 mg mlI* de EVP,

respectivamente (Tabla 4 y Fig. 5).

175

150 1

DENSIDAD POBLACIONAL (org. mLt)

25

—+— CONTROL —A— 50 —e— 100 —— 150 EVP (mg ml™")

125 +

100 +

75 T

50 T

0 1 2 3 4 5 6

DIiA DE CULTIVO

Fig. 5 Curvas de crecimiento poblacional promedio en los cultivos de

Brachionus sp de todos los tratamientos.

En el segundo dia de cultivo se obtuvo valores estadisticamente iguales
(p>0,05) aunque los promedios numéricos mas altos estuvieron en los

tratamientos con 50 y 100 mg ml™* de EVP con 49,7 y 54,3 org. ml™.

Al tercer dia de cultivo se presentaron valores estadisticamente
diferentes (p<0,05) entre los tratamientos, teniendo las mayores

densidades promedio los tratamientos con 50 y 100 mg ml™* de EVP con
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85,3 y 98,0 org. ml*, respectivamente; mientras que los menores
promedios significativos (p<0,05) de las densidades poblacionales se
encontraron en los tratamientos con 150 mg mi™* de EVP y el control con

valores de 79,7 y 81,3 org. ml™, respectivamente.

Al final del cultivo (dia 6), se obtuvieron densidades poblacionales
promedio estadisticamente diferentes (p<0,05) para los cultivos de
Brachionus sp teniendo la mayor densidad poblacional el tratamiento con
100 mg ml™ de EVP con 167,3 org. ml™"; seguido por el tratamiento con
150 mg mlI* de EVP que presentd una densidad poblacional promedio
de 152,7 org. ml'*; valores que superan al tratamiento control 139,3 org.
ml™* mientras que la menor densidad poblacional se obtuvo con 50 mg

ml™* de EVP con un valor de 134,3 org. ml™

4.1.2. Tasa especificade crecimiento y tiempo de duplicacién
poblacional diario de Brachionus sp

En la Tabla 5 y Fig. 6 se observa la tasa especifica de crecimiento (u) y
tiempo de duplicacion (TD) poblacional diaria promedio de Brachionus sp

al sexto dia de cultivo en todos los tratamientos.
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Tabla 5. Tasa especifica de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion (TD)
poblacional diaria promedio en los cultivos de Brachionus sp en todos los

tratamientos.

EVP (mg ml™ )
PARAMETRO

CONTROL 1 2 3

U (dia™) 0,323+ 0,008™ 0,317 +0,008° 0,354 +0,004* 0,339 + 0,004%

TD (dia) 2,144 + 0,054 2,185+ 0,055° 1,958 +0,022% 2,047 + 0,027

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05).

@ (Dia?) = TD (Dia)

2,185

2,047
1,958

Control 50
EVP (mg ml™)

Fig. 6 Tasa especifica de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion (TD)

poblacional diaria en los cultivos de Brachionus sp en todos los tratamientos.

Los mayores promedios (p<0,05) de la tasa especifica de crecimiento
poblacional (1) al sexto dia se presentaron en los tratamientos con 100 y
150 mg mi™de EVP con valores de 0,354 y 0,339 dia™, respectivamente;

mientras que el menor promedio (p<0,05) se present6 en el tratamiento
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con 50 mg mi*de EVP con un valor de 0,317 dia™. El control present6

un promedio menor de 0,323 dia™.

En cuanto a la tiempo de duplicacién poblacional diaria (TD) se observé
gue el mayor promedio (p<0,05) se presento en el tratamiento con 50 mg
mi* de EVP con 2,185 dia; mientras que los menores promedios
significativos (p<0,05) estuvieron en los tratamientos con 100 y 150 mg

ml™* de EVP con valores de 1,958 y 2,047 dia, respectivamente.

4.2. Contenido de Proteinas y Lipidos en Brachionus sp

4.2.1. Contenido de proteinas
Se observa en la Tabla 6 y Fig. 7 los porcentajes promedio de proteinas
en peso seco de Brachionus sp al sexto dia del experimento en todos los

tratamientos.

Tabla 6. Porcentaje promedio de las proteinas en peso seco de Brachionus sp

al sexto dia de cultivo en todos los tratamientos.

] EVP (mg ml™)
PARAMETROS

CONTROL 1 2 3

Proteinas (%) 52,13 +0,67°¢ 54,74 +0,43" 57,19 +1,07° 57,35 +0,61°

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05). Porcentajes en base a peso seco.
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60

55

PORCENTAJE (%)

50

45 7

CONTROL 50 100 150
EVP (mg ml™)

Fig. 7 Porcentajes promedio de las proteinas en peso seco de Brachionus sp al

sexto dia de cultivo en todos los tratamientos.

