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Estudio de viabilidad de la produccion de biomasa adulta de
Artemia (A. franciscana) como alimento vivo o congelado para
acuariofilia

J. Jordi Fornés Dieke

Resumen

Se plantea la realizacion de un estudio econdmico y de mercado para determinar las
posibilidades de produccion, distribucién y venta al publico de biomasa de Artemia como alimento vivo
para peces de acuariofilia. Para ello, se pretende establecer el método de produccién mas econdmico en
funcién de las biomasas de Artemia requeridas, la cantidad de alimento utilizado para producirlas, las
infraestructuras y energias utilizadas, asi como evaluar si existe un mercado potencial para este tipo de
alimento. La especie del género Artemia elegida para este estudio es A. franciscana por ser la mas
utilizada durante la historia de la acuariofilia para mejorar la calidad del alimento de los organismos
acudticos en sus diferentes fases de desarrollo en instalaciones de todo tipo, asi como para el
mantenimiento y reproduccion de animales salvajes por motivos de conservacion con vista a posibles
reintroducciones. Durante el estudio se compararon las eficiencias en el crecimiento y supervivencia de
diferentes dietas basadas en el uso de microalgas vivas (7. suecica, I. galbana y pasta concentrada de
Nannochloropsis sp.) y de dietas inertes (liofilizado de Chlorella sp. y concentrado de Tetraselmis sp.
congelado), y las eficiencias que estas dietas tendrian a diferentes volimenes. También se quiso
determinar los costes de inversion y produccién que podria tener una empresa dedicada a la produccion
de biomasa de Artemia viva adulta y si seria factible este tipo de negocio. Se obtuvo como resultado que
las mejores dietas en cuanto a crecimiento y supervivencia de las poblaciones de Artemia para una
produccion de biomasa eran aquellas basadas en el uso de las dos microalgas vivas (T. suecica e |.
galbana) obteniéndose unas tallas de 6’746 y 7'237mm a los 17 dias. También se pudo observar que a
un mayor volumen de cultivo encontrdbamos poblaciones de mayor tamafio y con un estado de
maduracion mas avanzado, para un mismo tiempo de cultivo. Por otro lado, los costes de la apertura de
una instalacion con una produccion de 1000Kg/afio podria rondar los 70.000-150.000€ anuales
dependiendo de si habria que crear una instalacion desde cero (150.000€) o si Unicamente habria que
cubrir los gastos de produccion, lo que permitiria alcanzar valores de precio unitario de 85-100€/Kg de
biomasa viva de Artemia adulta.

Palabras clave: Artemia franciscana, produccién de biomasa, valor econémico, estudio de
mercado, viabilidad.
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Abstract

The proposed research is an economic and market study to determine the possibilities of
production, distribution and possible sale to the public of live food for aquarium fish. It tries to establish
a feasible, economical production method depending on the required Artemia biomass, food used,
enrichment, energy... as well as prospecting any potential market for this type of food. The species of
the genus Artemia chosen for this study is A. franciscana because it is the most widely used throughout
the history of aquatics to improve the quality of food for aquatic organisms in their different stages of
development in facilities of all types, as well as for the maintenance and reproduction of wild animals
for conservation reasons with a view to possible reintroductions. During the study, the efficiencies in the
growth and survival of different diets based on the use of live microalgae (T. suecica, I. galbana and
concentrated paste of Nannochloropsis sp.) and in the use of inert diets (lyophilized Chlorella sp and
frozen Tetraselmis sp. concentrate) were compared, and the efficiencies that these diets would have at
different volumes. It was also sought to determine the investment and production costs that could be
incurred by a company dedicated to the production of biomass from adult living Artemia and whether
this type of business would be feasible. As a result, the best diets in terms of growth and survival of the
Artemia populations for biomass production were those based on the use of two live microalgae (T.
suecica and I. galabana), obtaining sizes of 6’746 and 7'237mm at 17 days. It was also possible to
observe that a larger crop volume causes a larger population in size and a more advanced maturation
stage for the same growing time. On the other hand, the costs of opening an installation with a
production of 1000Kg/year could be around 70.000-150.000€ per year, depending on whether it would
be necessary to create an installation from scratch (150.000€) or whether it would only be necessary to
cover the production costs, which would allow us to reach unite price values of 85-100€/Kg of living
adult Artemia biomass.

Keywords: Artemia franciscana, production, biomass, economic value, market, feasibility.
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1. Introduccion

Para el cultivo de especies de interés comercial de peces y crustaceos marinos, tanto a nivel
gastrondmico como de acuariofilia, ha de recurrirse obligatoriamente a la obtencidon de sus formas
larvarias (proceso conocido como larvicultura). La captura de las larvas del medio natural es una practica
insostenible que supone grandes inconvenientes, como son, los elevados costos econdmicos causados
por la localizacion, extraccion y clasificacion de las larvas provenientes del zooplancton marino, o la
sobreexplotacion de futuros recursos pesqueros, ya que podria dar lugar al agotamiento de las reservas
larvarias del medio natural. A partir de esto se deduce la necesidad, de las industrias de la acuicultura y
acuariofilia, del mantenimiento en cautividad de stocks de adultos reproductores de las especies de
interés comercial, los cuales, con el control de todas sus necesidades permitiran la obtencidn de sus
puestas de donde obtendremos las larvas correspondientes. Una vez obtenidas, comenzara la fase de
cultivo de las mismas en la que hay que cubrir correctamente sus necesidades nutricionales para
permitir el correcto crecimiento y desarrollo de los individuos, lo que aumentard su supervivencia y
reforzara su sistema inmune frente a patologias.

Las redes troficas que se establecen en los habitats marinos y dulceacuicolas son muy
complejas y diversas, en las que el alimento natural de las larvas de especies de interés comercial son el
fitoplancton y el zooplancton. El intento de captura de estos organismos del medio natural acarrea los
mismos problemas econdmicos y logisticos que los nombrados anteriormente para las larvas, por lo que
el desarrollo de la acuicultura y acuariofilia se ha basado en el uso de una red trdfica artificial que imite
la natural. Inicialmente, la imitacidon de esta red tréfica venia dada por el cultivo en mesocosmos de
varias especies de fitoplancton y de zooplancton en diferentes estadios (larvas, juveniles y adultos). A
diferencia de lo anterior, en la actualidad la imitacion de estas redes pasa por la produccién de
monocultivos de fitoplancton y zooplancton como pueden ser los cultivos de rotiferos, copépodos,
claddceros, etc...., pero el género de zooplancton que mas destaca con diferencia a nivel de produccidn
y utilizacion masiva en la industria, es el crustdceo Artemia, conocido también como camarén salado o
“brine shrimp” (branquidpodo anostraceo) en todas sus estadios de desarrollo.

El primer eslabdn de estas cadenas tréficas viene dado por el cultivo a gran escala de algunas
especies de microalgas. Estas sirven de alimento para el cultivo masivo de las especies de zooplancton
utilizadas en la alimentacidn larvaria, como serian los casos de los rotiferos y de la Artemia. Ademas,
Artemia también se emplea en la alimentacidn de especies de interés comercial, tales como algunos
peces con larvas fitéfagas o algunos crustaceos, los cuales requieren de alimentacidn viva con tamafos
comprendidos entre 5 y 20um. Las especies de fitoplancton cultivadas hoy en dia son muy diversas y
presentan origenes diferentes (dulceacuicolas, marinos o hipersalinos), lo que permite elegir la mas
adecuada dependiendo de la especie a alimentar. En cuanto al segundo eslabdn de esta cadena trofica
artificial, se utilizan los rotiferos y Artemia. Los rotiferos son pequefios metazoos de entre 80 y 250um
de longitud, presentan la talla idénea para la alimentacion de las primeras fases larvarias de la mayoria
de especies comerciales de peces y crustaceos (Barnabé & René, 1972). Estos organismos presentan un
facil manejo y una tasa reproductiva muy elevada que permite alcanzar densidades de 300
individuos/mL. La especie de rotifero mas conocida y cultivada en la acuicultura marina es Brachionus
plicatilis (Miiller, 1786) (Theilacker & McMaster, 1971; Barnabé & René, 1973). En el caso de Artemia,
sus primeras fases larvarias, también conocidas como nauplios, son las mas utilizadas en larvicultura; sin
embargo, en acuariofilia también se emplean los ejemplares adultos. El habitat natural de las especies
pertenecientes a este género son los ecosistemas hipersalinos (entre 80 y 150ppm encuentran la
salinidad idénea), tanto costeros como continentales, para los que esta expresamente adaptado y en los
que no encuentra practicamente depredadores. Ademas, las poblaciones de Artemia se pueden
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encontrar en este tipo de ecosistemas alrededor de todo el mundo (Vanhaecke et al., 1987;
Triantaphyllidis et al., 1998).

Artemia tiene dos modalidades reproductivas, la primera, conocida como bisexual (anfigdnica),
donde encontramos a machos y hembras, y la segunda, como partenogenética (telitoca), donde
Unicamente se encuentran hembras. Indistintamente de cudl de estas dos modalidades presenten,
también tienen dos estrategias reproductivas, una ovovivipara, en la que el embridn se desarrolla hasta
la primera fase larvaria (INSTAR 1) dentro del ovisaco de las hembras, y otra ovipara, donde se produce
la interrupcion del desarrollo normal del embrién (fase de blastula avanzada) y se genera una envoltura
externa de resistencia llamada corion capaz de soportar bruscas variaciones ambientales, dando lugar a
los quistes de resistencia (huevos cisticos). Los quistes, después de un periodo de deshidratacion severa,
entran en estado de letargia en la que pueden permanecer mucho tiempo, manteniendo la capacidad
de, en condiciones adecuadas, rehidratarse y eclosionar para generar nauplios en un breve lapso de
tiempo. Los quistes son faciles de recolectar, ya que suelen quedar acumulados en las orillas de lagos
salados y salinas a causa de las corrientes de viento, y presentan una sencilla conservacion y almacenaje
para su uso en cualquier momento de necesidad. Las condiciones idéneas para el mantenimiento de la
viabilidad de los quistes pasan por mantenerlos a baja temperatura, en oscuridad, en condiciones de
anoxia. Ademads, la obtencidn de los nauplios por medio de la eclosion de los quistes es una tarea
sencilla (apartado 2.2.2). Estas caracteristicas han hecho que Artemia se convierta en el alimento vivo
mas utilizado en el cultivo larvario, asi como en el mantenimiento de especies muy exigentes en
acuarios recreacionales (Sorgeloos et al., 2001).

Ademads, hay otros factores que hacen que Artemia sea un alimento adecuado para la
alimentacion en vivo de la larvicultura y la acuariofilia. Entre ellos podemos encontrar en primer lugar, el
tamarfio medio que presentan los nauplios recién nacidos (400 - 600um) es perfecto para la alimentacion
de larvas de pequefio tamano de peces y crustaceos; en segundo lugar, presentan una cuticula
extremadamente delgada que permite su digestibilidad; en tercer lugar, la presencia de movimiento
constante y la ausencia de una respuesta de huida ante posibles depredadores hace que sean muy
faciles de capturar por parte de las larvas; y por ultimo, también presenta un color llamativo (naranja) y
una muy buena palatabilidad. Actualmente, hay otras alternativas al uso de Artemia disponibles en el
mercado como los microencapsulados, que normalmente se combinan con biomasa de Artemia adulta
congelada, liofilizada (Serflig et al., 1974; Carlberg & VanOist, 1975; Beck, 1979; Schauer et al., 1979) o
viva. Pero, aun asi, es necesario el uso de nauplios vivos como alimento en larvicultura y en el
mantenimiento de ciertas especies de acuarifilia (Rottman et al., 1991; Person Le Ruyet et al., 1993;
Sorgeloos et al., 2001; Monroig et al., 2003, 2006).

El primer uso registrado de Artemia como alimento vivo para peces, se llevé a cabo por Seale
(1933) y Rollefsen (1939) durante los afios 30, los cuales se dieron cuenta del potencial que tenia la
Artemia como alimento vivo para la cria de peces o para la reduccién del estrés de peces de acuariofilia.
A partir de los afios 50 fue cuando empezaron a surgir las primeras empresas de explotacidn de quistes,
las cuales se ubicaron principalmente de la zona de San Francisco Bay (SFB, California, USA) y del Great
Salt Lake (GSL, Utah, USA) y comercializaban los quistes a un precio bastante reducido de 10 USS el
quilogramo (Bengtson et al., 1991). Durante los siguientes afos, la demanda de quistes se dispard
generando pequenias crisis debido a la irregularidad en las cosechas y a la falta de optimizacion de las
explotaciones poniendo en cuestion si la falta de Artemia como presa viva para el mantenimiento de
peces carnivoros seria un factor limitante en el desarrollo del sector acuicola (Sorgeloos, 1979). Fue en
este periodo en que hubo un movimiento a escala internacional para empezar a prospectar nuevos
lugares para la produccion de Artemia, y optimizar los procesos industriales de recolecta y procesado de
los quistes. Durante los afios 80, surgieron y se adoptaron nuevos métodos para manipular el proceso
de eclosion de los quistes y evaluar la composicién nutricional de los nauplios. Alrededor del mismo
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periodo se realizé un importante cambio en las tecnologias de recoleccion en el Great Salt Lake,
pasandose a recolectar los quistes de la superficie del lago en vez de la recoleccién en las orillas del
mismo. Ademads, se combind con la observacion aérea, lo que resultd en un incremento de la
comercializacion en un factor de 10 (>200 T/afio de producto procesado) y una mejora en la calidad de
eclosién. En consecuencia, desde mediados de los 80 en adelante, los quistes provenientes del GSL
dominaban el mercado, cubriendo el 90% de la demanda mundial. El 10% restante de la demanda
mundial fueron provistos por ciertas salinas y lagos salados localizados en el Norte y Centro de China,
Sur de Siberia, San Francisco Bay, Sur de Vietnam, Colombia y Noreste de Brasil, las cuales presentaban
una produccion limitada o limitaciones en las capacidades de recoleccidn y procesado. Este hecho no
significd mucho a un nivel de mercado internacional, pero si cubrid las necesidades y permitiendo un
mayor desarrollo a nivel local. En la década de los 90, el consumo de quistes seguia incrementando
exponencialmente, llegdndose a finales de la década a cubrir demandas de mas de 2.000 toneladas
anuales. Aproximadamente el 85% del total de ventas en esta época eran adquiridas por “hatcheries” de
camarones y otros crustaceos, y el excedente era adquirido por las “hatcheries” de peces y el mercado
de la acuariologia. Pero, en 1994 y 1995 hubo otro periodo de produccién escasa en el GSL, lo que se
reflejé en una temporal pero severa escasez de quistes (Sorgeloos & Stappen, 1995), lo que incremento
el precio, llegdndose hasta los 100 USS por quilogramo de quistes. Esto provocd un estado de alerta en
la industria de la acuicultura que dio lugar a que a finales de los afios 90 se empezaran a buscar
nuevamente, y en algunos casos inocular, nuevos lugares para la obtencion de quistes, principalmente
en localidades del Centro de Asia (Lago Urmia en Iran, Lago Aibi en China, Bolshoye Yarovoye en Siberia,
ciertos lagos de Kazakstan y Kaza Bogaz Gol en Turkmenistan) y de lagos salados en Argentina (Lavens &
Sorgeloos, 2000).

