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RESUMEN

Oyuela, E. 2005. Evaluacion de la concentracion y dafio fisico a Chaetoceros gracilis en
la centrifugacion. Proyecto especial de Ingeniero Agronomo en Ciencia y Produccion
Agropecuaria, Zamorano, Honduras.

En los laboratorios especializados las larvas de camardon de mar se alimentan con
microalgas producidas en cultivos. En Granjas Marinas Larvicultura (GML), un
laboratorio comercial para la produccion de larvas del camardén blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei, se utilizan tres especies de algas para alimentar los diferentes
estadios larvarios. De las tres especies, la mas resistente al manejo es Chaetoceros
gracilis. El objetivo del estudio fue evaluar la concentracion y el dafio fisico causado a
Chaetoceros gracilis durante el proceso de centrifugacion. El estudio se llevé a cabo en
las instalaciones de GML, ubicado en Los Delgaditos, Marcovia, Choluteca, Honduras,
durante los meses de abril a mayo de 2005. Se utilizaron nueve tratamientos
comprendidos en tres tiempos de centrifugacion (5, 10 y 15) con tres velocidades (1000,
2000 y 4000 rpm) y con seis repeticiones de cada uno. Se utiliz6 un Disefio
Completamente al Azar con un arreglo factorial (3 X 3), un andlisis de varianza
(ANDEVA) y una separacion de medias (LSD) empleando un nivel de significancia de P
< 0.05. Las variables medidas fueron: la cantidad total de células concentradas, la
cantidad de células concentradas dafiadas y la cantidad de células sanas en cada tubo de
ensayo después de la centrifugacion. La centrifugacion funcioné6 como proceso para
concentrar las algas. La cantidad total de células concentradas y las danadas fue
directamente proporcional con la velocidad y el tiempo de centrifugacion. Con el
tratamiento de 15 minutos y 4000 rpm de centrifugacion se logré concentrar 92% de las
células con 30% de células dafiadas y 70% sanas.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, microalga, tiempo, velocidad.
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1. INTRODUCCION

El cultivo moderno de camar6n de mar es una actividad desarrollada en los ultimos 35
afios. Esta actividad ha contribuido al progreso econdémico de los paises involucrados
proveyendo divisas y generando nuevos empleos.

En América, la especie de mayor importancia es el camarén blanco del Pacifico
Litopenaeus vannamei. Esta especie esta distribuida geograficamente en las aguas costeras
del Pacifico, desde California hasta Pera (Meyer y Martinez 2003).

La primera etapa larvaria del camaron es el nauplio, que se nutre del contenido del saco
vitelino del huevo. El nauplio pasa por cinco estadios que duran entre 36-48 horas en
total. La segunda etapa larvaria es la zoea de cinco estadios con una duracion de 120 horas
y consume fitoplancton (Meyer 2004). La tercera y ultima etapa larvaria es la mysis con
habitos alimenticios que cambian de fitoplanctivoros a mayormente zooplanctivoros.

En los laboratorios especializados en la cria de larvas, la zoea se alimenta con microalgas
producidas en cultivos. En las dos ultimas etapas la larva se alimenta de fitoplancton y se
requiere suministrarles alimento de microalgas libre de organismos competidores como
los protozoarios. Las algas son un componente importante en la dieta de las larvas de los
camarones (Almaguer et al. 2004). El término microalga se refiere a los microorganismos
unicelulares que contienen clorofila u otros pigmentos fotosintéticos.

Las microalgas son ingeribles y digeribles por multitud de larvas y estadios juveniles de
moluscos, crustaceos y peces (Nieves 1992). Son capaces de convertir sales inorganicas
en compuestos organicos por medio de la fotosintesis y son alimento vivo idéneo para las
larvas de camardn (Ramos y Salazar 1990).

Las diatomeas o algas de color café, son especialmente importantes en la alimentacion de
larvas de crustaceos por su contenido de silice y su capacidad de formar pequeiias
colonias. Las diatomeas son cultivadas para alimentar a las larvas de camarén en los
laboratorios especializados (Almaguer et al. 2004).