Los mayores promedios significativos (p<0,05) del porcentaje de
proteinas al sexto dia de cultivo de Brachionus sp se presentaron en los
tratamientos con 100 y 150 mg ml™ de EVP con valores de 57,19 y 57,35
% en peso seco, respectivamente; mientras que el tratamiento con 50
mg mi™ de EVP presenté un menor valor con 54,74 % en peso seco. El
control presentdé el menor valor promedio significativo (p<0,05) con el

52,13 %.
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4.2.2. Contenido de lipidos

En la siguiente Tabla 7 y Fig. 8 se observan los porcentajes promedio
de lipidos en Brachionus sp al sexto dia del experimento en todos los

tratamientos.

Tabla 7. Porcentaje promedio de los lipidos en Brachionus sp al sexto dia de

cultivo en todos los tratamientos.

EVP (mg ml™)
PARAMETROS

CONTROL 1 2 3

Lipidos (%) 2439+0,44°  26,18+0,17° 26,56 +0,10° 26,74 +0,26°

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05). Porcentajes en base a peso seco.

30

25

PORCENTAJE (%)

20

15

CONTROL 50 100 150
EVP (mg ml™)

Fig. 8 Porcentajes promedio de los lipidos en Brachionus sp al sexto dia de

cultivo en todos los tratamientos.

26



En el sexto dia de cultivo de Brachionus sp (Tabla 7 y Fig. 8) los
mayores promedios (p<0,05) del porcentaje de lipidos en peso seco se
presentaron en los tratamientos dosificados 50, 100 y 150 mg ml™* de
EVP, con valores de 26,18; 26,56 y 26,74 %, respectivamente. El control
presentd el menor valor significativo (p<0,05) promedio de lipidos en

peso seco de Brachionus sp, con 24,39 %.

4.3. Eficiencia del EVP en la Densidad Poblacional, Proteinas y Lipidos

en Brachionus sp

Se aprecia en la Tabla 8, la eficiencia del EVP en la densidad poblacional,
porcentajes promedio de proteinas y lipidos en peso seco de Brachionus sp al

sexto dia del experimento en todos los tratamientos.

Tabla 8. Eficiencia del EVP en la densidad poblacional, proteinas y lipidos de

Brachionus sp al sexto dia del experimento en todos los tratamientos.

EVP (mg ml™)
PARAMETRO

CONTROL 1 2 3

EVP (mg L™ -- 50,0+0,0 100,0+0,0 150,0+0,0

T
org. ml 139,3+6,7 134,3+6,5 167,3+4,0 152,7+4,0

Densidad

(%) 100,00+ 0,00 96,67 +8,83 120,34+ 7,98 109,68 + 4,28
Lipidos (%) 100,00+ 0,00 107,35+1,68 108,90+ 2,12 109,65+ 2,76
Proteinas (%) 100,00+ 0,00 105,01 +1,27 109,72+2,73 110,02 + 2,47
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Comparando los tratamientos dosificados con EVP y el control, se obtuvieron
mayores valores en porcentaje de la densidad poblacional, lipidos y proteinas,
con 100 y 150 mg mi™ de EVP, y siendo el mejor tratamiento, para todos los
casos, el dosificado con 100 mg ml* de EVP dado la menor utilizacién de

nutrientes.

4.4. Parametros del Cultivo de Brachionus sp
4.4.1. Temperatura del cultivo
Se observa en la Fig. 9 y los Anexos 3 y 4, la temperatura de cada

tratamiento en los cultivos de Brachionus sp durante el experimento.

—+— CONTROL ——50 —-100 —»—150 EVP (mg ml™)
24,5

240 +

N
w
ul

TEMPERATURA (°C)

23,0 +

225 1

22,0

DIA DE CULTIVO

EVP: Ensilado de Visceras de pollo
Fig. 9 Variacion de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de Brachionus

sp de todos los tratamientos.

La temperatura en los cultivos de Brachionus sp durante el experimento
estuvo entre un minimo de 22,3 °C y un maximo de 24,1 °C (Fig. 9,

Anexos 3y 4), para todos los tratamientos.
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4.4.2. Salinidad del cultivo

La salinidad para todas las unidades experimentales se mantuvo en

valores promedio de 35,0 %o.

4.4.3. pHdel cultivo

Los valores del pH promedio en los cultivos de Brachionus sp se

observan en la Fig. 10 y Anexos 5y 6, durante los dias del experimento.

—+— CONTROL —A-50 —5-100 —x-150 EVP (mg mi™)
8,50

8,00 +

Z 750 1 \x\)

7,00 +

0 1 2 3 4 5 6
DIA DE CULTIVO

Fig. 10 Variacion del pH promedio en los cultivos de Brachionus sp de todos
los tratamientos.

Los cultivos se iniciaron con valores de pH similares (p>0,05) para todos

los tratamientos (Fig. 10) entre un minimo y maximo de 50 y 150 mg mi*

29



de EVP, respectivamente, y estos presentaron una variacion con el

transcurrir de los dias de cultivo.

