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El término acuicultura abarca todas aquellas actividades que
tienen por objeto la produccion, crecimiento (desarrollo) y
comercializacion de organismos acuaticos, animales o vegetales, de
aguas dulces, salobres o saladas (Barnabé, 1991). Segun esta
definicion, pueden distinguirse tres tipos de acuicultura en funcién del
medio en el que tienen lugar: 1) acuicultura en agua dulce, la que tiene
lugar con especies originarias de biotopos continentales de escasa
salinidad; 2) acuicultura en aguas salobres, con especies propias de
aguas de salinidades intermedias; 3) la acuicultura marina,
correspondiente a especies de origen marino. A nivel global, la mayor
parte de la produccion acuicola de pescado, crusticeos y moluscos
proviene de la acuicultura en agua dulce, representando el 57,7% de la
produccion total en peso en el afio 2002. Por otro lado, la produccion
procedente de la acuicultura marina alcanz6 el 36,5% de la produccion
total. El resto de produccion, un 5,8%, correspondio a la cria de
especies en aguas salobres.

Esta actividad industrial, explotada en todos los continentes
del planeta, ha experimentado un desarrollo espectacular en los
ultimos afios. Durante las tres ultimas décadas la acuicultura ha
crecido, se ha diversificado e intensificado y ha registrado grandes
adelantos tecnologicos. El potencial que estos avances representan
para el crecimiento econémico, la activacion del comercio, la mejora
de los niveles de vida y el incremento de la seguridad alimentaria, fue
reconocido por la Organizacion de la Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) en su Declaracion y Estrategia
de Bangkok, la cual subraya la importancia de continuar con su
desarrollo hasta ofrecer todo su potencial a la humanidad
(NACA/FAO, 2001). Segun el ultimo informe sobre el Estado
Mundial de la Pesca y la Acuicultura conocido como SOFIA' (FAO,
2004), la contribucion de la acuicultura al suministro global de peces,
crustaceos y moluscos ha ido creciendo progresivamente en las
ultimas décadas, pasando de un 3,9% del peso total de capturas en
1970, hasta el 29,9% en 2002. Ademas, la acuicultura ha registrado un
crecimiento mas acelerado que el resto de sectores de produccion
animal. En este sentido, la actividad acuicola ha experimentado, a
escala global, una tasa media de crecimiento anual de 8,9% desde
1970, muy superior al 1,2% correspondiente a la pesca extractiva y al
2,8% de actividades dedicadas a la produccion de animales terrestres.
En 2002, la produccién total procedente de la acuicultura, incluida la
de algas acuaticas, se cifré6 en 51,4 millones de toneladas métricas
(Tm), con un rendimiento econdémico asociado de 60.000 millones

! Acronimo de “State of World Fisheries and Aquaculture”.
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dodlares americanos. La mayor parte de esta produccion acuicola tiene
lugar en paises asiaticos como China, India, Indonesia, Japon, Bangla
Desh y Tailandia, representando el 91,2% de la produccion total en
peso. Mencion a parte merece el caso de China, con una produccion
en peso del 71,2% de la total mundial. En cualquier caso, la tasa de
crecimiento que el sector de la acuicultura ha venido experimentando
en las ultimas décadas del Siglo XX parece haberse ralentizado
durante el comienzo del tercer mileno. A pesar de esta deceleracion,
durante el periodo que va desde 2000 a 2002, el sector acuicola ha
mantenido la tendencia al crecimiento, con la tnica excepcion de
Europa donde la actividad ha sufrido un ligero retroceso del 0,1% en
la tasa media de crecimiento anual.

En Europa los principales productos de la acuicultura son
peces de alto valor comercial y moluscos. La produccion europea
representa solo el 3% de la produccion mundial, pero es lider en
algunas especies como el salmoén atlantico, la trucha, la lubina, la
dorada, el rodaballo o el mejillon (FAO, 2004). En Espana, segun la
Asociacion Empresarial de Productores de Cultivos Marinos
(APROMAR), la producciéon acuicola en 2001 fue superior a las
313.000 Tm, de las que 257.000 correspondieron a produccion de
moluscos, 56.000 Tm a peces y una parte pequefia a crusticeos. Sin
embargo, al hacer referencia al valor econdémico tras la
comercializacion, la produccion de peces, con 260 millones de euros
en 2001, es practicamente el doble que la de moluscos con 137
millones de euros.

La diversidad de la costa espafiola queda reflejada en el tipo
de cultivo predominante en cada regién. Mientras que en la cornisa
cantabrica y la region noroeste predominan el cultivo del rodaballo en
granjas en tierra, de mejillon en bateas, y de forma emergente, el de
besugo, pulpo y abadejo, las zonas mediterranea y suratlantica, de
aguas mas templadas, han desarrollado principalmente el cultivo de
dorada y lubina, tanto en granjas en tierra (Bahia de Cadiz,
principalmente), como en jaulas flotantes. Ademas, los cultivos del
lenguado, la corvina o el denton se hallan en una fase de desarrollo
incipiente y sus niveles productivos estan todavia muy por debajo de
los de dorada y lubina. Por otra parte, Canarias produce dorada y
lubina en jaulas flotantes aprovechando sus aguas templadas durante
todo el afio.

En definitiva, el potencial de desarrollo del sector de la
acuicultura en las proximas décadas, unido al agotamiento de los
recursos pesqueros debido a la actividad extractiva, justifica el enorme
esfuerzo cientifico y técnico dedicado a este sector industrial. En este
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contexto queda enmarcado el presente trabajo de investigacion, el cual
centra su atencion en aspectos sobre alimentacion larvaria de peces
marinos como elemento bésico en el desarrollo del cultivo de
cualquier especie. Hasta la finalizacion de esta memoria, los
resultados obtenidos durante el estudio han generado la publicacion de
los articulos incluidos en el Anexo.



CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL



1.1. Larvicultura de peces marinos. Importancia de la alimentacién.

El cultivo de un organismo acuatico requiere la obtencion de
crias o semilla, cuyo desarrollo esta dirigido, en ultimo término, a la
obtencion de individuos de talla comercial. La obtencion de semilla
puede acometerse mediante la captura en el medio natural de crias de
la especie cultivada, aunque esta practica lleva implicitos problemas
de sobreexplotacion como ha ocurrido en la pesca de postlarvas de
camaroén con destino a la acuicultura en la costa ecuatoriana (Olsen y
Figueroa, 1989), o en la pesca de angulas para su engorde. La
estabulacion de animales reproductores, a partir de los cuales se puede
obtener la descendencia con la que iniciar el cultivo, constituye una
alternativa a la anterior estrategia. De hecho, la mayor parte de las
plantas dedicadas a la cria larvaria de especies marinas con mayor
interés econdmico han adoptado esta segunda posibilidad y disponen
de instalaciones dedicadas al mantenimiento de animales
reproductores.

La alimentacion de los reproductores representa un elemento
determinante en la obtencion de puestas de calidad. La importancia de
la composicion de la dieta de los reproductores y su influencia sobre
algunos criterios de calidad de las puestas han sido revisadas
recientemente por Izquierdo y cols. (2001) y Watanabe y Vassallo-
Agius (2003). En estas revisiones se recogen estudios que ponen de
manifiesto la importancia de nutrientes de naturaleza muy diversa
presentes en la dieta de reproductores de diversas especies de peces
teleosteos. Asi, los contenidos de lipidos y proteinas (Tandler y cols.,
1995; Fernandez-Palacios y cols., 1997), las vitaminas A, C y E
(Blom y Dabrowski, 1995; Fernandez-Palacios y cols., 1998; Furuita y
cols., 2003) y algunos carotenoides (Harris, 1984) han demostrado
jugar un papel decisivo en la calidad de las puestas. A pesar de la
importancia de estos nutrientes, la gran mayoria de estudios sobre
calidad de dietas para reproductores centran su atencion en la fraccion
lipidica y, mas concretamente, en la composicion de acidos grasos
esenciales (EFAs) presentes en el alimento (Fernandez-Palacios y
cols., 1995; Pickova y cols., 1997; Rodriguez y cols., 1998a; Bruce y
cols., 1999; Mazorra y cols., 2003; Bell y cols., 2005). De esta forma,
se considera que la dieta ideal para un reproductor, desde el punto de
vista de la composicion lipidica, es aquella que permite obtener
huevos con un contenido lipidico, en clases de lipidos y de acidos
grasos, igual al perfil que tienen los huevos procedentes de ejemplares
salvajes (Sargent y cols., 2002). Por todo esto, la alimentacion de
reproductores suele acometerse mediante dietas de mayor calidad
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nutricional que la de los animales destinados al consumo. Asi, de
forma complementaria al empleo de piensos compuestos, las dietas de
los reproductores suelen completarse con moluscos o pastas de
pescado en momentos determinados del ciclo reproductivo, con objeto
de obtener puestas de mejor calidad. Por su parte, el uso exclusivo de
dietas formuladas inertes suele descartarse por la baja calidad de las
puestas obtenidas con este alimento (Thrush y cols., 1993; Bell y
cols., 1997).

En la mayoria de especies cultivadas, las hembras y los
machos reproductores liberan los gametos al medio externo durante la
época de maduracion sexual. Tras la fecundacion de los huevos, éstos
son recogidos mediante colectores situados en los desagiies de los
tanques de reproductores y, posteriormente, se trasvasan a un
recipiente donde son decantados. La fraccion de huevos viables,
seleccionada segln su flotabilidad, se transfiere a tanques donde tiene
lugar la cria larvaria. La eclosion de los huevos se produce tras un
periodo variable de pocos dias, dependiendo de la temperatura de
incubacion en los tanques de cria larvaria, dando paso a un segundo
estadio embrionario en el que el organismo sigue provisto de la mayor
parte de reservas vitelinas y posee, ademas, cierta capacidad natatoria
(Figura 1.1). Aunque se trata de embriones (Balon, 1985; Gatesoupe y
cols., 2001), los organismos que se hallan en este estadio de desarrollo
son habitualmente denominados “larvas lecitotroficas®. Las reservas
vitelinas existentes durante la fase embrionaria estin constituidas
principalmente por lipoproteinas (una porcion proteica y fosfolipidos)
y, en algunas especies (p. ¢j., dorada, lubina, denton, rodaballo, etc.),
por una gota lipidica compuesta por lipidos neutros de reserva
(triglicéridos, ésteres de esterol y/o ésteres de ceras) (Sargent y cols.,
2002). Durante la fase embrionaria, la porcién vitelina es consumida
basicamente en procesos de formacion de tejidos, mientras que el
globulo lipidico es reabsorbido mas lentamente para acometer el gasto
energético derivado, principalmente, de la natacion.

La fase embrionaria termina cuando tiene lugar la apertura del
esofago (Figura 1.1), comenzando la fase larvaria en la que el animal
tiene capacidad para ingerir alimento exdgeno a pesar de existir restos
de vitelo y gran parte de la gota lipidica (en caso de poseerla
originalmente). Esta primera ingestion de alimento exdégeno supone
una de las etapas mas criticas en la cria larvaria y ocasiona una
mortandad importante. En el cultivo de la mayoria de especies
marinas, el alimento administrado a las larvas como primera fuente

? De aqui en adelante, se utilizara esta denominacion en referencia al estadio
embrionario que va de la eclosion del huevo hasta la apertura del es6fago.
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exogena esta basado en organismos planctonicos vivos debido a la
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Figura 1.1. Estadios de desarrollo y modos de nutricion durante la vida de
los peces (Tomado de Gatesoupe y cols., 2001).

baja aceptabilidad de las dietas inertes. Algunos de los motivos que
explican esta escasa aceptacion de las dietas inertes son la baja
capacidad digestiva de las larvas, el desconocimiento de sus
requerimientos nutricionales y su comportamiento en el medio de
cultivo (flotabilidad, pérdida de nutrientes, color, etc.) (Langdon,
2003). Los organismos usados en la alimentacion de las fases larvarias
de peces y crustaceos son conocidas mediante el término de presas
vivas, y de su utilizacion depende el éxito de la fase de cria larvaria en
la mayoria de especies marinas.

Las presas vivas constituyen un conjunto heterogéneo de
organismos pertenecientes a grupos taxonémicos muy diversos dentro
del fitoplancton (microalgas) y del zooplancton. En el caso de
especies carnivoras, grupo al que pertenecen las especies cultivadas de
mayor interés comercial, la base de la alimentacion natural esta
constituida por el zooplancton. El zooplancton marino comprende
diversos estadios de desarrollo (larvas, juveniles y adultos) de especies
pertenecientes a varios grupos filogenéticos de crustaceos (cladoceros,
copépodos, etc.), moluscos (bivalvos, gasteropodos, cefalopodos,
etc.), protozoos, etc.



La provision de presas vivas destinadas a la alimentacion de
las larvas en cultivo es afrontada en los criaderos de larvas mediante
distintas alternativas. En primer lugar, el plancton marino puede ser
recolectado del medio natural mediante la utilizacion de redes de
plancton. Una vez recolectado, el zooplancton se ofrece directamente
a las larvas (McEvoy y cols., 1998; Helland y cols., 2003) o bien se
somete a un proceso de proliferacion en sistemas semi-controlados al
aire libre (Stettrup y Norsker, 1997). Esta posibilidad traec consigo
inconvenientes relacionados con la estacionalidad de los “blooms”
zooplanctonicos, una alta variabilidad del perfil nutricional y
problemas de sobreexplotacion (Shields y cols., 1999; Stettrup, 2000).
Una segunda estrategia la constituye el cultivo de especies
zooplancténicas en condiciones controladas. En este sentido, los
copépodos marinos han sido objeto de estudio debido a su alta calidad
nutricional (McEvoy y cols., 1998; Shields y cols., 1999; Helland y
cols., 2003) y a la idoneidad de tamafio que sus fases larvarias
representan para larvas de especies con tamafio de boca especialmente
pequeiio (Doi y cols., 1997a, b; Toledo y cols., 1997; Lee, 2003). A
pesar de todo esto, su utilizacion en sistemas intensivos de produccion
larvaria es esporadica ya que su cultivo, en el caso de estar
estandarizado, ofrece un rendimiento productivo que puede ser
insuficiente para satisfacer la enorme demanda de presas que tiene una
planta de cria larvaria (Stettrup, 2000). Otros organismos usados
como presas vivas han sido los cladéceros del género Moina (He y
cols., 2001) y larvas trocoforas de moluscos bivalvos, muy comunes
en los criaderos de Asia (Liao y cols., 2001).

A pesar de las ventajas presentadas, la baja rentabilidad
econdmica derivada de la adopcion de las anteriores estrategias, asi
como los problemas de disponibilidad y comodidad de manejo, han
contribuido a que la mayoria de empresas dedicadas a la produccion
de larvas utilicen los llamados cultivos auxiliares como primera fuente
de alimento. A este grupo pertenecen algunas especies de fitoplancton,
los rotiferos del género Brachionus y los estadios naupliares del
crustaiceo Artemia. Esta alternativa permite reducir el nimero de
eslabones troficos, simplificandose la enorme complejidad de la
cadena trofica natural de las larvas de peces marinos presentada
anteriormente.

Las microalgas constituyen el primer eslabon de la cadena
trofica. A pesar de que la mayoria de especies cultivadas de peces
marinos son zooplanctivoras, el uso de microalgas es una practica
comun en la cria de numerosas especies de peces marinos durante los
estadios de desarrollo mas tempranos (Reitan y cols., 1997). Algunas
de las ventajas que aporta la adicion de microalgas en los tanques de
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cria larvaria se relacionan con el aporte nutritivo que proporcionan al
ser ingeridas por las larvas (Reitan y cols., 1994) o al enriquecer los
rotiferos con los que suele combinarse su administracion (Howell,
1979; Scott y Middleton, 1979; Lubzens, 1987). Ademas, se cree que
la adiciéon de microalgas mejora las condiciones luminicas del medio
de cultivo y el comportamiento predador de las larvas (Naas y cols.,
1992).

El siguiente eslabon de la cadena trofica esta representado por
los rotiferos mixohalinos del género Brachionus. El término
“rotifero”, cuyo uso en larvicultura se extiende a todo el mundo,
incluye tres tipos que difieren entre si en el tamafo: tipo-L, tipo-S y
tipo-SS (del inglés large, small y super small, respectivamente). De
esta forma, el rotifero referido como tipo-L corresponde a la especie
Brachionus plicatilis, con longitudes de la 16riga’ comprendidas entre
130 y 340 um. La especie Brachionus rotundiformis corresponde al
llamado tipo-S, con tamafios ligeramente inferiores a B. plicatilis
(100-210 um). Los rotiferos pertenecientes al tipo-SS tienen tamafios
aun menores (90-150 um) que sus congéneres y han sido hallados en
cuerpos de aguas tropicales y subtropicales. Diversos estudios situan a
estos organismos como una variedad geografica de B. rotundiformis
(Hagiwara y cols., 1995; Kotani y cols., 1997). El tamafio de los
diferentes tipos de rotiferos y la sencillez de su cultivo masivo han
convertido a este organismo en el alimento vivo mas utilizado para las
larvas que acaban de abrir el esofago, especialmente en aquellas
especies cuyas fases larvarias con tamafios particularmente pequefios.
El cultivo masivo de rotiferos, estandarizado desde hace décadas, se
basa en la enorme tasa reproductiva desarrollada por estos organismos
en la fase partenogenética de su ciclo vital, favorecida por un
abundante aporte de alimento, habitualmente formado por microalgas,
levaduras de panificacion o productos comerciales basados en
microalgas secas pulverizadas ricas en nutrientes esenciales. Con estos
ultimos, se consiguen cultivos con densidades que superan, en
ocasiones, los 1000 individuos ml™ (Moretti y cols., 1999).

La administracion de rotiferos se prolonga durante varios dias
en funcion de la especie cultivada y de la temperatura a la que se
realiza el cultivo, hasta que las larvas crecen y son capaces de ingerir
presas de mayor tamafio. Entonces entran en juego los estadios
naupliares de Artemia, crustaceo branquidpodo que tiene su habitat
natural en cuerpos de agua de salinidad elevada como los lagos
salados y las salinas.

3 Estructura adyacente al pie que alberga los 6rganos vitales de los rotiferos.
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Uno de los aspectos mas destacados de la biologia de Artemia es
su reproduccion, la cual puede ser anfigonica o zigogenética, con
presencia de machos y de hembras, o partenogenética, donde la
presencia de machos es testimonial (Amat, 1985). A diferencia de otros
branquiopodos, Artemia no experimenta una sucesion ciclica de ambos
modos de reproduccion, por lo que ambos tipos se excluyen
mutuamente. De esta forma, todas las poblaciones con reproduccion
partenogenética se agrupan taxonOmicamente bajo una Unica especie
(Artemia parthenogenetica), mientras que las poblaciones con
reproduccion zigogenética estan representadas por seis especies (4.
franciscana, A. persimilis, A. salina, A. sinica, A. tibetiana y A.
urmiana). En ambos tipos de reproduccion, las hembras pueden dar
lugar a dos tipos de huevos: a) los que completan el desarrollo
embrionario en el interior del utero, por lo que resultan en un nauplio
completamente formado (proceso ovoviviparo); b) los que detienen su
desarrollo en el estado de blastula avanzada o gastrula incipiente,
cubriéndose de un corion resistente procedente de las glandulas de la
cascara y quedando en forma de quiste o huevo cistico, de duracion o de
"invierno". Los quistes son puestos por las hembras adultas de este
crusticeo en condiciones criticas para la supervivencia de la
poblacion, tanto troficas como fisico-quimicas de los lagos salados y
explotaciones salineras donde habitan.

Los embriones de Arfemia presentes en los quistes se hallan en
estado de diapausa con el metabolismo detenido. En este estado de
diapausa, los quistes no eclosionan y deben pasar a un estado de
quiescencia en el que los embriones quedan activados para su ulterior
eclosion. Entre los mecanismos responsables de esta activacion del
embrion se halla la deshidratacion del quiste. En el habitat natural este
proceso de deshidratacion tiene lugar por el choque osmotico que el
quiste sufre al hallarse en fuertes salmueras, ademas de la accion
desecadora del viento y el sol. Los quistes deshidratados y, por tanto,
activados, pueden dar lugar a la eclosion de un nauplio completamente
formado si entran en contacto con agua de baja salinidad, en adecuados
niveles de aireacion e iluminacion. De esto puede deducirse la facil
disponibilidad de nauplios de Artemia recién eclosionados a partir de un
material (los quistes) facilmente manipulable y que puede ser
almacenado durante periodos de tiempo de varios afios sin una merma
apreciable en la viabilidad del embrioén. Son precisamente los quistes de
Artemia el recurso que acapara una atencion preferente en el mundo de
la acuicultura. En los medios hipersalinos, salinas y lagos salados, los
quistes de Artemia se acumulan formando extensas manchas flotantes
en la superficie del agua o en las orillas gracias a la accion del viento y
de las corrientes. Una vez recolectados, los quistes se procesan,
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eliminando impurezas y cascaras vacias, hasta obtener un producto
limpio que es deshidratado y empaquetado para su comercializacion, y
posterior utilizacion en las plantas de cria larvaria.

La explotacion de quistes de Artemia suscita un enorme
interés econémico, no solo a nivel local en las empresas dedicadas a
su recoleccion y/o procesado, sino que ademas de ellos depende la
produccién mundial acuicola de larvas de peces (especialmente de las
especies marinas) y, sobre todo, de crustaceos. Esta dependencia ha
provocado la proliferacion de empresas dedicadas a la explotacion de
estos quistes en lagos salados de gran extension donde la actividad
resulta rentable (Tabla 1.1). En este sentido es importante destacar la
existencia de cuerpos de agua con una produccion de quistes de miles
de toneladas métricas de producto fresco. Entre ellos merece una
mencion destacada el Great Salt Lake (GSL) de Utah (EE.UU.), lago
salado con una extension de 2900 km?” en su brazo Sur y 1750 km” en
el brazo Norte. La producciéon media anual de quistes en este lago es
de aproximadamente 4000 Tm de producto bruto humedo, de las
cuales se obtienen unas 1200 Tm de quistes procesados (Tabla 1.1).

A partir del desarrollo mundial de la acuicultura marina a finales
de los afos sesenta, la demanda de quistes de Artemia ha ido aumentado
progresivamente desde unas pocas toneladas métricas (Tm) hasta las
2000 Tm anuales requeridas en la actualidad. Esto representa el 40% del
total de alimento necesario para la cria larvaria a nivel mundial
(Sorgeloos y cols., 2001). Durante el ultimo cuarto de siglo, el GSL
(Utah, EE.UU.) ha sido la principal fuente de quistes destinados al
mercado acuicola mundial. Sin embargo, la produccion de quistes de
Artemia en GSL ha sufrido crisis periddicas originadas por la alteracion
de las condiciones ambientales optimas en las que Artemia se reproduce
principalmente a través de la via ovipara. Concretamente, en los ultimos
afos del Siglo XX las enormes precipitaciones derivadas del fendmeno
de El Niflo provocaron fuertes descensos de la salinidad hasta situarla en
niveles inferiores al rango optimo para la produccion de quistes (entre
100 y 150%o). Este proceso tuvo lugar entre 1982 y 1984, y de nuevo al
final de la década de los 90 (Tabla 1.1), registrandose la cosecha mas
baja de la Historia entre 1999-2000, la cual no satisfacia ni el 20% de la
demanda mundial de quistes. Estas crisis en la produccion de quistes en
GSL han impulsado la busqueda de fuentes alternativas de los mismos
para cubrir las demandas de la acuicultura. De esta forma, en la década
de los afios 80 se adoptaron politicas de inoculacion de quistes de A.
franciscana en salinas de Asia (Jumalon y cols., 1987; Tarnchalanukit y
Wongrat, 1987) y en América (Camara y Rocha, 1987; Naegel, 1987).
En la actualidad, la busqueda de alternativas a GSL continta y algunos
estudios cientificos recientes valoran la capacidad productora de quistes
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Tabla 1.1. Capturas de quistes de Artemia (Tm de producto bruto humedo)
de Great Salt Lake (Utah, EE.UU.) desde el afio 1988 hasta 1999 (Lavens
y Sorgeloos, 2000).

Temporada N° Compaiiias Licencias Capturas
1988/1989 7 - 2170
1989/1990 12 - 5020
1990/1991 190 24 4860
1991/1992 11 26 5870
1992/1993 12 20 4900
1993/1994 12 18 4030
1994/1995 14 29 2680
1995/1996 21 63 6640
1996/1997 32 79° 6600
1997/1998 32 79 2020
1998/1999 39 79 <2000

*Moratoria de la Utah Division of Wildlife Resources.

de lagos salados en América del Sur (Cohen y cols., 1999) y en Asia
(van Stappen, 2005).

El empleo de nauplios de Artemia ofrece, respecto a otras
presas vivas, la ventaja de una rapida y sencilla disponibilidad. En el
caso de los rotiferos, su uso implica el mantenimiento de un cultivo en
sentido estricto, el cual, ademas de necesitar infraestructuras propias,
puede requerir la utilizacion de instalaciones para la produccion
masiva de fitoplancton con el que alimentar los rotiferos. En cambio,
los nauplios de Artemia se obtienen de forma muy sencilla a partir de
los quistes. Basta con una incubacién de los mismos durante un
periodo aproximado de 24 h en agua de salinidad cercana a la marina,
en un sistema provisto con agitacidn-oxigenacion e iluminacion,
destinado a la activacion del embrion. Asi se obtienen nauplios vivos
recién eclosionados a razon de unos 200.000 individuos por gramo de
quistes deshidratados (van Stappen, 1996).

Después de la eclosion, el nauplio tiene la capacidad de nadar
libremente y se alimenta de las reservas vitelinicas que posee en el
organo nucal y con las que estd dotado al nacer (estadio Instar I). Su
talla varia entre 400 y 600 um en funciéon de la especie y de la
poblacion de procedencia. Tras la primera muda se pasa a los estadios
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metanaupliares (Schrehardt, 1987), ya con alimentacion exdgena, tras
los cuales se accede a las fases juvenil y adulta. Ademas de la facil
disponibilidad ya adelantada, los nauplios de Artemia cumplen gran
parte de las caracteristicas exigidas en una presa viva, como son una
buena digestibilidad, delgada cuticula, movimiento constante, ausencia
de respuesta de escape, color llamativo y buena palatabilidad. Esta
versatilidad es la que sitia al nauplio de Artemia como la presa viva
mas utilizada en la acuicultura.

1.2. Carencias nutricionales de las presas vivas

La utilizacion de presas vivas en larvicultura marina no esta
exenta de problematica. A mediados de los afios sesenta y principios de
los setenta, comenzaron a aparecer en la bibliografia especializada
numerosos trabajos relacionados con mortalidades masivas de larvas de
diferentes especies de peces y crustaceos, cuando se empleaban nauplios
de Artemia de determinadas razas o variedades como unico alimento
(Shelbourne, 1968; Reeve, 1969; Bookhout y Costlow, 1970; Wickins,
1972; Matsuoka, 1975; Provenzano y Goy, 1976). Esta problematica no
se centraba exclusivamente en una Unica poblacion de Artemia sino en
varias de diverso origen geografico (Watanabe y cols., 1978; Watanabe,
1979; Fujita y cols., 1980). Estos hechos, unidos a la enorme demanda
de quistes necesarios para el desarrollo de la acuicultura, impulsaron el
interés por conocer el valor nutritivo de los nauplios destinados a
alimentar formas larvarias en cultivo.

Paralelamente, algunos estudios comenzaron a resaltar la
importancia de la utilizaciéon de ciertas microalgas en el cultivo de
algunos crustaceos. Concretamente, la administracion de microalgas
en los tanques de cria larvaria de Palaemon serratus, o su utilizacion
en incubaciones con nauplios de Artemia con los que posteriormente
se alimentarian las larvas, logré reducir la ocurrencia de
malformaciones y de mudas imperfectas en algunos cultivos de
crustaceos como Palaemon serratus (Wickins, 1972). En este mismo
sentido, la incubacion de rotiferos con el alga Chlorella, como
sustituto de la levadura de panificacion, lograba mejorar la
supervivencia y otros sintomas de malnutricion de los cultivos
larvarios de Pagrus major (Kitajima y Koda, 1976; Kitajima y cols.,
1979). Todo ello acabd relacionandose con la presencia de
determinados acidos grasos en las algas, los cuales estaban ausentes
en las levaduras y en las presas vivas (Fujita y cols., 1980; Schauer y
cols., 1980; Léger y cols., 1985a, b). En el caso de Artemia, Léger y
cols. (1986) pusieron de manifiesto la escasez de ciertos acidos grasos
esenciales (EFAs) para animales marinos en la composicion lipidica
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de los nauplios de Artemia, hallandose diferencias de composicion
entre las diferentes especies estudiadas y entre distintas muestras o
recolecciones de una misma poblacion en diferentes épocas del afio
(Schauer y cols., 1980). Todo esto desembocd en la aceptacion de la
clasificacion propuesta por Watanabe y cols. (1978) en la que se
distinguen dos grandes tipos de Artemia segin el contenido en ciertos
acidos grasos: el tipo dulceacuicola ("fresh water Artemia"), con altos
niveles de acido linolénico (LNA o 18:3n-3) y ausencia o escasa
presencia de acido eicosapentaenoico (EPA o 20:5n-3); y el tipo marino
("marine Artemia") con menores contenidos del primero y presencia
apreciable del segundo.

A partir de estas evidencias, los estudios sobre nutricion
larvaria en especies marinas han focalizado su atencién en los acidos
grasos esenciales (EFAs) (Koven y cols., 1990, 1992; Sargent y cols.,
1997; Izquierdo y cols., 2000). En especies de peces de agua dulce, los
acidos grasos que ocupan la categoria de esenciales son el acido
linolénico (LNA o 18:3n-3) y el acido linoleico (LA o 18:2n-6), a
partir de los cuales pueden sintetizarse otros acidos grasos mediante
elongaciones de la cadena hidrocarbonada (catalizada por elongasas) e
insaturaciones (catalizadas por desaturasas) (Figura 1.2). Sin embargo,
la capacidad enzimatica necesaria para esta sintesis es reducida o nula
en peces marinos y las dietas de éstos deben incluir acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (HUFAs) necesarios para realizar sus
funciones vitales (Sargent y cols., 1997). Esta situacion parece ser el
resultado 16gico de la adaptacion de las especies de peces marinos a
presas con elevados contenidos de acidos grasos poliinsaturados en su
dieta (Sargent y cols., 2002). De esta forma, los EFAs de peces
marinos son el acido eicosapentaenoico (EPA o 20:5n-3) y el acido
docosahexaenoico (DHA o 22:6n-3), ambos de la serie (n-3), y el
acido araquidonico (ARA o 20:4n-6) perteneciente a la serie (n-6). En
cuanto al nivel de estos EFAs en nauplios de Artemia, el EPA se
presenta en ciertos niveles solo en quistes de Artemia de tipo marino y
no se halla en los de tipo dulceacuicola, y el DHA nunca aparece o lo
hace en cantidades traza. Por su parte, los niveles de ARA son escasos
en nauplios de Artemia y pueden determinar el éxito de la cria larvaria
de especies con requerimientos mayores (Estévez y cols., 1999; Bell y
cols., 2003).

Con el fin de corregir estas carencias nutricionales de las
presas vivas se han venido desarrollando diversos procedimientos.
Estos coinciden en el aprovechamiento de la condicion de filtradores
pasivos de rotiferos y Artemia, de forma que estos organismos son
incubados en medios ricos en sustancias nutritivas cuyo tamafio hace
posible su incorporaciéon en su tracto digestivo (p. e€j.,
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Figura 1.2. Rutas principales de sintesis de acidos grasos de 20 y 22
carbonos desde sus precursores C18 en las series n-3, n-6 y n-9. Las
flechas hacia abajo representan elongaciones de la cadena
hidrocarbonada. Las flechas horizontales representan reacciones de
desaturacion. La flecha vertical hacia arriba representa el acortamiento de
la cadena que tiene lugar en los peroxisomas. El enzima A6 desaturasa
actia en dos pasos, mientras que A5 desaturasa lo hace en uno solo.

microemulsiones, microparticulas, microorganismos, etc.). Este
proceso se conoce por bioencapsulacion ya que implica la
incorporacion de sustancias en el interior de organismos vivos. En la
practica, la mayoria de los productos enriquecedores utilizados en las
plantas dedicadas a la cria larvaria son complejos autoemulsionantes
compuestos, principalmente, por aceites de pescado y, por tanto, ricos
en los EFAs con los que se pretende enriquecer los nauplios. A estos
aceites se les suele afiadir ésteres etilicos de acido graso (FAEEs),
derivados sintéticos destinados a mejorar el perfil de acidos grasos del
aceite de pescado original. Ademas, los productos enriquecedores
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basados en emulsiones suelen contener otros tipos de compuestos
liposolubles con efecto antioxidante y nutricional entre los que
destacan las vitaminas A (vitA) y E (vitE), y algunos carotenos. Como
alternativa al uso de productos basados en emulsiones de aceites de
pescado, existe otro tipo de productos que utilizan organismos
marinos unicelulares con contenidos muy altos en DHA. Entre éstos,
destaca el dinoflagelado heterotrofo Crypthecodinium cohnii, que,
ademas de su empleo para producir aceite rico en DHA destinado a la
alimentacion infantil humana, también ha sido utilizado en el
enriquecimiento de nauplios de Artemia (Kashiwakura y cols., 1994).
Otro tipo de producto muy utilizado en el enriquecimiento de presas
vivas consiste en copos secos pulverizados del hongo Schizochytrium
sp., con alto contenido en EFAs, aminoacidos y vitaminas (Barclay y
Zeller, 1996). Estos organismos son sometidos a condiciones que
impulsan procesos fisiologicos conducentes a una sintesis elevada de
triglicéridos con alto contenido en DHA.

Es preciso observar que la incubaciéon de los nauplios recién
eclosionados en el medio de enriquecimiento, que habitualmente se
prolonga por un periodo de 21 a 24 h, hace que éstos lleguen a
aumentar considerablemente su tamafio al finalizar el proceso (van
Stappen, 1996). Esta circunstancia limita la utilizacion de nauplios de
Artemia enriquecidos a la alimentacion de larvas con un tamaio de boca
suficientemente grande. En realidad, el régimen alimenticio (Figura 1.3)
seguido en la cria larvaria pasa por la utilizacion de nauplios de Artemia
de tipo marino (ricos en EPA) recién eclosionados y sin enriquecer
después de la administracion de rotiferos. A continuacion, y como paso
previo al uso a dietas inertes (destete), se administran nauplios
enriquecidos cuyo tamafio ya no implicaria ningun impedimento para las
larvas. Pero, ademas del uso de nauplios recién eclosionados y nauplios
enriquecidos, los estadios juveniles y adultos de Artemia también son
utilizados en determinadas fases de algunos cultivos de peces (Kim y
cols., 1996; Cook y cols., 2003) y crustaceos (Tlusty y cols., 2005).
Ademas, los quistes descapsulados®, aunque de uso menos frecuente que
los nauplios, han sido utilizados en la cria larvaria de especies de peces
de agua dulce (Clarias gariepinus y Cyprinus carpio) y crustaceos
marinos (van Stappen, 1996). Su utilizacion comporta ventajas de tipo
practico como el de poseer un tamafio menor que los nauplios y una
flotabilidad adecuada, ademas de ventajas nutricionales relacionadas con
el contenido intacto de las reservas embrionarias y el

* La descapsulacion consiste en la eliminacion de la cubierta lipoproteica
externa del quiste (corion) mediante su tratamiento con una solucion de
hipoclorito sodico.
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Figura 1.3. Régimen alimenticio general seguido en la cria de larvas de
peces marinos.

escaso lavado de nutrientes al medio debido a la proteccion que ofrece la
cuticula embrionaria.

