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RESUMEN

Este estudio tuvo como objetivos, determinar el crecimiento poblacional (org.
mL L) y el contenido de lipidos totales (%) de Brachionus calyciflorus
alimentados con cuatro concentraciones (5, 10,15 y 20 x 10*%cél. mL™) de Sc.
acutus cultivado con extracto acuoso de valvas de Argopecten purpuratus
‘concha de abanico” (EVCA) y comparadas con Sc. acutus cultivados con
medio Guillard. Al sexto dia de cultivo se encontré que los mayores valores de
crecimiento poblacional y tasa especifica de crecimiento estuvieron en el
tratamiento con 15 x 10%cél. mL™* de Sc. acutus cultivado con EVCA, con
121,7org. mL™* y 0,532 dia®, respectivamente, asimismo con Guillard se
obtuvieron valores de 40,77org. mL™ y 0,349 dia’ respectivamente. Los
menores valores de los cultivos dosificados con EVCA se obtuvieron con los
tratamientos con 5, 10, y 20 x 10%cél. mL™, con 48,7 ; 85,0 y 94,30rg. mL™?, y
0,379 ; 0,472 y 0,489 dia, respectivamente. Asimismo, los menores y mayores
valores de la tasa de duplicacién poblacional promedio al sexto dia de cultivo,
se encontraron en los tratamientos con 15, 20, 10, y 5x 10* célmL™ de Sc.
acutus cultivado con EVCA y Guillard, con 1,304, 1,407, 1,468 1,829 y 1,986
dia®, respectivamente. Las mayores concentraciones promedio de lipidos
totales en peso seco de B. calyciflorus al sexto dia de cultivo, se encontraron
en los tratamientos con 15, 20, 10, y 5 x 10* cél mL-'Sc. acutus cultivado con
EVCA y Guillard, con 27,41,27,10, 27,22 y 26,91%, respectivamente; y las
menores concentraciones se encontraron cuando se utilizaron Sc. acutus
cultivados con Guillard (23,21 %); en consecuencia, se concluye que el mejor
tratamiento para el cultivo de B. calyciflorus fue el dosificado con 15 x 10%cél.

mLde Sc. acutus cultivado con EVCA.

Palabras Clave: Brachionus calyciflorus, Scenedesmus acutus, crecimiento
poblacional, lipidos en algas.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the population growth (org. mL L %) and total
lipid content (%) of Brachionus calyciflorus fed four concentrations (5, 10,15 and
20 x 10%cél.mL™*)of Sc. acutus grown with aqueous extract of Argopecten
purpuratus " scallops " ( EVCA ) and compared with Sc. acutus cultured with
medium Guillard . on the sixth day of culture was found that the highest values
of the population density and specific growth rate were in treatment with 15 x
10%cel . mL™ Sc. acutus grown with EVCA , with 121.7 org . mL -* and 0.532
days " !, respectively, also with 40.77 Guillard org values were obtained. mL™*
and 0.349 . day™ respectively the lower crop values were obtained EVCA dosed
treatments with 5, 10, and 20 x 10%él mL *, 48.7 ; . 85.0 and 94.3 org mL ™,
and 0.379 , . 0.472 and 0.489 days , respectively also the lowest and highest
values of the average rate of population doubling the sixth day of culture, were
found in the treatments with 15, 20 , 10, and 5 x 10 cells mL*Sc.acutusgrown
with EVCA and Guillard , with 1,304 , 1,407 , 1,829 and 1,468 1.986 days *,
respectively. The highest average concentrations of total lipids by dry weight of
B. calyciflorus the sixth day of culture , were found in treatments with 15, 20 ,
10, and 5 x 10* cells mL "'Sc . acutus cultivated EVCA and Guillard , with 27.41
, 27.10 , 27.22 and 26.91 % , respectively, and the lowest concentrations were
found when cultured with Guillard Sc. Acutus ( 23.21% ) were used , and
consequently, concluded that the best treatment for growing B. calyciflorus was
dosed with 15 x 10cell . mL™ of Sc. acutus cultivated EVCA

Keywords: Brachionus calyciflorus, Scenedesmus acutus , population growth,
algal lipids .
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. INTRODUCCION

En la acuicultura, la nutricion de las fases iniciales es sumamente critica por lo
gue es de vital importancia suministrar alimentos de buena calidad nutricional
para su optimo crecimiento, en tal sentido, la calidad del alimento influira
notoriamente en la supervivencia larval siendo el uso de microcrustaceos,
como alimento vivo, esencial durante su desarrollo (Castro et al., 2003). Se ha
demostrado que la calidad nutricional del alimento vivo no puede ser sustituida
por dietas artificiales, en consecuencia, la produccion masiva de
microcrustaceos como alimento vivo es de vital importancia debido a las
ventajas derivadas de su pequefio tamafio, valor nutricional y su facilidad del
cultivo (Prieto et al, 2008; Lubzens et al, 2001) obligando al desarrollo de
investigaciones respecto a la biologia y el cultivo masivo de estos
microorganismos con la finalidad de ser aprovechados en la acuicultura
(Lubzens et al., 1989; Agh & Sorgeloos, 2005).

El rotifero Brachionus calyciflorus es un microcrustdceo de agua dulce
caracterizado por tener varios tamafios que permiten ampliar la oferta
alimentaria de las larvas de peces de diferentes tamafos de boca, asimismo,
por ser un filtrador no selectivo posibilita mejorar su valor nutricional en relacion
a la composiciéon de su dieta (Lubzens et al 1989). Desde el punto de vista de
su alimentacion, los rotiferos  pueden ser dosificados con microalgas,
levaduras, bacterias, microencapsulados, etc., o con microalgas solas o
mezcladas con levaduras (Fukusho, 1989; Sanchez., 2011), y considerando
gue la calidad del alimento influye en el crecimiento de los rotiferos, Lurling
(2006), obtuvo mayores crecimientos poblacionales y mayor nimero de huevos

en B. calyciflorus alimentados con Scenedesmus pectinatus.

