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RESUMEN	
  
	
  

 

 

La alimentación de organismos acuáticos en las primeras etapas de vida es 
fundamental para un adecuado desarrollo y crecimiento de los mismos, en 
sistemas naturales, los organismos planctónicos cubren la mayor parte de las 
necesidades nutricionales de larvas y crías de organismos acuáticos, sin embargo, 
al utilizar cultivos de apoyo en acuacultura, se ha reportado deficiencia de 
aminoácidos esenciales en algunos casos, por lo que, para la producción de crías 
o larvas de peces o crustáceos, es necesario utilizar alimentos que cumplan con 
los requerimientos nutricionales de éstos, y el enriquecimiento con estos 
nutrimentos del alimento vivo, hará más eficiente su uso. Por lo anterior  se evaluó  
la respuesta del cladócero Ceriodaphnia dubia enriquecida  con el aminoácido 
metionina a diferentes concentraciones, a través del crecimiento poblacional y su 
composición proximal. Las poblaciones de C. dubia  tuvieron significativamente   (α 
= 0.05) las mejores repuestas en la  concentración de 40 cel ml-1  de metionina, en 
crecimiento, y en composición proximal con el contenido de proteínas. En esta 
concentración se alcanzó una densidad máxima de 34 org ml-1  a los 17 días  con 
una tasa de crecimiento de 0.528 org día-1; se tuvo concentración de proteína de  
81.62%. Las respuestas obtenidas en concentración de lípidos, humedad y 
cenizas no fueron significativas entre las diferentes concentraciones de metionina 
utilizadas, teniendo en la concentración de 40 mg ml-1 metionina, valores de 15%, 
85%, 3.77%  respectivamente. 
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INTRODUCCION	
  
	
  

Los sistemas acuáticos se caracterizan por presentar comunidades de 

fitoplancton, representado por las algas y el zooplancton representado 

principalmente en aguas epicontinentales por rotíferos, copépodos y cladóceros 

(Wetzel, 1981). Siendo  estos el alimento fundamental de crías y larvas de peces y 

crustáceos potencialmente importantes para el hombre ya que responden a las 

necesidades específicas de éstos cuando reabsorben totalmente sus reservas 

vitelina (Bernabé, 1991).El alimento de los cladóceros es a base  de microalgas de 

1 a 25 µm, bacterias de 1 µm y aquellos que aunque estén dentro de este rango, 

ya  sean coloniales o presenten espinas no son consumidas por ellos (Dodson y 

Frey, 1991). 

En acuacultura, las algas de la familia CLOROFICEA como fuente de alimentación 

tienden a ser las más utilizadas por sus características (Prieto, 2006); por otra 

parte, el uso de cladóceros como alimento en  acuacultura, ha tomado auge  

debido a que varias crías de peces y larvas de crustáceos muestran una 

preferencia por ellos (Jhingran y Pullin, 1978),  por ser organismos  fáciles de 

cultivar, tener buen aprovechamiento en las crías de peces y crustáceos 

(Watanabe, 1983); su tamaño pequeño, forma, movimiento, pigmentación, tasa de 

crecimiento alta, fácil aceptación de dietas con las cuales se puede modificar su 

valor nutricional, tener alto contenido de enzimas digestivas (Dabrowski, 1984; 

Prieto, 2006; Muñoz, 2013), que sirven como exoenzimas en el intestino de 

organismos acuáticos en estadío de cría (Zimmerman, 1998, Prieto, 2001), 

presentar 60% de proteína en base seca y tener aminoácidos esenciales que 

cubren los requerimientos nutricionales de larvas y alevines en peces (Rottman, 

1999). 

