X 4 Valencia

=z” San Vicente Martir

TRABAJO FIN DE GRADO

GRADO EN
CIENCIAS DEL MAR

Artemia como vehiculo de sustancias
bioactivas/antibidticos en  acuicultura:
encapsulacion mediante nanoparticulas de
zeina.

Myriam Lizanda Piqueras

Inmaculada Varé Vaello. Instituto de Acuicultura de Torre la Sal
(IATS-CSIC), Ribera de Cabanes (Castelldn).

M? José Fabra Rovira. Instituto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos (IATA-CSIC), Paterna (Valencia).

Pablo José Sanchis Benlloch. Universidad Catélica de Valencia
(UCV), Valencia.

Curso académico 2018/19

Q)IATS #CSIC .

& %\ Facultad de Veterinaria
a‘ } y Ciencias Experimentales
Universidad Catolica de Valencia
%ggf I l\lL.l‘Sl(> : ({ - 0lica dc cnci

San Vicente Martir






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, quisiera agradecer a la Universidad Catdlica de Valencia (UCV)
por permitirme disfrutar de esta carrera tan maravillosa y todo lo aprendido en ella. En
sequndo lugar, al Instituto de Acuicultura de Torre la Sal (IATS-CSIC) que en
colaboracion con la UCV me han permitido realizar un proyecto muy interesante, por ello
al IATS le tengo que agradecer la oportunidad que me ha brindado de realizar alli las
practicas, asi como a todas las personas que me han ayudado durante mi estancia en
dicho centro.

También queria agradecer al equipo de trabajo de Julio Polaina del Instituto de
Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos (IATA-CSIC) por permitirme realizar parte
de mi proyecto en sus instalaciones y por todas las facilidades otorgadas, en especial a
David Talens por su guia y direccion en el desarrollo del antibiograma, asi como de las
imagenes de los nauplios expuestos a las nanoparticulas de zeina.

Agradecer a mi tutor de TFG Pablo José Sanchis, por aconsejarme y
supervisarme durante el desarrollo del trabajo.

A una de mis tutoras, M? José Fabra (IATA), por su orientacién en el desarrollo
de las nanoparticulas de zeina, ademas de su guia y supervision en el proyecto.

Pero sobre todo, me gustaria agradecer a Inma Varo, por su tiempo, por la
paciencia y dedicacion que ha tenido conmigo, por guiarme y ayudarme a cumplir el
objetivo del trabajo, no podia haber tenido una tutora mejor.

Me gustaria agradecer a mis compafieros de clase, Jone, Isabel, Belén, Alberto,
Antonio, Sara y Esther, por ayudarme en todo momento, por soportar mis agobios con
los examenes y trabajos, por ser los mejores amigos que he podido encontrar.

Finalmente, queria agradecer a mi familia, en especial a mis padres y a mi novio,
por ser incondicionales, por aconsejarme y tranquilizarme, y sobre todo aguantar mis
situaciones de estrés constante durante esta etapa, porque siempre estuvieron

pendiente cuando los necesité.

GRACIAS A TODOS POR TANTO.






INDICE

S 0 | 1
= 1 I8 O 2
1. INTRODUGCCION ... ..ottt 3
1.1, Artemia en aCUiCUUIa ...........ooomiiiiii e e e e 3
1.2. Biologia y ecologia de Artemia ...............oouuuuieiiiiiiiiiicee e 5
1.3. Sistema digestivo. Mecanismo de alimentacion..............cccoeeeieieiiieeeee, 7
1.4. Nuevos sistemas de encapsulacion..............ccoiiiieiiiiiiiiiiii e 9
1.5. Nanoparticulas de ZeiNa........c.cooeiiii i 12
1.5.1. Bioencapsulacion de antibioticos: €j. cloranfenicol ................ccccoevnnneenn. 15
OBUJETIVOS ... 16
MATERIAL Y METODOS ..ot 17

3.1.  Preparacion de las nanoparticulas de zeina..........ccccoeeveviiiivicin e, 17
3.2. Obtencidon de nauplios de Artemia franciscana..............ccccccccoveeieieenieeeannnnn. 18

K TR T Oy <o .41 T=1 o1 (o PP 19
3.4. Exposicion de nauplios a las nanoparticulas de zeina...........ccccoeevveveeeeeen. 20
3.5, Antibiograma ... 21
3.6.  Analisis estadiStiCO ........uuuuuiiii i 22
I 0 | I N L 23
4.1. Nanoparticulas de ZeiNa.........ccouuuiiiiiiiiii e 23
S O - Tox 10 1= o | (o TSP 25
4.3. Exposicidon de nauplios a las nanoparticulas de zeina........cc..c.ccoeeeeeiinnnn.... 26
4.4, ANtIDIOGrama . ..ot aeeenaae 31
5. DISCUSION. ..ottt 35
6. CONCLUSIONES .......ooiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e aeaeeeaaees 37
7. LINEAS FUTURAS ..ottt ettt 38
8. BIBLIOGRAFIA. ...ttt ettt ae e 39






Myriam Lizanda Piqueras

RESUMEN

Los nauplios de Artemia son el alimento vivo mas utilizado en larvicultura, a pesar de
qgue su contenido en acidos grasos poliinsaturados de cadena larga es insuficiente para cubrir
las necesidades nutricionales de las larvas de peces y crustaceos. Estas deficiencias se han
abordado mediante la vehiculacion de dichos compuestos y otras sustancias (antibiéticos y
bioactivos) mediante los nauplios.

El objetivo principal de este trabajo ha sido explorar el empleo de nanoparticulas de
zeina (NPZ) como sistema de encapsulacion de antibidticos y bioactivos para su explotacion
en larvicultura.

En el presente estudio se expusieron nauplios de Artemia franciscana de 24h de edad
a NPZ con curcumina, 3-caroteno y cloranfenicol, frente a dos controles: NPZ vacias, para
comprobar el efecto del antibidtico, y nauplios alimentados con microalgas, para verificar el
tiempo de entrada y llenado del tracto digestivo, realizadose muestreos a diferentes tiempos
(30, 60, 120 min). Previamente los nauplios recién eclosionados se cultivaron a 25°C, con
aireacion y fotoperiodo continuo, y alimentados con microalgas.

Los resultados del estudio mostraron que las NPZ fueron ingeridas por los nauplios y
no afectaron a su talla tras 2h de exposicién. Las NPZ con cloranfenicol provocaron un retraso
del crecimiento bacteriano, demostrando el efecto del antibiético, y verificando la efectividad
de su encapsulacién al mantenerse activo en el interior del tracto digestivo de los nauplios.
Estos resultados revelan la efectividad de las NPZ para la encapsulacion de antibidticos y
sustancias bioactivas y su vehiculacion mediante nauplios de Artemia para su aplicacién en

larvicultura.

Palabras clave: Artemia franciscana, nauplios, nanoparticulas de zeina, encapsulacion,

cloranfenicol, bioactivos.
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ABSTRACT

Nowadays, Artemia nauplii are the live food most used in larviculture, although their
content of long-chain polyunsaturated fatty acids is insufficient to cover all the nutritional
requirements of larval fish and crustaceans. These deficiencies have been addressed through
the vehiculation of said compounds and other substances (antibiotics and bioactives) through
the nauplii.

The main objective of this work has been to explore the use of zein nanoparticles (NPZ)
as an encapsulation system for bioactive and antibiotics to their exploitation in larviculture.

In the present study, nauplii of Artemia franciscana of 24h of age were exposed to NPZ
with curcumin, B-carotene and chloramphenicol, against two controls: empty NPZ, to prove
the effect of the antibiotic, and nauplii fed with microalgae, to verify the time of entry and filling
of the digestive tract, taking samples at different times (30, 60, 120 min). Previously, the newly
hatched nauplii were cultivated at 25°C, with aeration and continuous photoperiod and they
have been fed with microalgae.

The results showed that the NPZ were ingested by the nauplii and they didn’t affect its
size after two hours of exposure. The NPZ with chloramphenicol caused a delay of the
bacterial growth, proving the effect of the antibiotic and verifying the effectiveness of its
encapsulation to remain active inside the digestive tract of the nauplii. These results reveal
the effectiveness of the NPZ for the encapsulation of antibiotics and bioactive substances and

their vehiculation by Artemia nauplii for its application in larviculture.

Keywords: Artemia franciscana, nauplii, zein nanoparticles, encapsulation, chloramphenicol,

bioactive.
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1. INTRODUCCION

1.1. Artemia en acuicultura

La acuicultura ha mejorado las técnicas de cultivo en los ultimos anos, permitiendo el
manejo de cantidades mayores de organismos en espacios reducidos, y provocando un
aumento del rendimiento de produccién (Alderman, 1988; Mejia et al., 2007).

En el medio natural las fases larvarias se alimentan de organismos plancténicos
(fitoplancton y zooplancton) que forman una red trofica muy diversa y compleja. Para obtener
dicho plancton del medio natural se ha practicado su captura, o que produce una serie de
problemas, ya que tanto el rendimiento productivo para satisfacer el gran nimero de presas
vivas que se necesitan, como la comodidad y disponibilidad del manejo del recurso, son
insuficientes (Stottrup, 2000). Debido a esto, se ha tendido a reproducir la cadena tréfica de
forma artificial, consiguiendo una simplificacion al usar especies de plancton facilmente
manipulables y cultivables, las cuales presentan cualidades nutricionales aptas para el
crecimiento y supervivencia de las larvas.