Por otro lado, debido a las dificultades iniciales para producir masivamente
microalgas como alimento para rotiferos de agua dulce, se recurrio al uso de
levaduras y/o aguas residuales procedentes de la industria alimentaria y
ganadera(Klekot & Klimowicz, 1981 ); sin embargo, la complejidad, altos costos
y relativa baja calidad nutricional de estos recursos o formulaciones (Treece &

Davis, 2000) propiciaron el uso de microalgas de diversos géneros, destacando

1
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Chlorella, Tetraselmis, Isochrysis y Scenedesmus, que en determinadas
condiciones de cultivo son utilizadas como dietas exclusivas de los rotiferos
durante 24 horas antes de su adiccion a las larvas de peces y crustaceos
Duran ( 2002).

Actualmente, con la principal finalidad de reducir los costos de produccion de
rotiferos, se han elaborado diversos medios de cultivos algales alternativos
utilizando residuos de la maricultura, habiéndose demostrado que el extracto
acuoso de valvas de Argopecten purpuratus “concha de abanico” (EVCA)
permite obtener mayores crecimiento poblacionales de la microalga Tetraselmis
suecica en relaciéon al medio Guillard usado como control con valores de
3.0x10° y 1,8x10° cél /ml* respectivamente(Merino et al., 2009): asimismo,
Ocampo & Rodriguez (2011), utilizando la misma concentracion del EVCA (5,
10 y 20 mL L™) obtuvieron mayor crecimiento poblacional de Navicula
salinicola con la concentracién delOmL L™y mayor contenido de lipidos
(42,57%). Por otro lado, Gémez (2013), demostrd que la dosificacion de 10 mL
L™ del extracto acuoso de caparazones del caracol Pomacea bridgessi, “churo”
(ECHURO) en el cultivo de Nannochloris sp, permite obtener mayor contenido
de lipidos (36.23 %); en consecuencia, es factible biotransformar las valvas y
caparazones de molusco (EVCA y ECHURO) en microalgas y ser utilizados en
la alimentacién de rotiferos que a su vez servirdn de alimento vivo para larvas
de peces con la ventaja adicional de incrementar el crecimiento poblacional y
contenido lipidico de las microalgas obviando el enriquecimiento de los cultivos
de rotiferos con elevadas dosis de acidos grasos esenciales (Guillaume et al.
2004).

El presente trabajo de investigacion consiste en la utilizacion del EVCA como
medio de cultivo de Scenedesmus acutus para ser utilizado como alimento del
rotifero dulceacuicola B. calyciflorus posibilitando incrementar el contenido de
lipidos del rotifero y mejorar la calidad nutricional de las larvas de peces y
crustaceos que la consuman. Adicionalmente subyace la gran importancia de
minimizar los efectos negativos que causan en el medio ambiente, terrestre y

acuatico, de los desechos de las conchas de abanico.



Asimismo la investigacion propone el cultivo de la microalga Sc. acutus con el
EVCA como una alternativa para incrementar el contenido lipidico de B.
calyciflorus cuya producciéon a gran escala contribuira al desarrollo de la
piscicultura nacional como alimento; especialmente de la amazonia peruanay a
mejorar la estrategias de proteccion del medio ambiente a través de la

biotransformacion de los residuos de la maricultura.

En base a los antecedentes anteriormente mencionados y la carencia de
informacion respecto al uso de tales medios de cultivo en el rotifero de agua
dulce B. calyciflorus nos planteamos el siguiente problema: ¢ Cual es el efecto
de la concentracién celular de Sc. acutus cultivado con EVCA en el
crecimiento poblacional y  contenido de lipidos de B. calyciflorus en

condiciones de laboratorio?

HIPOTESIS
Si en condiciones de laboratorio, utilizamos las concentraciones de 5, 10, 15y

20 x10%cel.mi*de Sc. acutus cultivado con EVCA con la concentracion
15x10“cel.ml.*se obtendra un mayor crecimiento poblacional y contenido de
lipidos en comparacién con aquellos rotiferos alimentados con Sc. acutus

cultivados con medio f/2 de Guillard.

OBJETIVOS

e Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion celular de Sc. acutus, cultivado con el
extracto de las valvas de la concha de abanico “A. purpuratus” (EVCA) en el
crecimiento poblacional y contenido de lipidos de Brachionus calyciflorus en

condiciones de laboratorio.

e Objetivos especificos
v Determinar el crecimiento poblacional (org. mL™®) de B. calyciflorus

alimentados con 4 concentraciones (5, 10, 15 y 20 x 10%cél mL™) de Sc.
acutus cultivado con EVCA.
v' Determinar el contenido de lipidos del B. calyciflorus en fase

exponencial, alimentados con Sc. acutus cultivado con EVCA.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1.Localidad del proyecto

El proyecto se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares del Departamento Académico de Biologia, Microbiologia vy
Biotecnologia de la Universidad Nacional del Santa, situado en la Provincia del
Santa, Region Ancash.

2.2. Material Biologico.

En los experimentos se cultivo la cepa de B. calyciflorus (Olivier, 1965),
proporcionada por el laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la
Universidad Nacional del Santa, Nuevo Chimbote, Peru. El rotifero B.
calyciflorus se caracteriza por presentar dos trocas o ruedas ciliadas que le
permite el desplazamiento y filtracibn constantes del alimento disponible en

toda la columna de agua. (fig.1),

Fig. 1 Ejemplar de B. calyciflorus, observada en microscopio Optico compuesto
a 40x.

2.3. Disefio Experimental.

Se empled el disefio experimental de estimulo creciente (Arroyo ,1984), con
cuatro tratamientos (5, 10, 15 y 20 x 10%cél. mL™) y un control alimentado con
Sc. acutus (5x 10%cél. mL™) cultivado con medio Guillard f/2, con 3 repeticiones

cada uno, segun tabla 1 y fig.2.



Tabla 1 Disefio experimental utilizado en la investigacion para evaluar el
efecto del alimento en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos de B.

calyciflorus.

TRATAMIENTOS

MEDIO DE CULTIVO

T

T4

Tc

Cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus cultivado con
EVCA a una concentracion de5 x 10*cél. mL™

Cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus cultivado con
EVCA a una concentracion de 10 x 10%cél. mL™

Cultivo de B calyciflorus con Sc. acutus cultivado con
EVCA a una concentracion de 15 x 10%cél. mL™

Cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus cultivado con
EVCA a una concentracion de 20 x 10*cél. mL™

Cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus cultivado con
Guillar f/2 a una concentracién de 5x 10%cél. mL™

Fig. 2 Unidades experimentales de los cultivos de B. calyciflorus en el
laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del
Santa.



