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THE FATTY ACID PROFILE OF Sparus aurata LARVAE IS
CORRELATED TO THE COMPOSITION OF THE ENRICHMENT DIETS

s plicatilis AND Artemia sp.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the effect of the enrichment of rotifers
(Brachionus plicatilis)y and brine shrimp (Artemia sp.) with different commercial emulsions and
microalgae on polyunsaturated fatty acid {PUFA) composition of gilthead sea bream larvae, Sparus
aurata. Rotifers were fed four enrichment diets (marine Chlorella sp., and three commercial emul-
sions: Algal Rotitero™, Frippak’M booster and Se]coTM) The enrichment of Artemia p. (Artemia
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conical tanks, using two commercial emulsions (Troffic™ and Selco™) and a microalgae (Chlorella

sp.). The results showed that enriched preys were deficient in PUFA n-3 and may not provide the
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cient in order to incorporate in the larvae the fatty acid treatment.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto del enriquecimiento de rotiferos
(Brachionus plicatilis) y camarones de salina (Artemia sp.) con diferentes emulsiones comerciales y
microalgas sobre la composicion de los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de larvas de pargo dora-
do, Sparus aurata. Se alimentaron los rotiferos con cuatro dietas de enriquecimiento (Chlorella sp.
marino y tres emulsiones comercials: Algal RotiferoM®, FrippakMR Booster y Setco™?). Se realizé el
enriquecimiento de Artemia sp. (Artemia oystembMR, tipo AF) con nauplios instar [ a una densidad uc
250- 300 ndupllos/ml en estanques conicos de 20 1, usando dos emu151one§ comeruales (TrofficM®
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las presas enriquccidas tuvieron una deficiencia de PUFA n-3 y que posiblemente no aportan los
requisitos alimenticios de las larvas de pargo dorado.

Palabras clave: Sparus aurata, larvicultura, enriquecimiento, acidos grasos poliinsaturados (PUFA).

INTRODUCTION

The beginning of exogenous feeding is one
of the critical periods in larval development for
the majority of marine species used in aqua-
culture. At this stage, larvae are mainly pelagic
and zooplankton feeders and need a diverse diet
to suit the energetic demands as well as the ana-
tomical, physiological and cthological changes
that occur during development. In this regard,
the larviculture of marine fishes needs to be
complemented by an intensive culture of phyto-
plankton and zooplankton.

Due to the high costs of live food produc-
tion, larval teeding is carried out with mono-
specific diets, mainly the rotifer Brachionus
plicatilis and the branchiopod crustacean,
Artemia sp. Although these species contain a
high energetic value, they have nutritional defi-
ciencies when compared to the natural prey.
The solution for this problem has been sought
through the manipulation of the nutritional
profile of Brachionus and Artemia by the incor-
poration of specitic nutrients in emulsions that
arc added to their culture medium (enrichment).
Because of their non-specific filtration beha-
viour, they will ingest the emulsions and incor-
porate the required nutrients in their body,
which will then be available for the fish larvae.

The artificial feeds now available for ma-
rine tishes (e.g., sea bass and sca bream) can be
deficient in essential nutrients such as proteins,
lipids, carbohydrates and vitamins, thereby in-
ducing nutritional pathologies; a deficiency in
fatty acids induces hepatic trouble (Mosconi,
1987).

The fatty acid deficiency on the linolenic
serics (n-3) has been pointed out as one of the
most important factors that can interfere in the
success of marine fish larviculture (Kowen
et al., 1993, Rodriguez et al., 1993). In car-
nivorous species, it seems that the lipids are
also very important as energetic sources instead
of protein oxidation, that can be better used
for growth and tissue renewal—protein-sparing
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INTRODUCCION

El inicio de la alimentacion exogena es uno
de los periodos criticos durante el desarollo lar-
val en la mayoria de los peces marinos utiliza-
dos en la acuicultura. En esta ctapa, las larvas
son principalmente pelagicas, se alimentan de
zooplancton y requieren de una dieta variada
que cumpla con las demandas energéticas asi
como con los cambios anatomicos, fisiologicos
y etologicos que ocurren durante su desarrollo.
A este respecto, la larvicultura de peces mari-
nos ticne que ser complementada con un cultivo
intensivo de fitoplancton y zooplancton.