La cadena tréfica artificial esta formada por tres eslabones, el primero de ellos esta
constituido por las microalgas que presentan un tamano entre 5 y 20 micras y, en ocasiones,
se emplean como alimento directo para larvas de especies fitéfagas (ej. Cetorhinus maximus);
el segundo eslabdén esta formado por rotiferos mixohalinos, generalmente, del género
Brachionus (Brachionus plicatilis), que se caracteriza por tener un tamano pequefio (80-250
pum), tasa reproductiva alta (>300 ind/hembra) y facil manejo con tamafio adecuado para su
ingestion por las larvas; y el tercer y ultimo eslabon esta formado, exclusivamente, por las
larvas o nauplios de los crustaceos branquidopodos del género Artemia (Theilacker y
McMaster, 1971; Bernabé, 1973; Bernabé y René, 1973; Ruiz, 2008).

Los nauplios de Artemia son el alimento vivo mas utilizado a nivel mundial para la cria de
especies cultivables (Bengtson et al.,, 1991) por dos motivos: por el elevado numero de
especies a las que alimenta y por la rapidez y facilidad con la que se obtienen sus nauplios,
lo que hace que sea un alimento hasta la fecha insustituible en larvicultura (Kinne 1977; Léger,
1986). Ademas, este crustaceo se utiliza como organismo modelo en estudios fisiologicos,
toxicoldgicos y ecolégicos (Petrucci et al., 1995; Shields, 2001; Sorgeloos et al., 2001). Las
caracteristicas que hacen que los nauplios de Artemia sean un alimento tan bueno para las
larvas son: cuticula externa fina, lo que asegura una digestibilidad buena, color llamativo,
movimiento constante, tamafo optimo (400-600 um), respuesta de escape ausente y buena
palatabilidad. Ademas, presentan un elevado contenido en proteinas (50-60%), acidos grasos

poliinsaturados y aminoacidos (Llosa, 2007), lo que hace que siga siendo la eleccién
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preferible frente a microcapsulas o macroparticulas inertes presentes en el mercado, a las
cuales parece que muestran una aceptabilidad baja (Monroig, 2007; Medina, 2012).

La utilizacion de Artemia, como alimento en acuariofilia comenzé en el afio 1930, sin
embargo, hasta 1950 no aparecieron los primeros lotes de quistes en el mercado,
procedentes de las salinas del Great Salt Lake (GSL) y de la bahia de San Francisco
(Bengtson et al., 1991; Ruiz, 2008). Desde 1970 en adelante, se ha producido la globalizacién
de la acuicultura y como consecuencia de ello ha habido un aumento en la demanda de
quistes, de tal forma, que se han alcanzado las 2000 Tm/ano, es decir, el 40% de la totalidad
del alimento que requieren las larvas a nivel mundial en la actualidad (Sorgeloos et al., 2001).
El principal proveedor de quistes mundial ha sido el Gran Lago Salado (GLS), generando una
cosecha de 4000 Tm/afo de producto humedo bruto, de los cuales 1200 Tm/afo son quistes
procesados. Dicha productividad ha sufrido grandes cambios debido, tanto a las cosechas
irregulares, al aumento de la demanda en larvicultura y a la explotacién de dicho recurso de
forma insostenible, como a impactos antropogénicos y alteraciones meteorolégicas sobre los
ecosistemas productores, lo que ha generado una escasa disponibilidad de quistes
(Sorgeloos et al., 2001).

Las soluciones planteadas para dicho problema han sido, en primer lugar, la investigacion
de este recurso natural a nivel mundial, encontrandose en Rusia y China, principalmente
(Lavens y Sorgeloos, 2000; Sorgeloos et al., 2001), y en los lagos salados de Asia (Van
Stappen, 2007) y en América del Sur (Cohen et al., 1998) ecosistemas que permiten la
explotacién de quistes a nivel comercial; y en segundo lugar, al perfeccionamiento de la
gestion de la explotacién de los biotopos conocidos, asi como, de los sistemas de procesado
de los mismos (Medina, 2012).

Otro de los factores que limita el uso de nauplios del género Artemia, como presa viva en
acuicultura, es el contenido en acidos grasos poliinsaturados esenciales, ya que los
crustaceos y peces, de ecosistemas marinos, cubren sus necesidades con el acido linolénico
(18:3n-3 o LNA), linoleico (18:2n-6 o LA), docosahexaenoico (22:6n-3 o DHA) y
eicosapentaenoico (20:5n-3 o EPA). Sin embargo, los nauplios carecen de DHA en su
composicion lipidica, ademas de que el EPA esta ausente o su contenido es variable (Léger
et al., 1986; Navarro, 1990; Navarro et al., 1992). Estas deficiencias nutritivas han sido
solucionadas mediante técnicas de enriquecimiento, basadas en la vehiculacion de las
sustancias ricas principalmente en EPA y DHA mediante las presas vivas (Kashiwakura et al.,
1994; Cook et al., 2003; Tlusty et al., 2005; Monroig et al., 2003, 2006). La metodologia mas
empleada es el uso de las emulsiones con alto niveles de DHA y EPA, las cuales forman
micelas en el agua que son ingeridas por los nauplios (Watanabe et al., 1982; Léger et al.,
1987), actuando éstos como vehiculo de las mismas, proceso conocido como

bioencapsulacion.
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1.2. Biologia y ecologia de Artemia

El género Artemia se engloba en el grupo de crustaceos branquidopodos anostraceos,
siendo uno de los taxones mas antiguos conocidos en la actualidad, procedente del Cretacico
inferior (mas de 100 millones de afios) (Fryer, 1987; Varo, 2015).

Son organismos que se caracterizan por poseer un cuerpo alargado y delgado,
claramente segmentado, cubierto por una cuticula fina y flexible de quitina, que se renueva
mediante un proceso de muda, permitiendo de esta forma, el crecimiento del organismo
(Amat, 1985a; Varo, 2015). Ademas, su aspecto y tamafo puede ser muy variable,
dependiendo de las condiciones abidticas del medio, asi como de la cepa o especie, aunque
suele estar comprendido entre los 10 y 12 mm. Presenta un color anaranjado, el cual puede
variar a rojizo cuando se encuentra en aguas de elevada salinidad (Amat, 1985a).

Anatdomicamente, posee tres partes diferenciables: cabeza, térax y abdomen. En primer
lugar, la cabeza, formada por cinco segmentos fusionados, y en cuya zona frontal posee el
ojo naupliar compuesto por tres ocelos, presentando a ambos lados los ojos compuestos los
cuales estan provistos de pedunculos, mas largos en machos que en hembras (Bowen et al.,
1978), y cerca de cuya base nacen las anténulas en posicion dorsal y las antenas en posicion
ventral, formadas por el exopodito y el protopodito, y estan dotadas de un dimorfismo sexual.
En las hembras las antenas adoptan una forma filiforme y sencilla con dos botones
sensoriales en el protopodito, mientras que en los machos estan hipertrofiadas en apéndices
prensiles, principalmente en la porcion del exopodito, adecuadas para agarrar a la hembra
por la parte anterior de la bolsa ovigera u ovisaco (posicion conocida como “riding horse”) en
el momento previo a la cépula y fertilizacion (Heath, 1924). En segundo lugar, el térax,
formado por once segmentos, cada uno de los cuales esta dotado de un par de apéndices en
forma de hoja, es decir, aplanados y foliaceos, con una branquia y sin caparazén rigido,
conocidos como toracopodos o fildpodos, con morfologia idéntica, pero longitud variable, y
cuya funcion es respiratoria, filtradora y locomotora (Ruiz, 2008; Varg, 2015). Estos apéndices
poseen dos formaciones, los endopoditos, que son formaciones folidceas de finas y largas
sedas, y cuya funcion es natatoria; y los exopoditos que son sacos con un tegumento muy
delgado, actuando a modo de branquias (Croghan, 1958). En tercer y ultimo lugar se
encuentra el abdomen, el cual posee ocho segmentos apodos, seis de ellos son los
abdominales acabando con el telson y constituidos por la furca caudal, mientras que los dos
restantes son los segmentos genitales, que son mas voluminosos y se hipertrofian en su parte
ventral, formando asi los respectivos aparatos sexuales, en hembras conocido como bolsa

ovigera u ovisaco y en machos como vesicula seminal o pene (Amat, 1985a).



Myriam Lizanda Piqueras

Uno de los aspectos mas importantes a destacar en el género Artemia es su reproduccion,
ya que hay dos tipos: la bisexual, también conocida como zigogenética o anfigdénica, con
presencia de hembras y machos, y la partenogenética, que suele ser telitoca, es decir,
progenie femenina. En ambos casos, se dan lugar a dos tipos de huevos, unos son los que
se desarrollan embrionariamente en el utero de la hembra, siendo el resultado el nacimiento
directo en forma de nauplios (reproduccién ovovivipara); y el otro tipo es aquel que cesa su
desarrollo al alcanzar el estado de gastrula incipiente o blastula avanzada, cubriéndose con
una estructura conocida como corion, procedente de las glandulas de la cascara, siendo
expulsados por la hembra en forma de quistes (reproduccién ovipara), asegurando una
proteccion frente a condiciones ambientales desfavorables. Se diferencian dos tipos de
quistes, unos que dan lugar a una eclosién subitanea e inmediata, con nacimiento de nauplios
poco tiempo después de ser expulsados al medio; y el otro tipo es aquel que esta en estado
de diapausa o criptobiosis (estado de vida suspendida) y requieren de una activacion de la
misma para que se produzca la eclosion y nacimiento del nauplio (Mathias, 1932; Lochhead,
1941; Dutrieu, 1960).