2.4. Preparacion del Extracto Acuoso de Valvas de Conchas de Abanico
(EVCA)

Se recolecto en un recipiente 1kg de valvas de concha de abanico de la

empresa PIAGENSA FROZEN — Huarmey, y posteriormente fueron llevados

al laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Escuela Académico

profesional de Biologia en Acuicultura de la Universidad Nacional del Santa,

para su utilizacién en la investigacion.

La elaboracion del extracto acuoso de valvas de conchas de abanico EVCA
como fuente de nitrdgeno y carbono organicos para los cultivos de microalgas
se realiz6 segun la metodologia propuesta por (Ocampo & Rodriguez
2011)(fig.3)

Valvas de “concha de abanico”
A. purpuratus

I

Molienda y Triturado
(100 g)

I

100 mL Agua destilada

—

200 mL(Acido clorhidrico comercial 28%)

o

Se afor6 a 1000 mL con agua destilada

—

Filtracion (40 um)

—

{ )
Neutralizacion del pH con NaOH(40%)
L l J
Stock (1000 mL L™)
. 7

Fig. 3 Flujo del proceso de preparacion del extracto acuoso de valvas de
“concha de abanico” A. purpuratus (Ocampo & Rodriguez 2011)



Segun Ocampo & Rodriguez, (2011) el contenido de N, P y Si del EVCA
mostraron valores inferiores a los del medio Guillard (Tabla 2) debido al mayor
contenido de carbonatos presentes en las valvas de A. purpuratus.

Tabla 2 Composicion quimica de EVCA.

30 40 50 60
N (mg ™) 12,35 , , 0,21 0,28 0,35 0,42
P (mg 1) 1,123 0,9185 1,837 |2,755 3,674 45925 |5511
Si (mg I 2,96 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8

Fuente: Ocampo & Rodriguez, (2011).

2.5. Preparacion del cultivo de Sc. acutus.
Los cultivos de Sc. acutus utilizados en los ensayos procedieron de aquellos
dosificado con 10 mL L™ de EVCA segiin Ocampo & Rodriguez, (2011).

Fig. 4 Cultivo de microalga Sc. acutus.

2.6. Preparacién del Medio de Cultivo Guillard /2

El medio Guillard /2 (Guillard, 1975) para el cultivo de Sc. acutus fue
preparado utilizando reactivos quimicamente puros (tabla 4) segun protocolo
establecidos por FAO (1989).



Tabla 3 Componentes del medio de cultivo Guillard f/2 (Guillard, 1975).

COMPUESTO CONCENTRACION (mg L-1)
Nutrientes Mayores 75,0000
NaNO3 5,0000
NaH2P0O4.H20
Micronutrientes 4,3600
Na2EDTA 3,1500
FeCI3 6H20 0,0098
CuS04 5H20 0,0220
ZnS04 7H20 0,0100
CoCl2 6H20 0,1800
MnCI2 4H20 0,0063
Na2MnO4 2H20
Vitaminas 0,1000
Tiamina 0,5000
Biotina 0,5000

Cianocobalamina

2.7. Acondicionamiento de las unidades experimentales para el cultivo de
B. calyciflorus.

Durante los ensayos se utilizaron 15 botellas de plastico de 500 mL de
capacidad y 300 mL de volumen efectivo de cultivo colocado de forma invertida
(fig. 2) con aireacién e iluminacion constantes. Todos los cultivos del rotifero B.
calyciflorus fueron iniciados con una densidad de 5 org. mL™ y las botellas
correspondientes a las repeticiones de los cuatro tratamientos y el control
fueron dispuestos alternadamente con la finalidad de minimizar interferencias

dela iluminacion.

2.8. Registros de parametros ambientales del cultivo de B. calyciflorus.

Se hicieron registros diarios de temperatura, usando un termémetro digital
Hanna (x 0.1°C); de pH —imetro digital Tester (x 0.1°C); y de oxigeno disuelto
con un oximetro digital (0.01mg O, I'%).

2.9. Dosificacién de Sc. acutus alos cultivos de B. calyciflorus.

Las dosificaciones de la microalga Sc. acutus (5, 10, 15 y 20 x 10*cél. mL™Y) a
los cultivos de B. calyciflorus fueron realizados diariamente a la misma hora
(18:00 h) y con la finalidad de mantener constantes las concentraciones
algales, se procedié a reponer las algas consumidas durante el dia previo

contaje de las algas en cada uno de los cultivos de B. calyciflorus ensayados.



2.10. Determinacion de curvas de crecimiento.

Las densidades poblacionales de los cultivos de B. calyciflorus fueron
obtenidas mediante conteos diarios utilizando camara de Sedgwick- Rafter
conteniendo 1mLy microscopio binocular marca Nikon con un aumento de 40x;
asimismo, con los valores de estas densidades se graficaron las curvas de
crecimiento con la finalidad de determinar el dia en que los cultivos alcanzan la
parte final de la fase exponencial del crecimiento y proceder a los analisis de

proteinas y lipidos.

También, se determinaron la tasa especifica de crecimiento poblacional por dia
(M) y el tiempo de duplicacion diaria (TD), ambos al quinto dia de cultivo y

segun la férmula siguiente:

M=IN(Nf/No)/Tf-To

TD=1In 2/ 1

Donde No y Nf corresponden al nimero de organismos por mL en los tiempos

To y Tf, respectivamente.

2.11. Determinacion de lipidos.

Al sexto dia de cultivo, de cada unidad experimental se tomd una muestra de
100 ml y se filtr6 con una malla de 50 micras. Luego cada filtrado se coloc6 en
placa de Petri y se llevo al secado en estufa eléctrica a 60 °C por 6 horas,

obteniéndose las muestras secas para los correspondientes andlisis delipidos.