Al final de la experiencia se obtuvieron promedios de pH
significativamente diferentes (p<0,05) entre los tratamientos (Fig. 10,
Anexos 5 y 6). Los menores promedios de pH se encontraron en los
tratamientos con 100 y 150 mg ml™ de EVP, con valores de 7,51 y 7,40,
respectivamente. Mientras que los mayores promedios de pH se
encontraban en los tratamientos con 50 mg mi™* de EVP y el control, con

valores de 7,56 y 7,68, respectivamente.

4.4.4. Oxigeno disuelto del cultivo
En la Fig. 11 y Anexos 7 y 8, se muestran los valores del oxigeno
disuelto promedio en los cultivos de Brachionus sp durante los dias del

experimento.
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—+—CONTROL ——50 ——100 —150 EVP (mg mi™)

7,00

6,75 T+

OXIGENO DISUELTO (mgO, L)

6,00

0 1 2 3 4 5 6
DIA DE CULTIVO

Fig. 11 Variacion del oxigeno disuelto promedio en los cultivos de Brachionus

sp de todos los tratamientos.

Los valores promedio del oxigeno disuelto en todos los tratamientos
estuvieron entre los 6,24 y 6,56 mgO, L' (Fig. 11, Anexo 8),
presentando valores estadisticamente iguales (p>0,05) al inicio y al final

del cultivo.
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V. DISCUSION

B. plicatilis puede ingerir diariamente entre 60 y 90 % de su peso seco,
mientras que B. rotundiformis puede ingerir hasta 160 % de su peso seco
(Navarro, 1999). Asi en el experimento, se asegurd que en los tratamientos se
tenga una minima concentracion de alimento diario y por esto la cantidad de
alimento dosificado no seria un factor que limite el crecimiento poblacional en

los cultivos.

Hirata et al. (1985), realizaron experiencias con cultivos masivos de Brachionus
plicatilis, registrando densidades desde los 100 a 200 org. ml™, pero utilizando
otras variables como una mayor cantidad de alimento, Fukusho (1989b) y
Pfeiffer & Ludwig (2002), encontraron densidades mayores a 1000 org. ml™. De
esto CENAIM (1999), menciona que de acuerdo al tipo y concentracion de
alimento se obtienen densidades de B. plicatilis entre 150 y 800 org. ml™; y
King (1977) encontr6 densidades poblacionales intermedias de 200 a 400 org.
mi ™.

En experiencias con cultivos masivos de Brachionus sp dandoles como
alimento microalgas, levaduras, bacterias fueron registrados densidades que
sobrepasan 1000 org. ml™ (Hirata, 1974). Siendo muy variable las densidades
poblaciones y que estan de acuerdo al tipo y cantidad de alimento dosificado,
los que segun Fernandez & Paredes (2007), las principales ventajas del uso de
ensilado biolégico (pescado) radica en su contenido proteico (18,46 %) y

presencia de acidos grasos poliinsaturados (34,15%), nutrientes que pueden
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mejorar la calidad nutricional de B. plicatilis y el mejor desarrollo del crecimiento
poblacional. En el experimento utilizando Ensilado de Visceras de Pollo (EVP),
encontramos que las mayores densidades estuvieron en los dosificados con
una mayor concentracién de alimento con 100 y 150 mg mi™* de EVP, siendo el
mayor promedio el obtenido con 100 mg ml™ con una densidad de 167,3 org.
|-1

ml™~, siendo posible la concentracion mas adecuada para la produccion de

Brachionus sp con EVP.

CENAIM (1999), sostiene que las hembras pueden producir hasta diez
generaciones de progenie antes que eventualmente mueran, y estos pueden
llegan a ser adultos después de 0,5 a 1,5 dia, a partir de la cual las hembras
empiezan a producir huevos cada 4 h aproximadamente, determinado también

por la temperatura de los cultivos.

El crecimiento poblacional de B. plicatilis depende también de la capacidad de
ingestion del alimento agregado en el medio de cultivo de dichos organismos.
De la Cruz (1995), sostiene que el tamafio del alimento mas apropiado para la
ingestion en B. plicatilis es de 6 um con preferencia entre 4 a 10 um. Asi,
Romero & Otero (2004) y Romero et al. (2006), alimentaron a B. plicatilis con
pastas de Chlorella sp centrifugada, la cual fue almacenada a 4 °C, y
obtuvieron densidades poblacionales de 214 y 250 org. ml™, respectivamente.
Esto demostraria que puede utilizarse alimento inerte en los cultivos de
rotiferos, como en el caso nuestro el EVP es un alimento de buenas
caracteristicas para ser utilizadas en los cultivos, como lo demuestra Pfeiffer &

Ludwig (2002), utilizando sistemas de cultivos de rotiferos que incluyen
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alimentacién continua con pasta o0 suspension inerte, encontraron que
alimentando B. plicatilis con pasta de Nannochloropsis sp, se obtienen mayores
densidades de rotiferos desde 500 a 1500 org. ml™, mientras que Gémez &
GoOmez (1997), utilizaron levadura de panificacion, obteniendo densidades de
60; 218 y 336 org. ml™*, respectivamente, demostrando la posibilidad de la
utilizacién del alimento interte, con buenos resultados como los obtenidos en el

presente trabajo de investigacion con EVP.