El género Artemia esta distribuido por todo el planeta, a excepcion de la Antartida,
ocupando, exclusivamente, ambientes acuaticos hipersalinos, los cuales destacan por la
presencia limitada de predadores y por la escasa biodiversidad (Ruiz, 2008). El factor abiético
mas importante en estos ecosistemas es la salinidad, la cual condiciona su reproduccion, su
desarrollo y la dinamica de sus poblaciones, pero debido a que son capaces de autorregular
su presién osmatica, soportan niveles de salinidad muy elevados (> 220 ppm), encontrandose
en ambientes con salinidades entre 3g/L y 370 g/L (Van Stappen, 2002). Otros dos factores
a los que se tiene que enfrentar este género son la temperatura y el oxigeno; en cuanto al
primero, los umbrales maximo y minimo de supervivencia suele estar entre 5-35°C, variando
segun la poblacion y especie; en cuanto al segundo factor, los ecosistemas hipersalinos se
caracterizan por una baja disponibilidad de oxigeno, presentando situaciones de hipoxia
(<2ml O, - L) y anoxia (Vos et al., 1979; Decleir et al., 1980). Sin embargo, estas condiciones
de hipoxia y anoxia no les afecta debido a que son capaces de absorber el poco oxigeno
disponible en el agua, gracias a que responden con un aumento en la cantidad
de hemoglobina, principalmente la del tipo Hb-Ill, que se caracteriza por una altisima afinidad

por el oxigeno (Vos et al. 1979).
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1.3. Sistema digestivo. Mecanismo de alimentacion

Artemia es un organismo filtrador fagotrofo continuo, no selectivo y obligado (Eviemo y
Olsen, 1999; Provasoli y Shiraishi, 1959; Reeve, 1963; D’Agostino, 1980), cuya alimentacion
estd basada en algas unicelulares (Dunaliella viridis, D. salina), bacterias (Halococcus,
Halobacterium), detritos presentes en el medio divididos de forma fina y pequefios protozoos
(Amat, 1985a).

Estos organismos presentan un tracto digestivo con estructura tubular en forma de gancho
y cuyo revestimiento epitelial esta formado por una unica capa de células. Estd compuesto
por tres partes principales (figura 1): el intestino proximal o anterior (“foregut”) y el intestino
distal, caudal o posterior (“hindgut”) que presentan caracteristicas apropiadas para funciones
principalmente mecanicas, y cuyos enterocitos estan recubiertos por una delgada cuticula y
estructura cuboidal, con pequefias cantidades de organulos citoplasmaticos; y el intestino
medio (“midgut”) que muestra caracteristicas de almacenamiento, secrecion y absorcion, y
cuyos enterocitos presentan un reticulo endoplasmatico bien desarrollado y numerosas
mitocondrias, estando recubiertos por unas microvellosidades de epitelio cuboidal simple y
por las células epiteliales columnares simples, formando una estructura conocida como borde
en cepillo. El intestino medio y el posterior estan alineados, mientras que el anterior es un
tubo con forma de gancho, cuya parte mas larga es paralela al medio y la mas corta es
perpendicular a este. Asimismo, el intestino posterior y anterior son mas cortos y con un
diametro menor en comparacion con el medio. Ademas, en la parte anterior del intestino
medio se pueden encontrar dos protuberancias globulares laterales, conocidas como ceca
gastrica o hepatopancreatica (figura 1). Hay que destacar que los tres segmentos se

encuentran suspendidos de forma libre en la hemolinfa (Gunasekara et al., 2011).

N

Fig. 1. Caracteristicas morfoldgicas del tracto digestivo del nauplio de Artemia franciscana. 1: Foregut;
2: Ceca gastrica; 3: Midgut; 4: Transicién midgut—hindgut; 5: Hindgut; 6: Apertura anal (Gunasekara et
al., 2011).
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Los nauplios recién eclosionados (Instar |) se alimentan de sus reservas vitelinas que
estan acumuladas en el 6rgano nucal. Una vez que se encuentran en la segunda fase larvaria
(Instar 1) se alimentan mediante una actividad filtradora constante y coordinada, con ayuda
de las segundas antenas (Heath, 1924; Barlow y Sleigh, 1980), hasta que desarrollan los
telopoditos de los toracépodos (Schrehardt, 1987), de tal forma que el par de apéndices
empieza su movimiento cuando el anterior ha realizado % del suyo (Cannon, 1928; Volimer,
1952; Amat, 1985a), momento en el que las particulas retenidas en ellos, son arrastradas
debido a las corrientes opuestas, generadas por el aumento y disminucion del espacio entre
pares de apéndices adyacentes hacia el atrio bucal y por el labro, el cual las agrupa mediante
una secrecion viscosa que él mismo segrega. Una vez que pasan por las maxilas y
mandibulas (aparato masticador poco efectivo), entran en el intestino proximal hacia el par
de diverticulos globulares, llegando de esta forma al intestino medio donde sufren la accion
de los enzimas digestivos. Finalmente, el alimento llega al intestino posterior, donde mediante
unos movimientos de contraccion, los restos se eliminan por el ano en forma alargada y con
una coloracién dependiente de la abundancia y naturaleza del alimento ingerido (Amat,
1985a).

La capacidad de adaptacién de los organismos con una alimentacién por filtracion se
determina a partir de la energia minima consumida durante la ingesta, que se expresa
como: la tasa de respiracion (R) (tasa de ingestion = tasa de filtraciéon (F)* concentracion de
alimento en el medio). La relaciéon F/R (tasa de filtracion (F) y tasa de respiraciéon (R)) que
expresa la cantidad de agua filtrada por unidad de oxigeno consumido, y se utiliza para
caracterizar la adaptacion a la alimentacion por filtracion. En Artemia, a 25°C la relaciéon F/R
es de 7.4 L de agua filtrada por ml de O. consumido mientras que en invertebrados marinos
que se alimentan por filtracion de manera obligada presentan una la relacién mayor (F/R > 10
L, Riisgard y Larsen, 2000), indicando una menor adaptacion para alimentarse y competir por
el alimento en medios tipicamente marinos con crustaceos marinos filtradores (Riisgard et al.,
2015).

Artemia presenta una tasa de asimilacion que varia dependiendo de las diferentes
concentraciones de alimentos, lo que esta relacionado con la digestibilidad y con un tiempo
variable en atravesar el intestino (Porter 1973, 1975). En ambos casos, siendo la digestibilidad
alta o baja, la concentracion de alimento tiene efecto sobre la tasa de asimilacion y la ingesta
(Coutteau, 1992). El tiempo necesario que Artemia requiere para reemplazar completamente
el contenido intestinal son 30 minutos, independientemente del tamafio del individuo y del
alimento (Nimura, 1989). Esto permite su empleo como vehiculos de compuestos
nutricionales, especialmente en las primeras fases de desarrollo (nauplios y metanauplios),

durante la cria larvaria de organismos.
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La seleccion del tamafio del alimento puede determinarse mediante las diferencias en la
tasa de eliminacion de las particulas en funcion de su tamafio (Makridis y Vadstein, 1999). La
distancia intersetular se utiliza como indicador del tamafio minimo que debe tener el
alimento para organismos filtradores (ej, cladoceros, Marshall, 1973). Los organismos del
genero Artemia son capaces de filtrar la materia particulada que esté en suspension en el
medio acuatico en el que se encuentren (Reeve, 1963), presentando preferencia por
alimentos de tamano especifico (ej. Dunaliella sp. (8—12 ym) y Chlamydomonas sp. (4-7 um),
cianobacterias cocoides (1-2 ym), diatomeas céntricas y penadas (20—40 um)) (Mason, 1967,
Stephens y Gillespie, 1976; Wurtsbaugh y Berry, 1990; Wurtsbaugh, 1992), oscilando entre
6.8 y 27.5 ym, con un 6ptimo de 16.0 um segun el estudio de Fernandez (2001).

1.4. Nuevos sistemas de encapsulaciéon

Artemia presenta unas caracteristicas de alimentacion que permiten manipular su
composicion bioquimica segun las necesidades nutricionales de las larvas, lo que ha dado
lugar al desarrollo de técnicas de enriquecimiento en acuicultura (Gelabert, 2003).

Las técnicas de enriquecimiento con nauplios de Artemia varian en funcién de las
condiciones ambientales (pH, salinidad y temperatura) y del tiempo de enriquecimiento (Dhont
et al., 1991; Mejia et al., 2007). El principal método es la encapsulacién, que consiste en
sistemas coloidales de liberacion que presentan dos fases: la primera esta dividida en
particulas pequefias, constituyendo la fase dispersa; y la segunda es la fase dispersante,
formada por las sustancias que rodean a la otra formando la matriz. Se clasifican en tres tipos:
dispersiones de moléculas autoensambladas, dispersiones de liquidos en liquidos, y
dispersiones de solidos en liquidos (Patel y Velikov, 2011). Estos sistemas de liberacion
coloidal, para ser utilizados en alimentacion, tienen que ser compatibles con la matriz, sin
cambiar sus caracteristicas originales (textura, sabor, estabilidad y apariencia), garantizando
la actividad y estabilidad del agente durante su procesado y almacenamiento, sin ser
facilmente degradados por el pH, el oxigeno, la temperatura y luz (Shin, Kim y Park, 2015).