Lavens (1996) reporta la utilización de cladóceros en la producción de trucha 

arcoíris, salmón y robalo; así como también en la reproducción de peces tropicales 

por  el alto contenido de proteínas y niveles de HUFA. 
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Algunas especies planctónicas no cubren totalmente los requerimientos 

nutricionales de larvas y crías de organismos acuáticos por lo que es necesaria la 

incorporación de algunos elementos en estos organismos para enriquecerlos y ser  

utilizados  como  vehículo de nutrientes específicos para las primeras etapas de 

peces (Luizi et al, 1999). El proceso por el que se lleva a cabo el enriquecimiento 

de plancton se  conoce como bioencapsulación (Monroig, 2007) a través de 

microemulsiones y micropartículas. Algunos de los métodos usados para la 

elaboración de microencapsulados está la coacervación compleja, la 

polimerización interfacial, gelificación iónica, incompatibilidad polimérica y el 

atrapamiento de liposomas (Pedroza-Islas, 2002) que son vesículas constituidas 

por una membrana fosfolipídica, principalmente y un compartimiento acuoso 

interno en el cuál se incorporan nutrientes hidrosolubles como los fosfolípidos, 

ácidos grasos esenciales, retinol (vitamina A), vitamina C, y aminoácidos, p. ej 

metionina, que es uno de los aminoácidos con azufre lo que les sirve para la 

formación de proteínas ya que  es esencial para los peces en la síntesis de 

proteína y otras funciones fisiológicas, como intermediario en la síntesis de 

cisteína y taurina; evita la fragilidad muscular y ósea en los organismos. (Navarro, 

et al; 1993 García, A. et al. 2010,). 

  

En el presente trabajo, se evaluaron diferentes concentraciones de metionina en el 

enriquecimiento nutricional del cladócero Ceriodaphnia dubia. 
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ANTECEDENTES	
  	
  
	
  

Alva (2001) observo que Ceriodaphnia cornuta tiene un mejor crecimiento 

somático y poblacional a una concentración de 1.5 x 106  cel ml-1 de Chlorella 

vulgaris, y en el 2004,  una mezcla de Chlorella vulgaris y Mycrosistys aeroginosa 

en la alimentación de Ceriodaphnia dubia tuvo  mejor crecimiento poblacional; 

comparándola con la combinación de Scenedesmus acutus y Mycrosistys 

aeroginosa. 

Se ha trabajado con varias especies de cladóceros evaluando su respuesta al 

suministro de diferentes dietas por ejemplo, Gliwicz (1990) encontró que Daphnia 

pulicaria y  Daphnia hialina presentan una relación inversa entre la concentración 

suministrada de Scenedesmus acutus,  con el tamaño de los huevos,  contenido 

de proteína y lípidos en los neonatos.  

Michales y De Meester (1998) demostraron que Daphnia magna puede 

alimentarse con combinaciones de Scenedesmus acutus y Saccharomyces 

cerevisiae en sustituciones hasta del 75 % de S. acutus además de que con la 

adición de infusorios ciliados, la condición fisiológica de los cladóceros mejora. 

Peña (2005)  encontró que Ceriodaphnia dubia y Moina macrocopa crecen más 

rápido alimentadas con Chlorella vulgaris  que, con Scenedesmus o diferentes 

combinaciones de S. cervisiae con cada una de las microalgas. 

New (1990) propone los mecanismos de la interacción entre los liposomas y las 

células de los organismos, donde menciona que los liposomas al entrar en 

contacto con el tejido de cualquier organismo, éste se convierte en un tejido diana, 

y es cuando los liposomas pueden liberar su contenido.  

En una revisión, Luzardo-Álvarez (2010) recomienda el uso de microencapsulados  

con recubrimiento a base de liposomas para ácidos graso, proteínas, aminoácidos, 

bacterias, enzimas, microalgas y algunos probióticos como vacunas como una 



10	
  
	
  

alternativa para la sustitución parcial de alimento vivo para diferentes cultivos de 

especies en la acuacultura. La microencapsulación a través de liposomas en 

nauplios de Artemia, se ha utilizado para adicionar ácidos grasos en peces 

marinos y peneidos  (De la Cruz, 1992; Koven, 1999; Tonheim, 2000; Evjemo, 

2001; Ravet, 2003; Olsen, 2004, Rivera, 2008); proteínas en larvas de la dorada 

(Sparus aurata) (Yufera, 1996) metionina en crustáceos  y peces marinos 

(Monroig, 2007), vitaminas A, D y E en guppies,  (Esparza, 2006; García-Ortega, 

2010; Merchie, 1996).   