En Granjas Marinas Larvicultura (GML), un laboratorio comercial para la produccion de
larvas del camardn blanco del Pacifico, se utilizan tres especies de algas para alimentar los
diferentes estadios larvarios. Estas son Chaetoceros gracilis, Tetraselmis sp. y
Thalassiosira weissflogii.

De las tres especies, la mas resistente al manejo es Chaetoceros gracilis (Filo
Chrysophyta) referida como CHE, de color café y unicelular. CHE es utilizada como



alimento vivo para las larvas del camaron desde el estadio de nauplio cinco hasta la mysis
uno (Galeas 2004).

En GML la produccion de algas es a diario, asi el atraso de un dia afecta la produccion de
dias posteriores. Por ejemplo, existen momentos cuando la produccion de algas es
afectada por practicas de mantenimiento en las areas de produccion, perturbando las
primeras fases en la elaboracion de dicho alimento.

Existe la necesidad en GML de guardar algas en gran cantidad pero de manera
concentrada para permitir reducir el tiempo de elaboracién de la misma para cuando se
presenten inconvenientes. Para esto es necesario concentrar las algas en estado viable.

Una centrifuga es un aparato que separa particulas que estan en solucion. En la biologia,
estas particulas pueden ser células, organulos subcelulares o0 macromoléculas (Rodriguez
2003). La centrifugacion es un método basado en las propiedades de sedimentacion de
particulas en relacion a su masa y para la separacion de particulas de una suspension
(Tood 1988).

En el presente experimento tuvo el objetivo de evaluar la concentracion y el dafio fisico
causado a Chaetoceros gracilis durante ¢l proceso de centrifugacion.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion

El estudio se llevo a cabo en las instalaciones de GML, ubicado en Los Delgaditos,
Marcovia, Choluteca, Honduras, durante los meses de abril a mayo de 2005.

2.2 Manejo de Chaetoceros gracilis

Todas las algas para este ensayo fueron extraidas de los cultivos masivos (en tanques de
16,000 L capacidad) manejados en GML. En el momento de tomar cada muestra de algas,
se estimaba que el cultivo masivo contenia una poblacién equivalente a 1 x 10° de
células/ml.

La densidad poblacional de la CHE se determin6 mediante un conteo con un microscopio
empleando un hemacitometro. El hemacitometro es una camara de conteo dividida en
cuadrantes, util en el conteo de células.

El conteo consisti6 en colocar 0.1 mm’® de la muestra en el hemacitometro y con un
microscopio contar las células que se encontraban en los cuadrantes. La cantidad de
células resultantes se multiplicd por dos y luego por mil, dando como resultado el nimero
de células por mililitro. Para saber el nimero exacto de células contenidas en la muestra
original, se realizo un conteo similar con una muestra tomada del cultivo masivo.

Cincuenta y cuatro tubos de ensayo fueron lavados y esterilizados en agua caliente (94°
C) durante siete minutos para evitar la contaminacion de los mismos. Una vez hecho el
conteo de la poblacion original de algas, se procedio a llenar seis tubos de ensayo para
cada uno de los tratamientos con 25 ml de la muestra para su posterior centrifugacion.

Cada vez que se centrifugaban los seis tubos correspondientes a cada tratamiento se
realizo el conteo de algas (repeticion) para saber la cantidad de células que se encontraban
todavia suspendidas en el agua supernatante.

Para evaluar las células concentradas se procedidé a eliminar el liquido supernatante
conteniendo algas en suspension por medio de una pipeta. Se afiadio 10 ml de agua
filtrada al tubo de ensayo para diluir y resuspender la muestra de algas concentradas.
Después se procedio a realizar el conteo de las algas resuspendidas en una sub-muestra de
0.1 mm’ para el conteo de células.



Durante el conteo de las células resuspendidas en agua y en el examen microscéopico de
ellas, se pudo diferenciar entre células sanas y células dafiadas. Si la pared de una célula
estaba rota o la célula se encontraba vacia, se calificaba como dafiada.

2.3 Disefio experimental

El ensayo consistidé en un Disefio Completamente al Azar con un arreglo factorial (tres
tiempos de centrifugacion x tres velocidades). Cada tratamiento tenia seis repeticiones
(Cuadro 1).