La encapsulacion presenta dos ventajas, la primera de ellas es que evitan la percepcion
sensorial, permitiendo el enriquecimiento con productos bioactivos sin tener efecto sobre las
propiedades organolépticas del producto original; y la segunda es que a través de distintos
mecanismos (mejora de la absorcion y transporte, incremento de la estabilidad en la digestion
y perfeccion de la solubilidad en el intestino) se aumenta la biodisponibilidad del bioactivo
(Livney, 2015).

Los principales tipos de sistemas de liberacion coloidal (figuras 2 y 3) empleados son: 1)

las micelas que son agrupaciones de moléculas anfipaticas producidas a una concentracion
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micelar critica, presentando un tamafo pequefio (< 10 nm), limitada solubilidad y una
estabilidad coloidal y termodinamica. 2) Los liposomas, cuya estructura consta de una
vesicula que se encuentra rodeando un nucleo acuoso y que estad compuesta mediante una
0 mas bicapas lipidicas, formada principalmente por fosfolipidos. A pesar de que tiene
limitaciones en cuanto a alto coste, estabilidad baja a pH acido y eficiencia de encapsulacién
insuficiente, son empleados como portadores por presentar dominios tanto hidréfobos como
hidrofilos, ya que de esta forma puede portar moléculas de ambas naturalezas. 3) Las
emulsiones, que son sistemas de dispersion termodinamicamente inestables (estabilizados
usando moléculas de superficie activa) y que estan compuestas por dos liquidos inmiscibles.
Presentan tamafos variables de decenas de nandmetros a milimetros, dependiendo de las
gotas que las forman, y son adecuadas para la solubilizacién de activos lipofilicos (Fang 2010;
Patel y Velikov 2011; Livney 2015; Shin, Kim y Park 2015; Katouzian y Mahdi 2016). Existe
una amplia gama de emulsiones con bases en aceites de algas, pescado o derivados de
estos, ricos en acidos grasos poliinsaturados como DHA, ARA y EPA (Selco excelente (INVE),
DHA Selco (INVE), Superartemia (Catvis)). Ademas, pueden incorporarse pigmentos y
vitaminas solubles en lipidos (vit Ay vit E) (Ando et al., 2003). Por ultimo, 4) las nanoparticulas
(figura 3), que poseen una estructura estable, uniformidad y una alta relacion superficie-
volumen (Kim et al., 2011). Hay dos tipos: en primer lugar, las lipidicas-sélidas que son
similares a las emulsiones, pero en este caso el lipido se encuentra total o parcialmente
cristalizado a temperatura ambiente. Presentan ventajas en cuanto a buena
biocompatibilidad, biodegradabilidad y estabilidad, pero muestran una eficiencia baja de
encapsulacion cuando el compuesto a encapsular es poco soluble en el lipido (Fang 2010;
Patel y Velikov 2011; Livney 2015; Shin, Kim, y Park 2015; Katouzian y Mahdi 2016). Y en
segundo lugar las poliméricas, son dispersiones particuladas con un tamafio entre 10 y 100
nm, disefiadas a partir de polimeros. El término nanoparticula engloba a las nanoesferas que
son sistemas matriciales cuyo activo esta incrustado uniformemente en la matriz polimérica,
y las nanocapsulas que son sistemas vesiculares cuyo principio activo se encuentra confinado
en un nucleo o cavidad liquida, cubierta por una membrana polimérica. Estas presentan una
ventaja frente a las nanoesferas, y es que poseen una eficiencia de encapsulacion mayor y

un contenido polimérico menor (Teixeira et al., 2012).

1,88 &AL 2 3 5 APt

t NOOY ‘u" ﬁ” ' ’
QOO \\\\\\% }j{-’/ » 4" ”/‘:"
L) e i X Xy - s -
e SO }- > b { - o g A .
RO T2 + SF 3| % 2

LU A - .
s 7".’*’ ‘-\’:";7) )’)ﬁm‘:\:\? Lj/ """4 >y e

Fig. 2. Tipos de nanoformulaciones. 1: micela; 2: liposoma; 3: nanoparticula sélida lipidica; 4: emulsion
W/O; 5: emulsién O/W (Katouzian y Mahdi, 2016).
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Fig. 3. Tipos de nanoparticulas. 1: nanocapsulas; 2: nanoesferas (Kim et al., 2011).

La técnica de enriquecimiento mas utilizada en Artemia es la bioencapsulacion, que
consiste en la exposicion de los nauplios a un medio con una emulsion que contenga la
sustancia enriquecedora, de esta forma los nauplios se cubren y alimentan de dicha emulsion,
actuando como vehiculos (Leger et al., 1986; Léger et al., 1987; Watanabe et al., 1982). Los
niveles de enriquecimiento son mejores cuando las emulsiones son mas concentradas (Mejia
et al., 2007). Las sustancias enriquecedoras también se pueden encapsular en un nucleo
formado por un material que la protege del entorno, permitiendo su liberacién en condiciones
controladas y facilitando la absorcién a través del intestino de los organismos durante su
alimentacion (Zeng et al., 2019).

La técnica de encapsulacién consta de dos procesos: un proceso quimico, ya que se
realiza en un medio liquido con el fin de desarrollar una fase de separacion; y un proceso
fisico, debido al uso del material de cobertura que es retenido tras la formacion de la capsula
(Anaya et al., 1995).

La mayoria de los trabajos de enriquecimiento de nauplios y metanauplios de Artemia se
han centrado en la encapsulacioén directa (bioencapsulacion) de carotenoides y acidos grasos
poliinsaturados (Nordeng y Bratland, 1971; Watanabe et al., 1980; Leger et al., 1986; Leger
et al, 1987; Watanabe, 1991); pero también hay algunos estudios que evaluan Ila
bioencapsulacion de otros compuestos como los antibioticos (Mohney et al., 1990; Nelis et al.
1991; Chair et al., 1995; Chair et al., 1996; Gapasin et al., 1996; Touraki et al., 1999; Majack
et al., 2000).

Estas técnicas se han aplicado de manera extensa en acuicultura de peces y crustaceos
(figura 4), con el objetivo de obtener una mejora en cuanto al color, salud y valor nutritivo de
las presas vivas (Gelabert, 2003). Ademas, de esta forma se evita la pérdida de las sustancias
hidrosolubles en el medio, asegurando la dosis adecuada para cada especie y acorde con su
fase de desarrollo (Léger et al., 1986; Castro et al.,, 2003). Por ello, la naturaleza de la
sustancia o compuesto encapsulado varia en funcién de los requerimientos nutricionales de

la especie a la que va dirigida (Chérel y Nin, 1991; Gelabert et al., 1996).
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Fig. 4. Uso de Artemia como vehiculo de diferentes sustancias para larvas de peces en cultivo (Léger
et al., 1986).

1.5. Nanoparticulas de zeina

La zeina es la principal proteina de reserva del maiz y es una combinacion de péptidos
de diversos pesos moleculares, carga y solubilidad. Consta de cuatro fracciones a-, B-, y- y
0-zeina (Hudson, 1997; Guo, Liu, An, Liy Hu, 2005), siendo la a y B las mayoritarias, aunque
la a es la mas abundante en el mercado ya que es la prolamina del maiz (19-22 kDa) (Parris,
Dickey, Tomasula, Coffin, y Vergano, 2001) representando el 70-85% de la totalidad de la
prolamina de este, mientras que la B no se comercia por su baja estabilidad (Shukla y
Cheryan, 2001). Ambos tipos de zeina son poco solubles en agua, debido al alto contenido
en aminoacidos sin carga (Paliwal y Palakurthi, 2014), pero poseen una alta solubilidad en
etanol (a: etanol de 70-95%; B: etanol 60%), acetona y soluciones alcalinas acuosas (pH =
11.5) (Hudson, 1997; Shukla y Cheryan, 2001; Kasaai, 2018).

La zeina, estructuralmente, carece de aminoacidos basicos o acidos (como lisina), pero
consta de una cantidad significante de aminoacidos con residuos no polares (>50% de su
contenido) como alanina (10%), prolina (10%) y leucina (20%), por ello es una proteina
hidrofobica (Shukla y Cheryan, 2001; Wang y Padua, 2012; Esquivel, 2013; Patel y Velikow,
2014; Kasaai, 2018). Presenta un nucleo hidrofébico (caracter anfipatico), el cual actua como
barrera acuosa, y una pelicula dura y quebradiza que lo recubre (Cug, Gonlard y Guilbert,
1998; Padua y Wang, 2009; Reza, 2018), siendo de esta forma, un candidato ideal para la
sintesis de polimeros (Patel y Velikov, 2014; Chuacharoen y Sabliov, 2016). Posee las
propiedades y ventajas de ser biodegradable, biocompatible y de bajo coste, lo que le da una
alta viabilidad comercial; es insoluble al agua, permitiendo la formacién de particulas por
precipitacién y, ademas, es mejor para sistemas de liberaciéon controlada y para encapsular
compuestos (hidrofébicos e hidrofilicos) con actividad antioxidante y/o antimicrobiana,
protegiéndolos asi frente a la degradacion (Shukla y Cheryan, 2001). La zeina es abundante

y de origen natural, y ha sido clasificada como Generally Recognized as Safe (GRAS), ya que
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es segura y no téxica. Se caracteriza por ser resistente a enzimas, permitiendo la liberacion
de sustancias funcionales (farmacos, micronutrientes, aceites esenciales) encapsuladas en
particulas de zeina, tanto en el area alimentaria como farmacéutica (Parris, 2005; Hurtado-
Lopez, 2006; Luo et al., 2010; Patel, 2010; Luo et al., 2011, 2012, 2013; Esquivel, 2013; Patel
y Velikow, 2014; Zhang et al., 2019).