Ademés del importante papel de los acidos grasos
poliinsaturados presentes en la dieta, existen otros nutrientes cuyo
contenido en la dieta puede ser limitante respecto a los requerimientos de
las larvas. En este sentido, el contenido de lipidos polares (Coutteau y
cols., 1997; Izquierdo y cols., 2001), vitaminas (Sandnes, 1991; Merchie
y cols., 1997, Rennestad y cols., 1998a; Furuita y cols., 2003) y
aminoacidos (Cowey, 1994, 1995; Rennestad y cols., 2003) han sido
motivo de estudio como compuestos de gran relevancia para asegurar el
crecimiento normal de las larvas en cultivo y para garantizar el éxito del
cultivo. El papel de cada uno de estos nutrientes sera detallado en los
proximos capitulos de esta memoria.

A pesar del uso generalizado de las presas vivas en
larvicultura marina, su empleo constituye un gasto econdmico
importante derivado de la necesidad de infraestructura, mano de obra,
consumo energético, etc. (Person Le Ruyet y cols., 1993; Koven y
cols., 2001). Por estos motivos, en los ultimos afios se han venido
realizando numerosos estudios dirigidos a reducir la dependencia
hacia las presas vivas. De esta forma, algunas practicas han
demostrado que la utilizacion de presas vivas puede minimizarse a
través de su administracién simultanea con dietas inertes (co-
alimentacion) (Salhi y cols., 1994; Kolkovski y cols., 1997b; Dhert y
cols., 1999; Lazo y cols., 2000; Chang y cols., 2006) o bien
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adelantando el destete a dietas inertes (Cahu y Zambonino Infante,
1994) e, incluso, llega a ser obviada totalmente con resultados de
supervivencia aceptables (Fernandez-Diaz y Yufera, 1997; Cahu y
cols., 1998a; Takeuchi y cols., 1998a; Gisbert y cols., 2005). Sin
embargo, la aceptacion de las dietas formuladas por parte de las larvas
sigue siendo escasa debido a varias razones, entre las que destacan la
baja capacidad digestiva de las larvas (Hamlin y cols., 2000;
Kolkovski, 2001), el desconocimiento de los requerimientos
nutricionales de las mismas (Sargent y cols.,, 1997) y el
comportamiento hidrodindmico anémalo de las particulas en el medio
de cultivo (Backhurst y Harker, 1988). De esta forma, la utilizacion de
presas vivas en larvicultura marina sigue siendo una pieza
fundamental para asegurar la produccion rentable de alevines de la
mayoria de especies cultivadas de peces marinos.

1.3. Uso de liposomas como sistema de suministro de nutrientes

Los liposomas son vesiculas sencillas en las que una membrana
formada por moléculas lipidicas, mayoritariamente fosfolipidos, encierra
un compartimento acuoso interno (Figura 1.4). Los liposomas se forman
espontaneamente cuando los fosfolipidos que forman la membrana se
dispersan en un medio acuoso, dando lugar a una suspension de
vesiculas con didmetros que pueden oscilar entre decenas de nandmetros
y algunas micras. Los fosfolipidos no son moléculas solubles en el
sentido estricto del término y, en medios acuosos, se alinean unas junto a
otras formando bicapas que minimizan las interacciones desfavorables
entre las cadenas hidrocarbonadas apolares y el medio acuoso
circundante. Estas interacciones son eliminadas totalmente cuando las
bicapas se encierran sobre si mismas formando vesiculas cerradas.
Ademas de los fosfolipidos, los esteroles, y mas concretamente el
colesterol, constituyen otro grupo de componentes estructurales
caracteristicos en la formulacion de liposomas. Aunque las moléculas de
colesterol son incapaces de formar bicapas por si mismas, se incluyen
habitualmente en la preparacion de liposomas con el fin de aportar
estabilidad a la estructura de la vesicula. Al ser una molécula anfipatica,
el colesterol se inserta en el seno de la membrana con su grupo hidroxilo
orientado hacia la fase acuosa, mientras que la cadena alifatica se alinea
paralelamente a las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos (Figura
1.5). Junto a los fosfolipidos y al colesterol, la membrana de los
liposomas permite la inclusion de otros compuestos anfipaticos y
apolares sin necesidad de grandes disrupciones en la estructura basica
del liposoma. Esto es posible gracias a que el interior de la membrana es
un medio alifatico fluido, compuesto por moléculas asociadas mediante
interacciones de caracter no covalente y, por tanto, débiles (New, 1990;
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Figura 1.4. Esquema de la estructura de una micela de emulsion (a), un

liposoma unilamelar (b) y multilamelar (c).
LN: lipidos neutros; E: emulgente; FL: fosfolipidos, FA: fase acuosa
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Figura 1.5. Posicion ocupada por el colesterol en una membrana
fosfolipidica. Tomado de New (1990).
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p- 22). Entre los compuestos que pueden incluirse en la formulacion de
liposomas, destacamos las vitaminas liposolubles (A y E) debido a sus
implicaciones en la nutricion larvaria de peces marinos. Ademas, la
estructura cerrada de las membranas liposomales deja un espacio acuoso
en el que pueden disolverse moléculas de naturaleza hidrosoluble, como
son la vitamina C y los aminoacidos libres. La importancia de todos
estos nutrientes (fosfolipidos, acidos grasos esenciales, vitaminas A y C,
y aminoacidos) en larvicultura de peces marinos se tratard con mayor
profundidad en los capitulos siguientes.

Ademas de los componentes quimicos de la membrana, los
cuales determinan propiedades tales como su fluidez y permeabilidad,
los liposomas se caracterizan por su tamafio y por su forma. El tamafo
puede variar desde el minimo tedérico de unas pocas decenas de
nanometros, determinado por la maxima curvatura que permitirian las
moléculas de fosfolipidos, hasta tamafios superiores a 1 um. Por otra
parte, la organizacion de las bicapas de un liposoma es una propiedad
caracteristica denominada lamelaridad, por la que se distinguen vesiculas
con una unica bicapa (liposomas unilamelares) de vesiculas con muchas
bicapas (liposomas multilamelares) (Figura 1.4). La lamelaridad y el
tamafio de los liposomas representan el criterio mas habitual para la
caracterizacion de los liposomas. La terminologia empleada a lo largo de
la presente memoria se basa en la siguiente clasificacion:

1) Vesiculas multilamelares o MLVs (“multilamellar vesicles”). Son
vesiculas con tamafios heterogéneos entre 100 nm y mas de 1 um,
cada una de las cuales esta formada por varias bicapas, normalmente
concéntricas entre si.

2) Vesiculas unilamelares pequefias o SUVs (“small unilamellar
vesicles”). Son liposomas de una sola bicapa, cuyo tamafo se
encuentra cercano al limite minimo teorico. Este minimo varia segiin
la fuerza idnica del medio acuoso y de los componentes de la
membrana. Por ejemplo, los SUVs compuestos de lecitina pura de
huevo tienen diametros sobre 15 nm, mientras que los compuestos
de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) estarian alrededor de 25 nm.
Las suspensiones de SUVs estan compuestas por vesiculas con una
distribucion de tamafios muy homogénea.

3) Vesiculas unilamelares grandes o LUVs (“large unilamellar
vesicles”). Este término abarca aquellas vesiculas formadas por una
sola bicapa de diametro superior al limite tedrico de los SUVs. Las
preparaciones de LUVs usadas en este estudio tenian un diametro
aproximado entre 150 y 200 nm. Como en el caso de las SUVs, las
suspensiones de LUVs tienen tamafos muy homogéneos.
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A partir de su descubrimiento por Bangham y cols. (1965), el
interés por los liposomas no ha cesado. Asi, industrias tan importantes
como la farmacéutica, la cosmética y la alimentaria utilizan estas
vesiculas para mejorar las propiedades terapéuticas y cosméticas de las
moléculas encapsuladas en ellas, y también para mejorar la sensibilidad
y rapidez de las reacciones bioquimicas. De esta forma, aunque la
inclusion de estos farmacos en liposomas no siempre es necesaria, su
encapsulacion en estas vesiculas los hace mas atractivos debido a que su
estructura andloga a las membranas celulares ofrece una gran
biocompatibilidad y biodisponibilidad. Ademas de su uso en estos
campos, los liposomas también han sido utilizados en varios trabajos de
investigacion sobre nutricion de larvas marinas en acuicultura.

Como se ha dicho anteriormente, las caracteristicas estructurales
de los liposomas permiten su formulacion con nutrientes liposolubles en
el ambiente lipofilico que dejan las cadenas de acidos grasos de los
fosfolipidos, y compuestos nutritivos hidrosolubles encapsulados en la
fase acuosa. En este sentido, los estudios llevados a cabo por Hontoria y
cols. (1994) y Ozkizilcik y Chu (1994) demostraron la capacidad de los
liposomas para vehicular ambos tipos de sustancias a larvas en cultivo, a
través de su bioencapsulacion en nauplios de Artemia. Ademas, McEvoy
y cols. (1996) demostraron que la utilizacion de liposomas como
enriquecedores de nauplios de Artemia permitia aumentar la fraccion de
lipidos polares (LPs) de los nauplios enriquecidos con ellos. Mas
recientemente, Barr y cols. (2005) han obtenido incrementos de la
fraccion de LPs en rotiferos y nauplios de Artemia sometiéndolos a
incubaciones con liposomas. En cuanto a nutrientes hidrosolubles,
Tonheim y cols. (2000) realizaron un estudio en el que se emplearon
liposomas cargados con metionina para enriquecer nauplios de Artemia.
Ademas del uso de liposomas en el suministro de nutrientes a través de
su bioencapsulacién en presas vivas, Langdon (2003) considera que
estas particulas tienen unas propiedades adecuadas para ser directamente
utilizadas como alimento de larvas de peces. En este sentido, los trabajos
de Fox y cols. (1990) y Koven y cols. (1999) demostraron la ingestion
activa de liposomas por larvas de peces marinos cuando éstas eran
incubadas en medios con presencia de liposomas.

De lo expuesto anteriormente se deduce que los liposomas
constituyen una herramienta de gran versatilidad para la
administracion de nutrientes a larvas de peces marinos. Con esta
premisa y en el marco de los proyectos de investigacion
“Reevaluacion de las especies auxiliares empleadas en acuicultura
marina: estudio de los factores determinantes del valor nutritivo de los
nauplios de Artemia, empleo de nuevas técnicas de enriquecimiento y
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nuevas especies candidatas” (Ref. MAR98-0871-C02-01) vy
“Desarrollo de técnicas alternativas de suministro de nutrientes a
larvas de peces marinos mediante liposomas y su bioencapsulacion en
presas vivas” (Ref. AGL2000-0135-P4-03), financiados por el
Programa Nacional de Ciencia y Tecnologia Marinas (CYTMAR) y el
Programa Nacional de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias,
respectivamente, se realizaron una serie de experimentos que forman
parte de la presente memoria de Tesis Doctoral, y cuyos objetivos
fundamentales son:

1. Preparacion de formulaciones liposomales con nutrientes
esenciales para larvas de peces marinos. Los liposomas,
preparados mediante tres técnicas diferentes, se formularon
con cuatro fuentes de fosfolipidos combinados, en ocasiones,
con otros compuestos tales como colesterol, vitaminas (A, Cy
E) y aminoacidos (metionina).

2. Evaluacion del comportamiento de los liposomas en
condiciones de enriquecimiento de nauplios de Artemia.
Las propiedades escogidas para describir el comportamiento
de los liposomas sometidos a condiciones de enriquecimiento
fueron: su capacidad para retener sustancias disueltas en la
fase acuosa, la alteracion del tamafio original de las vesiculas
durante la incubacion y el grado de oxidacion quimica de las
membranas.

3. Estudio del proceso de enriquecimiento de nauplios de
Artemia en nutrientes esenciales de naturaleza liposoluble
e hidrosoluble. Se llevaron a cabo enriquecimientos de
nauplios de Artemia con diferentes formulaciones liposomales
ricas en nutrientes esenciales para larvas de peces marinos
(acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, vitaminas y
aminodcidos). Los liposomas ricos en acidos grasos esenciales
fueron objeto de un estudio mas profundo encaminado a
determinar el protocolo 6ptimo para su uso.

4. Estimacion de la calidad de las dietas basadas en nauplios
enriquecidos mediante la realizacion de pruebas de
alimentacion larvaria. Se emplearon liposomas formulados
con nutrientes esenciales para enriquecer nauplios de Artemia,
los cuales sirvieron con posterioridad como dieta en
experimentos de alimentacion con larvas de lubina y dorada
(experimentos de bioencapsulacion).

5. Valoracion de la eficacia de los liposomas como sistema
para la vehiculacion directa de nutrientes esenciales a
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larvas de peces marinos. Se realizaron inmersiones de larvas
de lubina y dorada en suspensiones de liposomas con el fin de
evaluar su eficacia para administrar nutrientes a las larvas sin
su incorporacidn en presas vivas (experimentos de bafos).
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS COMUNES
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2.1. Preparacién de liposomas

La elaboracion de las preparaciones liposomales utilizadas en los
distintos experimentos del presente estudio se llevo a cabo utilizando
cuatro productos comerciales de fosfolipidos:

1. Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, pureza >99%), fosfolipido
sintético compuesto por dos cadenas de acido palmitico
(16:0).

2. Fosfatidilcolina de yema de huevo de gallina (EPC, pureza
>95%).

3. Fosfatidilcolina de soja (SPC, pureza >95%).

4. Extracto de fosfolipido de krill (KPL, pureza >99%), mezcla
de fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) con alto
contenido de PUFAs de la serie n-3.

El perfil de &cidos grasos y de clases de lipidos de las cuatro fuentes
de fosfolipidos utilizadas se presenta en la Tabla 2.1. Todos los
fosfolipidos se obtuvieron de Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, EE.UU.). Estos fosfolipidos, componentes mayoritarios de
las membranas de los liposomas, se combinaron con otras moléculas
de naturaleza liposoluble como el colesterol (CHO), la vitamina E (a-
tocoferol) o un derivado del retinol (palmitato de retinol), ademas de
otros de naturaleza hidrosoluble como metionina (Met) o el ascorbato
sodico (vitamina C). Todos estos compuestos se compraron a Sigma-
Aldrich, S.A. (Alcobendas, Espafia). Ademas de estos compuestos de
caracter nutritivo, los liposomas formulados para el estudio sobre la
capacidad de retencion de sustancias disueltas en la fase acuosa
(Capitulo 3) se prepararon incluyendo la molécula fluorescente 5(6)-
carboxifluoresceina (Eastman Kodak Company, Rochester, Nueva
York, EE.UU.) disuelta en la fase acuosa.

Los métodos de preparacion de liposomas seguidos en el presente
estudio se describen a continuacion:

1. Hidratacién simple. En un tubo de cristal de base redondeada,
se mezclaban las disoluciones en cloroformo de los
compuestos que constituirian la membrana del liposomas
(fosfolipidos, colesterol y vitaminas liposolubles) (Figura
2.1). Las proporciones de éstos se indicaran en cada caso. A
continuacion, se procedia a la evaporacion total del disolvente
(cloroformo) mediante la aplicacion de un flujo de gas
nitrogeno seco (N»), hasta conseguir una fina pelicula de los
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Tabla 2.1. Seleccion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) y clases de lipidos (porcentaje del total de lipidos) de la emulsion
lipidica usada como control y de las cuatro fuentes fosfolipidicas utilizadas
en la preparacion de los liposomas (fosfolipidos de krill, KPL;
fosfatidilcolina de soja, SPC; fosfatidilcolina de huevo, EPC;
dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC).

fﬁgﬁé‘l’; KPL SPC EPC DPPC
Acido graso
16:0 33 25,5 15,1 39,0 100,0
18:0 3,0 1,0 3,0 11,8 0,0
18:1n-9 10,8 5,4 13,6 324 0,0
18:2n-6 6,1 1,8 60,6 9,8 0,0
18:3n-3 1,4 1,4 3,6 0,0 0,0
20:4n-6 1,6 0,7 0,0 0,0 0,0
20:5n-3 19,8 29,7 0,0 1,0 0,0
22:5n-3 4,8 0,8 0,0 0,0 0,0
22:6n-3 25,4 18,4 0,0 0,0 0,0
Saturados 8,0 28,6 18,7 51,7 100,0
Monoinsaturados 25,4 13,2 15,8 33,6 0,0
Poliinsaturados 63,0 55,8 64,5 11,2 0,0
Total n-3 53,8 52,5 3,8 0,0 0,0
Total n-6 9,7 3,2 60,7 12,1 0,0
HUFA n-3 51,4 49,3 0,2 0,0 0,0
HUFA n-6 2,8 1.4 0,1 1,5 0,0
DHA/EPA 1,3 0,6 0,0 0,0 0,0
Clase de lipido
FAEE/TAG 91,1 0,0 0,0 0,0 0,0
PC 0,4 67,0 95,0 95,0 100,0
PE 0,0 9,0 0,0 0,0 0,0
Otros 8,4 24,0 5,0 5,0 0,0

HUFA n-3: PUFAs n-3 de 20 o mas carbonos; HUFA n-6: PUFAs n-6 de 20 o mas carbonos;
DHA/EPA: relacion de porcentajes de acido docosahexaenoico y acido eicosapentaenoico;
FAEE/TAG: fraccion combinada de ésteres etilicos de acido graso y triglicéridos; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina.
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componentes de la membrana en la base del tubo de cristal. La
adicion de agua de mar filtrada (0,45 pm), disoluciones de
nutrientes hidrosolubles o carboxifluoresceina disueltos en
agua de mar (esta Ultima so6lo en estudios de capacidad de
retencion de sustancias disueltas) iniciaba el proceso de
hidratacion de los componentes de la membrana. La
hidratacién se favorecia mediante la agitacion de los tubos con
la mezcla de compuestos de la membrana y el medio de
hidratacion. Durante un tiempo aproximado de 2 h los tubos
eran agitados periddicamente hasta lograr una completa
resuspension de la pelicula en la fase acuosa. Este sencillo
procedimiento da como resultado la formacion de una
suspension de liposomas multilamelares (MLVs) (Bangham y
cols., 1965).

Extrusiéon. Una segunda metodologia de preparacion de
liposomas consiste en hacer pasar suspensiones liposomales
obtenidas por hidratacion simple y, por tanto, MLVs, a través
de un dispositivo que recibe el nombre comercial de
Liposofast (Avestin Inc., Ottawa, Ontario, Canada) (Figura
2.2). El sistema consta de dos jeringas de precision tipo
Hamilton sujetas a sendos difusores, los cuales quedan
encarados uno frente al otro, y separados por una membrana
de policarbonato con un tamafio de poro de 100 nm. Los
difusores y la membrana quedan fijados mediante un sistema
de tornilleria que mantiene todas las piezas unidas. El proceso,
denominado extrusion, genera una suspension de liposomas
unilamelares grandes (LUVs) que, en adelante, apareceran con
la abreviatura “LUVext” (New, 1990). La fase acuosa de la
suspension de liposomas LUVext consistido en agua de mar
filtrada (0,45 pm), al igual que las suspensiones de MLVs
originales (Figura 2.1).

Solubilizacion por detergente. El tercer procedimiento
utilizado para preparar liposomas consisti0 en una
metodologia perteneciente al grupo de técnicas de
solubilizacion por detergente (New, 1990). Todas las
suspensiones liposomales preparadas mediante esta técnica
fueron elaboradas en los laboratorios de Transtechnics, S.L.
(Barcelona, Espafia). El sistema empleado (Liposomat,
Dianorm, Munich, Alemania) (Figura 2.3) consta de dos
bombas peristalticas que permiten la circulacion de dos
disoluciones distintas: 1) una disolucion de hidratacion,
consistente en suero fisioldégico (cloruro soédico disuelto a
0,9%, p/v) y, que en ocasiones, contenia nutrientes disueltos
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MEZCLA DE ADICION

COMPONENTES SECADO MLVs LUV extrusion
DE MEMBRANA DE FASE ACUOSA

EVAPORACION _| _ ____________ .
DISOLVENTE |— HibRATACION —}—  EXTRUSION —]

Figura 2.1. Procedimiento de preparacion de liposomas multilamelares
(MLVs) y liposomas unilamelares de extrusion (LUVextrusion).

(metionina o ascorbato sédico); y 2) una suspension de
micelas formadas por la accion de las moléculas del
detergente colato sodico (Sigma, Alcobendas, Espafia) sobre
los componentes de membrana (fosfolipidos y vitaminas
liposolubles). El bombeo de ambas disoluciones permite su
entrada en los dos dializadores que forman la camara de
mezcla. A través de una membrana semipermeable que
separaba ambos dializadores, tiene lugar un proceso de dialisis
que retira el exceso de detergente (flechas de D1 a D2 en
Figura 2.3), a la vez que la disolucion de hidratacion entra al
D1 a través de la membrana y se mezcla con los fosfolipidos
formandose bicapas cerradas. Los liposomas formados se
recogen en el recipiente de las micelas, de forma que la
concentracion de detergente va disminuyendo en cada ciclo a
través de este circuito. Este sistema origina una poblacion de
liposomas unilamelares de tamafio homogéneo (en adelante
“LUVdet”). Segun Lasch y cols. (2003) el tamafio de los
liposomas obtenidos por estas metodologias viene
determinado por el tipo de detergente utilizado, mientras que
la velocidad de bombeo y, por tanto, de eliminacion del
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detergente durante la dialisis determina el grado de dispersion
de tamafio de las vesiculas formadas. Los liposomas obtenidos
en nuestro laboratorio utilizando colato sédico (Sigma,
Alcobendas, Espafia) como agente detergente tenian un
tamafio homogéneo entorno a 150 nm.

Figura 2.2. Extrusionador Liposofast (Avestin Inc.).

MS
R
P
P
S
IR

oH | |4
EDZ Dli M

Figura 2.3. Liposomat de Dianorm (vista esquematica).

Las flechas de D; (dializador 1) a D, (dializador 2) indican el flujo de
detergente. La disolucion acuosa (DH) fluye en sentido contrario.

B,: bomba 1 para la circulaciéon de la suspension de micelas; B,:
bomba 2 (disolucion acuosa de hidratacion); M: suspension de
micelas; MS: membrana semipermeable.
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La preparacion de liposomas mediante cualquiera de las tres
técnicas detalladas arriba se llevo a cabo a temperatura ambiente, a
excepcion de las suspensiones preparadas con DPPC, en cuyo caso la
mezcla de componentes de membrana se calentaba por encima de
45°C. Esta temperatura es la temperatura de transicion de fase gel a
fase liquido cristalina del fosfolipido (T.) y determina la temperatura
por encima de la cual la membrana pasa de una fase casi sélida o gel a
una fase liquido-cristalina con una mayor libertad de movimiento de
las moléculas de fosfolipidos. El valor de T, depende principalmente
de la longitud y del grado de saturacion de las cadenas
hidrocarbonadas de los acidos grasos de los fosfolipidos. De esta
forma, cuanto mayor sea la longitud de estas cadenas y mayor sea su
grado de saturacion, mas alta es la T. (New, 1990, p. 9). Es
precisamente la saturacion de las cadenas de acido palmitico (16:0) lo
que confiere al DPPC un estado practicamente s6lido a temperatura
ambiente y, por lo tanto, su reordenamiento en forma de bicapas
cerradas solo se consigue calentando la mezcla de componentes hasta
superar la T.. Todas las suspensiones de liposomas se prepararon a
unal1 concentracion lipidica (fosfolipidos mas colesterol) de 100 mg
ml.

2.2. Enriquecimiento de nauplios de Artemia

2.2.1. Eclosion de quistes de Artemia

Los quistes de Artemia utilizados en todos los experimentos
procedieron de lotes comerciales (grado EG’, Inve, Gante, Bélgica),
con bajo contenido en HUFAs (Tabla 2.2). La obtencion de nauplios
se llevd a cabo tras la incubacion de los quistes en agua de mar sujeta
a una agitacion vigorosa por medio de aireacion continua. La
temperatura de incubacion se fijo en 28 + 1°C, mediante la disposicion
de los tubos de eclosion semisumergidos en el interior de un bafio
termostatizado. La densidad de quistes en esta fase de eclosion fue de
4 g 1", por debajo del maximo de 5 g 1" recomendado en la
bibliografia (van Stappen, 1996). Tras periodos de incubacion que
variaron alrededor de 24 h se detenia la aireacién y, con ello, se
conseguia la separacion entre las cascaras y los nauplios recién
eclosionados por simple decantacion, después de la migracion de estos
ultimos al fondo del recipiente de eclosion. Después de la retirada de
la fraccion superficial con las cascaras vacias, el resto del contenido
del tubo de eclosion se hacia pasar a través de una malla de plancton
de luz de 100 um. Los nauplios retenidos en la malla eran enjuagados

**“EG” hace referencia a las iniciales del término inglés “Enrichment grade”.
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Tabla 2.2. Seleccion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) analizados en quistes comerciales EG (Inve, Bélgica). Los
datos se presentan como medias (desviacion tipica) (n=3).

Acido graso

Quistes EG (Inve)
16:0 12,0 (0,1)
18:0 3,4 (0,0
18:2n-6 5,2 (0,0)
18:3n-3 21,8 (0,2)
20:4n-6 1,0 (0,0)
20:5n-3 3,3 (0,1)
22:5n-3 N.D.
22:6n-3 N.D.
Total identificados 92,9 (0,1)
Saturados 17,8 (0,1)
Monoinsaturados 40,5 (0,2)
Poliinsaturados 34,6 (0,3)
Total n-3 28,3 (0,3)
Total n-6 6,4 (0,0)
HUFAn-3 3,7 (0,1)
HUFAn-6 1,1 (0,0)
% Lipido (PS) 18,8 (0,8)

HUFA n-3: PUFAs n-3 de 20 o mas carbonos; HUFA n-6: PUFAs n-6 de 20 o mas
carbonos; N.D.: no detectado (<0,05%).

con abundante agua corriente para eliminar los metabolitos de
eclosion. A continuacion, los nauplios eran transferidos a probetas de
1-2 1 de capacidad, donde se llevaban a cabo dos decantaciones
consecutivas (una en agua corriente y otra en agua de mar) con el fin
de ecliminar la mayor cantidad de quistes sin eclosionar que
permanecian junto a los nauplios recién eclosionados.

Los nauplios de Artemia recién eclosionados se mantenian en
una probeta en agua de mar con aireacion vigorosa, para asegurar la
dispersion homogénea de los nauplios. En este momento, se procedia
a la estimacion de los nauplios recién eclosionados disponibles en la
probeta tomando seis alicuotas de 100 pl con una pipeta automatica.
Los nauplios vivos eran contabilizados, obteniéndose la media de
todas las alicuotas, tras desestimar los conteos méaximo y minimo. Con
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la estimacion de la densidad de nauplios, se calculaba el volumen que
debia ser transferido a cada tubo de enriquecimiento para conseguir la
densidad de nauplios deseada. En caso de no especificarse lo
contrario, la densidad de nauplios aproximada a la que se realizaron
todos los enriquecimientos fue de 300 nauplios ml™.

2.2.2. Enriquecimiento de nauplios de Artemia

El proceso de enriquecimiento consiste en la incubacién de los
nauplios recién eclosionados en agua de mar con el producto
enriquecedor. En el trabajo que nos ocupa, los productos
enriquecedores utilizados fueron preparaciones de liposomas ricos en
nutrientes esenciales, los cuales se compararon con un tratamiento
control consistente en la emulsion lipidica comercial Super Selco
(Inve, Gante, Bélgica). La concentracion de producto enriquecedor en
el medio de enriquecimiento se fijo en 0,50 g lipido I"', exceptuando el
caso del experimento realizado para determinar la eficacia de
incorporacion de 4acidos grasos esenciales bajo  distintas
concentraciones de producto enriquecedor (Apartado 4.2.4). La
concentracion de enriquecedor estd expresada en términos de la masa
de la fraccion lipidica por unidad de volumen del medio de
enriquecimiento. En el caso de la emulsion, se considera como
material lipidico el peso total del producto una vez corregido el peso
de la fraccion de humedad (30%), mientras que en los
enriquecimientos con liposomas sé6lo se ha tenido en cuenta la masa
de la fraccion lipidica de la suspension (fosfolipidos y colesterol),
descartando la masa de otros nutrientes disueltos en la fase acuosa
(p-ej., ascorbato o metionina) o inmersos en la membrana (p. ej.,
palmitato de retinol o a-tocoferol).

Los productos enriquecedores eran dispensados en los tubos
de enriquecimiento con los nauplios recién eclosionados utilizando
pipetas automaticas en el caso de los liposomas o pesandose
previamente la cantidad deseada de producto enriquecedor, en el caso
de la emulsion control, que, posteriormente, se dispersaba en un
pequefio volumen de agua de mar mediante una batidora doméstica
antes de afiadirla a los tubos de enriquecimiento. Dichos tubos se
rellenaban entonces con agua de mar hasta completar el volumen final
en el que se llevaba a cabo el enriquecimiento (entre 700 y 1000 ml).
La temperatura de enriquecimiento se fij6 en 28 + 1°C, utilizando un
bafio idéntico al utilizado para la eclosion de quistes. La incubacion de
los nauplios en el medio con enriquecedor se prolongaba durante un
tiempo nunca superior a 24 h, aunque la duraciéon de las incubaciones
cambié de unos experimentos a otros (se especificara en cada caso).
Los tubos de enriquecimientos estuvieron iluminados mediante tubos
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fluorescentes bajo una intensidad de 1500-2000 lux. Tras el periodo
de incubacion, los nauplios de Artemia eran recogidos en una malla de
plancton de luz de 100 pm, donde se enjuagaban con agua corriente
abundante para eliminar restos de enriquecedor en el agua intersticial.
En los ensayos de alimentacion larvaria (Capitulo 6), los nauplios
enriquecidos se dejaban en agua de mar con aireacion hasta ser
administrados a las larvas. Durante este periodo, se estimaban los
nauplios de cada tratamiento y se preparaban los enriquecimientos
para el siguiente dia. En cambio, los nauplios correspondientes a
experimentos de enriquecimiento (Capitulos 4 y 5) eran enjuagados
una segunda vez con agua destilada para eliminar restos de sal y, a
continuacion, se congelaban a -20°C.

2.2.3. Supervivencia de nauplios de Artemia durante el
enriguecimiento

La estimacion de la supervivencia de los nauplios durante el
proceso de enriquecimiento fue incorporada al protocolo habitual tras
la constatacion de la existencia ocasional de importantes mortalidades.
Esta estimacion se llevaba a cabo contando los nauplios vivos
presentes en seis alicuotas de 100 pl tomadas del tubo de
enriquecimiento al inicio y al final del proceso, de forma muy similar
al procedimiento explicado en la estimacion de la densidad de
nauplios recién eclosionados presentes tras la eliminacion de las
cascaras vacias y quistes sin eclosionar (Apartado 2.2.1). Durante la
toma de las alicuotas, el medio de enriquecimiento se mantenia
homogeneizado mediante la aplicacion de aireacion continua. Tras
desechar los conteos maximo y minimo, se obtenia la densidad de
nauplios (nauplios ml™') con el promedio de los cuatro conteos
restantes, calculandose el porcentaje de supervivencia por
comparacion entre las densidades inicial y final. La evaporacion
sufrida por efecto de la temperatura y la aireacion a lo largo de toda la
incubacion fue tenida en cuenta y compensada en los calculos al
estimar la densidad final de nauplios. Esta concentracion de los
nauplios por efecto de la evaporacion fue especialmente importante en
los enriquecimientos con liposomas, debido a la formacién de
espumas que evacuan una cantidad importante de agua del medio.

2.3. Cria larvaria de lubina y dorada

Los experimentos de alimentacion larvaria recogidos en esta
memoria se llevaron a cabo con ejemplares provenientes de huevos
obtenidos de reproductores mantenidos en cautividad mediante
procedimientos estandares como los descritos en el Capitulo 1. Los
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huevos viables se incubaron en tanques de 500 1 con agua de mar a
una temperatura aproximada de 14°C y oxigenada por medio de
aireadores. La eclosion de los huevos tuvo lugar tras un periodo de
incubacion aproximado de 48-72 h. Las larvas lecitotroficas se
mantuvieron sin alimentacion exdgena durante un periodo que varid
entre 7'y 10 d en funcion de la temperatura del agua de mar. Una vez
transcurrido este periodo en el que las larvas consumieron gran parte
de sus reservas vitelinas, se administraron rotiferos (Brachionus
plicatilis) cultivados con microalgas ricas en PUFAs (Scenedesmus
obliquus Nannochloropsis gaditana, Tetraselmis suecica o Isochrysis
galbana). Durante esta fase del cultivo, el agua de mar del tanque de
cultivo larvario contenia cierta cantidad de las microalgas usadas en el
cultivo de rotiferos, siguiendo la metodologia denominada ‘“agua
verde” (Shields, 2001). Cuando las larvas alcanzaron el tamafo
suficiente para ingerir presas de mayor tamatfio, los rotiferos fueron
sustituidos progresivamente por nauplios de Artemia recién
eclosionados obtenidos a partir de quistes comerciales ricos en PUFAs
(grado AF®, Inve, Gante, Bélgica). Después de algunos dias, se
combinaban los nauplios AF sin enriquecer con nauplios de Artemia
de baja calidad nutricional (grado EG, Inve, Gante, Bélgica)
enriquecidos con el producto comercial Super Selco (Inve, Gante,
Bélgica), hasta administrar unicamente nauplios enriquecidos. El
régimen alimenticio descrito queda esquematizado en la Figura 1.3.
Esta dieta se mantuvo hasta que las larvas fueron empleadas para la
realizacion de diferentes experimentos. En todas las etapas de
alimentacion exdgena descritas, la densidad de presas en el tanque de
cria larvaria se mantuvo entre 3 y 10 presas ml™.

2.4. Andlisis de nutrientes

2.4.1. Andlisis de lipidos totales: método de Folch

La extraccion de los lipidos totales en muestras de
enriquecedores (liposomas y emulsiones), nauplios de Artemia y
larvas de peces de los distintos experimentos se realizd mediante una
modificacion del método propuesto por Folch y cols. (1957). Las
muestras, previamente pesadas con una precision de centésimas de mg
(Mettler Toledo, L’Hospitalet de Llobregat, Espafia), eran
homogeneizadas mecanicamente en homogeneizadores tipo Potter con
una mezcla de cloroformo:metanol (2:1, v/v) que contenia el
antioxidante BHT (Sigma, Alcobendas Espafia) a una concentracion

6 “AF” hace referencia a “Artemia franciscana” y se utiliza en quistes de alto
valor nutritivo.
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de 0,01% (p/v). Al volumen total de homogeneizado, se le afadia una
cuarta parte de una disolucion acuosa 0,88% KCIl (p/v). Tras la
agitacion de la mezcla y posterior centrifugacién durante 2 min a 600
g, se retiraba el sobrenadante, filtrando la fase organica infranadante a
través de un filtro de papel (Whatman, Maidstone, Gran Bretafia). Se
repetia el mismo proceso con el pellet, con el fin de maximizar la
extraccion de lipido de la muestras. La suma de las dos fases
organicas filtradas en ambas extracciones se secaba bajo flujo de N,
seco. El extracto de lipido se trasvasaba a un vial de vidrio
previamente pesado en el que se realizaba el secado completo con N,
seco. Las muestras se mantenian en un desecador hasta el dia
siguiente, momento en el que realizaba la nueva pesada. La masa de
lipidos totales obtenidos de la muestra inicial se obtenia por
gravimetria. Las muestras de extractos lipidicos se conservaron
disueltas a una concentracion conocida en una mezcla
cloroformo:metanol (2:1, v/v) que contenia 0,01% (p/v) de BHT.
Ademas, el aire presente en el vial era desplazado con N, seco con el
fin de minimizar la oxidacion de las muestras durante su
almacenamiento.