Cabrera (2008), trabaj6 con poblacionales de B. rotundiformis en quimiostato
de dos camaras, encontrando una tasa de crecimiento poblacional (u) de 1,2
dia™ para B. rotundiformis, en la fase estacionaria, la misma que cercana a
1,35 dia™ en la fase estacionaria de cultivos cerrados reportados por Pascual &
Yufera (1983) y Gama-Flores et al. (2005). En el experimento la mayor tasa
especifica de crecimiento se obtuvo en el tratamiento con 100 mg ml™ de EVP
con 0,354 dia™, valores menores que los mencionados por los autores pero
estos fueron tomados al sexto dia de cultivo, aunque estaria mas cercano al
obtenido por Abu-Rezeq (1987) para B. rotundiformis en la misma fase en
sistemas de cultivo continuo con un valor de 0,6 dia™, y en el rango de los
reportados por Bazan y San Miguel (2013), con 50 y 100 mg ml™ con rotiferos
alimentados con ensilado de concha de abanico, con un rango promedio de

0,283y 0,363 dia™.

Nuestros resultados fueron mayores a los reportados por Guevara et al. (2011),
gue alimentaron a B. plicatilis con pastas de Rhodomonas salina obtenidas por

centrifugacion y floculacién con quitosano los que indujeron un crecimiento del
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rotifero con una densidad méaxima de 320 org. ml* y tasa instantanea de
crecimiento de 0,23 dia™, y que los reportados por Rothaup (1985), trabajando
en sistemas continuos con B. rubens con 0,18 dia™. Estas diferencias reflejan
las particularidades de la ecologia evolutiva de las especies aun del mismo
género, asi como, el efecto de emplear distintos alimentos y condiciones
experimentales (Cabrera, 2008); concluyendo que este alimento mantiene su
calidad nutricional como alimento para B. plicatilis, lo que nos permite inferir
que el EVP es un alimento factible de utilizar y no se ve afectado en su

asimilacion por el rotifero Brachionus sp

En cuanto al tiempo de duplicacion, que implica el tiempo para que una
poblacion se incremente en un 100 %, Ahmed et al. (2010), encontraron que en
la fase logaritmica del cultivo de B. calyciflorus, el tiempo de duplicacion (TD)
presenté un valor de 2,26 dia. En nuestra investigacion, encontramos valores
menores a los mencionados por Ahmed et al. (2010), de 1,958 dia (100 mg ml™
EVP), a 2,185 dia (50 mg ml™); y cercanos a los encontrados por Bazan & San
Miguel (2013), con ensilado de concha de abanico (1,909 y 2,072 dia).
Nuestros resultados de TD evidencian que con 100 mg ml™* se encuentran en
un nivel éptimo con respecto a los dosificados con 50 y 150 mg ml™* de EVP,
siendo probable que el tratamiento con 50 mg ml* de EVP es insuficiente
como alimento y que con 150 mg mlI* de EVP sea excesiva, implicando
posible contaminacién o generacion de nitrégeno amoniacal producto de la
descomposiciéon del alimento no ingerido, lo que afecta la demanda del

crecimiento poblacional.
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Se ha estudiado la composicién quimica de los rotiferos alimentados con
microalgas y levaduras (Imada, 1980; Kitajima et al., 1980; Watanabe et al.,
1983), observandose que los rotiferos alimentados con Nannochloris contenian
un 75 % de proteina 'y 22 % de lipidos, en base al peso seco; mientras que los
alimentados con levadura obtuvieron un 71 % de proteina y 17 % de lipidos,
indicando que la composicién quimica del rotifero varia de acuerdo al alimento
ingerido, lo que estaria justificando las variaciones del contenido de lipidos y

proteinas de B. plicatilis observadas en los tratamientos con EVP.

Guevara et al. (2011), mencionan que el rotifero B. plicatilis, presenta una
composicion bioquimica de acuerdo a la calidad nutricional del alimento
suministrado, y reforzado esto Lubzens et al. (1995) y Dhert (1996), han
demostrado que la calidad nutricional de este organismo depende de la
composicion bioquimica de la microalga utilizada para su alimentacion, lo que
segun Fernandez & Paredes (2007), las principales ventajas del uso de un
alimento organico radica en su contenido proteico y lipidico, los que pueden

mejorar la calidad nutricional de B. plicatilis.