Las nanoparticulas de zeina presentan un tamano (< 200 nm) que permite que sus
propiedades fisicoquimicas difieran a las de particulas de mayor tamafio, de esta forma se
obtiene una mejora en la estabilidad en cuanto a los fendbmenos de separacién gravitacional
y agregacion, asi como de mayor solubilidad, velocidad de difusion y de penetracion en
barreras biologicas (Dan, 2016).

Las aplicaciones de los nanomateriales suelen ser muy limitadas, ya que en comparacion
con los empleados normalmente en aplicaciones alimentarias o nutricionales, presentan un
mayor grado de toxicidad. En el caso de la zeina esto no supone ningun problema, ya que es
una proteina segura y respetable con el medio ambiente (Kasaai, 2018). Sus aplicaciones se
presentan en la tabla 1. Hay que destacar que, hasta el momento, su aplicacién en el campo

de la nutricion en la acuicultura (larvicultura) no se ha explorado.
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Tabla 1. Aplicaciones de las nanoparticulas de zeina en industrias de alimentacion y nutricién (Kasaai,

2018).

Aplicacion Descripcion Referencia

Capsula Para sistemas encapsulados de aceites | Luo et al, 2010;
esenciales, acidos grasos, colorantes/pigmentos | Patel y Velikov,
alimentarios, vitaminas liposolubles, sabores, | 2014; Zou et al.,
agentes antioxidantes y antimicrobianos naturales, | 2012.
y suplementos nutricionales y alimenticios.

Nucleo Para encapsular componentes nutricionales y | Huy McClements,

alimentarios.

2015.

Estabilizador

Para mejorar la estabilidad de los antioxidantes

mediante procesos oxidativos.

Ghorani y Tucker,
2015.

nanobiosensor

Protector Para proteger componentes bioactivos (sabores, | Zou et al., 2012.
agentes antioxidantes, colorantes de alimentos,
aceites esenciales, lipidos) de la degradacion y
deterioro provocado por el oxigeno y humedad, asi
como la mejora de las propiedades ante la barrera
del oxigeno y el agua.
Tubo Para proteger los componentes de los alimentos y | Padua y Wang,
nanomeétrico nutrientes del deterioro por humedad. 2009.
Parte de un|Para detectar proteinas alérgicas u otros | Gezeretal., 2016;
sistema de | componentes alimenticios. Jornet-Martinez et

al., 2016

Nanoesfera (<
100 nm)

Para la fabricacién de emulsiones aceite/agua.

Wang y Padua,
2012.
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1.5.1. Bioencapsulacién de antibiéticos: ej. cloranfenicol

El cloranfenicol es un antibidtico de amplio espectro antimicrobiano que se encarga de
inhibir la sintesis de proteinas a nivel de la subunidad 50 S del ribosoma bacteriano,
impidiendo la formacién de puentes peptidicos en la cadena de elongacion (Uriarte et al.,
2001; Rodriguez, 2014). Es un bacteriostatico que impide la multiplicaciéon y el desarrollo de
los microorganismos, pero sin destruirlos (Madigan et al., 1999).

Ha sido empleado frecuentemente en acuicultura, principalmente en “hatcheries”, para el
control del crecimiento microbiano en cultivos larvarios de pectinidos y de peces. Es un
antibiotico prohibido en la mayoria de los paises, pero todavia se sigue usando en algunos
de Sudamérica (Uriarte et al., 2001; Romero-Soto et al., 2018).

En el presente estudio se ha evaluado la viabilidad de encapsular sustancias bioactivas y
antibioticos en nanoparticulas de zeina, usando como modelo la curcumina y B-caroteno
como compuestos bioactivos, y el cloranfenicol como antibiético (figura 5). A pesar de sus
restricciones, en este estudio el cloranfenicol se ha utilizado como prueba de concepto en vez

del florfenicol, cuyo uso no presenta restricciones y sus funciones son similares.

Fig. 5. Aspecto del antibidtico cloranfenicol en agua de mar (imagen tomada con microscopio
estereoscopico Leica MZ6 con cdmara digital incorporada Leica MC170HD, con ayuda del programa

Motic Images Plus 3.0 ML). Fuente: elaboracion propia.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general planteado en este estudio consiste en la evaluacion de las
nanoparticulas de zeina como sistema de encapsulacién, para vehicular sustancias
bioactivas y antibidticos en nauplios de Artemia, y confirmar si es susceptible de ser explotado

de una manera util en larvicultura.

Los objetivos especificos planteados para lograr el objetivo general son:

1. Determinar la incorporacion (vehiculaciéon) de nanoparticulas de zeina (NPZ) con
sustancias bioactivas y antibidticos en nauplios de Artemia: tiempo de llenado y
vaciado del tracto digestivo.

2. Evaluar la digestibilidad de nanoparticulas de zeina en el tracto digestivo de nauplios

de Artemia: actividad antimicrobiana del cloranfenicol.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Preparacion de las nanoparticulas de zeina

Las nanoparticulas de zeina (NPZ) se prepararon por el método de precipitacion
antisolvente (figura 6), que consiste en la precipitacién de la disolucién biopolimérica que
contiene el compuesto activo en un medio en el que no es soluble, de forma que se favorecen
las interacciones biopolimero-biopolimero sobre las interacciones biopolimero-solvente,
promoviendo asi la asociacion de las moléculas de biopolimero. Para ello, se prepard una
disolucion de zeina al 2.5 % (p/v) utilizando como solvente una disolucién de etanol al 80%
(v/v) y se anadio el compuesto bioactivo/antibiético (curcumina y B-caroteno encapsulado y
como colorante o cloranfenicol como antibiético encapsulado (Sigma)) en una concentracion
10 % (p/p) respecto a la zeina. Las nanoparticulas se formaron por adicion de 5 ml de la
disolucion de zeina-bioactivo/antibiético en 25 ml de agua destilada (antisolvente),
manteniendo el sistema en agitacion a 60 rpm durante 3 min. Las nanoparticulas control
(zeina sin compuesto bioactivo/antibiodtico) se prepararon siguiendo el mismo procedimiento.

El tamario de las nanoparticulas en disolucion se determind, por triplicado, por dispersion
dinamica de luz (DLS) (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments, UK).

Tras la preparacion de las NPZ se procedio a su observacion mediante un microscopio
estereoscopico Leica MZ6 con camara digital incorporada Leica MC170HD, y se realizaron

fotos con el programa LAS (Leiza Application Suite) analizador de imagenes.

Zeina + solvente + compuesto
bicactivo/antibidtico

\
/ Antisolvente
4
/
//
S
= \} — -~
! .
Nanoparticulas de zeina con el
< compuesto bioactivo/antibidtico
60 rpm; 3 min

Fig. 6. Preparacion nanoparticulas de zeina (modificado de Chen et al., 2014).
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3.2. Obtencion de nauplios de Artemia franciscana

El trabajo fue desarrollado a partir del uso de nauplios de la especie americana bisexual
Artemia franciscana (AF), los cuales fueron obtenidos mediante la eclosién de quistes
deshidratados, proporcionados por la empresa INVE Aquaculture (Bélgica).

Previamente a la eclosién, se realiz6 la descapsulacion de los quistes, con el objetivo de
retirar el corion (envuelta que cubre el embrién) y de esta forma poder eliminar cualquier
contaminacion que pueda estar adherida (microorganismos, pesticidas, metales pesados,
etc.), asi como facilitar la recogida de los nauplios eclosionados. La solucién de
descapsulacién se preparoé con 0.162 L de lejia, 0.5 L de agua de mar y 7.5 gr de sosa
caustica. Para la descapsulacién se hidrataron 50 gr de quistes en agua dulce durante 1 h
con aireacion constante. A continuacion, se recogieron los quistes hidratados y se
resuspendieron en la solucidon descapsuladora con aireacion vigorosa y constante. Se
mantuvieron en dichas condiciones hasta que se produjo un cambio de color desde marrén a
anaranjado, momento en el que se recogieron con ayuda de una malla de plancton de 100
Mm y se procedio a su lavado con abundante agua dulce para eliminar cualquier resto de la
solucion de descapsulacion. Tras el lavado, se escurrid el exceso de agua y los quistes
descapsulados (figura 7.1) se recogieron con ayuda de una espatula. Después se pesaron
cantidades de 10 gr (peso humedo), y se distribuyeron en recipientes de cristal que contenian
salmuera de 270 ppm, para su conservacion a 4°C hasta el momento de su eclosion.

La eclosion de los quistes (figura 7.2), accion por la que se produce el nacimiento del
nauplio tras la rotura de la membrana, se realizé a partir de una cantidad conocida (2.5 g/L y
4 g/L) que fue resuspendida en tubos de cristal cilindrocénicos, con 1 litro de agua de mar y
en un bafo termostatizado a 28°C, aireacion individual, vigorosa y constante, mediante
burbujeo desde el fondo, e iluminacidn continua (1000 lux) (Amat, 1985b).