2.4.2. Andlisis de clases de lipidos por HPTLC

Las clases de lipidos fueron analizados por cromatografia de
capa fina de alta resolucion (High Performance Thin Layer
Chromatography, HPTLC) segun el método descrito por Olsen y
Henderson (1989). Los extractos lipidicos de las muestras (15 ug) se
aplicaron en placas de gel de silice G 20 de 10x10 cm (Merck,
Darmstadt, Alemania; Panreac, Castellar del Vallés, Espafia) mediante
jeringas tipo Hamilton, procediendo a una elucion doble. El primer
solvente, compuesto por acetato de metilo, isopropanol, cloroformo,
metanol y una disolucion acuosa de KCl1 0,25% (p/v) en la proporcion
25:25:25:10:9 (v/v/v/v/v) eluia las muestras hasta una distancia de 5
cm por encima del punto de aplicacion. Esto permite la separacion de
los LPs, mientras que los LN son arrastrados con el frente de elucion.
Tras el secado de la placa, una segunda elucion, llevada a cabo hasta
el borde superior de la placa con una mezcla de hexano:éter
dietilico:acido acético (85:15:1,5, v/v/v), separaba las clases de LN.
En este momento, las placas eran colocadas en un desecador por vacio
hasta lograr la evaporacion total del disolvente. A continuacién, las
placas eran rociadas con una disolucion acuosa 3% de (CH3CO),Cu
(p/v) conteniendo 8% de H;PO, (v/v) (Fewster y cols., 1969), tras lo
cual se introducian en un horno a 160°C donde se carbonizaban las
distintas fracciones de la muestra. La densidad optica de las distintas
clases de lipidos se cuantificod mediante un densitometro de imagenes
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calibrado (Bio-Rad, Alcobendas, Espafia), y los resultados se
expresaron en términos de porcentaje de cada clase lipidica en
relacion al total. A modo de ejemplo, la Figura 2.4 muestra la
separacion de las clases lipidicas de muestras de nauplios enriquecidos
con el enriquecedor comercial Super Selco (Inve, Gante, Bélgica) y
larvas de lubina alimentadas con estos nauplios, utilizando placas de
dos marcas comerciales diferentes (Panreac y Merck).

2.4.3. Andlisis de acidos grasos por cromatografia de gases
2.4.3.1. Transmetilacion de dcidos grasos

El andlisis de acidos grasos se realizd6 por cromatografia
gaseosa a partir de los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAMEs)
obtenidos por derivatizacion de las muestras de extracto lipidico.
Concretamente, este proceso de derivatizacidbn que se conoce por
transmetilacion catalizada por acido (Christie, 1982) consiste en
incubar una cantidad conocida de extracto lipidico en 1 ml de tolueno
y 2 ml de una disolucion 1% H,SO, en metanol a 50°C durante un
periodo aproximado de 16 h. Tras esta digestion, los FAMEs se
recuperaban mediante dos extracciones liquido:liquido consecutivas.
La primera se realizaba sobre la muestra incubada, afiadiendo 5 ml de
agua destilada y 5 ml de una disolucion de hexano:éter dietilico (1:1,
v/v). Tras la agitacion de la mezcla y centrifugacion durante 2 min a
600 g, se recogia la fase sobrenadante, sobre la cual se llevaba a cabo
la segunda extraccion. Para ello, se afiadia 1,5 ml de una disolucion
acuosa 2% (p/v) de KHCO;, se agitaba y se centrifugaba durante 2
min a 600 g. La fase sobrenadante era trasvasada a otro tubo donde se
secaba con N, seco. Finalmente la muestra era transferida a viales,
donde se conservaba disuelta en un volumen aproximado de 140 pl de
hexano:éter dietilico, como paso previo a la purificacion de los
FAMEs.

La purificacion se llevaba a cabo mediante cromatografia de
capa fina en placas de gel de silice G 60 de 20x20 cm (Merck,
Darmstadt, Alemania), eluidas con un solvente compuesto por
hexano:éter dietilico:acido acético glacial (85:15:1,5, v/v/v). La
elucion de un estandar en la misma placa y su posterior revelado con
una disolucion de yodo resublimado 1% (p/v) en cloroformo, permitia
estimar la posicion de la fraccion de los FAMEs de las muestras. La
fraccidon correspondiente a cada muestra era recuperada mediante el
rascado del gel de silice correspondiente al area donde se hallaba la
fraccion de ésteres metilicos. Los FAMEs presentes en el gel de silice
se resuspendian en hexano:éter dietilico mediante agitacion y posterior
centrifugacion de 2 min a 600 g. La fraccion liquida se trasvasaba a
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otro tubo donde se llevaba a cabo el secado completo con N, seco.
Finalmente, los ésteres metilicos purificados se trasvasaban a viales de
vidrio mediante su resuspension con hexano que contenia BHT
(0,01%, p/v). De esta forma, las muestras se hallaban en disposicion
de ser inyectadas en el cromatografo de gases.

2.5.3.2. Condiciones cromatogrdficas

Los 4&cidos grasos fueron analizados en un cromatografo
Fisons Instruments (GC 8000 Series, Fisons Instruments, Rodano,
Italia) equipado con una columna tubular abierta de 30 m x 0,25 mm
(Tracer, TRWAX, espesor de capa: 0,25 pm, Teknokroma, Barcelona,
Espafia). Las muestras, inyectadas en frio por el sistema de inyeccion
en columna, se eluyeron con helio como Unico componente de la fase
movil, bajo un gradiente térmico de 50 a 220°C. Los datos procedentes
de un detector de llama (Fisons Instruments, Rodano, Italia) se
recogian en un sistema informatico equipado con la aplicacion
Chrom-Card for Windows (CE Instruments, Milan, Italia), durante los
40 min que duraba la elucion de las muestras. La identificacion de los
diferentes acidos grasos se realizO por comparacion de los
cromatogramas de las muestras con estandares conocidos como el que
aparece en la Figura 2.5.
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Figura 2.5. Separacion de ésteres metilicos de acidos grasos mediante
una técnica de GC con una columna tubular abierta y deteccion por
ionizacion de llama de un patrén comercial (37 Component FAME Mix
de Supelco).
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2.4.4. Andlisis de vitamina A por HPLC

Los analisis de vitamina A se llevaron a cabo segin una
modificacion del método seguido por Takeuchi y cols. (1998b).

2.4.4.1. Extraccion de vitamina A y derivados

En primer lugar, se realizaron las extracciones de los lipidos
totales presentes en las muestras mediante el método descrito en el
Apartado 2.4.1. Los extractos lipidicos, conservados en viales ambar
para evitar la degradacion de la vitamina A durante su manejo, se
hallaban disueltos a una concentracién de 10 mg lipido ml" en una
disolucién de acetato de retinol (3,0 ug ml™), empleado como estandar
interno, en metanol:acetona (1:1, v/v).

2.4.4.2. Condiciones cromatogrdficas

Las muestras de extractos lipidicos (20 pl) se inyectaron en un
sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucion (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). El sistema de HPLC
(Thermo Separation Products, San José, California, EE.UU.) se
componia de una bomba cuaternaria de gradiente P4000 usada en
condiciones isocraticas, un desgasificador y un detector UV-VIS
UV6000LP configurado a una longitud de onda de 325 nm. EI horno

600 -
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Acido retinoico

Retinol

400 -

300 A

Acetato de retinol

200 -

Absorbancia (mAU)

> Palmitato de retinol

0 5 10 15 20
Tiempo (min)
Figura 2.6. Separacion de compuestos estandar implicados en el
metabolismo de la vitamina A mediante una técnica de HPLC con una
columna de fase reversa y deteccion espectrofotométrica a 325 nm.
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Croco-Cil (Cluzeau, Sainte-Foy-la-Grande, Francia) mantenia la
columna de fase reversa C-18 Lichrospher (Merck, Darmstadt,
Alemania) a una temperatura de 30°C. La integracion de los picos se
llevé a cabo mediante la aplicacion informatica ChromQuest Sofiware
(Thermo Quest, San José¢, California, EE.UU.). La fase movil utilizada
estuvo compuesta de una mezcla de disolucion 98% de metanol
conteniendo 0,5% (p/v) de acetato de amonio y cloroformo (85:15,
v/v). Los solventes utilizados en la composicion de la fase movil
fueron de calidad HPLC (Merck, Darmstadt, Alemania). El flujo era
de 1,5 ml min' y la elucién duraba 25 min. La identificacién de los
picos se realizé por comparacion con la separacion conseguida en una
mezcla de patrones de gran pureza (Sigma, Alcobendas, Espafia) como
se muestra en la Figura 2.6. Cada uno de los compuestos se cuantifico
a partir de la relacion de sus factores de respuesta con el del estandar
interno acetato de retinol.

2.4.5. Anélisis de vitamina C por HPLC

El anélisis de ascorbato (vitamina C) se realizé siguiendo el
método descrito por Shiau y Hsu (1994).

2.4.5.1. Extraccion de acido ascorbico

La extraccion de acido ascorbico de las muestras se realizo
mediante la homogeneizacion de éstas en una disolucion fria de acido
metafosforico (MPA) 5% (p/v) (Sigma, Alcobendas, Espaiia),
utilizando un disruptor de tejidos (Ika Laborteknik, Staufen,
Alemania) durante 30 s en un bafio de hielo. El peso de muestra
procesada fue de unos 5 o 10 mg PS ml"' de MPA 5% para nauplios o
larvas, respectivamente. Tras una centrifugacion de las muestras
durante 5 min a 3000 g, las fracciones sobrenadantes se hicieron pasar
por un filtro de jeringa de fibra de vidrio y nylon con un tamafio de
poro de 0,45 um (Whatman, Clifton, New Jersey, EE.UU.). Tras el
filtrado de la muestra, se inyectaba un volumen de 20 pl en el
cromatografo.

2.4.5.2. Condiciones cromatogrdficas

Se utilizo el mismo cromatdgrafo descrito en el Apartado
2.4.4 equipado con una columna de fase reversa C-18 Lichrospher
(Merck, Darmstadt, Alemania) idéntica a la mencionada
anteriormente. La elucion se llevo a cabo en condiciones isocraticas a
un flujo de 0,9 ml min”', utilizando una fase mévil consistente en una
disoluciéon acuosa 0,05 M de KH,PO, ajustada a pH 2,8 con acido
H;PO,. La temperatura de elucion fue la ambiental, y la deteccion se
realiz6 con un detector UV-VIS UV6000LP (Apartado 2.4.4.2)
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configurado a una longitud de onda de 254 nm. La cuantificacion de
ascorbato se realizo por el método del estandar externo, utilizando la
respuesta espectrofotométrica a 254 nm del patron de acido ascorbico
(Sigma, Alcobendas, Espana) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Separacion de ascorbato mediante una técnica de HPLC con
una columna de fase reversa y deteccion espectrofotométrica a 254 nm.

2.4.6. Andlisis de aminoacidos por HPLC

Los analisis de aminoacidos libres se realizaron mediante una
modificacion del método original de Koop y cols. (1982), basado en
una derivatizacion pre-columna con fenilisotiocianato
(phenylisothiocyanate, PITC).

2.4.6.1. Extraccion de aminoacidos libres

La extraccion de los aminoacidos libres se llevd a cabo
mediante la homogeneizacion de las muestras en una disolucion
acuosa de acido tricloroacético (TCA) (Panreac, Castellar del Vallés,
Espafia) al 6% (p/v), utilizando un disruptor de tejidos (Ika
Laborteknik, Staufen, Alemania). En funcion de la muestra biologica,
la cantidad procesada vari6 entre 5y 15 mg PS ml"' de TCA 6%. Las
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muestras permanecian 24 h a 4 °C, periodo tras el cual se
centrifugaban durante 20 min a 10.000 g. Las fracciones
sobrenadantes se filtraron a través de filtro de fibra de vidrio y nylon
(Whatman, Clifton, New Jersey, EE.UU.) antes de someterlos a la
reaccion de derivatizacion.

2.4.6.2. Derivatizacion de aminodcidos

En un tubo de reaccion se mezclaban 125 pl del sobrenadante
filtrado y 25 pl de disolucion 2 mM de patrén interno norleucina
(Sigma, Alcobendas, Espafia). Tras su secado en un evaporador
centrifugo, se afiadian 20 pl del reactivo de secado compuesto por
metanol:agua:trietilamina (2:2:1, v/v/v), y se volvia a secar. Por
ultimo, se afiadian 15 pl del reactivo de derivatizacion compuesto por
metanol:agua:trietilamina:PITC ~ (7:1:1:1,  v/v/v/v)  preparado
momentos antes a la derivatizacion, y se incubaban a temperatura
ambiente durante 20 min, periodo tras el cual se procedia al secado
definitivo hasta la inyeccion en el cromatografo. En este punto, las
muestras se conservaron a -20°C hasta su inyeccion en el
cromatografo.

2.4.6.3. Condiciones cromatogrdficas

La inyeccion de las muestras se realizé después de disolver las
muestras derivatizadas en 200 pl de una disolucion 5 mM de Na,HPO,
tamponado a pH 7,4 y 5% de acetonitrilo. Tras centrifugacion a
10.000 g durante 3 min, se inyectaron 20 pl de sobrenadante en el
sistema de HPLC (Apartado 2.4.4). La elucion de las muestras se llevo
a cabo a través de un gradiente de mezcla de dos fases moviles: fase
movil A, consistente en una disolucion 70 mM de acetato sodico
tamponado a pH 6,55 y 2,5% de acetonitrilo; y fase movil B, mezcla
de acetonitrilo:agua:metanol (45:40:15, v/v/v). Los solventes
utilizados en la composicion de ambas fases moviles fueron de calidad
HPLC gradiente (Merck, Darmstadt, Alemania). La elucién tuvo lugar
a un flujo de 1 ml min™', a una temperatura de 52°C, bajo el programa
de gradiente descrito en la Tabla 2.3. La deteccion espectrofotométrica
se realizd mediante un detector UV-VIS UV6000LP (Apartado
2.4.4.2) configurado a una longitud de onda de 254 nm. Los picos se
identificaron por comparaciéon con estandares comerciales (Sigma,
Alcobendas, Espana), y se cuantificaban a través de la relacion entre
los factores de respuesta de los distintos solutos con el patrén interno
norleucina (Figura 2.8).
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Tabla 2.3. Programa de elucion en gradiente seguido en el
analisis de aminoacidos libres.

Tiempo (min) % fase A % fase B
0,0 100,0 0,0
13,5 97,0 3,0
16,5 97,0 3,0
19,0 96,5 3,5
21,0 95,5 4.5
24,0 94,0 6,0
25,0 93,0 7,0
26,5 92,0 8,0
28,5 91,0 9,0
30,0 91,0 9,0
50,0 66,0 34,0
65,0 30,0 70,0

Fase A: fase movil compuesta por disolucion 70 mM de acetato sodico
tamponado a pH 6,55 y 2,5% de acetonitrilo.

Fase B: fase movil compuesta por una mezcla de acetonitrilo:agua:metanol
(45:40:15, v/v/v).

S
2500 7 o8
218
5[5 s
SN g
2000 4
< K
c <2
= £5 3
- 5= 3 3
I 1500 He H .
3 5
S TR §
£ 1000 §58 s 8
S s 1S £«
£ g |7 &
~ <
500 A
0 udu ULL

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tiempo (min)

Figura 2.8. Separacion de PTC-aminoacidos (derivados feniltiocarbamil)
mediante una técnica de HPLC con una columna de fase reversa C18 y
deteccion espectrofotométrica a 254 nm. Patron de aminoacidos de Sigma
(Ref. AA-S-18) y Norleucina (patrén interno).
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2.5. Analisis estadisticos

Los datos bioldgicos y analiticos se expresan en toda la
memoria en términos de medias + desviaciones tipicas. El nimero de
réplicas determinadas en cada caso se especifica mediante el valor de
“n”. La condicion de normalidad fue asumida en todas las variables
estudiadas, mientras que la homogeneidad de las variancias
(homocedasticidad) se comprobo en cada caso mediante la prueba de
Barlett. Las diferencias entre medias de variables evaluadas en dos
tratamientos experimentales (dos niveles del factor de variacidon) se
comprobaron mediante la prueba t de Student para muestras
independientes. Una vez comprobada la homocedasticidad de los
datos, en las comparaciones realizadas con mas de dos tratamientos
(més de dos niveles de variacion del factor), las diferencias entre
medias de los distintos tratamientos se determinaron mediante el
andlisis de la varianza (analysis of variance, ANOVA), seguido de la
prueba de Tukey para la comparacion multiple de medias (Sokal y
Rohlf, 1981). Sin embargo, en el caso de existir heterogeneidad de
varianzas, se usaron las pruebas robustas de Welch para determinar
diferencias entre medias, y de Games-Howell para el establecimiento
de diferencias entre grupos (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE.UU.).
Estas dos ultima pruebas estadisticas no exigen la condicion de
homogeneidad de varianzas como es preceptivo en las pruebas
ANOVA vy la de Tukey. El nivel de significacion de todas las pruebas
estadisticas descritas arriba se fijo en 0,05. Todos los analisis
estadisticos realizados en este trabajo se llevaron a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EE.UU.).
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CAPITULO 3
COMPORTAMIENTO DE LIPOSOMAS

COMO ENRIQUECEDORES DE
NAUPLIOS DE Artemia
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3.1. Introduccion

La mejora del valor nutritivo de las presas vivas usadas en la
cria de larvas de peces marinos se resuclve mediante la utilizacion de
productos comerciales con alto contenido en nutrientes esenciales,
principalmente 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(HUFAs). Como se ha comentado en el Capitulo 1, los liposomas
poseen unas caracteristicas estructurales y de composicion que les
convierten en productos con gran potencial para su utilizacion como
enriquecedores de presas vivas. De forma sencilla, los liposomas
pueden definirse como vesiculas fosfolipidicas que encierran un
espacio acuoso en el interior y con un tamafio variable desde varias
decenas de nandémetros hasta varias micras. Asi pues, la existencia del
compartimento acuoso interno a la vesicula, su composicion a base de
fosfolipidos y su pequefio tamafio son tres propiedades basicas de los
liposomas que, ademas de caracterizarlos, les distinguen de otros
productos enriquecedores comerciales como las emulsiones lipidicas
empleadas como producto de referencia en los experimentos
presentados en esta memoria.

Los productos enriquecedores basados en emulsiones lipidicas
forman goticulas o micelas cuya estructura posee un nicleo interno de
moléculas insolubles en agua rodeadas por moléculas de emulgente
que dispersan a las primeras en medios acuosos como el agua de mar
(Figura 1.4a). Al observar esta estructura, es obvio deducir la
dificultad de incluir nutrientes hidrosolubles en la formulacion de las
emulsiones. En cambio, los liposomas poseen un espacio acuoso
donde pueden disolverse compuestos solubles en agua (Figura 1.4b y
¢). De esta forma, algunos estudios, relacionados con la acuicultura de
distintos organismos, han utilizado liposomas en cuyo compartimento
acuoso se han vehiculado sustancias hidrosolubles con fines
nutricionales (Ozkizilcik y Chu, 1994; Tonheim y cols., 2000),
terapéuticos (Rodgers, 1990, Touraki y cols., 1995; Irie y cols., 2005),
etc. En cualquier caso, la capacidad de los liposomas para retener
sustancias disueltas en el interior de la fase acuosa depende de
multiples factores, entre los que destacan aquéllos relacionados con la
composicion de la membrana. En este sentido, la composicion de
clases lipidicas (tipos de fosfolipidos, colesterol, etc.) y el grado de
insaturacion de las cadenas de acidos grasos presentes en ellas puede
determinar la fluidez de la membrana y, en consecuencia, el grado de
estanqueidad.

Un segundo elemento que distingue a los liposomas de las
emulsiones lipidicas es la composicion de clases lipidicas de estos
productos. Mientras que las emulsiones presentan un perfil lipidico a
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base de lipidos neutros como los triglicéridos (TAGs) y los ésteres
etilicos de 4cido graso (FAEEs), los liposomas se componen
basicamente de lipidos polares como los fosfolipidos (Figura 3.1).
Este hecho puede suponer otra ventaja anadida ya que las dietas
suplementadas con fosfolipidos traen consigo efectos beneficiosos de
caracter nutricional (Koven y cols., 1993a; Teshima y cols., 1993;
Coutteau y cols., 1997; Geurden y cols., 1998; Gisbert y cols., 2005),
antiestresante (Kanazawa, 1997), etc. Ademas, las propiedades
antioxidantes atribuidas a los fosfolipidos (King y cols., 1992a, b;
McEvoy y cols., 1997; Song y cols., 1997) pueden jugar un papel muy
importante a la hora de minimizar la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados durante el proceso de enriquecimiento (McEvoy y cols.,
1995). La formacion de estos compuestos, denominados perdxidos
lipidicos, puede llevar consigo su acumulacion en las presas vivas
sometidas a procedimientos de enriquecimiento y provocar efectos
nocivos en las larvas alimentadas con estas presas vivas (McEvoy y
cols., 1995; Hipkiss y cols., 1997; Tesoriere y cols., 2002; Del Rio y
cols., 2005).

Por ultimo, el tamafio de particula es una caracteristica de gran
importancia en un producto enriquecedor, ya que determina la eficacia
de bioencapsulacion de la presa viva (Gelabert-Fernandez, 2001; Han y
cols., 2005). En términos generales, las particulas que forman los
productos enriquecedores convencionales, con tamafios de varias micras,
son mayores que los liposomas (Léger y cols., 1987; Southgate y Lou,
1995; Han y cols., 2005, Wille y cols., 2005). En éstos ultimos, el rango
de tamafios puede ser muy amplio y depende del método de
preparacion. En el caso que nos ocupa, el didmetro de vesicula va de los
150-200 nm de las preparaciones unilamelares a algo mas de 1 pm en las
multilamelares (Hontoria y cols., 1994). Sin embargo, la aparicion de
procesos de degradacion, de fusion y de agregacién de vesiculas
durante el proceso de enriquecimiento puede cambiar la distribucion
de tamafios original (New, 1995) y, en consecuencia, la efectividad
del proceso de enriquecimiento.

Todas estas diferencias en las propiedades fisico-quimicas de
los liposomas con respecto a los productos habitualmente utilizados en
el enriquecimiento de presas vivas exigen un estudio preliminar para
describir el comportamiento de estas vesiculas fosfolipidicas en las
condiciones propias del enriquecimiento y poder valorar de forma mas
precisa el potencial de las distintas preparaciones. Con este objetivo,
los tres experimentos realizados estudiaron la capacidad de varias
formulaciones liposomales para retener sustancias en su fase acuosa,
el grado de oxidacion quimica de las membranas y el cambio de
tamafio durante su incubacion en condiciones de enriquecimiento.
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Figura 3.1. Estructura de tres moléculas lipidicas. Las cadenas de 4cidos
grasos (azul) se esterifican a los grupos hidroxilo del glicerol (amarillo)
en el caso de los triglicéridos (a) y fosfolipidos (c), o al hidroxilo del
etanol (verde) en el caso de los ésteres etilicos de acidos grasos (b). Los
fosfolipidos tienen una cabeza polar compuesta por un grupo fosfato
(gris) y un compuesto hidrosoluble (rojo).

3.2. Material y métodos

3.2.1. Capacidad de retencion de sustancias disueltas

Se evalud la capacidad de varias formulaciones de liposomas
para retener sustancias disueltas en la fase acuosa interna de la
vesicula bajo condiciones propias del enriquecimiento. Para ello, se
prepararon suspensiones de liposomas con distinta composicion de
fosfolipidos, distintas proporciones fosfolipido:colesterol y varios
contenidos de vitamina E en la bicapa. La vitamina E fue incluida con
el fin de mejorar la estabilidad de las preparaciones de liposomas
(Urano y cols., 1987). De esta forma, las formulaciones sometidas a
esta prueba fueron las siguientes, clasificadas segin la fuente

fosfolipidica basica de su composicion:
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1.Fosfolipidos de krill (KPL):

a. LUVext (KPL:CHO): liposomas unilamelares de extrusion
(LUVext) compuestos de una membrana de KPL vy
colesterol (CHO) en una proporcion 4:1 (p/p).

b. LUVext (KPL:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de KPL, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:1 (p/p/p).

c. LUVdet (KPL): liposomas unilamelares preparados
mediante el método de solubilizacion por detergente
(LUVdet) y compuestos de una membrana de KPL (100%).

d. MLV (KPL:CHO) (4:1): liposomas multilamelares (MLVs)
compuestos de membranas de KPL y CHO en una
proporcién 4:1 (p/p).

e. MLV (KPL:CHO) (2:1): MLVs compuestos de membranas
de KPL y CHO en una proporcion 2:1 (p/p).

2.Fosfatidilcolina de soja (SPC):

a. LUVext (SPC:CHO): LUVext compuestos de una
membrana de SPC y CHO en una proporcion 4:1 (p/p).

b. LUVext (SPC:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de SPC, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:1 (p/p/p).

c. LUVdet (SPC): LUVdet formulados con una membrana
compuesta exclusivamente por SPC.

3.Fosfatidilcolina de huevo (EPC):

a. LUVext (EPC:CHO): LUVext compuestos de una
membrana de EPC y CHO en una proporcion 4:1 (p/p).

b. LUVext (EPC:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de EPC, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:1 (p/p/p).

c. LUVext (EPC:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de EPC, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:10 (p/p/p).

4.Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC):

a. LUVext (DPPC:CHO): LUVext compuestos de una
membrana de DPPC y CHO en una proporcion 4:1 (p/p).
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b. LUVext (DPPC:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de DPPC, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:1 (p/p/p).

c. LUVext (DPPC:CHO:vitE): LUVext compuestos de una
membrana de DPPC, CHO y vitamina E en una proporcion
80:20:10 (p/p/p).

La técnica utilizada en el seguimiento de la capacidad de
retencion de sustancias disueltas por parte de las distintas
formulaciones liposomales se bas6 en el método descrito por
Weinstein y cols. (1984). El procedimiento permite medir la
liberacion del marcador fluorescente 5(6)-carboxifluoresceina (CF).
En el momento de preparacion de los liposomas (MLV, LUVext y
LUVdet) por los métodos descritos en el Apartado 2.1, la CF se
hallaba disuelta en la fase acuosa (interna y externa a las vesiculas) a
una concentracion superior a 100 nM. Este compuesto solo presenta
fluorescencia a concentraciones inferiores a 100 mM (Weinstein y
cols., 1984), debido a que la interaccidn entre las propias moléculas de
CF impide su fluorescencia (efecto self-quenching). Una vez
concluida la preparacion, se procedié a la eliminacion del marcador
fluorescente presente en el espacio externo a las vesiculas, hasta
obtener una suspension de liposomas en la que el marcador
fluorescente concentrado se encontraba solo en la fase acuosa interna.
La forma de eliminar el marcador del espacio externo al liposoma
vario en funcién de la lamelaridad de las preparaciones. De esta
forma, las preparaciones unilamelares (LUVext y LUVdet) se hacian
pasar por una columna empaquetada con Sephadex G-50 Fine
(Amersham Biosciences, Upsala, Suecia) hidratada con agua de mar
(LUVext) o suero fisiologico (NaCl al 0,9%, p/v) (LUVdet). La
fraccion de liposomas era recogida para su posterior utilizacion en las
pruebas de capacidad de retencidon de sustancias disueltas. En el caso
de los MLVs, el exceso de marcador se elimind por centrifugaciones
(3000 g durante 3 min) sucesivas realizadas sobre las preparaciones
con CF concentrada en la fase acuosa interna y externa de las
vesiculas. De esta forma, mientras que los MLVs con CF en su
interior se concentraban en el fondo del tubo, el sobrenadante con el
exceso de CF se retiraba con una pipeta, afiadiendo, seguidamente, el
mismo volumen de agua de mar. Tras varias repeticiones se lograba
eliminar la mayor parte de CF presente en el espacio externo a las
vesiculas. El resultado final del proceso de retirada de CF por
cualquiera de los dos métodos era una suspension de liposomas cuyas
fases acuosas internas contenian marcador concentrado y, por tanto,
no fluorescente, y el medio acuoso externo estaba libre del mismo.
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La capacidad de retener sustancias disueltas fue evaluada
utilizando las preparaciones liposomales en las condiciones propias
del enriquecimiento. De esta forma, la concentracion de liposomas en
el medio de enriquecimiento fue fijada en 0,50 g lipido I, y la
densidad naupliar en 300 nauplios ml'. En este experimento se
utilizaron tubos cilindro-conicos de 200 ml de capacidad, que se
colocaron sumergidos parcialmente en un bafio termostitico a
temperatura de 28 + 1°C, y se iluminaron mediante tubos fluorescentes
que daban una intensidad aproximada de 1500-2000 lux. Cada tubo de
enriquecimiento disponia de un sistema de aireacidon individual. El
nivel de aireacion se fijé con la intencion de reproducir la agitacion
que normalmente se observa en los tubos de 1 1 de capacidad donde se
realizan la mayor parte de experimentos presentados en esta memoria.
Bajo estas condiciones, la prueba comenzaba cuando se afiadian los
liposomas al medio de enriquecimiento (t=0). En ese momento se
tomaba una alicuota del medio (1 ml) y se filtraba a través de una
malla de plancton (100 pum de luz) que retenia los nauplios y dejaba
pasar la fraccion liquida a una cubeta de espectrofluorimetria. Este
procedimiento se repitio 3 o 4 veces a lo largo del periodo de duracion
de un enriquecimiento convencional (hasta 24 h). En cada uno de
estos puntos temporales se estimé el porcentaje de vesiculas con el
contenido acuoso interno intacto. Ello se obtenia de la diferencia entre
la fluorescencia medida directamente en la muestra filtrada recogida
en la cubeta (media la CF que se ha liberado espontanecamente) y la
fluorescencia estimada tras la adicién de un agente detergente que
provocaba la evacuacion al medio de la CF contenida en las vesiculas
aun intactas. La CF liberada, tanto espontanea, como obligadamente,
sufre una diluciéon que provoca la desaparicion del efecto self-
quenching y, por tanto, se torna fluorescente. De este modo, la
diferencia entre ambas medidas de fluorescencia, antes y después de la
adicion del detergente, es proporcional al nimero de vesiculas con el
contenido acuoso intacto. La diferencia de las dos medidas en el inicio
del ensayo (t=0) se consider6 como la referencia correspondiente al
100% de vesiculas intactas. A medida que las vesiculas presentes en el
medio de enriquecimiento liberaban el marcador para convertirse en
fluorescente, la diferencia entre las dos medidas de fluorescencia
disminuia y, en consecuencia, también el porcentaje de vesiculas
intactas en la preparacion. La desestabilizacion completa de las
membranas se lograba mediante la adicion de 20 pl de disolucion 1%
(p/v) de detergente Triton X-100 (Sigma, Alcobendas, Espafia). La
fluorescencia de las muestras se midié configurando unas longitudes
de onda de excitacion y de emision a 492 y 520 nm, respectivamente,
en un espectrofluorimetro F-2500 Hitachi (Tokio, Japon).
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La gran diferencia observada en los patrones de liberacion del
marcador CF de las diferentes formulaciones impidio fijar los mismos
puntos de muestreo en todas las formulaciones y, en consecuencia, la
comparacion estadistica entre las distintas preparaciones de liposomas.

3.2.2. Peroxidacion lipidica de los productos enriquecedores durante
el enriquecimiento

Este experimento evalud la susceptibilidad a la peroxidacion
del enriquecedor comercial usado como control en gran parte de los
experimentos realizados en el presente estudio y, ademas, la de nueve
preparaciones de liposomas diferentes. De esta forma, las muestras
analizadas contenian diferentes fuentes fosfolipidicas (KPL, SPC y
DPPC), colesterol (CHO) o vitamina A (vitA), y todas ellas fueron
utilizadas con posterioridad en enriquecimientos de nauplios de
Artemia incluidos en los Capitulos 4, 5 y 6. Concretamente, las
formulaciones de liposomas estudiadas fueron:

1. MLV (KPL): liposomas multilamelares (MLVs) compuestos
de una membrana de fosfolipidos de krill (KPL) (100%).

2. LUVext (KPL): liposomas unilamelares de extrusion
(LUVext) compuestos de una membrana de KPL (100%).

3. LUVdet (KPL): liposomas unilamelares preparados mediante
el método de solubilizacion por detergente (LUVdet) y
compuestos de KPL (100%).

4. LUVext (KPL:vitA): LUVext compuestos de una membrana
de KPL y palmitato de retinol (vitA) (100:1, p/p).

5. LUVdet (KPL:vitA): LUVdet con una membrana de
fosfolipidos de krill y palmitato de retinol (100:1, p/p).

6. MLV (SPC:CHO): MLVs compuestos de membranas de
fosfatidilcolina de soja (SPC) y colesterol (CHO) (4:1, p/p).

7. LUVext (SPC:CHO): LUVext compuestos de una membrana
de SPC y CHO (4:1, p/p).
8. LUVdet (SPC): LUVdet compuestos de una membrana de
SPC (100%).
9. LUVext (DPPC:CHO): LUVext compuestos de una
membrana de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) y CHO (4:1,
p/p).
Todos los estas suspensiones de liposomas se prepararon segln las
metodologias descritas en el Apartado 2.1.
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Los productos enriquecedores detallados arriba (liposomas y
emulsion comercial) fueron incubados por triplicado en tubos cilindro-
conicos de vidrio de 1 I de capacidad en las condiciones habituales de
enriquecimiento de nauplios de Artemia. De esta forma, los tubos de
enriquecimiento contenian agua de mar con el producto enriquecedor
correspondiente a una concentracion de 0,50 g lipido 1. Los tubos se
colocaron en un bafio termostatizado a una temperatura de 28 £ 1°C y
una iluminaciéon de 1500-2000 lux. La aireacion del medio de
enriquecimiento fue aplicada utilizando tubos de vidrio con una
seccion interna de 0,5 cm de didmetro, con un flujo de aire fijado
individualmente en cada tubo en un valor de 1,0 Ipm (litros por
minuto) mediante rotametros Key Instruments (Trevose,
Pennsylvania, EE.UU.). El sistema de difusion de aire (tubo de vidrio
con seccion de 0,5 cm de diametro) y el flujo aplicado (1,0 Ipm)
fueron escogidos tras estudiar el comportamiento de los liposomas
como enriquecedor de nauplios de Arfemia bajo distintas condiciones
de aireacion (Capitulo 4). Cabe senalar que, a diferencia de los otros
dos experimentos incluidos en este capitulo (Apartados 3.2.1 y 3.2.3),
la formacion de peroxidos lipidicos durante los procesos de
enriquecimiento se determind en ausencia de nauplios de Artemia
debido que su inclusién, a pesar de reproducir de forma mas fiel las
condiciones del enriquecimiento, lleva consigo inconvenientes que
pueden falsear los resultados. En este sentido, la diferencia en la
eficacia filtradora del nauplio con los diferentes tipos de liposomas
puede condicionar la cantidad de producto enriquecedor restante al
final de la incubacién y, por tanto, los perdxidos lipidicos
cuantificables al final del proceso. Ademas, la entrada de
microorganismos que actiian sobre el sustrato (McEvoy y cols., 1995)
y la presencia de restos de exoesqueletos procedentes de la muda
pueden contribuir a medidas erroneas. La toma de muestras se realizo
extrayendo un volumen del medio de enriquecimiento en el momento
inicial de la incubacion (t=0 h) y después de 21 h (t=21 h). Estas
muestras se congelaron inmediatamente a -20°C hasta el analisis de
los peréxidos.