Debido a los altos costos de la produccion
de alimento vivo, la alimentacion larval se lleva
a cabo con dietas monoespecificas, principal-
mente con ¢l rotifero Brachionus plicatilis y el
crusticeo branquidpodo Artemia sp. A pesar del
alto valor energético de estas especies, tienen
deficiencias alimenticias comparadas con las
presas naturales. Se ha buscado una solucién a
este problema a través de la manipulacion del
perfil nutritivo de Brachionus y Artemia, con la
incorporacion de nutrientes especificos en las
emulsiones que se afiaden a su medio de cultivo
(enriquecimiento). Debido a su comportamiento
no especifico de filtracién, ingerirdn las emul-
siones ¢ incorporaran los nutrientes requeridos,
los cuales estaran disponibles para las larvas de
peces.

Los alimentos artificiales actualmente dis-
ponibles para peces marinos (e.g., mero y pargo
dorado) pueden tener deficiencias en nutrientes
esenciales, tales como proteinas, lipidos, carbo-
hidratos y vitaminas, por lo que causan patolo-
gias alimenticias: una deficiencia de &cidos
grasos induce problemas hepaticas (Mosconi,
1987).

Se ha demostrado que las deficiencias de
los 4cidos grasos en la serie linolénica (n-3) es
uno de los factores mas importantes que puede
interferir en el éxito de la larvicultura de peces
marinos (Kowen et al., 1993; Rodriguez et al.,
1993). En especies carnivoras, parcce ser que
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cifect—which permits the reduction of protein
fevels in the dict (Watanabe, 1988).

MATERIAL AND METHODS

Mass production of Brachionus plicatilis
was carried out in 500-1 conical tanks. at 20%o
salinity and a temperature of 26°C. They
were fed on  baker's yeast (Saccharomyces
cerevisiae). Four cnrichment products for the
rotifers were used: marine Chlorella sp.. and
three commercial emulsions, Algal Rotifero™.
Frippak™ booster and Seico™. The enrichment
was carried out in 250-1 conical tanks with
strong acration {rom the bottom and. during the
enrichment procedure (table 1). the physical
and chemical conditions were the same as in the
production tank.

The enrichment of Artemia sp. (Artemia
Systems™., AT type) was carried out with instar
I nauplii at a density of 250-300 nauplii/ml in
20-1 conical tanks. with aeration from the
bottom (DO > 5 ppm). at 35%e salinity and
26 = 1°C temperature. Two commercial emul-
sions (Iroffic™ and Selco™) and a microalgae
(Chlorella sp.) were used. The cnrichment

(18 h+ 18 h) was made at a concentration of

0.6 g/1 (300 nauplii/ml} with Selco. 0.1 ml/l
(300 nauplii/ml) with Troffic and 30 x 10°
cel/mb with Chlorella sp. The control medium
was filtered sea water. The nauplii were filtered
and washed with sca water once during the
enrichment period in order to renew the en-
riched medium to minimize the encapsulation
of oxidized lipid components. The enrichment
products. cnriched rotifers and Artemia nauplii
were sampled (1 g wet weight in duplicate) and
stored in liquid nitrogen for fatty acid analysis.
Sparus aurata cggs were obtained through
natural spawning of captive broodstock at
IPIMAR/CIMSUL (Olhdo, Portugal). Larvae
were reared at an initial density of 60 larvae per
litre in 200-1 white conical fibreglass tanks,
with a continuous through flow of aerated sea
water filtered through 20 pm mesh size. The
larvac were grown at 20 £ 1°C, 30%e salinity
and a photoperied of 12 h. Oxygen content was
measured daily and maintained at 7 mg/l. No
green water was added in order to have a better
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los lipidos también son fuentes energéticas muy
importantes cn lugar de la oxidacion de
protcinas que se pueden utilizar mejor para cl
crecimiento y la renovacion de tejido—efecto
de proteina limitada—Io cual permite reducir
los niveles de proteinas ¢n la dicta (Watanabe,
1988).