En el área de sanidad también se han logrado avances a base de 

microencapsulados como la administración de diferentes probióticos como 

norfloxacina en Moina sp (Khangarot, 1985, Gatesoupe, 1999; Wiwattanapatapee, 

2002). 
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OBJETIVOS	
  
	
  

GENERAL 

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de metionina microencapsulada 

en poblaciones de  Ceriodaphnia dubia. 

 

PARTICULARES 

Determinar el crecimiento poblacional de Ceriodaphnia dubia con metionina 

microencapsulada  suplementada a diferentes concentraciones. 

Determinar la composición proximal de Ceriodaphnia dubia alimentada con 

metionina microencapsulada  a diferentes concentraciones.  
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MATERIALES	
  Y	
  METODOS	
  
 

Este trabajo se llevó a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Producción 

Acuícola (Acuario) de la FES Iztacala, en diferentes etapas. 

Aislamiento, cultivo y mantenimiento de organismos  

Aislamiento y cultivo de Ceriodaphnia dubia.  

Se filtro agua del Vaso Regulador las Carretas, Tlalnepantla, Edo. de México a 

través de una  red planctónica de 50 µm para colectar, identificar mediante claves 

taxonómicas (Elias, 2008) y aislar al  cladócero Ceriodaphnia dubia. La cepa 

aislada se mantuvo  en medio EPA (Weber, 1993) (Anexo 1), alimentándola con la 

microalga Chlorella vulgaris, en una concentración de 1.0x10 6 cel ml-1. 

 Cultivo de microalga Chlorella vulgaris.  

Se cultivó el alga Chlorella vulgaris, en medio basal Bold (Borowitzka & 

Borowitzka, 1988) (Anexo 2); en reactores de  plástico de 2.5 litros  con 2 litros de 

medio. Las microalgas se sembraron  a una densidad inicial de siembra de 1 X 106 

cel ml-1. Se mantuvieron  a una temperatura ambiente de 24±1 °C, con aireación 

constante e iluminación continua, suministrada por lámparas de luz de día  de 

5000 K  cada una y se cosechó en una densidad de 25x106 cel ml-1, 

posteriormente se dejó  sedimentar, concentrar y mantener las células en 

refrigeración para su posterior utilización. La determinación de la concentración de 

células de Chlorella vulgaris se llevó a cabo a través de un conteo de la microalga 

con la cámara de Neubauer y un microscopio óptico Nikon Alphaphot – 2 YS2.  
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Elaboración de microencapsulados  

Se elaboraron microencapsulados de DL-metionina con distintas concentraciones 

20, 40, 60, y 80 (mg ml-1) de acuerdo a Bangham y Cols 1965. (Anexo 3). 

Etapa Experimental 

Se trabajó con 5 tratamientos, cada uno por triplicado, utilizando las siguientes 

concentraciones de DL-metionina microencapsulada: 0, 20, 40, 60, 80 (mg ml-1). 

Se utilizaron 15 recipientes de plástico transparentes de 70 ml de capacidad, 

donde se colocaron 50 ml de medio EPA con la concentración respectiva,  en cada 

recipiente se agregó C. dubia con una densidad inicial de 1 org ml-1. A partir de 

ese momento, se registró el crecimiento poblacional contando a los organismos 

diariamente, cambiando el medio EPA y suministrando microalgas a una 

concentración de 1 X 106 cel ml-1 diariamente. Los conteos se realizaron por 

conteo individual en una cámara para zooplancton, pipetas Pasteur y un 

microscopio estereoscópico (Marca Nikon SMZ1500). En los primeros días del 

cultivo con densidad poblacional ≤5 org ml-1, se realizaron conteos totales y a 

partir de una densidad de 6 org ml-1 se tomaron alícuotas de 1 ml haciendo el 

conteo por triplicado.  

Con la finalidad de establecer el sitio de adhesión de los mismos, se registraron 

fotográficamente a los organismos.  

 

ANALÍSIS PROXIMALES 

Se cultivó a C. dubia  en las concentraciones de DL-metionina en las que se 

registró el mejor crecimiento poblacional (0, 20 y 40 mg ml-1) para obtener la 

biomasa necesaria y llevar a cabo los siguientes análisis proximales. 
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Porcentaje del contenido de humedad (AOAC, 1990). 