La determinacion de perdxidos presentes en las muestras se
llevé a cabo mediante una variacion del método denominado
genéricamente como del acido tiobarbitirico (Thiobarbituric Acid
Reactive Substances, TBARS) propuesta por Ohkawa y cols. (1979).
Este método analitico se basa en la determinacion
espectrofluorimétrica de los compuestos formados en la reaccion del
acido tiobarbiturico (TBA) con aquellas sustancias analogas al
malondialdehido (MDA) presentes en una muestra, bajo condiciones
controladas de temperatura y pH. Concretamente, en tubos de
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polipropileno de 2 ml de capacidad se dispensaron 160 pl de la
muestra de medio de enriquecimiento, 40 pl de una disolucion acuosa
8,1% (p/v) de SDS y 0,05% (p/v) de BHT, 300 pl de una disolucién
20% (v/v) de acido acético glacial tamponada a pH 3,5 con una
disolucion saturada de NaOH, y 300 pl de una disolucion 0,8% de
TBA (p/v) en agua destilada preparada diariamente. Los tubos se
cerraron herméticamente y se incubaron durante 60 min en un bafo
termostatizado a 95°C. Tras este periodo, la reaccion se interrumpio
sumergiendo los tubos de ensayo durante 3 min en un bafio con hielo.
A continuacién, se procedié a la extraccion liquido-liquido de los
perdxidos, afiadiendo 200 ul de agua destilada y 1 ml de una
disolucion de n-butanol:piridina (15:1, v/v). Tras la agitacion vigorosa
de los tubos para favorecer la mezcla de ambas fases, los tubos se
centrifugaron a 10.000 g durante 3 min a 4°C de temperatura. La
fluorescencia de la fraccion sobrenadante orgéanica fue medida en un
espectrofluorimetro F-2500 Hitachi (Tokio, Japén) a longitudes de
onda de excitacion y emision de 515 y 553 nm, respectivamente. La
concentracion de peroxidos se calculd a través de una curva patron
obtenida con disoluciones de concentraciones crecientes del
compuesto 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) que fueron sometidas a las
mismas condiciones descritas para las muestras.

El analisis estadistico se realizd separadamente en cada una de
los productos estudiados, comparando la concentracion de peroxidos
al inicio y después de 21 h de incubacion en las condiciones descritas
anteriormente (prueba ¢ de Student, P<0,05).

3.2.3. Conservacion del tamafio inicial de las vesiculas

Este experimento evalu6 el cambio del tamafio original de seis
formulaciones de liposomas en condiciones de enriquecimiento. De
ellas, cuatro formulaciones se prepararon mediante la técnica de
extrusion (Apartado 2.1), en las cuales las cuatro fuentes
fosfolipidicas (KPL, SPC, EPC y DPPC) se combinaron con colesterol
en una proporcion fosfolipido:colesterol 4:1 (p/p). Por otra parte, las
dos formulaciones restantes, preparadas por el método de
solubilizacidon por detergente (Apartado 2.1), fueron: LUVdet (KPL),
formulada exclusivamente por fosfolipidos de krill, y LUVdet (SPC),
liposomas formulados por fosfatidilcolina de soja. Como se ha
detallado en el Apartado 2.1, la fase acuosa de las preparaciones
LUVext consistio en agua de mar filtrada (0,45 um), mientras que los
liposomas LUVdet tienen una fase acuosa consistente en una
disolucion de cloruro sédico 0,9% (p/v).
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La distribucion del tamafio de particula de cada formulacion
fue evaluada en presencia y ausencia de nauplios, con tres réplicas
para cada una de las dos situaciones. Las condiciones experimentales
establecidas fueron las descritas anteriormente, esto es, temperatura de
28 £ 1°C, iluminacion (1500-2000 lux), concentracion lipidica de 0,50
g Iy, cuando correspondi6, presencia de nauplios de Artemia a una
densidad de 300 nauplios ml”. Al igual que en los experimentos del
Apartado 3.2.1, se emplearon tubos de 200 ml de capacidad y un nivel
de aireacion reducido para intentar reproducir las condiciones de
turbulencia de los enriquecimientos llevados a cabo en tubos de 1 1 de
capacidad. Se tomaron muestras de los medios de enriquecimientos de
los distintos tratamientos al inicio y después de 12, 17 y 22 h. La
primera toma de muestras no se realizé hasta las 12 h de incubacion
debido a que no se observaron cambios de tamafio importantes en la
realizacion de ensayos preliminares. La toma de muestras se realizo
tomando 1 ml de medio que era trasvasado a una cubeta de
espectrofotometria, directamente en las muestras procedentes de
incubaciones sin nauplios, y a través de una malla de plancton de 100
pum de luz en caso de muestras procedentes de incubaciones con
nauplios. La estimacion del tamafio medio de particula de cada
muestra se realizoé con un medidor de particulas Nanosizer Coulter N4
Plus (Coulter Coultronics, Margency, Francia). El sistema de medida
de este instrumento se basa en el patron de dispersion que exhibe una
muestra cuando un haz de luz laser se hace incidir sobre ella. El
tamafio medio de particula inferido se obtiene de la media de tres
medidas realizadas durante 3 min. El dngulo de incidencia del laser
sobre la muestra fue de 90° y la temperatura durante las medidas fue
de 20°C. El tamafio de particulas de los liposomas MLVs y las
goticulas de emulsion lipidica comercial no fue estudiado por que la
gran dispersion de tamafios mostrada impide una estimacion fiable.

El anélisis estadistico se llevd a cabo separadamente en cada
una de las seis formulaciones estudiadas, comparando el efecto de la
presencia o ausencia de nauplios sobre el diametro estimado de las
vesiculas en cada uno de los cuatro puntos temporales considerados:
0, 12, 17 y 22 h (prueba ¢ de Student, P<0,05).

3.3. Resultados

3.3.1. Capacidad de retencion de sustancias disueltas

La liberacion del marcador CF de las formulaciones evaluadas
con cada uno de los cuatro fosfolipidos utilizados como componentes
basicos queda patente en la Figura 3.2. En el caso de los liposomas
constituidos de fosfolipido de krill (Figura 3.2a), la formulacioén que
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exhibe los mayores porcentajes de vesiculas con el contenido acuoso
intacto fue KPL:CHO (4:1, p/p) preparada por extrusion. Con esta
composicion, aproximadamente la mitad de las vesiculas conservaban
su fase acuosa intacta tras 10 h de incubacion. En cambio, la inclusion
de vitamina E en esta formulacion dio lugar a un patréon de liberacion
distinto, observandose una evacuacion de CF mas acelerada. Esta
rapida liberacion del marcador fluorescente también se dejo sentir en
las formulaciones LUVdet y MLV, donde la evacuacion de CF al
medio extravesicular fue practicamente total tras pocas horas. Las
vesiculas formuladas con SPC demostraron un mejor comportamiento
en términos de retencion de CF (Figura 3.2b). Las tres formulaciones
muestran porcentajes de retencion similares durante los dos primeros
tercios de la incubacidn, aunque casi el 40% del contenido de las
vesiculas LUVdet (SPC, 100%) se mantuvo intacto al final del
experimento, a diferencia de las otras dos formulaciones ensayadas.
Las preparaciones de EPC (Figura 3.2c) presentan resultados
comparables a los de soja, aunque, en este caso, la practica totalidad
de las vesiculas de las tres formulaciones estudiadas liberaron el
marcador al final de la incubacion (22h). Sin embargo, las
preparaciones de DPPC (Figura 3.2d) presentan un comportamiento
mas estable que los liposomas de SPC y EPC, con un porcentaje
alrededor de un 50% de vesiculas intactas al final del ensayo en la
formulacion DPPC:CHO (4:1, p/p) preparada por extrusion. Este
porcentaje disminuyd al aumentar la cantidad de vitamina E,
circunstancia también visible en las formulaciones a base de EPC
(Figura 3.2c).

3.3.2. Peroxidacion lipidica de los productos enriquecedores durante
el enriquecimiento

La Tabla 3.1 muestra la formacién de perdxidos lipidicos
producida por la incubacion de diferentes productos enriquecedores
bajo las condiciones habituales en las que se llevan a cabo los
enriquecimientos de nauplios de Artemia. La mayoria de productos, a
excepcion de la formulacion LUVdet (SPC, 100%) y la LUVext
(DPPC:CHO, 4:1, p/p) sufrieron un proceso de peroxidacion tras la
aplicacion de las condiciones experimentales. Sin embargo, este
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Figura 3.2. Curvas de retencion de marcador fluorescente 5(6)-
carboxifluoresceina en la fase acuosa interna de varias preparaciones de
liposomas formuladas con KPL (a), SPC (b), EPC (c¢) y DPPC (d)
sometidas a condiciones de enriquecimiento. Los valores son medias y las
barras de error representan desviaciones tipicas (n=3).
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Tabla 3.1.Concentracion de peroxidos lipidicos (uM TEP) medidos en
medios de enriquecimiento con productos enriquecedores al inicio y
después de 21 h de incubacion bajo condiciones de enriquecimiento de
nauplios de Artemia. Los datos se presentan como medias (desviacion
tipica) (n=3). Los tratamientos con superindices distintos en una misma
fila son significativamente diferentes (prueba # de Student, P<0,05).

Concentracioén Concentracion
inicial de peroxidos final de peroxidos

lipidicos lipidicos

(uM TEP) (uM TEP)
Emulsion comercial 0,71 (0,15)* 98,13 (6,53)°
MLV (KPL, 100%) 0,30 (0,04) 1,07 (0,03
LUVext (KPL, 100%) 0,24 (0,02) 1,03 (0,01)°
LUVdet (KPL, 100%) 0,24 (0,02) 0,52 (0,02)°
LUVext (KPL:vitA, 100:1) 0,27 (0,06)" 1,39 (0,06)°
LUVdet (KPL:vitA, 100:2) 0,15 (0,01)* 0,41 (0,07)
MLVs (SPC:CHO, 4:1) 0,14 (0.05)" 0,50 (0,02)°
LUVext (SPC:CHO, 4:1) 0,11 (0,04)° 0,46 (0,02)°
LUVdet (SPC, 100%) 0,01 (0,01) 021 (0,12)
LUVext (DPPC:CHO, 4:1) 0,02 (0,00) 0,08 (0,03)

MLVs: vesiculas multilamelares; LUVext: liposomas unilamelares preparados por
extrusion; LUVdet: liposomas unilamelares preparados por solubilizacion por detergente.
KPL: extracto de fosfolipidos de krill; SPC: fosfatidilcolina de soja; DPPC:
dipalmitoilfosfatidilcolina; CHO: colesterol; vitA: vitamina A en forma de palmitato de
retinol.

TEP: 1,1,3,3-tetractoxipropano.

aumento fue especialmente acusado en el tratamiento correspondiente
a la emulsion comercial Super Selco, con concentraciones finales de
perdxidos que llegaron a superar por dos 6rdenes de magnitud a gran
parte de las formulaciones liposomales. Entre éstas, los
enriquecimientos con formulaciones ricas en dacidos grasos
poliinsaturados muestran, en general, mayores niveles de peroxidacion
que las saturadas.

3.3.3. Conservacion del tamafio inicial de las vesiculas

En la Figura 3.3 se representa la evolucion de la distribucion
de tamafios determinada en seis formulaciones de liposomas
sometidas a incubaciones de 22 h de duracion. Como puede
observarse, las preparaciones conservaron el tamafio medio original
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Figura 3.3. Distribucion de tamafios de varias formulaciones de liposomas
LUVext (a, b, c y d) y LUVdet (e y f) evaluadas a lo largo de un periodo
de 22 h en presencia y en ausencia de nauplios de Artemia. Los valores
son medias y las barras de error representan desviaciones tipicas (n=3).
En cada punto de muestreo, las letras diferentes indican diferencias
significativas entre el tamafio de los liposomas medido en ausencia y
presencia de nauplios (t de Student, P<0,05).
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de las vesiculas a lo largo del periodo de estudio, cuando las
incubaciones se realizaron sin nauplios de Artemia. La tnica
formulacién que experimenté un aumento apreciable de tamafio en
ausencia de nauplios fue LUVext KPL:CHO (Figura 3.3a). Sin
embargo, la inclusion de nauplios hizo que todas las preparaciones
experimentaran, en general, un aumento de tamafno con respecto al
tamafo observado sin nauplios en algunos de los puntos de muestreo.
Concretamente, las suspensiones de liposomas preparadas por
extrusion (LUVext) (Figuras 3.3a, b, ¢, d) fueron las que sufrieron un
mayor aumento de tamafio y solo la formulada con el fosfolipido
saturado DPPC y CHO conservo el tamafio original en mayor medida.
Por su parte, los liposomas preparados mediante la metodologia de
solubilizacién por detergente (LUVdet) se vieron afectados en menor
medida por la presencia de nauplios (Figuras 3.3e, f) hasta el punto de
no observarse diferencias significativas entre las dos situaciones
(ausencia y presencia de nauplios) en los tamafios de vesicula de la
formulacion LUVdet KPL (P<0,05).

3.4. Discusion

La utilizacion de liposomas como enriquecedores de presas
vivas implica el sometimiento de estas vesiculas lipidicas a
condiciones particularmente agresivas que pueden modificar sus
propiedades originales. La pérdida de la capacidad de retencion de
sustancias disueltas puede ser una de las consecuencias mas
relevantes, dada la importancia que esta caracteristica otorga a los
liposomas. Asi pues, los resultados del estudio realizado indican que,
contrariamente a los resultados obtenidos por Hontoria y cols. (1998)
en los que se comprobd que la retencion de compuestos hidrosolubles
en liposomas sometidos a condiciones de almacenamiento
(temperatura ambiente y ausencia de agitacion) se prolongaba durante
varios dias, la totalidad de formulaciones evaluadas en este estudio
mostraron una liberacion del marcador fluorescente en las primeras
horas de incubacion. Sin embargo, la tasa de liberacion del marcador
hidrosoluble no fue igual en todas las preparaciones y parece marcada
por la composicion de la membrana. De esta forma, los liposomas con
mayor grado de insaturacion (KPL, SPC y EPC) presentaron menores
porcentajes de retencion que las formulaciones a base de DPPC. Este
resultado puede deberse a que las membranas insaturadas exhiben una
alta permeabilidad a compuestos hidrosolubles por la gran fluidez
conferida por los pliegues en las cadenas hidrocarbonadas en los
dobles enlaces. Estos dificultan su empaquetamiento y, como
consecuencia, las membranas permanecen fluidas. De esta forma, se
permite el desplazamiento lateral (difusion) de las moléculas de
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fosfolipidos a lo largo de la monocapa y la rotacion de los fosfolipidos
sobre su eje longitudinal (Alberts y cols., 1996, pp. 512-513). Otro
factor que puede dificultar el ordenamiento de los fosfolipidos es la
diferencia de longitud entre las dos cadenas hidrocarbonadas. Esta
diferencia hace que durante el empaquetamiento de los fosfolipidos
queden huecos en la confluencia de las cadenas de ambas monocapas
(New, 1990, p. 10). Mientras que la DPPC es un fosfolipido sintético
con cadenas hidrocarbonadas de 16 C (acido palmitico, 16:0), los
fosfolipidos de fuentes naturales, como son KPL, SPC y EPC suelen
presentar una distribucion de longitud de cadenas mucho mas
heterogénea (New, 1990). Por otro lado, la utilizacion de fuentes
fosfolipidicas en las que coexisten fosfolipidos con distinto tamafio de
cabeza polar puede implicar el desarrollo de irregularidades en la
membrana. Este es el caso del extracto del KPL, cuya composicion
esta constituida por una mezcla de moléculas de cabeza polar de gran
tamafio (PC) y otras de menor tamafio (PE) (Tabla 2.1). Todas estas
circunstancias (alta insaturacion, posible diferencia de longitud de las
dos cadenas de acido graso en el mismo fosfolipido, presencia de
cabezas polares de distinto tamafio) podrian explicar la baja capacidad
de retencion del marcador fluorescente de los liposomas de KPL. Sin
embargo, la inclusion de colesterol en la bicapa parece tener un efecto
estabilizador seglin se desprende de la diferencia de comportamiento
observado en una formulacion LUVdet (KPL, 100%) y otra que
contiene colesterol (LUVext, KPL:CHO, 4:1). El caracter anfipatico
de la molécula de colesterol, con un grupo polar 3B-hidroxilo, unos
anillos esteroides y una cadena alifatica apolar, permite su insercion
en la membrana, de forma que sus grupos hidroxilo quedan préoximos
a la cabeza polar de las moléculas de fosfolipidos; sus anillos
esteroides, planos y rigidos, interactian y, en parte, inmovilizan las
regiones de las cadenas hidrocarbonadas mas cercanas a los grupos
polares de la cabeza (9 o 10 C desde el carboxilo terminal), dejando el
resto mas flexible (Figura 1.5). Al disminuir la movilidad de los
fosfolipidos, el colesterol aumenta la rigidez de la bicapa en esa region
y de ese modo disminuye la permeabilidad a compuestos
hidrosolubles (Alberts y cols., 1996, p. 513). Por otro lado, la
inclusion de vitamina E en algunas formulaciones resulté en una
disminucién importante en la retencion del marcador. Este compuesto
es muy utilizado para la estabilizacion de membranas fosfolipidicas
debido a las propiedades antioxidantes (Urano y cols., 1987;
Fukuzawa y cols., 1993a, b). Sin embargo, su caracter lipofilico hace
que ocupe un espacio entre las cadenas hidrocarbonadas que puede
originar un aumento de las discontinuidades y, por tanto, de la
permeabilidad de solutos hidrosolubles (Fukuzawa y cols., 1993a, b).
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En relacion a la lamelaridad de los liposomas, las
preparaciones MLV a base de fosfolipidos de krill (KPL) mostraron
una baja capacidad para retener el marcador fluorescente en
comparacion con las unilamelares formuladas con la misma fuente
fosfolipidica. Sin embargo, los resultados del Capitulo 5 indican que
las suspensiones MLV a base de fosfatidilcolina de soja (SPC) pueden
ofrecer buenos niveles de enriquecimiento de sustancias hidrosolubles
(metionina) en nauplios de Artemia. Esta diferencia de eficiencia de
los liposomas MLV en ambos experimentos puede estar relacionada
con la composicion fosfolipidica de membrana de ambas suspensiones
(KPL y SPC en los Capitulos 3 y 5, respectivamente) ya que, como se
ha argumentado en el parrafo anterior para el caso de liposomas
unilamelares, las formulaciones a base de soja retienen sustancias
hidrosolubles de forma mas eficientemente que las de krill. Ademas,
es preciso resaltar el hecho que las preparaciones MLV utilizadas en
los ensayos sobre capacidad de retencion de sustancias hidrosolubles
fueron sometidas a una serie de centrifugaciones para eliminar el
marcador presente en el espacio extravesicular (Apartado 3.2.1). Este
proceso, innecesario cuando los liposomas MLV son usados en
enriquecimientos de Artemia en sentido estricto (Capitulo 5), puede
cambiar las propiedades reales de la suspension original de liposomas
MLYV vy, en consecuencia, su capacidad para enriquecer nauplios de
Artemia en nutrientes hidrosolubles.

A la luz de los resultados obtenidos, la bioencapsulacion de
sustancias disueltas en nauplios de Artemia puede afrontarse mediante
liposomas empleados segin dos estrategias. Por una parte, la
utilizacion de liposomas LUVext (KPL:CHO) permitiria la
administracion simultanea de EFAs y nutrientes hidrosolubles en su
fase acuosa. Segun el patron de liberacion del marcador fluorescente,
la administracidon de estos liposomas en dos dosis al inicio y después
de 10 h permitiria que durante un periodo de unas 20 h un 60-70% de
vesiculas presentes en el medio de enriquecimiento tuvieran el
contenido acuoso intacto. Una segunda estrategia consistiria en el
empleo de una mezcla de liposomas con dos tipos de vesiculas: una
formulada con alto contenido en nutrientes liposolubles (EFAs,
vitaminas liposolubles, etc.) y en la que no importara su capacidad de
retencion de nutrientes hidrosolubles; y otra preparacion de liposomas
mas estancos (p. ¢j. formulados con SPC) que estarian destinados al
aporte de moléculas hidrosolubles. A pesar de estos resultados, la
eleccion de cualquiera de estas dos opciones debe apoyarse en
resultados de eficacia de bioencapsulacion de nutrientes en los
nauplios (Capitulos 4, 5y 6).
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El estudio sobre la degradacion quimica (formacion de
peroxidos lipidicos) de los enriquecedores durante el proceso de
enriquecimiento revela la importancia de este fendmeno estudiado con
anterioridad por McEvoy y cols. (1995). El proceso tiene lugar a
través de un mecanismo, caracterizado por la presencia de radicales
libres, en el que se distinguen tres etapas (Gurr y Harwood, 1991):

1. Iniciacién: la oxidacion de los acidos grasos insaturados empieza
cuando un radical X- toma un atomo de hidrégeno de un grupo
metileno del sustrato RH (PUFA) y produce la formacion de un
radical carbonado R-.

X-+RH — R-+XH (reaccion 1)

2. Propagacion: el radical carbonado R- se reajusta para formar un
dieno conjugado, el cual reacciona con oxigeno molecular para dar
lugar a radicales peroxi (ROO-).

R+ 0O, — ROO- (reaccion 2)

Los radicales ROO- pueden reaccionar con otro PUFA y formar
hidroperéxidos (ROOH) y otro radical carbonado que permite la
propagacion de la reaccion.

ROO- +RH — ROOH + R- (reaccion 3)

3. Terminacién: el proceso termina cuando dos radicales ROO-
reaccionan entre si generando un producto no reactivo (aldehidos
y cetonas) o bien a través de la participacion de especies
antioxidantes que atrapan los radicales libres (vitaminas
antioxidantes y carotenoides).

Las condiciones bajo las que tiene lugar el enriquecimiento de
presas vivas (luz, temperatura y oxigeno) son muy favorables para la
formacion de estos peroxidos a partir de los PUFAs presentes en los
productos enriquecedores (McEvoy y cols.,, 1995). Aunque esto
parece confirmarse en la mayoria de enriquecedores incluida gran
parte de los liposomas, la formacion de este tipo de compuestos
toxicos es claramente superior en la emulsion comercial en
comparacion a la registrada en los liposomas. En este sentido, los
fosfolipidos han sido descritos como moléculas con propiedades
autoprotectoras que les hacen menos susceptibles a la peroxidacion en
comparacion con lipidos de tipo neutro como los FAEEs y los TAGs.
El mecanismo de la accion antioxidante de los fosfolipidos no ha sido
establecido de forma definitiva, pero se han propuesto algunos
postulados que incluyen mecanismos sinérgicos con la vitamina E,
accion quelante de los grupos fosfatos sobre moléculas prooxidantes y
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efecto de barrera sobre el oxigeno en interfases aceite-agua (King y
cols., 1992a). Esta mayor formacion de perdxidos lipidicos en la
emulsion comercial quedara confirmada en los analisis realizados en
las larvas alimentadas con nauplios enriquecidos con la emulsion
comercial empleada en este estudio como tratamiento control
(Capitulo 6). Ademas de la diferencia de susceptibilidad frente a la
peroxidacion de los diferentes tipos lipidos, la calidad de los PUFAs
parece ser la clave para explicar el diferente grado de peroxidacion
observado entre las distintas formulaciones de liposomas. De esta
manera, Frankel (1998, p. 19) presentd las diferentes tasas de
oxidacion de ésteres metilicos de acidos grasos insaturados con
diferente longitud de cadena, concluyendo que la susceptibilidad de
estos compuestos esta directamente relacionada con la longitud de la
cadena hidrocarbonada. Esto podria explicar la mayor formacion de
peroxidos en los liposomas formulados con KPL frente a los de SPC
por presencia de acidos grasos de cadena mas larga (ver niveles de
HUFASs en la Tabla 2.1). Por su parte, el elevado contenido de acidos
grasos saturados de cadena mas corta (16 C) y totalmente saturada del
DPPC de la formulacion LUVext de (DPPC:CHO) reduciria el grado
de oxidacién de éstos durante la incubacion (Tabla 2.1).

En cuanto al estudio del cambio del tamaifio original de los
liposomas durante el enriquecimiento, los resultados indican que la
presencia de nauplios en el medio de enriquecimiento lleva asociado
un aumento de tamafio de los liposomas LUVext, mientras que este
efecto es poco importante en preparaciones LUVdet. De forma
natural, las suspensiones de liposomas tienden a registrar un aumento
de tamafios como consecuencia de fendémenos de tipo fisico como la
fusion y la agregacion. Concretamente, la fusion es la combinacion de
dos vesiculas para formar una sola de mayor tamafio, mientras que la
agregacion es la union de dos membranas suficientemente grandes
como para que muestren una zona plana en la que se establecen
fuerzas de van der Waals débiles que los mantiene unidos (New, 1995,
p. 17). En este sentido, Koven y cols. (1999) propusieron el
mecanismo de agregacion de liposomas por presencia de cationes
divalentes en el agua de mar para dar lugar a particulas entre 20 y 30
pm. Sin embargo, este mecanismo parece no representar un papel
importante ya que en ausencia de nauplios de Artemia, la distribucion
de tamafios no vario apreciablemente. Los motivos de este hecho
pueden hallarse en el gran dinamismo del proceso de enriquecimiento
de nauplios, el cual hace poco probable el establecimiento de estas
interacciones entre vesiculas. Sin embargo, Hontoria y cols. (1994)
constataron que liposomas sometidos a condiciones de reposo
formaron agregados en los momentos posteriores a su preparacion.
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De todo lo expuesto puede deducirse que el aumento de
tamafio de particulas registrado con algunos liposomas LUVext,
cuando estos son incubados con nauplios, estaria motivado por otros
fenomenos que no ocurren ni en liposomas LUVdet, ni en liposomas
LUVext formulados con DPPC y CHO. En este tltimo caso, el grado
de compactacion de las moléculas fosfolipidicas de DPPC favorecido
por su estado so6lido o gel en condiciones de enriquecimiento (la
temperatura de 28 °C esta por debajo de la T.) podria explicar este
comportamiento. En cambio, las razones por las que las formulaciones
LUVdet no experimentaron cambios importantes ante la presencia de
nauplios no parecen claras, aunque podrian relacionarse con una
mayor estabilidad otorgada por el método de preparacion. En
cualquier caso, el aumento de tamafio de las vesiculas no debe
implicar una pérdida de sus capacidades enriquecedoras, a menos que
esté asociado con otro tipo de inestabilidad como la evacuacion de
sustancias disueltas desde la fase acuosa. En realidad, algunos
estudios sitian el tamafio optimo de particulas de enriquecedor en
valores superiores al de los liposomas unilamelares evaluados en este
experimento (Caers y cols., 2000; Gelabert-Fernandez, 2001; Han y
cols., 2005). Por tanto, los experimentos de enriquecimiento de
nauplios de Artemia con liposomas (Capitulos 4 y 5) podran
complementar los resultados del presente capitulo y esclarecer los
mecanismos implicados.

A modo de resumen, se puede decir que los liposomas con
altos contenidos en PUFAs exhiben una baja capacidad de retencion
de sustancias hidrosolubles, aunque la combinacion de fosfolipidos de
krill y colesterol puede paliar esta deficiencia. Ademas, otras
formulaciones demostraron ser muy eficientes como vehiculos de este
tipo de nutrientes, principalmente formulaciones compuestas de SPC,
EPC y DPPC. Una formulacion que merece ser destacada es la
LUVdet (SPC) que, a pesar de no aportar EFAs, demostrd una gran
capacidad para albergar sustancias disueltas en la fase acuosa interna.
En cuanto a la formacion de peroxidos, los liposomas compuestos por
fosfolipidos con cadenas de 4cidos grasos largas y altamente
insaturadas mostraron una mayor formacion de estos compuestos
toxicos. Sin embargo, la degradacion experimentada en la emulsion
comercial usada como producto control en gran parte de los
experimentos de este estudio fue mucho mdas importante que en los
liposomas. Esta circunstancia puede tener implicaciones graves en las
larvas alimentadas con nauplios con alto contenido en perdxidos. Por
ultimo, el estudio sobre el cambio en el tamafio de vesicula indica que,
en ausencia de nauplios, los liposomas conservan su tamafio original.
Sin embargo, la presencia de nauplios en el medio lleva consigo la
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aparicion de particulas de gran tamafio en algunas formulaciones de
liposomas LUVext debido posiblemente a procesos de
desestabilizacion que no afectarian a formulaciones LUVdet y
LUVext (DPPC:CHO).
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CAPITULO 4
ENRIQUECIMIENTO DE NAUPLIOS

DE Artemia EN ACIDOS GRASOS
ESENCIALES Y FOSFOLIPIDOS
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4.1. Introduccion

La baja capacidad de elongacién y desaturacion enzimatica de
los peces marinos convierte a los acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga en nutrientes esenciales (Sargent y cols., 2002). De esta
forma, los acidos grasos esenciales (EFAs) en peces marinos no son el
acido linolénico (18:3n-3, LNA) ni el acido linoleico (18:2n-6, LA)
como ocurre en especies dulceacuicolas, sino que esta categoria la
ocupan el acido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA) y el éacido
docosapentaenoico (22:6n-3, DHA) en la serie n-3, y el acido
araquidonico (ARA, 20:4n-6) en la serie n-6. Como se explica en el
Capitulo 1, los problemas derivados de la utilizacion de nauplios de
Artemia en la alimentacion de larvas de peces y crustaceos marinos se
relacionan con las deficiencias en EFAs de nauplios de Artemia. En
los 80 la atencion se centrd en la cantidad de EPA existente en los
quistes de Artemia como garantia para la produccion exitosa de larvas
de peces y crustdceos marinos (Watanabe y cols., 1983; Léger y cols.,
1985a). Sin embargo, a finales de los 80 y principios de los 90, los
estudios sobre la importancia de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS) en las dietas para larvas marinas se dirigieron hacia el papel
que el DHA y, mas concretamente, la proporcion DHA/EPA de las
dietas tenia sobre el crecimiento, la resistencia al estrés y la correcta
pigmentacion de algunas especies marinas (Koven y cols., 1993b;
Mourente y cols., 1993; Devresse y cols., 1994; Reitan y cols., 1994;
Lavens y cols., 1995; Rodriguez y cols., 1997, 1998b). En los tltimos
afios, el ARA ha sido considerado un acido graso de gran importancia
en la composicion de la dieta de larvas de peces (Estévez y Kanazawa,
1996; Bessonart y cols., 1999; Estévez y cols., 1999; Estévez y cols.,
2001). Concretamente, el ARA parece mejorar el crecimiento y
pigmentacion de las larvas de algunas especies de peces marinos,
como consecuencia de su papel como precursor de eicosanoides
(Estévez y cols., 1999; Bell y cols., 2003) y como modulador de la
pigmentacion de larvas de peces planos (Estévez y Kanazawa, 1996;
Estévez y cols., 2001).

Ademas del contenido de EFAs, la clase lipidica en la que se
incluyen en las dietas de larvas de peces marinos tiene especial
importancia, siendo los fosfolipidos la forma molecular mas apropiada
para la administracion de los EFAs a las larvas en cultivo (Sargent y
cols., 1997). El efecto beneficioso de los fosfolipidos como
componente de dietas de larvas de peces marinos fue descrito por
primera vez por Kanazawa y cols. (1981). El hecho llamativo de este
resultado radica en que la capacidad de sintesis de fosfolipidos de
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novo ha sido descrita en peces a través de vias metabdlicas de
esterificacion, como ocurre en mamiferos (Henderson y Tocher, 1992)
y, por tanto, los fosfolipidos no deberian ser considerados nutrientes
esenciales. A pesar de la atencidon prestada a resolver esta aparente
discrepancia, los mecanismos implicados en el requerimiento
nutricional de fosfolipidos en larvas de peces siguen siendo
desconocidos. En este sentido, el estudio de los requerimientos de
fosfolipidos en larvas de especies marinas es muy complicado debido,
entre varios motivos, a la dificultad de modificar el contenido de
lipidos polares (LPs) de las presas vivas utilizadas como primer
alimento exogeno (Tackaert y cols., 1991; Camara, 1994; Rainuzzo y
cols., 1994a, b). En cualquier caso, las deficiencias en fosfolipidos de
la dieta de larvas de peces pueden conllevar consecuencias drasticas
(Kanazawa y cols., 1983; Szlaminska y cols., 1993; Radiinz-Neto y
cols., 1994; Geurden y cols., 1995a, b). Por otra parte, los efectos
beneficiosos de los fosfolipidos han sido descritos desde diferentes
puntos de vista. Como se ha adelantado arriba, Sargent y cols. (1997)
consideran a los fosfolipidos como la forma molecular éptima bajo la
cual presentar los EFAs a larvas marinas. Estos autores sostienen que
las larvas de peces marinos ingieren los PUFA n-3 en forma de
fosfolipidos, mas que en la de TAGs, argumentado esta consideracion
desde la sencilla premisa de que la composicion de la dieta ideal para
larvas de peces marinos estaria constituida por la de los huevos de los
que proceden. Otro aspecto beneficioso de los fosfolipidos esta basado
en sus propiedades antioxidantes (King y cols., 1992a, b; McEvoy y
cols., 1997) tal y como se descrito en el Capitulo 3. Este aspecto
adquiere mucha importancia en los enriquecimientos de presas vivas
en acidos grasos poliinsaturados debido a la susceptibilidad de estos
compuestos a la peroxidacion. Ademas, algunos estudios resaltan la
importancia de los fosfolipidos en las dietas de larvas marinas por su
capacidad moduladora de la absorcion y transporte lipidico (Koven y
cols., 1993a; Teshima y cols., 1993; Coutteau y cols., 1997; Geurden y
cols., 1998), como promotores del crecimiento (Kanazawa y cols., 1985;
Gisbert y cols., 2005) y como agentes que aumentan la tolerancia al
estrés (Kanazawa, 1997).