ABSORBANCIA
concentracion de lipidos (%)= k1 x 100
peso muestra

DONDE:
K1= 1,8851 (Pendiente promedio obtenida de las curvas de calibracion)

FAO (1989)



Muestra 20 mL de cultivo

¥

Agregar 3 ml solucién
Cloroformo:Metanol 1:2

§

Dejar por 24 horas en refrigeracion
5°C

@

Centrifugar a 10000g por 10 minutos

¥

Extraer fase superior

N

Evaporar a 80 °C y secar a 105 °C

3

Agregar 2 mL de H,SO,

¥

Calentar a 200 °C por 60 minutos

¥

Enfriar con agua a 10 °C

¥

Leer en espectrofotometro a 375 nm

Fig. 5 Flujograma para el contenido de lipidos de B. calyciflorus segun Blight &
Dyer (1959); por Marsh & Weinsteinn (1966).
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2.12. Anédlisis estadisticos de datos.

A los datos de crecimiento poblacional (densidad poblacional, tasa especifica
de crecimiento y tasa de duplicacion diaria), y lipidos, se les aplicé el analisis
de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey HSD para establecer diferencias
significativas entre los tratamientos y obtener los mejores rendimientos. En
todos los casos se utilizo un nivel de significancia de 0,05. Todo el proceso
estadistico fue desarrollado utilizando los programas Microsoft Office Excel
2010 y SPSS 18.0 para Microsoft Windows 7.
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lll. RESULTADOS

3.1. Registro de Parametros del cultivo de B. calyciflorus

3.1.1. Temperatura del cultivo de B. calyciflorus

En la Fig. 6, se muestran los valores de la temperatura de los cultivos de B.
calyciflorus durante el experimento realizado utilizando diferentes
concentraciones de Sc. acutus.

25.0

24.5

Temperatura (C°)
N
N
o

23.5

23.0
0 1 2 3 4 5 6
DIAS
—+—CONTROL —+H&-5 —&a—10 —6e—15 20 x10% cél. mL?

Fig. 6 Variacion de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de B. calyciflorus
dosificados con diferentes concentraciones de Sc. acutus.

La temperatura promedio en los cultivos de B. calyciflorus durante el
experimento se presentd desde un minimo a 23,2 °C a un maximo de 24,4
°C (Fig. 6), para todos los tratamientos. Los mismos presentaron valores

promedios diarios significativamente similares (p>0,05).
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3.1.2. pH del cultivo de B. calyciflorus

Se observa en la Fig. 7, y Anexo 1, los valores del pH en los cultivos de B.

calyciflorus durante los dias del experimento en todos los tratamientos.

8.4
8.3
8.1EF(
8.0
0 1 2 3 4 5 6
DIAS . .
——CONTROL —&-5 —&—10 —6—15 o  X10%cél.mL

Fig. 7 Variacién promedio del pH de los cultivos de B. calyciflorus dosificados con
diferentes concentraciones de Sc. acutus.

Los valores de pH se iniciaron con promedios similares (p>0,05) entre 8,07 y
8,20 unidades (Fig. 7; Anexo 1), los que presentaron un ligero aumento con
el transcurrir de los dias de cultivo los que no presentaron diferencias
significativas (p>0,05) entre cada dia de cultivo. Aunque estas variaciones
fueron muy pequefias, encontrandose valores promedio de pH entre 8,13 y
8,30 unidades (Fig. 7; Anexo 1).
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3.1.3. Oxigeno disuelto del cultivo de B. calyciflorus
Se observa en la Fig. 8, los valores del oxigeno disuelto en los cultivos de B.

calyciflorus durante los dias del experimento.

4.50

~4.25
5
N
o)
[@)]

E 400
je]
T
3
2

0O 3.75
@)
[
()
[@)]
=

O 350

3.25

0 1 2 3 4 5 6
DIAS
—+—CONTROL —&-5 —a—10 —e—15 20  x10%cél. mL!

Fig. 8 Variacion del oxigeno disuelto promedio (mgO, L™) en los cultivos de B.
calyciflorus dosificados con diferentes concentraciones de Sc. acutus.

Los promedios de oxigeno disuelto estuvieron entre 3,45 y 4,34 mgO, L™
(Fig. 8), presentando valores significativos diarios similares (p>0,05) entre el
inicio de la experiencia hasta el quinto dia. Al final de la experiencia, los
mayores valores significativos (p<0,05) se presentaron en el control y el
tratamiento T3, con 3,90 y 3,76 mgO, L™, respectivamente; mientras que el
menor valor fue encontrado en el tratamiento T4 con 3,47 mgO, L. La
tendencia de la disminucion de los tenores de oxigeno observada a finales
de las experiencias, al parecer, seria consecuencia de la sedimentacién y

muerte de las algas.
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3.2. Crecimiento poblacional de B. calyciflorus

3.2.1. Curva de crecimiento poblacional de B. calyciflorus
Las densidades poblacionales de los cultivos de B. calyciflorus se muestran

en la Tabla 4, figura 9 y Anexo 2.

Tabla 4 Crecimiento poblacional promedio (org. mL™) en los cultivos de B.

calyciflorus.
5 10 15 20
0 5,0 | +0,0a 50 | +0,0a | 5,0 +0,0a | 5,0 1+0,0a 5,0 +0,0a
1 9,3 | £1,5b 8,0 | +1,0b | 10,7 +0,6b 140 | £1,7a 10,0 +1,0b
2 13,0 +1,0b 12,7 | £15b | 12,7 +1,2b 19,0 | £3,0a 14,7 +1,5ab
3 19,7 +21cd | 15,7 | £2,1d | 25,3 | £3,1bc | 55,3 | +6,0a 33,0 +2,6b
4 23,7 | £3,5¢c 19,7 +1,5¢ | 31,7 +2,5C 83,0 | £10,5a 53,0 +7,0b
5 30,3 | +1,5c 36,0 +2,6c 72,3 | +4,0b 117,7 | ¥12,1a 82,7 +4,7b
6 40,7  +£2,1c 48,7 | +2,3c | 85,0 +2,0b 121,7 | £9,2a 94,3 +6,1b

Letras diferentes en una misma columna indican diferencia significativa (p<0,05).

Todos los ensayos se iniciaron con la densidad poblacional promedio de
5org. mL™ los que mostraron incrementos de acuerdo a las dosificaciones
del alimento. En tal sentido durante los dias 1 y 2 todos los cultivos no
presentaron diferencias estadisticas, excepto aquellos tratados con 15 y 20
x10%cél. mL™ (Tabla 4).