Basar la alimentacidn viva de los cultivos larvarios y acuarios ornamentales en el uso de Artemia
ha provocado diversas crisis en el sector a lo largo del tiempo. A principios de la década de los 70 se
empez0 a observar una elevada mortalidad en los cultivos larvarios tanto de crustdceos como de peces
alimentados con nauplios de Artemia procedente de diversos origenes geograficos (Shelbourne, 1968;
Reeve, 1969; Bookhout & Costlow, 1970; Wickins, 1972; Matsuoka, 1975). A partir de ese momento se
iniciaron investigaciones muy exhaustivas para analizar la calidad nutricional que presentaban los
nauplios de Artemia obtenidos de quistes de diferentes localidades. Pero no fue hasta el final de la
década de los 70 que empezd a esclarecerse el problema, ya que los trabajos de varios grupos de
investigacion sefalaban la necesidad de afadir microalgas en los cultivos de produccién de Artemia, y
en los cultivos larvarios y en acuarios recreacionales para mejorar la supervivencia de estos (Wickins,
1972; Fujita et al., 1980; Watanabe et al., 1980). Asi es como empez6 a relacionarse la malnutricion de
las larvas de peces y crustaceos con las elevadas mortalidades registradas; y ésta con la ausencia o
escasez de ciertos acidos grasos poliinsaturados esenciales en los nauplios de Artemia para el correcto
desarrolla de animales marinos (Schauer et al., 1980; Watanabe et al., 1980, 1988; Fujita et al., 1980;
Leger et al., 1986). A partir de estos estudios se establecié una diferenciacion entre dos grandes tipos de
Artemia segln su composicion lipidica: los de “tipo dulceacuicola”, caracterizados por ser poblaciones
que presentaban altos niveles de LNA (acido linolénico, 18:3n-3) y escasez o completa ausencia de EPA
(acido eicosapentaenoico, 20:5n-3), y los de “tipo marino”, los cuales presentaban una cantidad de LNA
escaso y una abundancia en EPA. Los animales marinos requieren de ciertos acidos grasos esenciales
polinsaturados de cadena larga como son el LA (acido linoleico, 18:2n-6), LNA (4cido linolénico, 18:3n-6),
EPA (acido eicosapentaenoico, 20:5n-3) y DHA (acido docosahexaenoico, 22:6n-3), para su correcto
desarrollo como adultos (Yone, 1975; Kanazawa et al., 1979; Watanabe, 1982). Hoy en dia sabemos que
los nauplios de Artemia no contienen en su perfil lipidico DHA, y presentan un escaso o nulo contenido
de EPA (Leger et al., 1986; Navarro, 1990; Navarro et al., 1991). Es por esto que se han desarrollado
ciertos procedimientos para el enriquecimiento de Artemia y otros organismos del zooplancton para
solucionar estas deficiencias nutricionales a la hora de alimentar peces de acuariofilia o durante los
cultivos larvarios. El enriquecimiento no es mas que vehicular ciertas sustancias de interés nutricional
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para las larvas mediante el uso de alimento vivo, como son los nauplios de Artemia, y que sigue en
proceso de optimizacion (Kashiwakura et al., 1994; Cook et al., 2003; Tlulsty et al., 2005; Monroig et al.,
2003, 2006).

A lo largo de los ultimos afios, tanto la acuariologia como la acuicultura han experimentado
avances vertiginosos debido al desarrollo de nuevas tecnologias y a la optimizacién de las metodologias
de trabajo, pero sigue habiendo la misma dependencia de quistes y biomas de Artemia viva del medio
natural que en el pasado, a pesar de haber conseguido el funcionamiento de ciertas dietas inertes o la
optimizacién de otros tipos de cultivos de presas vivas.

Hoy en dia el recurso de quistes de Artemia sigue siendo escaso para la demanda de la
acuicultura y la acuariofilia. Las consecuencias principales de esta situacién son el excesivo crecimiento
de los precios, la baja calidad del producto, la incertidumbre sobre la diversidad y origen de los quistes,
ademads de problemas en los métodos de procesado y envasado de los mismos. Todo esto provoca que
exista una falta de garantia sobre la calidad de los quistes, en términos de viabilidad tras un tiempo
prolongado de almacenaje, de uniformidad del tamafio naupliar y de estandares de composicion lipidica
(HUFA), que son claves para una correcta alimentacidn de las larvas de especies marinas principalmente.
Actualmente sigue existiendo la necesidad de prospectar de una manera adecuada los biotopos
hipersalinos en todo el planeta para poder encontrar poblaciones de Artemia que se puedan explotar de
forma sostenible como fuente de quistes o biomasa, y que asegure su idoneidad en términos de calidad
para la industria acuicola (Lavens & Sorgeloos, 2000; Cohen et al., 1999a; Van Stappen, 2005).

Objetivos
Los objetivos planteados y llevados a cabo durante el transcurso de este trabajo fueron:

e Determinar las posibilidades de producciéon, distribucién y venta de biomasa de
Artemia viva adulta para el mantenimiento de peces de acuariofilia.

e  Evaluar la posible existencia de un mercado potencial para este tipo de alimento.

e Establecer el método de produccion de biomasa de Artemia viva adulta mas
econdmico en funcién de la biomasa requerida.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Prospeccion de mercado

Para determina el grado de interés y/o aceptacién en la compra de biomasa de Artemia viva o
congelada en el sector de la acuariofilia, se procedio a disefar y distribuir una encuesta especialmente
planeada para cubrir estas incégnitas.

La encuesta se disefid con ayuda de la plataforma especializada www.onlineencuestas.com, ya

que cuenta con una gran variedad de encuestas predisefiadas que pueden ser preseleccionadas y
modificadas segun las necesidades del producto analizado. Sin embargo, en este estudio fue necesario
disefiar una encuesta especifica para analizar todas las necesidades de este sector.

Ademas de la encuesta se realizaron reuniones informativas con los representantes de distintas
asociaciones/empresas a los que se les suministraron muestras gratuitas de Artemia viva para su uso en
tienda y/o para la distribucion entre sus clientes.

2.1.1. Diseno de la encuesta

Las 16 preguntas presentes en la encuesta fueron pensadas para intentar poder dar respuesta a
la mayoria de las cuestiones que iban surgiendo a lo largo del desarrollo del estudio; tales como: las
necesidades de alimento vivo/congelado para sus acuarios, conocimientos sobre los alimentos
utilizados, cantidades requeridas y opiniones sobre los posibles métodos de contacto entre proveedor y
clientes. La mayoria de preguntas eran de contestacidén obligatoria, con respuesta Unica o multiple, en
cambio las preguntas relacionadas con la estimacion de cantidades de alimento requeridas fueron
opcionales debido a la subjetividad a la que estaban sujetas las respuestas, al no encontrar ningun tipo
de medida de cantidad de alimento estandarizado, sino que cada alimento se cuantificaba de maneras
muy dispares dependiendo del tipo utilizado y del productor que la comercialice.

2.1.2. Distribucion de la encuesta

Una vez finalizado el disefio de la encuesta, el programa generaba un enlace
(https://www.onlineencuesta.com/s/f21b233) el cual facilitaba la difusion online de la misma. La

encuesta se publicé en un total de 22 grupos de Facebook y 2 foros web: CG Club Guppy.Com, Club
Guppy Espafa, Intercambio de Corales Espafia, Mercadillo Pequefios Océanos Acuariofilia Marina
(Espana), Reef Marino Espafia, Acuarios Marinos en Espafia, Grupo Discus Llevant, Peces Disco Espafia
Sin Limites, Gala Discus, Pez Disco Espafa, Sociedad Acuariofilia Valenciana, Acuarios y Gambarios
Espafia, Amigos Espaia Marino&Reef, Reef Life Spain Acuarios Marinos-Ventas-Cambios-Ayuda, Adicto a
los Acuarios (Oficial), Amigos de los Discos y Peces Angel Espafia, Pez Disco Vic, Grupo de Acuariofilia
Marinos, Asociacién de Acuariofilia Marina Comunidad Valenciana, MisPeces y TodoMarino.

Para obtener el permiso de publicacidon por parte de los administradores en los grupos de
Facebook y foros se redactd un breve texto de presentacion explicando los objetivos de la encuesta y se
solicito la participacién de todo aquel que pudiese estar interesado, destacando que la participacion y el
tratamiento de los resultados obtenidos iban a ser completamente anénimos.
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2.2. Organismo de estudio: Artemia

2.2.1. Manejo de quistes de Artemia

Los procesos de eclosion de los quistes de Artemia han sido estudiados a lo largo de los afos
por muchos investigadores que han permitido estandarizar una metodologia sencilla para la reactivacién
del metabolismo en diapausa de los quistes y la produccion de nauplios mediante la incubacion de estos
en agua marina. Sin embargo, cuando se intenta trabajar a gran escala para la produccién de biomasa a
partir de la eclosion de altas cantidades de quistes, existen parametros fisicoquimicos criticos que deben
ser controlados para poder alcanzar la mdaxima eficiencia de eclosion, aunque puedan haber ligeras
diferencias segln sea el origen de los quistes.

Hidratacion

Es el primer paso para la correcta eclosidon de los quistes, es decir, este proceso es el que
provoca que éstos tomen una forma esférica y reactiven su metabolismo desactivando la diapausa,
producida durante la deshidratacion. La hidratacion completa de los quistes se logra al cabo de haberlos
incubado durante 2 horas en agua dulce o de baja salinidad y a una temperatura de 25°C-28°C.

Pardmetros fisico-quimicos

Durante la eclosién de los quistes es importante controlar ciertos pardmetros fisico-quimicos en
el medio como la temperatura, la salinidad, el pH, el oxigeno y la luz, asi como la densidad de quistes en
el medio.

La temperatura, como en todo proceso bioquimico, determina la velocidad a la que estos se
llevan a cabo. Por tanto, un aumento moderado de la temperatura acelera el proceso de eclosion de los
quistes, considerdandose los 25°C-30°C como una temperatura optima para este proceso. Una
temperatura inferior a 25°C provoca una eclosion muy ralentizada, y un aumento excesivo de la misma
(>30°C) causa la inactivacion de estos debido a la interrupcion del metabolismo de los embriones, siendo
esto reversible si el aumento no es demasiado prolongado, de lo contrario el quiste se volvera inviable.
Asi, mantener una temperatura constante alrededor de 28°C en el medio de eclosién favorece una
maxima produccion de nauplios en fase INSTAR 1.

-20° -10° 0" 4- 30" 33" 40~
e 1 ’ i L 1 s
B3 L] * L L] T L
-— - - —_———
MORTAL IDAD MORTAL IDAD
- - > > - 4 >

INTERRUPCION REVERSIBLE

— — >

AUMENTO DE LA TASA DE ECLOSION,
EFICIENCIA DE ECLOSION Y
CONTENIDO ENERGETICO DE LOS NAUPLIOS

Figura 2.1. Diagrama del efecto de la temperatura en el proceso de eclosion de los quistes de A. franciscana
para los valores comprendidos entre -202 y 402C. (FAO)
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Es esencial tener una iluminacidon constante de unos 2000 lux en la fase de hidratacién y/o
durante la incubacién de los quistes para maximizar la eficiencia de eclosion (Sorgeloos, 1973).

En general, para la eclosion de los quistes de Artemia se utiliza agua de mar natural o artificial,
con una salinidad comprendida entre 33 y 38%o.. Sin embargo, se ha demostrado que a salinidades
inferiores, alrededor de 25-30%o. incrementa la eficiencia de eclosion dependiendo de la procedencia de
los quistes con los que se trabaja. Esto se debe a que, al haber un menor cambio de salinidad entre el
interior del quiste y el medio en el que se encuentra, hay una menor presién osmadtica a la cual se
expone el quiste, con lo que el embridn no tendrd que sintetizar tanta glicerina para romper el corion y
nacer, traduciéndose en un menor gasto energético y por tanto una mejor calidad nutricional del
nauplio recién nacido (Clegg, 1964).

El pH iddneo para la eclosién de los quistes se encuentra entre 8-9, lo cual coincide con el rango
de pH normal que presenta el agua de mar (alrededor de 8). Mantener el pH es importante debido a que
existen pruebas de que los complejos enzimaticos encargados de facilitar la eclosidn presentan su pico
de actividad en este rango de pH de 8-9 (Sato, 1967). Pero se debe tener en cuenta que intentar
eclosionar cargas muy elevadas de quistes (g/L) o diluir el agua para reducir la salinidad del medio de
incubacion puede provocar una acidificacion del mismo, siendo necesario afadir carbonato de sodio
(Na,COs) para mantener el medio tamponado a pH 8 (50mg/L).

En cuanto al oxigeno, la concentracién recomendable para una correcta eclosidn debe estar
cerca de la saturacién. Esto se consigue mediante una aireacion intensa del medio dentro del tubo de
eclosidn, para la oxigenacion del mismo y, ademas, la agitacién de los quistes para evitar que precipiten
y se acumulen en el fondo.

Figura 2.2. Detalle del montaje utilizado para la eclosién de los quistes de A.
franciscana.

Otro parametro a tener en cuenta es la densidad de siembra de los quistes, ya que puede influir
en la eficiencia de eclosion. Es la cantidad de quistes por litro (g/L) que se afiaden al de eclosion (3L), ya
que un exceso en la cantidad de los mismos provoca una disminucién del oxigeno en el agua vy, por
ende, una menor eficiencia en la eclosion. Es recomendable no superar los 5g/L de quistes, e ir
aumentando la densidad de este conforme aumente el volumen de eclosién.
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2.2.2. Eclosion de quistes de Artemia

En este estudio se utilizaron quistes comerciales (referencia EG-GLS) de la especie A.
franciscana, suministrados por INVE Aquaculture (Bélgica) y comercializados en Espafia por Acuazul
(Cadiz).