Los liposomas formulados con fosfolipidos de origen marino
(ricos en EFAs) representan un producto con unas buenas perspectivas
para su uso en el enriquecimiento de presas vivas. Su utilizacion fue
probada por primera vez por McEvoy y cols. (1996), demostrando su
capacidad para aumentar la fraccion de LPs y el contenido de EFAs de
nauplios de Artemia. A pesar de estos resultados preliminares, la
puesta en funcionamiento de un producto enriquecedor basado en
liposomas exige un estudio mas minucioso que establezca el
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procedimiento Optimo de utilizacion. Ademads, las caracteristicas
estructurales y de composicion que distinguen a los liposomas de otros
productos enriquecedores disponibles en el mercado y que han sido
planteadas en el Apartado 3.1, exigen una adecuacion de los
protocolos de enriquecimientos seguidos. Con estas premisas, el
presente capitulo tiene por objeto el estudio del enriquecimiento de
nauplios de Artemia con diferentes tipos de liposomas compuestos por
fosfolipidos marinos ricos en PUFAs, abordando puntos como el
efecto del tiempo de incubacion, de la calidad y cantidad de aireacion,
de la densidad naupliar, de la concentracion de producto enriquecedor
y de su dosificacion sobre la eficacia de los liposomas como producto
enriquecedor. Para ello, se llevaron a cabo cinco experimentos, los
cuales se describen a continuacion:

1. El primer experimento evalué la capacidad enriquecedora
de tres tipos de liposomas formulados con krill con el objetivo de
determinar la formulacion mas idonea. Simultaneamente, se valoro el
grado de enriquecimiento en funcion del tiempo de incubacion ya que
esta variable se relaciona directamente con la cantidad de material
enriquecedor que el nauplio es capaz de incorporar (Rodriguez y cols.,
1996). Los nauplios recién eclosionados (estadio Instar I) poseen una
cuticula que cierra la abertura bucal ¢ impide que su actividad
filtradora tenga continuidad con el paso de los materiales filtrados al
tracto digestivo. Este comienza después de la primera muda con la que
el nauplio pasa a la primera fase metanaupliar (Schrehardt, 1987),
unas 7-8 h después de la eclosion. A partir de ese momento, el nauplio
incorpora cualquier particula presente en el medio con tamafios
comprendidos entre decenas de nandometros y algunas micras. Por esta
razén, la cantidad de material enriquecedor incorporado es
tedricamente proporcional al tiempo que, a partir de la primera muda,
el nauplio pasa en el medio de enriquecimiento. Sin embargo, ciertas
consideraciones exigen el ajuste del tiempo de incubacion para
optimizar la eficiencia del enriquecimiento. En primer lugar, los
nauplios experimentan un aumento de tamafio durante el proceso de
enriquecimiento, pasando de 400-600 um en el momento de la
eclosion (Léger y cols., 1986) a unos 900 pm al cabo de 24 h (Olsen y
cols., 1999). Esto puede acarrear problemas relacionados con la
imposibilidad de ser ingeridos por larvas con un tamafio de boca
demasiado pequefio. Por otra parte, la reduccion del tiempo de
incubacion disminuye el tiempo durante el cual los nauplios
metabolizan los productos enriquecedores. En este sentido, la
actividad metabdlica de las presas vivas transformando fosfolipidos en
TAGs (Tackaert y cols., 1991; Camara, 1994; Rainuzzo y cols.,
1994a, b), asi como la conversion de DHA a EPA (Navarro y cols.,

74



1999) sugieren la aplicacion de tiempos de incubacion cortos para
reducir, asi, actividades metabolicas indeseadas. Por ultimo, la
susceptibilidad de los PUFAs a la peroxidacion, especialmente
favorecida en las condiciones en las que tienen lugar los
enriquecimientos, se reduciria con tiempos de incubacion cortos. La
ingestion de nauplios con alto contenido en este tipo de compuestos
nocivos podria comportar efectos negativos para las larvas en cultivo
(Hipkiss y cols., 1997; Tesoriere y cols., 2002; Del Rio y cols., 2005).

2. Un segundo experimento centrd la atencion en el efecto de
la aireacion sobre la calidad del enriquecimiento en EFAs, ademas del
efecto sobre la supervivencia final de los nauplios. La aireacion tiene
un doble papel durante el procedimiento de enriquecimiento de presas
vivas. En primer lugar, actia como fuente de oxigeno disuelto
necesario para satisfacer las necesidades respiratorias de los nauplios.
En este sentido, los fabricantes de productos enriquecedores suelen
aconsejar el uso de sus productos con valores de oxigeno disuelto por
encima de 4 mg I"'. Por otra parte, la aireacion actiia como sistema de
agitacion, haciendo que los nauplios se repartan homogéneamente en
el recipiente de enriquecimiento y puedan abastecerse de producto
enriquecedor en todo momento, evitando ademas su deposicion en el
fondo del recipiente. La aplicacion de aireacion, aunque necesaria por
lo explicado anteriormente, puede conllevar efectos negativos de
origen muy diverso. Primero, la integridad fisica de las particulas
puede verse alterada por la calidad (tamafo de burbujas) y la cantidad
(flujo de aire) de la aireacion aplicada en un enriquecimiento,
determinando a la efectividad de filtracion de los nauplios. En
segundo lugar, los niveles elevados de oxigeno disuelto en el medio de
enriquecimiento pueden comportar la produccion de perdxidos
lipidicos cuya toxicidad ha sido descrita anteriormente. Otro efecto
negativo derivado de la aireacion ha sido observado en
enriquecimientos con liposomas, en los cuales se han registrado casos
de baja supervivencia de los nauplios, relacionada aparentemente con
procesos resultantes de la tensoactividad de los fosfolipidos. Asi, la
aplicacion de aireacion sobre agua de mar con liposomas produce una
espuma persistente cuya formacion acaba retirando parte de los
nauplios atrapados en ella hacia fuera de la columna de agua. Ademas,
un segundo efecto inherente al empleo de liposomas parece deberse a
las propiedades detergentes de los fosfolipidos sobre el contenido
corporal del nauplio. En este sentido, la incubacion de nauplios en
suspensiones con liposomas tiene asociada la aparicion de compuestos
de naturaleza lipofilica en el medio y pegados a las paredes del
recipiente donde se lleva a cabo la incubacion. El analisis de estos
productos sefiala una procedencia de los nauplios.
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3. Se planteo6 un tercer experimento para determinar la calidad
del enriquecimiento al variar la densidad naupliar en el medio de
incubacion con el producto enriquecedor. En la mayoria de trabajos
que aparecen en la bibliografia los enriquecimientos de nauplios de
Artemia se llevan a cabo a densidades que varian de 100 a 300
nauplios ml' (McEvoy y cols., 1996; van Stappen, 1996). Sin
embargo, en los trabajos publicados en los que se efectiian
enriquecimientos de nauplios de Artemia con liposomas la densidad
naupliar se fija en valores muy superiores a éstos (Hontoria y cols.,
1994; Ozkizilcik y Chu, 1994; McEvoy y cols., 1996). En este
experimento también se estimo la supervivencia naupliar observada en
los diferentes tratamientos.

4. Un cuarto experimento evalu6 la eficacia del
enriquecimiento y la supervivencia naupliar resultante en funcion de
la concentraciéon de liposomas en el medio. Mientras que en los
enriquecimientos llevados a cabo con emulsiones se fija,
generalmente, la cantidad de enriquecedor entre 0,4 y 0,60 g 1" (van
Stappen, 1996), los datos disponibles en la bibliografia acerca de la
concentracion de producto enriquecedor basado en liposomas son mas
variables. Ozkizilcik y Chu (1994) realizaron incubaciones de
nauplios en medios con liposomas, donde la concentracion lipidica
resulté de 1,20 g I'". Por otra parte, la concentraciéon de lipidos en
forma de liposomas fue de 1,0 g 1" en el estudio realizado por
McEvoy y cols. (1996).

5. Por 1ltimo, el capitulo se completa con un quinto
experimento dirigido a determinar la incorporacion de EFAs bajo
diferentes modos de dosificacion de los liposomas. Los fabricantes de
productos enriquecedores aconsejan dispensar el enriquecedor en dos
dosis separadas en el tiempo, de forma que los nutrientes que los
componen no sufran durante tanto tiempo la agresividad de las
condiciones del enriquecimiento. Por ello, se comprobo si el empleo
de liposomas como producto enriquecedor en EFAs también muestra
el mismo comportamiento que otros productos comerciales.

4.2. Material y métodos

4.2.1. Enriquecimiento de nauplios de Artemia con diferentes tipos
de liposomas: efecto del tiempo de incubacién sobre Ia
incorporacion de acidos grasos esenciales y fosfolipidos

La capacidad enriquecedora de tres tipos distintos de
liposomas (MLV, LUVext y LUVdet) fue evaluada en términos de
incorporacion de EFAs y fosfolipidos. La preparacion de las tres
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formulaciones se llevo a cabo segin las metodologias descritas en el
Apartado 2.1. Los tres tipos de liposomas fueron formulados con
extracto de fosfolipidos de krill (Avanti Polar Lipids, Alabaster,
Alabama, EE.UU.) como tinico componente de membrana.

La obtencion de los nauplios de Artemia se llevo a cabo a
partir de quistes comerciales EG (Inve, Gante, Bélgica) (Apartado
2.2.1). Una vez dispuestos en los tubos de enriquecimiento a
densidades de 300 individuos ml”, los nauplios fueron incubados en
agua de mar con las tres formulaciones de liposomas y un cuarto
tratamiento control consistente en la emulsion comercial Super Selco
(Inve, Gante, Bélgica). La concentracion de producto enriquecedor fue
de 0,50 g lipido 1" y la temperatura de 28 + 1°C. Los tubos de
enriquecimiento estuvieron iluminados con tubos fluorescentes bajo
una intensidad luminica en la superficie del medio de enriquecimiento
de unos 1500-2000 lux. El flujo de aire fue aproximadamente de 1,0
Ipm, aplicado mediante varillas de vidrio de 0,5 cm de seccion interna.
Las muestras de nauplios enriquecidos se tomaron tras 18 y 21 h de
incubacion en los medios con enriquecedor. Parte de los nauplios se
dejo a 28 £+ 1°C en agua de mar sin enriquecedor durante un periodo
adicional de 3 h. Estas ultimas muestras informan sobre la
transformacion de los nutrientes bioencapsulados (EFAs vy
fosfolipidos) por la accion metabodlica de los nauplios cuando éstos
permanecen varias horas en los tanques de cria larvaria sin ser
ingeridos por las larvas.

Tras el periodo de incubacion correspondiente (18, 21 o 24 h),
los nauplios de Arfemia eran recogidos en una malla de plancton de
luz de 100 um, donde se enjuagaban, primero con agua corriente
abundante y, después, con agua destilada para eliminar restos de
enriquecedor y de sales del agua intersticial (Apartado 2.2.2). Las
muestras de nauplios fueron inmediatamente congeladas a —20°C vy,
seguidamente, liofilizadas hasta su posterior analisis.

La extraccion de los lipidos totales y los analisis de clases de
lipidos y acidos grasos se realizaron segun las metodologias descritas
en el Apartado 2.4. Cabe apuntar que la presentacion de las clases de
lipidos en fracciones combinadas (Apartado 4.3.1) obedece a la
diferente resolucion ofrecida por placas de HPTLC de dos marcas
comerciales distintas (Merck y Panreac) y, en consecuencia, la
comparacion entre muestras analizadas en ambos tipos de placas so6lo
es posible mediante esta combinacion (Figura 2.4).

El analisis estadistico se realizé siguiendo el procedimiento
previsto en el Apartado 2.5. Concretamente, el estudio estadistico
compard los valores de las variables biologicas de los cuatro

77



productos enriquecedores (factor de variacion: producto enriquecedor)
en cada uno de los tres puntos de muestreo. Adicionalmente, los
contenidos de lipidos totales de los nauplios enriquecidos fueron
tratados estadisticamente desde otro punto de vista basado en la
comparacion de esta variable entre los distintos puntos de muestreo
(factor de wvariacion: tiempo de incubacion) de cada producto
enriquecedor. Este enfoque permite estimar la dinamica de
incorporacion del enriquecedor a lo largo del tiempo (Figura 4.1).

4.2.2. Efecto de la aireacion aplicada durante el enriquecimiento de
nauplios de Artemia sobre la supervivencia naupliar y la
incorporacion de acidos grasos esenciales

Para el estudio del efecto de la calidad (tamafio de burbuja) y
de la cantidad (flujo) de la aireacion sobre la incorporacion de EFAs
en nauplios, se realizaron seis series de enriquecimientos resultantes
de la combinacion de tres niveles de flujo de aire (0,6, 1,0 y 3,0 litros
por minuto, Ipm) y dos sistemas difusion de aire. Los dos sistemas de
difusiéon de aire empleados fueron: varillas de vidrio tubulares
(“varillas”) con una seccion interior de didmetro 0,5 cm y que
generaban burbujas grandes; y piedras difusoras (“piedras”),
consistentes en elementos muy porosos que producian burbujas de
pequefio tamafio. Cada una de estas series se llevo a cabo con nauplios
recién eclosionados procedentes de seis lotes distintos de 10 g de
quistes EG (Inve, Gante, Bélgica). Los procedimientos de eclosion y
separacion de los nauplios, asi como su posterior disposicion en los
tubos de enriquecimiento, fueron los mismos que los descritos en el
Apartado 2.2. Cada combinacion de flujo de aire y de sistema de
difusién fue evaluada utilizando liposomas LUVdet y la emulsion
comercial Super Selco, estableciendo triplicados independientes en
cada caso (tubos de enriquecimiento diferentes). Entre las
formulaciones de liposomas empleadas en el experimento anterior
(Apartado 4.2.1), los liposomas LUVdet de KPL fueron escogidos
como modelo de liposoma por los buenos resultados alcanzados en
dicho experimento en comparaciéon con las preparaciones MLV y
LUVext. El flujo de aire se controld en cada tubo de enriquecimiento
de forma individualizada mediante rotametros (Key Instruments,
Trevose, Pennsylvania, EE.UU.). Las incubaciones se llevaron a cabo
con una concentracion de producto enriquecedor de 0,50 g lipido 17,
una temperatura de incubacion de 28 + 1°C y una densidad de
nauplios de 300 nauplios ml”, valores habituales en la mayoria de
experimentos del presente estudio (Apartado 2.2). En esta ocasion, la
incubacion de los nauplios en el medio de enriquecimiento se
prolong6 durante 21 h, tiempo en el que los liposomas LUVdet
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registraron un perfil lipidico 6ptimo. Tras este periodo de incubacion,
los nauplios fueron recogidos, lavados e inmediatamente congelados a
-20°C. A partir de muestras liofilizadas, se procedi6 al analisis de los
lipidos totales y de los acidos grasos (Apartado 2.4). El analisis de las
clases lipidicas de los nauplios fue obviado en este experimento y en
los siguientes (Apartados 4.2.3, 4.2.4 y 4.2.5) debido a las escasas vy,
en ocasiones, nulas diferencias entre los contenidos de lipidos polares
de los nauplios enriquecidos con la emulsion comercial y los tratados
con liposomas LUVdet del experimento del Apartado 4.2.1 (Tabla
4.1). De esta forma, el unico criterio para el establecimiento de los
parametros optimos de enriquecimiento con liposomas LUVdet fue el
nivel de EFAs obtenidos en los nauplios.

En este experimento se estimo la supervivencia de los
nauplios tras 21 h de incubacion bajo los distintos modos de aireacion
planteados (Apartado 2.2.3), como consecuencia de la observacion de
mortandades apreciables en el experimento anterior.

El analisis estadistico de las variables biologicas se realizd
mediante el procedimiento descrito en el Apartado 2.5, considerando
separadamente los dos productos enriquecedores evaluados (emulsion
lipidica comercial y LUV detergente). De esta forma, el estudio dirige
su atencion al efecto de los diferentes modos de aireacion (factor de
variacion) sobre la eficacia de ambos enriquecedores por separado.

4.2.3. Efecto de la densidad naupliar durante el enriquecimiento de
nauplios de Artemia sobre la supervivencia naupliar y la
incorporacion de acidos grasos esenciales

Este experimento estudi6 la incorporacion de EFAs utilizando
como modelo de liposoma vesiculas LUVdet formuladas unicamente
con fosfolipidos de krill y la emulsiéon comercial Super Selco como
tratamiento control. Ambos productos fueron evaluados en tres series
de enriquecimientos correspondientes a tres densidades naupliares
distintas: 100, 300 y 700 individuos ml”, utilizando tres réplicas
independientes (tubos de enriquecimiento diferentes) para cada
producto y en cada una de las series. Los nauplios fueron obtenidos de
la eclosion de 3, 10 y 20 g de quistes Inve EG para las densidades de
100, 300 y 700 nauplios ml™”, respectivamente. La densidad de quistes
durante las tres eclosiones se mantuvo aproximadamente constante
con el fin de obtener nauplios con unas condiciones de vitalidad
similares al inicio de los enriquecimientos. La aireacion aplicada en
este experimento fue de 1 Ipm, utilizando como sistema de difusion de
aire las mismas varillas descritas en el apartado anterior. La
concentracion de enriquecedor (0,50 g lipido 1), el tiempo de
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incubacion (21 h), la temperatura de incubacion (28 = 1°C) y la
iluminacion de los tubos de enriquecimiento (1500-2000 lux) se
mantuvieron iguales con respecto al experimento del apartado
anterior. Las muestras de nauplios enriquecidos bajo las diferentes
densidades fueron recolectadas segun el procedimiento descrito en el
Apartado 2.2.2, congeladas a -20°C y liofilizadas para su conservacion
hasta el analisis de lipidos totales y acidos grasos (Apartado 2.4).

La supervivencia de los nauplios correspondientes a los seis
tratamientos (dos enriquecedores x tres densidades de nauplios) se
estimo tras 21 h de incubacion (Apartado 2.2.3).

Con el mismo planteamiento que en el apartado anterior, los
datos biologicos se analizaron estadisticamente mediante el
procedimiento que se detalla en el Apartado 2.5, comparando los tres
tratamientos establecidos para cada uno de los dos productos
enriquecedores (emulsion comercial y liposomas) y con la densidad
naupliar como unico factor de variacion.

4.2.4. Efecto de la concentracion de liposomas durante el
enriguecimiento de nauplios de Artemia sobre la supervivencia
naupliar y la incorporacion de &cidos grasos esenciales

Este experimento consisti0 en la realizacion de
enriquecimientos de nauplios de Artemia bajo tres concentraciones
distintas de liposomas LUVdet formulados con fosfolipidos de krill.
Un cuarto tratamiento consistente en nauplios enriquecidos con la
emulsion Super Selco se establecidé como control. Las concentraciones
de liposomas fueron de 0,25, 0,50 y 0,75 g lipido I correspondientes
a los tratamientos LUVdet 0.25, LUVdet 0.50 y LUVdet 0.75,
respectivamente. Como se explica en el Apartado 2.2.2, la
concentracion de enriquecedor se determind considerando unicamente
la masa de la fraccion lipidica de los liposomas o de la emulsion, sin
tener en cuenta el peso del agua y de otros compuestos disueltos en
ella. Los nauplios de Artemia obtenidos de quistes comerciales EG de
Inve (Gante, Bélgica) fueron trasvasados a los tubos de
enriquecimiento para obtener una densidad naupliar de 300 nauplios
ml™. La temperatura de incubacion se fijé en 28 + 1°C, mientras que la
aireacion fue de 1,0 Ipm aplicada mediante las varillas descritas en el
Apartado 4.2.2. La incubacion de los nauplios con el producto
enriquecedor (liposomas o emulsién) se prolongd durante 21 h,
periodo después del cual se recolectaron las muestras de nauplios.
Tras ser enjuagadas en agua corriente y agua destilada, las muestras se
congelaron a -20°C antes de ser liofilizadas. Los analisis de los lipidos
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totales, acidos grasos y la estimacion de la supervivencia naupliar se
realizaron siguiendo los procedimientos detallados en el Capitulo 2.

Las variables biologicas obtenidas con los cuatro tratamientos
se sometieron al andlisis estadistico mediante el procedimiento
detallado en el Apartado 2.5 con un unico factor de variacion
(concentracion de enriquecedor).

4.25. Efecto de la dosificacion de liposomas durante el
enriguecimiento de nauplios de Artemia sobre la supervivencia
naupliar y la incorporacion de acidos grasos esenciales

Se establecieron tres tratamientos con liposomas LUVdet
formulados con fosfolipidos de krill, ademas del tratamiento control
de emulsion Super Selco. De entre los tratamientos con liposomas, dos
de ellos, LUVdet 2x0.25 y LUVdet 2x0.375, consistieron en
enriquecimientos con dos dosis de 0,25 y 0,375 g lipido 17,
dispensadas al inicio (t=0) y tras 7 h (t=7), respectivamente. El tercer
tratamiento de liposomas (LUVdet R0.5) consistié en una sola dosis
de 0,50 g lipido I'' dispensada 7 h después de dar comienzo la
incubacion de los nauplios recién eclosionados. Este ultimo
tratamiento permitid comprobar si el periodo de incubacion de los
nauplios durante el paso por el estadio Instar I (aproximadamente 7-8
h) puede ser obviada, dado que en esta etapa los nauplios estan
dotados de una cuticula en la abertura bucal que impide la
incorporacion del material filtrado al tracto digestivo. El tratamiento
control (Super Selco) también fue dispensado en dos dosis de 0,25 g
lipido 1" siguiendo el mismo horario que los tratamientos LUVdet
2x0.25 y LUVdet 2x0.375. Todos los tratamientos enriquecedores se
evaluaron por triplicado en tres tubos de enriquecimiento
independientes. El resto de condiciones de los enriquecimientos no
varid con respecto a los experimentos correspondientes a este capitulo
y, asi, la temperatura de incubacion fue de 28 + 1°C, la densidad de
nauplios de 300 nauplios ml”, la iluminacién entre 1500-2000 lux y la
aireacion de 1,0 lpm aplicada mediante las varillas de vidrio usadas en
los experimentos anteriores. La toma de muestras, su procesado y
posterior analisis se realizd segin los procedimientos ya descritos
anteriormente (Capitulo 2).

La estimacion de la supervivencia naupliar se llevd a cabo por
los procedimientos habituales (Apartado 2.2.3). En los tubos
correspondientes a la emulsion, la estimacion de la densidad final fue
corregida con respecto a la dilucion que tenia lugar al afadir la
segunda dosis dispersada en 100 ml de agua de mar.
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Las variables biologicas se sometieron al analisis estadistico
mediante el procedimiento detallado en el Apartado 2.5 con un Unico
factor de variacion (dosificacion del enriquecedor).

4.3. Resultados

4.3.1. Enriquecimiento de nauplios de Artemia con diferentes tipos
de liposomas: efecto del tiempo de incubacién sobre Ia
incorporacion de acidos grasos esenciales y fosfolipidos

La dinamica de bioencapsulacion de los distintos productos
enriquecedores (emulsion comercial, MLV, LUVext y LUVdet) a lo
largo del tiempo de incubacion puede inferirse a partir del contenido
de lipidos totales de los nauplios (Figura 4.1). En los tratamientos
MLV y LUVext, la cantidad maxima de la fraccion lipidica se obtiene
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Figura 4.1. Contenidos de lipidos totales (porcentaje del peso seco) de
nauplios de Artemia enriquecidos. Las muestras de 24 h corresponden a
nauplios mantenidos durante 3 h en agua de mar tras 21 h de incubacion
con el producto enriquecedor. Se han representado las medias de tres
replicados y las barras de error son las desviaciones tipicas. Para cada
enriquecedor, los puntos de muestreo que comparten una misma letra son
significativamente diferentes (P<0,05).



tras 18 h de enriquecimiento, sin observarse mayores incrementos
durante las 3 h siguientes (punto de 21 h). El porcentaje de lipidos
parece describir un descenso durante el periodo de ayuno (de 21 a 24
h) en estos dos tratamientos de liposomas, aunque no se pueden
establecer diferencias a nivel estadistico (P<0,05). Por otro lado, los
nauplios enriquecidos con LUVdet y la emulsion comercial
aumentaron su contenido lipidico hasta las 21 h, manteniendo este
maximo durante el periodo de ayuno hasta las 24 h.

Los contenidos de lipidos totales de los nauplios se presentan
en la Tabla 4.1, que muestra, ademas, los perfiles de las clases de
lipidos en los puntos de muestreo de 18, 21 y 24 h. El analisis
estadistico realizado en esta ocasion indica que el nivel de los lipidos
totales de los nauplios enriquecidos con la emulsién comercial es
mayor en los puntos de muestreo de 18 y 21 h, en comparacion con el
de los nauplios de los tratamientos con liposomas. Sin embargo, los
nauplios LUVdet igualan a los nauplios control en el punto de
muestreo de 24 h, ya que mantienen los niveles de lipidos totales a
diferencia de los nauplios control que experimentan un ligero
descenso. En cuanto a las clases de lipidos, la fraccion de LPs de los
nauplios enriquecidos con MLVs y LUVext es significativamente
superior a la de LUVdet y la emulsion control en los tres puntos de
muestreo (Tablas 4.1a, b y ¢). Con respecto a los nauplios control, la
fraccion combinada PE/CL/PG/PA (ver abreviaturas en el pie de
tabla) de los nauplios enriquecidos con MLV y LUVext muestra
niveles significativamente superiores en los tres puntos de muestreo.
Sin embargo, otras fracciones combinadas de lipidos polares (PS/PI y
PC/SM) no contribuyen en igual medida a aumentar la diferencia
observada en el porcentaje total de LPs. En cualquier caso, las
fracciones PE/CL/PG/PA y PS/PI son, en general, mayores en
nauplios enriquecidos con LUVdet respecto a los nauplios control
para los puntos de muestreo de 18 y 24 h, respectivamente. Los
nauplios control y LUVdet presentan una fraccion lipidica con un
porcentaje de TAGs cercano al 60% en los tres puntos de muestreo,
significativamente superior al medido en los nauplios MLV y LUVext
(50-56%). Por su parte, los FAEEs, componentes principales de la
emulsion comercial Super Selco y ausentes en la composicion de los
liposomas, presentan niveles altos en los nauplios control enriquecidos
durante 18 y 21 h (Tabla 4.1a y b, respectivamente), aunque el periodo
de ayuno (desde 21 h a 24 h) hizo que su porcentaje disminuyera.

Los perfiles de acidos grasos de los nauplios tratados con los
diferentes productos enriquecedores se detallan en la Tabla 4.2.
Ademas, la Figura 4.2 destaca graficamente los contenidos de ARA,
EPA y DHA medidos en los puntos de muestreo de 18 (a), 21(b) y 24
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Tabla 4.1. Composicion de clases de lipidos (porcentaje del total de
lipidos) y lipidos totales (porcentaje del peso seco) de nauplios de
Artemia enriquecidos en los puntos de muestreo de 18 h (a), 21 h (b) y 24
h (c). Los datos se presentan como medias (desviacion tipica) (n=3). Los
tratamientos que comparten un mismo superindice en una misma fila no
son significativamente diferentes (P<0,05).

Clase de lipido (a)

EC MLV LUVext LUVdet
SE 3,0 (0,1)* 2,9 (0,2)* 3,2 (0,1)* 2,9 (0,4)*
FAEE 6,0 (0,3)" N.D} N.D} N.D}
Desconocidol N.D.? 2,5(02) 2,9 (0,4) 2,4 (0,0
TAG 57,7 (0,7)" 55,5 (1,0 52,7 (0,5)° 57,9 (0,5)°
Desconocido2 N.D.? 0,6 (0,1)° 0,7 (0,0 0,5 (0,1)°
FFA 1,8 (0,1)* 2,3 (0,4)® 3,0 (0,6)° 2,6 (0,1)®
CHO 6,4 (0,3)* 8,2 (0,6)* 9,2 (0,1)° 7,6 (0,4)°
MAG/DAG 2,5 (0,1)" 2,6 (0,1)" 1,7(0,1) 2,5 (0,1)"
Pigmentos 1,1 (0,3)° 1,5 (0,1)° 1,0 (0,1)° 1,2 (0,4)°
PE/CL/PG/PA 8,9 (0,2)" 10,2 (0,2)° 10,9 (0,2)° 9,7 (0,2)°
PS/PI 3,6 (0,1)* 3,8 (0,4)® 43 (0,2)° 3,9 (0,1)®
PC/SM 8,9 (0,3)" 10,0 (0,3)° 10,3 (0,1)° 8,8 (0,5)"
Lipidos polares 21,4 (0,4)° 23,9 (0,6)° 25,6 (0,4)° 22,4 (0,7)°
% Lipido (PS) 29,0 (0,2)* 27,3 (0,7)° 26,6 (0,7)° 27,1 (0,4)°
Clase de lipido (b)
EC MLV LUVext LUVdet

SE 2,0(0,2)° 2,6 (0,3)* 2,5(0,2)* 2,4 (0,3)*
FAEE 5,7(2,1)" N.D} N.D} N.D}
Desconocidol N.D.? 3,4(02) 3,2(02) 3,3(0,2)
TAG 58,1(1,5)° 55,4 (0,8) 54,7 (0,7 59,8 (0,4)*
Desconocido2 N.D. 0,7 (0,3)° 0,9 (0,2) 0,7 (0,2)
FFA 2,1(1,00° 1,5(0,3)° 1,7 (0,5)° 1,3 (0,2)°
CHO 7,3(0,6)* 8,2 (0,8)™ 9,4 (0,3 7,5 (0,2)*
MAG/DAG 2,1(0,1)° 2,3(0,3)° 1,2 (0,1)° 2,0 (0,0)°
Pigmentos 0,8(0,1)* 1,4 (0,1 0,7 (0,2)* 0,9 (0,1)*
PE/CL/PG/PA 8,9(0,5)" 10,5 (0,3)° 10,8 (0,1)° 9,5 (0,3)*
PS/PI 3,6(0,2)" 3,9 (0,1)" 43 (0,1)° 3,7(0,1)
PC/SM 9,5(0,3)" 10,0 (0,5)* 10,5 (0,2)* 8,8 (0,6)°
Lipidos polares 22,0(0,9)° 24,4 (0,5) 25,6 (0,4)° 21,9 (0,8)°
% Lipido (PS) 30,5(0,5)* 27,1 (0,4)° 26,9 (0,2)° 29,0 (0,5)°

(Continuia en la pagina siguiente)
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Clase de lipido (c)

EC MLV LUVext LUVdet
SE 2,4(0,3)* 2,3 (0,0)" 2,2 (0,2)" 2,3 (0,4)"
FAEE 2,2(0,8)" N.D. N.D. N.D.
Desconocidol N.D.? 3,3(0,1)° 3,9(0,2) 3,4(0,8)°
TAG 60,7 (0,4)* 51,6 (1,7)° 52,6 (1,1)° 57,8 (1,0)*
Desconocido2 N.D.? 1,2(0,4) 0,9 (0,1)° 1,0 (0,3)
FFA 1,4(0,4)° 1,2 (0,5)* 0,9 (0,2)* 0,8 (0,1)"
CHO 7,5(0,2) 9,8 (0,3) 10,1 (0,6) 8,2 (0,1)*
MAG/DAG 2,1(0,2)* 1,8 (0,3)* 1,8 (0,1)* 2,0 (0,2)*
Pigmentos 1,1(0,3)* 0,9 (0,2)" 0,9 (0,0)" 1,1(0,2)*
PE/CL/PG/PA 9,0(0,3)" 11,5 (0,2)° 11,1 (0,5)" 10,1 (0,5)®
PS/PI 3,9(0,1)" 4,6 (0,0 4,6 (0,1)° 4,1 (0,1
PC/SM 9,8(0,4)" 11,8 (0,4)° 10,9 (0,2)"® 9,3 (1,3)°
Lipidos polares 22,7(0,8)* 27,9 (0,5)° 26,6 (0,8)° 23,5 (1,8)"
% Lipido (PS) 29,5(0,9)* 26,0 (0,5)° 25,7 (0,2)° 28,8 (0,6)"

EC: emulsion comercial; MLV: liposomas multilamelares; LUVext: liposomas unilamelares
preparados por extrusion; LUVdet: liposomas unilamelares preparados por solubilizacion
por detergente.

N.D.: no detectado (<0,05%); PC/SM: fraccion conjunta de fosfatidilcolina y
esfingomielina; PS/PI: fraccion conjunta de fosfatidilserina y fosfatidilinositol;
PE/CL/PG/PA: fraccion conjunta de fosfatidiletanolamina, cardiolipina, fosfatidilglicerol y
acido fosfatidico, MAG/DAG: fraccion conjunta de monoglicéridos y diglicéridos; FFA:
acidos grasos libres; TAG: triglicéridos; FAEE: ésteres etilicos de acido graso; SE: ésteres
de esterol.

h (c). Tras 18 h de incubacion, los nauplios enriquecidos con la
emulsion control presentan porcentajes superiores de DHA y DPA al
resto de tratamientos, aunque no de EPA (Tabla 4.2a). Sin embargo, el
total de HUFA n-3 no muestra diferencias significativas en
comparacion con los nauplios tratados con liposomas, a excepcion del
tratamiento MLV que presenta un contenido inferior de HUFA n-3. El
contenido de ARA también muestra niveles superiores en los nauplios
control en relacion al hallado en los tratamientos con liposomas,
haciendo que el total de HUFA n-6 sea también superior en este
tratamiento control. Por otro lado, los niveles de acido palmitico
(16:0), constituyente muy importante del extracto de fosfolipido de
krill (Tabla 2.1), contribuye a que el total de acidos grasos saturados
de los nauplios enriquecidos con liposomas presente porcentajes
superiores a los nauplios control. A las 21 h (Tabla 4.2b y Figura 4.2b)
las diferencias en el perfil de acidos grasos entre el tratamiento control
y los tratamientos MLV y LUVext empiezan a ponerse de manifiesto.
En este sentido, el total de acidos grasos poliinsaturados de ambos
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Tabla 4.2. Seleccion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) de nauplios de Artemia enriquecidos en los puntos de muestreo 18
h (a), 21 h (b) y 24 h (c). Los datos se presentan como medias (desviacion
tipica) (n=3). Los tratamientos que comparten un mismo superindice en
una misma fila no son significativamente diferentes (P<0,05).