A partir del dia 3, los crecimientos muestran diferencias estadisticas siendo
mayores aquellos dosificados con 15 x10%cél. mL™ (Fig. 9) que se hacen
mas notorias a partir del cuarto dia de cultivo, en la que los menores valores
estadisticamente diferentes (p<0,05) fueron determinados en el control y los
tratamientos T1y T2 (23.7; 19.7 y 31.7 org. mL™) y los valores mas altos en
los tratamientos T3y T4 (83 y 53,0 org. mL™).
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Crecimiento poblacional (org. mL1)
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DIAS
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——CONTROL —&-5 —a—10 —e—15 20
Fig. 9 Curvas de crecimiento poblacional promedio en los cultivos de B.
calyciflorus.

En el quinto dia de cultivo, se presentaron densidades poblacionales
estadisticamente diferentes (p<0,05) teniendo los menores promedios el
.control y el tratamiento T1 (30,3 y 36,00rg. mL™); los valores intermedios se
presentaron en los tratamientos T2 y T4 (72,3 y 82,7 org. mL™) y el mayor

valor se encontré en el tratamiento T3 (117,7 org. mL™).

Al final del cultivo (dia 6), se presentaron densidades poblacionales
estadisticamente diferentes (p<0,05) con la misma tendencia que el dia 5,
teniendo los menores promedios el control y el tratamiento T1 (40,7 y
48,70rg. mL™); los valores intermedios se presentaron en los tratamientos T2
y T4 (85,0 y 94,3org. mL™) y mientras que el mayor valor se encontré en el
tratamiento T3 con 121,7 org. mL™.

3.2.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién poblacional de B.
calyciflorus

Se muestra en la Tabla 5 y Fig. 10 la tasa de crecimiento y tiempo de
duplicacién poblacional promedio de B. calyciflorus al sexto dia de cultivo en

todos los tratamientos.
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Tabla 5 Tasa especifica de crecimiento (u) y tiempo de duplicacion (TD)
poblacional promedio en los cultivos de B. calyciflorus en todos los
tratamientos.

No (org. mL™)

Ns (org. mL™) 40,7 +2,1 48,7 2,3 85,0 +2,0 121,7 19,2 94,3 16,1
At (dia) 6 6 6 6 6
u (dia™) 0,349 +0,008d | 0,379 | +0,008c | 0,472 | +0,004b | 0,532 | +0,013a | 0,489 | +0,011b
TD (dia) 1,986 +0,048d | 1,829 | +0,039c | 1,468 | +0,012b | 1,304 | +0,032a | 1,417 | +0,031b

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

U (Dia?) =D (Dia)
30 /
20 /
10 / i_j -
00 T T T T T T
CONTROL 5 10 15 20
x10%él. mL*

Fig. 10 Tasa especifica de crecimiento (1) poblacional promedio al sexto dia en los
cultivos de B. calyciflorus.

Se observa que al sexto dia de cultivo (Tabla 5; Fig. 10), el menor promedio

significativo (p<0,05) de la tasa de crecimiento especifico poblacional (i) se
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presentd en el control seguido del tratamiento T1 (0,349 y 0,379 dia™) y el
mayor promedio se presenté en el tratamiento T3 (0,532dia™); mientras que
los tratamientos T2 y T4 presentaron valores intermedios (0,472 y 0,489 dia’

1).

Para el tiempo de duplicacion (TD) se encontré que al sexto dia de cultivo
(Tabla 5), el menor promedio (p<0,05) se presentd en el tratamiento
T3(1,304 dia™) y los tratamientos T2 y T4 presentaron valores intermedios
(1,468 y 1,417 dia); mientras que los mayores promedios se presentaron

en el tratamiento T1y el control (1,829 y 1,986 dia) ™.

3.3. Contenido de lipidos de B. calyciflorus

Se presentan en la siguiente Tabla 6 y Fig. 11 los porcentajes y biomasa
promedio de lipidos en B. calyciflorus al sexto dia del experimento;
asimismo, se consignan en la tabla 7 los incrementos porcentuales
superiores de todos los cultivos de B. calyciflorus alimentados con Sc.
acutus procedentes de cultivos dosificados con EVCA en comparacion a los

cultivados con Guillard.

Tabla 6 Porcentaje promedio de los lipidos en B. calyciflorus al quinto dia de
cultivo en todos los tratamientos.

10 15

Lipidos (%) 23,21 | +0,47b | 26,91 0,44a 27,22  +226a 27,41  +0,86a 27,10 +1,36a

Lipidos (mg L) | 541 $0,35c 7,43 | £0,47c | 13,27 0,83b 19,29 +192a 14,84 $0,82b

Letras diferentes en una misma fila indican diferencia significativa (p<0,05). Valores expresados
en base a peso seco.
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Tabla 7 Valores porcentuales del contenido de lipidos de los cultivos de B.
calyciflorus alimentados con diferentes concentraciones de Sc. acutus.

Lipidos (%) 23,21 26,91 27,22 27,41 27,10

Incremento (%) 0,00 15,94 17,19 18,05 16,76

= LIPIDOS TOTALES

PORCENTAJE (%)
N
w
o

225 1

CONTROL 5 10 15 20
x10%él. mL?*

Fig. 11 Porcentajes promedio (%) de lipidos en B. calyciflorus al sexto dia de cultivo.

Al sexto dia de cultivo de B. calyciflorus (Tabla 7; Fig. 11) el menor promedio
significativo (p<0,05) del porcentaje de lipidos totales se presentd en el
control con un valor de 23,21 %; mientras que los mayores promedios
(p<0,05) se presentaron en los tratamientos T1, T2, T3 y T4 con valores de
26,91, 27,22; 27,41 y 27,10 %, respectivamente.
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IV. DISCUSION

Los parametros del cultivo, tales como la temperatura (23,2 °C - 24,4 °C), pH
(7.3 — 7.6) y oxigeno disuelto (3,45 y 4,34 mgO, L), se mantuvieron a niveles
normales recomendados por FAO (1989) para el cultivo de B. plicatilis, cuyos
valores aceptables son de 25°C, 6-8 y encima de 2 mg.I"*, respectivamente por
lo que consideramos que los referidos pardmetros no han interferido con la

dindmica del crecimiento de los rotiferos.