Tras un periodo de 22-24 horas, la aireacion fue detenida y se procedi6 a la recogida de
los nauplios recién eclosionados. La separacién de los nauplios (figura 7.3) de los restos de
la eclosién (quistes, membranas y embriones sin eclosionar) se realizé mediante la sifonacién
y recogida de estos en una malla de plancton de 100 uym, donde se lavaron con abundante
agua dulce para eliminar todos los metabolitos generados durante el proceso de eclosion.
Posteriormente, los nauplios (figura 7.4) fueron resuspendidos en una probeta de 1 L con
agua dulce, durante 2-3 minutos, con el objetivo de eliminar por flotacion posibles restos mas
ligeros de la eclosion. Pasado dicho tiempo, se sifonaron y resuspendieron de nuevo, pero
esta vez en un volumen conocido de agua de mar filtrada, generalmente 1 L, con aireacion
moderada y constante, para tener una dispersion homogénea antes de proceder a su contaje.

La densidad media de nauplios (n° individuos/ml) se calculé a partir de 3 alicuotas de 250 pl
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tomadas con ayuda de una pipeta automatica. De esta forma, se determind el volumen a
transferir a cada tubo de exposicion para que la densidad final fuera de 250 nauplios/ml.
Finalmente, los nauplios se mantuvieron en dos recipientes de cristal de 0.5 L durante 24 h
en condiciones estandar (aireacion constante, fotoperiodo continuo y alimentados con
Tetraselmis suecica, en una camara termostatizada a 25°C).

La concentracién de microalga (suministrada por el banco de microalgas del IATS) se
obtuvo mediante el calculo de la concentracion inicial del cultivo stock utilizando una camara
de recuento Neubauer, asi se determiné el volumen a coger de dicho cultivo para obtener una

concentracion final de 300.000 cél/ml.

Fig. 7. Obtencion de nauplios de A. franciscana. 1: quistes descapsulados; 2: eclosion; 3: recogida; 4:

nauplios.

3.3. Crecimiento

Para la determinacion de la talla de los nauplios recién eclosionados (0h) y tras 24h de
cultivo en condiciones estandar, se realizaron fotografias de los ejemplares de interés con
ayuda de un microscopio estereoscopico Leica MZ6 con camara digital incorporada Leica
MC170HD vy el programa LAS (Leiza Application Suite), y las imagenes fueron procesadas
con el software de acceso libre ImageJ (National Institutes of Health, USA).

La talla media de los nauplios de 0 h y 24 h se estim¢6 a partir de 120 individuos. Para
poder realizar la fotografia, los nauplios fueron anestesiados con una soluciéon de agua
saturada de cloroformo. Después de determinar la talla, los nauplios fueron eliminados del

experimento.
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3.4. Exposicion de nauplios a las nanoparticulas de zeina

Para realizar los ensayos de exposicion a las nanoparticulas de zeina (NPZ) se utilizaron
nauplios de 24h de edad cultivados en condiciones estandar. Previamente se filtraron desde
el medio de cultivo y se concentraron con ayuda de una malla de plancton de 100 um, a
continuacion, se resuspendieron en un volumen final de 30 ml en tubos tipo Corning a una
densidad de aproximadamente 200 nauplios/ml.

Cada grupo experimental se prepard con 28 ml H>O de mar filtrada y autoclavada y 2 ml
de NPZ con 200 nauplios/ml. Se prepararon un total de 4 grupos experimentales: NPZ con
antibidtico cloranfenicol encapsulado, NPZ vacias (sin antibiético/bioactivo), NPZ con (-
caroteno y NPZ con curcumina. Ademas, se incluyeron dos grupos control (sin NPZ), uno de
fitoplancton (300.000 cél/ml) y otro con levadura (0.02 g/100 ml). Todos los grupos
experimentales se mantuvieron en las mismas condiciones en una camara termostatizada a

25 °C, con aireacioén constante y fotoperiodo continuo (figura 8).

Fig. 8. Detalle del sistema empleado para la exposicion de nauplios de A. franciscana a nanoparticulas
de zeina (NPZ). De izquierda a derecha: NPZ con 3-caroteno, con curcumina y con antibiético, NPZ

vacia, control de fitoplancton (T. suecica) y control de levadura.

Fueron realizados un total de 6 ensayos por triplicado, tomando muestras de 1 ml a
diferentes tiempos (30, 60 y 120 minutos), con el objetivo de medir la talla de los nauplios
(n=30) y verificar la entrada de las NPZ. Dichos nauplios fueron eliminados del experimento.

Finalmente, el resto de los nauplios fueron filtrados a través de una malla de plancton de
100 um y lavados con abundante agua destilada, con el fin de eliminar los restos de NPZ,
para su posterior congelado a -20°C en tubos eppendorf de 1.5 ml hasta su andlisis (figura
9).
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Fig. 9. Detalle del etiquetado de muestras antes de ser congeladas hasta su analisis.

3.5. Antibiograma

Para la realizacion del antibiograma se prepararon precultivos de XL1 Blue en tubos de 5
ml del medio Luria-Bertani Agar (LBA) y se procedié a su incubacion. Tras esto, se inocularon
0.5 ml del precultivo de LBA a un matraz de 50 ml y se procedi6 al crecimiento hasta obtener
una densidad 6ptica (DO) de 0.1 a 600 nm.

Seguidamente, las muestras de nauplios expuestas a NPZ con antibiético encapsulado y
a NPZ vacias (usadas como control) fueron congeladas en nitrégeno liquido durante 10 s y
posteriormente, homogeneizadas (trituradas) en condiciones estériles en eppendorfs de 1.5
ml junto con 200 pl de agua destilada estéril.

A continuacion, se prepararon dos métodos de antibiograma, el primero de ellos se llevo
a cabo en placas Petri, en las cuales se afiadieron 200 pl del precultivo dispersados por toda
la superficie. Mientras se secaban las placas, se prepararon discos estériles con papel
Whatman con 50 pl de muestra (extracto de nauplios) y se incubaron en la estufa a 37°C
durante 24h, con el objetivo de que se secaran. Posteriormente, dichos discos fueron
depositados en las placas sembradas. Finalmente, se procedi6 a la observacion y medicion
del crecimiento de los halos tras 24h de incubacién a 37°C.

El segundo método fue realizado en una placa multipocillo (figura 10), en la que se
pusieron 150 ul de LBA, 50 pl de muestra (extracto de nauplios) y 20 ul de Escherichia coli
resistente a ampicilina. En la primera fila (A) fue colocado el blanco, en la primera columna
se puso el cloranfenicol a distintas concentraciones (control positivo) y en el resto de las
columnas (2-4) se colocaron las muestras (extractos de nauplios), en las filas de la B-D se
dispuso el control negativo (extracto de nauplios expuestos a NPZ vacias), y en las filas de la
E-G se dispusieron los extractos de nauplios expuestos a las NPZ con cloranfenicol

encapsulado, cada una de ellas a los tres tiempos (30, 60 y 120 min). Después, la microplaca
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ya preparada fue colocada en el lector de placas, capaz de realizar cinéticas, a 37°C durante

18 horas, tomando datos cada 10 minutos y a una absorbancia de 600 nm.

Fig. 10. Detalle de la placa multipocillo formada por 150 ul de LBA, 50 pl del extracto de A. franciscana
y 20 ul de E.coli resistente a ampicilina. Primera fila (A): blanco. Primera columna: cloranfenicol a
distintas concentraciones. Columnas 2-4: extractos de nauplios de A. franciscana (B-D: control negativo
(nauplios expuestos a NPZ vacias), E-G: extractos de nauplios expuestos a NPZ con cloranfenicol

encapsulado).

3.6. Analisis estadistico

Los datos de crecimiento en nauplios de Oh y 24h se analizaron con un analisis t-student.

Para comparar los datos de crecimiento de los nauplios de 24h expuestos a las diferentes
nanoparticulas se llevé a cabo un analisis de la varianza de una via (ANOVA de una via)
seguido de un test Dunnett post hoc para ver diferencias entre los grupos experimentales
expuestos a NPZ y levadura respecto al grupo control (fitoplancton). Los resultados se
presentaron como media + desviacion tipica, y el nivel de significacion se establecié a p<0.05
(95%).

Todo el analisis estadistico se generd con la ayuda del software Graphpad Prism?7.

Las graficas que representan los resultados del antibiograma se analizaron realizando
una cinética mediante el promedio y la desviacion tipica de las absorbancias de los triplicados
del grupo control y los triplicados del grupo con antibiético, cada uno a los tres tiempos de

exposicion.
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4, RESULTADOS

4.1. Nanoparticulas de zeina

En las figuras 11-14 se puede observar el aspecto de las diferentes nanoparticulas de
zeina (NPZ) con el bioactivo/antibiético encapsulado.

Las NPZ con B-caroteno (figura 11) mostraron forma irregular con color rojizo debido al
bioactivo.

Fig. 11. Aspecto de las NPZ con B-caroteno encapsulado (imagenes con camara digital incorporada
Leica MC170HD al microscopio estereoscopico Leica MZ6, con ayuda del programa Motic Images Plus
3.0 ML). Izquierda: 10x; Derecha: 40x.