Acido graso (a)

Emulsion

comercial MLV LUVext LUVdet
16:0 92(02"  11,8(0,2)" 11,5(0,1) 12,1 (0,5)°
18:0 43 (0,0 43(0,1) 43(0,1)° 43(0,1)°
18:1n-9 25403  25,6(0,2)° 25,3 (0,4)° 25,1(0,2)°
18:2n-6 4.2 (0,1)* 3,7(0,0)° 3,7(0,1)° 3,6(0,1)°
18:3n-3 14,3 (0,3) 15,5(0,1)° 15,4 (0,3)° 14,7 (0,6)™
20:4n-6 1,3(0,1) 1,1 (0,0 1,1 (0,0 1,1(0,0)°
20:5n-3 10,7(0,6)* 10,4 (0,6)* 11,4 (0,9) 11,8 (0,2)
22:5n-3 1,1(0,0)* 0,3 (0,0 0,2 (0,0)° 0,3 (0,0)
22:6n-3 5,6 (0,5) 4,3(0,3)° 43(0,1)° 45(0,2)

Total identificados 95,4 (0,5  957(0,1  956(0,1  95.6(0,3)"

Saturados 15,6 (0,4  18,2(0,3)° 17,7(0,1)° 18,3 (0,6)°
Monoinsaturados 39,5 (0,5)" 39,2 (0,4)° 38,9 (0,7)" 38,6 (0,7)"
Poliinsaturados 40,3 (0,9) 38,2(0,7)" 39,1 (0,7)" 38,7 (1,0)

Total n-3 343(0,8)°  33,1(0,7)° 34,0 (0,8)" 33,8 (0,9)"
Total n-6 6,4(0,2) 5,3(0,1)° 52(0,1)° 5,0(0,1)°
HUFA n-3 18,0 (1,2)° 15,6 (0,9)° 16,5 (1,0)® 17,1 (0,2)™
HUFA n-6 1,8 (0,1)* 1,4 (0,0)° 1,4 (0,00 1,3 (0,0)°
DHA/EPA 0,5 (0,0)* 0,4 (0,0 0,4 (0,0 0,4 (0,0)°

Acido graso (b)

Emulsion

comercial MLV LUVext LUVdet
16:0 8.8 (0,2)" 11,9 (0,3)° 11,5(0,3)° 11,6 (0,0)°
18:0 4,3 (0,4) 4,5(0,1) 4,4(0,1)° 4,3 (0,0)"
18:1n-9 24,6(0,8)  253(0,3)"  25,1(0,6) 24,0 (0,1)*
18:2n-6 3,9(0,1) 3,7(0,0)* 3,6 (0,1) 3,5(0,0)
18:3n-3 13,8(0,8)*  15,1(0,2®  15,1(0,6) 14,2 (0,0)*
20:4n-6 1,3(0,0)* 1,1(0,0)° 1,1 (0,0 1,1(0,0
20:5n-3 11,7(0,6)*  10,5(0,5)* 11,3 (1,5)° 12,8 (0,2)
22:5n-3 1,3 (0,1)* 0,3 (0,1)° 0,3 (0,0)° 0,3 (0,0)°
22:6n-3 6,6 (0,8) 4,5(0,6) 4,9 (0,5)™ 5,9 (0,4)°

Total identificados 95,6 (0,2 95,6 (0,3 95,7 (0,1)" 95,7 (0,1)°

Saturados 15,0 (0,4)* 18,6 (0,6)° 17,9 (0,4)° 18,0 (0,2)°
Monoinsaturados 39,0 (0,6)* 39,0 (0,6)* 38,8 (0,8)" 37,5 (0,5)*
Poliinsaturados 41,6 (0,7 38,0 (0,9°  39,0(1,2) 40,2 (0,7)®

Total n-3 358(0,7"  32,8(0,9°  34,1(1,3™  353(0,7)°
Total n-6 6,2(0,1) 5,3 (0,0 5.2 (0,1)* 5,0(0,1)°
HUFA n-3 20,2(1,5)°  159(1,0)° 17,0 (1,8)™ 19,2 (0,7)"®
HUFA n-6 1,8(0,0)* 1,4 (0,0)° 1,4 (0,0 1,4 (0,0
DHA/EPA 0,6 (0,0)* 0,4(0,1)° 0,4 (0,0 0,5 (0,0)®

(Continua en la pagina siguiente)
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Acido graso (c)

Emulsion

comercial MLV LUVext LUVdet
16:0 9,1(0,2)" 11,9 (0,3)° 11,4 (0,2)° 11,4 (0,1)°
18:0 4,4(0,3)" 4,6 (0,1)" 4,6 (0,2)" 4,4 (0,0)"
18:1n-9 255(0,6)"  259(0,7)"  253(0,6)° 24,1(0,3)
18:2n-6 4,0(0,1)* 3,6 (0,1)° 3,6 (0,0) 3,5(0,0)°
18:3n-3 13,8(0,6)"  149(04)™  150(0,2)° 14,3 (0,3)™
20:4n-6 1,3 (0,0)" 1,1 (0,0)" 1,1 (0,0)" 1,1(0,0)*
20:5n-3 11,4(0,7)®  10,5(0,3) 11,8 (1,0)™ 13,5 (1,0)°
22:5n-3 1,1(0,0)" 0,3 (0,0 0,3 (0,0)™ 0,3 (0,0
22:6n-3 5,4 (0,4) 4,0 (0,7) 4.4 (0,4)® 5,5(0,4)

Total identificados 95,0 (0,6)*  95,5(0,3)° 95,8 (0,1)" 95,7 (0,2)"

Saturados 154(0,5" 18,6 (0,5)" 17,9 (0,4)° 17,7 (0,0)°
Monoinsaturados 39,7 (0,5 39,9(1,00°  39,0(1,0)®  37,3(0,3)°
Poliinsaturados 39,9(1,3  37,0(1,3)°  389(12)"  40,8(0,5)

Total n-3 34,9 (1,4 32,6(0,7)" 34,5 (1,00 36,6 (1,0
Total n-6 5,5(0,8) 4,6 (0,5)" 4,6 (0,6)" 4.4(0,7)°
HUFA n-3 18,6 (1,2)" 15,3 (1,1)° 17,0 (1,3)™ 19,8 (0,9)*
HUFA n-6 1,8 (0,0)* 1,4 (0,1)° 1,4 (0,1)° 1,4(0,1)°
DHA/EPA 0,5 (0,0)* 0,4 (0,1) 0,4 (0,0 0,4 (0,1

HUFA n-3: PUFAs n-3 de 20 o mas carbonos; HUFA n-6: PUFAs n-6 de 20 o mas
carbonos; DHA/EPA: relacion de porcentajes de acido docosahexaenoico y acido
eicosapentaenoico.

tratamientos de liposomas presenta un porcentaje menor con respecto
a los nauplios control. En cambio, los nauplios LUVdet muestran un
porcentaje de poliinsaturados sin diferencias significativas respecto al
control (Tabla 4.2b). A pesar de que algunos acidos grasos
importantes (ARA y DPA) de los nauplios enriquecidos con
liposomas presentan porcentajes inferiores a los de los nauplios
control, en los niveles de EPA y DHA no hay diferencias
significativas entre los nauplios control y nauplios enriquecidos con
LUVdet (Figura 4.2b). El ayuno durante 3 h (punto de muestreo 24 h)
provocod una mejora en el perfil de acidos grasos de los nauplios
LUVdet, igualandose al de los nauplios enriquecidos con la emulsion
comercial (Tabla 4.2¢ y Figura 4.2¢). En este punto de muestreo, los
porcentajes de EPA y DHA de los nauplios LUVdet no difieren del
control, mientras que los nauplios MLV y LUVext exhiben niveles
ligeramente inferiores. Ademas, los contenidos de EPA y DPA
muestran diferencias entre los tratamientos de liposomas, con
porcentajes significativamente superiores de ambos acidos grasos en
nauplios enriquecidos con LUVdet en comparacion a nauplios MLV.
Todos estos resultados se reflejan de forma global en el contenido
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Figura 4.2. Contenidos de 4acido araquidéonico (ARA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (porcentaje
del total de acidos grasos) de nauplios de Artemia enriquecidos con la
emulsion comercial y con tres tipos de liposomas en los tiempos de
muestreo de 18 (a), 21 (b) y 24 h (c). Las barras de error representan
desviaciones tipicas. Los tratamientos que comparten una misma letra no
son significativamente diferentes (P<0,05).

total de acidos grasos n-3 de los nauplios enriquecidos con LUVdet,
los cuales igualan estadisticamente a los nauplios control. Por otra
parte, los niveles de ARA no presentan diferencias significativas entre
los nauplios tratados con los distintos tipos de liposomas (Figura 4.2).

4.3.2. Efecto de la aireacion aplicada durante el enriquecimiento de
nauplios de Artemia sobre la supervivencia naupliar y la
incorporacion de acidos grasos esenciales

La supervivencia de los nauplios de Artemia incubados
durante 21 h con los dos productos enriquecedores evaluados bajo los
distintos regimenes de aireacion se presenta en la Figura 4.3. En el
caso de la emulsion comercial (Figura 4.3a), no se observan
diferencias significativas en la supervivencia de los nauplios
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Figura 4.3. Porcentajes de supervivencia de nauplios de Artemia tras 21 h
de enriquecimiento con la emulsiéon comercial Super Selco (a) y con
liposomas LUV detergente (b), sometidos a deferentes modos de
aireacion. Las barras rayadas representan el porcentaje de supervivencia
de nauplios sometidos a una incubacion a 28 °C sin producto
enriquecedor y con un flujo de aire de 3 lpm aplicado mediante piedras
difusoras. Las barras de error indican la desviacion tipica de los datos
(n=3). Los tratamientos que comparten una misma letra en cada figura (a
y b) no son significativamente diferentes (P<0,05).

enriquecidos con los distintos modos de aireacion, a excepcion del
tratamiento consistente en la combinacion de flujo de aire alto (3,0
Ipm) y piedras difusoras, en el que la supervivencia disminuyo
significativamente en comparacion a los restantes tratamientos. Por
otro lado, los enriquecimientos con LUVdet (Figura 4.3b) registraron,
en situaciones concretas, mortandades masivas de nauplios. Asi, la
utilizacion de piedras difusoras produjo una mayor mortandad para
flujos de aire de 0,6 y 1,0 Ipm, en comparaciéon con los resultados
hallados con el mismo flujo de aire pero utilizando varillas como
sistema de difusion. En general, la supervivencia naupliar registrd
valores maximos cuando la aireacion fue aplicada mediante varillas de
vidrio huecas y un flujo de aire bajo (0,6 o 1,0 lpm), aunque no se han
podido establecer diferencias significativas con nauplios enriquecidos
con el mismo sistema de difusion y un flujo de aire de 3,0 Ipm (Figura
4.3b). La apariencia de tres nauplios de Artemia incubados durante 21
h con LUVdet se muestra en la Figura 4.4. Como puede observarse, el
individuo normal (a) muestra unas estructuras filtradoras y una
organizacion tisular alrededor del tubo digestivo con la apariencia
habitual. Por el contrario, los nauplios alterados (b y c) tienen los
apéndices filtradores parcialmente rotos y una pérdida apreciable de
componentes de los tejidos que rodean el digestivo. La Figura 4.3
también muestra el bajo porcentaje de supervivencia de nauplios
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apéndice apéndice
normal f alterado

Figura 4.4. Apariencia de tres nauplios de Artemia después de ser
sometidos durante 21 h a una incubacion con liposomas LUVdet bajo un
flujo de aire de 3,0 Ipm y utilizando piedras difusoras como sistema de
difusion: (a) nauplio normal; (b) dos nauplios con estructuras corporales
alteradas. Es preciso destacar la pérdida de rigidez en las antenas y la
pérdida de componentes corporales especialmente aparentes en el torax de
los nauplios alterados, donde la cuticula se hace visible.

incubados en condiciones extremas de aireacion (flujo de aire de 3,0
Ipm y alta difusion de aire obtenida con piedras difusoras) y en
ausencia de producto enriquecedor.

La Tabla 4.3 muestra los perfiles de acidos grasos y los
porcentajes de lipidos de nauplios enriquecidos bajo las distintas
condiciones de aireacion, utilizando como productos enriquecedores la
emulsion comercial (Tabla 4.3a) y liposomas LUVdet (Tabla 4.3b).
Los contenidos de lipidos totales de los nauplios enriquecidos con la
emulsion lipidica tienen niveles similares en los diferentes
tratamientos, a excepcion del tratamiento con un flujo de aire de 3,0
Ipm aplicado con piedras difusoras en el que se registra un descenso
importante. Los nauplios enriquecidos con liposomas LUVdet, por su
parte, no presentan niveles de lipidos totales diferentes al ser
sometidos a los diferentes modos de aireacion.

Los nauplios incubados con la emulsion lipidica no muestran
variaciones importantes en el contenido de acidos grasos entre los
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Figura 4.5. Contenidos de 4acido araquidonico (ARA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (porcentaje
del total de acidos grasos) de nauplios de Artemia enriquecidos con la
emulsion comercial y liposomas LUV detergente bajo las diferentes
combinaciones de tres niveles de flujo de aire (0,6, 1,0 y 3,0 Ipm) y dos
sistemas de difusion de aire (varilla y piedra). Los valores representados
son medias de tres réplicas y las barras de error son las desviaciones
tipicas. Los tratamientos que comparten una misma letra dentro de cada
una de las seis figuras no son significativamente diferentes (P<0,05).
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distintos tratamientos (Tabla 4.3a y Figura 4.5). De nuevo, so6lo el
enriquecimiento llevado a cabo bajo un flujo de aire de 3,0 lpm
aplicado por medio de piedras difusoras muestra un descenso
significativo en los contenidos de EPA y DHA y de la relacion
DHA/EPA. En cuanto a los resultados obtenidos con liposomas (Tabla
4.3b y Figura 4.5), el tipo de sistema de difusion empleado tuvo
efectos diferentes en funcion del flujo de aire aplicado. De esta forma,
el porcentaje de ARA de los nauplios enriquecidos a 0,6 y 3,0 lpm
disminuy6 cuando se emplearon piedras como sistema de aireacion
(Figura 4.5). En el caso de los &cidos grasos esenciales EPA y DHA,
la utilizacion de piedras difusoras actud de forma diferente en funcion
del flujo de aire. Los enriquecimientos llevados a cabo con un flujo de
aire bajo (0,6 Ipm) resultaron en una mayor incorporacion de ambos
acidos grasos con respecto a los enriquecimientos realizados con
varillas. Sin embargo, los niveles de EPA y DHA experimentaron un
descenso significativo cuando se emplearon piedras difusoras a flujos
de 3,0 Ipm. Por otra parte, no se observan efectos del tipo de aireacion
a flujos intermedios (1,0 lpm). Ademas, la relacion DHA/EPA
muestra valores constantes en los distintos tratamientos con LUVdet, a
excepcion de los nauplios enriquecidos bajo flujo de aire alto (3,0
lpm) aplicado con piedras.

a Emulsion comercial b LUV detergente
100 }
5 \
<. 80 \
8 |
s |
3 i
£ 60 |
S \
2
< 40 4 |
g |
s
@ |
X 204 |
|
0 B
100 300 700 ! 100 300 700
Densidad naupliar (nauplios ml'1) Densidad naupliar (nauplios ml'1)

Figura 4.6. Porcentajes de supervivencia de nauplios de Artemia tras 21 h
de enriquecimiento con la emulsion comercial Super Selco (a) y con
liposomas LUVdetergente de krill (b). Las barras de error indican la
desviacion tipica de los datos (n=3). No existen diferencias significativas
entre los tres tratamientos planteados con cada producto enriquecedor
(P=<0,05).
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4.3.3. Efecto de la densidad naupliar durante el enriquecimiento de
nauplios de Artemia sobre la supervivencia naupliar y la
incorporacion de acidos grasos esenciales

Los resultados de supervivencia de nauplios incubados con los
dos productos enriquecedores bajo las tres densidades naupliares
evaluadas se muestran en la Figura 4.6. El analisis estadistico no
revela ningiin efecto de la densidad naupliar en la supervivencia
observada en los dos productos. Sin embargo, los resultados indican
una menor supervivencia en los tratamientos de liposomas en
comparacion con los de la emulsion lipidica comercial.

El contenido de lipidos totales de los nauplios se recoge en la
Tabla 4.4. En el caso de la emulsion comercial, los resultados indican
que no hay diferencias significativas en los nauplios enriquecidos bajo
las tres densidades naupliares evaluadas, con valores promedio
superiores en los nauplios enriquecidos a una densidad de 300
nauplios ml™”. Por su parte, los nauplios enriquecidos con LUVdet
mostraron niveles significativamente superiores cuando la densidad de
nauplios fue de 300 ind ml" en comparacion a 100 ind mI™ (P<0,05).

El perfil de acidos grasos de los nauplios se expone en la
Tabla 4.4, resaltdndose los contenidos de ARA, EPA y DHA en Ia
Figura 4.7. Los resultados muestran que la incorporacion de estos
EFAs fue mas efectiva en nauplios incubados a densidades entorno a
300 individuos ml™, tanto en el caso de los tratamientos con emulsion
lipidica como en el de liposomas LUVdet. Aunque no se hallaron
diferencias significativas en los niveles de ARA, los niveles de EPA y
DHA aumentaron de forma significativa a densidades de 300
individuos ml™' en nauplios enriquecidos con ambos productos en
comparacion con los niveles medidos en nauplios incubados a
densidades de 100 o 700 individuos ml™ (Figura 4.7). Para los dos
productos enriquecedores, la relacion DHA/EPA presenta valores
significativamente superiores (P<0,05) en enriquecimientos realizados
a densidades de 300 nauplios ml" en comparacion a 100 y 700
nauplios ml"' (Tabla 4.4).

4.3.4. Efecto de la concentracion de liposomas durante el
enriguecimiento de nauplios de Artemia sobre la supervivencia
naupliar y la incorporacion de &cidos grasos esenciales

La supervivencia naupliar observada en los distintos
tratamientos no muestra diferencias significativas entre ellos (Figura
4.8). Sin embargo, cabe destacar que la supervivencia estimada en los
tratamientos con liposomas LUVdet tiende a disminuir al aumentar la
concentracion de liposomas en el medio de enriquecimiento.
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Figura 4.7. Contenidos de acido araquidonico (ARA) (a), acido
eicosapentacnoico (EPA) (b) y acido docosahexaenoico (DHA) (c)
(porcentaje del total de 4cidos grasos) de nauplios de Artemia
enriquecidos con la emulsion comercial y liposomas LUV detergente de
krill a tres densidades naupliares diferentes (100, 300 y 700 nauplios ml°
". Los valores representados son medias de tres réplicas y las barras de
error son las desviaciones tipicas. Los tratamientos que comparten una
misma letra dentro de cada una de las seis figuras no son
significativamente diferentes (P<0,05).
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Figura 4.8. Porcentajes de supervivencia de nauplios de Artemia tras 21 h
de incubacion con la emulsion comercial Super Selco y con liposomas
LUVdet de krill a diferentes concentraciones lipidicas. Las barras de error
indican la desviacion tipica de los datos (n=3). No existen diferencias
significativas entre los cuatro tratamientos (P<0,05).

18 I Fmulsion comercial
16 b L |mEEE LUVdet0.25
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Figura 4.9. Contenidos de acido araquidéonico (ARA), acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (porcentaje
del total de acidos grasos) en nauplios de Artemia enriquecidos con la
emulsion comercial y liposomas LUVdet de krill a tres concentraciones
lipidicas diferentes. Los valores representados son medias de tres réplicas
y las barras de error son las desviaciones tipicas. Los tratamientos que
comparten una misma letra en cada acido graso no son significativamente
diferentes (P<0,05).
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Tabla 4.5. Seleccion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) y lipidos totales (porcentaje de peso seco) de nauplios de Artemia
enriquecidos a tres concentraciones lipidicas diferentes. Los datos se
presentan como medias (desviacion tipica) (n=3). Los tratamientos que
comparten un mismo superindice en una misma fila no son diferentes
(P<0,05).

Acido graso

Emulsion ¢ (1461025 LUVdet 0.50 LUVdet 0.75
control
16:0 9.2(0,57°  12,5(0,1)° 13,0003  13,5(0,6)°
18:0 52002  59(0,1)° 5,1 (0,0)* 5,2(0,1)*
18:1n-9 193(3,8"  16,1(0,4) 144 (0,40  14,9(0,4)
18:2n-6 5,5(0,3) 4,6 (0,1)° 4,2 (0,1)° 4,3 (0,1)"™
18:3n-3 23,7(1,6)*  24,6(0,3)° 20,9(0,6)°  20,7(0,5)°
20:4n-6 0,9 (0,1)* 0,8 (0,0) 0,8 (0,0)™ 0,8 (0,0)°
20:5n-3 10,2 (1,5) 9,6 (0,4)" 150(0,7°  15,0(1,2)°
22:5n-3 1,1(0,1)° N.D. 0,2 (0,1)° 0,2 (0,1)°
22:6n-3 51(1,5" 3,902 6,3 (0,4)° 5,5(0,6)®

Total
identificados 95,8 (0,4)" 95,6 (0,2)* 95,9 (0,1)* 96,2 (0,2)*

Saturados 15,7(0,8  19,9(0,3)° 19,4(0,3)°  20,0(0,9)°
Monoinsaturados 29,5 (1,1)*  28,1(0,1)"  254(0,3)°  259(0,6)°
Poliinsaturados 50,6 (1,7)* 47,6 (0,2)° 51,1(0,5° 50,3 (1,4)®

Total n-3 43,8 (1,97  42,0(0,1) 45,9(0,5)°  44,9(1,4)®
Total n-6 7,1(0,3) 6,0 (0,1)° 5,5(0,0)° 5,7(0,1)™
HUFA n-3 174(3,60°  14,7(0,1)°  22,5(0,8)°  21,7(1,9)°
HUFA n-6 1,2(0,2)° 1,0 (0,0)* 1,1 (0,1 1,1(0,1)*
DHA/EPA 0,5 (0,1) 0,4 (0,0)™ 0,4 (0,0)® 0,4 (0,0)°

% Lipido (PS)  23,3(14)  20,0(0,5°  22,4(1,3"  222(1,9)°

HUFA n-3: PUFAs n-3 de 20 o mas carbonos; HUFA n-6: PUFAs n-6 de 20 o mas
carbonos; DHA/EPA: relacion de porcentajes de acido docosahexaenoico y acido
eicosapentaenoico; N.D: no detectado (<0,05%).

Los perfiles lipidicos (lipidos totales y acidos grasos) de los
nauplios enriquecidos con los distintos tratamientos experimentales se
presentan en la Tabla 4.5. Mientras que el contenido de lipidos totales
no muestra diferencias significativas entre tratamientos, la
concentracion de liposomas si determina el contenido en HUFAs n-3
de los nauplios. De esta forma, los porcentajes de EPA y DHA
aumentaron al incrementar la concentracion de liposomas en el medio
de enriquecimiento de 0,25 a 0,50 g lipido 1" (tratamientos LUVdet

100



0.25 y LUVdet 0.50). Sin embargo, los niveles de estos acidos grasos
correspondientes al tratamiento LUVdet 0.75 (0,75 g lipido 1) no
experimentaron un incremento significativo con respecto al
tratamiento LUVdet 0.50 (0,50 g I'"). Otros parametros indicativos de
la eficacia del enriquecimiento, como el contenido de ARA y la
relacion DHA/EPA no muestran diferencias significativas entre los
tres tratamientos con liposomas. En comparacion con el control, los
tratamientos LUVdet 0.50 y LUVdet 0.75 muestran diferencias
significativas en el contenido de EPA e igualan el nivel de DHA
medido en los nauplios enriquecidos con la emulsion.

4.35. Efecto de la dosificacion de liposomas durante el
enriguecimiento de nauplios de Artemia sobre la supervivencia
naupliar y la incorporacién de acidos grasos esenciales

Los datos de supervivencia naupliar estimada en los diferentes
tratamientos no reflejan diferencias estadisticamente significativas
(Figura 4.10), aunque la tendencia observada parece relacionar una
mayor supervivencia de los nauplios con una menor cantidad de
liposomas en el medio. De esta forma, el tratamiento LUVdet 2x0.25
muestra un mayor porcentaje de supervivencia que LUVdet 2x0.375,
tratamiento en el que se dispensd una mayor cantidad de liposomas.
Por otro lado, el tratamiento LUVdet R0.50, en el que la cantidad total
de liposomas, administrada en una sola dosis, iguald a la de LUVdet
2x0.25, registr6 la supervivencia media menor, aunque con una
apreciable variabilidad asociada (ver barras de error en Figura 4.10).

La Tabla 4.6 recoge los porcentajes de acidos grasos y de
lipidos totales obtenidos en los nauplios de los diferentes tratamientos.
Entre los tratamientos con liposomas no se hallaron diferencias
significativas en el contenido de lipidos totales, los cuales quedaron
por debajo del tratamiento control. En términos generales, la ausencia
de diferencias entre los tres tratamientos con liposomas se mantiene en
todos los acidos grasos seleccionados. Como se muestra en la Figura
4.11, solo el porcentaje de EPA del tratamiento LUVdet 2x0.375 esta
por debajo del medido en los otros dos tratamientos a base de
liposomas. A pesar de la ausencia de diferencias estadisticas, parece
claro que los porcentajes medios de DHA y de HUFA n-3 obtenidos
en los tratamientos LUVdet 2x0.25 y LUVdet R0.50 son més elevados
que los correspondientes al tratamiento LUVdet 2x0.375, pese a que la
cantidad final de liposomas administrada fue mayor en este ultimo
tratamiento. La relacion DHA/EPA de los nauplios de los tres
tratamientos con liposomas no difiere entre si, y se sitia por debajo de
los obtenidos en el tratamiento control. A pesar de este ultimo
resultado, los nauplios enriquecidos con la emulsiéon comercial no
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Figura 4.10. Porcentajes de supervivencia de nauplios de Artemia tras 21
h de incubacion con la emulsion comercial Super Selco y con liposomas
LUVdet dispensados mediante diferentes modos de dosificacion (ver
Apartado 4.2.5). Las barras de error indican la desviacion tipica de los
datos (n=3). No existen diferencias significativas entre los cuatro
tratamientos (P<0,05).

reflejan contenidos significativamente superiores de acidos grasos
importantes en comparaciéon con los tratamientos LUVdet 2x0.25 y
LUVdet R0.50. Este es el caso del porcentaje de EPA, de DHA, asi
como el del total de poliinsaturados.

4.4. Discusion

El lanzamiento comercial de nuevos productos requiere de
estudios preliminares dirigidos a caracterizar su comportamiento en
las condiciones en las que serd utilizado, con el fin ultimo de
determinar los parametros 6ptimos bajo los que el producto exhibe su
maxima eficacia. Como se ha mencionado en el Capitulo 1, los
liposomas poseen unas propiedades que los convierten en elementos
con gran potencial para su utilizacion en el enriquecimiento de presas
vivas. Concretamente, los liposomas formulados con extracto de
fosfolipidos de krill, que contienen un elevado porcentaje de acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga, pueden constituir un
complemento a los productos enriquecedores actualmente usados en
larvicultura marina.

En primer lugar, el estudio sobre la capacidad enriquecedora
de tres tipos diferentes de liposomas evidencia diferencias en las tres
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Tabla 4.6. Seleccion de acidos grasos (porcentaje del total de acidos
grasos) y lipidos totales (porcentaje de peso seco) de nauplios de Artemia
enriquecidos con una emulsion lipidica comercial o con liposomas
LUVdet de krill dispensados mediante tres modos de dosificacion
diferentes (Apdo. 5.2.5). Los datos se presentan como medias (desviacion
tipica) (n=3). Los tratamientos que comparten el mismo superindice en
una misma fila no son diferentes (P<0,05).

Acido graso

Emulsion LUVdet LUVdet LUVdet

comercial 2x0.25 2x0.375 R0.50
16:0 9,4(0,5°  13,5(0,2°  13,7(03)° 14,1 (0,6)°
18:0 5,2(0,2) 5,6 (0,1)® 6,1(0,0)° 5,5(0,3)°
18:1n-9 17,5(0,5° 15,503  16,6(0,1) 15,2(0,3)°
18:2n-6 5,6 (0,2)" 4,6(0,1)° 4,9 (0,0 4,6(0,1)°
18:3n-3 24214 23,6(0,9™  257(0,5)° 23,1(0,9)°
20:4n-6 0,9 (0,1)° 0,7 (0,0)° 0,7 (0,0)° 0,7 (0,0)°
20:5n-3 9,7(1,6)  11,3(1,2)° 7,8 (0,3)" 12,0(1,7)°
22:5n-3 0,9 (0,2) 0,1(0,0)° 0,1(0,0)° 0,1(0,1)°
22:6n-3 45(1,4)7° 3,8(0,6° 2,002 3,7(0,8)®

Total identificados 95,8 (0,3)*  96,0(0,3)  96,2(0.3)"  96,3(0,3)"

Saturados 158(0,9°  204(0,4°  21,9(0,5)° 21,2(0,9)°
Monoinsaturados 29,6 (0,9  27,3(0,6)> 29,0 (0,2)" 27,0 (0,7)°
Poliinsaturados 50,4 (1,8  482(0,8)  453(0,1) 48,1 (1,7)®

Total n-3 434(1,8°  42,7(0,9%  39,6(0,1)° 42,6 (1,8)®
Total n-6 7,3 (0,0)* 5,8(0,1)° 6,1(0,0)° 5,8(0,1)°
HUFA n-3 16433  163(1,8°  10,9(0,6) 16,8 (2,5)"
HUFA n-6 1,3(0,1)° 1,0 (0,0)° 0,9 (0,0)° 1,0 (0,1)°
DHA/EPA 0,5(0,1) 0,3 (0,0)° 0,3(0,0)° 0,3(0,0)°
% Lipido (PS) 26,1 (0,97  21,9(1,2>  20,7(0,8)° 23,3(1,2)°

HUFA n-3: PUFAs n-3 de 20 o mas carbonos; HUFA n-6: PUFAs n-6 de 20 o mas
carbonos; DHA/EPA: relacion de porcentajes de acido docosahexaenoico y &cido
eicosapentaenoico.

preparaciones evaluadas. Estas diferencias se manifiestan en la
dindmica de incorporacion de lipidos a lo largo del tiempo de
incubacion ya que ésta difiere no sélo con respecto a la emulsion
comercial, sino también entre los distintos tipos de liposomas
preparados con diferentes metodologias. Asi, mientras que los
nauplios enriquecidos con liposomas LUVdet presentan un patrén de
incorporacion lipidica similar al de la emulsion control, los nauplios
enriquecidos con liposomas MLV y LUVext alcanzan su contenido
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Figura 4.11. Contenidos de 4acido araquidénico (ARA), 4acido
eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) (porcentaje
del total de acidos grasos) en nauplios enriquecidos con la emulsion
comercial y liposomas LUVdet dispensados mediante tres modos de
dosificacion diferentes. Los valores representados son medias de tres
réplicas y las barras de error son las desviaciones tipicas. Los tratamientos
que comparten una misma letra en cada acido graso no son
significativamente diferentes (P<0,05).

lipidico maximo en un tiempo mas breve. Una posible explicacion a
esta diferencia de comportamiento de los distintos tipos de liposomas
puede hallarse en la integridad de las diferentes preparaciones
utilizadas. Los defectos de organizacion y empaquetamiento de los
fosfolipidos durante el proceso de preparacion de los liposomas (New,
1990, p. 101) pueden propiciar irregularidades en su membrana. Este
hecho, unido a las condiciones agresivas en las que tiene lugar el
enriquecimiento  (aireacion  vigorosa, presencia de nauplios,
temperatura de 28 °C), puede conllevar una pérdida de integridad de
las vesiculas manifestada en un aumento de la heterogeneidad de
tamanos de las mismas. A su vez, la elevada dispersion del tamafio de
los liposomas puede acabar limitando la capacidad filtradora del
nauplio. En este sentido, los resultados presentados en el Capitulo 3
confirman un aumento del tamafio medio y una elevada dispersion en
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liposomas LUVext cuando éstos son incubados con nauplios. Este
hecho indicaria una mayor inestabilidad de los liposomas LUVext en
comparacion a los liposomas LUVdet, que no sufren estos efectos. Por
otra parte, la preparacion de vesiculas multilamelares por el método de
hidratacion simple de una pelicula de fosfolipido origina una
poblacion de vesiculas con una distribucion de tamafios muy
heterogénea y, por tanto, se comportaria como una suspension
LUVext deteriorada desde el momento inicial de la incubacion.

En cuanto a la incorporacion de fosfolipidos, McEvoy y cols.
(1996) obtuvieron contenidos absolutos de algunas fracciones de LPs
(PC y fraccion combinada de CL/PG/PA) mayores en nauplios
enriquecidos con liposomas formulados con una mezcla de
fosfatidilcolina purificada de huevas de arenque, DPPC y CHO (2:2:1,
p/p/p) cuanto éstos se compararon con los registrados en nauplios
enriquecidos con una emulsion comercial (Super Selco, Inve,
Bélgica). Estos autores apuntaron la posibilidad de que los niveles
superiores de LPs registrados en los nauplios tratados con estos
liposomas se debian a la presencia de DPPC solidificado en el sistema
digestivo del nauplio, ya que a la temperatura a la que se realizo la
incubacion (27 °C) este fosfolipido se halla en estado sélido y, por
tanto, su digestibilidad es limitada. Otros autores, sin embargo, han
planteado la dificultad para modificar la fraccion de LPs de los
nauplios de Artemia aduciendo mecanismos metabdlicos de los
nauplios sobre el producto enriquecedor dirigidos a la conservacion de
la fraccion fosfolipidica (Tackaert y cols.,, 1991; Camara, 1994;
Rainuzzo y cols., 1994a). Ademas de la conversion de los fosfolipidos
en otras clases lipidicas, la bibliografia especializada incluye varios
estudios sobre otras acciones metabolicas de los nauplios sobre los
lipidos del producto enriquecedor. Entre ellos pueden destacarse los
estudios realizados por McEvoy y cols. (1996) en los que se describid
la sintesis de TAGs a partir de FAEEs y el de Navarro y cols. (1999),
cuyo estudio se dirigié al seguimiento de la transformacion de acidos
grasos. Como ya hicieron McEvoy y cols. (1996), el presente trabajo
confirma la posibilidad de aumentar la fraccién fosfolipidica de los
nauplios mediante el uso de liposomas y que este aumento tiene lugar
de forma simultanea a la incorporacion de EFAs en la composicion
bioquimica de los nauplios enriquecidos. Sin embargo, esta afirmacion
exige una matizacion debido al hecho de que los niveles de clases de
lipidos del presente estudio se muestran en términos relativos
(porcentajes respecto al total de lipidos) y no absolutos (mg g de
peso seco) como hicieron McEvoy y cols. (1996). Esta circunstancia
hace que las diferencias observadas en los niveles de LPs existentes
entre los tratamientos con liposomas y la emulsion lipidica se atentien
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cuando son expresados en términos absolutos’, debido a que, en
general, los nauplios con mayor contenido lipidico presentan
porcentajes de LPs inferiores (Tablas 4.1a, b y c). Esto se ilustra en la
Tabla 4.7, donde se recogen los valores de LPs de los nauplios
correspondientes al enriquecimiento del Apartado 4.2.1, pero
expresados, no s6lo como porcentajes del total de lipido (como en la
Tabla 4.1), sino también en unidades absolutas. Como puede
comprobarse, mientras que en el punto de muestreo de 18 h (Tabla
4.7a) los contenidos de LPs muestran diferencias entre tratamientos
(p. ¢j., el tratamiento LUVext muestra niveles significativamente

Tabla 4.7. Contenidos de lipidos polares de nauplios enriquecidos
(emulsion comercial o liposomas) expresados como porcentajes del total
de lipidos y en términos absolutos (mg g PS™). Los valores corresponden
a nauplios recogidos en los puntos de muestreo de 18 (a), 21 (b) y 24 h (¢)
(Apartado 4.2.1). Los datos se presentan como medias (desviacion tipica)
(n=3). Los tratamientos que comparten un mismo superindice en una
misma fila no son significativamente diferentes (P<0,05).