Es sabido que Brachionus es un organismo filtrador que no selecciona su
alimento (polifago), ingiere particulas de didmetro de 12 —15 ym y se alimenta
basicamente de microalgas, bacterias y levaduras (FAO, 1989). El problema de
la alimentacién de los rotiferos del género Brachionus ha sido ampliamente
estudiado (Sarma et al., 2001; Fernandez-Araiza et al., 2005); encontrandose
gue la cantidad de alimento y su contenido nutricional en relacion a la dieta es
el factor mas significativo que determina el tamafio poblacional de los rotiferos
puesto que Brachionus sometida a diferentes niveles de alimento cambia sus

patrones reproductivos y la duracion de su vida (Yoshinaga et al., 2003).

También es conocido que las densidades de los cultivos de Brachionus pueden
variar en relacion al tamafio de la cepa registrdndose densidades entre 100 a
200 org. mL™ (Hirata et al., 1985), no obstante Fukusho (1989) y Pfeiffer &
Ludwig (2002), encontraron densidades mayores a 1000 org. mLY; sin
embargo, se ha demostrado el efecto del alimento en las densidades habiendo
reportada CENAIM (1999), valores de 150 a 800 org. mL™. Otros autores, tales
como Prieto & Espitia (2001) obtuvieron densidades del42.58 a 268.5 org. mL"
! en los cultivos masivos de Brachionus patulus y King (1977), reportd
densidades de 200 a 400 org. mL™; asimismo Torres et al. (2012), menciona el
tipo de alimento con diferentes medios eficientes como alimento al Brachionus

rotundiformis donde obtuvieron densidades de 96.75 a 132.5 org. mL™.

El presente trabajo, (Tabla 4 y Fig. 9), encontramos al sexto dia, las mayores
densidades de 121.7 y 94.3 org. mL™?, correspondientes a los tratamientos
dosificados con 15 y 20 x 10%cel.mL de Sc. acutus cultivada con EVCA estan
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dentro del rango de densidades reportados por Hirata et al. (1985) y Torres et
al (2012).

El crecimiento poblacional del rotifero depende también de la capacidad de
ingestion del alimento suministrado en el medio de cultivo de dichos
organismos y del tamafio, considerando De la Cruz (1995), que el tamafio mas
apropiado es de 6 micrémetros con preferencia entre 4 a 10 um, asimismo, el
CENAIM (1999), sostiene que los rotiferos del género Brachionus pueden
ingerir particulas de 20 a 30 um, Scenedesmus y que naturalmente consumen
microalgas unicelulares de 18 um, ademas de bacterias, levaduras y
protozoarios. Desde el punto de vista de su produccion masiva, es preferible el
uso de microalgas a las levaduras de panificacibn Saccharomyces cerevisae,
como lo ha demostrado, Caric et al. (1993), al comparar el contenido de lipidos
totales de B. plicatilis alimentados con Nannochloropsis sp. y levaduras cuyos
valores son de 11,1 a 17,2 % y de 10,3 a 19,4% respectivamente. Por otro
lado, los resultados similares del contenido de lipidos (12,6 %) obtenidos por
Sanchez et al. (2008),utilizando dietas balanceadas en la alimentacion de
rotiferos y microalgas (Nannochloropsis sp.) hacen necesaria la realizacion de
investigaciones respecto a optimizar tanto la produccion como el contenido
lipidico de las microalgas a utilizar como alimento para la produccién masiva de
rotiferos que a su vez serviran como alimento vivo para larvas de peces y

crustaceos.

Torres et al. (2012) utilizando la microalgas Nannochloropsis oculata cultivada
en distintos medios (Guillard /2, un fertilizante agricola, y fertilizante acuicola)
evaluaron la respuesta productiva y composicion proximal del rotifero B.
rotundiformis (30.24 ,24.84 ,27% de lipidos) determinando que la composicion
guimica de las microalgas es influenciada por el medio de cultivo utilizado.
Estos resultados permiten asumir que los cultivos de Sc. acutus dosificados
con 5y 15 x 10* cel. mL™ de EVCA y utilizados como alimento de B.
calyciflorus, permitiran mejorar su calidad nutricional debido a los mayores
porcentajes de lipidos, 26.91 y 27.41 %, respectivamente, en comparacion de
aguellos alimentados con Sc. acutus cultivados con medio /2 de Guillard
(23.21 %).
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Dentro de los parametros que son necesarios conocer en el cultivo de
organismos como Brachionus, se encuentra la tasa de crecimiento poblacional,
pardmetro que mide la tasa neta de cambio del tamafio poblacional y
representa el balance entre adicién por reproduccion y pérdidas por mortalidad.
Este parametro solo o0 en conjunto con otros nos da informacion para poder
entender las causas de los cambios en los tamafos de las poblaciones. Mas
aun, la tasa de crecimiento poblacional sintetiza todos los parametros de las
tablas de vida, porque combina supervivencia, fecundidad, tiempo de desarrollo
y reproduccién (Miracle & Serra, 1989).

En cuanto al crecimiento poblacional de rotiferos, Suchar & Chigbu (2006),
mencionan que existe una fuerte correlacion entre las tasas de crecimiento
poblacional de los rotiferos y la abundancia de alimento. La densidad algal
afecta las tasas de crecimiento poblacionales al influir sobre las tasas de
alimentacion e ingestion (Yoshinaga et al., 2003).

La maxima produccion de rotiferos obtenida por Sarma et al. (2001), fue de
241+ 48 org.ml™ utilizando la microalga Chlorella cultivado en aguas residuales
similar al logrado por Gobémez & Gobémez (1997) cuando alimentaron a B.
calyciflorus con Chlorella vulgaris y levadura de panificacion Saccharomyces
cerevisiae; sin embargo son superiores a las obtenidas por Navarro & Yufera
(1998) y Romero et al. (2006), cuando alimentaron a los rotiferos con pasta de
Chlorella sp. y polvo liofilizado de Nannochloropsis oculata, 214 y 250 org. mL"
respectivamente Romero & Otero (2004). Esto demostraria la capacidad que
tiene B. calyciflorus de aprovechar a la levadura como alimento eficaz a bajas
concentraciones para complementar los requerimientos nutricionales de los

rotiferos.