Sin descapsular

Una cantidad conocida de quistes deshidratados de la cepa bisexual A. franciscana se
eclosionan en agua de mar en tubos transparentes de metacrilato de 3L de capacidad. Estos tubos,
dotados de un sistema de agitacidén constante por burbujeo de aire, se dispusieron en dos tanques de
60L de capacidad, llenos de agua descalcificada para evitar incrustaciones y poder tener una vision clara
del contenido de los tubos durante la eclosion. Cada tanque se dotd de un calentador termostatizado y
dispuesto bajo un tubo de luz fluorescente de 2000lux para mantener la temperatura (28°C) y la
iluminacién constantes durante todo el periodo de eclosién. En general, en cada tubo de eclosién se
colocaron 1g/L de quistes hidratados en agua de mar filtrada al 50% y a una temperatura contante de
28°C. Transcurridas 24-48h, se procedio a la recoleccidn y limpieza de los nauplios. Esto es importante
debido a que en las cascaras vacias y quistes sin eclosionar pueden quedar restos de microorganismos
que contaminan los cultivos de los nauplios. Para llevar a cabo esta operacion, se detuvo la aireacién de
los tubos de eclosién entre 5-10min, con el fin de separar las cascaras que flotan de los nauplios y
quistes sin eclosionar que se decantan en la parte inferior del tubo. A continuacion, los nauplios se
recogieron en una maya de 125um mediante sifonado, se lavaron con agua dulce y se transfirieron a
una probeta de 2L con agua dulce para eliminar restos y la mayor cantidad de quistes sin eclosionar. Una
vez limpios los nauplios se re-suspendieron y concentraron en una probeta con un volumen conocido de
agua de mar y para estimar la densidad naupliar (nauplios/mL) antes de iniciar los cultivos (ver apartado
2.2.4)

Descapsulados

El proceso de descapsulacidon fue desarrollado y descrito por primera vez en Sorgeloos et al.,
(1977) debido a que separar a los nauplios recién eclosionados de los restos de cascaras ha sido desde
siempre una tarea tediosa y poco precisa en la que era practicamente imposible conseguir una limpieza
perfecta de la muestra. Ademas de esto, el mismo autor describié que los restos de quistes no
eclosionados y cascaras podian ser ingeridos junto con los nauplios por los organismos a los que se les
suministra como alimento provocando obturaciones en el sistema digestivo debido a que los restos, son
de quitina y no son digeribles. Por otra parte, estos restos de la eclosidon pueden estar cargados de
bacterias, lo que podria provocar infecciones en los cultivos de larvas de peces y/o crustaceos al ser
alimentados con nauplios y restos de cascaras (Wheeler et al., 1979).

Las ventajas mas destacables que se pueden obtener a través de este proceso son evidentes,
siendo la primera de todas, la eliminacién de la capsula que envuelve a los embriones. La eliminacion de
esta parte indigerible del quiste permite obtener eclosiones mas limpias y de mejor calidad nutricional,
ya que los nauplios no tienen que realizar un gasto energético durante el proceso de la ruptura del
corion para nacer; y que ademas, los embriones sin eclosionar pueden servir de alimento de igual
manera que los nauplios debido a que no tienen la envoltura indigerible que los protege (Léger et al.,
1986). Ademas, otra ventaja seria la desinfeccién total de los quistes, evitando asi posibles infecciones
en de cultivos larvarios alimentados con nauplios.
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El proceso de descapsulacion conlleva una serie de pasos muy sencillos:

En primer lugar, como ya se ha descrito con anterioridad (apartado 2.2.1), la hidratacién de los
quistes provoca que estos retomen una forma esférica, entre otras cosas, lo que es indispensable para
una correcta descapsulacion, porque permite que haya la mayor superficie de contacto posible entre la
solucion descapsuladora y el quiste.

En cuanto al compuesto utilizado tradicionalmente como solucion descapsuladora, el
hipoclorito, se puede encontrar en la lejia (NaOCl). Normalmente, la actividad o concentracién real de la
lejia se puede determinar facilmente mediante la medida del indice de refraccidon de esta con la ayuda
de un refractdmetro. De este modo se puede determinar la calidad de la lejia, sabiendo si la solucidn es
reciente y si esta se ha conservado adecuadamente. Para preparar la solucién descapsuladora es
necesario conocer el indice activo de la lejia (cantidad de producto activo necesario para la
descapsulacion de una cierta cantidad de quistes), el cual se determina respetando la proporcién ideal
de 0’5g lejia/1g quistes. Normalmente la actividad o concentracidn real de la lejia y el indice activo de la
misma no son iguales, por lo que, con estos dos datos se debe determinar el volumen real de lejia
necesario para la descapsulacion. Por Ultimo, debe afiadirse un producto de alcalinidad fuerte (NaOH)
que lleve la reaccidon a un pH de 10 aproximadamente, ya que la reaccién provoca una acidificacion
brusca del medio que debe ser neutralizada. La cantidad de sosa se determina sabiendo que debe
afiadirse 0’15g sosa/1g quistes. Hay que tener en cuenta que es necesaria una aireacion constante e
intensa para permitir una buena mezcla de la solucién descapsuladora con los quistes y evitar que estos
ultimos precipiten hacia el fondo, lo que evitaria su correcta descapsulacion. Ademas, cabe destacar que
la reaccidén de descapsulacion es exotérmica, lo que provoca que haya un aumento térmico brusco, es
por esto que debe enfriarse la solucidon de descapsulacion con hielo o agua fria para evitar que esta
supere los 40°C, ya que a estas temperaturas los quistes no son viables y no eclosionarian. La
descapsulacion debe durar entre 5-10 minutos, sabiendo que los quistes pasaran de una coloracion
marrén (debido al corion) a una coloracién naranja (debido al embridn). Si se excede el tiempo en
reaccion, los embriones pueden sufrir una pérdida de viabilidad importante disminuyendo la eficiencia
de eclosién.

A continuacién, se muestran dos tablas con las que se determinara las cantidades que se han de
afadir de cada compuesto para obtener una buena reaccién de descapsulacion:

Tabla 2.1. Compuestos y volimenes utilizados para la descapsulacion de 200g de quistes secos.

indice de Refraccion Lejia Gramos de Quistes a descapsular
1,359 CALCULOS 200 )
Volumen Total 2,667 Litros
1- indice Activo Lejia 100 Gramos de Lejia (1)
2 - Concentracion Real Lejia 148 Gramos de Lejia (2)
Volumen Lejia 0,676 Litros de Lejia
Volumen Agua de Mar 1,991 Litros Agua de Mar
Sosa 30 Gramos Sosa
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Tabla 2.2. Férmulas utilizadas para calcular y preparar la solucién descapsuladora.

FORMULAS
Volumen Total Gramos Quistes / 75
1- indice Activo Lejia Grs. Quistes /2
2- Concentracion Real Lejia  ((Indice Refrac. Lejia * 3000) - 4003) * 2
Volumen Lejia Grs. Lejia (1) / Grs. Lejia (2)
Volumen Agua de Mar Volumen Total - Volumen Lejia
Sosa (Grs. Quistes * 15) / 100

En el momento en el que se deje de observar el cambio de color general de marrén a naranja y
que ya no aumente la temperatura, podremos saber que la reaccion estd en su fase final y que
probablemente el corion de los quistes esté completamente disuelto en la mayoria de ellos. Una vez
llegados a este punto, se procede a realizar un copioso lavado con agua dulce. Serad necesario lavar los
embriones hasta que ya no se perciba ningun olor a cloro en el recipiente. Cabe destacar que existe un
tratamiento de desactivacion de los residuos del cloro activo que pueda haberse quedado sobre los
quistes descapsulados y que no se puedan limpiar mediante el agua del lavado. Es por esto que se
podrian bafiar los quistes descapsulados durante menos de 1 minuto en acido clorhidrico (0’1N), acido
acético (0'1N) o tiosulfato (0’1%). Posteriormente al bafio de desactivacidén se lavaron con abundante
agua dulce los quistes.

Una vez finalizado todo el proceso de descapsulacion, los quistes hidratados y sin corion ya
podrian ponerse a incubar bajo pardmetros controlados (apartado 2.2.2 — sin descapsular), o si no fuese
el caso, podrian almacenarse en un frigorifico entre 0°C - 4°C durante maximo una semana. Si se desea
almacenar los quistes durante un periodo de tiempo mayor que una semana, habria que deshidratarlos.
Esto se consigue mediante la inmersion de los quistes en una salmuera saturada de sal (150 - 200g/L),
aunque hay autores que sefialan cantidades de hasta 330g/L. Con esto se consigue reducir el agua
celular del quiste hasta un 16 — 20%, lo que le conferird unos meses de duracién en cuanto a la eficiencia
de eclosidn, siempre que se almacene a una temperatura de entre 0°C —4°C.

2.2.3. Calidad de eclosion de quistes descapsulados vs. no
descapsulados

El calculo de estos parametros da una idea del estado de viabilidad de los quistes con los que se
esta trabajando. Entre estos encontramos el porcentaje de eclosidn, el cual consiste en la determinacion
del nimero de nauplios que se pueden producir a partir de 100 quistes bajo condiciones de eclosidn
estandar, y la tasa de eclosidon que nos indica el periodo de tiempo en el que se produce una eclosién
total desde el inicio del proceso de eclosién hasta la liberacion de los nauplios, en un numero de
intervalos de tiempo. Por otro lado, también se determin¢ la eficiencia de eclosidn, la cual consiste en
determinar el nimero de nauplios que se pueden obtener a partir de un gramo de quistes. Ademas, se
discrimind entre quistes descapsulados y sin descapsular, para poder observar si existian cambios en los
porcentajes y tasas de eclosion que se pudieran dar a causa del proceso de descapsulacidn.

Para determina la calidad de la eclosidon de quistes descapsulados y no descapsulados de A.
franciscana se separaron individualmente quistes de ambos tipos, hidratados previamente, en pocillos
de una placa multipocillo de 96 pocillos con agua de mar, y se cubrieron con un parafilm perforado para
evitar que la evaporacién y permitir un minimo intercambio de aire entre los pocillos y la atmosfera,
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para que el oxigeno no fuera un factor limitante en el proceso de eclosion. La placa multipocillo se
incubd en una cdmara a 28°C durante 40h, observandose el proceso de eclosidn a partir de las 14 horas
de incubacion cada dos horas, para determinar cuantos nauplios iban naciendo y asi poder determinar
cual era el periodo 6ptimo de eclosidn de los quistes. Cada vez que se observaba la placa se renovaba el
parafilm.

2.2.4. Cultivo de Artemia

Los cultivos de Artemia se realizaron en agua de mar en recipientes cilindrocdnicos de diferente
volumen dotados de aireacion por burbujeo de aire para facilitar la distribucion del medio y el aporte de
oxigeno. La temperatura (24°C-29°C) y el fotoperiodo utilizados en los cultivos fueron ambientales
propios de la época estival.

Los cultivos de Artemia se iniciaron con la siembra de una densidad conocida de nauplios, ya
que ésta influye directamente en la supervivencia y desarrollo de los individuos. Esta se estimé a partir
de muestras de nauplios concentradas en una probeta de 1L y distribuidas uniformemente con ayuda de
aireacion. Para calcular la densidad (n2 de nauplios/mL) se procedié a la toma de 4 sub-muestras de
250uL (evitando coger burbujas de aire), que se depositaron cada una en un pocillo de 3ml de una placa
multipocillo. A continuacidn, se afiadid un poco mas de agua de mar para diluir la muestra de nauplios y
unas gotas de cloroformo diluido para anestesiarlos. Seguidamente, se procedio al contaje del nimero
de nauplios en cada pocillo con la ayuda de una cuadricula de plastico ubicada debajo de la placa para
separar la base del pocillo en secciones y facilitando el trabajo. Una vez contados los nauplios, se
procedié a calcular la media del n? nauplios/0’25mL (250uL), y con una regla de tres sencilla se
determina el n? nauplios/mL. Para determinar el volumen necesario de siembra en los recipientes de
cultivo, el cdlculo se realizé mediante la férmula:

Concentracion 1 x Volumen 1 = Concentracion 2 x Volumen 2

Donde C1 se sustituiria por el valor de la densidad requerida en el cultivo (en nuestro caso 10
nauplios/mL), V1 se reemplazara por el volumen final de cultivo (p.ej. 40L) y C2 se sustituira por la
densidad de nauplios que haya en la probeta de inéculo de 1L del que se extrae la semilla para la
siembra. Por tanto, el término a despejar es la V2, que corresponde al volumen que hay que coger de
dicha probeta de 1L.

Dependiendo de la finalidad del cultivo de Artemia y de las instalaciones de las que se
dispongan seran recomendables unas u otras densidades de siembra. Estudios previos realizados por
diversos estudiantes con estancias en el IATS indican que para una produccion de biomasa de Artemia
en volumenes de hasta 80L con una renovacion del medio del 50% cada 3 dias, se recomienda una
densidad de siembra aproximada de unos 10 nauplios/mL. Ademas, como se ha observado durante el
transcurso de los ensayos realizados, la densidad de cultivo debe disminuirse con el crecimiento de la
poblacién para evitar mortalidad y favorecer un mayor crecimiento. De forma general, los cultivos de
Artemia se indicaron siempre con una densidad de 10 nauplios/mL, reduciendo la densidad a 5
nauplios/mL a los 3 dias. Este procedimiento permitié llegar al final del proceso de engorde (15 dias)
hasta unas densidades de 0’2 individuos/mL.

Se probaron diferentes volimenes de cultivo (3, 20, 40 y 80L) en los tubos cilindrocdnicos de
metacrilato para determinar si existia una influencia directa del volumen en el desarrollo de la
poblacidon, y también quiso determinarse si existian diferencias en el crecimiento por usar dos tipos de
tanques distintos, uno tubo cilindrocénico de metacrilato transparente de 80L y un tanque troncocdnico
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de fibra de vidrio de 60L completamente opaco. Ademas, para el testeo inicial de los alimento a utilizar
convenia el uso de recipientes pequefios para no malgastar materiales.

2.2.5. Dietas utilizadas en el cultivo de Artemia

Para el cultivo de Artemia se utilizaron y compararon diferentes especies de microalgas vivas,
congeladas o inertes disponibles comercialmente o producidas en las instalaciones del IATS, para ver el
efecto sobre el crecimiento y la supervivencia de los animales. Las dietas utilizadas en los ensayos
fueron Tetraselmis suecica (microalga viva y congelada), Isochrysis galbana (microalga viva),
Nannochloropsis sp. (microalga viva) y Chlorella sp. liofilizada.