En el experimento encontramos que el contenido de proteinas fueron de 54,74
%, 57,19 % y 57,35 % en los dosificados con EVP con 50, 100 y 150 mg ml™,
respectivamente, y para lipidos con 26,18 %, 26,56 % y 26,74 % para los
mismos tratamientos, siendo la tendencia a mayor cantidad de nutrientes

mayor el contenido de aquellos.
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Olivera & Ramén (2011), utilizando ensilado de visceras de pescado,
encontraron que el contenido de proteinas totales en B. plicatilis en los cultivos
dosificados con 5 ml L™ fue mayor que en los demas tratamientos con un valor
de 59,17 % vy el dosificado con 10 ml L™ fue de 55,83 %. Del mismo modo,
utilizando ensilado de residuos blandos de concha de abanico, Bazan & San
Miguel (2013), encontraron un maximo valor al quinto dia de cultivo en los
tratamientos con 100 y 150 mg mi™ con 55,78 y 55,82 %, respectivamente;
siendo estos ultimos valores ligeramente inferiores al tratamiento con 100 mg
ml™* de EVP del presente trabajo y que present6 57,19 % y ligeramente menor

a lo reportado por Olivera & Ramon (2011).

@ie & Olsen (1997), encontraron que en B. plicatilis, el contenido de proteina
por rotifero se incrementa de un 60 a 80 % cuando la tasa de crecimiento
aumenta, demostrando que los niveles de proteinas totales son variables y
dependen de la alimentacion y las condiciones de crecimiento; Femandez-
Reiriz et al. (1993), reportan que B. plicatilis tiene un aproximado de 36,06 %
de proteina total, el mismo que es muy inferior a los obtenidos por otros
autores, indicando esta variabilidad. También, Srivastavaa et al. (2006),
cultivando B. plicatilis con levadura de pan, aceite de higado de bacalao y
Chlorella sp en proporcidon 65:25:15 en peso seco, respectivamente,
encontraron que las proteinas constituyeron un 50,6 %, por lo que el contenido
de proteinas en el experimento se incrementa de acuerdo al nivel de alimento
suministrado, obteniendo los mejores resultados con el tratamiento con 100 mg

mi™? de EVP.
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El contenido de lipidos en rotiferos también se encuentra influenciado por el
tipo de alimento suministrado, Caric et al. (1993), encontraron que los rotiferos
B. plicatilis alimentados con Nannochloropsis sp tenian de 11,1 a 17,2 % de
lipidos totales; mientras que los alimentados con levadura tuvieron de 10,3 a
19,4% de lipidos totales. Estos valores son menores a los determinados por
nosotros con valores de 26,18 %, 26,56 % y 26,74 % para los tratamientos con
50, 100 y 150 mg ml™* de EVP, respectivamente. Estos resultados comparados
a los nuestros, manifiestan notorias ventajas del uso de ensilado de visceras de
pollo, por ser mayores, incluso que los reportados por Blair (2005), que obtuvo
12,6% de lipidos en rotiferos alimentados con una dieta control con producto

INVE CS3000 y Nannochloropsis sp

Bazan & San Miguel (2013), alimentando B. plicatilis con ensilado de concha de
abanico obtuvieron menor porcentaje de lipidos en el tratamiento con 1 ml L™
(24,17 %); mientras que los mayores promedios se presentaron en los
tratamientos con 2 y 3 ml L (25,61 % y 25,57 %), siendo estos ligeramente

menores que los encontrados en el presente trabajo.

Asi encontramos que el contenido de lipidos presenta la misma tendencia que
las proteinas, con mayores valores en los tratamientos que fueron
suministrados con una mayor cantidad de EVP, probablemente debido a su
mayor disponibilidad en los dosificados con 100 y 150 mg ml™* de EVP, aunque
la eficiencia fue mejor con 100 mg mI™* de EVP debido a que fue utilizado una
menor cantidad de EVP que el alimentado con 150 mg ml™ de EVP, y los que

se obtuvieron porcentajes similares de lipidos.
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Nuestros resultados también fueron ligeramente superiores (26,18 a 26,74 %) a
los rangos obtenidos para rotiferos alimentados con Chlorella + levadura (20 a
22 %) y con solo levadura (22,19 %) por Lubzens et al., (1989); Naz, (2008), y
utilizando ensilado de visceras de pescado (23,68 a 27,86 %) por Olivera &
Ramén, (2011). Lo que nos permite concluir que el EVP es asimilable y que
ademas permite Optimos crecimientos con un nivel lipidico importante que
serviria como un buen alimento para larvas de organismos acuaticos. En
consecuencia, la utilizacion del EVP como alimento para Brachionus sp es
promisorio por los resultados obtenidos y que su calidad nutricional, por el
contenido de proteinas y lipidos, harian de éste un alimento vivo importante
para organismos acuaticos especialmente para la produccion de “semilla” que

es una etapa critica en los cultivos de peces.

CENAIM (1999), manifiesta que la temperatura en la cual generalmente se
cultiva Brachionus plicatilis, oscila entre 20 y 27 °C, con una salinidad entre 18
y 35 %o, pero los valores Optimos de estos parametros varian segun la cepa.
CENDES (1986) y Fukusho & Iwanoto (1980), refieren que la temperatura
Optima para el cultivo de B. plicatilis se encuentra entre 24 - 28 °C, y que a

menos de 15 °C y mayor de 35 °C los organismos no se reproducen.