MATERIAL Y METODOS

La produccion masiva de  Brachionus
plicatilis se realizd en estanques conicos de
5001, con una salinidad dc 20%. y tempera-
tura de 26°C. Se alimentaron con levadura
(Saccharomyces cerevisiae). Se utilizaron cua-
tro productos de enriquecimiento para los
rotiferos: Chlorella sp. marino, y tres emul-
siones comerciales, Agal Rotifero™®. Frippak™®
Booster y Selco™®. El enriquecimiento se llevo
a cabo en estanques conicos de 250 1, con una
fuerte aeracion del fondo. Se usaron las mismas
condicionges tisicas y quimicas del estanque de
produccion para el procedimiento de enriqueci-
micnto (tabla 1).

El enriquecimiento de Artemia sp. (Artemia
Systems™®, tipo AF) se realiz con nauplios
instar 1 a una densidad de 250-300 nauplios/ml
en estanques conicos de 20 1, con aeracion de
fondo (OD > 5 ppm), una saltinidad de 35%o y
una temperatura de 26 £ 1°C. Se usaron dos
emulsiones commerciales (Troftic™ y Selco™®)
y una microalga (Chlorella sp.). Se llevo a cabo
¢l enriquecimiento (18 h + 18 h) con concen-
traciones de 0.6 g/} (300 nauplios/ml) para
Selco, 0.1 ml/l (300 nauplios/ml) para Troffic y
30 x 10° cel/ml para Chiorella sp. El medio de
control fue agua de mar filtrada. Los nauplios
se filtraron y lavaron con agua de mar una vez
durante ¢l periodo de enriquecimiento para
renovar ¢l medio enriquecido y minimizar la
encapsulacion de componentes de lipidos oxi-
dados. Se muestrearon los productos de enri-
quecimiento, rotiferos enriquecidos y nauplios
de Artemia (1 g de peso hiimedo por duplicado)
y se¢ almecenaron en nitrdgeno liquido para el
analisis de los acidos grasos.

Sc¢ obtuvieron huevos de Sparus aurata a
través de desoves naturales de un grupo cau-
tivo de progenitores cn ¢l IPIMAR/CIMSUL
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Table 1. Brachionus plicatilis enrichment methods.

Tabla 1. Métodos de enriquecimiento de Brachionus plicatilis.

Product Density Dose No. of doses Duration
(rot/ml) (h)

Algal Rotifero™ <350 1.3 g/1 10° rot 2 18

Chlorella sp. <350 >30 x 10°cel/m) 1 18

Frippak™ booster /350 0.5 g/l 10" rot 1 18
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control of the enrichment conditions (Nery et
al., 1992).

Samples were ground in a Potter homoge-
nizer with chloroform/methanol/water (2/2/1.8)
(Bligh and Dyer, 1959). After saponification
dllU \.SlLrlllLdllUIl Ul lllL llplU extracis (?Vh,lbdllL
and Schmitz, 1961), the fatty acid methy!
esters (FAME) were injected into a capillary
column (30 m {fused silica, 0.32 [D) instatled
in a Varian 3300 gas-liquid chromatograph.

Helium was used as carrier gas at a tflow rate of

I ml/min; oven temperature was 180°C for
7 min, then 200°C (with a temperature gradient
of 4°C/min) over a period of 71 min. Both the
injector and FID detector were set at 250°C.
Peak quantification was done with a Varian in-

sarator 4290 and FAME

u,buu\u FLTN né rAvo

made by comparison with FAME standards and
cod liver oil chromatograms.

identification wag
wigenuncaion was

RESULTS AND DISCUSSION

Enriched B. plicatilis showed an increment
in the percentage of fatty acids of the linolenic
series (fig. 1) when compared to non-enriched
controls fed on baker's yeast. The total PUFA
n-3 was 3.3% for the control rotifers and varied
between 8.4 and 15.8% with the different en-
richments. It is important to notice the complete
absence of 22:6n-3 in control rotifers. This deti-

clency wac avercome with any at the thrae
ciency was overcome with any of the three
enrichment products: Frippak booster, Selco

and Algal Rotifero.