Figura 2.3. Cilindros de cultivo de A. franciscana alimentados con: de izquierda a derecha, liofilizado de
Chlorella sp., pasta concentrada de Nannochloropsis sp., Tetraselmis suecica viva y congelada.

Para la determinacion de la densidad celular de T. suecica e I. galbana viva se prepararon dos
diluciones (1:2 y/o 1:10) del cultivo de microalgas con agua de mar segun la concentracion del mismo, y
a las cuales se les afiadian dos gotas de lugol para fijar las células. A continuacidn, y mediante el uso de
una camara Neubauer, se determind el niumero de células con el fin de calcular el volumen de
microalgas necesario para alimentar los cultivos de Artemia. Para T. suecica la densidad final se ajusto
entre 200.000-300.000 cel./mL, mientras que para I. galbana fue de 1.000.000 cel./mL debido a su
menor tamafio.

La férmula utilizada para determinar la concentracion de cel./mL fue:

[cel./mL] = (N%cel.x 10000 x Fact. Diluc.)/4

En el caso de Tetraselmis sp. congelada (Mc Algae Ice Tetraselmis — KF IBER FROST), se
determind la concentracidon de microalga por mL a partir de las especificaciones del producto (2-109
cel./g), es decir, que diluir 4g/40mL resultd en una concentracion de 2108 cel./mL. A partir de este valor
se determind que eran necesarios 30mL de esta disolucidon para obtener una cantidad de 300.000
cel./mL en el volumen final de 20L.

23



En cuanto al liofilizado de Chlorella sp. (w3 Algae — BERNAQUA), la concentracién del producto
para el cultivo de Artemia se estimé de dos maneras. En el primer caso, se diluyeron 0'604gen 2,4,5y
6L hasta obtener una turbidez en medio de cultivo similar a la obtenida T. suecica a 300.000 cel./mL. La
turbidez que mas se acercaba fue la dilucion de 0’6g/6L (0’1g/L). En el segundo caso, se determind la
concentracion del producto liofilizado a partir de 0’6-1g por cada millén de rotiferos, segun la
recomendacidn del fabricante, y a partir de este valor y considerando una densidad de cultivo fija de 10
nauplios/mL en un volumen de 100L se estimd la cantidad de 1g/dia; a continuacidn, se calculé la
cantidad de liofilizado necesaria para alimentar los cultivo de Artemia en 0’01g/L y dia para un volumen
de 20L, valor que se multiplicé por 3 para asegurar la cantidad de alimento necesaria para mantener a
los animales durante 3 dias, coincidiendo con la renovacion del medio.

La densidad de Nannochloropsis sp. viva (Mc Algae Phyto-Green Paste Nannochloropsis — KF
IBER FROST) utilizada en los cultivos de Artemia se estimé a partir de las especificaciones de peso del
producto (1’2-1011 cel./g), calculdndose los gramos de producto necesario para tener una densidad de
entre 250.000-300.000 cel./mL en el medio.

2.2.6. Crecimiento y Supervivencia

Para controlar el estado de crecimiento de la poblacidn en los tubos de cultivo se deben realizar
controles de talla y supervivencia periddicos cada 3 — 4 dias. Dependiendo del momento en que
muestreemos, habrd que tener en cuenta la densidad a la que se encuentra el cultivo para extraer un
volumen determinado con una cantidad representativa de individuos, a los 3 (T3) y 6 (T6) dias de cultivo.
Los primeros periodos T3 y T6, se cogid un volumen total de 25mL para el control de supervivencia y de
talla, y en los periodos posteriores (T10, T13, T16, etc...), se tomaron muestras de 250mL para los
recuentos. Estos volumenes se dividian en alicuotas mas pequefios repartidas en una placa multipocillo
para facilitar los recuento de los animales una vez anestesiados con una solucién de agua con
cloroformo. Con esto fue posible determina la densidad de cultivo (n? individuos/mL) y estimar la

supervivencia del mismo.

Para el control de crecimiento, se midieron entre 20-30 individuos elegidos al azar. La talla se
determind a partir de las imagenes tomadas con ayuda de una lupa binocular Leica Biosystems modelo
MZ6 con una camara incorporada, y posteriormente éstas se procesaron con el programa “Imaje J” para
obtener las medidas en milimetros de cada uno de los individuos.

2.2.7. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico, se procesaron los datos de manera que se pudiese comparar la
influencia que cada uno de los factores analizados (temperatura, volumen y alimento) sobre el
crecimiento de Artemia. Para ello se realizaron andlisis de la varianza mediante un ANOVA de un factor
para todas aquellas pruebas con mas de dos grupos experimentales, tras comprobar la homogeneidad
de las varianzas con el test de Levene, seguido de un analisis post hoc de HSD Tukey. En el caso de
varianzas heterogéneas se utilizo la correccion de Brown-Forsythe en el ANOVA y el test post hoc de
Games-Howell. Para los conjuntos de analisis de dos Unicos grupos se realizé el andlisis del Test T de
student. El nivel de significacidn se establecid en p < 0’05.
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2.2.8. Recoleccion de Biomasa

Una vez finalizado el periodo de cultivo estipulado de dos semanas, se recolectaron los
ejemplares de Artemia de cada uno de los ensayos realizados con diferentes volimenes de manera
independiente con ayuda de una malla de 600um de luz. Una vez concentradas las muestras de Artemia
en la malla, se lavaron con la manguera para intentar retirar al maximo los detritos que pudiese habery
se resuspendieron en cubetas de pldstico en agua de mar filtrada a las que se les afiadia un aireador
para garantizar una minima circulacion del agua.

Posteriormente, con una malla previamente tarada en la balanza, se volvieron a concentrar las
muestras de biomasa y se lavaron con agua destilada para eliminar restos de sal. A continuacion, se
elimind el exceso de agua de éstas con ayuda de papel secante antes de pesarlas.

Por ultimo, para determinar el desarrollo de la poblacion se tomd una muestra al azar de unos
200 individuos de los cuales se clasificaron 100 segun su fase de desarrollo, distinguiendo entre:
metanauplios, si conservaban las dos setas naupliares; juveniles, si presentaban una morfologia de
adulto pero sin desarrollo gonadal; y adultos cuando ya empezaban a presentar las tipicas caracteristicas
sexuales de los adultos (desarrollo del ovisaco y oviductos en hembras e hipertrofia del primer par de
apéndices de los machos).

Una vez finalizados las fases de crecimiento y determinada la biomasa producida, se procedid a
probar diferentes métodos de conservacidon y almacenaje dependiendo de si la presentacion del
producto final era en vivo o congelado.

Para el envasado en vivo, se comprobd si los individuos adultos eran capaces de sobrevivir
varios dias en uno frascos para cultivos celulares parcialmente cerrados. Para ello se utilizaron 4 frascos
a los que se les afiadiéd 50mL de agua verde (T. suecica a una concentracion de 300.000 cel./mL) y 50 y
100 individuos por frasco. Estos se mantuvieron a temperatura ambiente (26°C - 282C) y en oscuridad o
con fotoperiodo natural.

Figura 2.4. Frascos de cultivo con 50mL de agua verde (T. suecica a 300.000 cel./mL)y
con 50 y 100 individuos adultos de A. franciscana.

Para la presentacién de biomasa congelada también se probaron diferentes formatos de
congelacién, y se compararon con los que actualmente se comercializan en forma de daditos de unos
2’5g de biomasa adulta a modo de “tableta de chocolate” con un peso neto de 100g, o como tabletas de
500g. Se probd la congelacion a -20°Cy a -80°C y diversos recipientes.

En el congelador de -20°C se probd una primera prueba en una cubitera con 4 daditos de
biomasa de Artemia de aproximadamente 2'3g cada uno (Imagen A). Estas se recogieron con una
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cucharilla metdlica de una malla donde se concentraron previamente y se depositaron en un trozo de
papel de aluminio ubicado en el dadito de la cubitera. En las siguientes pruebas se utilizdé para congelar:
eppendorfs (aprox. 1’5g de biomasa cada uno), cubitera (aprox. 3g de biomasa cada uno, Imagen E), caja
cuadrada (aprox. 60g de biomasa, Imagen B), placa multipocillo (aprox. 1’5g de biomasa cada uno,
Imagen F) y tubo tipo Falcén (aprox. 15g de biomasa, Imagen D). Para concentrar, lavar con agua
destilada y recoger la biomasa de Artemia se utilizé una pequeiia maya (Imagen C).

Al haber poca disponibilidad de espacio en el congelador de -80°C, solo se pudo realizar la
prueba de congelacién de biomasa en eppendorf (aprox. 1'5g de biomasa cada uno), utilizando la misma
metodologia para concentrar, lavar y recoger la biomasa de Artemia descrita anteriormente.

D E

Figura 2.5. Pruebas de congelacién a -20°C: A) Biomasa de Artemia en cubitera , B) Placa de 60g de biomasa de Artemia, C)
Concentracion de biomasa de Artemia, D) tubo tipo Falcon con 15g de biomasa de Artemia, E) Biomasa de Artemia en cubitera
concentrada con el método de mallay F) Biomasa de Artemia en placa multipocillo.

2.3. Estudio econdmico

Para la elaboracién del estudio econdmico se llevé a cabo el disefio de una hoja de célculo en la
que se hizo figurar la mayoria de gastos que cabria esperar en el caso de la apertura de una empresa
especializada en la produccion biomasa de Artemia viva como alimento para la acuariofilia.

En primer lugar, se hizo un supuesto en el que se valoraba la adquisicion de un terreno en el
que se construiria la nave industrial para llevar a cabo todo el proceso de produccién. Esta parte de obra
civil engloba la adquisicion de la parcela, la construccién de la nave y el cerramiento del terreno, la
instalacion de las tomas de agua y depdsitos de agua, la urbanizacion del recinto (caminos, canales de
salida...), la instalacidn de toda la infraestructura necesaria de tuberias, filtros, bombas, etc... Al final del
listado de gastos de la obra civil, figura la inversidon total de la obra y la amortizacidn a 25 afios vista
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correspondiente. Ademas, se muestra el precio de alquiler de una nave ya equipada para la produccion,
ya que se realiza el estudio con el supuesto de alquilar las instalaciones del instituto de Acuicultura
Torre la Sal (IATS) del CSIC en la que se han realizado todos los experimentos de este trabajo.

A continuacién, se muestra un listado con todos los materiales y equipos necesario para la
produccion de biomasa de Artemia viva adulta, dividido en sub-apartados en los que figuran: materiales
de uso general, material volumétrico, materiales para el manejo de liquidos, filtros de separacion y
concentracion, elementos de montaje e instrumental, materiales de microbiologia y patologia,
microscopios y estereomicroscopios, frascos y recipientes para muestras, centrifugacion y tubos de
ensayo, balanzas, termostatos, instrumentos de medida y técnicas instrumentales, materiales de
seguridad e higiene, mobiliario, reactivos y productos quimicos, equipos eléctricos y tanques. Todos
estos materiales y equipos figuran con sus correspondientes cantidades y precios; pero continuando con
el supuesto antes nombrado de alquilar las instalaciones del IATS y su equipamiento, solo habria que
realizar gastos en los apartados de reactivos y productos quimicos, y los pocos consumibles que puedan
encontrarse en los diversos apartados. Todos los precios se obtuvieron del catdlogo LabBox 2018 y otros
catdlogos y paginas en linea en internet.

En caso de no contar con la infraestructura (instalaciones y equipamiento) del IATS seria
necesario invertir para crear la empresa de cero (obra civil + equipos), o para equipar una nave ya
construida, para alquilar una nave ya equipada sin laboratorio y para alquilar una nave equipada y con
laboratorio, yendo estos precios acompaiiados de sus correspondientes amortizaciones. En el caso de
tener que realizar la obra civil, se incluyen los costes de contratacién del arquitecto, gastos en tasa,
licencias, permisos, gastos de direccién de la obra...

Por ultimo, se calcularon los costes de produccion aproximados para el cultivo de biomasa de
Artemia adulta. Para ello, en primer lugar se calculd el gasto que conlleva el personal técnico, tanto el
coste en bruto como en neto, considerando la necesidad de 2 técnicos, un jefe de produccién y un jefe
de ventas. También se tuvieron en cuenta los costes de las materias primas necesarias como pueden ser
los quistes, los fertilizantes para el cultivo de fitoplancton, uso de agua o los productos quimicos.
Ademas, en estos costes de produccion se incluyen las amortizaciones calculadas en los presupuestos vy,
aparte de esto, se calculan los gastos eléctricos y de seguros.

De esta manera se obtienen unos costes de produccién anual, que permite la determinacion del
coste que tiene la produccidon de 1Kg de biomasa de Artemia adulta, y por ende el precio aproximado
que este podria tener en el mercado para poder obtener beneficios.

3. Resultados

3.1. Prospeccion de mercado

La encuesta realizada durante el transcurso de un mes y medio con un total de 122
participantes en su mayoria relacionado con el sector de la acuariofilia de todo el territorio espafiol.

El 90'9% de los encuestados poseen acuarios recreativos y un 5'7% son también encargados de
acuarios de exposicion, ademas un 26'2% de estos también dedican su tiempo a la cria de diferentes
especies tanto marinas como dulceacuicolas, y un 7’4% del total se dedican a la venta a nivel particular o
de grandes superficies. En cuanto a la alimentacion que estos usuarios requieren para el
mantenimiento de sus acuarios, se puede observar una clara tendencia hacia los piensos extrusionados
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(granulados) y hacia los organismos “vivos” congelados, acumulando estos un 62’3% y un 63’1% de los
encuestados respectivamente. Ademas, un 38'5% de los encuestados necesitan alimento vivo “sensu
stricto”. También se ha visto que un 32’8% acopla alguno de estos alimentos con el pienso laminado, y
que en otros casos, ademas se ofrece a los peces productos liofilizados (14'8%) y huevas o quistes de
organismos vivos (12'3%). Por ultimo, también hay encuestados que producen sus propias papillas
caseras (7'32%) con materias primas vegetales, mejillones, etc... A la hora de adquirir todos estos
alimentos, el 86’1% tiene una mayor tendencia a fijarse en la calidad del producto que estan comprando
0 a una relacion calidad/precio que les convenga dependiendo del contenido del mismo. Por ultimo, el
27'9% y el 27% de los encuestados se fijan en el precio y el contenido respectivamente y un 11'4% se
fijan en la marca que estan adquiriendo.