(a)

EC MLV LUVext LUVdet
LP (% total de lipidos) 21,4 (0,4)" 23,9 (0,6)° 25,6 (0,4)° 22,4 (0,7)°
LP (mg g PS™) 62,1 (1,2)® 65,4 (1,5)" 68,1 (1,1 60,6 (2,0)*
(b)

EC MLV LUVext LUVdet

LP (% total de lipidos) ~ 22,0(0,9)" 24,4 (0,5) 25,6 (0,4)" 21,9 (0,8)°

LP (mg g PS™) 67,2(2,7)" 66,2 (1,3)® 68,8 (1,2)* 63,5 (2,4

©
EC MLV LUVext LUVdet

LP (% total de lipidos) ~ 22,7(0,8)* 27,9 (0,5)° 26,6 (0,8)° 23,5 (1,8)"

LP (mg g PS™) 66,8 (2,4 72,4 (1,4 68,4 (2,1)" 67,6 (5,3)"

EC: emulsion comercial; MLV: liposomas multilamelares; LUVext: liposomas unilamelares
preparados por extrusion; LUVdet: liposomas unilamelares preparados por solubilizacion
por detergente; LP: total de lipidos polares.

7 La expresion del contenido de una fraccion de clases lipidicas en unidades
absolutas (mg g PS™) se obtiene con: % lipidos (PS) x % clase lipidica A x
10" =mg A g PS"
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superiores a los nauplios enriquecidos con la emulsion; P<0,05), estas
diferencias se atenuan a las 21 h (Tabla 4.7b) y desaparecen en el
punto de 24 h (Tabla 4.7c). A la vista de estos resultados, puede
concluirse que los contenidos absolutos de los LPs de los nauplios
experimentan pequefias variaciones a pesar de la gran diferencia de
composicion de clases lipidicas de los productos enriquecedores
(Tabla 2.1). Segun esto, la entrada de producto enriquecedor
(liposomas) estaria seguida de un proceso de bioconversion de los
fosfolipidos en TAGs. Un ejemplo claro que apoya esta hipotesis
viene dado en los nauplios enriquecidos con LUVdet, ya que
presentan niveles de TAGs superiores a los otros tratamientos con
liposomas y, sin embargo, no presentan niveles absolutos de LPs
superiores (Tabla 4.7). Esta rapida transformaciéon de los fosfolipidos
a TAGs ha sido explicada a través de las propiedades emulsionantes
de los fosfolipidos tanto en rotiferos (Rainuzzo y cols., 1994b) como
en nauplios de Artemia (Rainuzzo y cols., 1994a; McEvoy y cols.,
1996). En cualquier caso, estas minimas diferencias en el contenido
total de fosfolipidos de los nauplios enriquecidos con liposomas
pueden ser suficientes para ofrecer las ventajas nutricionales
atribuidas a estos compuestos (Kanazawa y cols., 1983; Koven y cols.,
1993a; Szlaminska y cols., 1993; Teshima y cols., 1993; Geurden y
cols., 1995a, b; Coutteau y cols., 1997; Sargent y cols., 1997; Geurden
y cols., 1998; Gisbert y cols., 2005).

La diferencia de comportamiento de los liposomas LUVdet y
los liposomas MLV y LUVext también se pone de manifiesto en la
incorporacion de EFAs a lo largo del tiempo de incubacion. En este
sentido, el porcentaje de DHA en los nauplios enriquecidos con
liposomas LUVdet fue significativamente superior a los obtenidos en
nauplios tratados con MLV y LUVext, igualando, ademas, al
tratamiento control tras 21 y 24 h de incubacién. Este resultado
merece ser destacado ya que el contenido de DHA de la emulsion
comercial es notablemente superior al del extracto de fosfolipido de
krill (Tabla 2.1). El motivo puede relacionarse con una degradacion
del DHA presente en las moléculas de TAGs y FAEEs que componen
la emulsion comercial, ya que los acidos grasos poliinsaturados
incluidos bajo estas formas moleculares son mas susceptibles a la
peroxidacion que los que conforman los fosfolipidos de los liposomas.
(King y cols., 1992a, b; McEvoy y cols., 1997; Song y cols., 1997).
Ademas, el DHA presente en los fosfolipidos estaria protegido no solo
por la propia estructura del fosfolipido (King y cols., 1992a), sino
también por la presencia de cantidades traza de vitamina E presente en
el extracto de krill utilizado para la manufactura de los liposomas, el
cual actuaria como protector frente a la oxidacion de las cadenas
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hidrocarbonadas (Urano y cols., 1987; Fukuzawa y cols., 1993a, b).
Esta hipotesis queda apoyada por los resultados obtenidos en el
Capitulo 3, donde se puede observar que la incubacion del producto
enriquecedor en las condiciones habituales provoca un aumento de
perdxidos lipidicos mucho mayor en la emulsion lipidica comercial en
comparacion con los liposomas. Otra posibilidad para explicar por qué
el contenido de DHA del tratamiento control no difiere del de los
nauplios enriquecidos con LUVdet podria relacionarse con Ia
actividad de retroconversion del DHA a EPA realizada por los
nauplios y que ya ha sido descrita en la bibliografia (Barclay y Zeller,
1996; Furuita y cols., 1996; Navarro y cols., 1999; Han y cols., 2001).
Este proceso metabolico, aunque también tendria lugar en los nauplios
tratados con liposomas, estaria mas favorecido en los nauplios
enriquecidos con la emulsion comercial, de forma que los niveles de
DHA en los nauplios acaban igualandose al descender los de los
nauplios control. Esta ultima hipotesis podria justificarse por la
existencia de un mecanismo regulador que limitara el contenido
maximo de DHA en el nauplio. En efecto, resultados recientes
obtenidos de un proyecto de investigacion sobre desarrollo de
prototipos enriquecedores con alto contenido en DHA (Ref.: PTR
1995-0714-OP-02-01) apuntan a la existencia de un nivel de
saturacion de DHA en los nauplios de Artemia a partir del cual, el
incremento de DHA en el enriquecedor no se refleja en los nauplios
(Navarro, comunicacion personal). En cualquier caso, la
retroconversion de DHA a EPA en los nauplios enriquecidos con la
emulsion parece evidente, ya que el contenido de EPA de éstos
también se iguala a pesar de ser menos abundante en la composicion
de la emulsion comercial (Tabla 2.1).

Todas estas consideraciones en cuanto a los patrones de
enriquecimiento observados con los diferentes tipos de liposomas
deben ser tomados con cautela. El enriquecimiento de presas vivas es
un proceso muy variable, hecho que queda recogido en la bibliografia
(Lavens y cols., 1995; Furuita y cols., 1996; van Stappen, 1996;
Coutteau y Sorgeloos, 1997; Narciso y cols., 1999; Navarro y cols.,
1999; Han y cols., 2000; Han y cols., 2005). Furuita y cols. (1996)
trataron de explicar esta variabilidad por diferencias en el grado de
desarrollo de los nauplios y, en consecuencia, por los distintos grados
de capacidad metabdlica. En otro estudio, van Stappen (1996)
presentd la inconsistencia de las eficiencias de enriquecimiento en
HUFAs n-3 cuando se comparaban los enriquecimientos de nauplios
de Artemia enriquecidos por la misma persona o por varias distintas.
Ademas, los resultados de un estudio de campo presentado en el
mismo trabajo (van Stappen, 1996) indicaron que los niveles medios
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de HUFAs n-3 de los nauplios enriquecidos también variaban de unas
empresas a otras. En otro sentido, Navarro y cols. (1999) apuntaron
otra posible fuente de variacion proveniente de diferencias en las
condiciones del régimen de aireacion aplicado durante el proceso de
enriquecimiento. En este sentido, los resultados del estudio sobre el
efecto de la aireacion recogidos en este capitulo indican un distinto
efecto de la aireacion en funcion de la naturaleza del producto
enriquecedor, existiendo diferencias en el comportamiento entre la
emulsion y los liposomas. Esta diferencia reforzaria la hipotesis de
partida de este capitulo en la que se establecia la necesidad de adecuar
las condiciones de enriquecimiento usadas con productos comerciales
al empleo de liposomas. En primer lugar, los distintos modos de
aireacion estudiados tuvieron una baja influencia en la eficiencia del
enriquecimiento cuando se utilizd la emulsion comercial como
producto enriquecedor. Solo se pudo observar un descenso importante
en la incorporacion de EFAs cuando el régimen hidrodinamico del
medio de enriquecimiento fue muy turbulento (alta difusion
combinada con un flujo de aire alto). Esta elevada turbulencia podria
interferir con la natacion normal de los nauplios, asi como producir un
efecto dafiino en las estructuras filtradoras de los mismos,
contribuyendo ambos factores a una baja incorporacion de EFAs. En
el caso de los liposomas, la eficacia de éstos como producto
enriquecedor parece estar muy influida por el régimen de aireacion
aplicado. Asi parece confirmarlo la gran variabilidad en el contenido
de EFAs encontrada en los nauplios sometidos a los distintos modos
de aireacion. Como ya se ha descrito en las emulsiones, los bajos
niveles de EFAs correspondientes a enriquecimientos llevados a cabo
con flujos de aire altos aplicados con difusores también podrian
explicarse por los inconvenientes ya mencionados derivados de la alta
turbulencia del medio de enriquecimiento. Sin embargo, el uso de
piedras difusoras permitid6 mejorar la incorporacion de EPA y DHA
cuando el flujo fue de 0,6 Ipm en relacion a la obtenida con varillas
como sistema de difusion. Esta mejora derivada del uso de piedras
difusoras observada a flujos de aire bajos (0,6 lpm) puede deberse a
una mayor oxigenacion del medio, circunstancia que evitaria posibles
situaciones de hipoxia que limitarian la actividad respiratoria de los
nauplios. Por el contrario, las varillas de vidrio forman burbujas de
mayor tamafio, reduciéndose la superficie de intercambio, hecho que
puede limitar la disponibilidad de oxigeno en el medio de
enriquecimiento. Esta carencia de oxigeno disuelto acarrearia una
disminucion de las funciones bioldgicas de los nauplios, incluyendo su
capacidad filtradora. Este déficit de oxigeno puede alcanzar niveles
criticos en enriquecimientos con liposomas debido a la presencia de
nauplios muertos en el medio de enriquecimiento, circunstancia que
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aceleraria la reduccion del oxigeno disponible debido a la actividad de
los microorganismos. La ocurrencia de estas mortalidades en los
enriquecimientos se discute a continuacion.

En la bibliografia aparecen muy pocos trabajos en los que se
muestran datos sobre supervivencia de presas vivas durante el proceso
de enriquecimiento (Touraki y cols., 1995; Rodriguez y cols., 1996;
Harel y cols., 1999). A la vista de los resultados reunidos en el
presente capitulo, este fendmeno cobra una especial relevancia cuando
los liposomas son utilizados como producto enriquecedor. En el
experimento sobre el efecto de la aireacion durante el
enriquecimiento, la utilizacion de piedras difusoras provocd un
descenso en la supervivencia naupliar para los tres flujos de aire
considerados y, aunque la utilizaciéon de varillas de vidrio también
tuvo asociada una mortalidad notable, ésta fue menor. Esta
circunstancia puede tener su origen en dos procesos relacionados con
las caracteristicas fisico-quimicas de los liposomas. En primer lugar,
la aplicacion de aireaciéon en un medio que contiene elementos
tensoactivos como los liposomas, provoca la formacion de espuma, la
cual va retirando nauplios embebidos en su fraccion liquida hasta
dejarlos pegados en la pared del tubo de enriquecimiento donde
mueren. Este efecto es mas importante cuanta mas espuma se forma,
circunstancia que ocurre con flujos de aire elevados y alto grado de
difusion del aire (uso de piedras difusoras). En segundo lugar, un
proceso que puede causar mortalidad de nauplios al ser incubados con
liposomas es la transferencia intermembrana de componentes
lipidicos, mecanismo que tiene lugar por una aproximacion entre las
bicapas de liposomas y células (New, 1990). De esta forma, la matriz
hidrocarbonada de las membranas fosfolipidicas puede actuar de
colector de componentes lipidicos procedentes del nauplio,
produciendo un efecto de “lavado” de componentes vitales del
nauplio, similar al de los detergentes (ver Figura 4.4). En este sentido,
los crustaceos de la Clase Branchiopoda, grupo taxonomico al que
pertenece Artemia, se caracterizan por la presencia de una cuticula
fina que ofreceria una proteccion muy débil frente a este proceso. En
efecto, los analisis realizados sobre los lipidos presentes en el medio
de enriquecimiento confirman la presencia de cantidades elevadas de
compuestos carotenoides (cantaxantina, principalmente; Nelis y cols.,
1988; van der Meeren, 2001) en muestras correspondientes a
enriquecimientos con liposomas, mientras que la presencia de estos
pigmentos es despreciable en el medio de enriquecimiento
correspondiente a los tratamientos con emulsiones. En cualquier caso,
la aplicacion de flujos de aire altos en combinacion con el uso de
piedras difusoras provoca importantes mortalidades de nauplios
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incluso cuando se utiliza la emulsiéon comercial como producto
enriquecedor. La altisima turbulencia presentada con anterioridad
como posible causa de la disminucidén de la actividad filtradora del
nauplio puede también conllevar una importante mortalidad de los
mismos. Este hecho se confirma en los datos de supervivencia
naupliar obtenidos en condiciones de alta turbulencia y sin ningln
producto enriquecedor en el medio (barras rayadas en Figura 4.3). Las
tasas de supervivencia naupliar de los ensayos en los que se evaluo el
efecto de la densidad de nauplios, la concentracion de liposomas y su
dosificacion, no mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los distintos tratamientos, incluidos los tratamientos control con
la emulsion lipidica como enriquecedor. Pese a ello, se observa una
tendencia al aumento de la mortalidad naupliar asociada a la presencia
de mayor cantidad de liposomas ya que esto comportaria mayor
probabilidad de ocurrencia del efecto letal planteado anteriormente.

En términos generales, los experimentos sobre el efecto de la
densidad naupliar y la concentracién de liposomas sobre la eficacia de
éstos como producto enriquecedor muestran unos resultados dptimos
en condiciones similares a las que normalmente se establecen con
productos basados en emulsiones lipidicas, es decir, 300 nauplios ml™
de densidad naupliar y 0,50 g lipido I" de concentracion de
enriquecedor. Efectivamente, la mayoria de estudios sobre
enriquecimiento de nauplios de Artemia fijan estos dos parametros en
valores cercanos a los mencionados (Léger y cols., 1986; Koven y
cols., 2003; Bransden y cols., 2005). Sin embargo, otros estudios en
los que se han empleado liposomas para enriquecer nauplios de
Artemia varian notablemente estos dos parametros. De esta forma,
Ozkizilcik y Chu. (1994) usaron liposomas MLV para enriquecer
nauplios de Artemia a una densidad de 450 nauplios ml" y una
concentracion de enriquecedor de 1,2 g lipido I, mientras que
McEvoy y cols. (1996) lo hicieron a una densidad de 650 nauplios ml”

y una concentracién de 1,0 g lipido 1'. En ambos casos, los
liposomas mostraron una eficacia enriquecedora evidente. A pesar de
la aparente discrepancia entre el planteamiento de estos dos estudios y
el aqui presentado, los resultados del presente trabajo confirman que
tanto la densidad naupliar y la concentracion de enriquecedor deben
ser fijados, en el caso de liposomas LUVdet de krill, en valores
analogos a los de las emulsiones lipidicas. La ocurrencia de
mortalidades naupliares elevadas podria haber aconsejado, en los
citados estudios (Ozkizilcik y Chu, 1994; McEvoy y cols., 1996), un
aumento de la densidad naupliar en los enriquecimientos con
liposomas, aunque en ningln caso se mencionan los motivos para tal
decision. Otro resultado importante del experimento en el que se
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evalia el efecto de la concentracion de liposomas es que la
incorporacion de EFAs en los nauplios no es proporcional a la
cantidad de enriquecedor disponible durante la incubacion. De esta
forma, la mejora en la bioencapsulacion de EFAs desde 0,25 a 0,50 g
lipido I'" no se manifiesta cuando la concentracién se aumenta hasta
0,75 g lipido I"". Esto puede deberse a que la filtracion pasiva del
nauplio provoca el llenado completo del tracto digestivo. En estas
circunstancias, la continuacion de la batida de los apéndices sigue
incorporando mas particulas del medio al tracto digestivo, pero
provoca la evacuacion de otras particulas no asimiladas en forma de
heces. Este mecanismo fue planteado para explicar el bajo crecimiento
que experimenta Artemia cuando se mantiene en medios con alta
concentracion de células fitoplanctonicas, ya que las células
incorporadas desde el medio desplazan las presentes en el tracto
digestivo sin poder ser asimiladas (Reeve, 1963; Nimura, 1980).

En cuanto al estudio de la dosificacion del enriquecedor, los
fabricantes de estos productos aconsejan la utilizacién de sus
productos en dos dosis separadas. Esta estrategia tiene como fin
minimizar el tiempo en el que el producto enriquecedor esta sometido
a condiciones fisico-quimicas agresivas. En este sentido, la
degradacion quimica de productos enriquecedores ha sido descrita en
la bibliografia (McEvoy y cols., 1995) y, ademas, ha sido confirmada
en el Capitulo 3. A pesar de que no se estimd ningin parametro
indicativo de degradacion en los experimentos incluidos en este
capitulo (p. ¢j., formacion de perdxidos) y, por tanto, no es posible
comprobar una menor produccion de los mismos cuando el
enriquecedor se dispensa en dos dosis separadas, la bioencapsulacion
de EFAs en los nauplios si puede informar sobre la eficacia de esta
estrategia. Asi, la comparacion del contenido de EFAs entre los dos
tratamientos con la misma cantidad final de enriquecedor pero
ofrecidos en una o dos dosis (p. €j., los tratamientos LUVdet 0.50 y
LUVdet 2x0.25 de los Apartados 4.2.4 y 4.2.5, respectivamente) no
revela diferencias importantes. Este resultado cuestionaria la eficacia
de la administracidén de los liposomas en dos dosis como estrategia
para mejorar su rendimiento como enriquecedor y, en consecuencia, la
degradacion, presentada como principal motivo para el
establecimiento de una administracion en dos dosis, no parece ser un
proceso demasiado severo en liposomas LUVdet. Asimismo, los
resultados registrados por esta formulacion en los ensayos sobre
cambios de la distribucidon de tamafios y de formacion de peroxidos
presentados en el Capitulo 3 confirman la escasa importancia de
ambos procesos degradativos.
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En resumen, los resultados indican que la capacidad
enriquecedora de los liposomas varia en funcion del tipo de vesicula,
siendo los liposomas preparados por el método de solubilizacion por
detergente (LUVdet) los que lograron mayores niveles de
bioencapsulacion de EFAs. Los nauplios enriquecidos con estos
liposomas alcanzaron niveles de enriquecimiento similares a los
obtenidos en nauplios enriquecidos con la emulsién comercial, pese a
que este ultimo producto presenta una composicion con niveles muy
superiores de DHA comparados con los del extracto de fosfolipidos de
krill con el que se formularon los liposomas. Ademas, los resultados
aconsejan prolongar el proceso de enriquecimiento de Artemia con
estos liposomas durante 21 h, mientras que en los nauplios tratados
con las otras preparaciones no se refleja un aumento de lipidos totales
a partir de 18 h. En cuanto a los fosfolipidos, los nauplios
enriquecidos con liposomas presentan contenidos porcentuales
superiores a los enriquecidos con la emulsion comercial rica en lipidos
neutros. A pesar de que los liposomas se componen Unicamente de
fosfolipidos, las diferencias son minimas debido posiblemente a una
transformacion del nauplio sobre el producto enriquecedor.

En cualquier caso, los resultados de enriquecimiento de
nauplios deben considerarse con cautela debido a la existencia de una
variabilidad inherente al proceso y que puede depender de diversos
factores. Un pardmetro que juega un papel esencial en los
enriquecimientos con liposomas es la aireacion aplicada durante la
incubacion. Su efecto se manifiesta, no so6lo en términos de niveles de
EFAs de los nauplios enriquecidos, sino que también tiene una
influencia determinante en la supervivencia de los mismos. Segun se
ha constatado en los experimentos de este capitulo, la mortalidad de
nauplios en enriquecimientos con liposomas es un fenomeno habitual
que debe ser minimizado en la medida de lo posible empleando las
condiciones de enriquecimiento mas favorables. En este sentido, las
mortandades de nauplios asociadas al uso de liposomas pueden
minimizarse utilizando recipientes de didametro grande (p. €j., 0,5 m)
donde la espuma formada por la aireacion no puede canalizarse, ni
salir del recipiente. Esta medida, combinada con el uso de piedras
difusora y un flujo de aire bajo aseguraria un rendimiento 6ptimo de
liposomas LUVdet formulados con fosfolipidos de krill. El protocolo
optimo de uso de este producto enriquecedor consistiria en una
incubacion de unas 21 h, una aireacion de 1,0 lpm aplicada mediante
varillas huecas, una densidad naupliar de 300 ind ml' y una
concentracion de material enriquecedor de 0,50 g lipido I
administrado en una Unica dosis al inicio de la incubacion.
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CAPITULO5

ENRIQUECIMIENTO DE NAUPLIOS
DE Artemia EN OTROS NUTRIENTES
ESENCIALES: VITAMINA A,
VITAMINA CY METIONINA
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5.1. Introduccién

La mayoria de los estudios sobre nutricion larvaria de especies
marinas centran su atencion en la importancia de los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga como nutrientes esenciales. Sin
embargo, existen otros compuestos cuya inclusion en la dieta es
necesaria para el desarrollo pleno de todas las funciones bioldgicas de
las larvas en cultivo. Entre éstos destacan las vitaminas y los
aminoacidos libres, nutrientes cuya importancia en acuicultura ha sido
ampliamente descrita en la bibliografia.

Las vitaminas constituyen un grupo de sustancias quimica y
funcionalmente heterogéneas que pueden dividirse en dos grandes
grupos en funcion de sus propiedades fisicas: vitaminas liposolubles y
vitaminas hidrosolubles (Gouillou-Coustans y Guillaume, 2001).
Entre las liposolubles, la vitamina A representa un nutriente esencial
para peces debido a que éstos no son capaces de sintetizarla y, por
tanto, su inclusion en la dieta es imprescindible para el crecimiento del
organismo (Halver, 2002). La vitamina A es el término genérico con
el que se denominan todos aquellos compuestos con las mismas
propiedades biologicas que el todo-trans-retinol (Beare-Rogers y
cols., 2001; Furr y McGrane, 2003), entre las que se incluyen el
mantenimiento del tejido epitelial y la vision. De esta forma, la
vitamina A puede hallarse en los tejidos corporales de los animales
bajo la forma de alcohol (retinol), aldehido (retinal) y ésteres de
retinol (National Research Council, 1993; Combs, 1998). Ademas,
también se encuentra como acido retinoico que, a pesar de no estar
implicado en mecanismos de la funcion visual, representa un
metabolito activo con muchas funciones propias de la vitamina A
(Furr y McGrane, 2003). Entre las funciones mas importantes de la
vitamina A en peces, la vision tiene un interés destacado debido a que
la mayoria de las especies de peces marinos cultivadas son predadores
visuales y requieren una retina funcional al inicio de la fase de
alimentacion exogena (Hunter, 1981). En este sentido, el retinal forma
parte del grupo prostético fotorreactivo de las opsinas® presentes en la
retina (Voet y Voet, 1992, p. 311; Ronnestad y cols., 1998b). Las
carencias de esta vitamina pueden afectar al correcto funcionamiento
de los organos de vision de la larva, mermando su capacidad
predadora. En el caso especifico de larvas de peces marinos, la
vitamina A ha suscitado ademas un gran interés en la cria de especies

¥ Proteinas presente en la retina con un residuo de lisina con el que se une al
retinal formando el complejo denominado rodopsina.
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del orden pleuronectiformes como el fletin o halibut atlantico
(Hippoglossus hippoglossus), el rodaballo (Psetta maxima) y la platija
japonesa (Paralichthys olivaceus). En estas especies, la carencia de
vitamina A en la dieta se ha relacionado con la aparicion de
pseudoalbinismo, sindrome caracterizado por la ausencia de
pigmentacion en la totalidad o parte de la superficie corporal (Seikai y
cols., 1987; Estévez y Kanazawa, 1995). Ademas, el bajo contenido
de vitamina A en nauplios de Artemia usados en la alimentacion de
larvas de estas especies puede acarrear una migracion del ojo
incompleta durante la metamorfosis de estos peces planos (Sacle y
cols., 2003). Por el contrario, el exceso de vitamina A en la dieta
produce malformaciones 6seas como la fusion de vértebras observada
en la platija japonesa (Paralichthys olivaceus) (Dedi y cols., 1995;
Dedi y cols., 1997), asi como la deformacion de la mandibula (Haga y
cols., 2003). La aparicion de tales deformidades lleva implicita una
pérdida de valor econdémico del producto y, en consecuencia, una
pérdida de la productividad del cultivo.

En cuanto a las vitaminas hidrosolubles, la vitamina C o acido
ascorbico’ ocupa un lugar destacado en nutricién de peces dado su
caracter esencial. Ello es debido a la carencia del enzima gulonolactona
oxidasa, necesaria en la sintesis de dicha vitamina, y que, por tanto, los
peces deben conseguir a través de la dieta. El Nacional Research
Council (1993) recomienda entre 25 y 50 mg vitC kg'dieta como los
niveles minimos seguros para peces juveniles. Los niveles inferiores son
deficientes y pueden ser causantes de malformaciones 6seas, como el
sindrome de la espina rota. Ademas, Dabrowski (1991) sugiri6 que los
requerimientos en vitamina C dependian principalmente de la tasa
metabolica del organismo. De esta forma, el crecimiento acelerado de las
larvas de peces aumentaria, si cabe, los requerimientos de acido
ascorbico (Dabrowski y cols., 1988; Dabrowski, 1990). Ademas de su
caracter esencial, la vitamina C tiene propiedades antioxidantes (Hwang
y Lin, 2002), inmunoestimulantes (Cuesta y cols., 2002; Lee y Shiau,
2002) y antiestrés (Henrique y cols., 2002) que hacen que las dietas
destinadas a la acuicultura contengan megadosis de este nutriente.

Los aminoacidos, por su parte, constituyen otro grupo de
nutrientes de gran importancia para las larvas de peces marinos.
Concretamente, los aminoacidos libres se hallan en cantidades muy altas
en los huevos de peces, asi como en algunas presas vivas pertenecientes
a su red trofica natural (Rennestad, 1992; Fyhn y cols., 1993; Rennestad

? En el presente estudio se utilizé el compuesto ascorbato sodico como fuente
del i6n ascorbato que resultaria de la disociacion del acido ascorbico en
disolucion.
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y cols., 1999). Esto lleva a pensar que los aminoacidos son nutrientes de
gran importancia en los primeros estadios de desarrollo larvario, y que su
inclusion en la dieta puede contribuir a un mayor éxito en la produccion
final de larvas. Los aminoacidos libres cumplen tres funciones en la dieta
de larvas de peces: 1) como compuesto nutricional necesario para el
crecimiento (formacion de nuevos tejidos); 2) como fuente de energia
(Ronnestad y cols., 1999); y 3) como atrayente organoléptico (Kolkovski
y cols., 1997a, b; Hara, 2006).

A pesar de que los nauplios de Artemia contienen vitamina A,
vitamina C y aminoacidos libres (Fyhn y cols., 1993; Merchie y cols.,
1997; Takeuchi y cols., 1998b; Helland y cols. , 2000), muchos
productos enriquecedores incorporan estos compuestos para
complementar el contenido natural del nauplio y para aprovechar las
citadas propiedades antioxidantes de algunos de ellos (vitamina A y
vitamina C). Sin embargo, la inclusion de estos nutrientes en la dieta
queda dificultada, en ocasiones, por la polaridad del compuesto y la
del producto enriquecedor. En el caso de las emulsiones, las goticulas
o micelas formadas cuando el producto se dispersa en medios acuosos
poseen una estructura con un nucleo liposoluble que limita la
inclusion de compuestos hidrosolubles (Figura 1.5a). La
administracion de algunos nutrientes importantes en larvicultura
marina con naturaleza hidrosoluble se ha resuelto mediante la
utilizacion de derivados liposolubles. Este es el caso de la vitamina C,
cuyo derivado liposoluble palmitato ascorbico ha sido utilizado
exitosamente para enriquecer presas vivas en vitamina C (Merchie y
cols., 1995a, b). Los aminoacidos, por otro lado, son compuestos muy
solubles en el agua pero muy insolubles en los disolventes orgéanicos
(Voet y Voet, 1992, p. 64) y, en consecuencia, su inclusion en
emulsiones lipidicas parece complicada. No obstante, en los ltimos
anos han aparecido productos comerciales basados en emulsiones
cuya descripcion informa sobre la presencia de aminoacidos. A pesar
de esto, las firmas comerciales no detallan si los aminoacidos se hallan
en su forma libre, o bien forman parte de proteinas, en cuyo caso
podrian resultar ineficaces para larvas con baja capacidad proteolitica
(Langdon y Onal, 2005). Esto mismo ocurre con el otro gran grupo de
productos enriquecedores como son los basados en microalgas secadas
por atomizacidon (spray-dried), donde la descripcion del producto
incluye también vitaminas.

Los liposomas son vesiculas constituidas por una membrana
lipidica que encierra un compartimento acuoso en su interior (Figura
1.5b, ¢) que permite formularlos con nutrientes hidrosolubles
dificilmente  incorporables en  productos enriquecedores
convencionales. Algunos trabajos previos han estudiado la capacidad de
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los liposomas para vehicular sustancias de naturaleza distinta en presas
vivas (Hontoria y cols., 1994; Ozkizilcik y Chu, 1994; Touraki y cols.,
1995; McEvoy y cols., 1996; Tonheim y cols., 2000). A la vista de lo
expuesto, este capitulo aborda el estudio sobre la capacidad de varias
formulaciones de liposomas para enriquecer nauplios de Artemia en
vitamina A, vitamina C y metionina, nutrientes escogidos como
modelos de vitamina liposoluble, vitamina hidrosoluble y aminoacido,
respectivamente. La eleccion de metionina responde al hecho de que
su contenido en nauplios de Artemia presenta niveles traza y, en
consecuencia, puede actuar como nutriente limitante para las larvas en
cultivo (Fyhn y cols., 1993; Helland, 2000).

5.2. Material y métodos

Los liposomas utilizados en los experimentos de este capitulo se
escogieron en funcion de la naturaleza liposoluble (palmitato de retinol)
o hidrosoluble (ascorbato y metionina) del nutriente vehiculado. De esta
forma, los liposomas seleccionados para el enriquecimiento de vitamina
A (liposoluble) fueron formulados, ademas de palmitato de retinol como
fuente de vitamina A, con fosfolipidos de krill (KPL) como unico
componente estructural de membrana. El criterio de seleccion
prevaleciente en la eleccion de esta combinacion se basdo en la
posibilidad de administrar simultineamente nutrientes esenciales
lipofilicos (HUFAs contenidos en los fosfolipidos de krill y vitamina A),
en detrimento de la nutrientes hidrosolubles. Como apuntan los
resultados obtenidos en el Capitulo 3 (Apartado 3.3.1), la inclusiéon de
vitaminas liposolubles en la formulacion de liposomas reduce la
capacidad de éstos para retener las sustancias acuosas presentes en la
fase hidrofilica intravesicular (Apartado 3.3.1). En consecuencia, si la
incorporacion de la vitamina lipofilica es preceptiva, la estrategia mas
recomendable pasa por la utilizacion de liposomas formulados con
fosfolipidos altamente insaturados, los cuales, a pesar de mostrar una
escasa retencion de nutrientes hidrosolubles en la fase acuosa interna
(Apartado 3.3.1), ofrecen la posibilidad de incluir vitamina A 'y,
simultaneamente, los EFAs del fosfolipido de krill.

En el caso de nutrientes hidrosolubles (ascorbato y metionina),
las formulaciones liposomales mas adecuadas para vehicular este tipo de
moléculas son aquéllas compuestas por SPC y DPPC, segliin se
desprende de los resultados obtenidos en el Capitulo 3. El criterio de
seleccion del tipo de liposomas (MLV, LUVdet o LUVext) seguido en
ambos enriquecimientos (Apartados 5.2.2 y 5.2.3) se baso en la
disponibilidad de tipologias en el momento de realizacion de cada
experimento y en los resultados previos obtenidos hasta el momento.
Ademas, la composicion de membrana de las preparaciones empleadas
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coincidio con la composicion evaluada en las pruebas de capacidad de
retencion de sustancias hidrosolubles (Capitulo 3). De esta forma, las
formulaciones LUVext empleadas en el enriquecimiento en metionina
(Apartado 5.2.3) contienen colesterol (CHO), compuesto que no fue
incluido en las suspensiones preparadas mediante el método de
solubilizacion por detergente (LUVdet) escogidas en el enriquecimiento
en ascorbato (Apartado 5.2.2). Por su parte, a pesar de la baja capacidad
de retencion de sustancias disueltas de las suspensiones multilamelares
(MLVs), se decidio incluir una suspension de MLVs en el
enriquecimiento de nauplios de Artemia con metionina (Apartado 5.2.3)
con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en el Capitulo 3
(Apartado 3.3.1).

Ademés de la composicion de membrana, los liposomas
destinados a vehicular sustancias hidrosolubles pueden mejorar su
eficacia mediante su administracion en dos dosis separadas en el tiempo
debido a la mayor disponibilidad de liposomas con el contenido acuoso
intacto (Capitulo 3). Para comprobar estos resultados, los
enriquecimientos en ascorbato y metionina incluyeron tratamientos en
los que los liposomas se administraron en dos dosis diferentes. Los
detalles del disefio experimental seguido en cada uno de los tres
experimentos se amplian a continuacion.

5.2.1. Enriquecimiento de nauplios de Artemia en vitamina A

El enriquecimiento de nauplios de Artemia en vitamina A se
realizd utilizando dos preparaciones de liposomas y la emulsion
control Super Selco (Inve, Gante, Bélgica) cuya composicion incluye
palmitato de retinol como fuente de vitamina A (1,9 pg mg”
producto). Los dos tipos de liposomas empleados se formularon con
fosfolipido de krill (KPL) y palmitato de retinol en una proporcion
100:2 (p/p) en los liposomas preparados mediante la metodologia de
solubilizacion por detergente (LUVdetVitA) y 100:1 (p/p) en los
liposomas de extrusion (LUVextVitA). El procedimiento de
preparacion de estas suspensiones de liposomas fue el detallado en el
Apartado 2.1.

Los enriquecimientos se llevaron a cabo con nauplios de
Artemia procedentes de la eclosion de quistes EG (Inve, Gante,
Bélgica). Una vez separados de las cascaras y dispuestos en los
respectivos tubos de enriquecimiento a densidades de unos 300
nauplios ml”, los nauplios fueron incubados con los tres productos
enriquecedores por triplicado en tubos separados, a la concentracion
habitual de 0,50 g lipido I"". La concentracion de palmitato de retinol
en el medio de enriquecimiento fue de 1,3, 5,0 y 10,0 mg 1" en los
tratamientos de Emulsion comercial, LUVextVitA y LUVdetVitA,
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respectivamente. La temperatura de incubacion fue de 28 + 1°C y la
intensidad luminica en la superficie del medio de enriquecimiento de
unos 1500-2000 lux. Las muestras de nauplios enriquecidos se
tomaron tras 18 y 21 h de incubacion, dejando parte de los nauplios en
agua de mar sin enriquecedor durante 3 h mas (24 h) a la misma
temperatura de 28 + 1°C. Al igual que en experimentos anteriores, este
ultimo punto de muestreo informa sobre la dinamica de la vitamina A
en nauplios que permanezcan un tiempo en el tanque de cria larvaria
sin ser consumidos. Las muestras de nauplios se congelaron a -20°C
hasta su posterior analisis. El andlisis de retinol se llevd a cabo
siguiendo el procedimiento descrito por Takeuchi y cols. (1998b) y
detallado en el Apartado 2.4.4.