En la figura 12 se pueden ver las NPZ vacias, que presentaron un aspecto similar al de
las NPZ con B-caroteno, con la diferencia de que las vacias poseian un color crema, propio

de la zeina.

Fig. 12. Aspecto de las NPZ vacias (imagenes con camara digital incorporada Leica MC170HD al
microscopio estereoscopico Leica MZ6, con ayuda del programa Motic Images Plus 3.0 ML). Izquierda:
10x; Derecha: 40x.
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En cuanto a las que contenian cloranfenicol encapsulado (figura 13) mostraron un color

mas similar a las NPZ vacias, con una tonalidad mas clara por el antibiético.

Fig. 13. Aspecto de las NPZ con cloranfenicol encapsulado (imagenes con camara digital incorporada
Leica MC170HD al microscopio estereoscopico Leica MZ6, con ayuda del programa Motic Images Plus
3.0 ML). Izquierda: 10x; Derecha: 40x.

Hay que destacar las NPZ con curcumina (figura 14) presentaron un aspecto espicular,
muy diferente al resto, con aristas muy pronunciadas. Ademas de una coloracibn mas
anaranjada, propia de la curcumina. En todas las NPZ se observaron la formacion de

agregados.

Fig. 14. Aspecto de las NPZ con la curcumina encapsulada (imagenes con camara digital incorporada
Leica MC170HD al microscopio estereoscopico Leica MZ6, con ayuda del programa Motic Images Plus
3.0 ML). Izquierda: 10x; Derecha: 40x.
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4.2. Crecimiento
En la figura 15 se presentan los resultados de las tallas (um) de nauplios recién
eclosionados (0h) y a las 24 horas tras ser alimentados con T. suecica (300.000 cél/mL).

El anadlisis estadistico (t-student) mostré que hay un crecimiento significativo (p<0.05) de

nauplios con el tiempo.

1000+

800+ I

Talla (um)
$

200+

24
Edad (h)

Fig. 15. Variacion de la talla de nauplios de A. franciscana recién eclosionados (0h) y a las 24 horas

alimentados con T. suecica. Los resultados se presentan como media + desviacion tipica (n=120).

La media de las tallas de nauplios a Oh fue de 500.09+49.89 um y tras 24h de cultivo con

T. suecica fue de 772.55+69.86 um (figura 16).

512 pm

Fig. 16. Detalle del tamafio (um) de nauplios de A. franciscana recién eclosionados (0Oh) (izquierda) y

de 24 horas de edad alimentados con T. suecica (derecha).
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4.3. Exposicion de nauplios a las nanoparticulas de zeina

En la figura 17 se muestran los resultados de las tallas (um) de nauplios de 24h expuestos
a las diferentes nanoparticulas de zeina (NPZ), a levadura y al control (fitoplancton), al
finalizar los ensayos de exposicion (120 min).

El analisis estadistico mostré que no hay efecto sobre la talla de los nauplios expuestos a
las diferentes NPZ y a la levadura en comparacion con el fitoplancton (grupo control) (ANOVA

de una via, p=0.05).

1000+

800- -

600+

Talla (um)

Nanoparticulas

Fig. 17. Talla (um) de nauplios de A. franciscana alimentados con T.suecica durante 24h, expuestos a
las diferentes nanoparticulas de zeina, fitoplancton (control) y levadura durante 120 min. Los resultados

se presentan como media  desviacion tipica (n=60).
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La media de las tallas fue de 732.92+65.83 uym en los nauplios expuestos a las NPZ de
B-caroteno, 739.08+65.34 um a los de NPZ de curcumina, 737.65+50.54 um a los de NPZ
vacias, 730.1+28.34 ym a las NPZ que contenian cloranfenicol, 732.0751.87 ym a los

expuestos al control y por ultimo los de levadura que fue de 729.32+42.81 um (figura 18).

Fig. 18. Detalle del tamafio (um) de nauplios de A. franciscana de 24 horas de edad expuestos durante
120 min a nanoparticulas de zeina (NPZ) con B-caroteno (1) y curcumina encapsulados (2), NPZ vacias

(3), NPZ con Cloranfenicol encapsulado (4), grupo control con fitoplancton (5) y levadura (6).

En la figura 19 se muestra el porcentaje de llenado del tracto digestivo de los nauplios de
A. franciscana tras las exposiciones a las diferentes NPZ, levadura vy fitoplancton (control) a
diferentes tiempos (30, 60 y 120 min).

Los resultados obtenidos mostraron que todas las NPZ fueron ingeridas por los nauplios,
observandose un aumento de ingestién con el tiempo. En cuanto a la levadura, fue ingerida
de igual forma que las NPZ, mientras que los nauplios que estuvieron expuestos a fitoplancton
(control) presentaron el mayor porcentaje de llenado a los 3 tiempos, dando como resultado

un 100% a los 120 min de exposicion.

27



Myriam Lizanda Piqueras
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Fig. 19. Variacion en el porcentaje de llenado del tracto digestivo en nauplios de A. franciscana de 24h

de edad tras 30, 60 y 120 min de exposicion a las diferentes NPZ, levadura y fitoplancton (control).
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En las figuras 20-24 se muestran las imagenes de nauplios de A. franciscana de 24h de
edad expuestos a las diferentes NPZ durante 120 min. En dichas imagenes se puede apreciar
el detalle del tracto digestivo lleno de nanoparticulas.

Los nauplios expuestos a las NPZ con B-caroteno (figura 20) mostraron un tracto digestivo

mas oscuro, con cierta coloracién rojiza, propia del bioactivo.

119 uym 85 ym

Fig. 20. Nauplios de A. franciscana de 24h de edad tras ser expuestos a NPZ de B-caroteno durante
120 min (imagen tomada con microscopio Nikon Eclipse 90i). Izquierda: individuo completo. Derecha:
parte posterior del tracto digestivo donde se aprecia claramente el detalle de las particulas en su

interior, y su eliminacion por el ano.

En la figura 21 se pueden ver los nauplios expuestos a las NPZ de curcumina, la cual

proporciond un tono mas anaranjado que el habitual de su tracto digestivo vacio.

173 ym )

136 uym

Fig. 21. Nauplios de A. franciscana de 24h de edad tras ser expuestos a NPZ de curcumina durante
120 min (imagen tomada con microscopio Nikon Eclipse 90i). Izquierda: individuo completo. Derecha:

parte media del tracto digestivo donde se aprecia claramente el detalle de las particulas en su interior.
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En cuanto a los de NPZ vacias (figura 22) mostraron un tracto digestivo con una coloracion
crema.

Fig. 22. Nauplios de A. franciscana de 24h de edad tras ser expuestos a NPZ vacias durante 120 min
(imagen tomada con microscopio Nikon Eclipse 90i). Izquierda: individuo completo. Derecha: parte

media del tracto digestivo donde se aprecia claramente el detalle de las particulas en su interior.

El tracto digestivo de los nauplios expuestos a las NPZ con cloranfenicol (figura 23)
presentaron la misma coloracion que los de NPZ vacias, ya que el antibiético no les confirid

ningun color.

Fig. 23. Nauplios de A. franciscana de 24h de edad tras ser expuestos a NPZ con cloranfenicol durante
120 min (imagen tomada con microscopio Nikon Eclipse 90i). Izquierda: individuo completo. Derecha:

parte media del tracto digestivo donde se aprecia claramente el detalle de las particulas en su interior.
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Por ultimo, los nauplios alimentados con fitoplancton (control) (figura 24) presentaron un
color verde en el tracto digestivo, caracteristico de la microalga.
Hay que destacar que la coloracion verdosa que se observo en el tracto digestivo en los

nauplios expuestos a las NPZ se debe a restos de fitoplancton que quedaron sin digerir.

140 ym

59 uym
Fig. 24. Nauplios de A. franciscana tras ser alimentados con fitoplancton durante 24h (imagen tomada
con microscopio Nikon Eclipse 90i). Izquierda: individuo completo. Derecha: parte media del tracto

digestivo donde se aprecia claramente el detalle del fitoplancton en su interior.

4.4. Antibiograma

En la figura 25 se presentan los resultados obtenidos en el antibiograma realizado en
placas de Petri. Las tres primeras placas son las que contenian los extractos de nauplios
expuestos a 3 tiempos (30, 60 y 120 min) a las NPZ con cloranfenicol. Las dos ultimas placas
muestran los controles, a la izquierda el control negativo que consistié en el extracto de
nauplios expuestos a NPZ vacias, y a la derecha el control positivo con un extracto de
nauplios expuestos a diferentes concentraciones de cloranfenicol.

Tal y como se puede observar en la imagen no se obtuvieron halos de inhibicién en
ninguna placa (a excepcion del control negativo), lo que parece indicar que no se alcanzo la

concentracion de antibidtico minima inhibitoria.
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Fig. 25. Detalle de las placas realizadas con LBA y discos estériles de Whatman con 50 pl del extracto
de nauplios. Las 3 primeras placas: extractos de nauplios expuestos a NPZ con cloranfenicol a
diferentes tiempos (30, 60 y 120 minutos). Las dos ultimas placas: control negativo (izquierda), formado
por el extracto de nauplios expuesta a NPZ vacias, y el positivo (derecha), con cloranfenicol a distintas

concentraciones.
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En las figuras 26-28 se presentan los resultados de la cinética del crecimiento bacteriano
obtenidos tras 20 h de incubacion a 37°C de los extractos de nauplios expuestos a NPZ vacias
(grupo control en color azul) y a NPZ con cloranfenicol (grupo zeina en rojo). Los valores se
expresan en unidades de densidad optica (D.O) frente al tiempo.