Respecto a la tasa de crecimiento (u), Cabrera (2008), determiné en cultivos
quimiostaticos de dos camaras de B. rotundiformis valores de 1,2 dia™ en la
fase de transicion, cercana a 1,35 dia™ reportados por otros autores en cultivos
cerrados (Pascual & Yufera 1983; Snell, 1986; Hirayama et al., 1989;
Yoshimura et al., 1997; Gama-Flores et al., 2005). De igual manera, se hallaron
valores de p obtenido en la fase estacionaria fue 1,09 dia™, encontrandose

entre los valores mas altos reportados para B. rotundiformis en condiciones de
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cultivo continuo; valores py similares fueron obtenidos por James & Abu-Rezeq
(1989) y Aoki & Hino (1996), para B. rotundiformis en la misma fase en
sistemas de cultivo continuo con valores de 0,6 dia® y 1,33 dia®,
respectivamente. Por otro lado, Sarma et al. (2001) determinaron valores de p
de 0,63 dia™ y 0,13 dia™* para B. calyciflorus.

Por otro lado, Lurling (2006), menciona que el medio de cultivo para las
microalgas es eficiente y que la calidad del alimento influye en el crecimiento
de los rotiferos, en tal sentido demostré que la tasa especifica de crecimiento
(M), de B. calyciflorus alimentados con Sc. pectinatus procedentes de cultivos
con y sin limitaciones de nitrogeno y fosforo, se obtuvieron valores de 1.25 dia’
! 0.85 dialy 0.75 dia™respectivamente; en consecuencia, es posible afirmar
gue la calidad del Scenedesmus como alimento de B. calyciflorus esta

influenciado por la composicién del medio de cultivo.

En nuestra investigacion, encontramos que al sexto dia de cultivo, la mayor
tasa especifica de crecimiento se obtuvo con el tratamiento conl5 x10%cél.
mL')de Sc. acutus cultivado con EVCA (Tabla 5 y Fig. 10) con un valor
promedio de 0,532 dia™, debido probablemente a que la calidad y cantidad de
alimento fueron adecuadas y por consiguiente permitieron un crecimiento

poblacional continuo del rotifero.

Boraas (1983) y Rothaup (1985), trabajando en sistemas continuos con B.
calyciflorus y B. Rubens obtuvieron tasas de crecimiento de 1,18 y 0,18 dia-,
respectivamente, durante la fase estacionaria. Estas diferencias reflejan las
particularidades de la ecologia evolutiva de las especies, asi como, el efecto de
emplear distintos alimentos y condiciones experimentales (Cabrera, 2008);
existiendo diferencias en los valores de la tasa especifica de crecimiento al
utilizar un sistema de cultivo con los tenores propuestos en nuestros

tratamientos, a fin de precisar la dosis mas adecuada de EVCA.

En el caso del tiempo de duplicacion, Ahmed et al. (2010), trabajando con B.
calyciflorus, encontraron que en la fase logaritmica, la tasa de duplicacion (TD)

presentd un valor de 2,26 dia, esto significaba que la poblacion demoraba mas
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de dos dias en promedio para duplicar su poblacién de cultivo. Generalmente
los rotiferos llegan a ser adultos después de 0,5 a 1,5 dias, a partir de esta
edad, las hembras empiezan a producir huevos cada cuatro horas
aproximadamente. Ademas, el CENAIM (1999) sostiene que las hembras
pueden producir diez generaciones de progenie antes que ellas eventualmente
mueran y que la actividad reproductiva depende también de la temperatura
ambiental; siendo una condicion para el aumento poblacional en el cultivo de B.
plicatilis. En el experimento se encontré valores cercanos a los mencionados
por Ahmed et al. (2010), Teniendo el menor promedio (p<0,05) al sexto dia del
cultivo en el tratamiento T3 con 1,304 dia, Esto quiere decir que en promedio
demoraba menos de dos dias en duplicar su poblacién (Tabla 5 y Fig. 10), por
lo que la dosificacion del alimento es la adecuada y presentaba una buena
calidad nutritiva, el mismo que permiti6 obtener buenos incrementos
poblacionales. El caso contrario, los resultados obtenidos con los tratamientos
T1 vy el control con valores de 1,829 y 1,986 dia, respectivamente evidenciando
gue no ha sido la mejor dosis de alimento , debido probablemente a que las
cantidades no fueron adecuadas, siendo pequefia a una concentracién de 5 x

10%cél. mL? de Scenedesmus acutus.

De acuerdo a diversos autores (Guevara et al.,, 2011; Lubzens et al., 1995;
Dhertet al., 2001), la composicién bioquimica de los rotiferos estara relacionada
con la calidad nutricional de la microalga utilizada en su alimentacion. Asi
tenemos los resultados obtenidos por Torres et al. (2012), demostraron que el
rotifero B. rotundiformis, alimentada con Nannochloris oculata previamente
cultivado en tres medios diferentes como Guillard F/2 (control), Fertilizante
agricola (T-Agri) y el fertilizante acuicola (T-Aqua), obtuvieron 24.12, 21.76 y

21.04% de lipidos totales en peso seco respectivamente.

Respecto a nuestros resultados, los cultivos de B. calyciflorus dosificados con
Sc. acutus muestran mayores contenidos promedio significativo (p<0,05) de
lipidos que los cultivos control con valores que varian de 26,91 a 27,41,
mientras que el control alcanza valor de 23,21 % (tabla 6 y fig. 11) debido al
mayor contenido de lipidos de Sc. acutus cultivadas con EVCA ya que los

medio de cultivo con menores tenores de nitrbgeno permiten incrementar el
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contenido de lipidos (Ocampo & Rodriguez, 2011). Es importante considerar
gue el mayor contenido de nitrégeno del medio Guillard en comparaciéon al
EVCA (Tabla 2) explicaria los mayores y similares contenidos de lipidos de los
cultivos de B. calyciflorus alimentados con Sc. acutus procedentes de cultivos
dosificados con EVCA (Tabla 6) que llegan a ser incrementados en

aproximadamente 18% (Tabla 7).