También se preguntd a los encuestados la cantidad de alimento en vivo o congelado que
utilizaban semanalmente, y la cantidad de alimento vivo que creen que consumirian semanalmente si
hubiese un suministro constante de Artemia viva o congelada, resultando en que entre el total de estos
se hace un consumo aproximado de 15Kg de alimento congelado y vivo, sin tener en cuenta los piensos,
y que estarian dispuestos a consumir un total de unos 7Kg semanalmente de Artemia viva para el
mantenimiento de sus acuarios. También se quiso saber de manera orientativa el gasto semanal,
coincidiendo el 74’6% en que el coste de la adquisicién de sus productos fuera menor a 10€ semanales,
luego un 17°2% gastan entre 10 y 25€, un 2’5% entre 25 y 50€, y por ultimo hubo dos respuestas (1'6%)
con un coste superior a 100€ semanales, con lo que podemos deducir que estas dos respuestas
pertenecen a dos grandes acuarios o tiendas de animales. Con esto se quiso determinar si los
potenciales clientes estaban satisfechos con el tipo de alimento que utilizan, con lo que se pudo
observar que el 41’8% de los encuestados estaban muy satisfechos con los productos utilizados, y que
un 57’4% estaban satisfechos, pero creian que podria haber mejores productos para sus peces. Es por
este motivo que también se les pregunto si estarian dispuestos a desembolsar un precio ligeramente
superior al que ya “pagan”, por un producto de mayor calidad. Se obtuvo que un 82% de los
encuestados si estaban dispuestos, mientras que el 18% restantes no lo estaban.

Por otro lado, el 63'1% de los participantes adquirian el alimento para sus acuarios
directamente en tiendas de animales, pero un 13'9% y un 10°7% lo hacian en internet en paginas web
especializadas y en empresas dedicadas a la venta de este tipo de producto para peces,
respectivamente. Ademds, un 3'3% de los encuestados lo obtenian de la compra a particulares con
instalaciones caseras propias. Sabiendo esto, se les preguntd si estarian dispuestos a participar en una
red de distribucion de la Artemia viva, y en caso afirmativo, qué plataforma creian que seria la mejor
para ponerla en funcionamiento. Se obtuvo que un 49'2% de los participantes estarian dispuestos a
participar como compradores finales, un 23% también como intermediarios para la venta al publico, y el
27% restante no vieron factible unirse a una red de distribucion. Por otro lado, hubo mas discrepancias
en las respuestas de la plataforma a utilizar, obteniéndose que un 31’4% de los encuestados pensaba
que la mejor manera es creando una pagina web especializada, pero también hubo un 24’8% que penso
que en tiendas de animales seria la mejor manera, y un 20°7% que un grupo de alguna aplicacién de
mensajeria instantanea (whatsapp, telegram...) seria la mejor opciéon. También hubo un 10°7% que
pensaron que el grupo de Facebook seria una buena opcidn, y un 5’'8% y un 3’3% sugirieron que una app
especializada o un correo via email podrian ser buenas opciones respectivamente. Por ultimo, un 3'3%
sugirid el uso de todas las opciones para maximizar y facilitarle al comprador el trabajo.

Por ultimo, se quiso saber el estado de conocimiento general que podia haber alrededor del
alimento vivo y Artemia viva enriquecida, con lo que se preguntd el grado de conocimiento sobre la
posibilidad del uso de alimento vivo (Artemia, copépodos, rotiferos...) para los peces y si pensaban que
este era beneficioso para ellos, obteniéndose un 97'5% de respuestas positivas. También se pregunté si
tenian noticia de la posibilidad de adquirir Artemia viva enriquecida como fuente de alimento y que, si
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estaban dispuestos a adquirirla comercialmente en vez de producirla con instalaciones caseras, con lo
que se obtuvo un 83’6% de respuestas positivas.

3.2. Estudios de produccion de biomasa adulta de
Artemia

Durante el transcurso de los ensayos se determinaron las tallas de varios individuos de Artemia
a diferentes edades (20-30 por cultivo y edad) para poder determinar cudl seria la mejor dieta y
volumen para optimizar al maximo el cultivo intensivo de biomasa de Artemia. Para ello se realizaron
una serie de comparaciones de las diferentes tallas obtenidas en cada tipo de cultivo, ademas de
controlarse las supervivencias de cada cultivo y las eficiencias de eclosidn de los quistes utilizados. Todas
estas comparaciones y controles de supervivencia y eficiencia de eclosidon se muestran a continuacion:

Comparaciones del rendimiento de las dietas en volumenes de cultivo de 3y 20 L

En las figuras 3.1, 3.2 y 3.3 se presentan las tallas de A. franciscana en funcién de la
temperatura y la dieta utilizada para un volumen de cultivo de 3L. El crecimiento fue significativamente
(p<0’05) mayor en la poblacién cultivada a 28°C, independientemente de la dieta suministrada (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Efecto de la temperatura (24°C y 28°C) sobre la talla (mm) de los ejemplares A. franciscana alimentados
con diferentes dietas y cultivados en 3L.

Para cada temperatura ensayada, el crecimiento de la poblacién presentd diferencias
significativas (p<0’05) dependiendo de la dieta tras 10 dias de cultivo (Fig. 3.2 y 3.3), siendo mayor la
talla en los cultivos alimentados con T. suecica viva en comparacion con los alimentados con microalga
liofilizada de Chlorella sp. y la pasta concentrada de Nannochloropsis sp., encontrandose la talla mas
pequeiia en el cultivo alimentado con la pasta concentrada de Nannochloropsis sp.. En cuanto a la
supervivencia, el porcentaje mas elevado se obtuvo con el cultivo alimentado con T. suecica con un
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61'72%, mientras que los cultivos alimentados con microalga liofilizada de Chlorella sp. y la pasta
concentrada de Nannochloropsis sp. la mortalidad fue del 100% tras 10 dias (ver tabla 3.3)
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Figura 3.2. Talla (mm) de los ejemplares de A. franciscana para cada alimento (1 = Liofilizado de
Chlorella sp., 2 = Pasta concentrada de Nannochloropsis sp., 3 = Tetraselmis suecica) y periodo de
muestreo (3 dias, 6 dias y 10 dias) a 24°C.

La talla de los individuos cultivados a 24°C (Fig. 3.2) presentaron diferencias significativas
(p<0’05) con respecto a la dieta. El crecimiento fue mayor en los cultivos alimentados con el microalga
viva T. suecica, mostrando una talla media de 2°493mm a los 10 dias. En cuanto a las supervivencias de
los cultivos, aquellos que fueron alimentados con la microalga liofilizada de Chlorella sp. y la pasta
concentrada de Nannochloropsis sp. a los tres dias mostraban un 60% y un 58'66% respectivamente,
pero entre los 6 y los 10 dias de cultivo experimentaron un aumento de la mortalidad hasta llegar cerca
del 100%. En cambio, la supervivencia observada en los cultivos de T. suecica fueron de un 61°'72%.

Por otro lado, la talla de los individuos cultivados a 28°C (Fig. 3.3) presentaron diferencias
significativas (p<0’05) en funcién de la dieta. El crecimiento fue mayor en los cultivos alimentados con
las microalgas vivas de T. suecica e I. galbana, mostrando una talla mayor la poblacién alimentada con T.
suecica con una valor medio de 2’814mm. En cuanto a las supervivencias de los cultivos, estas fueron
muy dispares. Los cultivos alimentados con microalga liofilizada de Chlorella sp. y la pasta concentrada
de Nannochloropsis sp. a los 3 dias apenas alcanzaban el 21’8% y 1'6% respectivamente, y las algas vivas
T. suecica e I. galbana presentaban supervivencias de 22’5% y 56'24% a los 9 y 10 dias respectivamente.
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Figura 3.3. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada alimento (1 = Liofilizado de Chlorella
sp., 2 = Pasta concentrada de Nannochloropsis sp., 3 = Tetraselmis suecica, 4 = Isochrysis galbana) y periodo 30

de muestreo (1, 3, 6, 9 y 10 dias) a 28°C.



En la figura 3.4 se presentan las tallas de A. franciscana en funcién de las dietas suministradas a
los cultivos con un volumen final de 20L y a temperatura ambiente (24°C-28°C). El crecimiento fue
significativamente (p<0’05) mayor en las poblaciones alimentadas con el microalga viva T. suecica y el
concentrado de Tetraselmis sp. congelado, las cuales presentaban unas tallas de 4’263 y 4'264mm a los
17 dias. Los cultivos que fueron alimentados con liofilizado de Chlorella sp. y la pasta concentrada de
Nannochloropsis sp. alcanzaron unas tallas de 1’052 y 0°933mm al cabo de 7 dias. En cuanto a las
supervivencias observadas, estos dos ultimos cultivos presentaron, a los 7 dias, unas supervivencias de
14’96% y 16% respectivamente y alcanzaron una mortalidad del 100% a los 10 dias. Los cultivos
alimentados con T. suecica finalizaron con una supervivencia del 2'62% a los 17 dias, mientras que los
alimentados con el concentrado de Tetraselmis sp. congelado presentaron unas supervivencias de 2'32%
alos 14 diasy 0'64% a los 17.
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Figura 3.4. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada periodo de muestreo (3, 7, 10, 13 y 17 dias) y
para cada alimento (1 = Liofilizado de Chlorella sp., 2 = Pasta concentrada de Nannochloropsis sp., 3 = Tetraselmis
suecica y 4 = Concentrado de Tetraselmis sp. congelada) a un volumen final de 20L y temperatura ambiente de entre
24°Cy 28°C.

Por otro lado, se quiso probar si disminuir la densidad de las poblaciones durante el cultivo
provocaba algun tipo de efecto sobre el crecimiento de Artemia, por lo que los cultivos se realizaron
todos por duplicado. La mitad de los cultivos se iniciaron con 10L y se desdoblaron a 20L a los 3 dias
disminuyendo la densidad de la poblacién de 10 a 5 nauplios/mL, mientras que la otra mitad empezé el
cultivo directamente a 20L con una densidad de 5 nauplios/mL. No se pudieron observar diferencias
significativas (p>0’05) entre los dos tipos de cultivo, la Unica diferencia observada fue un aumento en la
dispersion de tallas en los cultivos con desdoble (Fig. 3.5).
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Comparacion del rendimiento de las dietas en volumenes de cultivo de 40L

Los ensayos previos nos permitieron eliminar del disefio experimental los alimento con menor
eficiencia para la produccién de biomasa de Artemia, por lo que se decidid dejar de utilizar la microalga
liofilizada de Chlorella sp., la pasta concentrada de Nannochloropsis sp. y el concentrado de Tetraselmis
congelado.

A continuacién (Fig. 3.6) se observaron los rendimientos de las dos mejores dietas ensayadas
(T. suecica e I. galbana) en cultivos de 40L de volumen y a temperatura ambiente (26°C-28°C). Se
observaron claras diferencias significativas (p<0’05) en los crecimientos de las dos poblaciones. Para la
poblacién alimentada con T. suecica se obtuvo una talla media de 4’611mm y una supervivencia que se
estabilizd en 2'62% a los 17 dias. En cambio, el cultivo con I. galbana presentd una supervivencia de
16’4% a los 6 dias, la cual cayd practicamente a 0% durante los 3 dias siguientes (0'03325% a los 10 dia),
debido a eso la talla media fue de 3’143mm a los 130 dias y aumento hasta 7°237mm a los 13 dias, ya
que los pocos individuos que quedaron no competian entre ellos.
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Figura 3.6. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada edad (3, 6, 10, 13 y 17 dias) y para cada alimento (T.

suecica e I. galbana) cultivados en 40L.

Comparacion del rendimiento de T. suecica en voluimenes de cultivo de 40, 60 y 80L

Con los resultados del ensayo anterior se decidié elegir la dieta a base de T. suecica como
alimento para la produccién intensiva de biomasa de Artemia. A continuacion, se quiso ver si el
aumento del volumen de cultivo provocaba un aumento acorde del crecimiento de los individuos de las
poblaciones, para lo que se realizaron 3 cultivos con volimenes crecientes de 40, 60 y 80L a
temperatura ambiente (26°C-29°C) y al que se le renovaba el 50% del medio de cultivo cada 3 dias.

Las tallas obtenidas en los cultivos realizados resultaron en no presentar diferencias
significativas (p>0'05) entre ellas, siendo estos valores de 4’611, 6’717 y 6’746mm para los volimenes
de 40, 60 y 80L respectivamente (Fig. 3.7). Ademas, se pudo observar claramente que a mayor volumen
se encuentra una mayor dispersién de tallas a los 10 dias, ya que es en esta fecha en la que los tres
medios llegan a una supervivencia medianamente estable. Las supervivencias en el dia 10 del cultivo
para los volumenes de 40, 60 y 80L eran de 3'76%, 9'16% y 3'44% respectivamente, las cuales
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disminuyeron minimamente a lo largo de los 7 dias posteriores, alcanzando supervivencias finales de
2'62%,2'7% y 2'2% a los 17 dias.
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Figura 3.7. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada edad (3, 6, 10, 13 y 17 dias) y para cada volumen de
cultivo (40, 60 y 80L), alimentados con T. suecica.

También se quiso determinar la biomasa de Artemia producida durante los ensayos, resultando
en 24’7,37’1 y 52’1g de menor a mayor volumen de cultivo, y el estado de madurez que presentaban las
poblaciones en cultivo (Tabla 3.1), lo que parece mostrar que un volumen creciente de cultivo provoca

que las poblaciones maduren con una mayor velocidad para un mismo periodo de crecimiento de 17
dias.

Tabla 3.1. Estado de madurez de las poblaciones de A. franciscana cultivadas en volimenes a 40,60 y 80L.

Estado de madurez de la poblacion
Volumen Metanauplios Juveniles Adultos
40L 0 78 23
60L 0 58 44
80L 0 49 53

Comparacion del rendimiento de T. suecica en 3 ensayos con un volumen de cultivo de 80L

Con los resultados obtenidos en el ensayo anterior se eligid el cilindro de 80L alimentado con T.
suecica como la estrategia mds eficiente para la produccién de biomasa de Artemia con fines
comerciales. Por esto se decidié realizar 2 réplicas del cultivo a 80L para poder determinar la
repetitividad del proceso de produccién y complementar los datos de crecimiento obtenidos en el
ensayo anterior para este volumen.
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Figura 3.8. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada edad (3 y 6 dias) de las 3 réplicas
cultivadas en 80L.

En la figura 3.8 se pueden observar las tallas hasta los 6 dias de las 3 réplicas (1A, 2A y 3A),
siendo las dos primeras (1A y 2A) significativamente diferentes (p<0’05) con respecto a la tercera réplica
(3A). Las tallas medias que se obtuvieron fueron de 1’817, 1’439 y 1’564mm respectivamente. En cuanto
a la supervivencia, el cultivo de la réplica 2A sufri6 una mortalidad del 100% a los 6 dias de haber
iniciado el cultivo, esto fue debido a un aumento brusco de la temperatura ambiental y es por lo que no
figura en el proximo analisis. En cuanto a los cultivos de las réplicas 1A y 3A presentaron unas
supervivencias de 6’'4% y 28'5%.