fnrichment producis for Ariemia showed
high levels of the linolenic series, mainly the
cicosapentanoic acid (20:5n-3) and docosahexa-
noic acid (22:6n-3), when compared with the
microalgae  Chlorella  sp.  Although this
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(Olhao, Portugal). Las larvas fueron cultivadas
a una densidad inicial de 60 larvas por litro en

estangues blancos de fibra de vidrio de 200 1,

estanques
con un flujo constante de agua de mar aircada
y filtrada con una luz de malla de 20 pm. Sc
cultivaron las larvas a una temperatura de
20 £ 1°C, con una salinidad de 30%o y un foto-
periodo de 12 h. Diartamente se midio el con-
tenido de oxigeno, manteniéndolo a 7 mg/l. No
se anadio agua verde para tener mejor control
de las condiciones de enriquecimiento (Nery et
al., 1992).

Las muestras se trituraron en un homoge-
neizador Potter con cloroformo/metanol/agua
(2/2/1.8) (Bligh y Dyer, 1959). Después de la
saponificacion y esterificacion de los extractos
linidicos (Metealfe v Schmits 194611

ni 1oy
apidicos  (Migtcaite  y  os>cenmitz, 1961),

¢steres metilicos de los dcidos grasos (FAME)
fueron inyectados en una columna capilar
(30 m de silica fundida, 0.32 D), instalada en
un cromatégrafo de gas-liquido Varian 3300.
Se utilizd helio como el gas transportador, a
una razon de flujo de 1 ml/min; la temperatura
del horno fue de 180°C, durante 7 min, hasta
200°C (con un gradiente de temperatura de
4°C/min), durante un periodo de 71 min. Tanto
el inyector como el detector FID s¢ estable-
cieron a 250°C. La cuantificacion de los picos
se realizo con un integrador Varian 4290 y la
identificacion de FAME se rcalizé mediante Ja

caomnaracian de lag egtandarog de TANME oan
comparacion a¢ 105 eslandares a¢ r/Avir ¢on

los cromatogramas de aceite de higado de
bacalao.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ll rotifero B. plicatilis enriquecido mostro
un incremento cn ¢l porcentaje de acidos grasos
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Figure 1. Fatty acid (PUFA) profile of enriched Brachionus plicatilis. P, product: L, Brachionus fed
on baker's yeast: B, enriched Brachionus; J. enriched Brachionus + 24 h starvation.

Figura 1. Perfil de 4cidos grasos (PUFA) de Brachionus plicatilis cnriquecido. P. producto; L.
Brachionus alimentado con levadura: B, Brachionus enriquecido: 1. Brachionus enriquecido + 24 h

de inanicion.

microalgac contained high levels of 20:5n-3,
22:6n-3 was not present. indicating its deficien-
cy as a PUFA n-3 source.

Enrichment with Selco and Troffic in-
creased the incorporation of 22:6n-3 and
20:5n-3. when compared with Chlorella or with
the control treatment. Although the highest
n-3 levels have been achieved with Troffic
(35.99%), the incorporation of long chain fatty
acids in Artemia nauplii was much more cffi-
cient with Selco (16.3 vs 21% with Troftic)
(fig. 2). There were no significant differences
(P > 0.05) in the n-3/n-6 ratio between these
two treatments, which could indicate a higher
contribution of the n-6 series in the Selco treat-
ment. No statistically significant differences
(P> 0.05) were found between total PUFA n-3
in eggs (28.6%) and newly hatched S. aurata
larvae (fig. 3). This is similar to what has been

de la serie linolénica (fig. 1). ¢n comparacion
con los controles no enriquectdos alimentados
con levadura. Ll total de PUFA n-3 fue 3.3%
para los rotiferos de control y varié entre 8.4 y
15.8% con los diferentes enriquecimicntos. ks
importante notar la ausencia completa  de
22:6n-3 en los rotiferos de control. Lista defi-
ciencia se superd con cualquicra de los tres pro-
ductos de enriquecimiento: Frippak Booster,
Scleo y Algal Rotifero.