Se tomo una muestra con peso en base húmeda (PH) conocido, se colocó en 

crisoles de metal y para su  secado se utilizó un horno Prendo HSCF- 46 con una 

temperatura de 60 ± 2 (ºC) por 24 horas. Después de ese tiempo se pesó la 

muestra cada dos horas hasta que el peso de la muestra se estabilizo, indicando 

que se elimino toda la humedad de la misma. 

Ph − Ps
Ph

x  100 

 

Contenido de cenizas (%). 

Se utilizó muestra en base seca (Ps) colocándola en crisoles dentro de una mufla 

a 550 ºC por 8 ± 1 horas. (tiempo en el que la muestra adquiere un color blanco 

indicador de que solo se quedan los minerales presentes en la misma), pesando 

el remanente de los crisoles (Pf). 

Ps − Pf
Ps

x  100 

 

Contenido de Proteínas - Método de Lowry %. 

Se determinó el contenido de proteína del cladócero Ceriodaphnia dubia 

enriquecido a diferentes concentraciones de metionina, de acuerdo a la técnica de 

Micro  Lowry descrita en el producto “Total Protein Kit, Micro Lowry, Peterson´s 

Modification” (Sigma Diagnostics, MO,EUA) (Anexo4). 
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Lípidos Totales.% 

El contenido de lípidos totales se determinó con la técnica de extracción por 

Metanol-Cloroformo reportada por Blight y Dyer (1959) (Anexo 5). 
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RESULTADOS	
  
 

Se logró el enriquecimiento de los organismos a través la ingestión de partículas  

microencapsuladas además de la adhesión las mismas a la pared corporal de 

Ceriodaphnia dubia como se observa en las figuras 1 y 2.  

	
  

Figura	
  1.-­‐	
  Microencapsulados	
  a	
  base	
  de	
  liposomas	
  de	
  metionina	
  en	
  el	
  tracto	
  digestivo	
  en	
  
C.	
  dubia.	
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Figura	
  2.-­‐	
  Microencapsulados	
  de	
  liposomas	
  de	
  metionina	
  adheridos	
  a	
  la	
  pared	
  corporal	
  de	
  

C.	
  dubia.	
  

 

Con respecto a la dinámica del crecimiento poblacional de  C. dubia en los 

diferentes tratamientos, se observa que durante los primeros 5 días, hay una 

etapa de estabilización en todos ellos, y a partir del 6° día comienza un 

crecimiento exponencial en los tratamientos  de 20 y 40 mg ml-1 de metionina así 

como en el grupo control (Fig 3, a,b, e). En estas figuras, se observa que  la 

máxima densidad poblacional en 20 y 40 mg ml-1 de metionina se alcanzó a los 17 

días de cultivo con 32 y 33 org ml-1 respectivamente; y en el grupo control al día 

18 con 35 org ml-1.  
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Figura 3.- Crecimiento poblacional de C. dubia  con diferentes concentraciones de 
metionina microencapsulada a) 20 mg  ml-1, b) 40 mg ml-1 , c) 60 mg ml-1 d) 80 mg ml-1,   
e) control alimentando con una concentración de 1 X 106 cel ml-1  de Chlorella vulgaris. 
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Por otra parte, en figura 4 se muestran las tasas de crecimiento poblacional de C. 

dubia en las diferentes concentraciones de metionina. Correspondiendo a lo 

observado en la figura anterior, en las concentraciones de 60 y 80 mg ml-1 de 

metionina, hay tasas de crecimiento negativas, ya que en ambos casos, en las 

poblaciones respectivas no hay un crecimiento de la población y finalmente, en 

ambas se tuvo una mortalidad total (Figura 4). 

	
  

 

Figura  4.- Tasa intrínseca de crecimiento poblacional (r) de C. dubia con diferentes 
concentraciones de metionina microencapsulada. 
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En lo correspondiente al análisis proximal de C. dubia, el contenido de humedad 

en los organismos no varío significativamente (α = 0.05), en todos los casos se 

registraron valores cercanos al 80% de contenido de agua (Figura 5). 