Por otro lado, se quiso ver el grado de similitud entre las tallas obtenidas en la primera (1A) y la
tercera (3A) réplica, con lo que se obtuvo que habia diferencias significativas (p<0’05) entre las tallas
medias de ambas réplicas. Las tallas medias observadas en las dos poblaciones fueron de 5432 y
4’836mm a los 13 dias. Estas diferencias podrian estar causadas por la mala calidad del fitoplancton T.
suecica durante el cultivo de la tercera (3A) réplica, debido a que la temperatura ambiental durante el
transcurso del ultimo cultivo era elevada (27°C-30°C) con lo que era complicado mantener buenas
poblaciones del microalga. En cuanto a las supervivencias observadas en cada uno de los cultivos, estas
fueron bastante similares, siendo la de la primera réplica (1A) de 2’2% a los 17 dias y la de la tercera (3A)
de 2'25% a los 13 dias.
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Figura 3.9. Talla (mm) de los individuos de A. franciscana para cada edad (3, 6, 10, 13 y 17 dias)
pertenecientes a las réplicas 1A y 3A.
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Por ultimo, se determind el peso escurrido de la biomasa de Artemia producida durante el
cultivo, lo que resulto en la primera réplica (1A) en 52’9g y en la tercera (3A) en 33’04g de biomasa. Esto
pudo estar debido a las diferencias en la edad final de los cultivos, ya que la mala calidad del
fitoplancton obligd a retirar la réplica 3A a los 13 dias de cultivo. Ademas, se comprobd el estado de
madurez de las dos poblaciones (Tabla 3.2) donde se observa que la réplica 3A presentaba una

poblacidon mas joven que la 1A.

Tabla 3.2. Estado de madurez de la poblacion de A. franciscana cultivadas en diferentes ensayos en un volumen de

80L.
Estado de madurez de la poblacién
Réplica Metanauplios Juveniles Adultos
1A 0 49 53
3A 16 44 41
Supervivencia

Como ya se ha ido comentando en los apartados anteriores, se tomaron muestras para la

determinacién de la supervivencia en diferentes edades de cultivo lo que implico diferentes métodos de
muestreo dependiendo del tamarfio de los animales para obtener muestras relativamente significativas

de la muestra. Estos resultados han sido plasmados en las Tablas 3.3 y 3.4 mostradas a continuacion:

Tabla 3.3. Supervivencia de las poblaciones de A. franciscana alimentadas con diferentes dietas y cultivadasa 3y

20L.
Alimento
Volumen Te Edad | Chlorella | Nannochloropsis | Tetraselmis | Isochrysis | Tetraselmis
sp. sp. suecica galbana sp.
Congelada
3 60% 58'33% 100% - -
24¢ 6 - - - - -
10 0% 0% 61'72% - -
3L 3 21'3% 1'3% 33'8% 97'25% -
282 6 - - - 92’'75% -
9 - - - 56'25% -
10 - - 22'5% - -
3 34% 20% 20'25% 49'5% 82%
6 - - 11'4% 16'4% -
Te 7 14’96% 16% - 0'0332% 39'12%
20L ambiente 10 1'4% - 3'76% - 2'33%
13 - - 3'66% - -
14 0'0275% - - - 2'32%
17 - - 2'62% - 0'64%
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Tabla 3.4. Supervivencia de las poblaciones de A. franciscana cultivadas en volimenes de 40, 60 y 80L, y de los
tres ensayos en un volumen de 80L.

Alimentos
Volumen Periodo Tetraselmis suecica Isochrysis
galbana
3 20'25% 49'5%
6 11'4% 16'4%
40L 10 3'76% 0'03325%
13 3'66% -
17 2'62% -
3 36%
6 18'6%
60L 10 9'16%
13 4'2%
17 2'7%
3 35'5% 85% 92%
6 6'4% 53'2% 28'5%
8oL 10 3'44% - 32%
13 3'36% - 2'25%
17 2'2% - -
1A 2A 3A
Réplicas

De estas dos tablas se puede concluir que en los primeros 3-6 dias de cultivo es cuando mas
mortalidad hay, cayendo las poblaciones entre un 50 y un 80%. Ademas, se observa que estos cambios
de densidad poblacional suelen producirse durante la primera semana, llegando al dia 10 de cultivo con
una relativa estabilidad en la mortalidad, rondédndose el 2-4% de supervivencia, la cual disminuye

minimamente a partir de esta edad.

Porcentaje, Tasa y Eficiencia de eclosion

Se quiso ver el porcentaje de eclosidn de los quistes utilizados a lo largo de los experimentos, y
si el proceso de descapsulacion afectaba a dicho porcentaje de eclosién. Para esto se ubicaron quistes
sin corion y con corion individualmente en una placa multipocillo de 96 pocillos, y se observaba la
situacion de éstos cada ciertas horas, con lo que se pudo observar el porcentaje de eclosion y la

velocidad a la que estos eclosionaban.
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Figura 3.10. Porcentaje de eclosion de los quistes de A. franciscana descapsulados y sin descapsular
durante un periodo de 16 a 24 horas desde el inicio de la eclosion.
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En la Figura 3.10 se aprecia claramente que a partir de las 16 horas de incubacidn se obtiene,
en el caso de quistes descapsulados, un 30% de quistes eclosionados, mientras que en el caso de los
quistes sin descapsular, casi un 50% de eclosiones. Con estos datos y las observaciones realizadas
podemos saber que las eclosiones se inician antes de las 16 horas, pudiendo empezar a tener eclosiones
a partir de las 12 a 14 horas de haber iniciado la incubacién.

En cambio, en la Figura 3.11 podemos observar los resultados obtenidos con respecto al
porcentaje de eclosion de los quistes, tanto descapsulados como sin descapsular, durante un periodo de
26 a 48 hora de incubacién. Se puede observar claramente la supremacia de los quistes sin descapsular
sobre los descapsulados, pudiendo estar esto causado por los tiempos de reaccion quimica en el
proceso de descapsulacion, llegando a un porcentaje maximo de eclosién de 89'58% y 66'67%
respectivamente (Figura 3.11).

También se quiso calcular la tasa de eclosidén para poder ver la sincronia con que los quistes
eclosionan, dando como resultado T30, es decir, que los quistes de este stock comercial llegan al 50% de
la eclosién al cabo de 30 horas de haber iniciado el proceso. Por ultimo, se determind la eficiencia de
eclosién para compararla con la aportada por la ficha técnica de los quistes, obteniéndose un resultado
de 214.857 quistes/g peso, lo que resulta ligeramente inferior que lo especificado en la ficha del
producto (266.810 quistes/g peso).
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Figura 3.11. Porcentaje de eclosion de quistes de A. franciscana descapsulados y sin descapsular
durante un periodo de 26 a 48 horas después del inicio de la eclosién.

Almacenaje de Artemia

Como ya se ha mencionado con anterioridad, se realizaron distintas pruebas de almacenaje de
la biomasa de Artemia adulta, tanto en vivo como en congelado. En el caso del almacenaje en vivo, se
probaron uno frascos para cultivos celulares de 50mL con 1 y 2 individuos/mL en agua verde (250.000
cel./mL de T. suecica), resultando en una supervivencia del 100% a lo largo de los primeros 4 dias en
todos los casos. A partir del cuarto dia comenzé a haber mortalidad, mayormente en los frascos
presentes en fotoperiodo natural, los de oscuridad aguantaron 1 dia mas que el resto. Por otro lado,
también se probd a almacenarlas en vivo en recipientes de plastico de 8L, llenada a la mitad con agua
verde (250.000 cel./mL de T. suecica) y almacenada con el tapdn agujereado para permitir un minimo
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intercambio de aire. En este caso, los animales aguantaron entre 4 y 6 dias sin cambios bruscos en la
densidad poblacional.

En cuanto a las muestras de biomasa almacenadas en congelador, se utilizaron dos métodos de
concentracion de la biomasa de Artemia. En primer lugar, se intentd recoger la Artemia concentrada en
una malla mediante una cucharilla metalica, lo que resultd en un dafiado sistematico del cuerpo de los
animales, provocando que se partiesen y perdiesen su aspecto normal, lo que podria provocar cierto
rechazo por parte del publico al cual sera ofertada. Posteriormente se decidié concentrarlas en tamices
celulares y, mediante una pipeta, ubicar la masa correspondiente en el soporte utilizado para
congelacién, lo que mejord mucho el aspecto fisico de los individuos una vez se descongelaban.

Figura 3.12. Estado de la biomasa de A. franciscana Figura 3.13. Estado de la biomasa de Artemia congelada
congelada producida en el Instituto de Acuicultura comercializada por “Oceans Nutrititon”.
Torre la Sal (IATS-CSIC).

Aparte de esto, se adquirié un producto comercial producido por “Oceans Nutrition” en forma
de “tableta de chocolate”, la cual presenta un total de 100g de biomasa de Artemia congelada. Se llegd
a la conclusidn de que la mejor manera de comercializarla en el formato congelado seria utilizando éstas
laminas con daditos en la que se separa la Artemia en pequefias dosis de 2-3g. Ademas, se realizé una
comparacion del estado externo de los individuos descongelados entre este producto ya comercializado
y la Artemia congelada producida en el instituto, resultando en que la que era producida por el IATS
tenia mejor aspecto que la adquirida en una tienda de animales (Kiwoko). El aspecto de la Artemia
comprada se asemeja mucho al aspecto de la Artemia concentrada con la cucharilla metdlica, pero
presenta una dispersiéon de tallas practicamente inexistente y casi el 100% de los animales se
encuentran en estado adulto, en cambio, nuestra Artemia presenta cierta dispersién de talla y no todos
los individuos son adultos.
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3.3. Estudio econémico

Se realizd un estudio econdmico de costes de produccion y posibles inversiones teniendo en

cuenta diversos supuestos y condiciones. Para presupuestar la posible instalacion se propusieron 4

casos en los que habria diferentes montos de inversion para la apertura de la instalacion:

Tabla 3.5. Supuestos llevados a cabo en el estudio econémico.

Supuesto | Nave | Equipos Lab. Obra civil Amortizacion | Materialesy | Amortizacién
(25 afios) equipos (10 afios)
1 No No No 260.692'36 10.427°'69 51.911'21 4.325'93
2 Si No No 65.404'36 2.616'17 33.088'13 3.308'81
3 Si Si No 2000 - 5.665’60 566’56
4 Si Si Si 2000 - 782’32 78’23

En primer lugar, se supuso (supuesto 1) la necesidad de la construccién desde cero de la
instalacion entera, incluyendo la compra y el vallado del terreno, construccién de la nave, caminos de
acceso, canales de salida de agua, la toma de agua y el montaje de toda la instalacion incluyendo
tuberias, tanques de almacenaje y de produccién, bombas, filtros... Todos los gastos nombrados logran
alcanzar el valor de 260.692'36€, lo cual produce un gasto de amortizacidn anual a 25 afios vista de
10.427'69€. Ademas, a nivel de equipamiento de la instalacidn, se tuvo en cuenta la compra de todos los
equipos, materiales, reactivos y amueblado necesario para poner en marcha la instalacion, lo que
ascendio el precio en 51.911’21€ con su gasto de amortizacion anual a 10 afios vista de 4.325'93€.

En el segundo andlisis econdmico (supuesto 2) se supuso el alquiler de una nave industrial en la
cual habia que realizar las obras pertinentes para adaptarla a una instalacién de acuicultura y adquirir
una equipacion acorde. En este caso habria que realizar obras para instalar una entrada de agua, los
canales de salida, la instalacién para la circulacidn del agua... los que redujo el precio inicial hasta los
65.404'36€ con su amortizacion asociada de 2.616’17€. Ademas, como la nave no estd equipada y el
laboratorio tampoco habria que invertir en materiales y equipos, pero se decidid sustituir los tanques de
metacrilato por bolsas de plastico sujetadas por mallazo de obra, con lo que el precio anterior
descenderia a 33.088’13€ con su amortizacion asociada de 3.308'81¢€.

A continuacidn, se supuso (supuesto 3) el alquiler de una instalacidn de acuicultura en la que no
habia que realizar ninguna obra para adaptarla ni habia que adquirir equipos para la produccidn, la Unica
adquisicion serian los materiales de laboratorio y las materias primas para la produccion, lo que
reduciria el costo a 2.000€ de alquiler de la nave, mas la inversion para la compra de los materiales de
laboratorio que rondarian los 5.665’60€ con sus 566’56€ de amortizacion asociados. Esta es una de las
opciones mas econdmicas dentro de los supuestos realizados.

Por ultimo, se supuso (supuesto 4) que Unicamente era necesario el alquiler de la nave
mensualmente produciendo un gasto de 2.000€, ademas esta nave se encuentra totalmente equipada
para la produccion de la biomasa de Artemia y de los cultivos de fitoplancton, que ademas presenta un
laboratorio muy bien equipado en el que lo Unico que se necesita son los consumible y reactivos, lo que
reduce el coste a 782’32€ con su amortizacion asociada de 78’23€. Esta es la opcién mas econdmica, ya
que los gastos son minimos.
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Costes de produccion

Posteriormente a la seleccion del presupuesto que corresponde a la minima inversion (el
supuesto 3 en nuestro caso) se intentaron estimar los costes de produccién para una biomasa final de
1000Kg de biomasa de Artemia adulta viva anuales. Se selecciond esta cantidad conforme los calculos
realizados a partir de las respuestas obtenidas en la encuesta y otras fuentes. Este presupuesto
equivaldria Unicamente al alquiler de la nave de produccién y a la adquisicion de los materiales y
reactivos necesarios a lo largo de todo el afio, resultando en un gasto de 7.665’60€ con su amortizacion
asociada a 5 afios vista de 1.133’12€. Esto dio como resultado una inversion unitaria de 29’33€/Kg
Artemia viva adulta.

Se tuvo en cuenta el sueldo de dos trabajadores los cuales cobran 1.236’73€ mensuales, lo que
se multiplico por 1’6 para obtener el precio neto real. Se tuvo en cuenta el precio del quilogramo de
quistes (169’6€) contando que se necesitarian alrededor de 100kg de quistes anuales para realizar una
produccion de 1T, también se contd con el abono para el fitoplancton, la amortizacién de la inversion
inicial (anteriormente comentada) y los costes de luz y agua, ademds de un porcentaje (8%) del precio
final que se van en gastos fijos. Todo esto se acumula generando un gasto aproximados de unos
87.377'58€ anuales, lo que se traduce en un precio unitario de producto de 94’37€/Kg.