Los rotores de las centrifugas son diferentes y por esta razon se recomienda usar la fuerza
centrifuga relativa (FCR) en lugar de revoluciones por minuto (rpm) para permitir
estandarizar la informacion (Lopez 2005). La FCR se expresa en gravedades y su
ecuacion de equivalencia es:

FCR = 0.00001118 x r x (rpm)

En donde: r = el radio del rotor en centimetros

Cuadro 1. Distribucion de los tratamientos en el disefio experimental factorial 3 x 3.

Velqcidad d,e Tiempo de Centrifugacion (minutos)
centrifugacion
(rpm) 5 10 15
1000 5+ 1000 10 + 1000 15+ 1000
2000 542000 10 +2000 15 +2000

4000 5+4000 10 + 4000 15 +4000




2.4 Analisis estadistico

Se hizo un analisis de varianza (ANDEVA) y una separacion de medias (LSD)
empleando un nivel de significancia de P < 0.05 para detectar diferencias entre el nimero
de células concentradas, danadas y sanas por la centrifugacion. Se hizo una regresion
entre el tiempo de centrifugacion y el nimero de células concentradas, de células danadas
y células sanas después de la centrifugacion.

2.5 Variables medidas
Las variables medidas en el estudio incluian:

e la cantidad de células concentradas en cada tubo de ensayo después de la
centrifugacion

e la cantidad de células concentradas que resultaron dafiadas en cada tubo de ensayo
después de la centrifugacion

e la cantidad de células concentradas sanas en cada tubo de ensayo después de la
centrifugacion.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CELULAS CONCENTRADAS

El proceso de centrifugacion fue efectivo para concentrar las algas (Cuadro 2). En general,
la cantidad de células concentradas aumento en relacion directa con la velocidad y tiempo
de centrifugacion (Figura 1). Esto coincide con lo investigado por Revilla (1985) quien
reporta que el aumento en la velocidad resulta en una mayor concentracion.

Se obtuvo el mayor nimero de células concentradas con 4000 rpm, equivalente a unos
2638 gravedades (Cuadro 2). Con 4000 rpm se logréd concentrar mas del 75% de las
células en cada muestra procesada. El mayor numero de células concentradas fue
observado con 15 minutos y 4000 rpm de centrifugacion.

Los tratamiento 5 + 1000, 10 + 1000, 15 + 1000 y 5 + 2000 (Cuadro 2) fueron los que
presentaron la menor cantidad de células concentradas debido a que en ellos se utilizé una
menor velocidad de centrifugacion. No se encontrd diferencia significativa entre estos
tratamientos, pero si con respecto a los demas. El tratamiento 5 + 1000 fue el que resultd
en el menor numero de células concentradas, puesto que en el se utilizd la menor
velocidad y menor tiempo de centrifugacion.

3.2 CELULAS CONCENTRADAS DANADAS.

El proceso de centrifugacion resultd en un porcentaje de células de CHE danadas en cada
combinacion de velocidad y tiempo (Cuadro 2). En general, la cantidad de células dafiadas
aument6 en relacion directa con la velocidad y tiempo de centrifugacion (Figura 2). Esto
concuerda con Reina (2005), quien menciona que al trabajar a una mayor velocidad y
tiempo de centrifugacion, se obtiene menor numero de organulos intactos o no dafiados.

Los tratamientos 5 + 1000, 10 + 1000, 15 + 1000 y 5 + 2000 resultaron en menos del 10%
de células concentradas y dafiadas. Estos fueron los tratamientos con el menor efecto
negativo sobre la viabilidad de las algas por la centrifugacion. El tratamiento 5 + 1000
resultd en el menor nimero de células dafiadas debido a la menor velocidad y tiempo de
centrifugacion empleadas. Sin embargo, no hubo diferencia significativa en la cantidad de
células danadas entre 5 + 1000 y los tratamientos 10 + 1000 y 15 + 1000.