Los productos de cnriquecimicnto  para
Artemia mostraron altos niveles de la serie
linolénica, principalmente en el acido eicosa-
pentanoico (20:5n-3) y el 4acido docosahexa-
noico (22:6n-3), comparados con la microalga
Chlorella sp. Aunque esta microalga presento
altos niveles de 20:5n-3, el 22:6n-3 no se pre-
sentd, lo que indica su deficiencia como fuente
de PUFA n-3.
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Figure 2. FAME profile of enriched Artemia sp. metanauplii and enrichment products.
Figura 2. Perfil de FAME de metanauplios de Artemia sp. enriquecidos y productos de

enriquecimiento.

found by Mourente (1990) for the same species.
Twenty-day-old larvae fed on enriched diets
contained significantly less PUFA n-3 (5-15%)
(fig. 4) than eggs.

The PUFA contents of the rotifers do not
significantly affect the growth and survival of
ten-day-old turbot larvae; it seems that the
effect of rotifer enrichment may first be evident
in older stages (Stottrup and Attramadal, 1992).
So, the rotifers' PUFA profile must be changed
in order to avoid later lethal effects during
Artemia feeding.

Forty-five-day-old S. aurata larvae had
higher 22:6n-3 levels when fed on Troftic en-
riched nauplii (fig. 5) and this was the only
treatment where the concentration of n-3 fatty
acids reached levels similar to those found in
eggs (fig. 3). The larvae fed on Chlorella en-
riched nauplii had higher n-6 levels when com-
pared with the other treatments, which reflects
the fatty acid composition characteristic of the
microalgae. On the whole, the fatty acid profile
of S aurata larvae was correlated with the com-
position of the enrichment treatments.

CONCLUSIONS

It can be concluded that the enriched preys
and the commercial cnrichment products that
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El enriquecimiento con Selco y Troffic in-
crementd la incorporacion del 22:6n-3 y el
20:5n-3, comparados con Chlorella o con el
tratamiento de controi. A pesar de que los ni-
veles mas altos de n-3 se lograron con Troffic
(35.99%), la incorporacion de acidos grasos de
cadena larga en nauplios de Artemia fue mucho
mas eficiente con Selco (16.3 vs 21% con
Troffic) (fig. 2). Estos dos tratamientos no pre-
sentaron diferencias significativas en la razon
n-3/n-6 (P >0.05), lo que pudiera indicar una
contribucion mayor de la serie n-6 en el trata-
miento Selco. No se encontraron diferencias
significativas (£ > 0.05) entre ¢l PUFA n-3
total en los huevos (28.6%) y las larvas recién
eclosionadas de S. aurata (fig. 3). Esto es simi-
lar a lo encontrado por Mourente (1990) para la
misma especic. Larvas de 20 dias de edad, ali-
mentadas con dietas enriquecidas, tuvieron un
PUFA n-3 (5-15%) (fig. 4) significativamente
menor que los huevos,

Los contenidos de PUFA en los rotiferos no
afectan significativamente el crecimeinto y su-
pervivencia de las larvas de rodaballo de 10
dias de edad; seglin parece, ¢l cfecto de enri-
quecimiento del rotifero se presenta por primera
vez en los estadios mas avanzados (Stottrup y
Attramadal, 1992). Por tanto, s¢ debe cambiar
el perfil de PUFA de los rotiferos para evitar
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Figure 3. PUFA profile of eggs and newly hatched larvae of Sparus aurata.
Figura 3. Perfil de PUFA de huevos y larvas recién eclosionadas de Sparus aurata.
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Figure 4. PUFA profile of 20-day Sparus aurata larvae, fed on enriched Brachionus plicatilis.
Figura 4. Perfil de PUFA de las larvas de Sparus aurata de 20 dias de edad. alimentadas con

Brachionus plicatilis enriquecido.

are normally used in aquacuiture do not seem to
be optimized to the nutritional demands of ma-
rine fishes, mainly because of their deficiency
in fatty acids of the linolenic series (n-3) that
have been considered essential for a better
growth and survival of marine fish larvae
(Castell er al., 1986). 1t is also important to
point out that the high levels of the linoleic
series (n-6) will interfere in the n-3/n-6 ratio,
which seems to be more important than the
levels of each acid or the total of each series
(New, 1986).
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efectos lctales posteriores durante la alimenta-
cién con Artemia.