 

 

 

 

Figura 5.- Porcentaje de humedad de C. dubia con diferentes concentraciones de 

metionina microencapsulada. 

 

 

CONTENIDO DE CENIZAS.  

En la figura 6 se muestra el porcentaje en el contenido de cenizas de  los 

diferentes tratamientos, sin variaciones significativas (α=0.05) oscilando entre  el 3 

y 4.5% de contenido de cenizas. 
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Figura 6.- Porcentaje del Contenido de cenizas de C. dubia enriquecida con 

metionina microencapsulada en concentraciones de 20 y 40 mg ml-1 y el grupo 

control. 

En la figura 7 se muestra el contenido de proteína entre los diferentes 

tratamientos,  registrando variaciones significativas (α = 0.05) entre la 

concentración de 40 mg ml-1  y el grupo control,  no así entre los tratamientos de 

40  mg ml-1  y de 20  mg ml-1 

 

 

Figura 7.- Contenido de proteína (%) de C. dubia enriquecida con metionina micro 

encapsulada en concentraciones de 20 y 40 mg ml-1 y el grupo control. 
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Contenido de lípidos  

En la figura 8  se muestran los valores de contenido de lípidos. El  valor más alto 

en el grupo control seguido de las concentraciones de 20 y 40 mg ml-1., sin 

embargo estas diferencias no son significativas (α = 0.05).  

  

Figura 8.- Contenido de lípidos (%) de C. dubia enriquecida con metionina 

microencapsulada en concentraciones de 20 y 40 mg ml-1  y el grupo control. 
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DISCUSIÓN	
  
 

Los resultados muestran que puede emplearse metionina microencapsulada para 

enriquecer a C. dubia en concentraciones no mayores de 40 mg ml-1  ya que en 

concentraciones mayores, las poblaciones no crecen y en concentraciones 

menores, si bien es cierto hay un buen desarrollo poblacional, desde el punto de 

vista nutricional, concentraciones menores a 40 mg ml-1   no tienen la misma 

calidad.  

El crecimiento poblacional en las concentraciones más altas de metionina 

microencapsulada (60 y 80 mg  ml-1 ) no se dio, posiblemente a una saturación de 

liposomas en el cuerpo de C. dubia  provocando en los organismos efectos 

adversos, al obstruir el movimiento de los organismos, y posiblemente la ingesta 

de alimento y la reproducción al mantener al organismos en condiciones de estrés 

(Krebs, 1985;  Dodson 1991 y Begon (1995).  

El tiempo en el que se alcanzó la abundancia máxima en las concentraciones de 

20 y  40 mg  ml-1 de metionina (17 días), y el control (18 días)  es más corto que el 

reportado por Peña (2005) en C. dubia alimentado con Chlorella. 

El enriquecimiento de C. dubia con metionina a 40 mg ml-1, se ve reflejado en el 

valor nutricional de los mismos con una concentración de proteína de  83%, valor 

que supera a los reportados por Luna-Figueroa (2010) para Moina wierzejski, 

(50%) y Artemia franciscana (57.26 %);  por Watanabe y cols. (1983).  En Moina 

sp. (68.75 %)  alimentada con  Chlorella sp. y por  Torrentera y Tacon, (1988) para 

Daphnia sp. (70.09 %) y Moina sp. (68.75%), valor compartido por Romero (2009). 

En lo que respecta a la cantidad de humedad de C. dubia obtuvimos  un rango de 

83 a 87%; mientras que Torrentera (1988) reporta que el análisis proximal de 

cladóceros como Daphnia sp. y Moina sp. tienen una humedad de 89.3 y 87.2%  

respetivamente.     
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El porcentaje de lípidos se obtuvo un rango de 15 a 20 % de lípidos para C. dubia 

los cuales concuerdan con lo reportado por Torrentera (1988) quien para el 

cladócero Moina sp.  obtuvo una cantidad de 22.65%, mientras que por Luna-

Figueroa (2010) para Moina wierzejski fue de 19.37%. 

