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RESUMEN

En la produccién de alimento vivo, representado principalmente por microalgas, se buscan nuevas técnicas de
medios de cultivo para sustituir las férmulas tradicionales en aras de reducir costos. Teniendo en cuenta esto, se
usé un medio no convencional (fertilizantes industriales) para producir las microalgas Isochrysis galbana y Nan-
nochloropsis sp. en cultivos estaticos, y se alcanzaron densidades de 7,5 x 10°cel mL™ de Nannochloropsis sp. en
1000 Ly 0,265 x 106 cel mL™ de /. galbana en 250 L. Hubo un crecimiento exponencial, que se alcanzé entre los
tres y los ocho dias, en que se duplicaron las densidades iniciales. Se sugiere cosechar en lapsos cortos (hasta cua-
tro dias), debido a la proliferacién de contaminantes y la disminucién de la calidad de las células con el tiempo.
Se concluye que el medio disefiado para el enriquecimiento del cultivo es una alternativa viable para la produc-
cion de las microalgas que permite satisfacer la demanda alimenticia en el levante de larvas de peces marinos.
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ABSTRACT

In the production of live food, represented mainly by microalgae, this seeks new techniques of culture media, with
the substitution of traditional formulas, in favor of a reduce costs. Unconventional medium (industrial fertilizers)
was used to produce the microalgae Isochrysis galbana and Nannochloropsis sp. from static cultures, reaching
densities of 7,5 x 10° cells mL™ of Nannochloropsis sp. in 1000 L and 0,265 x 10° cells mL™ of I. galbana in 250 L.
Exponential growth was achieved between 3 and 8 days, doubling the initial densities. It is suggested to harvestin
short periods (up to 4 days), due to the proliferation of contaminants such as protozoa and bacteria, and decrease
the quality of the cells over time. It is concluded that the medium designed for the enrichment of the crop, is a
viable alternative for the production of microalgae, allowing to satisfy the food demand in the raising of marine

fish larvae.
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INTRODUCCION

En el desarrollo larvario de peces es esencial tener un
laboratorio destinado a la produccién y mantenimien-
to de variedad de alimento vivo, denominado culti-
vos auxiliares o de presas vivas, alimento representa-
do principalmente por microalgas (Barrera, De Lara,
Castro, Castro y Malpica, 2003). En estos cultivos, los
reactivos empleados, la mano de obra calificada y la
infraestructura adecuada representan altos costos,
lo que hace necesario estandarizar nuevas técnicas y
medios de cultivo que reduzcan los costos de produc-
cion (Nieves, Voltolina, Lopez, Cisneros y Pifia, 2000).

Las microalgas (fitoplancton) aportan polisacaridos,
aminodcidos, enzimas y proteinas que varian en can-
tidad segun la especie, por lo que son implementadas
como mezcla para satisfacer todos los requerimientos
nutricionales de organismos en cultivo como peces y
crustaceos (Barrera et al., 2003). Asi, la Nannochlo-
ropsis sp. tiene células pequenas redondeadas de 2 a
4 um sin flagelos, sin contenido de DHA, pero con al-
tas concentraciones de EPA, proteinas y carbohidratos
(Velasco, Carrera y Barros, 2008). Por otro lado, la Iso-
chrysis galbana es una microalga con células ovoides
de 5 a 7 um, con dos flagelos y rica en DHA, benéfi-
co para el crecimiento y desarrollo de larvas de peces
marinos (Coutteau, 1996) y zooplancton (Hoff y Snell,
1993).