Los tratamientos 5 + 4000, 10 + 4000 y 15 + 4000 (Cuadro 2) resultaron en el mayor
numero de las células dafiadas por la centrifugacion. El tratamiento 15 + 4000 fue el que



presentd el mayor numero de células dafiadas debido al empleo de la mayor velocidad y
mayor tiempo de centrifugacion.

3.3 CELULAS CONCENTRADAS SANAS.

En general, la cantidad de células sanas o no danadas, disminuyd significativamente en
relacion al incremento de la velocidad y el tiempo de centrifugacion (Figura 3). Los
tratamientos 5 + 1000, 10 + 1000, 15 + 1000 y 5 + 2000 (Cuadro 2) fueron los que
presentaron el mayor niumero de células sanas. Esto concuerda por lo dicho por Reina
(2005), quien menciona que al trabajar a una menor velocidad y tiempo de centrifugacion
se obtiene un mayor nimero de particulas sanas.

El tratamiento 5 + 1000 fue el que resultd con un mayor nimero de células sanas, debido
a que en el se usod la menor velocidad y tiempo de centrifugacion. No hubo diferencia
significativa entre los resultados obtenidos con TRT 5 + 1000 con respecto a los
tratamientos 10 + 1000, 15 + 1000 y 5 + 2000.

Los tratamientos 5 + 4000, 10 + 4000 y 15 + 4000 (Cuadro 2) fueron los que presentaron
los menores numeros de células sanas, debido a que en ellos se emple6 la mayor
velocidad de centrifugacion. Al mismo tiempo no existié diferencia significativa entre
ellos. El tratamiento 15 + 4000 fue el que presentd el menor nimero de células sanas
debido a la mayor velocidad y tiempo de centrifugacion empleados.

Cuadro 2. Efecto de la centrifugacion sobre la cantidad de células de Chaetoceros
gracilis concentradas, concentradas dafiadas y concentradas sanas después del proceso de
centrifugacion. Los datos presentados son por cada ml del cultivo masivo de algas con
poblacién original de 1x10° cel/ml.

Medias células Medias células

Tratamiento Medias células
concentradas concentradas concentradas
Minutos rpm Gravedades dafiadas sanas
15 4000 2683.2 928,333 a” 281,667 a” 646,667 a *
10 4000 2683.2 861,673 ab” 234,333 ab " 627,333 a”
5 4000 2683.2 771,667 bc » 197,000 be 574,667 ab
15 2000 670.8 735,000 ¢~ 182,333 bc " 552,667 ab *
10 2000 670.8 680,000 ¢ © 160,000 ¢ 520,167 b~
5 2000 670.8 436,667 d » 82,500d " 354,167 c ™
15 1000 167.7 416,667 d " 50,333 de © 366,333 ¢
10 1000 167.7 410,000 d » 32,000 de » 378,000 ¢ ”
5 1000 167.7 345,000 d " 16,833 ¢ " 328,167 ¢/

" Valores en columnas seguidos de diferentes letras son significativamente diferentes (P <0.05).
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Figura 1. Relacion entre la cantidad de células Chaetoceros gracilis concentradas y el
tiempo y velocidad de centrifugacion.
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Figura 2. Relacion entre la cantidad de células Chaetoceros gracilis concentradas
dafiadas y el tiempo y velocidad de centrifugacion.
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Figura 3. Relacion entre la cantidad de células Chaetoceros gracilis concentradas sanas y
el tiempo y velocidad de centrifugacion.



4. CONCLUSIONES

La centrifugacion funcioné como proceso adecuado para concentrar las algas.

La cantidad de células concentradas y de células dafiadas fue directamente proporcional a
la velocidad y el tiempo de centrifugacion.

En el tratamiento 5 + 1000 (168 gravedades) se observo la menor cantidad de células
concentradas y dafiadas.

El tratamiento 15 + 4000 (2683.2 gravedades) fue el mejor, ya que resultdé en 92% de
células concentradas, con 30% de estas células dafiadas y 70% sanas.



5. RECOMENDACIONES

Realizar nuevos estudios con mayores revoluciones por minuto (rpm) de centrifugacion.

Realizar pruebas para comprobar que las células identificadas como sanas son realmente
viables, para producir a partir de ellas.
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