En lo que respecta a la cantidad obtenida de cenizas tuvimos valores con rangos  

de 3.37% a 4.77 %. Torrentera (1988) demostró valores de 6.54% siendo más 

altas que con lo obtenido nosotros; pudiéndose inferir por la posibilidad del tipo de 

alimento suministrado. 

Estos resultados son importantes para su aplicación  en la acuacultura, ya que el 

conocer el tiempo de máxima densidad poblacional, es importante para determinar 

tiempos y densidades de cosecha en los programas de alimentación de crías o 

larvas de organismos acuáticos. Además de incrementar el valor nutricional de el 

organismo, objeto de enriquecimiento. Por otra parte,  estudios posteriores podrían 

arrojar información relativa a la utilización de microencapsulados en organismos 

no solamente para el enriquecimiento de ellos, sino para la administración de 

diferentes sustancias como antibióticos, promotores de crecimiento, vitaminas, 

entre otras  para el desarrollo óptimo de los organismos cultivados.  
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CONCLUSION	
  
 

La metionina microencapsulada en las concentraciones < 40  mg ml-1  de 

metionina no afecto el crecimiento poblacional de los Ceriodaphnia dubia. 

La metionina microencapsulada tuvo efectos en la composición nutricional de 

Ceriodaphnia dubia. 

La metionina microencapsulada tuvo diferencias en el contenido de proteínas en 

Ceriodaphnia dubia en las concentraciones de 40 mg ml-1  de Metionina con el 

grupo control. 

El análisis proximal de metionina microencapsulada a diferentes concentraciones 

no obtuvo diferencias en humedad, lípidos y contenido de cenizas. 

La metionina microencapsulada es adherida en el tracto digestivo y  el caparazón 

de Ceriodaphnia dubia. 
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ANEXOS	
  
	
  

ANEXO 1 

MEDIO EPA: (EPA, 2000). 

El medio es preparado con agua libre de cloro, y ajustado a una dureza adecuada. 

Bicarbonato de Sodio:       (NaHCO3)           1.9g/20L 

Sulfato de Calcio       (CaSO4)           1.2g/20L 

Sulfato de Magnesio       (MgSO4)           1.2g/20L 

Cloruro de Potasio       (KCl) 0.04g/20L 
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ANEXO 2 

MEDIO BOLD BASAL (Borowiska, 1988). 

Se prepararon 6 soluciones con las siguientes sustancias en 1 litro de agua 

destilada: 

NaNO3              25.0 g. 

                                                 CaCl2 . 2H2O    2.5 g. 

MgSO4 . 7H2    7.5 g. 

K2HPO4                7.5 g. 

NaCl                 2.5 g. 

En 940 ml de agua destilada, agregar 10 ml de cada solución stock y 1.0 ml de 

cada solución stock que se preparó de la siguiente manera: 

A) 50 g. de EDTA y 31 g. de KOH y disolverlo en 1 litro de agua destilada. 

B) 4.98 g. de FeSO4 . 7H2O disuelto en un litro de agua acidificada (agua 

acidificada: 1 ml de H2SO4 disuelta en 1 litro de agua destilada). 

C) 11.42 g. de H3BO3 disuelto en 1 litro de agua destilada. 

D) En 1 litro de agua destilada disolver lo siguiente: 

*ZnSO4 . 7H2O       8.82 g. 

*MnCl2 . 4H20         1.44 g. 

*MoO3                    0.71 g. 

*CuSO4 . 5H2O         1.57 g. 

 *Co(NO3)2 . 6H2O   0.49 g. 
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ANEXO 3 

TECNICA de MICROENCAPSULACION por hidratación simple (Banghan y Cols, 

1965) 

Solución de Metionina 

1. Diferentes cantidades de metionina (20, 40, 60, 80  mg). 

2. 3 ml de agua destilada por cada concentración de metionina.  

3. Se disuelven la metionina en 3 ml de agua destilada. 

 

Membrana del liposoma 

1. En un tubo de cristal de base redondeada se mezclan 0.003 mg  de 

colesterol + 0.030 mg fosfatidilcolina.  