Los contenidos de retinol de los nauplios tratados con los
diferentes productos enriquecedores se compararon entre si en cada
uno de los tres puntos de muestreo planteados. Las pruebas utilizadas
en este analisis se describen en el Apartado 2.5.

5.2.2. Enriguecimiento de nauplios de Artemia en vitamina C

Este experimento evalué el enriquecimiento en ascorbato
(vitamina C) obtenido con cuatro tratamientos enriquecedores.
Ademas del tratamiento control consistente en la emulsion lipidica
comercial Super Selco (Inve, Gante, Bélgica),'” se emplearon
liposomas LUVdet cuya membrana se componia Unicamente por SPC
y cuya fase acuosa contenia ascorbato sodico disuelto a una
concentracion de 100 mg ml™', administrados de dos maneras distintas.
El método de preparacion de estos liposomas ha sido el descrito en el
Apartado 2.1. El cuarto tratamiento consistié en ascorbato sédico (100
mg ml"') disuelto en una disolucién acuosa equivalente a la fase
acuosa de los liposomas LUVdet (disolucion en 0,9% de NaCl, p/v).

Los nauplios obtenidos de la eclosion de quistes EG (Inve,
Gante, Bélgica) se incubaron con los cuatro enriquecedores a una
temperatura de 28 = 1°C. En el primer tratamiento de liposomas
(LUVdetAscl), el enriquecedor se dispenso en una sola dosis al inicio
de la incubacion, de forma que la concentracion de lipido y ascorbato
en el medio de enriquecimiento fue de 0,50 g I". En el segundo
tratamiento de liposomas (LUVdetAsc2), el enriquecedor se
administré en dos dosis, una al inicio y otra 7 h después, para dar una

' La descripcion del producto comercial indica la presencia de vitaminas,
aunque no se explicita la presencia de vitamina C. En cualquier caso, la
naturaleza lipofilica del palmitato ascérbico permite su inclusion en
productos enriquecedores basados en emulsiones lipidicas como fuente de
vitamina C (Merchie y cols., 1997).
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concentracion  final acumulada equivalente al tratamiento
LUVdetAscl. El cuarto tratamiento (Disolucion) fue dispensado en
una unica dosis al inicio de la incubacién, resultando en una
concentracion de ascorbato sodico equivalente a la de los dos
tratamientos con liposomas (0,50 g 1™). El tiempo de incubacion de los
nauplios con los productos enriquecedores fue de 18 y 21 h,
estableciendo un tercer punto de muestreo en el que los nauplios se
dejaron durante 3 h mas (24 h) en agua de mar sin ascorbato a la
misma temperatura (28 = 1°C). El flujo de aire aplicado en el medio de
enriquecimiento fue de aproximadamente 1,0 Ipm. Las condiciones de
iluminacion y densidad de nauplios fueron las habituales (Apartado
2.2.2). Cada tratamiento se evalué por triplicado en tubos de
enriquecimiento  independientes. Las muestras de nauplios
correspondientes a los tres puntos de muestreo se recolectaron
mediante el procedimiento habitual y se conservaron a -20 °C. El
analisis de ascorbato se realizo a partir de las muestras liofilizadas
siguiendo el procedimiento descrito por Shiau y Hsu (1994) y que se
ha detallado en el Capitulo 2 (Apartado 2.4.5).

El enriquecimiento de nauplios de Arfemia en vitamina C
presentado en este capitulo también fue evaluado en términos de
supervivencia de nauplios a las 18 h de incubacion (Apartado 2.2.3).
La supervivencia naupliar no fue determinada en los otros dos
experimentos que completan este capitulo debido a que en el momento
de su realizacion no se consideraba un fenomeno que afectara al
proceso de forma importante.

Como en el experimento del apartado anterior, los contenidos
de ascorbato de los nauplios pertenecientes a los distintos tratamientos
se compararon entre si en cada uno de los tres puntos de muestreo
planteados. Las pruebas estadisticas utilizadas se describen en el
Apartado 2.5.

5.2.3. Enriquecimiento de nauplios de Artemia en metionina

El enriquecimiento de nauplios de Artemia se realizd con
cinco productos enriquecedores, de los cuales, cuatro se basaron en
liposomas cuya fase acuosa contenia metionina disuelta a una
concentraciéon de 40 mg ml'. Concretamente, los tratamientos
LUVextMetl y LUVextMet2 se llevaron a cabo con liposomas
preparados mediante el método de extrusion y formulados con SPC y
CHO (4:1, p/p). Mientras que la administracion de LUVextMetl se
hizo en una tUnica dosis al inicio de la incubacion, el tratamiento
LUVextMet2 fue dispensado en dos dosis, la primera al inicio y la
segunda 8 h después del comienzo de la incubacion. El tercer
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tratamiento de liposomas (LUVextMet3), consistié en una incubacion
con vesiculas preparadas por extrusion y compuestas de DPPC y CHO
(4:1, p/p). La hidrataciéon de la mezcla DPPC:CHO con la disolucion
de metionina se realizd en un bafio termostatizado a una temperatura
de 45°C, por encima de la temperatura de transicion de fase liquido
cristalina-gel (T.) de este fosfolipido (Apartado 2.1). La tltima
preparacion de liposomas (MLVMet4) empleada estaba constituida de
vesiculas multilamelares obtenidas por hidratacion simple de una
mezcla de SPC y CHO (4:1, p/p) con una disolucion de metionina en
agua de mar (Apartado 2.1). Por ultimo, el quinto producto
enriquecedor probado fue una disolucién de metionina en agua de mar
a una concentracion de 40 mg ml” (Disolucion).

Los enriquecimientos se llevaron a cabo con nauplios recién
eclosionados de quistes EG (Inve, Gante, Bélgica). En los cinco
tratamientos, la concentracion final de metionina en el tubo de
enriquecimiento fue de 0,2 g I, mientras que la concentracion lipidica
inicial de los enriquecimientos con liposomas fue de 0.5 g I'. A
diferencia de la mayoria de experimentos presentados en esta
memoria, el tratamiento control consistente en la emulsion lipidica
comercial (Super Selco) fue obviado por carecer de aminoacidos en su
composicion. Las incubaciones se realizaron en tubos cilindro-conicos
de 1 1 de capacidad, en condiciones de iluminacion y temperatura
habituales (Apartado 2.2.2). La aireacion del medio de
enriquecimiento fue aproximadamente de 1,0 lpm y se aplico
mediante varillas huecas como las usadas en otros experimentos
anteriores.

Las muestras de nauplios se tomaron tras 18 y 21 h de
incubacion con los diferentes productos. Como en otros experimentos,
parte de los nauplios se mantuvieron en agua de mar libre de
metionina durante 3 h mas (24 h) hasta ser finalmente muestreados.
Las muestras se congelaron a -20°C y posteriormente fueron
liofilizadas hasta la realizacion del analisis de aminoacidos libres
(Apartado 2.4.6).

El analisis estadistico realizado se bas6 en una comparacion
de los contenidos de metionina de los nauplios tratados con los
diferentes productos enriquecedores en cada uno de los tres puntos de
muestreo previstos en el disefio experimental. Las pruebas empleadas
para este analisis se detallan en el Apartado 2.5.
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Figura 5.1. Contenido de retinol (ug g PS™) de nauplios de Artemia
incubados con los productos enriquecedores durante 18 y 21 h. Las
muestras de 24 h corresponden a nauplios que se dejaron durante 3 h mas
en agua de mar sin enriquecedor. Los valores son medias y las barras de
error representan desviaciones tipicas (n=3). En cada punto de muestreo,
los tratamientos que comparten una misma letra no son significativamente
diferentes (P<0,05).

5.3. Resultados

5.3.1. Enriquecimiento de nauplios de Artemia en vitamina A

Los analisis del retinol (Figura 5.1) presente en los nauplios
enriquecidos muestran una relacion directa con el contenido de
palmitato de retinol del producto enriquecedor. De esta forma, los
nauplios enriquecidos con liposomas LUVdetVitA muestran niveles
superiores de retinol en los tres puntos de muestreo en comparacion a
los otros dos tratamientos. A su vez, los nauplios tratados con
LUVextVitA presentan contenidos mayores de retinol que los tratados
con la emulsion lipidica comercial tras 18 y 21 h de incubacion,
igualandose en el punto de muestreo de 24 h. Debe sefialarse que los
nauplios enriquecidos con la emulsion comercial, cuya composicion
tiene el nivel menor de palmitato de retinol de entre los tres
enriquecedores evaluados, muestran niveles de retinol por debajo del
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umbral de deteccion de la técnica analitica. En cuanto a la
incorporacion de retinol a lo largo del tiempo de incubacion, los
niveles medidos en los nauplios enriquecidos con liposomas
formulados con palmitato de retinol no experimentaron cambios
importantes en el periodo desde 18 a 21 h. Sin embargo, el periodo de
ayuno provocé un descenso marcado en el contenido de retinol de los
nauplios de ambos tratamientos, situandose por debajo del umbral de
deteccion en los nauplios enriquecidos con liposomas LUVextVitA
(Figura 5.1).

5.3.2. Enriguecimiento de nauplios de Artemia en vitamina C

Los analisis de ascorbato (Figura 5.2) muestran que los
nauplios tratados con la emulsién comercial tienen, en términos
generales, niveles de ascorbato inferiores a los de los otros
tratamientos. Esta diferencia es significativa en el punto de muestreo
de 18 h. Cabe destacar la ausencia de diferencias significativas entre
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Figura 5.2. Contenido de ascorbato (ug mg PS™) de nauplios de Artemia
incubados con los productos enriquecedores durante 18 y 21 h. Las
muestras de 24 h corresponden a nauplios que se dejaron durante 3 h mas
en agua de mar sin enriquecedor. Los valores son medias y las barras de
error representan desviaciones tipicas (n=3). En cada punto de muestreo,
los tratamientos que comparten una misma letra no son significativamente
diferentes (P<0,05).

* Contenido de ascorbato (ug mg PS™) medido en nauplios incubados sin
enriquecedor (n=1).
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los niveles de ascorbato hallados en nauplios enriquecidos con
liposomas administrados en una o dos dosis (LUVdetAscl y
LUVdetAsc2, respectivamente) en los tres puntos de muestreo. Los
nauplios incubados con la disolucion acuosa de ascorbato, por otra
parte, no so6lo presentan contenidos iguales a los nauplios tratados con
liposomas sino que, tras el periodo de ayuno, muestran un nivel de
ascorbato superior al resto de tratamientos. Ademas, la figura también
muestra el contenido de ascorbato de nauplios incubados sin
enriquecedor en las mismas condiciones que los nauplios tratados

I3

(indicado con el signo “+*). Como puede apreciarse, el contenido de
ascorbato en estos nauplios se halla en valores similares a los de los
nauplios enriquecidos. En cuanto a la incorporacion de ascorbato a lo
largo del tiempo, ninguno de los tratamientos experimenté cambios
claros durante el periodo de estudio, a excepcion del incremento
observado en el periodo de ayuno en los nauplios incubados con la
disolucion (Figura 5.2).

La supervivencia de los nauplios de los distintos tratamientos
no registr6 diferencias significativas, superando en todos los casos el
90% tras 21 h de incubacion.

5.3.3. Enriquecimiento de nauplios de Artemia en metionina

En la Figura 5.3 se representan los contenidos de metionina
libre medidos en los nauplios de los distintos tratamientos. Tras 18 h
de incubacion, los nauplios enriquecidos con MLVs registran
contenidos de metionina libre significativamente superiores al resto de
tratamientos. Esta diferencia se mantiene en el punto de muestreo de
21 h, aunque los nauplios LUVextMet2 (2 dosis) no muestran
diferencias respecto a los nauplios enriquecidos con MLVs. Esta
tendencia contintia en el punto de muestreo de 24 h, aunque el mayor
contenido de metionina libre de los nauplios tratados con MLVs s6lo
supera al tratamiento LUVextMetl y Disolucion. Por su parte, la
dinamica de incorporacion de metionina a lo largo del tiempo apunta a
variaciones poco importantes durante el periodo que vade 18 a 21 h, a
excepcion del los nauplios LUVextMetl que parecen experimentar un
aumento en el contenido de metionina libre. Por el contrario, el
periodo de ayuno en el que los nauplios se mantuvieron sin metionina
(de 21 a 24 h) se traduce en un aparente descenso en los niveles de
metionina libre en los cinco tratamientos.

5.4. Discusion

La capacidad de los liposomas para vehicular sustancias de
naturaleza hidrosoluble y liposoluble ha sido empleada para mejorar la
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Figura 5.3. Contenido de metionina libre (ug g PS™) de nauplios de
Artemia incubados con los productos enriquecedores durante 18 y 21 h.
Las muestras de 24 h corresponden a nauplios que se dejaron durante 3 h
mas en agua de mar sin enriquecedor. Los valores son medias y las
barras de error representan desviaciones tipicas (n=3). En cada punto de
muestreo, los tratamientos que comparten una misma letra no son
significativamente diferentes (P<0,05).

calidad nutricional de las presas vivas utilizadas como alimento en la
cria de larvas de peces marinos (Ozkizilcik y Chu, 1994; McEvoy y
cols., 1996; Tonheim y cols., 2000). Los resultados obtenidos en este
capitulo aportan nuevos datos sobre la eficacia de estas vesiculas
lipidicas como productos enriquecedores de presas vivas y amplian los
estudios preliminares realizados por Hontoria y cols. (1997, 1998)
sobre la wvehiculacion de vitaminas en presas vivas mediante
liposomas. En concreto, el presente estudio constituye la primera
ocasion en la que se realiza un enriquecimiento de presas vivas con
vitamina A mediante el uso de liposomas. Algunos estudios previos
sobre nutricion larvaria de peces planos han utilizado distintos
compuestos con actividad de vitamina A (retinol, ésteres de retinol,
etc.) incluidos en el seno de emulsiones lipidicas y administrados a
nauplios de Artemia (Dedi y cols., 1995; Estévez y Kanazawa, 1995;
Takeuchi y cols., 1998b; Haga y cols., 2004). A pesar de que las
diferencias en los productos utilizados y en el disefio experimental de
estos estudios dificultan la comparacion, los resultados obtenidos en el
presente trabajo evidencian la eficacia de los liposomas formulados
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con palmitato de retinol para aumentar el contenido de retinol de los
nauplios de Artemia. Ademas, la cantidad de retinol medida en los
nauplios sigue una relacion de proporcionalidad con la cantidad del
éster palmitato utilizado como fuente de vitamina A en la formulacion
de los liposomas, indicando una conversion metabolica por parte del
nauplio como ya describieron Takeuchi y cols. (1998b). De esta
forma, la entrada del palmitato incluido en los liposomas viene
acompafiado de una hidrolisis enzimatica que da lugar a la formacion
de retinol, compuesto que es absorbido por los enterocitos (Furr y
McGrane, 2003). Esta accion metabdlica del nauplio también se
refleja en el descenso del nivel de retinol durante la fase de ayuno de
21 a 24 h. Un resultado llamativo viene determinado por los bajos
contenidos de retinol hallados en los nauplios enriquecidos con la
emulsion lipidica comercial en cuya composicion se incluye el
palmitato de retinol como fuente de vitamina A. Los bajos niveles de
bioencapsulacion de retinol en estos nauplios pueden obedecer al
efecto que la temperatura, la iluminacion y la oxigenacion propias de
los enriquecimientos de Artemia ejerce sobre productos altamente
sensibles como el palmitato de retinol, dado que estas condiciones
agresivas pueden provocar una degradacion importante (Woollard y
Indyk, 2003). En este sentido, Moren y cols. (2005) han descrito
recientemente que la exposicion simulada de un producto comercial
(DC-DHA Selco, Inve, Gante, Bélgica) a las condiciones fisico-
quimicas del enriquecimiento impide la deteccion de vitamina A
después de 12 h de incubacion. Aunque el palmitato de retinol
presente en los liposomas pudo también sufrir el mismo proceso de
degradacion, el resultado pudo no ser tan evidente como en la
emulsion debido al mayor contenido de palmitato presente en los
liposomas.

Ademas de la vitamina A, este estudio representa la primera
ocasion en la que se evalia la capacidad de los liposomas para
enriquecer nauplios de Artemia en vitamina C. Los resultados revelan
una mayor incorporacion de ascorbato en los nauplios incubados con
liposomas y con la disolucion en comparacion a nauplios tratados con
la emulsion comercial. La relevancia de este resultado tiene dificil
valoracion debido a que la cantidad de vitamina C disponible en los
distintos tratamientos no es la misma. Mientras que los nauplios
tratados con liposomas y con la disolucion fueron incubados a la
misma concentracion de ascorbato, la cantidad de vitamina C presente
en los nauplios tratados con la emulsién comercial depende del
contenido del derivado liposoluble palmitato ascorbico del producto
enriquecedor (no especificada por el fabricante), asi como de la
eficacia del sistema enzimatico del nauplio para convertir este
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derivado en ascorbato (Merchie y cols., 1995a). En cualquier caso, los
contenidos de ascorbato medidos en nauplios incubados en las mismas
condiciones experimentales, pero sin ningun enriquecedor, son muy
similares a los de los nauplios enriquecidos. Esta minima diferencia en
el contenido de ascorbato de nauplios enriquecidos y no enriquecidos
puede indicar una baja eficacia de los productos enriquecedores
utilizados en este experimento, explicable, en parte, por la
susceptibilidad del ascorbato a la degradacion. La preservacion de este
nutriente por medio de compuestos antioxidantes como la vitamina E
incluida en la bicapa fosfolipidica (Urano y cols., 1987; Fukuzawa y
cols., 1993a, b) o la utilizacion de derivados menos labiles (Schiiep y
cols., 1989; Shiau y Hsu, 1994; Smith y cols., 2004; Y oshitomi, 2004)
podrian mejorar el rendimiento de los liposomas como vehiculos de
vitamina C en nauplios de Artemia. Otro factor que también pudo
limitar la eficacia de los liposomas LUV empleados fue la turbulencia
del medio durante la incubacion. Este factor se discute a continuacion
en relacion al enriquecimiento en metionina incluido también en este
capitulo.

Los resultados del enriquecimiento de nauplios en metionina
evidencian la utilidad de los liposomas para mejorar el contenido de
aminoacidos libres en los nauplios de Artemia. Concretamente, los
nauplios enriquecidos con liposomas MLV alcanzaron niveles de
metionina libre més altos que los tratamientos con liposomas LUV.
Las formulaciones LUV son consideradas como la tipologia 6ptima
para encapsular sustancias hidrosolubles en liposomas debido a su
elevada proporcion entre el volumen interno y la cantidad de lipidos
de membrana (New, 1990, p. 28). Sin embargo, en condiciones de
elevada turbulencia como las existentes en el medio de
enriquecimiento, las formulaciones MLV pueden ser mas utiles ya
que, al poseer un gran numero de bicapas (entre 5 y 20), ofrecen
mayor resistencia a la liberacion de sustancias disueltas en
comparacion a las LUV. De esta forma, mientras que la turbulencia
del medio provocaria la liberacion de la metionina disuelta en los
espacios acuosos situados entre las bicapas mas externas, la metionina
disuelta entre las membranas mas internas permaneceria encapsulada
y acabaria entrando en el nauplio tras la incorporacion de la vesicula.
Por su parte, los liposomas unilamelares tienen un Unico
compartimento acuoso y, segun el argumento anterior, liberarian mas
rapidamente las sustancias disueltas en su fase acuosa interna.

A la luz de estos resultados, los liposomas unilamelares no
parecen ser la alternativa mas favorable para encapsular metionina u
otras sustancias hidrosolubles como el ascorbato, a pesar de haber
mostrado buena capacidad para retener sustancias disueltas en los
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experimentos recogidos en el Capitulo 3. Esta aparente desavenencia
de resultados podria estar relacionada con diferencias en el régimen
hidrodinamico existente en ambos experimentos (Apartados 3.2.1 y
5.2.3). En este sentido, mientras que los enriquecimientos del presente
capitulo se realizaron en tubos de 1 | de capacidad y con un flujo de
aire relativamente elevado (1,0 Ipm, aproximadamente), el flujo de
aire aplicado en las pruebas del Capitulo 3 fue reducido
apreciablemente para intentar reproducir, en tubos de 200 ml, el
mismo grado la turbulencia existente en los tubos de 1.1 de capacidad.
En este intento de igualar las condiciones de turbulencia, la agitacion
del medio pudo acabar siendo mayor en los enriquecimientos en
ascorbato y metionina que en los experimentos con el marcador
fluorescente (Capitulo 3) y, en consecuencia, las vesiculas estuvieron
sometidas a condiciones mas desfavorables que acelerarian la
liberacion del compuesto disuelto al medio extravesicular.

La entrada de metionina a través de la ingestion de medio de
enriquecimiento no debe, sin embargo, ser descartada, ya que los
nauplios utilizan este mecanismo en procesos osmorregulatorios
(Navarro y cols., 1993). Si se tiene en cuenta el contenido de los
nauplios recién eclosionados (88,4 pg g PS™) como nivel basal de
metionina libre, los niveles medidos en los nauplios incubados con la
disolucion acuosa de metionina (entre 300 y 400 pg g PS™) indicarian,
en efecto, una incorporaciéon de este aminoacido a través de la
ingestion de medio. Esta entrada directa ya fue demostrada por
métodos radioactivos en un estudio sobre enriquecimiento de nauplios
de Artemia con metionina (Tonheim y cols., 2000). Ademas, estos
autores, que también usaron liposomas como vehiculo para la
administracion de metionina libre, obtuvieron unos niveles de este
aminoacido superiores en nauplios tratados con liposomas en
comparacion a los niveles medidos en los nauplios incubados por el
método directo (disolucion). Esta tendencia también se observa en los
resultados aqui presentados, aunque solamente se detectan diferencias
significativamente superiores en nauplios enriquecidos con vesiculas
multilamelares. En el estudio de Tonheim y cols. (2000), los autores
explicaron este mejor comportamiento de los liposomas aduciendo la
incorporacion de liposomas por los nauplios mas alla de la simple
ingestion de medio por la bebida. Esto demostraria la ventaja de
administrar sustancias hidrosolubles a través de liposomas,
aprovechando que las estructuras filtradoras del nauplio estan
adaptadas a la captacion de particulas discretas que constituyen su
alimento natural (halobacterias y microalgas). En cuanto a la
evolucion temporal, los analisis no revelan grandes cambios durante el
periodo de 18 a 21 h de incubacion, hecho que seria explicado a través
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de procesos de asimilacion de la metionina en la estructura de
proteinas, o bien su transformacion en otros aminoacidos (cisteina y
taurina) o su oxidacion hasta la produccion de sulfatos, etc. La falta de
aporte de este aminoacido durante el periodo de ayuno impediria
mantener los niveles de metionina libre, produciéndose el ligero
descenso observado. Este actividad metabolica del nauplio sobre la
metionina bioencapsulada ya fue demostrada con metionina marcada
radioactivamente en el estudio citado anteriormente (Tonheim y cols.,
2000) donde se determind que la metionina absorbida (total marcada)
correspondia al doble de metionina que permanecia libre.

En resumen, los liposomas representan un sistema eficaz en el
enriquecimiento de nauplios de Artemia en retinol. Ademas, la
incorporacion de retinol en los nauplios se relaciona con la cantidad
de palmitato de retinol incluido en la formulacion del liposoma. Este
hallazgo abre la posibilidad de utilizar estos liposomas para facilitar
un aporte simultaneo de vitamina A y de EFAs procedentes del
fosfolipido de krill que conforma la membrana. Esta posibilidad sera
valorada en un experimento de alimentacion larvaria incluida en el
Capitulo 6 (Apartado 6.2.2). En cuanto a la vehiculacion de sustancias
hidrosolubles, los resultados no pudieron demostrar la eficacia de los
liposomas para incorporar vitamina C en nauplios de Artemia debido
posiblemente a procesos degradativos del producto durante las
incubaciones. La utilizacion de derivados mas estables, asi como la
incorporacion de compuestos antioxidantes en la membrana podria
mejorar los resultados. Adicionalmente, la utilizacion de liposomas
multilamelares también facilitaria la encapsulacion de ascorbato en los
nauplios de Artemia, tal y como se comprobo en los enriquecimientos
en metionina. En este experimento, los nauplios enriquecidos con
liposomas MLV registraron contenidos de metionina libre superiores a
los de otros tipos de vesiculas. Este resultado puede deberse al mayor
grado de proteccion conferido por las multiples bicapas existentes en
las suspensiones MLV.
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CAPITULO 6

EXPERIMENTOS DE ALIMENTACION
LARVARIA CON NAUPLIOS DE Artemia
ENRIQUECIDOS
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6.1. Introduccién

La produccion acuicola de peces esta supeditada al éxito de la
fase de cria larvaria que depende, a su vez, de la calidad de las dietas
administradas. A pesar de los avances realizados durante los ultimos
afios para eliminar o reducir el uso de presas vivas en larvicultura
marina (Person Le Ruyet y cols., 1993; Salhi y cols., 1994, 1997;
Fernandez-Diaz y Yufera, 1997; Zambonino Infante y cols., 1997;
Takeuchi y cols., 1998b; Gisbert y cols., 2005) su utilizacion
constituye todavia una practica comun e ineludible en el cultivo de la
mayoria de especies de interés comercial. Como ha sido adelantado en
el Capitulo 1, el empleo de presas vivas lleva implicitos problemas
relacionados con deficiencias en ciertos nutrientes, entre los que
destacan los acidos grasos esenciales (EFAs), las vitaminas y los
aminodcidos. Dada la importancia de estos nutrientes esenciales en la
nutricion de larvas de peces (Capitulos 4 y 5), la rutina habitual
seguida en las plantas de cria larvaria busca paliar las carencias
nutricionales de las presas vivas mediante procedimientos de
enriquecimiento. Este proceso de enriquecimiento implica la
encapsulacion de productos ricos en nutrientes esenciales en presas
vivas usadas como dieta de larvas de peces (bioencapsulacion).

Las propiedades bioquimicas y estructurales de los liposomas
los convierten en un producto susceptible de ser utilizado para
enriquecer presas vivas. De forma complementaria al estudio realizado
en los Capitulos 3, 4 y 5, la eficacia de los liposomas como producto
enriquecedor de nauplios de Artemia puede verificarse en ensayos
practicos de alimentacion con larvas mantenidas en condiciones
controladas. Asi, este capitulo presenta los resultados obtenidos en
tres experimentos realizados con larvas de lubina y dorada
alimentadas con nauplios de Artemia enriquecidos con diferentes tipos
de liposomas y una emulsion comercial usada como control. La
eleccion de una u otra especie obedeci6 a criterios de disponibilidad
en el momento de realizacion de los experimentos. Los experimentos
Bioencapsulacion 1 y 3 evalian el rendimiento de liposomas
formulados con fosfolipidos de krill (KPL) para la vehiculacién de
EFAs y lipidos polares (LPs), analogos a los empleados en los
experimentos del Capitulo 4. Ambos experimentos ejemplifican la
importancia del control de las condiciones fijadas durante el
enriquecimiento para optimizar el comportamiento de los liposomas
como productos enriquecedores. Concretamente, los nauplios de
Artemia utilizados en Bioencapsulacion 1 fueron enriquecidos en
condiciones poco controladas y, por tanto, inadecuadas. Por su parte,
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el experimento Bioencapsulacion 3 se realizo con un control mayor de
las condiciones de enriquecimiento. Por otra parte, el experimento
Bioencapsulacion 2 fue planteado para evaluar la eficacia de algunos
enriquecedores basados en liposomas para la vehiculacién simultanea
de EFAs y vitamina A, vitamina C o metionina. En los tres
experimentos, la calidad de las dietas usadas se valora en términos de
incorporacion de los nutrientes liposomados en el nauplio, asi como
en términos de supervivencia, crecimiento y presencia de los
nutrientes esenciales en las larvas cultivadas. Ademas, debido a la
labilidad de los &cidos grasos poliinsaturados frente a la oxidacién, se
determiné el contenido de perdxidos lipidicos presente en las larvas
alimentadas con las distintas dietas experimentales.

6.2. Material y métodos

Los tres experimentos de alimentacion larvaria se realizaron
con ejemplares de Iubina (Bioencapsulacion 1 y 2) o dorada
(Bioencapsulacion 3) criados segun el procedimiento descrito en el
Apartado 2.3. Cuando las larvas se hallaban en un estadio de
desarrollo en el que Unicamente se alimentaban de nauplios de
Artemia enriquecidos (Figura 1.3), eran estabuladas en numero
conocido en cada uno de los contenedores de PVC de la Figura 6.1.
Como puede observarse, los contenedores se hallaban colgados del
borde de tanques de 150 1 llenos de agua de mar filtrada (1 pm),
dejando un volumen de agua aproximado de 4 1 que abarcaba desde la
superficie del agua hasta la base del contenedor en la que se coloco
una malla de plancton de luz de 160 um. Esta malla conseguia,
ademas del confinamiento de las larvas, el intercambio del agua que
entraba a cada contenedor desde la parte superior mediante un aporte
continuo con el agua circundante del tanque que entraba a través de la
malla de plancton. El sistema permitia la renovacion efectiva del
contenido total de cada contenedor cada 10 min.

Tras su estabulacion en el dispositivo experimental, las larvas
se aclimataron durante algunos dias durante los que los ejemplares
muertos eran repuestos por larvas del tanque principal. El experimento
de alimentacion larvaria daba comienzo cuando la frecuencia en la
mortalidad de larvas durante la aclimatacion era minimo (< 2 larvas d°
! contenedor™).

Las dietas, basadas en nauplios enriquecidos con varias
formulaciones de liposomas o una emulsion comercial usada como
control, eran administradas diariamente a las larvas segin el
procedimiento esquematizado en la Figura 6.2 para dos productos
enriquecedores. A partir de una unica eclosion de quistes, los nauplios
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Figura 6.1. Dispositivo empleado en los experimentos de alimentacion
larvaria con nauplios de Artemia enriquecidos.

ENRIQUECEDOR 1 = e,

ECLOSION =
QUISTES

7

]

Canteo

de nauplios

1

]

R1

A4 - ~

L

ENRIGUECEDOR 2 R3

L=

TR

1

I1:

Figura 6.2. Esquema del procedimiento seguido en los experimentos de
alimentacion larvaria con nauplios de Artemia enriquecidos. Se muestra
un ejemplo del método seguido para dos tratamientos enriquecedores.
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recién eclosionados se trasvasaban a tubos cilindro-conicos donde se
realizaba una unica incubacién con cada uno de los productos
enriquecedores evaluados. Al finalizar la incubacién en el medio con
enriquecedor, los nauplios se recogian a través de una malla de luz de
100 um y se trasvasaban a tubos de 200 ml de capacidad donde se
estimaba la densidad siguiendo el procedimiento descrito en el
Apartado 2.2. Los nauplios enriquecidos con cada producto eran
administrados a las larvas de los tres contenedores (tres réplicas)
dispensando el volumen pertinente del tubo de 200 ml donde se habia
estimado la densidad. La racidon diaria de nauplios enriquecidos varid
en funcion de la edad de las larvas y el nimero de individuos
supervivientes en cada momento y, ademas, se corregia diariamente en
funcion de la cantidad sobrante de nauplios del dia anterior, evaluada
visualmente al comienzo de cada jornada.

A partir de este procedimiento, los detalles de cada una de los
tres experimentos se explican a continuacion.

6.2.1. Bioencapsulacion 1: administraciébn de &cidos grasos
esenciales y fosfolipidos a larvas de lubina (Dicentrarchus labrax)

Se establecieron cuatro tratamientos experimentales
constituidos por larvas de lubina alimentadas con nauplios de Artemia
enriquecidos con:

1. Emulsion comercial: emulsion lipidica Super Selco (Inve,
Gante, Bélgica).

2. MLV (KPL): vesiculas multilamelares preparadas con
extracto de fosfolipidos de krill (KPL) como tunico
componente de membrana.

3. LUVext (KPL): vesiculas unilamelares preparadas
mediante el método de extrusion con KPL como unico
componente de membrana.

4. LUVdet (KPL): vesiculas unilamelares preparadas por el
método de solubilizacion por detergente con KPL como
unico componente de membrana.

Las metodologias seguidas en la preparacion de los tres tipos de
liposomas se han descrito en el Apartado 2.1. La composicion de
clases de lipidos y 4cidos grasos de la emulsion lipidica Super Selco y
del extracto de krill usado en la formulacioén de los tres liposomas se
detalla en la Tabla 2.1.

Siguiendo el procedimiento esquematizado en la Figura 6.2,
los nauplios de Artemia recién eclosionados fueron incubados con
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cada uno de los productos enriquecedores durante periodos que
variaron entre 21 y 24 h. La concentracion de enriquecedor fue de
0,50 g lipido I"" para todos los productos evaluados. El flujo de aire de
los enriquecimientos de los nauplios se estimé en unos 1,2 lpm
durante los dos primeros dias, aunque se decidiéo aumentar este aporte
de aire al doble en los enriquecimientos con liposomas tras la
ocurrencia de algunos episodios con mortalidad masiva de nauplios.
Las incubaciones se llevaron a cabo bajo las condiciones estandar de
temperatura (28 + 1°C), iluminacion (1500-2000 lux) y densidad de
nauplios (300 nauplios ml"') (Apartado 2.2). Al finalizar la
incubacion, los nauplios enriquecidos eran recogidos en una malla,
donde se enjuagaban con agua corriente. El periodo de tiempo que los
nauplios permanecian en agua sin alimento hasta que eran
administrados a las larvas fue variable entre 1 y 2 h. Tras estimar la
densidad naupliar de cada tratamiento, se administraba la racion diaria
que, en este experimento, vario entre 250 y 350 nauplios larva™ en
funcion de la cantidad de nauplios restantes del dia anterior y el
numero de larvas supervivientes en cada momento. Una vez
administrada la racién de nauplios a las larvas de los tres recipientes
correspondientes a las tres réplicas de cada tratamiento (Figura 6.2),
los nauplios sobrantes se congelaron a -20°C y se liofilizaron antes de
su analisis.

En cada uno de los 12 recipientes del dispositivo descrito
anteriormente (Figura 6.1), correspondientes a las tres réplicas de cada
una de las cuatro dietas experimentales, se estabularon 70 larvas de
lubina procedentes del tanque de cria larvaria principal. Durante un
periodo de aclimatacion de cuatro dias, las larvas muertas fueron
sustituidas por individuos del tanque principal. Al inicio del
experimento, las larvas tenian 47 dias post-eclosion (dpe), con una
talla (media en mm =+ desviacidn tipica) de 12,5 + 1,0 y un peso seco
individual (media en mg + desviacion tipica) de 1,1 £ 0,2. Tras 16 d
de administracion de las dietas, las larvas se mantuvieron un dia mas
en ayunas para permitir la evacuacion del contenido del tracto
digestivo. Durante este periodo la temperatura del agua fue de 18,0
2,0 °C. El control se llevd a cabo al decimoctavo dia y consistio en un
conteo de las larvas supervivientes para determinar la supervivenc