En el experimento se mantuvo la temperatura en el rango de 22,3 y 24,1 °C,
valores similares a los reportados por CENDES (1986) y Fukusho & lwanoto
(1980), y dentro del rango de lo establecido por el CENAIM (1999). Aunque

Barnabé (1991), comparo 2 tipos de cepas de B. plicatilis, encontrando en una
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cepa japonesa con tasa maxima de crecimiento a los 27 °C, y una cepa
espafiola que alcanzé su tasa méxima de crecimiento a los 35 °C,
determinando que las dos cepas difieren esencialmente por el grado térmico
Optimo, ya que por fuera de dichos rangos decaen bruscamente, pero estos
valores son cercanos a los encontrados en el experimento, por lo que la
temperatura no ha sido un factor influyente en la determinacion de los

resultados.

La salinidad en los cultivos de rotiferos se debe mantener en lo posible en un
rango estable, aunque estos son osmorreguladores conformadores y pueden
tolerar salinidades que van desde 1 hasta 97 %0 (Epp & Winston, 1977; Fielder
et al., 2000), pero se cultivan a salinidades cercanas al agua de mar (35 %o). En
todas las unidades experimentales se mantuvo la salinidad en un valor de 35
%o, estando en los rangos establecidos por Epp & Winston (1977), Fielder et al.,
(2000) y Dabbagh et al. (2011), lo que no fue un parametro influyente en la

obtencién de los resultados.

Radwan (1984) y Abu-Rezeq et al. (1997), infieren que, los valores extremos de
pH pueden tener influencia decisiva sobre la produccion de los rotiferos y que
el pH se presenta como un factor que debe mantenerse en un rango medio de
7 a 8 preferiblemente. En la investigacion, al sexto dia de cultivo que se
presentaron valores promedio en el rango de 7,40 y 7,68, pero estos se
encuentran en los rangos éptimos para Brachionus sp, permitiendo realizar los
cultivos en condiciones ¢ptimas de pH y a la vez no tiene influencia

determinante en los resultados obtenidos.
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Yoshimura et al. (1996), investigaron los principales factores que inhiben o
limitan el cultivo de rotiferos, entre ellos destaca el oxigeno disuelto. De ello,
Wallace & Snell (1991), mencionan que los rotiferos del género Brachionus,
necesitan concentraciones de oxigeno disuelto por encima de 1,0 mgO, L™,
pero algunas especies de este género pueden tolerar por periodos cortos las
condiciones cercanas a la anoxia como lo encontrado por Yamasaki et al.
(1987) a 0,9 mgO, L™, aunque hubo influencia disminuyendo la tasa especifica
de crecimiento. En el trabajo de investigacion se procurd6 mantener los valores
de oxigeno disuelto por encima de 6 mgO, L™ con tal de mantener los valores

en el rango Optimo para el cultivo de la especie propuesta por los autores.
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VI.  CONCLUSIONES

La concentracion de harina de ensilado de visceras de Gallus gallus
domesticus “pollo” que mejor efecto tuvo sobre el crecimiento de Brachionus sp
fue la de 100 mg ml™ obteniendo una densidad de 167,3+4,0 org. ml™ seguida
por la concentraciéon de 150 mg mi™ con 152,7+4,0 org. ml™, evaluadas con un

nivel de significancia (p<0.05).

Los mejores valores de la tasa especifica de crecimiento poblacional promedio
en Brachionus sp se encontraron al sexto dia de cultivo en los tratamientos de

100y 150 mg mi™ de EVP, con 0,354+0,004 y 0,339+0,004 dia™.

Respecto al tiempo de duplicacion poblacional diaria promedio en Brachionus
sp al sexto dia de cultivo el menor tiempo se obtuvo con la concentracion de

100 mg ml™* con 1,958+0,022.

Las concentraciones de harina de ensilado de visceras Gallus gallus
domesticus “pollo” que mayo efecto tuvieron en el contenido de proteinas de
Brachionus sp fueron 100 y 150 mg mi’ con 57,19+1,07 y 57,35+0,61

respectivamente.

El contenido de lipidos en peso seco de Brachionus sp al sexto dia de cultivo
se obtuvieron valores similares para 50, 100 y 150 mg mi™ de EVP, con 26,18;

26,56 y 26,74 %, respectivamente.