Las larvas de 8. aurata de 45 dias de edad
tuvieron mayores niveles de 22:6n-3 cuando
se alimentaron con nauplios enriquecidos de
Troffic (fig. 5) y éste fue el Unico tratamiento
donde las concentraciones del 4cido graso n-3
alcanzaron niveles similares a los encontrados
en los huevos (fig. 3). Las larvas alimentadas
con nauplios enriquecidos de Chlorella pre-
sentaron mayores niveles de n-6, comparados
con los otros tratamientos, lo que refleja la
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Figure 5. FAME composition of Sparus aurata larvae (45 days alter hatching).
Figura 5. Composicion de FAME de las larvas de Sparus aurata (45 dias después de la eclosion).

All marine fishes have a very limited
conversion capacity of de novo synthesis of
PUFA, such as 20:4n-6, 20:5n-3 and 22:6n-3
(Watanabe, 1982; Kanazawa, 1985). It scems
that 20:5n-3 can be easily converted to 22:5n-3
but not to 22:6n-3 and also that 22:6n-3 is
not retroconverted to 22:5n-3 or 20:5n-3: it
also secms that when the ratio between
20:5n-3/22:6n-3 is not correct, this can lead to
high fish
1993). The results suggest that rotifers and
Artemia must be enriched with PUFA n-3,
mainly 22:6n-3, in order that the requirements
of S auwrata larvac arc met. The same conclu-
sion has been reached by Sorgeloos et al.
(1988) tor sca bass (Dicentrarchus (abrax),
Fraser er al. (1988) for cod (Gadus morhua)
and Bell et al. (1985) for turbot (Scophthalmus
maximus). Although the enrichment products
do not seem to be optimized to the nutritional
demands of marine fish larvae, the enrichment
methodology seems to be efficient in order to

mortalitics 1n larvae (Watanabe,

incorporate in the larvae the fatty acids
treatment
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composicién de acidos grasos caracteristica de
la microalga. En general, el perfil de los acidos
grasos de las larvas de S. aurata sc correlaciono
con la composicion de los tratamientos de
enriquecimiento.

CONCLUSIONES

Se puede concluir que las presas enrique-
cidas y los productos de enriquecimiento co-
merciales de uso comin en la acuicultura
aparentamente no cumplen con las demandas
alimenticias de los peces marinos, debido prin-
cipalmente a su deficiencia de acidos grasos en
la serie linolénica (n-3), los cuales s¢ conside-
ran esenciales para un mejor crecimiento y su-
pervivencia de las larvas de peces marinos
(Castell et al., 1986). También c¢s importante
indicar que los altos niveles de la serie linoleica
(n-6) afectaran la razon n-3/n-6, la cual parece
ser mas importante que los niveles de cada
acido o del total de cada seric (New, 19806).

Todos los peces marinos tienen una capaci-
dad de conversion muy limitada de sintesis de
novo de PUFA, como 20:4n-6, 20:5n-3 y
22:6n-3 (Watanabe, 1982: Kanazawa, 1983).

Segin parece, ¢l 20:5n-3 s¢ puede convertir
facilmente en 22:5n-3, pero no en 22:6n-3, y
este ultimo no se retroconvierte en 22:5n-3 o
20:3n-3; asimismo, cuando la razon entre
20:5n-3/22:6n-3 no es correcta, pucde haber
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altas mortalidades las
(Watanabe, 1993). Los resultados sugicren que
los rotiferos v rtemia deben ser enriquecidos
con PUFA n-3. principalmente 22:6n-3. para
lograr los requerimientos de las larvas de S
auratd. misma conclusion  llegaron
Sorgeloos et ol (1988)  para mero
(Dicentrarchus labrax). Fraser et al. {1988)
para ¢l bacalao (Gadus morhua) v Bell et al.
(1985) para rodaballo  (Scophthalmus
maximus). A peser de que los productos de en-
riguecimicnto aparentamente no satisfacen las
demandas alimenticias de las larvas de peces
marinos, ¢l método de enriquecimiento parece
ser eficiente para incorporar ¢l tratamiento de

en larvas de peces

A csta

el

¢l

acidos grasos cn las larvas.
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