Ante la dificultad del sector de la acuicultura marina
de lograr un abastecimiento adecuado de juveniles

(semillas), y dada la continuidad de los sistemas de
produccion, es necesario mantener la cantidad sufi-
ciente de alimento de calidad que requieren los culti-
vos de peces, implementando nuevos medios de enri-
guecimiento y minimizando costos, sin que ello aten-
te contra una alta produccién. El presente estudio
tuvo como objetivo probar un medio no convencional
para masificar . galbanay Nannochloropsis sp., enfo-
cado en la alimentacién de larvas de peces marinos.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivos de microalgas marinas se realizaron en
el Laboratorio de Acuicultura, en el area de Alimento
Vivo del Centro de Investigacion, Educacién y Recrea-
cion, en Cartagena, Colombia. Las cepas de /. galbana
y Nannochloropsis sp. fueron adquiridas en Ceniacua
(Cartagena, Colombia). Para el enriquecimiento de es-
tas se utilizé el medio no convencional compuesto por
fertilizantes agricolas: 0,02 mL nutrifoliar completo,
0,065 g de urea, 0,05 mL de triple 15y 1 mL de vitami-
na (neurobién y complejo B) por cada litro de agua de
mar filtrada, autoclavada para volumenes menores y
clorada para volimenes mayores.

Las microalgas se cultivaron en el medio enriquecido
mediante una serie de incremento de voliumenes: 10
mL, 250 mL, 500 mL, 2L, 15L,30L,250Ly 1000 L. La
tasa de crecimiento y los tiempos de siembra se cal-
cularon utilizando la ecuacién de velocidad especifi-
ca (W) a partir de la concentracién celular (expresada
como el numero de células por mililitro) de muestras
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diarias de cada volumen de siembra. Se registro la ca-
lidad de las células (movilidad, forma y presencia de
contaminantes) durante ocho dias con un microsco-
pio compuesto, una cdmara de Neubauer de 0,1 mm
de profundidad, y la ecuacién (1) utilizada para eva-
luar dichos datos,
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donde N,y N, es la concentracién celular registrada
al inicio y al final de un intervalo de tiempo (t). Esta
ecuacion permite identificar la fase exponencial como
aquella en la que la velocidad de crecimiento adquie-
re su valor maximo, tiempo propicio para la cose-
cha, después del cual las condiciones son subdptimas

(Arredondo y Voltolina, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los fertilizantes agricolas se consideran una alternati-
va econdmica para reducir los costos de produccién.
En un cultivo estatico de microalgas, y hasta 20 L, es
recomendable el uso de medios analiticos, pues los
medios no convencionales o simplificados pueden
afectar el crecimiento de la microalga y su composi-
cién cambiando el contenido de varias fracciones or-
gdanicas (Peraza, 1997). En este estudio fue una alter-
nativa que permitio satisfacer la demanda alimentaria
de los primeros estadios de las larvas. Transcurridos
cuatro dias de la inoculacion o siembra, los resulta-
dos fueron visibles en niumero y calidad de las células
de I. galbana y Nannochloropsis sp. (figura 1, a y b):
alcanzaron densidades de 7,5 x 106 cel mL™ de Nan-
nochloropsis sp. en 1000 Ly 0,265 x 10°cel mL™ de /.
galbana en 250 L.

Figura 1. Cultivo de células después de cuatro dias de la siembra en medio no convencional. a. I. galbana. b. Nannochloropsis sp.

En Pifia, Medina, Nieves, Leal, Lopez y Guerrero
(2007), cuando se trabajo con Isochrysis sp. y los me-
dios F/2 de Guillard y Ryther, urea y Nutrilake, no se
encontraron diferencias significativas en la densidad
celular de los tratamientos. Se obtuvieron mayores
concentraciones con fertilizantes comerciales, simila-
res a los registrados por Nieves, Voltolina, Lopez, Cis-
neros y Pifia (2000), quienes enriquecieron las micro-
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algas con productos de naturaleza zeolitica (PNZz). Sin
embargo, en estos estudios se trabajé sobre cultivos
a gran escala y no en cultivo estatico. En contraste,
Valenzuela, Lafarga, Millan y Nufiez (2005) trabaja-
ron con Rhodomonas sp., evaluaron el crecimiento y
composicion en cultivo estatico con F/2 de Guillard y
Ryther y fertilizantes agricolas, y observaron un cre-
cimiento no diferencial en ambos medios y una leve
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disminucién en las fracciones de carbohidratos y lipi-
dos en la fase exponencial.