Con respecto a los parametros crecimiento, tasa especifica de crecimiento,
tiempo de duplicacién, proteinas y lipidos se concluye que el Ensilado de

Visceras de Pollo es adecuado para el cultivo Brachionus sp.
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VIl. RECOMENDACIONES

v Evaluar el perfil de aminoacidos y acidos grasos utilizando concentraciones

de 50, 100 y 150 mg ml™* de EVP en el cultivo de Brachionus sp

v Determinar el tamafio de in6éculo adecuado en la densidad poblacional de

Brachionus sp utilizando concentraciones de 50, 100 y 150 mg mi™* de EVP.

v/ Evaluar el nimero de dosis de EVP en la densidad poblacional de

Brachionus sp utilizando concentraciones de 50, 100 y 150 mg ml™.

v Realizar un estudio de los costos de produccion de Brachionus sp utilizando

concentraciones de 50, 100 y 150 mg ml™ de EVP comparado con un cultivo

alimentado con Tetraselmis suecica.
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IX. ANEXOS
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Anexo 1 Hembra amictica de Brachionus sp observada en microscopio 6ptico
binocular Marca Olympus a 40x.

Anexo 2 Unidades experimentales de la investigacion en el laboratorio de
Cultivos de Especies Auxiliares.
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Anexo 3 Densidad poblacional (org. mi™) diaria de Brachionus sp durante el

cultivo en todas las unidades experimentales.

EVP (mg ml™
Dia de

) CONTROL 50 100 150
Cultivo

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0 20,0 20,0 200 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
1 29,0 350 37,0 30,0 32,0 34,0 33,0 38,0 350 30,0 32,0 320
2 41,0 44,0 54,0 46,0 49,0 54,0 51,0 57,0 550 46,0 48,0 450
3 77,0 810 86,0 77,0 880 91,0 94,0 104,0 96,0 83,0 770 790
4 132,0 117,0 128,0 111,0 116,0 120,0 127,0 132,0 129,0 132,0 118,0 122,0
5 139,0 124,0 136,0 112,0 118,0 126,0 149,0 156,0 150,0 141,0 137,0 128,0

6 141,0 132,0 145,00 128,0 141,0 134,0 163,0 171,0 168,0 157,0 149,0 152,0

Anexo 4 Tasa especifica de crecimiento (i) y Tiempo de duplicacion (TD)

poblacional al quinto dia de cultivo de Brachionus sp en todas las unidades

experimentales.

EVP (mg ml™)

PARAMETRO CONTROL 50 100 150

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

No (org. ml™") 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0

Nt (org.ml’l) 141,0 132,0 145,0 128,0 141,0 134,0 163,0 171,0 168,0 157,0 149,0 152,0

At (dia) 6 6 6 6 6 6

U (dia™) 0,326 0,315 0,330 0,309 0,326 0,317 0,350 0,358 0,355 0,343 0,335 0,338

TD (dia) 2,129 2,204 2,099 2,240 2,129 2,186 1,982 1,938 1,954 2,018 2,071 2,051
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Anexo 5 Porcentaje de proteinas en peso seco de Brachionus sp en todas las
unidades experimentales.

EVP (mg ml™)
PARAMETROS

CONTROL

50

100

150

Biomasa Muestra (mg) 0,51

0,52 0,54

0,51 0,52 0,53

0,50 0,52 0,52

0,51 053 0,51

Biomasa Total (mg L™ 20,40 20,80 21,60

Absorbancia
Proteinas (%)

Proteinas (mg L™)

21,25 21,67 22,08

25,00 26,00 26,00

23,18 24,09 23,18

0,321 0,331 0,335

0,334 0,346 0,350

0,352 0,353 0,357

0,350 0,365 0,357

52,19 52,78 51,44

10,65 10,98 11,11

54,30 55,17 54,75

11,54 11,95 12,09

58,37 56,28 56,92

14,59 14,63 14,80

56,90 57,10 58,04

13,19 13,76 13,45

Anexo 6 Porcentaje de lipidos en peso seco de Brachionus sp en todas las
unidades experimentales.

PARAMETROS

EVP (mg ml™)

CONTROL

50

100

150

Biomasa Muestra (mg) 0,51 0,52 0,54

Biomasa Total (mg L™) 20,40 20,80 21,60

Absorbancia
Lipidos (%)

Lipidos (mg L™

0551 0,52 0,53

0,50 0,52 0,52

051 053 0,51

21,25 21,67 22,08

25,00 26,00 26,00 23,18 24,09 23,18

0,226 0,236 0,248 0,247 0,251 0,259 0,246 0,257 0,255

0,255 0,260 0,253

23,91 24,49 24,78

4,88 5,09 5,35

26,13 26,05 26,37

555 5,64 5,82

26,55 26,67 26,46

6,64 693 6,88

26,98 26,47 26,77

6,25 6,38 6,21
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Anexo 7 Temperatura (°C) en los cultivos de Brachionus sp en todas las

unidades experimentales.