2. Se disuelven con 3 ml de cloroformo. 

3. Se procederá  a la evaporación total del disolvente (cloroformo) mediante la 

aplicación de un flujo de aire, hasta conseguir una fina película en la base 

del tubo de cristal. 

 

Formación de Liposomas 

1. A la película formada, se le adiciona la solución de metionina en forma 

independiente cada concentración para dar paso al proceso de hidratación 

de los componentes de la membrana.  
2. La hidratación y la formación de los liposomas se favorecerán mediante una 

agitación constante por 30 min del tubo en un sonificador (Figura 9)   

(Bangham ycols., 1965). 
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Fig 9.- Procedimiento de preparación de hidratación simple, de liposomas 

multilaminares (MLVs) y liposomas unilamelares de extrusión (LUVextrusión). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34	
  
	
  

ANEXO 4  

Contenido de Proteínas - Método de Lowry. 

1. Colocar 50 mg de muestra en un tubo de ensaye. 

2. Agregar 1 ml de agua destilada y homogenizar durante 2 minutos. 

3. Agregar 1 ml de reactivo de Lowry y dejar reposar por 20 minutos. 

4. Agregar 5 ml de folín y dejar reposar por 30 minutos. 

5. Aforar con agua destilada a 10 ml y centrifugar 1 minuto a 5000 rpm. 

6. Leer a 540 nm, en un espectrofotómetro Hach.  
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ANEXO 5. 

Determinación de porcentaje de lípidos (Blight y Dyer, 1959). 

1. Pesar 200 mg de muestra y colocarla en un tubo de ensaye. 

2. Agregar 3 ml de metanol y 1.5 ml de metanol y 1.5 ml de cloroformo. 

3. Homogenizar por un periodo de 2 minutos dentro de un recipiente con hielo, 

para evitar la oxidación de los lípidos.  

4. Agregar 1.5 ml de cloroformo y homogenizar por 2 minutos dentro de un 

recipiente con hielo.  

5. Centrifugar las muestras por un periodo de 10 minutos a 5000 rpm. 

6. Pesar 200 mg de muestra y colocarla en un tubo de ensaye. 

7. Agregar 3 ml de metanol y 1.5 ml de cloroformo. 

8. Homogenizar por un periodo de 2 minutos dentro de un recipiente con hielo, 

para evitar la oxidación de los lípidos. 

9. Agregar 1.5 ml de cloroformo y homogenizar por 2 minutos dentro de un 

recipiente con hielo. 

10. Centrifugar las muestras por un período de 10 minutos a 5000 rpm. 
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ANEXO 6. 

Los cladóceros, crustáceos de la clase Brachiopoda, comprenden 

aproximadamente 620 especies y se considera que alrededor de 200 se 

encuentran en la región Neotropical (Fuentes- Reines; et al, 2012).  

Son organismos que se reproducen por partenogénesis, en condiciones favorables 

y generalmente de manera sexual cuando las condiciones ambientales son 

adversas como la temperatura baja, fotoperiodo corto, falta de alimento, 

sobrepoblación y acumulación de metabolitos. (Gilbert, 1983). En su proceso de 

digestión, los desechos son transportados al intestino posterior por medio de 

movimientos peristálticos para ser expulsados por el ano localizado en la parte 

terminal del postabdomen (Dodson y Frey, 1991).  

Ceriodaphnia dubia tiene una longitud de 900 mm.(Fig 10); no presenta rostro pero 

tiene un seno cervical bien marcado, que delimita la cabeza pequeña de un cuerpo  

grande y redondeado. El margen dorsal de la cabeza tiene una ligera concavidad 

en la parte media y otra más suave en la parte posterior. El post-abdomen tiene 8-

10 espinas anales fuertes, con numerosos fascículos de sedas laterales (Araya, J. 

1985). 

 

Clasificación taxonómica del cladócero C. dubia. 

 Superclase Crustacea 

  Clase Brachiopoda 

   Superorden Cladocera  

    Orden Anomopoda  

     Familia DAPHNIIDAE 

      Género Ceriodaphnia 

       Especie Ceriodaphnia dubia (Richard, 1984) 
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Figura  10.-    Ceriodaphnia dubia.          a) Vista lateral, b) Post-abdomen  
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