Esto permite inferir que el medio no convencional tra-
bajado es una alternativa para la maricultura, no solo
por las densidades alcanzadas, sino por el sosteni-
miento del cultivo o stocks, sin afectar el siguiente es-
labdn de produccidn (zooplancton y larvas de peces).

A pesar de las medidas tomadas para el manejo del cul-
tivo desde el cepario de Nannochloropsis sp. y en volu-
menes mayores a 2 L en I. galbana, la contaminaciéon
por protozoarios y bacterias fue recurrente: al menos
el 30 % en el cepario y un 50 % en volimenes mayo-
res. Las fuentes de contaminacion incluyen el sistema
de aireacidn, los nutrientes, insectos, el agua, la crista-
leria y los tanques de siembra (Hoff y Snell, 1993). La
intensidad luminica y la temperatura son los factores
de mayor incidencia en la fotosintesis y en el crecimien-
to de las microalgas, pero también influyen en los con-
taminantes bioldgicos (bacterias, zooplancton, virus y
microalgas). Los ajustes de estos aspectos al rango dpti-
mo de las microalgas desmejoraran los riesgos de con-
taminacién (Wang, Zhang, Chen, Wang y Liu, 2013).

Partiendo de inéculos con densidades no mayores a
dos millones de cel mL™ de I. galbana, la fase expo-
nencial de crecimiento se alcanzd entre el tercero y el
séptimo dia, plazo en se llegd a duplicar la concentra-
cioén inicial. Los diferentes volumenes de siembra ad-
quirieron su tonalidad caracteristica (dorado o amari-
llo un poco oscuro) al tercer y cuarto dia. Después de
este tiempo dicho color se fue perdiendo, formando
un precipitado marrén en el fondo, que indica muerte
celular. Se determind proceder a la inoculacion en el
dia séptimo; sin embargo, la calidad de la cepa de /.
galbana no fue la mejor, debido a que presentd poca
movilidad y células irregulares. Asimismo, la canti-
dad de competidores, como bacterias y protozoos,
aumentd, y un mayor tiempo de transferencia (siem-
bra) de un volumen a otro condjujo a la caida del ni-
vel superior en un tiempo menor. Algo similar ocurrié
con la Nannochloropsis sp.: partiendo de densidades
mayores a tres millones de cel mL™ se alcanzd la fase
exponencial entre tres y ocho dias. El objetivo de cul-
tivar microalgas es alcanzar densidades celulares mas
altas en periodos cortos de tiempo (Creswell, 2010).

Cuando las células del inéculo no se encuentran en
condiciones metabdlicas adecuadas, la reproduccidn
se hace mas lenta, por lo cual el cultivo no sera exito-
so (Arredondo y Voltolina, 2007). La microalga, desde
el cultivo estdtico presenta contaminacion por proto-
zoarios, lo que afecta el metabolismo por la compe-
tencia generada; eso explica la lentitud para alcanzar
la fase exponencial.

CONCLUSIONES

El medio disefiado resultd ser una alternativa viable
para la produccién de las microalgas, desde el cultivo
estatico, algo que se refleja en la calidad y densidad
celular alcanzada: 0,265 x 10°cel mL™ de I. galbana
en 250 Ly 7,5 x 10°cel mL™ de Nannochloropsis sp.
en 1000 L.

Los tiempos de transferencia de los inéculos no de-
ben sobrepasar los cuatro dias. Transcurrido este
tiempo, la viabilidad de las células decae y son mas
afectadas por contaminantes como protozoos y bac-
terias, que afectan la calidad del cultivo y el siguien-
te eslabdn de produccién.
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