A la luz de nuestros resultados, es posible inferir que el uso de medios de
cultivos algales alternativos con bajo contenido de nitrégeno basados en
residuos de la acuicultura (Gémez 2013) y maricultura (Ocampo & Rodriguez
2011) por propiciar el incremento de lipidos de los rotiferos que la consuman,
posibilitan abaratar costos de produccién masiva de tan importante alimento
vivo aunado a la minimizacion de los impactos negativos que tales residuos

ocasionan en el medio ambiente.
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V. CONCLUSIONES

» Las mayores densidades poblacionales de B. calyciflorus fueron obtenidas
cuando son alimentadas con la microalga Sc. acutus cultivadas con EVCA,
siendo 15 x 10%cél. mL™ la mejor dosificacion obteniéndose valores de
121,7org. mL™; asimismo, permitié obtener los mayores valores de la tasa
especifica de crecimiento (u) y tasa de duplicacién (TD) con valores de
0,532 dia "y 1,304dia-*, respectivamente.

» Todos los cultivos dosificados con EVCA mostraron mayores contenidos de
de lipidos respecto al control y los cultivos de B. calyciflorus alimentados
con 15 x 10* cél. mL™de Sc. acutus presentaron hasta 18,05% maés que el

control, 27,41y 23,21%, respectivamente.

» Las variaciones de la temperatura, pH y oxigeno de los cultivos de B.
calyciflorus alimentados con Sc. acutus no afectaron la dinamica del

crecimiento de los rotiferos por estar dentro de sus rangos adecuados.
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VI. RECOMENDACIONES

» Determinar el perfil de aminoacidos y acidos grasos del rotifero B.
calyciflorus alimentados con Sc. acutus cultivados con residuos de la

maricultura, acuicultura e industriales.

» Realizar estudios de las tasas de ingestion y asimilacion del rotifero B.
calyciflorus alimentados con Sc. acutus procedentes de cultivos utilizando

residuos de la pesqueria, de la agroindustria y lodos residuales.

» Desarrollar un sistema del cultivo integrado microalgas- rotiferos en el
contexto de reciclar residuos que coadyuven a minimizar los actuales
impactos negativos que tales residuos ocasionan al ambiente acuatico y
terrestre, asi como propiciar la produccién masiva de rotiferos para su uso
como alimento vivo de animales, peces Yy crustaceos, de interés

econémico.
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ANEXO



Anexo 1. pH promedio en

Dia

Anexo 2. Crecimiento
experimentales durante el cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus.

Dia

8,10
8,10
8,20
8,30
8,20
8,23

8,27

CONTROL

+0,10a
+0,20a
+0,10a
+0,10a
+0,10a
+0,06a

+0,12a

CONTROL

Rl1 R2 RS3

8,10
8,10
8,20
8,23
8,30
8,27

8,30

VIII.

ANEXOS

todas las unidades experimentales durante el
cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus.

+0,17a
+0,10a
+0,00a
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Sc. acutus (x10°cél. mL™)
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8,13
8,13
8,23
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10
+0,26a
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+0,10a
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8,13
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15
+0,20a
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8,20
8,23
8,20
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poblacional (x 10%cél. mL™) en todas las unidades

5

R1 R2 RS3

Sc. acutus (x10°cél. mL™)

10

Rl R2 RS3

50 50 50
8,0 11,0 9,0
12,0 14,0 13,0
18,0 19,0 22,0
24,0 20,0 27,0
29,0 30,0 32,0

40,0 43,0 39,0

50 50 5,0
70 9,0 8,0
11,0 14,0 13,0
14,0 18,0 15,0
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35,0 39,0 34,0

46,0 50,0 50,0

50 50 5,0
11,0 11,0 10,0
12,0 12,0 14,0
26,0 28,0 22,0
34,0 29,0 32,0
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85,0 87,0 83,0

36
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20
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16,0 15,0 13,0
36,0 32,0 31,0
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93,0 89,0 101,0



Anexo 3. Tasa especifica de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion (TD) en
todas las unidades experimentales durante el cultivo de B. calyciflorus con Sc.
acutus.

Sc. acutus (x10°cél. mL™)
CONTROL
PARAMETRO 5 10 15 20

Rl R2 RS3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3

No (org.mL™) 50 50 5,0 50 50 50 50 50 50 #50 50 50 50 50 50

Nf(org. mL™) 40,0 43,0 39,0 46,0 50,0 50,0 85,0 87,0 83,0 127,0127,0111,0 93,0 89,0 101,0

At (dia) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
u (dia™) 0,347 0,359 0,342 0,3700,384 0,384 0,472 0,476 0,468 0,539 0,539 0,517 0,487 0,480 0,501
TD (dia) 2,000 1,933 2,025 1,8741,806 1,806 1,468 1,456 1,480 1,286 1,286 1,342 1,423 1,444 1,384

Anexo 4. Biomasa promedio de lipidos (mg L) en las unidades
experimentales durante el cultivo de B. calyciflorus con Sc. acutus.

Sc. acutus (x10°cél. mL™)
CONTROL
PARAMETRO 5 10 15 20

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

Biomasa Muestra (mg) 2,29 2,46 2,23 2,61 2,84 2,84 488 4,99 476 734 734 642 540 517 5,87

Biomasa Total (mg L™) 22,92 24,64 22,35 26,08 28,35 28,35 48,79 49,94 47,64 73,41 73,41 64,16 54,03 51,71 58,68

Absorbancia 0,153 0,171 0,153 0,203 0,228 0,226 0,372 0,381 0,418 0,586 0,613 0,505 0,454 0,409 0,447
Lipidos (%) 22,70 23,62 23,31 26,42 27,27 27,03 25,90 2594 29,83 27,12 28,37 26,72 28,56 26,88 25,87
Lipidos (mg L™ 520 582 521 689 7,73 7,66 12,64 12951421 19,91 20,83 17,15 15,43 13,90 15,18
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Anexo 5. Grafica de biomasa promedio de lipidos (mg L™) en los cultivos de B.
calyciflorus al sexto dia en los tratamientos.

LiPIDOS TOTALES

25,0 1

20,0 1

15,0 |

LiPIDOS (mgL?)

n
o
=]

50 1

0,0
CONTROL 5 10 15 20
x10% cél. mL1

Letras diferentes en los tratamientos indican diferencia significativa (p<0,05).

Anexo 6. Grafica de Curva de Calibracién de lipidos (mg L™).

N C. L. A B

0 0,000 0,000 0,000
16 0,050 0,210 0,174
17 0,100 0,426 0,386
18 0,150 0,711 0,643
19 0,200 0,923 0,871
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