Como puede observarse en la figura 26, correspondiente al grupo expuesto durante 30
min, la DO del grupo control fue superior comparado con el grupo de cloranfenicol, con un
valor maximo de 2 a los 800 min (~13.30h), mientras que en las de antibiético el valor fue de
1.5alos 1100 min (~18.30h).

30'

D.O

200 400 600 800 1000 1200 1400

Tiempo (min.)

Fig. 26. Crecimiento bacteriano de los extractos de nauplios expuestos durante 30 min a las NPZ
vacias (control, color azul) y a las que contenian cloranfenicol (zeina, color rojo). Cada punto se
corresponde con la media £ desviacion tipica obtenida por triplicado para el grupo control y de zeina

(antibidtico).

Lo mismo ocurre en los grupos expuestos durante 60 y 120 min (figura 27 y 28
respectivamente), dénde los valores obtenidos de D.O fueron mayores en el grupo control,

con valores entre 1.8 y 1.9 respectivamente.
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Fig. 27. Crecimiento bacteriano de los extractos de nauplios expuestos durante 60 min a las NPZ
vacias (control, color azul) y a las que contenian cloranfenicol (zeina, color rojo). Cada punto se
corresponde con la media * desviacion tipica obtenida por triplicado para el grupo control y de zeina

(antibidtico).
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Fig. 28. Crecimiento bacteriano de los extractos de nauplios expuestos durante 120 min a las NPZ
vacias (control, color azul) y a las que contenian cloranfenicol (zeina, color rojo). Cada punto se
corresponde con la media * desviacion tipica obtenida por triplicado para el grupo control y de zeina

(antibidtico).
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5. DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que las nanoparticulas de zeina (NPZ) son muy
efectivas en la encapsulacion de sustancias bioactivas como la curcumina y B-caroteno, asi
como de antibiéticos poco solubles como el cloranfenicol.

Durante la sintesis de las NPZ se obtuvieron particulas de un color crema caracteristico
e insolubles en agua siendo necesario el uso de etanol para su preparacion, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Shukla y Cheryan (2001) en su estudio sobre la zeina como
proteina para uso industrial.

En cuanto al crecimiento de los nauplios, los resultados mostraron que hay un aumento
significativo de su tamano (de 500.09 a 772.55 ym) tras 24h de cultivo a 25°C y alimentados
con T. suecica. Los mismos resultados de crecimiento se observaron en individuos de la
misma especie en el estudio realizado por Fornés (2018) sobre sobre la viabilidad de la
produccion de biomasa adulta, tras 24h de cultivo a temperaturas entre 25-28°C y
alimentados con la misma microalga a una densidad entre 200.000-300.000 cél/ml. Pero
contrasta con el estudio sobre la caracterizacion y criterios de eclosion de quistes de Artemia
sp., realizado por Eslava-Eljaiek et al., (2011), donde encuentran que la talla media de los
nauplios es de 431.79 uym tras 24h de cultivo, la cual es inferior a la obtenida en este estudio,
lo que puede ser debido a la especie utilizada.

Respecto al efecto de las NPZ sobre la talla de los nauplios, se ha comprobado que no
les afecta, ya que su crecimiento no varia tras 2h de exposiciéon, hecho que no es
sorprendente ya que las diferencias en talla de individuos de mas de 24h varia
significativamente en periodos de tiempo mayores. De hecho, nuestros resultados coinciden
con los obtenidos por Peixoto (2019) en un estudio sobre los efectos de diferentes
concentraciones de microparticulas de polimero esféricas, en el cual muestra que la talla de
ejemplares de A. franciscana no se ve alterada tras su ingestion.

En el caso de la exposicion de los nauplios a NPZ, los resultados demuestran que son
ingeridas por los estos, al observarse la presencia de las mismas en el interior de su tracto
digestivo. Este hecho confirma que a pesar de que forman agregados de diferentes formas y
tamanos, los nauplios, por su condicidon de ser organismos filtradores no selectivos (Amat,
1985a), son capaces de filtrarlas e incorporarlas, al presentar un tamafio adecuado que varia
entre 0.5-50 um (Espinosa, 2002). Nuestros resultados corroboran los obtenidos previamente
por Peixoto et al., (2019) en adultos de A. franciscana, donde confirma que microparticulas
de polimero esféricas entre 1-5 ym son incorporadas al tracto digestivo sin efectos adversos.
En la misma linea, el estudio de Mejia et al., (2007) demuestra la incorporacién de antibiéticos
(cloranfenicol y ciprofloxacino) en diferentes fases de desarrollo de A. franciscana, sefialando

que los metanauplios incorporan mejor estos compuestos poco solubles debido a una
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filtracion mas elevada, fomentada por una mayor actividad metabdlica durante esta fase
(Wilson,1989; Mejia et al., 2007).

Ademas, se ha determinado que el tiempo minimo para entrada de alimento o NPZ y el
llenado del tracto digestivo de nauplios de 24h de edad es de 30 min, y que la digestion tiene
lugar a los 120min, tiempo en el que se observaron la presencia de heces. Estos resultados
confirman los obtenidos por Nimura (1989), que describe que la entrada del alimento en
individuos de A. franciscana mantenidos a 25°C es de 30 min, e independientemente de la
fase de desarrollo, sefalando el poco tiempo que esta el alimento en el intestino.

En relacién con la efectividad del cloranfenicol, en el primer método del antibiograma
(placa Petri) no se gener6 un retraso del crecimiento bacteriano (E. coli), lo que se cree que
es debido a que la carga que se ha utilizado de antibidtico (10%) es relativamente baja para
producir un efecto significativo, es decir, no se alcanzé la concentracién minima necesaria
para producir inhibicion en el crecimiento de E. coli. Sin embargo, al realizar el antibiograma
mediante cinética, se ha comprobado que el antibiético sigue estando activo dentro de las
NPZ, ya que si que se observé una inhibicion del crecimiento cuando se utilizaron los
extractos de nauplios con NPZ con cloranfenicol frente a los expuestos a NPZ vacias (control).
Los resultados obtenidos respecto al tiempo de exposicion de nauplios a las NPZ indican que
no hay una relacion de éste con el efecto inhibitorio observado. Sin embargo, se podria decir
que a los 60 min se obtiene el valor mas bajo de D.O (inhibicién), que se queda por debajo
de 1.5, observandose un crecimiento mas lento con respecto del control, aunque en 120 min
este se efecto se ve mas pronunciado. Estos resultados coinciden con los encontrados en el
estudio de Roque et al., (2004), sobre la evaluacién de la concentracién de oxitetraciclina en
tejidos de camardn suministrada mediante nauplios de Artemia. Estos tampoco obtuvieron en
sus ensayos la concentracion minima inhibitoria, apuntando que habria que suministrar 4
veces mas de antibidtico para alcanzar dicha concentracion. Por el contrario, Mejia et al.,
(2007), si que obtuvo halos de inhibicion en el antibiograma, debido a que ha empleado una

concentracion del antibiético cloranfenicol mucho mayor (2g/L) a la utilizada en este estudio.
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CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de zeina (NPZ) capaces de encapsular en su interior los
bioactivos/antibiéticos como B-caroteno, curcumina y cloranfenicol, son ingeridas por
los nauplios de A. franciscana, confirmando que el tamafo y forma que adoptan en
agua de mar son adecuadas para poder ser filtradas e incorporadas en el tracto
digestivo. Ademas, la entrada y salida de nanoparticulas de zeina se produce en un
tiempo corto (30 min).

Las NPZ con cloranfenicol provocaron un retraso del crecimiento bacteriano,
confirmando la efectividad de su encapsulacién al mantenerse activo en el interior del
tracto digestivo de los nauplios durante 120 min.

Los resultados de este estudio permiten confirmar un importante potencial de las NPZ
y su vehiculacion para la introduccion de diferentes tipos de moléculas de interés

médico o nutricional.
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7. LINEAS FUTURAS

Respecto a las lineas futuras de investigacion, durante el desarrollo de este estudio se ha
planteado la posibilidad de realizar otros ensayos para completar esta investigacion.

En primer lugar, los resultados obtenidos en el antibiograma sefialan la necesidad de
aumentar la concentracién de cloranfenicol encapsulado, al menos unas 5 veces por encima
de la empleada en este estudio, para asegurar que la encapsulacion del antibiético sigue
siendo del 100%, y asi verificar su efectividad para inhibir el crecimiento de las bacterias.

Por otro lado, seria necesario la realizacion de ensayos con cloranfenicol disuelto
directamente en el medio (agua de mar), con el objetivo de confirmar si es mas efectivo que
cuando esta encapsulado en NPZ y vehiculado a través de nauplios.

Ademas, seria interesante ensayar la viabilidad de este sistema de encapsulaciéon con
nanoparticulas de zeina con otras sustancias de interés en nutricion larvaria, como lipidos
(DHA, EPA) y antioxidantes (a-tocoferol, quercetina, vitamina A).

Por ultimo, se podria afadir al disefio experimental otras etapas de desarrollo de A.
franciscana, como metanauplios, juveniles y adultos, con el fin utilizarlo en el cultivo de

paralarvas de pulpo (Octopus vulgaris) ya que precisa de presas vivas de mayor tamafio.
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