4. Discusion

4.1. Prospeccion de mercado

Existen diferentes alimentos para acuariofilia entre las que podemos distinguir 4 formatos de
presentacion: secos, liofilizados, congelados y en vivo. En la encuesta realizada se observa claramente
que los formatos de alimentos mas utilizados son los secos (62'3%) y congelados (63’1%), ya que la
mayoria de los encuestados tienen acuarios ornamentales (89’3%) en los que el alimento seco suele ser
suficiente, o en el caso de tener especies exigentes suelen utilizar el alimento congelado. Sin embargo,
la demanda de alimento vivo (38'5%) en el mercado es cada vez mayor debido a que la aficién por la
acuariofilia marina es cada vez mayor. Esta requiere del mantenimiento de especies tropicales bastante
exigentes, o con stocks de reproductores (26'2%), que necesitan alimento vivo de calidad para
reproducirse correctamente. En el caso de Artemia, la biomasa adulta viva se encuentra disponible con
relativa abundancia Unicamente ciertos meses al afio (normalmente verano), ya que la mayoria de las
empresas que ofertan este tipo de producto recolectan la biomasa del medio natural y la procesan en
pequeias dosis. Ademas, el precio y cantidad de biomasa de Artemia ofertada en estas fechas suele
fluctuar mucho a causa de estar sujeta a la cantidad y calidad de la poblacidn obtenida en cada cosecha
o temporada. Lo normal a la hora de realizar una compra de biomasa de Artemia viva adulta es obtener
unos envases de entre 150-250 mL en las que se afiaden individuos adultos de Artemia en baja densidad
con un peso humedo aproximado de unos 5-10g, y sin agua verde, por lo que los animales duran unos
pocos dias en el recipiente.

A partir de la encuesta realizada en este estudio se ha constatado que existe una demanda
importante de biomasa de Artemia viva adulta, ya que Unicamente entre los encuestados se requerian
aproximadamente unos 15kg semanales de alimento. Ademas de las posibles demandas de grandes
acuarios, tiendas de animales, importadores de peces ornamentales y mas particulares. La compra de
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Artemia viva adulta se suelen realizar mensualmente o trimestralmente y/o a demanda por parte de
ciertas empresas y particulares, pero Unicamente en los periodos en los que el proveedor tiene materia
prima. Las principales razones por las que ofertan tan poca Artemia viva en las tiendas de animales y
otros proveedores suelen ser los elevados precios de los aranceles a la hora de importar el producto, lo
que deja poco margen de beneficio. Ademas, tener que importar un alimento en vivo que tardara cierto
tiempo en llegar y que no puede almacenarse indefinidamente porque los animales no son capaces de
sobrevivir, obliga a las tiendas a venderlo en un muy corto periodo de tiempo. Otro de los problemas es
la falta de productores o proveedores nacionales, que puedan ofrecer el producto a precios razonables,
ya que con frecuencia realizan importaciones internacionales. Si hubiese un proveedor nacional, muchas
empresas estarian dispuestas a realizar compras quincenales o incluso semanales para asegurarse una
disponibilidad de biomasa viva de Artemia adulta.

Las razones por las cuales los clientes potenciales adquiririan el producto, segun los canales de
distribucion, son entre otras, la fiabilidad en cuanto a la calidad del producto, ya que actualmente
mucha de la venta de alimento vivo estd realizada por particulares los cuales venden el excedente por
internet, lo que permite dudar de la calidad nutricional de los animales, y crea incertidumbre sobre la
posibilidad de transmisién de patégenos provenientes del medio donde se haya cultivado la biomasa de
Artemia. También, debido a la incomodidad de montar y mantener en buenas condiciones un equipo de
eclosiéon de quistes y de cultivo de los nauplios hasta un estado adulto, lo que puede llevar varias
semanas o incluso meses antes de obtener biomasa Artemia adulta.

Varias de las empresas con las que se contactd, mostraron interés en la adquisicion de biomasa
de Artemia viva como alimento, ya sea para uso propio en la alimentacién de los peces en venta o stocks
reproductores, o para la venta al publico en empresas con un buen contacto con sus clientes y con una
capacidad de venta rapida asegurada. Otras empresas, las cuales no tenian tanto contacto con este tipo
de alimento, propusieron la instalacion de unos tanques en los que se produciria y engordaria Artemia
cara al publico para poder hacer marquetin del producto ante sus clientes y asi aumentar la demanda
del mismo.

4.2. Produccion de biomasa de Artemia

Eclosion

En cuanto al porcentaje de eclosién de los quistes, algunos autores sefialan que se podria
utilizar agua de mar diluida hasta 25ppm de salinidad para acelerar la velocidad de eclosién de algunas
cepas de quistes (Versichele et al., 1991). Sin embargo, en este estudio se usé agua marina normal a una
concentracion de 37ppm de salinidad debido a que la eclosion no cambia de forma significativa, y a la
disponibilidad de esta en la instalacion del IATS. En primera instancia, se obtuvieron buenos resultados
tanto de quistes descapsulados como de quistes sin descapsular, los cuales se encontraban bajo las
mismas condiciones abidticas que influyen directamente en la eclosidn.

Cabe destacar que el porcentaje de eclosion de los quistes descapsulados es ligeramente
inferior al porcentaje de los quistes con corion, siendo estos porcentajes de 60% y de 75%
respectivamente al cabo de 24 horas desde el inicio de la eclosién. Este hecho puede ser debido al
propio proceso de descapsulacidon que puede haber provocado la inviabilidad de muchos de los quistes
(Ramakrishnan et al., 2008), ya que tras una semana desde la realizacidn del proceso de descapsulacion
se observo que éstos eclosionaban correctamente.
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Una vez pasado un mes de la descapsulacion se quiso observar si los quistes habian sufrido
alguna perdida de viabilidad, con lo que se obtuvo un porcentaje de eclosién de 67% para los quistes
descapsulados y de un 90% para los quistes sin descapsular. Esto demuestra que los quistes que han
sufrido el proceso de descapsulacidn pierden su viabilidad con el tiempo, pero otorgan la ventaja de no
tener que limpiar las cascaras de los restos de eclosion y, por tanto, podrian utilizarse como alimento
para larvas pequenias de crustaceos y peces (Vanhaecke et al., 1990)

A pesar de obtener porcentajes de eclosion del 85-90% a las 30-35 horas de haber iniciado el
proceso, estos resultados difieren de las especificaciones del producto facilitadas por INVE Aquaculture,
las cuales indican un porcentaje de eclosidon del 87'2% al cabo de 24 horas bajo unas condiciones
concretas de temperatura (29°C), intensidad luminica (>2000 lux), salinidad (25ppm), aireacién intensa y
densidad de quistes (2g/L). También facilitan la cantidad aproximada de quistes por gramos que tiene el
producto, la cual es de 266.810 quistes/g, y la eficiencia de eclosion de 232.756 nauplios/g de quistes, la
cual es ligeramente superior a la obtenida en los ensayos del estudio.

Alimentacion

Los cultivos de A. franciscana realizados en este estudio con diferentes dietas y volumenes de
cultivo demuestran que el uso de microalgas vivas dio los mejores resultados en términos de
crecimiento y supervivencia, con excepcion de la pasta viva concentrada de Nannochloropsis sp. que dio
el peor resultado produciendo mortalidades proximas al 100% entre los 3 y 7 dias de cultivo. Esto puede
ser debido a que Nannochloropsis sp. son muy pequeiias, lo que puede haber provocado fallos en las
estimaciones de densidad, pudiendo estar ésta demasiado elevada. Esto, sumado a que las microalgas
presentan una pared celular relativamente gruesa puede ser la causa de que la Artemia, aunque filtre
las células, éstas no pueden ser digeridas. Otra de las causas podria ser la aparicion de un “bloom”
fitoplancténico de la microalga en el medio de cultivo, debido al problema en la determinacion de la
densidad (n2 de células/mL), lo que provocaria que Artemia fuera incapaz de sobrevivir en el medio de
cultivo con exceso de alimento (Mechaly et al., 2004).

El liofilizado de Chlorella sp. fue otro de las dietas que tampoco dio un buen resultado lo largo
del experimento. La supervivencia en los cultivos fue muy baja (0°0275%), hacia el final del periodo de
15 dias. Ademas, el crecimiento de la poblacién fue pequeio, ya que los ejemplares no superaban los
2mm tras 15 dias. El pequefio tamaio del liofilizado y su elevada concentracién en el medio podrian
provocar una elevada tasa de filtracion por parte de los individuos que puede no ir acompafiada de una
ingestidn y digestion acorde por parte de Artemia (Reeve, 1963).

Las mejores dietas fueron T. suecica e I. galbana, vivas, y Tetraselmis sp. congelada,
obteniéndose resultados de crecimiento y supervivencia muy similares entre las dos especies de
microalgas vivas. Tetraselmis sp. congelada resultd ser un alimento parecido a la T. suecica viva, ya que
en los cultivos se obtuvieron buenos valores de supervivencia, pero el crecimiento de los individuos fue
menor, llegando a la talla media maxima de 4’263mm alcanzada con T. suecica viva (13 dias), pero en 17
dias.

En relacidn con las dietas de microalgas vivas utilizadas, a pesar de que éstas son consideradas
como el alimento mas adecuado para el cultivo y produccion de biomasa de Artemia, deberia valorarse
el no utilizarlo como alimento Unico, al menos en los cultivos intensivos de producciéon de grandes
biomasas, ya que puede ser mas rentable econdmicamente el combinarlo con alimento inerte (Tizol,
1994). Se propone una combinacién de dietas con microalgas vivas y liofilizadas, de manera que al
principio del cultivo a los nauplios se les alimente con microalgas vivas como T. suecica o I. galbana,
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para ir disminuyendo su concentracion a medida que van creciendo, y sustituyéndola por
concentraciones crecientes de alimento inerte. Ademas, debido al buen valor nutricional de T. suecica y
de I. galbana en cuanto a sus acidos grasos esenciales, en los ultimos dias de cultivo de Artemia se
podria utilizar sélo microalgas vivas para aumentar su contenido en acidos grasos esenciales como HUFA
y PUFA para aportar un valor afiadido a la biomasa de Artemia como alimento (Volkman et al., 1989).

Produccion de biomasa

Los ensayos realizados para producir biomasa adulta de Artemia utilizando diferentes tanques y
volimenes con la misma dieta, se llevé a cabo para esclarecer si habia diferencias en la densidad final de
la poblacidn obtenida dependia de estos. Los resultados obtenidos indicaron que el volumen del tanque
no influia en la produccién de biomasa de Artemia si las condiciones experimentales eran las mismas.
No obstante, algunas de las diferencias encontradas entre los distintos tanques de cultivos de 40, 60 y
80L fue debido a un error en el cédlculo de la densidad de siembra del tanque troncocénico de 60L. Los
resultados obtenidos indicaron que los factores bidticos que mds influyen en el crecimiento y en la
supervivencia del cultivo son la densidad inicial de siembra y la cantidad de alimento diario, junto con
los factores abidticos de temperatura. A partir de estos resultados, se decidié realizar diferentes ensayos
de cultivos de 80L para ver la repetitividad en el procedimiento en produccion. Los resultados obtenidos
no fueron concluyentes debido al incremento de la temperatura ambiente entre el primer ensayo (23°C-
26°C, réplica 1A) y el ultimo (27°C-30°C, réplica 3A), y que afecto tanto al cultivo de Artemia como al de
fitoplancton. Con el aumento de la temperatura el cultivo sufrié un descenso brusco en la densidad de
poblacidn a los 6 dias. Aun asi, los 3 ensayos no mostraron diferencias en crecimiento.

Los resultados de biomasa obtenidos son muy bajos comparados con los obtenidos en otras
investigaciones, debido probablemente a la baja supervivencia que presentaban las poblaciones de
Artemia. Los individuos presentaban unos tamafios y estados de madurez adecuados a su edad, pero su
supervivencia, en el mejor de los casos no superaba el 5%, en comparacion con otros estudios en los que
la supervivencia final es del 40% (Ochoa, 2004). Por otro lado, en el trabajo realizado por Lavens et al.
(2009) se describe un sistema de produccién de biomasa en un volumen de 6000L de agua de mar en
recirculacion y tanques de cultivo de 300L tipo RAS (sistema de recirculacion de aguas), en el que con
tan sélo 50g de quistes deshidratados se obtienen 6kg de pre-adultos de Artemia (peso escurrido). Esto
nos indica que existe la posibilidad de optimizar el proceso de produccidon de biomasa en gran medida,
ya que tedricamente, si se obtuviese un 40% de supervivencia en los cultivos de 100L, pasarian de
producirse entre 50-60g a producirse de 400 a 800g de pre-adultos y adultos de Artemia en 14 dias.
Como algunos autores indican, se podria sustituir los tanques de engorde de 80L por “raceways” de 5 a
15m”> (15.000L) aumentando asi enormemente la produccién y supervivencia, lo que permitiria obtener
20Kg de pre-adultos y adultos de Artemia en 14 dias a partir de la inoculacidon de 50g de quistes
deshidratados (Lavens et al., 2009).

Por otro lado, cabria tener en cuenta la posibilidad de vincular la producciéon de biomasa de
Artemia con un oficio tradicional, como es la produccidon de sal tradicional en salinas costeras y
continentales. Este oficio tuvo su gran importancia en su momento en Espafa en el siglo pasado, y hoy
en dia sigue siendo el sustento de muchas familias en paises con un menor potencial econémico como
pasa en muchas zonas de Asia, Oceania y Sur América (Afoli, 2017). Estas familias dedicadas a la
produccion de sal mediante la radiacion solar, han visto una oportunidad en la produccién de biomasa y
quistes de Artemia durante las estaciones secas, debido al elevado precio de venta que suele tener y a
las buenas condiciones que presentan estos ambientes para su cultivo.
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El método tipico de la producciéon de sal consta de una serie de balsas consecutivas de
extension variable, en la primera de las cuales se acumula el agua marina a 37ppm, que posteriormente
fluye por gravedad a la primera balsa de evaporacion, donde se mantendra hasta que el agua alcance
salinidades de 80ppm. A continuacién, el agua pasa a una segunda balsa de evaporacion en la cual la
salinidad varia de 80 a 150ppm, siendo esta salinidad idonea para el cultivo de biomasa de Artemia. Por
ultimo, la salmuera pasa a la balsa de cristalizacion en la que la salinidad pasa de unos 170ppm a los
250ppm, lo que provoca la posterior precipitacion y cristalizacién de la sal. Mediante una inoculacion
semi-intensiva (> 20 nauplios/L) en la segunda balsa de evaporacién de una explotacion salinera seria
posible conseguir grandes poblaciones de Artemia las cuales maduran al cabo de 2-3 semanas (Van Hoa
& Sorgeloos, 2014). Algunos autores apuntan a que una produccidn de biomasa de Artemia que
presente un crecimiento exponencial de la poblacidon durante la mayoria del periodo de produccion
deberia ser capaz de soportar la extraccién cada 3 dias de la mitad de la biomasa en produccién (Ngoc
Anh et al., 2010). Una buena densidad de produccion en las amplias superficies que suelen tener las
salinas, podria resultar en producciones de 150Kg (peso fresco) en unas 16ha (De los Santos et al.,
1979). Ademas, también seria factible la produccion de quistes es estas vastas superficies, ya que, por
ejemplo, en el Delta del Mekong (Vietnam) durante la estacidn seca se llevan a cabo producciones de
quistes de hasta 40Kg/ha/mes, traduciéndose esto en valores que superan las 50 toneladas de quistes
(peso himedo) al final de la temporada. Aunque esto no signifique ni el 10% de la demanda anual de
quistes del pais, sigue siendo una labor de un valor socio-econdmico muy grande a nivel local en estos
paises (Van Hoa & Sorgeloos, 2014).