EVP (mg ml™)
Dia de
CONTROL 50 100 150
Cultivo
RI R2 RS3 RI R2 RS3 RI R2 RS3 RI R2 RS3
0 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234
1 237 239 233 238 233 235 231 235 233 232 236 233
2 228 231 229 231 230 234 235 229 231 234 231 232
3 239 237 234 235 235 233 236 238 234 23,1 234 236
4 223 22,4 228 223 227 229 224 226 227 223 227 22,6
5 233 234 232 233 238 234 231 233 237 236 231 230
6 23,7 236 241 236 239 235 234 240 239 23,7 238 24,1
Anexo 8 Temperatura promedio (°C) en los cultivos de Brachionus sp
DIA DE EVP (mg mI™)
CULTIVO  CONTROL 50 100 150
0 23,4 +0,0% 23,4 +0,0? 23,4 +0,0% 23,4 +0,0?
1 23,6 +0,3% 23,5 +0,3% 23,3 +0,2% 23,4 +0,2°
2 22,9 +0,2°2 23,2 +0,2° 23,2 +0,3?% 23,2 +0,2?
3 23,7 +0,3? 23,4 +0,1° 23,6 +0,22 23,4 +0,3?%
4 22,5 +0,3% 22,6 +0,3% 22,6 +0,2% 22,5 +0,2%
5 23,3+0,1% 23,5+0,3% 23,4 +0,3% 23,2 +0,3?
6 23,8 +0,3% 23,7 +0,22 23,8 +0,3% 23,9 +0,22

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05).
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Anexo 9 pH diario en los cultivos de Brachionus sp en todas las unidades

experimentales.

EVP (mg ml™)
Dia de
CONTROL 50 100 150
Cultivo
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 782 7,81 7,84 7,83 7,84 7,81 7,80 7,83 7,83 782 7,81 7,80
1 781 7,86 7,84 7,86 7,78 7,73 7,73 7,79 7,71 7,68 7,58 7,62
2 7,82 7,78 7,80 7,72 7,79 7,73 7,71 7,82 7,74 764 7,62 7,71
3 7,79 7,71 7,76 768 7,61 7,64 768 7,71 7,62 759 7,54 7,55
4 784 7,76 7,82 763 7,65 7,68 762 759 7,57 753 7,57 7,52
5 768 7,72 7,75 761 756 7,55 7,47 751 7,53 747 7,42 7,48
6 7,62 7,74 7,67 759 7,58 7,50 754 751 7,49 7,34 7,40 7,46
Anexo 10 pH promedio en los cultivos de Brachionus sp
DIA DE EVP (mg ml™)
CULTIVO  CONTROL 50 100 150
0 7,82 0,022 7,83 +0,02° 7,82 +0,022 7,81 +0,012
1 7,84 +0,03? 7,79 +0,072 7,74 +0,04%° 7,63 +0,05"
2 7,80 +0,02° 7,75 +0,04% 7,76 0,06 7,66 +0,05"
3 7,75 0,042 7,64 +0,04"° 7,67 +0,05% 7,56 +0,03¢
4 7,81 0,042 7,65 +0,03° 7,59 +0,03" 7,54 +0,03°¢
5 7,72 +0,042 7,57 +0,03° 7,50 +0,03" 7,46 +0,03°¢
6 7,68 +0,06° 7,56 +0,05% 7,51 +0,03" 7,40 +0,06°

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05).
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Anexo 11 Oxigeno disuelto diario (mgO, L™) en los cultivos de Brachionus sp
en todas las unidades experimentales.

EVP (mg ml™
Dia de
CONTROL 50 100 150
Cultivo
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 6,43 6,46 6,43 6,43 6,44 6,45 6,47 6,46 6,43 6,44 6,46 6,45
1 6,46 6,44 6,47 6,45 6,48 6,43 6,45 6,48 6,47 6,49 6,48 6,42
2 6,49 6,51 6,56 6,48 6,50 6,53 6,48 6,51 6,44 6,47 6,51 6,48
3 6,41 6,42 6,43 6,42 6,44 6,43 6,41 6,44 6,41 6,36 6,44 6,41
4 6,61 6,54 6,53 6,54 6,52 6,55 6,47 6,54 6,53 6,43 6,46 6,35
5 6,40 6,43 6,40 6,40 6,47 6,42 6,34 6,22 6,40 6,33 6,13 6,26
6 6,39 6,36 6,31 6,34 6,31 6,27 6,31 6,33 6,36 6,24 6,32 6,28
Anexo 12 Oxigeno disuelto promedio (mgO, L™) en todos los cultivos de
Brachionus sp
DiA DE EVP (mg ml™)
CULTIVO  CONTROL 50 100 150
0 6,44 +0,02° 6,44 +0,01° 6,45 +0,02° 6,45 +0,012
1 6,46 +0,02° 6,45 +0,03? 6,47 +0,02° 6,46 +0,042
2 6,52 +0,04° 6,50 +0,03? 6,48 +0,04° 6,49 +0,022
3 6,42 +0,01° 6,43 +0,01° 6,42 +0,02° 6,40 +0,042
4 6,56 +0,04° 6,54 +0,02° 6,51 +0,04%° 6,41 +0,06"
5 6,41 +0,02% 6,43 +0,04° 6,32 +0,09%° 6,24 +0,10°
6 6,35 +0,04° 6,31 +0,04° 6,33 +0,03? 6,28 +0,042

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (p<0,05).
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