Adaptar una produccién salinera de calidad con la produccién de biomasa de Artemia para
satisfacer la demanda del sector de la acuariofilia, permite mantener una tradicion que en muchos
paises se estd perdiendo debido al poco rendimiento econdémico que genera en la actualidad. En algunas
zonas de Espafia la recuperacion de salinas abandonadas podria considerarse un patrimonio cultural,
debido a la larga tradicion salinera que ha mantenido tantas familias durante la historia y que ahora se
estan perdiendo debido a la industrializacion de la produccion de sal (Hueso & Carrasco, 2006). Ademas,
muchas de las zonas de salina presentan un alto valor ecolégico y de la conservacion, ya que generan
una biota particular donde se pueden encontrar especies haléfilas y/o halotolerantes que son muy poco
comunes, ademas de ser el lugar de paso y anidamiento de muchas especies de aves migratorias.

Por altimo, se definieron las caracteristicas que iban a tener los productos una vez estuvieran
disponibles para su comercializacion. Se planted una producciéon quincenal de cultivos para obtener
biomasa de Artemia adulta, la cual se produciria a demanda, es decir, que para la obtencién de
cantidades considerables de biomasa de Artemia deberia solicitarse por parte del comprador, por via
email o en las tiendas de animales que se asociarian a la empresa. Una vez obtenida la biomasa de
Artemia adulta viva, se propusieron dos formatos de comercializaciéon del producto, un primero, en el
que se ofreceria un envase de plastico de 200 mL con un total de 3-5g de biomasa de Artemia adulta
viva en agua verde (T. suecica a unas 300.000 cel./mL). En estos recipientes los ejemplares de Artemia
sobrevivieron hasta 4 dias. Probablemente la supervivencia podria aumentarse si el recipiente o envase
es opaco, o se almacena en oscuridad a baja temperatura, ya que baja el metabolismo de los
organismos (Léger et al., 1983), y permite que éstos filtren mejor el alimento disponible al distribuirse
uniformemente por la columna de agua debido a que no existen fototactismos (Royan, 1976). El
segundo producto propuesto es basicamente el mismo, pero en mayor volumen. Se probaron diferentes
recipientes, pero el mejor fue una simple botella de plastico de 8L en la cual se dispusieron 100g de
Artemia adulta viva y agua verde (T. suecica a 300.000 cel./mL). Para permitir un intercambio gaseoso,
se agujered el tapon. En estas condiciones los ejemplares sobrevivieron entre 4-7 dias. Otra posibilidad
que podria ser factible seria poner a la venta biomasa de Artemia viva junto a una pequefia pastilla de
concentrado de T. suecica congelada, ya que los resultados obtenidos indican que este alimento permite
obtener una biomasa de Artemia comparable a la que se consigue cuando se utiliza T. suecica viva.
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Por ultimo, también propusimos congelar a -20°C con una minima cantidad de agua el
excedente de la produccidn, o incluso producir la biomasa de Artemia adulta directamente para
congelarla en grandes cantidades (500 y 1000g) en formato “tableta”, y/o en monodosis en un formato
de “cubitera”. Otra opcion podria ser la venta Unicamente de los quistes descapsulados, lo que
permitiria la venta a posibles clientes con cultivos larvarios que quieran obtener nauplios de manera
limpia y rdpida.

4.3. Estudio econdmico

Entre los gastos de puesta en funcionamiento de la empresa podemos encontrar cuatro
principales desembolsos econdmicos: la inversion inicial, la materia prima, la mano de obra y los costes
de producciodn.

La inversidn inicial es uno de los factores clave que determina si la empresa es factible o no lo
es, ya que, si la demanda por parte del potencial comprador de biomasa de Artemia no es muy elevada y
el precio del Kg de Artemia adulta no es excesivamente elevado, los beneficios posibles son mas
limitados y no se podrian realizar inversiones del calibre de cientos de miles de euros. Es por tanto
necesario una evaluacion mas detallada de los posibles gastos de inversion, tanto como del mercado
potencial, en cada uno de los casos que se puedan plantear, ya que estos podrian ir desde una cantidad
bastante aceptable y reducida de unos 3.000€ hasta una cantidad mas sustanciosa de unos 350.000€, en
el caso de que hubiese que construirse la instalaciéon desde cero. Por otro lado, es posible que las
estimaciones de precios de materiales y equipos, entre otros, estén un poco sobrevalorados ya que se
presupuesté todo en exceso para poder realizar un presupuesto al alza.

Los gastos que acarrean la mano de obra y la adquisicidon de la materia prima se engloban en los
costes de produccién de la biomasa de Artemia, pero a diferencia del resto de gastos (energia, agua,
amortizacién, etc...), estos dos pueden llegar a suponer el 70% y el 22% de los costes totales de
produccion respectivamente. Estos resultados son bastante prometedores ya que el precio de
produccion de 1000Kg de biomasa de Artemia va de los 70.000€ hasta los 150.000€ anuales, lo que deja
mucho margen de gastos en el que se podria jugar con el precio para intentar obtener el maximo
beneficio. Cabe destacar que estos pecios de produccion de biomasa de Artemia adulta estan
infravalorados debido a que los gastos de transporte no estan incluidos en el precio unitario. El precio
de produccién unitaria suele rondar los 85-150€/Kg, lo que deja cierto margen de fluctuacién de los
costes con respecto al precio variable anualmente de los quistes, ya que su abundancia y disponibilidad
cada afo varia y es la que dictamina su precio.
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5. Conclusiones

En el mundo de la acuariofilia existe una demanda creciente de alimento vivo para la
alimentacidn de sus peces desde sus fases larvarias, tanto por particulares como por grandes acuarios e
importadores de peces. La produccién de biomasa de Artemia viva adulta de forma controlada se
presenta como una buena alternativa para satisfacer les necesidades del sector.

En cuanto al proceso de produccion de biomasa, se observé que a volimenes de 80L se podria
producir cierta biomasa de Artemia viva adulta (entre 80-100g). Sin embargo, a mayores volumenes
(min. 300L) se podria favorecer un mayor crecimiento de la poblacidon y disminuir la mortalidad,
permitiendo llegar a producir biomasas de entre 400-800g. También, un control de la temperatura del
medio podria beneficiar a la produccién. En cuanto a la alimentacién utilizada, las dietas vivas basadas
en las dos especies probadas T. suecica e I. galbana dieron buenos resultados en crecimiento vy
supervivencia.

Por ultimo, el desembolso econdmico para la puesta en funcionamiento de una empresa de
produccion de biomasa de Artemia viva adulta depende de las condiciones particulares de cada
situacion. Dependiendo de si el gasto econdmico engloba Gnicamente los costes de produccion o si lo
hace tanto con los costes de produccion como con los costes de construccion y puesta a punto de la
nave, los precios pueden fluctuar entre 70.000 y 150.000€ anuales que, junto con los precios fluctuantes
de los quistes necesarios para la produccidon, dejan unos margenes aceptables de beneficio para el
desarrollo de la empresa. Dependiendo de los objetivos de produccion de la empresa, ya sea una
produccion a pequeiia escala con demandas mas bien locales, o una produccidon a gran escala con
exportacién de productos, los costes econdmicos presentaran enormes diferencias y los beneficios a
obtener seran bastante dispares. Por tanto, en una posible empresa en la que Unicamente haya que
abonarse el precio de renta de la instalacion, y en la que los gastos de produccion de 1 tonelada de
biomasa viva de Artemia adulta Unicamente engloben salarios, adquisicién de materias primas y gastos
energéticos, podria hablarse de precios unitarios de entre 80-100€/Kg. Po tanto, este es un buen precio
unitario debido a que el precio de produccién de 10g de biomasa de Artemia es de 0’80€, y esta
cantidad de biomasa tiene un precio en el mercado de 4-5€.
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7. ANEXOS

Encuesta

Necesidades de artemia viva en acuariofilia.

Mi nombre es J. Jordi Fornés, soy estudiante del Master Interuniversitario de Acuicultura
ofertado por la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) y por la Universidad de Valencia (UV). A lo
largo de los Ultimos meses del curso se realiza un trabajo de fin de master (TFM/Tesina), siendo en el
presente caso un trabajo vinculado al Instituto de Acuicultura de Torre la Sal, perteneciente al CSIC
(Consejo Superior de Investigaciones Cientificas).

La investigacidn planteada consiste en la realizacion de un estudio econédmico y de mercado
para determinar las posibilidades de produccién, distribucion y posible venta al publico de alimento vivo
para peces de acuariofilia, es decir, intentar determinar cual es el método de produccién mas
econdmico dependiendo de las biomasas requeridas, alimento utilizado, enriquecimiento, energia
utilizada... y si existe un mercado potencial para este tipo de alimento. El producto que se propone para
el estudio es la artemia viva enriquecida, la cual ha sido muy utilizada durante la historia de la
acuariofilia para mejorar en gran medida el aporte nutricional para organismos acuaticos en
instalaciones de todo tipo (reproduccion, larvario, crecimiento...), asi como para el mantenimiento de
animales salvajes por motivos de conservacion, reproduccidn... en vista a posibles reintroducciones.

Es por esto que el siguiente estudio se realiza para intentar determinar la rentabilidad de una
produccion que pueda cubrir las necesidades de alimento vivo de una poblacién local en la que la Unica
fuente de este tipo de alimento es el cultivo particular de manera casera, al margen de poder acudir a
alguna de las escasas paginas web en las que se ofertan este tipo de productos. Es importante resaltar
que si es posible encontrar, y ademas de manera abundante, productos de artemia congelada,
liofilizada... pero no viva, presentando esta ultima un mejor aprovechamiento por parte de los
organismos acuaticos, ya que estimula su instinto depredador debido a la necesidad natural de capturar
el alimento y a que este se distribuye mejor en la columna de agua. Ademas un proceso mas
industrializado podria tanto optimizar los sistemas de produccidn como mejorar la calidad final del
producto.

Por tanto, SE RUEGA LA COLABORACION del presente lector, con el estudio, por medio de una
encuesta, que intenta abordar y determinar las necesidades del producto que existen en la poblacion
tanto a nivel particular como en grandes superficies, ademas de dar una idea del nivel de conocimiento
existente sobre este tipo de alimento y los beneficios que puede aportar.

Todas las encuestas y los datos obtenidos de las mismas seran tratados de manera totalmente
andnima, y seran utilizados para tratar de resolver las cuestiones anteriormente planteadas.

Muchas gracias por su colaboracion.
Saludos.

PD: Para resolver cualquier duda u obtener mas informacidn sobre el estudio, este es mi correo
electroénico: jordifd95@gmail.com
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éCual es su relacion con la acuariofilia?

o Acuarios Recreacionales / Ornamentales

Acuarios de Exposicion

Acuarios de Reproduccion (reproductores y/o alevines)
Venta de animales, equipos, alimentacion...

Otros...

O O O ©

éQué tipo de alimento es el que mas se acopla a sus necesidades? (el que mas utiliza)
Pienso Laminado

Pienso Extrusionados (granulado)

Organismos “vivos” congelados

Organismos “vivos” liofilizados

Huevos o quistes de organismos “vivos”

Alimento vivo (sensu stricto)

Otros...

O O 0O 0O O O O

¢En el momento de adquirir el alimento para los peces, que es lo primero que tiene en

cuenta?

o Marca

o Calidad

o Precio

o Contenido
o Otros...

éQué cantidad de alimento usa a la semana?

éQué cantidad de dinero le cuesta el alimento que utiliza semanalmente?
Menos de 10€

Entre 10y 25€

Entre 25y 50€

Entre 50 y 100€

Mas de 100€

Otros...

O O O O O O
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10.

11.

12,

éDonde adquiere el alimento?

Internet (paginas web especializadas)
Particulares

Tienda de animales

Asociaciones

Empresas especializadas

Otros...

O O O O O O©

éEsta satisfecho con el tipo de alimentacion que usa?
o Si, mucho

o Si, pero podria ser mejor

o No

¢éTiene conocimiento sobre la posibilidad de utilizar alimento vivo (rotiferos, artemia,
copépodos...) para la alimentacion de sus peces?

o Si

o No

éCree que el alimento vivo beneficiara a sus peces de alguna manera?
o Si
o No

éTiene conocimientos sobre la artemia viva enriquecida?
o Si
o No

¢éEstaria dispuesto a adquirir alimento vivo de alta calidad semanalmente y sin necesidad
de una instalacidn casera?

o Si

o No

éQué cantidad de alimento vivo cree que necesitaria semanalmente?
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13.

14,

15.

16.

éTendria interés por adquirir nauplios vivos de artemia o artemia adulta?
o Nauplios de Artemia
o Artemia adulta
o Ambos
o Ninguno

¢éEstaria dispuesto a pagar un precio ligeramente superior al precio que paga
actualmente por un producto de mayor calidad para la alimentacidn de sus peces?
o Si

o No

¢éEstaria dispuesto a participar en una red de distribucion?
o Si
o No

éQué plataforma creen mas accesible para generar dicha red?

Grupo de Facebook

Grupo de WhatsApp (u otra aplicacion de mensajeria instantanea)
E-mail

Pagina web especializada

App especializada

o O O O O O

Tiendas animales y/o asociaciones

MUCHAS GRACIAS POR HABERNOS PRESTADO SU TIEMPO!!
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